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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim obsahu vitaminu C V Cerstvych jahodach a
V jahodach riznym zptsobem konzervovanych (susenych, lyofilizovanych a mrazenych).
Cilem bylo zjistit, jak rtzné zpusoby konzervace ovliviiuji mnozstvi tohoto dilezitého
vitaminu. Pro analyzu byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie se
spektrofotometrickou detekci. Vysledky této prace prokazaly neptiznivy vliv vysoké teploty
na celkovy obsah vitaminu C a tedy, ze suseni je nejméné vhodnou konzervacni metodou

Z hlediska zachovani tohoto vitaminu.

KLICOVA SLOVA

Vitamin C, jahody, HPLC, lyofilizace, suSeni, konzervace
TITLE

Determination of vitamin C content in strawberry

ANNOTATION

This bachelor's thesis focuses on determining the content of vitamin C in fresh strawberries
and strawberries preserved in various ways (dried, lyophilized, and frozen). The aim was to
find out how different preservation methods affect the amount of this important vitamin.
High-performance liquid chromatography with spectrophotometric detection was used for the
analysis. The results of this study demonstrated the adverse effect of high temperature on the
total vitamin C content, indicating that drying is the least suitable preservation method in

terms of retaining this vitamin.
KEYWORDS

Vitamin C, strawberries, HPLC, lyophilization, drying, conservation
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AA — kyselina askorbova

DHAA — kyselina dehydroaskorbova
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UvVOD

Konzervace potravin je nedilnou soucasti jejich zpracovani pro prodlouzeni doby
zivotnosti. Konzervaci Ize provadét rozmanitymi zptisoby, nejcastéjsi je pouziti vyssich
¢i nizSich teplot, které zamezuji mnozeni mikroorganismu, zapii¢iujici ztratu
nutri¢nich hodnot potravin a jejich kazeni. Pti vyuziti konzervace vysokymi teplotami
muzeme hovofit naptiklad o sterilaci ¢i suSeni. Jako metody konzervace za nizkych
teplot je vyuzivano chlazeni, mrazeni ¢i lyofilizace potravin. Konzervace potravin vSak
neni dokonaly proces, a tak i1 pfi ni dochézi k jistému znehodnocovéni potraviny o urcité

nutriéni slozky.

U ovoce a zeleniny nejéastéji dochazi ke ztraté¢ vitamint. Vyznamnym z nich je
vitamin C, ktery v lidském téle podporuje imunitni systém, ucastni se procest
vstiebavani zeleza, tvorby kolagenu a piisobi také jako antioxidant ktery snizuje riziko
tvorby a Sifeni volnych radikalti. Nejbohatsi na obsah tohoto vitaminu jsou zelenina
aovoce, zejména citrusové plody, ale i jahody. Obsah vitaminu C je velmi zavisly na
teploté, které je potravina vystavovana, jelikoz pii vysokych teplotach vitamin C
degraduje a také rychleji dochazi k jeho oxidaci vlivem vzdusného kysliku, ¢i stykem
sionty kovi. Z tohoto dlivodu se tato bakalafska prace zabyva stanovenim ztraty
obsahu vitaminu C v jahodéach, porovnanim hodnoty jeho mnoZstvi v Cerstvych plodech

a hodnot v jahodach susenych, lyofilizovanych a mrazenych.

Pro tato stanoveni byla vyuzita vysokouUc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC),

jakoZto v praxi nejvyuZzivanéjsi a nejvhodnéjsi metoda pro stanoveni vitaminu C.
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1 OVOCE A ZELENINA

Ovoce a zelenina predstavuji rostlinnou slozku lidské potravy. Udéava se, ze pro
spravnou vyzivu Clovéka by méla zelenina tvofit idealné jednu Ctvrtinu celkového

pfijmu potravy [1,2].

V potravé zaujimaji ovoce a zelenina vyznamnou a nenahraditelnou roli jako zdroje
sacharidu, bilkovin, tukl, organickych kyselin, ale hlavné vitamini a minerald. Také
jsou dulezité pro sviij obsah biologicky aktivnich latek ndpomocnych pfi prevenci ale
také 1écbé nemoci =zazivacich organli, nervového systému, kardiovaskularnich

onemocnéni a dalSich [1,2].

1.1 DELENi ZELENINY

Zelenina je dé€lena do n¢kolika skupin podle ¢asti, pro které je konzumovana. Jednd se
0 kostalovou zeleninu (hlavkové zeli a kvétak), kofenovou zeleninu (mrkev a celer),
zeleninu plodovou (rajce a paprika), cibulovou (cibule a cesnek) a luskovou
(hrach a fazole). Déle na listovou zeleninu (salat a Spendt) a zeleninu kofeninovou

(kopr a majoranka), ktera se pouziva jako koteni pro dochucovani pokrmu [1,2].

1.2 DELENI OVOCE

Ovoce délime do ctyfech skupin podle charakteru daného plodu, a to na jadroviny,
peckoviny, skofapkoviny, subtropické ovoce a drobné plody. Pro jadroviny je typické
umisténi vice semen v jadfinci uvnitt plodu, ktery je obrostly hojné vyvinutou duZinou.
Radi se zde jablko, hruska, jefabiny a dal§i. Mezi peckoviny se fadi naptiklad meruika,
broskev nebo tieSeil. Tyto plody maji jedno semeno uvnitt tvrdé pecky pokryté duzinou.
Mezi skotfdpkoviny fadime ofechy jako mandle, liskové ofechy, pekanové ofechy ¢i

kastany a jako drobné ovoce oznacujeme jahody, borivky, maliny a dalsi [2].

1.3 JAHODY

Jahody jako takové zaujimaly své misto v potravé Cloveka jiz v dobé kamenné, ale
zpravy o jejich cileném péstovani se dochovavaji az z dob stfedovéku. Ruznym
kfizenim planych druht jahodniki jiz patrn€ v roce 1766 vznikla dnes$ni nejpéstované;jsi

odrida jahodniku velkoplodého. Péstovani této rostliny vSak neslouzilo pouze
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k ziskavani potravy, ale plody i listy jahodniku se také dfive vyuzivaly k 1éCitelskym
ucelim pro piipravu Caju, které mely vliv na 1é€bu prijmovych stavii ¢i onemocnéni

mocovych cest [3].

Jahodnik je povazovan za nejvice péstovany druh drobného ovoce u nas a také nejvice
oblibeny, at’ uz pro vysokou kvalitu sklizenych plodt, tak pro rychlost ristu a dozravani
téchto plodii. Jednd se o ovocnou vytrvalou rostlinu mnoha odrid, jejiz plodem je
jahoda, patiici do rodu Fragaria z ¢eledi ruzkovitych. Nej¢astéji péstovanym druhem je
ktizenec jahodnik velkoplody (Fragaria ananassa). Jedna se o velmi rozsiteny druh
pestovany takika vSude po svété. Nejveétsi celosvétovou produkci vSak zastavaji staty

sttedomoiského klimatu jako Kalifornie, Spanélsko, jizni Itlie a jizni Francie [2—4].

Jahoda je souplodim naZek, které jsou na povrchu pokryty semeny. Ve zralém stavu ma
jahoda na povrchu Cervenou barvu, kterd se uvniti ztraci az do barvy bilé. Velikost
a tvar jahod zavisi na péstované odriidé a podminkach prostredi ve kterém plod vyrusta.

Obvykle se ale délkoveé pohybuje kolem 2-5 cm [4].

1.3.1 SLOZENI JAHOD

Jahody maji vysoky obsah vody a nizkou energetickou hodnotu. V porovnani s jinym
ovocem neobsahuji jahody ani vyznamné mnozstvi vlakniny. Jsou vSak vyznamné jako
zdroje vitaminu C, kterého obsahuji vice neZ nékteré citrusové plody. Déle obsahuji
stopové mnozstvi aminokyselin a Zeleza, ¢imz jahody pozitivné ovliviwuji krvetvorbu.
V tabulce 1 jsou pro porovnani uvedeny nutriéni hodnoty jahod, jablka a pomerance
[3,4].
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Tabulka 1 — Obsah zivin obsazenych ve 100 g &erstvych jahod, jablek a pomeranca [4].

