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ANOTACE

Bakalatska prace popisuje vliv tepelné tipravy na obsah vitaminu C v zelening. V teoretické
¢asti se zabyva vitaminem C, jeho vlastnostmi, stabilitou a ucinky na lidsky organismus. Dale
jsou zde popsany vybrané analytické metody, prostfednictvim kterych lze vitamin C stanovit.
Prakticka ¢ast je zaméfena na stanoveni obsahu vitaminu C (kyseliny askorbové) v brokolici

pted a po tepelné tpravé metodou HPLC s UV detekci.

Klic¢ova slova: vitamin C, kyselina askorbova, obsah, tepelna uprava, HPLC/UV

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the infuence of vegetable heat treatment on vitamin C content.
The theoretical part is focused on vitamin C, its chemical properties, stability and influence
on human body. The next part of the thesis describes the chosen analytic methods of vitamin
C (ascorbic acid) detection. The practical part of this work is focused on the determination
of vitamin C concentration in broccolli before and after the heat treatment by using HPLC
method with UV detection.

Keywords: vitamin C, ascorbic acid, content, thermal processing, HPLC/UV
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UvVOD

dostatecného mnozstvi zeleniny zajiSt'uje piijem vitamint, minerald a dalSich biologicky
aktivnich latek nezbytnych pro spravné fungovéani organismu. Zelenina je zvlasté bohata
navitamin C. Ten hraje vlidském téle velmi vyznamnou roli, nebot’ se Ucastni fady
fyziologickych procest, jako je syntéza kolagenu, vyluCovani cholesterolu ¢i vstiebavani
zeleza. Diky antioxida¢nim uc¢inkiim zabraiiuje Sifeni volnych radikalt a snizuje tak riziko
vzniku cévni mozkové piihody a ischemické choroby srde¢ni. Vitamin C se také podili
na stimulaci obranyschopnosti, ¢imZz napomaha organismu branit se nepfiznivym vlivim

vngjsiho prostiedi.

Vitamin C je velmi madlo stabilni. Napfiklad piisobenim vzduSného kysliku ¢i v pfitomnosti
iontll kovll dochazi k jeho oxidaci a tim ztrat¢ biologické aktivity. Nejvetsi ztraty vitaminu
vSak vznikaji vlivem vysokych teplot. Cilem této bakalarské prace je proto provedeni

experimentalniho stanoveni jeho obsahu v syrové a nasledné tepeln€ upravené zeleniné.

Existuje mnoho zptisobti, pomoci nichz lze obsah vitaminu C v zeleniné stanovit. V praxi se
nejcastéji aplikuje vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), a proto byla tato metoda

pouzita i v predkladané bakalarské praci.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou nizkomolekularni slouceniny, zajistujici zivotné dulezité funkce v organismu
Cloveéka. Lidské télo je nedokaze samo syntetizovat a musi byt proto pfijimany potravou.
Hlavni uloha vitaminii spociva pifedevsim v katalytickém ucinku. Uplatiiuji se jako kofaktory
riznych enzymii v metabolismu nukleovych kyseliny, bilkovin, sacharidi ¢i tukl a byvaji

proto &asto nazyvany exogennimi esencidlnimi biokatalyzatory'2,

Krom¢ katalytickych  ucinkGt  sehravaji  vitaminy nepostradatelnou  roli  také
v prevenci a podpurné 1é¢bé nékterych onemocnéni. Naptiklad vitaminy A, C a E se diky
svym antioxida¢nim vlastnostem podili na prevenci nadorovych onemocnéni. Vitamin D zase
reguluje v organismu metabolismus vapniku, fosforu a dal$ich mineralnich latek zpeviujicich
kosti a zabrafiuje tak vzniku osteopordzy®. Vitaminy lze rozdéglit dle rozpustnosti na vitaminy
rozpustné v tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vodé (C, H a vitaminy skupiny B)*.
Vitaminy rozpustné v tucich se mohou po delsi dobu ukladat v jatrech a tukové tkani, a proto
muze byt jejich nadbytek toxicky. Stav organismu vyvolany jejich pfiliSnym nahromadénim
se nazyva hypervitamindza. Vitaminy rozpustné ve vodé¢ v organismu skladovany nejsou
a jejich pripadny prebytek je z té€la ven vylou¢en moci. Optimalni ptijem vitaminti by mél byt
dosaZen vyvazenou stravou. U ohrozenych skupin populace by mélo byt v ramci prevence
nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni uvazovdno o suplementaci vitaminl
prostfednictvim vhodnych farmaceutickych piipravkid. Nedostatek vitaminli v potrave,
tzn. avitamindza, totiz vede k vdznym metabolickym porucham, které mohou byt i1 pfic¢inou
smrti. Leh¢i forma avitamindzy, zplisobend ¢astecnym nedostatkem uréitého vitamind, je

nazyvéna hypovitaminoza*>®,
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2 VITAMINC

2.1 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI A REAKCE

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova patii mezi derivaty monosacharidii. Chemicky se

jedna o lakton kyseliny 2-0x0-L-gulonové, jehoz struktura je zobrazena na obrazku 1.

HO
o
HO =

HO OH

Obrazek 1 - Struktura vitaminu C2

Kyselina L-askorbova je bila krystalicka ve vod¢é snadno rozpustna latka. Diky pifitomnosti
dvou enolovych hydroxyla se vyznacuje zna¢n¢ kyselym charakterem. Velmi snadno podléha
oxidaci a je proto vyznamnym redukénim ¢inidlem, uplatiujicim se v mnoha extracelularnich

i intracelularnich procesech probihajicich v organismu**.

Nazev vitamin C oznacuje nejen samotnou kyselinu L-askorbovou, ale zahrnuje také cely
reverzibilni redoxni systém. Do tohoto systému patii produkt jednoelektronové oxidace

L-askorbylradikal a produkt dvouelektrodové oxidace kyselina L-dehydoaskorbova?.

O reverzibilni proces se jedna do té doby, dokud neni kruhové struktura L-dehydroaskorbové
kyseliny porusena. Rozstépenim laktonového kruhu dochazi ke vniku kyseliny

2,3-dioxo-L-gulonové (obrazek 2), ktera jiz neni biologicky ucinnd a aktivita vitaminu C

zanika?’.
0
OH OH OH J\1 0
- HOH ,C HooC =

EERS TS ® gy 6 e

-H- Nl -H- -H- -H,0 H——OH
H J— = H L = H

) O/ \\O_ O// \\ H——OH
o OH 0 CH,OH
L-askorbova kyselina anion L-dehydroaskorbova 2,3-dioxo-L-gulonova

(anion) askorbylradikalu kyselina kyselina

Obriazek 2 — Vznik kyseliny 2,3-dioxo-L-gulonové?
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K oxidaci mlze dochézet plsobenim enzymi, konkrétné oxidoreduktaz, které¢ se ftadi
do kategorie antivitamint C. Antivitaminy jsou latky eliminujici biologické aktivity vitaminil,
coz muze vést az Kjejich nedostatetnému piijmu — deficienci. Mezi antivitaminy C patii
naptiklad askorbatoxidasa, askorbatperoxidasa ¢i superoxiddismutasa. Askorbovou kyselinu
oxiduje také vzdusny kyslik, peroxid vodiku a dal$i oxidacni €inidla. Nejvyznamnéjsi je
oxidace pravé vzdusnym kyslikem, nebot’ zplsobuje vétSinu ztrat vitaminu C v potravinach
Vv prub¢hu jejich zpracovani. Reakce muze probihat v pfitomnosti i nepfitomnosti iontd kovi,
nejéastéji dvojmocné médi nebo trojmocného Zeleza. Kyselina vytvaii siontem kovu
a s kyslikem velmi stabilni komplex, ve kterém dochéazi prostiednictvim kovu k pfenosu

2 elektronii z askorbové kyseliny na kyslik. Reakci vznika dehydroaskorbova kyselina,

peroxid vodiku a regeneruje se ion kovu?.

Reakci kyseliny askorbové s ionty kovll vznikaji komplexy. Je-li ovSem kyselina pfitomna
v malém mnozstvi a provadi-li se reakce pii nizkych hodnotach pH, mtze kyselina ionty kovii
redukovat. Redukéni ptisobeni vede k urychleni oxidacni reakce, coz se projevuje vznikem

nezadoucich zmén na chuti, viini a barvé potravin?.