VyiZivové udaje Jahoda Jablko Pomeran¢
Voda (Q) 91,57 83,93 86,75
Enrgie (kcal) 30 59 47
Energie (kJ) 127 245 197
Bilkoviny (N x 6,25; g) 0,61 0,19 0,94
Tuky (9) 0,37 0,36 0,12
Cholesterol (mg) 0 0 0
Sacharidy (g) 7,02 15,25 11,75
Vlaknina (g) 0,53 0,77 0,43
Vapnik (mg) 14 7 40
Hoi¢ik (mg) 10 5 10
Fosfor (mg) 19 7 14
Draslik (mg) 166 115 181
Kyselina askorbova (mg) 56,7 5,7 53,2
Kyselina listova (ug) 17,7 2,8 30,3
Vitamin A (ug) 8,1 15 6,3
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2 KONZERVACE POTRAVIN

Potraviny mohou vlivem mikroorganismii, enzymu, nevhodnych podminek a jimi
vyvolanymi fyzikalné-chemickymi procesy ztracet na svych vyzivovych hodnotach az
dochazi k jejich zkazeni a nepozivatelnosti. Z tohoto divodu se potraviny zacaly
upravovat pomoci specialnich procesti nazyvanych konzervacni procesy. Tyto procesy
do jist¢ miry zabranuji rozkladnym procesiim a prodluzuji tak zivotnost potravin.
Konzervace muize probihat trojim mechanismem: hubenim mikroorganismi, zastavenim
¢innosti enzymil anebo jejich Uplnou inaktivaci. Dle pouzitych prostiedkl se déli na
chemickou konzervaci, pii které se pouziva ptidavek konzervaénich latek, biologickou
konzervaci zajisténou Cinnosti bakterii a kvasinek ¢i fyzikalni konzervaci provadénou

naptiklad zménou teploty [5].

2.1 SUSENI

Suseni potravin (dehydratace) je jeden z nejstarSich druht konzervace potravin
vyuzivajici vétSinou vysokych teplot k odpatfeni t€kavé kapaliny. Odstranénim vody
dochdzi v potraviné ke zméné prostredi, které se stdvd nevyhovujicim pro preziti
mikroorganismt zpusobujici rozkladné procesy a pro funkci enzymut (oxidas)
katalyzujici biochemické reakce, které jsou rovnéZz pfi¢inou znehodnocovani potravin.
Proces suSeni se provadi varem ¢i teplym vzduchem a lze ho rozdélit do tiech casti.
Prvni ¢ast zodpovida za zahtati potraviny, ve druhé je udrzovana konstantni rychlost
pro tento proces je kratkd doba suSeni za co nejvyssi piipustné teploty a nejmensiho
pfistupu vzduchu, kvili znehodnoceni suSenych potravin. V primyslu se pro ovoce

a zeleninu pohybuji teploty suseni obvykle v rozmezi 60 az 90 °C [5-7].

Aby nedochézelo k nadmérnym ztratam sloZek potravin vlivem jejich nestability pii
vysoké teploté a také k nadmérnému naruseni jejich struktury, je pro ovoce doporu¢eno
susit na priblizné 15-20 % zbytkové vlhkosti a pro zeleninu na 5-10 % [7].

Proces suSeni je provadén v kontinudlné i diskontinudln€ pracujicich zafizenich

S pouzitim protiproudu, souproudu nebo kiizového proudéni susiciho média. V prubéhu

suSeni je sledovdna hmotnost susené suroviny, jejiz ubytek v zavislosti na ¢ase tvofi
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kfivku suSeni, dle které lze rozeznat jednotlivé faze suSeni zminéné vyse, a také

samotnou rychlost suseni [6].

Vysusené potraviny mohou po odpaieni vody ziskat pevnou az tvrdou, polotvrdou nebo
praskovitou konzistenci. Mezi zakladni pozadavky pii vyuziti suseni je, aby nedoslo
k prilisnému poskozeni ¢i rozdrceni suroviny, ktera by se totiz po piipadné rehydrataci
meéla co nejvice podobat ptivodni surovin€. Stejny néarok je kladen také na slozeni
potraviny, a proto je teplota suseni vhodn¢ volena tak, aby co nejméné poskodila latky
nachylné na vysoké teploty. V nékterych piipadech jsou potraviny ptfed samotnym
suSenim podrobeny dal$im operacim usnadiujici jejich konzervaci pomoci suseni, jako
tieba proslazovani ¢i predvafeni. Pro nékteré druhy zeleniny je kratké predvareni ve
slané vod¢ klicové pro inaktivaci enzymi zplisobujicich mimo hnédnuti potraviny takeé

ztratu vitaminu C [5,6].

2.2 LYOFILIZACE

Jedna se o jeden z finanéné nejnakladngjSich zpusobu suseni potravin, ktery vyuziva
fazové premény vody z pevného na plynné skupenstvi, ktera se nazyva sublimace. Proto
je lyofilizace Casto nazyvana jako sublimac¢ni suseni. Tento proces probiha za nizkych
teplot a tlakt, a tak je vhodny pro konzervaci potravin obsahujici télu prospésné latky,
jako vitaminy, u kterych by pfi vyuziti vysokych teplot mohlo dojit k jejich poskozeni,
atedy i znehodnoceni konzervované potraviny. Pro tyto vlastnosti se lyofilizace

pouziva také ve zdravotnictvi k odstranéni vody napiiklad z krevni plazmy [8].

Proces je rozdélen do dvou fazi. V prvni fazi je sublimaci snizen obsah vody
V potraviné pfiblizn€ na 15 % a ve fazi druhé je pak zbyla voda desorbovana na kone¢ny
obsah vody vV potraviné Cinici zhruba 2 %. Proces lyofilizace zacina u zmrazeni
potraviny, a tedy i vody obsazené v ni. Snizenim tlaku a ochlazenim pod hodnoty
trojného bodu vody (62,28 Pa, 0,01 °C) je dosaZzeno vhodnych podminek pro sublimaci
ledu na vodni paru. Jelikoz je ale skupenské teplo sublimace ledu rovno 2830 kJ/kg je
nutné k zapoceti procesu sublimace dodat teplo. To mtze byt dodavano dvéma zptisoby,
a to kontaktné nebo radiaci. Vznikla vodni para je nasledné odvadéna do vyparniku, kde

kondenzuje [8].
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V duisledku snizovani teploty dochazi pted zahdjenim sublima¢niho suseni postupné
k n¢kolika fyzikalnim a fazovym jeviim zavislych na ur¢itém rozmezi teplot, které jsou

uvedeny v tabulce 2 [8].

Tabulka 2 — Fyzikalni fazové jevy piedchazejici sublima¢nimu suseni [8].

Teplota (°C) Fyzikalni a fazové jevy
-laz-15 Ochlazovani materialu
-1 az-3 Zmrznuti strukturn€ volné vody
-2 az -20 Zamrzani immobilizované nebo volné vlhkosti
-20 Euktekticka hranice roztokd soli v bunikach resp. Tkanich
-20 az -65 Vymrzani vazané vlhkosti
-65 a nizsi teploty Sublimacni suseni

2.3 BLANSIROVANI

Jedna se o tepelnou upravu, ktera se provadi u vétSiny ovoce a zeleniny pred jejich
konzervaci, pomoci procesu mrazeni, pasterace nebo tepelné sterilace. Potravina je pfi
tomto procesu na kratkou chvili zahtata, vétSinou na teploty okolo 60 °C, pifi cemz
dochdzi  kinaktivaci  enzymli  zvanych  lipoxygenasa,  polyfenoloxidasa,
polygalakturonasa a chlorofylasa. Pti blanSirovani musi dojit k prohiati a zastaveni
funkce enzymt v celém objemu potraviny, protoZe je-li proces blanSirovani proveden
nespravné, mohou jeho u¢inky naopak zvysit aktivitu enzymu a probihajici rozkladné
procesy jsou takto urychleny [6,9].