2.2 ZDROJE VITAMINU

Hlavnimi zdroji vitaminu C jsou pfedevSim potraviny rostlinného piivodu, zejména Cerstvé
ovoce a zelenina. Jak doklada tabulka 1, z potravin Zivoc¢isného piivodu maji vétsi vyznam

pouze jatra*8,

Tabulka 1 - Primérny obsah vitaminu C ve vybranych potravinach®

rsgttlrii\rlliggo Obsah vitaminu C ' Eotraviny Obsah vitaminu C
piivodu (mg/100 g) zivocisného pivodu (mg/100 g)

Sipek 800 slepici jatra 45
¢ervena paprika 200 hovézi ledvinky 15
cerny rybiz 180 jikry 13
jahody 60 driibez 5
Spenat 95 hovézi maso 2
citron 50 polotu¢né mléko 1
¢ervena fepa 13 vejce 0-1
brambory 7-30 maslo 0,3

14



Dle odhadt provadénych na tzemi Ceské republiky, pochazi 18 % veskerého vitaminu C
pfijimaného potravou z citrust, 15 % z ostatnich druhti ovoce, zelenina ptispiva 45 % a mléko
pfiblizné 3 %. Z masa pochazeji maximéalné dvé procenta’. Velmi dilezitym zdrojem
vitaminu C jsou brambory. Piestoze 100 g brambor obsahuje v priméru jen 7-30 mg tohoto
vitaminu, z divodu konzumace pomérné velkého mnozstvi v prubéhu celého roku, je vyznam

této potraviny znaény®.

Vysi obsahu vitaminu C v ovoci a zelenin€ ovliviluje mnoho faktorti, zejména klimatické
podminky béhem ristu, stupen zralosti pii sklizni, zpisob zpracovani, atd. Napt. papriky
odridy Topan sklizené na konci Cervence obsahovaly o 142,5 mg vitaminu/100 g mén¢ nez

papriky té samé odriidy sklizené za¢atkem Fijna®®.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vitamin C je tvofen 2 aktivnimi slozkami - kKyselinou askorbovou
(AA) a jeji oxidovanou formou kyselinou dehydroaskorbovou (DHA). V ovoci a zeleniné
byva mnozstvi DHA proti AA vyrazné nizsi (tabulka 2). Studie z roku 1984 uvadi primérné
zastoupeni DHA Vv ovoci a zeleniné (z celkového obsahu vitaminu) mensi nez 10 %. MnozZstvi

DHA je zavislé na oxidaéni aktivité AA. S rostouci aktivitou AA vzrista podil DHAS.

Tabulka 2 - Zastoupeni AA a DHA ve vybranych druzich zeleniny®

, . DHA Celkovy obsah vitaminu C
Vybrané druhy zeleniny | AA (mg/100 g) (Mg/100 g) }ng /100 g)
brokolice 89 7,7 96,7
kvétak 54 8,7 62,7
cervend paprika 151 4 155

2.3 DOPORUCENY DENNI PRIJEM

Fyziologickéd potteba vitaminu C roste s vékem. Zatimco u kojencti se doporucend denni
davka pohybuje vrozmezi 50-55 mg, u adolescentl, resp. dospélych stoupa
az na 100 mg/denné. Tato doporuceni jsou platna v Ceské republice. Podle americkych
doporuceni je adekvatni piijem vitaminu C pro dospélého ¢lovéka 50-60 mg, v Kanadé se

uvadi 25-40 mg/denng&?,

Vhodna denni davka zavisi na mnoha faktorech. Spotieba vitaminu C vyrazné vzrasta pii

infekcich a hojeni ran, fyzické a psychické zatézi, ve staii Ci napi. v téhotenstvi a v pribéhu
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kojeni. Doporuceny piijem vitaminu C u téhotnych zen byl stanoven na 110 mg/denné. Kojici

zeny potiebuji az o 50 mg vice, celkem by tedy mély denné ptijimat kolem 150 mg*?.

Zvysené pozadavky organismu na piijem kyseliny L-askorbové byly pozorovany u kurakai.
Aktivnim ale i pasivnim koufenim nartstd jeji potieba o 60-100 %. Razantni nardst je
zpuisoben jejimi antioxida¢nimi Uc€inky, kterymi chrdni organismus pfed volnymi radikaly
obsazenymi v koufi. Aby mél kufak stejnou koncentraci vitaminu C v krvi jako nekurdk,
musel by jeho denni pfijem tohoto vitaminu byt okolo 200-250 mg/denné. Kromé samotnych
kuiakt byva riziku hypovitamin6zy vystaven i plod t¢hotnych kufacek. Mnoha studiemi byla

v krvi plodu prokézana niz§i praimérna hladina vitaminu C%,

Metabolismus vitaminu C naruSuji i nékterd léCiva, jako napiiklad antibiotika, léky
barbituratové povahy ¢i preparaty obsahujici kortizon. Pacienti by proto k t€émto 1ékiim méli

dodateéné uzivat 100 az 200 mg vitaminu C denné&®,

2.3.1 HYPERVITAMINOZA

Vitamin C spadé do skupiny vitaminl rozpustnych ve vodé, a proto je jeho ptipadny nadbytek
vylouc¢en z organismu moc¢i. Jen velmi vzacné se mohou objevit symptomy piedavkovani,
jako je naptiklad nevolnost ¢i zvraceni. Pfi vysokych davkach (ptekracujicich 10 g vitaminu
C za den) byly pozorovany prijmy. Pokud by pfijem vétSich davek pietrvaval delsi dobu,

mohlo by v ledvinach a mogovych cestiach dochazet k tvorbé oxalatovych kaménka®®,

2.3.2 HYPOVITAMINOZA

Nedostatek vitaminu C se nejcastéji projevuje zvySenou unavou, Vveétsi nachylnosti
k infekénim onemocnénim, poruchami spanku ¢i snizenim vitality. ZhorSené hojeni ran

a celkové zpomalend rekonvalescence, zvySena naklonnost k tvorbé kie€ovych Zil, depresivni

wrwe

Hypovitaminéza postihuje zejména osoby s nevhodnymi stravovacimi navyky, v jejichz

jidelni¢ku neni dostatek erstvého ovoce a zeleniny®’.

2.3.3 AVITAMINOZA

Avitaminéza vyvolavd onemocnéni zvané kurdéje. Pfiznaky kurdéji se odvozuji

od nedostate¢né hydroxylace prolinu v protokolagenu, coz ma za disledek naruseni syntézy

16



kolagenu. Mezi hlavni symptomy proto patii zejména poruchy vazivovych tkani projevujici se

vypadavanim zubi, poskozenim kapilar a otoky sliznic’.

2.4 UCINKY NA ORGANISMUS

Syntéza kolagenu

Kyselina askorbova se vorganismu podili na hydroxylaci prolinu a lysinu
(na-3-hydroxyprolin a 5-hydroxylysin) v protokolagenu. Hydroxylaci dochazi k preméné
protokolagenu na kolagen — glykoprotein, tvofici zaklad pojivovych tkani jako jsou kosti,
chrupavky ¢i kize. V pfipadé nedostatecného piijjmu vitaminu C hydroxylace nenastava

a dochazi k porucham ktize, krvacenim désni, vypadavanim zubi atd®*2.

Syntéza karnitinu

Jako kofaktor dioxygeniz se vitamin C ulastni biosyntézy L-karnitinu. Ukolem této
aminokyseliny je transport dlouhych fetézci mastnych kyselin do mitochondrialni matrice,
kde probéhne jejich degradace a jsou posléze organismem vyuzivany jako zdroj energie.

Nedostate¢ny piijem vitaminu proto zapfi¢ifiuje tnavu a letargii® "3,
Syntéza noradrenalinu

Vitamin C vyznamné zasahuje 1 do biosyntézy katecholaminti. Tyto hormony jsou
produkovany dfeni nadledvin a tadi se mezi né dopamin, adrenalin a noradrenalin.
V ptitomnosti kyseliny askorbové je umoZznéna hydroxylace dopaminu vedouci ke vzniku
noradrenalinu. Hlavni funkce katecholaminli spociva v pfipravé organismu na zatéZovou
situaci. Noradrenalin aktivuje kardiovaskularni systém a adrenalin zajiStuje rychlé zvySeni
hladiny glykémie v krvi, coz umoziuje svalovou ¢innost. Nedostatek vitaminu C se v této

oblasti projevuje predeviim vyskytem depresi, hypochondrii a ¢astymi zménami nalad®”4,

Vylucovani cholesterolu

Vitamin C se rovnéz se podili na hydroxylaci cholesterolu, ¢imZ usnadniuje jeho vylucovani
z organismu®. Rozsahlé epidemiologické studie opakované prokazaly, ze popula¢ni skupiny
konzumujici denn¢ velké mnozstvi Cerstvé zeleniny a ovoce, vykazovaly mnohem nizsi

hladinu cholesterolu v krvi nez lidé, stravujici se b&Znou evropskou stravou®®.
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Antioxidaé¢ni ucinky

Metabolickymi pochody v organismu, ale také UV zafenim, koufenim, vdechovanim
vyfukovych plynti stresem ¢i uzivanim 1ékt, vznikaji v lidském téle reaktivni formy kysliku
a dusiku, tzn. volné radikaly. Volné radikaly maji znacny vyznam pii vzniku a rozvoji fady
onemocnéni. Oxidaci lipidi vyvolavaji zmény permeability bunéénych membran, a tim se
podili na vzniku cévnich komplikaci pfi diabetu. Radikaly jsou rovnéz odpovédné za vznik
aterosklerdzy, nebot’ zplsobuji oxidaci lipoproteinti tfidy LDL. Takto modifikované
lipoproteiny jsou vychytavany makrofagy, dochazi k jejich ukladani do cévnich stén
a postupné tvorbé aterosklerotickych platd.  Radikaly se také uplatiuji pii rozvoji
neurodegenerativnich chorob (zejména Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby), Sedého

zakalu, revmatoidni artritidy ¢i emfyzému plic.

Nadmérmné produkci volnych radikali neboli oxidaénimu stresu zabrafiuje organismus
prostfednictvim antioxidantl — latek, potlacujicich jejich tvorbu, nebo, pokud se jiz vytvofily,
snizujici jejich Gc¢inek. K vyznamnym antioxidantim patii pravé kyselina askorbova, nebot’
dokaze Sifeni radikali zamezit. Antioxidac¢ni ucinek Ize schematicky popsat nasledujici
reakci, ptfi které kyselina reaguje s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-Oe)
za vzniku askorbyl radikdlu (HAe®), ktery jiz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci

a rozpada se na askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu.
R-O-O- + H,A — HA- + R-O-O-H

Podobné¢ reaguje vitamin C S toxickymi formami kysliku, ke kterym se fadi hydroxylovy

radikal (HO®), singletovy kyslik (*O2) nebo anion superoxidového radikalu (Oz+)?1416

Dle studie NHANES II (The National Health and Nutrition Examination Survey) zabyvajici
se vlivem kyseliny askorbové na kardiovaskuldrni onemocnéni bylo zjiSténo, Ze zvySeni
koncentrace kyseliny v krevnim séru testovanych dobrovolnikii mélo za nasledek snizeni
vyskytu ischemické choroby srde¢ni a cévni mozkové piihody o 11 %. Vysledky studie
nedokazaly jednoznaéné stanovit roli vitaminu C spojenou s timto poklesem, ale pfedpoklada

se, ze pozitivni efekt byl pravdépodobné vyvolan pravé jeho antioxidaénimi udinky*®.
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Alergie

Nejnovéjsi studie poukazuji na moznou roli vitaminu C v prevenci alergii. Studie provadéna
finskymi lékafi prokazala, Zze u kojencii jejichz matky konzumovaly v prubéhu kojeni
potraviny s vysokym obsahem kyseliny askorbové, doSlo ke snizeni vyskytu atopickych

onemocnénit’,
Vstrebavani Zeleza

Vitamin C vyznamné podporuje vstfebavani zeleza. V zaludku vytvari ze Zeleza pftijatého
potravou chelat, ktery zlstdva rozpustny i v alkalickém pH dvandctniku a tim prodluzuje dobu

absorpce!®.
Spermie

Suplementace vitaminu C mutize zlepSovat kvalitu spermii u neplodnych jedincti a napomahat
tak pocCeti. Po dobu 2 mésicii bylo neplodnym pacientim poddvano dvakrat denné
1000 mg vitaminu C. Vysledky studie prokdzaly zvySeni poctu spermii. Z primérného
mnozstvi 14,3. 10° spermii v 1 ml stoupl jejich podet na 32,8. 105ml. Vyrazn& vzrostla

i jejich pohyblivost?®.
Rakovina

O pozitivnim vlivu vitaminu C na onkologickd onemocnéni se vedou spory jiz fadu let.
S myslenkou 1é€by rakoviny pomoci vysokych davek vitaminu C pfiSel jako prvni
Linus Pauling. Spolu se svym kolegou Evanem Camerunem provedli studii, které se
zucastnilo 100 pacientd v pokroc¢ilém stadiu nadorového onemocnéni. Tém v prubehu 1écby
(chemoterapie ¢i radioterapie) podavali intravendzné 10 g kyseliny askorbové denné.
Vysledky studie nésledné porovnali sudaji ziskanymi sledovanim 1000 onkologicky
nemocnych pacientl, ktefi vitamin C po dobu lécby neuzivali. Pauling s Cameronem
zjistili, ze pramérna doba pieziti se u pacienti piijimajicich velké davky vitaminu C zvySila
4,2 krat?02,

Zavery Paulingova vyzkumu byly mnoha lékafi zpochybnovany, a proto byla provedena
spousta dalSich studii zabyvajicich se moznymi protirakovinnymi u¢inky tohoto vitaminu.
Jednu z nejvyznamnéjSich studii vypracovala americka klinika ,,Mayo Clinic“. Pacienty
S pokrocilym stddiem rakoviny rozdélila do 2 skupin, kdy prvni skupina citajici 63 pacientii
dostavala kazdy den 10 g kyseliny askorbové, druha (o 60 pacientech) placebo. U Zadné

ze skupiny nedoslo ke zlep3eni zdravotniho stavu??. Kladny u¢inek velkych davek vitaminu C
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na nadorové buiiky nebyl pozorovan ani u pacientil s rakovinou slinivky?. Taktéz studie

riordarské kliniky v USA z roku 2013 nezaznamenala zadnou pozitivni nadorovou odpoved?.

Do soucasné doby nebyla vypracovana studie, ktera by jednozna¢né dokazala pozitivni vliv
vitaminu C na lécbu onkologickych onemocnéni. Jediny dosud prokazatelny ucinek kyseliny
askorbové v boji proti rakovin€¢ spociva v inhibici pfemény dusitani a dusi¢nant

na karcinogenni nitrosaminy, ¢imz sniZzuje riziko vzniku nadorovych onemocnéni’.

V poslednich letech se vSak zacaly objevovat nazory, Ze vysoky pfijem vitaminu C mize vést
ke zmirnéni nezadoucich vedlejSich uc¢inkli onkologické 1écby. Pacienti, uzivajici v pribéhu
chemoterapie ¢i radioterapie vysoké davky vitaminu C, pocit'ovali mensi inavu a ustoupeni
bolesti, mén¢ Casto zvraceli, zvysila se jim chut’ k jidlu a celkové doslo ke zkvalitnéni jejich

Zivota?,
Imunita

Vitamin C byva Casto uzivan v zim¢ a na jafe jako prevence proti infekénim nemocen
anemocem z nachlazeni. Ucginek vitaminu spoéiva v jeho pozitivnim vlivu na funkci
fagocyti — bunék, schopnych pohlcovat a destruovat mikroorganismy ¢i jiné cizorodé
buriky, které pronikly do organismu. ZvySenim fagocytarni aktivity a ochranou jejich
membran pred oxida¢nim poskozenim, stimuluje obranyschopnost a vyznamné tim napomaha

organismu branit se nepfiznivym vliviim vnéjsiho prostiedi’ 4.