Blansirovéani sebou pfinasi 1 dalsi vyhody jako likvidaci tkanovych plynt, diky kterym
muze potravina podléhat oxidacnim zméndm. Daéle sniZzuje miru zamofeni
mikroorganismy az o 99 % a zvySuje miru permeability tkani. Proces blanSirovani je

vSak nevyhodny pro latky rozpustné ve vod¢, které se pii ném z potraviny vyplavuji [9].
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2.4 STERILACE

Pti sterilaci dochazi k oSetfeni potravin za vysokych teplot (nad 100 °C). Pii téchto
teplotach dochazi k inaktivaci enzymi a usmrceni mikroorganismu, ¢ehoz vSak muZzeme
docilit i pfi nizsi teploté, vétsinou nad 55 °C [9].

Teplota pii sterilaci je zavisla na vlhkosti a hodnoté pH potraviny, mife kontaminace
mikroorganismy a ¢asu pusobeni této vysoké teploty na potravinu. Naptiklad pro ovoce
s nizkou hodnotou pH jsou teploty do 100 °C dostacujici, zatimco pro zeleninu ¢i maso

je nutné sterilac¢ni teplotu zvysit, nebo proces sterilace provést opakované [5].

Pro sterilaci jsou vyuzivany tlakové nddoby zvané autoklavy, ve kterych je potravina za
zvyseného tlaku vystavovana teploté okolo 120 °C. Alternativou sterilace v autoklavu je
opakované provadéna sterilace ve vodni lazni, kde je dosahovano teplot pouze okolo
98 °C. Casovy tsek, po ktery je nutné potravinu sterilovat, se odviji od pouzité sterilaéni
teploty a plati, ze ¢im vyss$i teploté je potravina vystavena, tim krat$i dobu je nutné
sterilaci provadét [5].

Tabulka 3 — Obsah vitaminu C v kompotech a $tavach po sterilaci ve srovnani s ¢erstvym ovocem [10].

Ovoce Retence vitaminu C po sterilaci

broskve 23-25%
hrusky 50 %
jahody 77 %

maliny 78-98 %
merunky 60 %
Svestky 87 %
visné 67 %

rajCatova §tava 35-90 %

2.5 ZMRAZOVANI A CHLAZENI

Principem konzervace potravin snizovanim teploty je soucasné snizeni aktivity

pfitomnych mikroorganismi a také sniZeni rychlosti enzymatickych a biochemickych
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reakci zodpovédnych za kazeni potravin. K tomuto efektu dochazi v momentu, kdy je
veskerd volnd voda v potraving, ve které tyto reakce probihaji, zmrazend na led
a Vv kapalném skupenstvi zistdva pouze voda vazana. Tento druh konzervace byva Casto
kombinovan s procesy konzervace inaktivaci enzymu, jelikoz v pritbéhu mrazeni muize
dochazet ke koncentrovani rozpusténych slozek Vv nezmrzlé¢ ¢asti vody, coz mize
probihajici reakce urychlit natolik, ze se vyrovna zpomaleni reakci pisobenim nizké

teploty, nebo dojde dokonce k urychleni celého procesu [6].

Udava se, ze pro konzervaci mrazenim a zastaveni rozkladnych procesit vSech
mikroorganismi pfitomnych v potravinach, vcetné plisni, je nutno tyto potraviny
zmrazit minimalné na teplotu -12 °C. Nedochazi vSak vzdy k jejich usmrceni, a proto
muzeme u rozmrazenych potravin pozorovat daleko rychlejsi rozkladny proces vlivem
chemickych a fyzikdlnich zmén wvzniklych pfi mrazeni potraviny. Pro omezeni
funk¢nosti enzymatickych systéml se pro zmrazovani pouzivaji i teploty nizsi

nez -30 °C [6].

Pfi mrazeni potravin je dilezita rychlost tohoto procesu. Pro co nejmensi poskozeni
potravin a zajisténi co nejmensich ztrat zivin je nutné co nejrychleji pfekonat rozmezi
teplot 0 az -6 °C, kdy dochazi k tvorb& velkych krystalli ledu ndhodného rozmisténi,
které naruSuji strukturu bunék. Po rozmrazeni takto zmrzld voda spolu s zivinami

vytéka i spolu s rozpusténymi zivinami a potravina ziskava mékkou konzistenci [5].

Chlazeni potravin je oproti mrazeni velmi neinvazivni proces, pii kterém nedochazi
Kk fyzikalnim ani chemickym zménam. Diky této skuteCnosti potraviny, které
pfestaneme udrzovat pifi nizké teplot¢ budou mit nésledné delsi trvanlivost nez

potraviny rozmrazené [5,6].
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Tabulka 4 — Ztraty vitaminu C v ovoci a zelening po rozmrazeni [10].

Doba skladovani pii-18 °C

Pramérné ztraty vitaminu C

(mésice) v rozmrazené zeleniné a ovoci (%)
brokolice 6-12 3568
kvétak 6-12 40-60
hrasek 6-12 3967
Spenat 6-12 54-80
Jahody 8 39-51
maliny 6-7 2740
rybiz Cerny 6-8 39 a4
rybiz cerveny 8 30
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3 VITAMINY

Jako vitaminy oznacujeme nizkomolekuldrni organické latky nezbytné pro spravnou
funkci metabolismu lidského organismu. Jedna se o slouceniny, které ve vétsSing ptipadi
heterotrofni organismy nedokazi syntetizovat, a proto je nutné zajistit jejich dostatecny
piijem v potravé ¢&i doplitcich stravy. Casto jsou takto viak misto vitamint piijimany
spiSe latky bez fyziologickych ucinkt, které slouzi jako zdroje pro syntézu vitamind
nasim organismem. Tyto latky jsou chemicky blizké vitaminim a nazyvaji se

provitaminy [11,12].

Vitaminy byvaji nazyvany exogennimi esencialnimi biokatalyzatory, jelikoz jsou mimo
jiné Castou soucasti katalyzator dalezitych biochemickych reakci v nasem téle. Mohou
zde figurovat jako kofaktory enzymatickych systémd, soucast téchto systémi, nebo se
biochemickych procesti ucastni piimo. Dalsi jejich vyznamnou vlastnosti jsou jejich
antioxidac¢ni ucinky a posilovani obranyschopnosti vii¢i nddorovym, kardiovaskularnim

a degenerativnim onemocnénim [11-13].

Nejbéznéjsi déleni vitaminG je dle rozpustnosti na vitaminy rozpustné v tucich
(lipofilni) a vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni). Mezi lipofilni vitaminy se fadi
vitamin A (retinol), D (karciferol), E (tokoferol) a K (fylochinon). Tyto vitaminy se
ukladaji v télesnych tkanich a podle potieby jsou zejména v jatrech ¢i ledvinach
preménovany na své volné formy. Hydrofilni vitaminy zahrnuji vitaminy skupiny B
(thiamin, riboflavin, niacin, biotin, pyridoxin, folacin, kyselina pantothenova

a kobalamin) a vitamin C (kyselina L-askorbova) [11-13].