Vylucovani kovii z téla

Kyselina askorbovd je vyznamné redukéni c¢inidlo, nebot’” se velmi snadno oxiduje
na biologicky neaktivni kyselinu dehydroaskorbovou. Pravé diky témto redukénim
vlastnostem ma schopnost odbourdvat z organismu tézké kovy, jako jsou napiiklad olovo,

rtut’ anebo kadmium*1°,

25 STABILITAVITAMINU

Vitamin C je jednim z nejméné stalych vitamind. Skladovanim a v pribéhu kulinarni upravy
potravin prechazi kyselina askorbova na kyselinu dehydroaskorbovou. Dehydroaskorbova

kyselina pomérné snadno otevira laktonovy kruh, a tim dochdzi ke ztraté biologické aktivity’.
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25.1 ZTRATY VITAMINU ZPUSOBENE SKLADOVANIM

Pro zachovani maximalniho obsahu vitaminu C v ovoci a zeleniné v pritbéhu skladovani, jsou

potravinaiskymi podniky pouzivany nejriznéj$i metody a postupy.

U potravin skladovanych pouze kratkou dobu se pfedevsim dbéa na omezeni jejich kontaktu se
vzduchem, napt. vyménou vzduchu za inertni atmosféru. Vzdusny kyslik totiz zptsobuje
oxidaci vitaminu C a tim ztratu jeho biologické aktivity. Také plsobenim enzymii muze
za ptitomnosti iontii Fe®* a Cu®* dochdzet koxidaci. Vazbou iontd do komplexi
¢i vylouCenim pfimého styku potravin se zeleznymi, médénymi, mosaznymi a bronzovymi

nadobami mnozstvi iontl klesa a ztraty vitaminu C nejsou tolik vyrazné°,

K dlouhodobému skladovani ovoce a zeleniny se ¢asto vyuziva tzv. sterilace. Pti této metodé
je potravina v autoklavu vystavena teplotam okolo 115-140 °C. Vlivem vysokych teplot
dochazi k likvidaci veSkeré bakteridlni mikroflory a enzymt, schopnych potravinu nicit
¢i jinak znehodnocovat pro konzumaci, a tim prodluzuje dobu jeji trvanlivosti. Sterilace je
k vitaminu C velmi Setrna. Mnohé studie totiz dokazaly, ze ve sterilovanych potravinach
ubyva tohoto vitaminu jen velmi malo. Napt. v konzervé sterilovanych visni bylo zachovano
98,1 % vitaminu C, u merunék 95,8 % a v konzervé hrusek zastalo vitaminu 96,7 %. Vitamin
C je citlivy na teplo, a proto by méli byt sterilované potraviny uchovavany na chladnéjSich
mistech. Pokusy s konzervou sterilovanych merun¢k ukazaly, ze v pribéhu dvou let
skladovani pii teploté nizsi nez 20 °C poklesl obsah vitaminu C o 10 %, zatimco pfii teploté

nad 20 °C se sniZil na polovinu®.

Dalsi zpisob, slouzici k dlouhodobému uchovani potravin, je zmrazeni. Mnoha studiemi bylo
nastanou. Pokusy s jablky prokazaly, ze zmrazenim pii — 5 °C ztratila jablka témét vSechen
vitamin C, pfi — 10 °C ¢inila ztrata 50 % a pfi teploté¢ — 30 °C se piivodni obsah vitaminu C
témef nezménil. Hlavni pficinou tbytku vitaminu C jsou krystalky ledu, které se vytvari
vlivem nizkych teplot a roztrhavaji stény bunck. Pfi nasledném rozmrazeni ptichdzi vnitini
obsah narusenych bun¢k do styku se vzduSnym kyslikem a nastava rychld oxidace vitaminu

vedouci az k jeho degradaci®.

25.2 ZTRATY VITAMINU ZPUSOBENE KULINARNI UPRAVOU

Pti tpravé ovoce a zeleniny nastava ubytek vitaminu jiz béhem omyvani, protoze je vitamin C

je ve vodé rozpustny a velmi snadno se vyluhujel. Také krajenim se obsah vitaminu vyrazné
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snizuje. Krajeni ovoce a zeleniny na malé kousky vede k naruseni bunécéné tkané a zaroven
zvétSeni plochy pro styk se vzduchem. Vlivem téchto faktord se aktivuje askorbat

peroxidaza, enzym, ktery zptisobuje oxidaci vitaminu a tim ztratu jeho biologické aktivity?®.

V ovoci a zeleniné neni vitamin C rozlozen rovnomérné. Povrchové ¢asti plodi byvaji
na vitamin C bohat$i, coz potvrzuje i prace A. A. Kolesnika, ktery sledoval koncentraci
vitaminu ve slupce, dieni a jaderniku riznych odrid jablek. Vysledky této prace uvadi tabulka
3. Znacné ztraty vitaminu proto nastavaji také oloupanim, nebot’ dochazi k odstranéni

povrchovych - na vitamin C nejbohatsich ¢astit?.

Tabulka 3 - Kolisani obsahu vitaminu v zavislosti na analyzované &asti ovoce'®

Obsah vitaminu C (mg/100g ovoce) v riiznych ¢astech jablek
Odrada
slupka duznina jadernik
Renet bumaznyj 6,6 4,7 3,4
Belfler 51 2,9 2,6

Vitamin C je velmi termolabilni, a proto k jeho znacnym ztratdm dochézi také tepelnou
upravou. Vlivem vysokych teplot na zmény v obsahu vitaminu v ovoci a zeleniné se zabyva
fada studii. VétSina z téchto studii se shoduje, Ze nejvetsi ztraty vitaminu nastdvaji varenim.
Napft. brokolice vafend ve vrouci vodé po dobu 5 minut ztratila 54,6 % vitaminu C, zatimco
mikrovinnym ohfevem pouhych 28,1 %?2’. U kvétaku vafeného 6 minut poklesl obsah

vitaminu o 40,5 % kdezto mikrovlnnym ohfevem o 26,5 %2,

Velké ztraty zpusobuje také peceni. Zelené banany pecené v troub& na 200 stupnu ztratily
76 % vitaminu, oproti bananim smazenym na palmovém oleji, u nichz byl zaznamenan
ibytek 47 %2,

Nejvhodnéjsi zplisob tepelné Upravy predstavuje vafeni na pare, coz potvrzuji 1 vysledky
studie zvefejnéné v roce 2013 Casopisem Nutrition&Food Science. Tato studie porovnavala
vysi ztrat vitaminu C u salatu a Spenatu za pouziti 3 rGznych metod tepelné Upravy - vareni
ve vodé, na pafe a mikrovinny ohtfev. U §penatu vaieného ve vode se obsah vitaminu C snizil
0 50,5 %, mikrovinnym ohfevem o 25,5 % a vafenim na pate o 11,1 %. Podobné vysledky
vykazoval i salat, u n¢jz dosahovaly ztraty vaienim ve vodé 40,4 % a ohfevem v mikrovinné

troubé 21,2 %, zatimco vafenim na paie obsah vitaminu C klesl o pouhych 8,6 %?.

22




Vitamin C obsazeny v rtiznych druzich ovoce a zeleniny reaguje na tepelné zpracovani rtizné
citlivé, viz tabulka 4. Nejmensi ztraty vitaminu byly po 5 minutich vafeni zaznamenany

U $penatu, nejveétsi u mrkve.

Tabulka 4 — Ztraty vitaminu C vafenim u riznych druht zeleniny®

Druh zeleniny Ztraty Vita\r/I;ifI;EiC( \F;, ? minutach
Spenat 9,9
zeleny hrasek 10,6
dyné 12,4
mrkev 16,6
paprika 11,8
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3 ZELENINA

Zelenina ma pro vyzivu Clovéka nesmirny vyznam. Poskytuje nejen zakladni Ziviny, jako jsou
sacharidy, tuky a bilkoviny, ale pfedev§im vitaminy, minerdly a dal§i biologicky aktivni
latky, které¢ jsou nezbytné pro spravné fungovani lidského organismu. Kazdodenni piijem
zeleniny napomaha v prevenci a 1é€bé riiznych onemocnéni, a proto by méla tvofit nejméné jednu
¢tvrtinu  z celkového denniho pifijmu potravy. Zelenina je zvlast¢ bohatd na vitamin C.
Doporucenou denni spotiebu vitaminu pro dospélého ¢loveka Ize pokryt velmi snadno, a to napf.

konzumaci 50-100 g $penatu, 100-150 g bilého hldvkového zeli nebo 150-200 g rajéat™.

3.1 ROZDELENI ZELENINY

Zelenina se na jednotlivé druhy nejcastéji tiidi dle tzv. uzitkovosti. Toto tfidéni je zaloZzeno
na charakteru rostlinnych organti, pro néz se pfislusny druh péstuje. Podle uzitkovosti
rozdélujeme zeleninu na zeleninu kostalovou (napt. brokolice, ruzickova kapusta, kvétak),
kotenovou (napt. mrkev, celer, fedkev), listovou (napft. Spenat, ¢inské zeli), luskovou (napft. hrach,
fazole, soja), plodovou (napf. rajce, paprika, lilek), cibulovou (napt. cibule, Cesnek, pazitka),

vytrvalou (napt. chiest, kien) a kofenovou (napf. kopr, tymian, fenykl)®.

3.2 BROKOLICE

3.2.1 Charakteristika a ptivod

Brokolice je druhem koStalové zeleniny, ktera patfi do velké skupiny rostlin z Celedi
brukvovitych (Brassicaceae)®®. Kostaloviny pochazeji zplané formy brukve zelné, ktera
dodnes roste na pobiezi Stfredozemniho mofe a v pfimoiskych oblastech zapadni Evropy.
V dnes$ni dobé existuje fada druhli a variet koStalovin. Mezi nejvyznamnéj$i a nejCastcji
péstované patii véetné brokolice napiiklad kvétak, hlavkové zeli, kapusta, kadetavek

&i kedluben3?,

Prvnimi péstiteli brokolice byli jiz staii Rimané. Po staleti byla péstovana pouze
na Apeninském poloostrové a do dalSich evropskych zemi zacala pronikat teprve v 17. stoleti.
Po druhé svétové vélce se dostala i na americky kontinent a odsud se jeji konzumace rozsitila

do celé Evropy™.
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3.2.2 Druhy

Brokolice se péstuje ve 2 formach — kvétadkova a vyhonkova. Kvétdkovd forma vytvari
mohutné rizice bilé, zluté¢ nebo nafialovélé barvy. Péstuje se jako dvouleta rostlina, ktera je
schopna ptfezimovat pouze V ptimotskych oblastech s mirnym klimatem. Diky niz§im
naroklim na klimatické podminky je rozsifenéjsi brokolice vyhonkova. Je jednoletd a tvofi

mensi riZici zelené barvy o priméru 10-25 cm®3,

3.2.3 Vliv na zdravi

Brokolice ma vyznamny pozitivni vliv na lidské zdravi. Nutri¢né€ se jedné o velmi hodnotnou
potravinu, a to zejména diky vysokému obsahu vitamini C, E a A. Je také zdrojem tady
mineralnich latek, pfedevsim vépniku, Zeleza, hotéiku a drasliku®.

Vzhledem k velkému mnozstvi vlakniny napoméha brokolice vyprazdiiovani stfev a lécive
pusobi i na zaludecni a dvanactnikové viedy. Brokolice je také cenéna pro své
protisklerotické ucinky - zabranuje pfemén¢ sacharidi na tuky a vyrazné ovlivituje
rozpousténi cholesterolu®,

Bé&hem rozsahlych studii poslednich let bylo zji§téno, Ze pravidelnd konzumace této zeleniny
velmi vyznamné snizuje riziko vzniku rakoviny, predev§im rakoviny plic a délozniho &ipku®.
Diivodem je vysoky obsah glukosinolati. Tyto latky jsou zvykanim rozstépeny na fadu
biologicky aktivnich slou¢enin. Jednou znich jsou isothiokyanaty, které pfi studiich
na zvitatech jevily znaéné protektivni Giginky pii rozvoji karcinomu plic®.

Védecké poznatky dale prokazaly schopnost brokolice napomdhat snaSet ionizujici zateni.
Pokusna zvitata krmené touto zeleninou byla po urcitou dobu vystavena zafeni o velikosti
4 grayil. Z téchto zvitat ptezilo 60 %. Ze zvitat ozafenych stejnou ddvkou ovSem nekrmenych

brokolici nepiezilo jediné®®.
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4 KUCHYNSKE ZPRACOVANI ZELENINY

Pied pouzitim v kuchyni je nutné zeleninu zpracovat tak, aby byla zdravotné¢ nezavadna
a nepiedstavovala riziko pro zdravi spottebitele. Prvni krok ptedstavuje predbézna Uprava,
po niz lze zeleninu jiz bezpecné¢ konzumovat. U nékterych druhti zeleniny, které nejsou

konzumovany v syrovém stavu, je dal§im krokem tiprava tepelna®’.

4.1 PREDBEZNA UPRAVA

Predbézna uprava je fada operaci, slouzicich k odstranéni casti potravin, které nebudou
konzumovany. Zeleninu je tfeba zbavit kofinkd a dalSich nestravitelnych ¢asti. Z divodu
mozné kontaminace (pesticidy, herbicidy, mikroorganismy, atd.) je nutné zeleninu fadné
ocistit (napf. oloupanim) a dikladné¢ omyt. Déle je nezbytné odstranit nahnild mista, nebot’ se
zde vytvorily pfirodni toxické latky, které mohou pisobit jako silné alergeny

a fotokarcinogeny®’.

Béhem predbéznych tprav dochéazi v zelening 1 k negativnim zménam, a to zejména k ubytku
biologicky a nutricné hodnotnych latek. Vyrazny pokles téchto latek (vitaminti rozpustnych
ve vod¢, neékterych mineralnich latek, sacharidi a bilkovin) nastava predevsim pii kontaktu
zeleniny s vodou. O velikosti ztrat rozhoduje teplota vody (¢im vyssi teplota, tim je ztrata
cennych slozek vys$si) a doba kontaktu zeleniny s vodou. Také naruSenim rostlinné tkané,
napt. krajenim, dochazi k vyplaveni oxida¢nich enzymii zptsobujicich degradaci nékterych
vitaminii (vit. C, Bl a E) a nenasycenych mastnych kyselin. Ubytek vitaminu A, B2, C, E

a karotenoidd zptisobuje také svételné a UV zafeni®.

4.2 TEPELNA UPRAVA

Béhem tepelné upravy nastavaji v zelenin€é zmény v senzorické 1 nutriéni hodnoté. Plisobenim
vysokych teplot dochéazi k nieni vegetativnich forem mikroorganismt, inaktivaci toxickych
latek, zvySuje se stravitelnost a meéni struktura, vzhled i chut’. Soucasn¢ mohou ovSem vznikat
1 latky pro lidské télo nebezpecné, a to latky s karcinogennim charakterem. Mezi nejbézné;jsi

tepelné tpravy zeleniny patii vafeni, blansirovani, duseni, pedeni a smazeni®’.
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Vareni

Vateni je tepelnd uprava prostiednictvim horké tekutiny nebo pary. Pii vatfeni v tekutin¢ je
zelenina rovnomérné zahiivana ze vSech stran vrouci tekutinou, napi. vodou, mlékem
&i vyvarem®’. Vafeni v tekutiné je nejméné vhodnou tepelnou wpravou, nebot znaéné
mnozstvi biologicky dulezitych latek pfechazi do vody a zelenina tak ztraci na své vyzivové
hodnot&™. Setrngjsi metodu piedstavuje vateni pod tlakem. Pouzitim tlakového hrnce Ize diky
pretlaku zkratit dobu varu az o jednu tietinu, a proto je zelenina upravovand timto zpisobem

nutriéné hodnotngjsi®’.

Vareni v péafe je zplsob Upravy, pii némz je zelenina umisténa na dérované podlozce,
pod kterou je vrouci voda. Diky tomu, Ze je zelenina ohfivana pouze parou a nedochazi

K jejimu kontaktu s vodou, jsou ztraty cennych slozek vyrazné nizsi®'.

BlanSirovani

Blans$irovani je metoda spocivajici v kratkodobém ponoteni zeleniny do vrouci vody. Timto
zpusobem se zelenina zpracovava zejména pied uloZenim do konzerv. BlanSirovanim se
snizuje mnozstvi mikrobialni fléry z povrchu zeleniny a deaktivuji enzymy, které by mohly

pti nasledné konzervaci zptisobovat jeji zkazeni®®'.

Duseni

Duseni se provadi v uzaviené nadob& piisobenim malého mnozstvi tekutiny (pfipadné tuku)
a pary, ktera se v nadob¢é kumuluje. Vzhledem ke snizenému kontaktu zeleniny s vodou je
zachovdna vétSina biologicky aktivnich latek, a proto predstavuje duSeni jednu

Z nejvhodnéjsich metod tepelné upravy zeleniny®’.