Doporuceny denni piijem vitamina se lisi jak podle zemé, ve které Zijeme, tak podle
fyzického stavu cClov€ka. Hodnoty jsou rozdilné pro jednotlivd pohlavi, pro rizné
vekové skupiny a jsou posuzovany také s ohledem na zdravotni stav a zivotni styl
Clovéka. Na zakladé mnozstvi pfijatych vitaminG rozliSujeme hypervitaminozu,
hypovitaminézu a avitaminozu. Hypervitamindza je zplisobend nadmérnym piijmem
vitaminl rozpustnych v tucich, jelikoz se ve velkém mnozstvi ukladaji do tukovych
tkdni a mohou zpusobit poskozeni biochemickych procest. U hydrofilnich vitamina je
tato situace nepravdépodobnd, protoze nadbytek téchto vitaminl je vylu¢ovan moci ven
z organismu. Naopak hypovitamindza je zpisobena piijmem vitaminu v nedostate¢ném

mnozstvi, coz se projevuje poSkozenim funkci organismu a biochemickych procest.
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Pokud je prijem nékteré¢ho vitaminu dlouhodobé omezen tplné, mluvime o avitamindze,
se kterou jsou rovnéz spojeny poruchy funkci organismu, ale také vznik zavaznych

onemocnéni jako je beri-beri, pelagra nebo kurdé&je [11,13,14].

3.1 VITAMIN C

Vitamin C, zndmy také jako kyselina L-askorbova (obrazek 1), se fadi k derivatim
glukosy. Je rozpustny ve vodé a nezbytny pro biochemické procesy naseho organismu.
Tento vitamin je pro lidsky organismus esencialni, jelikoZ jej diky mutaci v genetickém
kodu L-glukonolaktonoxidazy neni nase télo schopno samo syntetizovat. Ve vodnych
roztocich je kyselina askorbova velmi silnym redukénim ¢inidlem a tvoii reversibilni
oxidacné-redukeni systém ucastnici se reakci s pfenosem dvou elektront. Tento systém
tvoii kyselina L-askorbova, askorbat (monoanion), kyselina semidehydro-L-askorbova
(volny radikal) a kyselina L-dehydroaskorbova (obrazek 2). Tento reversibilni redoxni
systém zanika rozstépenim kruhové struktury kyseliny L-dehydroaskorbové a vitamin C

tak ztraci svoji aktivitu [4,10].

HO

o
0
HO —

HO OH

Obrazek 1 — Struktura kyseliny L-askorbové [15].
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L-ascorbic acid monodehydroascorbic acid dehydroascorbic acid 2,3-diketogulonic acid

Obrazek 2 — Degradace kyseliny L-askorbové na kyselinu dehydroaskorbovou a kyselinu 2,3-diketogulonovou [16].
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3.1.1 STABILITA VITAMINU

L-askorbova kyselina patii K nejméné stabilnim vitaminum. K nejvétSim ztratam
dochazi vlivem skladovani a zpracovani potravin z nichz nejpodstatnéjs$i jsou ztraty
vyluhem vitaminu C a ztraty jeho oxidaci se vzdusnym kyslikem ¢i degradaci za
katalyzy kyselinami bez pfistupu vzduchu. Z fyzikalnich ¢initelt ovliviiuji jeho stabilitu

zejména teplota a vlhkost [15].

Vitamin C je velmi nachylny k oxida¢nim reakcim, ke kterym dochazi vlivem ptlisobeni
enzymu spadajicich do kategorie antivitamind C. Oxidace kyseliny askorbové muze
probihat jednoelektronoveé, kdy jako meziprodukt vznika jeji radikadl anebo
dvouelektronové za piimého vzniku kyseliny dehydroaskorbové (DHAA). Jednim
Z puisobicich enzymt je askorbatoxidasa, pfitomna v rostlinnych pletivech, ktera oxiduje
vitamin C jednoelektronovym mechanismem. Pro zamezeni jejiho plsobeni se ovoce
a zelenina podrobuje blanSirovani. Vznikla dehydroaskorbova kyselina je redukovana
zpét na vitamin C napiiklad cysteinem ¢i glutathionem. Nejvyznamnéjsi reakei vSak
zUstava takzvand autooxidace, kdy dochdzi ke ztratdm vitaminu C jeho oxidaci

vzdu$nym kyslikem [15].

Ve vodnych roztocich je vitamin C nestabilni a jeho degradace je povazovana za
primarni pfi¢inu zmén kvality a barvy potravin pii jejich skladovani. Nestabilita je
zplsobena neutralnim pH vody, jelikoZ stabilita tohoto vitaminu vyznamné roste spolu
s klesajicim pH prostiedi a je méné nachylny k oxidaci. Proto se v potravinach vyuziva
stabilizace kyselou pfisadou jako muze byt naptiklad kyselina citronova, jable¢na,
fosfore¢na ¢i kyselina vinna. Degradace vitaminu muze byt zpisobena také jeho
vysokou koncentraci, kdy zac¢ind dochéazet k autooxidaci, jejiz prib¢h je rovnéz zavisly

na pH prostiedi [16-18].

Vysokou teplotou jsou urychlovany jak enzymatické reakce v potravinach, tak oxidacni
reakce zapficinujici degradaci U¢inné formy vitaminu C. Pro zamezeni ztrat vlivem
teploty by m¢l byt vitamin C vystavovan teplotam nejlépe od -18 do 4 °C. Pti pokojové
teploté je vitamin stabilni po dobu nékolika dni, poté uz ale vlivem vzduSného kysliku
asvétla dochazi ke ztratam. Kriticka teplota, pfi které vitamin C zaina vyznamné

degradovat je 70 °C, kdy dochazi ke ztratam az 20 % a vice v zavislosti na dob¢
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vystaveni této teploté. Pii teplotich nad 100 °C jiz dochdzi k téméf uplnému

znehodnoceni vitaminu [16,19,20].

3.1.2 FUNKCE V ORGANISMU

Vitamin C ma v lidském téle enzymatickou i chemickou funkci a je rovnéz kofaktorem
dalezitych enzymatickych reakci jako je naptfiklad metabolismus nékterych
aminokyselin a také kolagenu. Podili se zejména na hydroxyla¢nich reakcich a ucastni
se také biosyntéz mukopolysacharidi a prostaglandinti. Vyznamné ovliviuje
vstfebavani zeleza v lidském organismu svoji schopnosti absorpce jeho iontovych forem
a napomaha tak 1 jeho transportu. Urychluje také pfenos sodnych a chloridovych iont

a je potiebny také v metabolismu cholesterolu [4,15].

Nejvice vyznamnymi hydroxylacemi, na kterych se vitamin C podili je hydroxylace
prolinu za vzniku 3-hydroxyprolinu a hydroxylace lysinu, ktera koreluje s biosyntézou
proteint pojivovych tkani a jejiz produktem je 5-hydroxylysin [15].

vvvvvv

prostoru diky své schopnosti reagovat s volnymi radikaly darovanim elektronu za

vzniku askorbylradikalu, jez neni schopen uskute¢nit dalsi fetézovou reakei [4,15].

Vitamin C je také zndmy svymi silnymi antioxida¢nimi schopnostmi, které mu
umoziuji efektivné neutralizovat toxické volné radikaly a dalsi reaktivni formy kysliku,
jez se tvoii pfi bunéném metabolismu. Diky témto vlastnostem chrani tkané pred

poskozenim a zanétem a zaroven zpomaluji proces starnuti [21].

3.1.3 ZDROJE

v

Nejspolehlivéjsim zdrojem vitaminu C je Cerstva zelenina a ovoce, prestoze se fadi ke
zdrojtim s primérnym obsahem. Jedna se totiz o nejkonzumovangjsi zdroje, které jsou
pro clovéka celoroéné dostupné. Patii mezi né zejména citrusové plody jako citrony,
pomerance, limetky ale také jahody, brambory, papriky ¢i raj¢ata. V dne$ni dobé€ je
kyselina  askorbova  také  primyslové  vyrdbéna  slozitymi  chemickymi

a biotechnologickymi postupy z D-glukézy [10,11,16].
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Tabulka 5 — Obsah vitaminu C v dilezitych potravinovych zdrojich [4].