Peceni

Zeleninu lze upravovat piisobenim horkého suchého vzduchu. Dle technologického postupu
rozliSujeme pec€eni a zapékani. PeCenim se upravuje syrova zelenina, zatimco pii zapékani je
horkému vzduchu vystavena zelenina jiz tepelné oSetfena. Dal§im zpisobem je uprava
salavym teplem pfi teplotaich 250-350°C, tzv. grilovani. Z hygienického hlediska se jedna
0 nejméné bezpecnou metodu, nebot’ pii ni vznika fada rtznych chemickych, ve vétSing

piipadt karcinogennich, latek®’.
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Smazeni

Smazeni je tepelna Gprava, pii které je zelenina ponechana na panvi v tuku o teploté¢
pohybujici se v rozmezi 150 az 190 °C. Vlivem vysokych teplot dochazi k tvorbé mnoha
pro lidské télo zdravi Skodlivych latek, a proto by se smazeni k upravé zeleniny mélo uzivat

pouze v omezené mite®’,
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5 METODY STANOVENI VITAMINU C

Prvni biologické stanoveni vitaminu C vypracovali H. Shermann a V. La Mer se svymi
spolupracovniky jiz v roce 1935. Jejich metoda byla zalozena na ureni minimalni davky
vitaminu potfebné k tomu, aby chranila mor¢ata krmena stravou s nizkym obsahem vitaminu
C pred kurdé€jemi. S objevenim chemické struktury vitaminu C se od této biologické metody
upustilo a ke stanoveni se zacalo uZzivat metod od jednoduchych titraci az po slozitéjsi
a selektivnéjSi metody jako je napf. spektrofotometrie nebo vysokoucinnd kapalinova

chromatografie®.

51 TITRACNI STANOVENI

Titra¢ni stanoveni je zalozeno na reakci titraéniho ¢inidla 2,6-dichlorfenolindofenolu (DCIP)
s kyselinou askorbovou. Pii reakci je kyselina askorbovd oxidovana roztokem DCIP
na kyselinu dehydroaskorbovou a ¢inidlo zredukovdano na bezbarvou bazi, viz obrazek 3.
Konec titrace indikuje nartzovélé zbarveni, svéd¢ici o nadbytku nezredukovaného ¢inidla.
Reakce se provadi v kyselém prostiedi, nejéastéji v prostfedi kyseliny metafosforené®.
Mnozstvi kyseliny dehydroaskorbové je stanoveno po redukci, napt. plynnym H2S nebo

homocysteinem a celkovy obsah vitaminu C nasledné zjistén jako suma AA a DHA®,

HO cl
o)
o //O HO cl 0\\ 4 Cl@
| o =+ Cl o¢ ©
HO - + NH
H Y HO H
HO
A e A

L-askorbova 2 6-dichlorfenolindofenol L-dehydroaskorbova leukobaze
kyselina kyselina 2,6-dichlorfenolindofenolu

(0]
H

HO

Obriazek 3 — Oxidace kyseliny askorbové ¢inidlem DCIP®®
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Kyselinu askorbovou lze také stanovit pfimou jodometrickou titraci. Pfi titraci je Kyselina
jodem stechiometricky oxidovéana na kyselinu dehydroaskorbovou, pfi¢emz jedna molekula
kyseliny reaguje s jednou molekulou jodu. Reakci znazorfiuje obrazek 4. Jako indikatoru se
uziva skrobového mazu, zbarvujiciho roztok modfe. Titraci je nutno provadét v kyselém

prosttedi (napf. kyseliny sirové), aby se zamezilo zp&tné oxidaci jodidu na jod*.

o o] H
= OH | _
OH + Yy o OH 4+ 217 4+ 24"

HO o 5 \

Obrizek 4 — Oxidace kyseliny askorbové jodem™

52 KOLORIMETRICKE STANOVENI

Kyselinu askorbovou lze stanovit mnoha riznymi kolorimetrickymi metodami.
Napft. za pfitomnosti uranylacetaitu ve slabé kyselém prostiedi, poskytuje AA hnédé
zabarveni. Pisobenim diazotovaného 4-methoxy-2nitroanilinu se kyselina zbarvuje do modra.

Modré zabarveni lze také pozorovat v ptitomnosti kyseliny fosfowolframové®,

53 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI

Kyselina askorbova se v ptitomnosti octové kyseliny oxiduje bromovou vodou na kyselinu
dehydroaskorbovou. Tato vznikla kyselina nasledné kondenzuje s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
za vzniku cerveného komplexu (osazonu), viz obrazek 5, jehoz absorbance je
spektrofotometricky zmeéfena. Proméfovani absorbance se provadi ve viditelné oblasti

spektra, nejéast&ji pii 521 nm*.

30



@ HoN O
? 2
° + N NO, NH_ 7 y
HO H Ho
OH O2N NO, OH
O,N
kyselina 2 4-dinitrofenylhydrazin osazon ]
L-dehydroaskorbova kyseliny L-dehydroaskorbové

Obriazek 5 — Kondenzace AA s 2,4-dinitrofenylhydrazinem®

54 FLUORIMETRICKE STANOVENI

Fluorimetrické stanoveni je zaloZzeno na kondenzaéni reakci DHA s o-fenylendiaminem.
Vysledny produkt reakce je fluoreskujici chinoxalinovy derivat, jehoz detekce je provedena
emisi pii 430 nm a excitaci pfi 350 nm. Pfed samotnym stanovenim musi byt AA zoxidovana

na DHA*.

55 ELEKTROCHEMICKE STANOVENI

5.5.1 COULOMETRIE

Kyselinu askorbovou lze stanovit pfimou coulometrickou titraci v porézni uhlikové elektrod¢.
Kyselina je konstantnim proudem oxidovana na dehydroaskorbovou kyselinu. Po tplném
zoxidovani dochdzi ke skokové zmeéné potencidlu pracovni elektrody, coz indikuje konec

titrace. Ziskany signal ma tvar piku, jehoZ plocha odpovida koncentraci AA*.

5.5.2 POLAROGRAFIE

Polarograficka metoda je zalozena na elektrochemické oxidaci kyseliny askorbové na rtutové
kapkoveé elektrodé. Vysledkem je dvouelektrodova anodickd vlna, zjejiz vysky je obsah
kyseliny urCen. AA je stald pii nizSich hodnotach pH, proto se pii polarografickém stanoveni

pracuje nejéastéji v prostiedi acetatového (pH 4,64) &i ftalatového (pH 4) pufru®.
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5.5.3 VOLTAMETRIE

Jedna z nejcitlivéjsich metod ke stanoveni kyseliny askorbové je square-ware voltametrie
(SWV). Pii této metodé, podobné jako u jinych voltametrickych technik, je sledovana
zavislost prochézejicitho proudu na proménlivém potencidlu, ktery je vkladan na pracovni
elektrodu. Oxidace kyseliny askorbové se na kiivce, jez tuto zdvislost vyjadiuje, projevi

vznikem tzv. anodické viny. Plocha této viny odpovida mnoZstvi stanovované kyseliny®.

56 CHROMATOGRAFICKE STANOVENI

V praxi se vitamin C nejcastéji stanovuje prostiednictvim vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Tato separa¢ni metoda je zalozena na opakovaném procesu
distribuce slozek analyzovaného vzorku mezi kapalnou mobilni a stacionarni fazi. Jednotlivé
slozZky vzorku migruji na zdkladé¢ rozdilné afinity k obéma fazim rtiznou rychlosti

chromatografickym prostfedim a dochazi tak k jejich vzajemné separaci®.

HPLC pfedstavuje jednu z nejucinnéjSich separanich metod. VyuZivaji se pfi ni specialni
vysokotlaké chromatografy s kolonami naplnénymi velmi jemnymi casticemi sorbentu.
K detekci latek vystupujicich z chromatografické kolony, tzv. eluat, slouzi rizné typy
detektord. Mezi nejpouzivanéj§i patii predevsim  spektrofotometrické (UV/VIS)
a fluorescencni. Signal z detektoru je pomoci prevodniku pieveden a vystupem je
chromatogram, ktery obsahuje piky odpovidajici jednotlivym analyzovanym latkdm. Plocha

piki slouzi k uréeni obsahu sledované latky*®.