Potravina Obsah vitaminu C Potravina Obsah vitaminu C
(mg/100 g) (mg/100 g)
Zelenina

brokolice 115 brambory, vafené 7
brokolice, mrazena 54 Cervena paprika 195
brokolice, vafena 37 zelena paprika 86
kveétak 70 Spendt, mrazeny 16
kvétak, mrazeny 49 Spenat, vafeny 12

zeli 45 mrkev 5

zeli, vafené 24 mrkev, mrazena 4
zelené fazole, mrazené 24 mrkev, konzervovana 3
brambory 24

Ovoce

pomerané 55 jablko 9
pomerancova $tava 34 broskev 7
citron 49 merufika 10
bezinka 29 merurika, suSena 2
banan 11 jahody 56,7
hroznové vino 11

3.1.4 VYUZITI

Diky svym oxidacnim vlastnostem je vitamin C hojné¢ vyuzivan jako prisada
V potravinaiském pramyslu, zajist'ujici zlepseni chuti, barvy a také obnoveni neaktivni

formy vitaminu C vzniklé béhem zpracovani a skladovani potravin [4].

3.1.5 DOPORUCENY PRIJEM

Doporuceny denni pfijem vitaminu C se pohybuje okolo 60-200 mg. Je znamo Ze jiz

davky o 10mg denné jsou dostacujici k ptedejiti onemocnéni z dlouhodobého
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nedostatku vitaminu C zvaném kurdé¢je nebo také skorbut. Doporuc¢ené denni davky se
li$i podle veéku a zdravotniho stavu Clovéka, Vv soucasné dobé je doporucovano pro
dospélou Zenu piijem 75 mg a dospélého muze 90 mg na den. Uvadi se, Ze davka
100 mg je idealni pro udrzovani maximalni zasoby vitaminu C v organismu, ¢inici 3 g.
Dévky nad 200 mg jsou jiz pro lidsky organismus za béznych podminek a zdravotniho
stavu zbytecné, jelikoz pti prekroceni této hranice dochazi ke zrychlovani vylucovani

vitaminu C mo¢i [10,15,20].

3.1.6 HYPERVITAMINOZA

Jelikoz je kyselina askorbova vitaminem rozpustnym ve vode¢, je pifedavkovani, a tedy
I hypervitamin6za takika nemozna. SpiSe, nez pfiznaky intoxikace vitaminem C se
objevuji vedlejsi ucinky v podobé naptiklad snizené hladiny kobalaminu. V ojedinélych
pfipadech ale muize nadbytek vitaminuC Vvpodobé 2 az 3 g za den zpusobit
gastrointestinalni potize v podob¢ prijmu, nevolnosti a kie¢i. Dlouhodoby nadbytek ma
za nasledek zvySenou tvorbu ledvinovych kament. Nadbyte¢ny piijem vitaminu C je
nepiiznivy pro jedince s hemochromatozou, coZ je metabolickd porucha zpisobujici
nadmérné vstiebavani Zeleza, jelikoZz vitamin C tomuto vstfebavani vyznamné

napomaha [10,20].

3.1.7 HYPOVITAMINOZA

Hypovitamindza je Castd zejména v jarnich mésicich, jelikoZ ovoce a zelenina v tomto
obdobi obsahuje niz§i mnozstvi vitaminu C. Dostavuje se tehdy, pokud télo neni
dostatecné zasobeno z potravy alespon podle doporuc¢enych dennich piijmu, nebo je-li
vlivem nadmérné fyzické zatéze, stresem, infekénim onemocnénim ¢i nadmérnym
uzivanim drog a alkoholu ¢i koufenim vyznamné zvysena jeho Spotieba. Mezi ptiznaky
nedostatecného pfijmu kyseliny askorbové patii tinava, krvaceni dasni, chudokrevnost,

horsi odolnost viéi infekénim onemocnénim ¢i zvys$ena tvorba modiin [13].

3.1.8 AVITAMINOZA

Avitaminoza je stav dlouhodobého nedostatku vitaminu C v potravé. Takovyto stav je
Vv dnesni dobé uz velmi vzéacny, jelikoz jeho piedchdzeni staci uz pouhych 10 mg

vitaminu C v dennim pfijmu. Nésledkem avitaminozy je nemoc zvand kurdéje ci
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namoiniky, ktefi neméli dlouhodobé piistup k Cerstvému ovoci ¢i zeleniné, dochazi
k poskozovani pojivovych tkani. Toto onemocnéni doprovazi rovnéz extrémni unava,
kozni 1éze, svalova atrofie a revmatické bolesti v oblasti dolnich koncetin. V nékterych

ptipadech byly kurdgje pro ¢loveka i smrtelné [15,20].
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4 ANALYTICKE METODY STANOVENI VITAMINU C

Diky znamé chemické struktufe vitaminu C je mozné jej v dnes$ni dobé stanovovat hned
nékolika analytickymi metodami. Jednd se o metody titracni, elektrochemické,
spektrofotometrické ¢i chromatografické. Volba metody zéavisi na pozadované citlivosti,

selektivité a forme vzorku. Nejvyuzivanéjsi z téchto metod je vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC) [4,16,20].

4.1 EXTRAKCE VITAMINU C

Extrakce vitaminu C z matrice vzorku je provadéna v zavislosti na vybrané analytické
metod¢ stanoveni. Béhem extrakce by se mélo zabranit degradaci vitaminu C vlivem
rozpu$téného kysliku ¢i pfitomnosti kovovych ionti nebo enzymid. Mezi néktera
opatieni proti degradaci patii piidavky chelatacnich cCinidel jako je EDTA, uchovévani
vzorkti v ochranné atmosféfe dusiku nebo oxidu uhli¢itého, zabranéni kontaktu se
svétlem ¢i uchovavani vzorku pii nizké teploté. Extrakce se vétSinou provadi s vyuzitim
vodného roztoku kyseliny pro dosazeni optimélniho prostfedi, jehoZz hodnota pH se
pohybuje pod 2. Nejcastéji se jedna o Kkyselinu metafosfore¢nou, octovou,
trichloroctovou a kyselinu chloristou. Takto extrahovany vzorek je nasledné podroben

centrifugaci a filtraci [4,22].

Pro podpofeni Géinnosti extrakce je mozno vyuzit ultrazvukové viny. S pouzitim 8 %
kyseliny octové jako extrakéniho Ccinidla se tento postup vyuZiva k extrahovani

vitaminu C z ptirodnich matric jako je petrzel, kopr a celer [22,23].

4.2 CHROMATOGRAFIE

Jedna se o analytickou separacni metodu, ktera se vyuziva k déleni smési latek na
zakladé jejich afinity ke dvou vzajemné nemisitelnym fazim, z nichZ jedna je mobilni
(pohybliva) a druha je stacionarni (nepohybliva). Je vhodna jak ke kvalitativni, tak

kvantitativni analyze [24].

Podle skupenstvi mobilni faze délime chromatografii na kapalinovou (LC), kdy je
mobilni faze kapalna a na chromatografii plynovou (GC), kde je mobilni faze
V plynném skupenstvi. Metody délime také podle druhu uspotadéani stacionarni faze na

kolonovou chromatografii, kde je stacionarni fize umisténa v kolon¢ a chromatografii
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V plosném uspotadani, kde je stacionarni fdze zakotvenad na papiru nebo na v tenké
vrstvé na hlinikovou nebo sklenénou desticku. Déale mizeme d¢lit chromatografii dle
prevazujiciho fyzikalné-chemického déje probihajiciho pii separaci na rozdélovaci,

adsorp¢ni, iontové-vymeénnou, gelovou a afinitni [24].

4.2.1 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

HPLC se vyznacuje vysokou citlivosti a presnosti. Vyuziva se proto ve farmaceutickém
primyslu, biochemii, chemii Zivotniho prostfedi, potravinafském pramyslu a dalSich
priamyslovych a védeckych odvétvich. Jeji princip spociva v separaci vzorku mezi
mobilni fazi v kapalném skupenstvi, kterd protékd kolonou naplnénou pevnou
stacionarni fazi, ktera je zpravidla tvofena ¢asticemi Silikagelu, oxidu hlinitého, oxidu
zirkonicitého ¢i organickych polymerd, jejichz povrch byvd modifikovan riiznymi
¢inidly, ¢imz dochazi k Gpravé jejich polarity a chemickych vlastnosti. Podle polarity
mobilni a stacionarni faze rozliSujeme dva zakladni chromatografické systémy, systém
s normalnimi fazemi, kdy je stacionarni faze vice polarni nez faze mobilni, a Casté&ji
vyuzZivany systém s obracenymi (reverznimi) fazemi, kdy je mobilni faze polarnéjsi nez

faze stacionarni [25].

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku mobilni faze, Cerpadla, davkovace,
chromatografické kolony a detektoru. Jednoduché schéma pftistroje je popsano na
obrazku 3. Z detektorti jsou nejvyuzivangj$i spektrofotometrické ¢i fluorimetrické
detektory nebo v dnesni dobé stale rozsSifenéj$i hmotnostni spektrometr. Signal
z detektoru je zpracovavan pocitaovym programem a vystupem je zavislost
zaznamenan¢ho signalu na Case, ktery se nazyva chromatogram. Z chromatogramu je
podle reten¢nich charakteristik mozné jednak identifikovat neznamé latky (kvalitativni
analyza) a také je mozné urcit mnozstvi jednotlivych latek ve vzorku obsazenych
(kvantitativni analyza). Kvalitativni sloZeni je uréovano podle retenénich casi, tedy
polohy piku na chromatogramu. Pro kvantitativni analyzu se vyuziva plocha nebo vyska
piku sledované latky [24,25].

Pti stanoveni vitaminu C je HPLC hojné¢ vyuzivana diky vysoké piesnosti
a reprodukovatelnosti vysledki. U vitaminu C je dulezité zajistit jeho stabilitu
ptidavkem stabiliza¢nich latek, které snizuji pH, zabranuji jeho oxidaci, a tak zajistuji

presné méteni jeho koncentrace ve vzorku. Jako stabiliza¢ni latky se vyuzivaji naptiklad
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kyselina metafosfore¢na nebo kyselina trichloroctova. K detekci je nejcastéji vyuzivan
spektrofotometricky detektor, pfiCemz se pracuje v oblasti vlnovych délek 245 az
265 nm, kde se vyskytuje absorbéni maximum vitaminu C [23,26-30]. Elektrochemicka
detekce [31-33] a fluorescenéni detekce [34] jsou také pouzivany pro jejich vysokou
citlivost a specifitu.

Bézné jsou u stanoveni AA vyuzivany kolony na bazi oktadecylsilikagelu a mobilni
faze Casto obsahuji fosfatové pufry kombinované s organickymi rozpoustédly, jako je
methanol ¢i ethanol. Pro separaci AA byla také G¢inné pouzita kombinace pufru
amonného formidtu a methanolu, kterd sebou v porovnani s bézné pouzivanymi

vvvvv

hmotnostni spektrometrie a lep$i kompatibilitu s gradientovou eluci [23,26-30,32].

4.3 JODOMETRIE

Jodometrie je jednou z metod odmérné analyzy vyuZzivajicich oxidaéné redukénich
vlastnosti jodu podle reakce v rovnici 1. Jako odmérmné roztoky jsou pii této analyze
vyuzivany roztoky jodu pro oxidimetrickd stanoveni a thiosiranu sodného pro stanoveni
reduktometrickd. Indikace bodu ekvivalence je zajiSténa pouzitim Skrobového mazu,
ktery je v pfitomnosti jodu modie zabarven. Oxidimetrickd stanoveni se provadéji
V neutralnim ¢i slabé kyselém prostiedi na rozdil od reduktometrickych jez se
uskutecnuji v prostiedi kyselém metodou neptimé titrace ptidanim znamého nadbytku
jodidu, ktery je reakci redukovan na jod, jehoZ piebytek je nasledné titrovan odmérnym

roztokem thiosiranu sodného [35].
I, +2e” 221 1)

Jednd se o cenové dostupnou a jednoduchou metodu pro stanoveni vitaminu C
vyuZzivajici redoxni reakci mezi AA a jodem uvedenou na obrazku 4. Piidavkem jodu se
kyselina L-askorbova oxiduje za vzniku jodidu. Piebyte¢né mnozstvi jodu je nasledné
ztitrovano roztokem thiosiranu sodného. Konec titrace je indikovan pomoci Skrobového
mazu, diky kterému se titrovany roztok vzorku v bod¢ ekvivalence odbarvuje
Z modrofialového zabarveni diky redukci veSkerého jodu na jodid. MnoZstvi

spotiebovaného jodu je umérné koncentraci kyseliny L-askorbové ve vzorku [36,37].
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Stanoveni je provadéno taktéz piimou titraci roztokem jodu do vzniku modrého

zabarveni vlivem vytvofeni komplexu Skrobového mazu s jodem [38].

H
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Obrazek 3 — Redoxni reakce vitaminu C a jodu [39].

4.4 VOLTAMETRIE

Voltametrie je elektrochemickd metoda, ktera zkouma proud generovany pfii aplikaci
potencialového rozdilu na pracovni elektrodu. Tato technika vyuziva potenciostat, ktery
kontroluje potencial pracovni elektrody vuci referencni elektrodé a méfi proud
vznikajici v disledku redoxnich reakci na povrchu elektrody. Mezi bézné pouZzivané
voltametrické metody patii cyklickd voltametrie (CV) a diferen¢ni pulzni voltametrie

(DPV) [40,41].

Voltametrické techniky, jako je cyklicka voltametrie [42-45] a diferen¢ni pulzni
voltametrie [44,46,47], se ukazaly byt efektivnimi nastroji pro kvantitativni analyzu

kyseliny askorbové diky jejich schopnosti detekovat elektroaktivni slouceniny.

Voltametrické stanoveni kyseliny askorbové byva vétSinou provadéno pomoci DPV
a CV technik na pracovni sklenéné uhlikové elektrodé (GCE) nebo elektrodé platinové
[43-46].

Podle studie W. Okiei z roku 2009 je pro méfeni mozno vyuzit CV s tiielektrodovou
konfiguraci. Jako pracovni elektroda byla vyuzita GCE vyles§téna praskem z oxidu
hlinitého a jako pomocna byla vyuzita platinova elektroda. Vzorky byly extrahovany
v prostiedi fosfatového pufru s ptidavkem Na,EDTA a byly probubldvany dusikem po
dobu deseti minut. Pfi méteni v rozsahu 200 — 1000 mV byl anodicky pik pro oxidaci

kyseliny askorbové zaznamenan pti 580 mV [43].
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4.5 POLAROGRAFIE

Polarografie je jednou z analytickych elektrochemickych metod fungujici na principu
méfeni prochéazejiciho proudu mezi mérmou (polarizovatelnou) a srovnavaci
(nepolarizovatelnou) elektrodou v roztoku elektrolytu. Od voltametrie se odliSuje
pouzitim odkapavajici rtutové kapkové elektrody. Vysledkem polarografického méteni
je zavislost proudu na vklddaném napéti zvana polarogram. Na kvalitativni slozeni
vzorku usuzujeme z pulvlnovych potencialu v polarogramu a kvantitativni zastoupeni

latky ve vzorku uréujeme dle vysky viny [35].

Kyselina askorbova je elektrochemicky aktivni latkou, a tak pro jeji stanoveni mize byt
pouzita také polarografie, vyuzivajici jeji oxidaci na odkapavajici rtutové kapkové
elektrodé. Tato metoda stanoveni je vyhodna pro snadnou ptipravu vzorku pro analyzu,

svou rychlosti a také pro malé mnozstvi vzorku pottebného k analyze [48,49].