Princip UV/VIS detektort je zaloZen na méteni absorbance eluatu v oblasti vlnovych délek
dovoluji  nastaveni  vlnové délky pomoci monochromatoru.  NejdokonalejSim
spektrofotometrickym detektorem je DAD detektor, ktery je schopen pomoci diodového pole
zaznamenat v urcené oblasti vinovych délek celé absorpéni spektrum. Fluorescencni detektory
vychazi ze schopnosti latek absorbovat elektromagnetické zafeni, pfechazet tak ze zédkladniho
stavu do vysSich energetickych hladin a nasledné absorbovanou energii vyzafit jako

fluorescenci, jejiz vlnova délka je detektory zméfena®’.

Existuje mnoho zptisobil, pomoci nichz 1ze metodou HPLC vitamin C stanovit. Kazdy z nich

uplatiiuje jinou metodiku, vyuziva odliSné pfistroje, ma rozdilné podminky stanoveni atd.
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Napt. laboratofe Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho tistavu zemé&délského extrahuji vitamin
C ze vzorku roztokem kyseliny metafosfore¢né (MPA), ktera tim zabranuje jeho nezadouci
oxidaci. Nasledné L-cysteinem provedou redukci DHA na AA a celkovy obsah vitaminu
stanovi metodou HPLC s UV detekci pti 265 nm®*.

Jiné zdroje uvadi, ze konverze DHA na AA muze byt také provadéna pomoci dithiothreitolu
¢i TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfinu) a kextrakci lze wvyuzit i kyselinu $tavelovou

anebo smés kyseliny metafosforené s kyselinou octovou®®.

Dale lze vyuzit reakce DHA so-fenyldiaminem. Vysledny chinoxalinovy derivat je
fluorescenéné detekovan pii 348 nm, ¢imz je stanoven obsah kyseliny dehydroaskorbové. AA
je poté detekovana elektrochemicky na sklenéné uhlikové elektrodé s potencialem + 600 mV
ve srovnani s referentni Ag/AgCl elektrodou. Celkové mnozstvi vitaminu C je ziskano

souétem obsahu t&chto dvou kyselin®.

Odborna literatura uvadi fadu dalsich moznych zptisobu, kterymi Ize vitamin C v potravinach

stanovit. Nekteré z nich jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 — Zpiisoby stanoveni vitaminu C v potravinach metodou HPLC*

Stanovo_vana Ptiprava vzorku StaCI,O narnt Mobilni faze Detekce
potravina faze
- extrakce MPA S04
(c =0,0625 mol.I-1) Animex 2
brambory, - | _ s hani HPX-87H | (c=0,0045molf)) | DAD.
jahody Y s 245 nm
- odstfedéni (9 pm) pratok: 0,5 ml/min
- filtrace pies papirovy filtr
- homogenizace (5% MPA)
- odsttedéni KH2PO4 - CH3CN
selenina - filtrace pfes papirovy filtr | pBondapack | (30:70) uv,
- ziedéni NH2 254 nm
- ¢isténi (Sep-Pak C18) pratok: 1 ml/min
- membranova filtrace
: 1,8% kyselina
ovocné a - homogenizace v tetrahydrofolova a
seleninové fosfatovém pufru (0,2M) PLRP-S 0.3% MPA DAD,
MIOVE | extrakce 3% MPA (5 um) ! 244 nm
dzusy - filtrace (nylonovy filtr) .
prutok: 0,5 ml/min
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1

6.1.1

MATERIAL A PRISTROJE

VZORKY ZKOUMANE BROKOLICE

Brokolice byla zakoupena v ¢ervnu 2017 v supermarketu Lidl v Hradci Kralové. Jednalo se

ol. jakost a zemi piavodu bylo Spanélsko. Brokolice byla do provedeni experimentu

skladovéana po dobu jednoho dne v lednici pfi teploté 8 °C.

6.1.2

6.1.3

POMUCKY

bézné laboratorni sklo

injekeni stiikacky, 2 ml

mikrostiikacka, 25 pl (Hamilton)

stiikackové PTFE mikrofiltry (0,45um)

skladany filtra¢ni papir

mikropipety s nastavitelnym objemem (Biohit-Proline, Biohit Finsko)
vialky

vazenky

plastova 1zicka

plastové mikrozkumavky

PRISTROJE

ultrazvukova lazen (Kraintek 12, Slovensko)
homogenizator ULTRA TURRAX T 18 (Ika, Némecko)
digitalni analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem)
centrifuga 5424 (Eppendorf)

pH metr (Metrohm 827, Svycarsko)

plotynkovy ohiivac

rychlovarné konvice
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. modulédrni kapalinovy chromatogram slozeny z ¢erpadla mobilni faze
LC-20AD, degaseru DGU-3014, spektrofotometrického detektoru SPD-M30A (vse
Shimadzu, Kyoto, Japonsko), davkovaciho smyckového zatizeni 7725i (Rheodyne,

USA) a termostatu kolon LCO 102 single (Ecom, Praha)

o pocita¢ software LabSolution Lite (Shimadzu)

6.1.4 CHEMIKALIE

o deionizovana voda (Mili-Q, Merck, Némecko)
o kyselina metafosforeéna (Sigma Aldrich, USA)
o metanol (Sigma Aldrich, USA)

o kyselina askorbova (Sigma Aldrich, USA)

6.2 PRIPRAVA ROZTOKU

6.2.1 PRIPRAVA STANDARDNICH ROZTOKU

Nejprve byl piipraven zasobni roztok kyseliny askorbové o koncentraci 1 mg.ml™. Navazka
10 mg kyseliny askorbové byla kvantitativné pfevedena do 10 ml odmérné banky a doplnéna
po rysku extrakénim cinidlem. Standardni roztoky kalibracni kifivky o koncentracich
0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,05; 0,07; 0,08 a 0,1 mg.ml‘l byly ptipraveny zfedénim zasobniho

roztoku extrakénim ¢inidlem a nasledné promé&feny.

6.2.2 PRIPRAVA EXTRAKCNIHO CINIDLA

Jako extrakéni &inidlo byl pouzivan roztok 3 % kyseliny metafosforeéné. Cinidlo bylo
pfipraveno rozpusténim 15 g pevné kyseliny metafosfore¢né (pomoci ultrazvuku) v 500 ml

redestilované vody.

6.3 PRIPRAVA VZORKU BROKOLICE

K tepelné Uprave byly pouzity 2 metody, a to vareni a blanSirovani.
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6.3.1 PRIPRAVA VZORKU SYROVE BROKOLICE

K pfipravé vzorku byla brokolice rozkrajena na mensi ruzicky. Ty byly (s pfesnosti
na dveé desetinnd mista) zvazeny na analytickych vahach, vlozeny do kadinky a zality
45 ml extrakéniho ¢inidla. Vzorek byl poté homogenizovan pii otackach cca 22000 po dobu
jedné minuty a zfiltrovan pres skladany filtr. Pfiblizné 2,5 ml tohoto filtratu bylo pfevedeno
do mikrozkumavky a 3 minuty centrifugovan. Nasledné byl vzorek piefiltrovan pres
PTFE mikrofiltr, zfedén kyselinou metafosfore¢nou (200 pl vzorku : 800 ul kyseliny

metafosforen€) a analyzovan.

6.3.2 PRIPRAVA VZORKU VARENE BROKOLICE

Rizicky brokolice byly navazeny na analytickych vahéach, vloZzeny do kédinky s vrouci vodou
a vafeny po dobu 10 minut. Po uvafeni byly rizicky z vody vyjmuty a v ¢isté kadince
ponechany ¢astecné zchladnout. Pro dal$i upravy byl aplikovan tentyz postup jako u piipravy
vzorku syrové brokolice (6.3.1) jen s tim rozdilem, ze fedéni kyselinou metafosfore¢nou bylo

v poméru 1 : 1, konkrétné€ 400 pl vzorku na 400 pul kyseliny.

6.3.3 PRIPRAVA VZORKU BLANSIROVANE BROKOLICE

Zvazené ruzicky brokolice byly vlozeny do kadinky a zality vrouci vodou z rychlovarné
konvice. Po uplynuti jedné minuty byly zvody vyjmuty a v ¢isté kadince ponechany
zchladnout. Dale byl vzorek upravovan stejnym zpusobem jako u syrové brokolice (6.3.1)

s rozdilem, ze 300 ul vzorku bylo ziedéno 700 pl kyseliny metafosforecné.

6.4 PODMINKY STANOVENI KYSELINY ASKORBOVE METODOU
HPLC

Kyselina askorbovd byla ve vzorcich brokolice stanovena metodou kapalinové
chromatografie s UV detekci. Separace probihala na koloné Ascentis Express C18 o délce
150 mm, priméru 3,0 mm a zrnitosti 2,7 pm s vyuzitim isokratické eluce. Mobilni fazi byl
5 % roztok metanolu ve vodé (s pfidavkem kyseliny metafosfore¢né, pH 2,8). Pouzité teplota
pro separaci byla 30 °C. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min a davkované mnozstvi vzorku

bylo 5 ul. K detekci byla vyuzita vinova délka 254 nm. Ukazkovy chromatogram separace
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kyseliny askorbové ve vzorku spatfené brokolice je uveden na obrazku 6. Retencni ¢as AA

byl 1,56 min.

Int.

14 -
|
1,0 -
0,8 -
0,6 -
04 -
02 1

0,0 . /\"’J &’.\kr‘ e .

0 1 2 3 4  ¢as (min)

Obrazek 6 - Chromatogram separace kyseliny askorbové ve vzorku spafené brokolice

6.5 VYSLEDKY

Kvantitativni stanoveni kyseliny askorbové bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky
v rozsahu koncentraci ¢ = 0,0005-0,1 mg/ml. Jednotlivé kalibra¢ni roztoky byly proméfeny
dvakrat na osmi koncentracnich hladinach. Regresni diagnostika byla provedena v programu
QC Expert 2.9 (TriloByte, CR). Nejprve byla provedena kritika dat a s vyuzitim grafickych
diagnostik  (Pregibontuv  graf, Wiliamsuv graf, L-R graf, Jacknife rezidua
a McCulloh-Meteriv) byly odhaleny a odstranény vlivné body. Vyznamnost regresivnich
parametril byla testovdna pomoci Studentova t-testu. Kalibracni kiivka je zobrazena na
obrazku 7, kde jsou uvedeny regresni parametry (Gsek a smérnice) spolu S jejich
smérodatnymi odchylkami (y = 665,96 (4.87) + 0.292 (0.239)) a koeficientem determinace.
Jiz ze smérodatné odchylky je patrné, ze absolutni Clen kalibra¢ni kiivky je nevyznamny.
Pfi testovani vyznamnosti tohoto parametru byla na hladiné vyznamnosti 95 %

pravdépodobnost vétsi nez 0,05 (P = 0,25).
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y=6659x+0,291  y=665,96(4.87)+0.292 (0.239)
R?=0,999

Plocha piku [mV.s]
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o o o o o o o
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1
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Obriazek 7 — Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni kyseliny askorbové

Nasledovala analyza ptipravenych extraktl. Celkem byly provedeny pro kazdy vzorek
(syrova, vafend a blanSirovana brokolice) dvé extrakce. Jednotlivé extrakty byly méfeny
pomoci HPLC/UV celkem ttikrat. Plocha pik kyseliny askorbové byla pomoci rovnice
regrese prepoctena na koncentraci, ktera byla upravena v zdvislosti na fedéni a navazce
vzorku na mnozstvi AA ve 100 g brokolice. Zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v brokolici

pied a po tepelné Gpravé jsou zaznamenana v tabulce 6.

Tabulka 6 - Mnozstvi kyseliny askorbové ve vzorku brokolice

Vzorek Priimérny obsah kyseliny Relativni smérodatna
askorbové (mg/100g) odchylka (%)
brokolice syrova 60,58 2,66
brokolice blan$irovana 48,79 1,61
brokolice vafena 19,61 1,76

Tepelnou upravou brokolice doslo k vyznamnym ztratdm v obsahu kyseliny askorbové. Cim

déle byla brokolice v horké vodé ponofena, tim vice se obsah kyseliny snizoval. Mé&fenim
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bylo zjisténo, ze ve vzorku syrové brokolice ¢inil pramérny obsah AA 60,59 mg/100g.
Blansirovanim mnozstvi kyseliny pokleslo o 19,5 % na primérnych 48,77 mg/100g.
V brokolici vafené po dobu 10 minut byl zaznamenan ubytek jesté vyraznéjsi. V takto tepelné
upravené brokolici bylo analyzou stanoveno 19,61 mg/100g AA. Mnozstvi kyseliny se tak
snizilo o 67,6 %. Odchylky méteni byly u vSech typt vzorkti do 3 %, coz svéd¢i o dobré

opakovatelnosti extrakéni procedury.

Primérny obsah vitaminu C (kyseliny askorbové) v syrové brokolici zavisi na mnoha
faktorech. Ke ztratam dochazi pfistupem sluneéniho svétla, vlivem vzdusného kysliku,
nevhodnym skladovanim atd. Z toho divodu uvadi rGzné literarni zdroje rtizné hodnoty
primérného obsahu. Dle analyzy publikované v knize The World's Healthiest Foods® je
prumérné mnozstvi vitaminu C v syrové brokolici 64,9 mg/100g. Tato hodnota je ptiblizné
shodna s nami zjisténou hodnotou. Studie uvefejnéna v roce 2013 ¢asopisem World Applies
Sciences Journal®! uvadi priimémé mnozstvi vitaminu vy$$i, a to 92,65 mg/100g. Vatenim
obsah vitaminu poklesl na 32,94 mg/100g, tzn. o 64,5 %. Procentudlni pokles piiblizné

odpovida poklesu nami naméienému.
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ZAVER

Vitamin C neboli kyselina askorbova je pro organismus velmi dilezitou latkou, bez jejiz
pritomnosti by v lidském téle nemohla probihat fada fyziologickych procesii. Vyznamné se
podili na syntéze kolagenu, vyluCovani cholesterolu, vstfebavani zeleza ¢i stimulaci
obranyschopnosti. Svymi antioxidaénimi uc€inky zabranuje Sifeni volnych radikala

a napomaha tak snizovat riziko vzniku cévni mozkové ptihody a ischemické choroby srdec¢ni.

Doporu¢eny denni piijem vitaminu C se pro dospélého clovéka pohybuje okolo
100 mg na den. Spotieba vyrazné stoupa pti infekcich a hojeni ran, fyzické a psychické zatézi,
ve stafi, v téhotenstvi a v pribéhu kojeni. ZvySené pozadavky organismu na piijem byly

pozorovany také u kufakii. Ti by proto méli denné vitaminu C piijmout okolo 200-250 mg.

Lidsky organismus si vitamin C nedokdze syntetizovat sdm. Z toho divodu je nezbytné
zajistit jeho dostateény piijem v potravindch a napojich. Nejbohat§imi zdroji jsou zejména

¢erstvé ovoce a zelenina.

Vitamin C je velmi malo stabilni. Pti kontaktu se vzdusnym kyslikem, v pfitomnosti iontl

Fe®" a Cu?" &i vlivem vysokych teplot dochazi k jeho oxidaci a tim ztraté biologické aktivity.

Existuje mnoho analytickych metod, pomoci kterych 1ze mnozstvi vitaminu C stanovit.
Bézné se uziva titrace kyseliny askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem v kyselém prostiedi
nebo elektrochemické stanoveni prostiednictvim voltametrie, polarografie ¢i coulometrie.
V praxi se nejcastéji uplatiuje vysokoUc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)
s UV detekci, a proto byla tato metoda aplikovana 1 v piedlozené bakalarské praci, jejiz cilem

bylo stanoveni obsahu vitaminu C (kyseliny askorbové) v zelening pied a po tepelné uprave.

V experimentalni Casti byla provedena analyza brokolice pfed a po tepelné upraveé
(blansirovanim a vafenim po dobu 10 minut). Méfenim bylo zjisténo, ze ve vzorku syrové
brokolice ¢inil primérny obsah kyseliny askorbové 60,59 mg/100g. Naslednou tepelnou
upravou doSlo v obsahu kyseliny askorbové k vyraznym ztratam. BlanSirovanim pokleslo
mnozstvi kyseliny o 19,5 %. V brokolici uvafené byl zaznamenan ubytek jesté vyraznéjsi.
Cim déle byla brokolice v kontaktu s horkou vodou, tim vice se obsah kyseliny sniZoval.

Po 10 minutach vareni kleslo mnozstvi kyseliny o 67,6 % az na kone¢nych 19,61 mg/100g.
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