AA je silné redukéni ¢inidlo, které se velmi snadno oxiduje pifi vyssSich hodnotach pH.
Proto se pro pfipravu vzorkli k polarografickému stanoveni kyseliny askorbové
pouzivaji elektrolyty jako je naptiklad pufr z kyseliny octové a oxalové, ktery udrzuje

stabilni pH a neinterferuje s anodickou vlnou kyseliny askorbové [48].

Polarografickd analyza vitaminu C se provadi pomoci tfielektrodového systému, kde
rtutova kapkova elektroda slouzi jako pracovni elektroda a platinova jako pomocna

elektroda [49].

Pro stanoveni nizkych koncentraci AA v riznych potravinach je vyuZzivana diferencni
pulsni polarografie. Tato metoda umoZznuje detekovat kyselinu askorbovou pfi

koncentracich az 1 ug/ml s vysokou piesnosti a reprodukovatelnosti [49].

4.6 COULOMETRIE

Coulometrické analyza je zaloZena na méfeni nadboje potiebného k uplné preméné urcité
latky na jiny oxida¢ni stav. Hlavni pfednosti této metody je moznost pouZiti
nestabilnich nebo tékavych titraénich cinidel, které jsou generovany elektrochemickou
reakci na elektrod¢, a nikoliv ptidavany z byrety jako pfi klasické volumetrické titraci.
Coulometrickd titrace mize byt provadéna dvojim zplsobem, a to za konstantniho

potencialu, nebo konstantniho proudu [24,50,51].
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Vyzkum ukézal, ze nejlepsi titracni Cinidla pro kvantifikaci kyseliny askorbové jsou

halogeny, zejména jod a brom, pfi jejichZ pouziti je dosazeno dobré piesnosti.[50-53].

Pro stanoveni kyseliny askorbové se nejcastéji vyuziva coulometrické titrace zalozené
na oxidaci kyseliny askorbové jodem. Kyselina askorbova je oxidovdna na
dehydroaskorbovou kyselinu pfi molarnim poméru kyseliny askorbové k titracnimu
¢inidlu 1:1. Jod je generovan elektrochemickou reakci na pracovni elektrod¢, pfic¢emz
celé méfeni probiha v ochranné atmosféte dusiku aby nedochazelo k reakci jodu se

vzdu$nym kyslikem [50-53].

4.7 FLUORIMETRIE

Fluorimetrické stanoveni kyseliny askorbové je citlivou analytickou metodou, ktera
umoznuje méfit koncentraci AA na zaklad¢ fluorescence jejich produktd s riznymi
fluorescencnimi Cinidly. V dostupnych studiich jsou popsany riizné pfistupy vyuzivajici

ruzné fluorescencni reagenty a podminky:

Jednou z metod je fluorimetricka metoda s o-fenylendiaminem, ktery reaguje s AA za
vzniku fluorescenéniho produktu. Reakce probihd bez potieby oxidantu, coz zvySuje

citlivost metody. Excitacni a emisni vinové délky jsou 360 nm a 430 nm. [54,55].

Dalsi metodou je fluorimetrickd metoda s beta-cyklodextrinem. Tato metoda vyuziva
snizeni fluorescence derivatu B-cyklodextrinu pfi tvorbé supramolekularnich komplext

s AA. Excita¢ni a emisni vinové délky jsou 270 nm a 352 nm [56].

Kinetickd fluorimetrickd metoda s rhodaminem 6G je zaloZena na aktiva¢nim ucinku
AA na oxidaci thodaminu 6G bromi¢nanem draselnym za piitomnosti vanadu jako
katalyzatoru. Tato metoda je vhodna pro stanoveni AA ve farmaceutickych vyrobcich,

ovocnych stavach a zelening [57].

Posledni metodou je fluorimetrickd metoda s 2,3-diaminonaftalenem, kde AA reaguje
s 2,3-diaminonaftalenem za vzniku fluorescen¢niho produktu [58]. Piidavek
B-cyklodextrinu vyrazné zvysuje fluorescenci systému. Jeji hlavni vyhody spocivaji

Vv jednoduchosti a citlivosti bez potfeby oxida¢niho ¢inidla a vysoké selektivité [54,59].
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4.8 UV/VIS SPEKTROMETRIE

Jedna se o analytickou optickou metodu pro analyzu kvalitativniho i kvantitativniho
slozeni zkoumaného vzorku vyuzivajici absorpci elektromagnetického zafeni o vilnové
délce v ultrafialové a viditelné oblasti (200-800 nm). Méfeni je provadéno na piistrojich
zvan¢ spektrofotometry skladajici se ze zdroje elektromagnetického zéfeni,
monochromatoru, kyvety s méfenym vzorkem a detektoru, méticiho intenzitu proslého
zafeni. Spektrometrie vyuziva platnosti Lambert-Beerova zakona popisujici rovnice 2,

ktery udava vztah mezi absorbanci a koncentraci analytu ve vzorku [60].
A=¢-c-l @)

Kde A je naméfend absorbance, & je molarni absorp¢ni koeficient s jednotkou
I-molat-cm™?, ¢ je koncentrace vmolech na litr a 1 délka absorpéni vrstvy

v centimetrech.

Vitamin C je pomoci spektrometrie mozno stanovovat hned néckolika zptsoby. Ke
stanoveni lze pouzit naptiklad reakci s 2,6-dichlorindofenolem. Ten ma ve své
oxidované form¢ modrou barvu a redukci AA se méni na bezbarvy, coz pifi méfeni
absorbance pti vinové délce 520 nm zplsobuje jeji pokles, ktery je umérny koncentraci

AA ve vzorku [61].

S pouzitim molybdenového ¢inidla dochazi k jeho redukci v prostredi kyseliny sirové
vitaminem C na molybdenovou modf, jejiz absorbance je méfena pii vlnové délce

760 nm [61].

Stanoveni je provadéno také ptidavkem roztoku CuSOas, neocuproinu a pufra¢niho
roztoku ke kyseling askorbové, kdy dochazi k redukci Cu?*, ktera nasledné tvoii
komplex s neocuproinem, jehoz absorbance je méfitelnd pii pouziti zafeni o vinové

délce 460 nm [62,63].

AA lze také oxidovat na DHAA piidavkem bromové vody, jejiz nadbytek je nasledné
odstranén pomoci thiomocoviny. K takto pfipravenému roztoku se ptidava
2,4-dinitrofenylhydrazin, ktery s DHAA reaguje za vzniku ¢ervené¢ho komplexu jehoz

absorbance je méfitelna pii vinové délce 521 nm [64].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 VZORKY

K experimentu byly vyuzity jahody I. jakosti zakoupené v obchodnim fetézci Albert
vden konani experimentu, které byly v laboratornich podminkach vysuSeny
a lyofilizovany. Jahody byly ptivodem ze Spandlska a do samotného méfeni byly
uchovéavany za nizké teploty v lednici. DalSimi vzorky byly lyofilizované jahody od
firmy Emco a Cerstvé doméci jahody peéstované na izemi Pardubic, které byly sklizeny

V den méfeni.

5.2 CHEMIKALIE

e Deionizovana voda pfipravena pomoci zatizeni Milli-Q Reference Shipping Kit
(Merck Milipore, Némecko)

e Kyselina metafosforeéna (Sigma-Aldrich, USA)

e Kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich, USA)

e Methanol (Cistota HPLC gradient grade, Honeywell, Némecko)

5.3 POMUCKY

e béZné laboratorni sklo (kadinky, hodinova sklicka, ty€inka, nalevky)
e injekeni stiikacky, 1 ml

e stiikackové PP filtry (0,45 um, Labicom, CR)

e skladané filtry

o vialky

e plastové mikrozkumavky

e mikropipety s nastavitelnym objemem (Biohit-Proline, Biohit Finsko)
e vazenky

e porceldnova lodicka

e plastova lzicka
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5.4 PRISTROJE

e modularni kapalinovy chromatograf slozeny z Cerpadla mobilni faze LC-20AD,
degaseru  DGU-3014,  spektrofotometrického  detektoru =~ SPD-M30A,
autosampleru SIL-20AC XR (v8e Shimadzu, Kyoto, Japonsko), termostatu
kolon LCO 102 single (Ecom, Praha) a kolony Ascentis Express C18 (150 x
3 mm, povrchové porézni ¢astice 2.7 um) s odpovidajici predkolonkou,

e pocitacovy software LabSolution Lite (Shimadzu)

e homogenizator ULTRA TURRAX T 18 (Ika, Némecko)

e pH metr (Metrohm 827, Svycarsko)

e ultrazvukova lazen (Kraintek 12, Slovensko)

e centrifuga 5424 (Eppendorf)

e digitalni analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

e lyofilizator L4-110 PRO (Gregor Instruments)

e laboratorni susarna UFE 400 (Memmert)

5.5 UPRAVA VZORKU

Nékolik vybranych exemplait jahod bylo nakrajeno na tenké platky a promichéano, tak
aby byly zastoupeny vice 1 méné zralé¢ jahody rizné velikosti a barevného odstinu.
Tento postup byl proveden u kupovanych i zahradnich jahod pro zajisténi alespon nizké
reprezentativnosti vzorkl. Takto pfipravené vzorky byly pfed vlastni analyzou upravené

podle niZe uvedenych postupti.

5.5.1 CERSTVE JAHODY

Navazka piiblizné¢ 3 gramil reprezentativniho vzorku cCerstvych jahod byla po dobu
5 minut homogenizovana spolu s 40 ml 3 % roztoku kyseliny metafosforecné. V prvni
minut¢ dosahovaly otacky hodnoty az 20 000, na zbylou dobu homogenizace byly
snizeny na 4 000. Poté byl takto pfipraveny roztok piefiltrovan pies skladany filtr a pres
sttikackovy filtr pfeveden do vialky. Takovymto zptisobem byly pfipraveny dva vzorky

pro jahody kupované a dva vzorky pro zahradni jahody.
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5.5.2 SUSENE JAHODY

Reprezentativni vzorek platkti jahod byl navazen na hodinové sklicko a vlozen do
laboratorni susarny. Poté byl pfipraven nereprezentativni vzorek rozkrajenim
a zvazenim jedné celé zahradni jahody. Pfipravené vzorky byly suseny po dobu 40
hodin pfi teploté 40 °C. SuSina pfipravenych vzorkd byla v priméru cca 10 %. Z takto
vysusSenych jahod, byly pro kazdy vzorek pfipraveny dvé navazky o hmotnosti ptiblizné

0,5 g, které byly upraveny stejnym zptisobem, jako vzorky ¢erstvych jahod.

5.5.3 LYOFILIZOVANE JAHODY

K lyofilizaci byly pfipraveny reprezentativni vzorky platki kupovanych a zahradnich
jahod a nasledné nereprezentativni vzorek celé nakrajené zahradni jahody. Vzorky byly
V lyofilizatoru suSeny pii teploté -110 °C po dobu 24 hodin. Susina vzorka po lyofilizaci
byla v priméru 9,6 %. Od kazdého vzorku byly pfipraveny dvé navazky s hmotnosti
pohybujici se kolem 0,5 g, které¢ byly podrobeny stejné extrakei, jako vzorky cerstvych

jahod a ptevedeny do vialek.

Vzorky lyofilizovanych jahod znacky Emco, zakoupenych v obchodnim fetézci Albert,
byly pfipraveny rozetfenim nahodnych kust jahod z celého baleni v tfeci misce, pro
zajisténi reprezentativnosti vzorktl. Z takto ziskané¢ho prasku byly navéazeny tii navazky
0 hmotnosti zhruba 0,3 g, ke kterym bylo ptidano 40 ml 3 % kyseliny metafosfore¢né
a byly na 5 minut vloZeny do ultrazvukové lazné. Po vyjmuti byly vzorky pievedeny do
plastovych mikrozkumavek a centrifugovany na 20 000 otdek po dobu 2 minut.
Z mikrozkumavek pak byly roztoky vzorkidl pievedeny pies stiikackové filtry do

sklenénych vialek.

5.5.4 MRAZENE JAHODY

Vzorky celych jahod (kupované i zahradni) byly zvazeny ve vdZence a zamrazeny pfi
teploté -18 °C. Pii této teploté byly uchovany po dobu 64 hodin a pted piipravou vzorkl
pro méteni byly rozmrazeny pii pokojové teploté. Z celych jahod byly pfipraveny dvé
navazky s hmotnosti cca 3 g pro vzorek zahradni i kupované jahody. Po navazZeni byly
vzorky homogenizovany stejnym zpusobem s pfidavkem kyseliny metafosforecné, jak

je popsano u piipravy vzorkt cerstvych jahod.
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5.6 VLASTNI STANOVENI

5.6.1 KALIBRACE

Jako prvni bylo pfipraveno 25 ml zésobniho roztoku kyseliny L-askorbové
o koncentraci 1 mg-ml?. Jelikoz bylo méfeni provadéno metodou kalibraéni kfivky,
byla ze zasobniho roztoku vitaminu C pfipravena kalibracni fada 11 roztokl
0 koncentracich 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07, 0,08; 0,09
a 0,1 mg-ml?. Takto pfipravené roztoky byly prevedeny do vialek, vlozeny do
autosampleru a proméfeny kapalinovym chromatografem s UV/VIS detekci. Separace
vzorkid probihala na koloné Ascentis Express C18 o délce 150 mm, priméru 3,0 mm
a zrnitosti 2,7 pm s vyuzitim isokratické eluce. Jako mobilni faze byl pouzit 5 % vodny
roztok methanolu s pfidavkem roztoku kyseliny metafosforecné o hodnoté pH 2,8.
Separace probihala pfi stalé teploté 30 °C, s rychlosti priitoku mobilni faze 0,4 ml-min
a davkovani vzorku o objemu 2 pl. Detekce kyseliny askorbové byla provadéna pfi
vlnové délce 244 nm odpovidajici jejimu absorpénimu maximu a ziskana data byla
pouzita pro sestaveni kalibrac¢ni kiivky zavislosti Sifky piku na koncentraci roztoku

zobrazena v obrazku 5.

5.6.2 STANOVENI KYSELINY ASKORBOVE VE VZORCICH JAHOD

Stanoveni vzorkli jahod bylo provddéno za totoznych podminek, jako stanoveni
kalibra¢ni tady roztokd kyseliny askorbové. Pro kazdy vzorek byly provedeny dvé
extrakce a pro kazdou z nich provedena dvé méteni a ze ziskanych hodnot byla pomoci

kalibra¢ni rovnice vypoctena koncentrace kyseliny askorbové ve vzorcich.

5.7 VYSLEDKY STANOVENI

Z naméfenych hodnot kalibra¢ni fady byla sestrojena kalibracni kiivka pro stanoveni
kyseliny askorbové. V programu QC Expert 2.9 (TriloByte, CR) byly vyiazeny odlehlé
hodnoty pomoci grafickych diagnostik a linearni regresi byla zji$téna kalibracni rovnice
zobrazena v grafu 1 spolu s koeficientem determinace a smérodatnymi odchylkami

jednotlivych parametri uvedenych v zavorkach.
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Obrazek 4 — Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni kyseliny askorbové.

Analyzou vzorkli jahod cerstvych, susSenych, lyofilizovanych a mrazenych byly
vypoctem z kalibracni rovnice ziskany koncentrace vitaminu C v jednotlivych
extraktech. Pro kazdy exemplat byly vypocitany ¢&tyfi hodnoty, které byly
zpraimérovany a jsou uvedené vtabulce 6 spolu sodchylkou mezi vysledky

jednotlivych méteni.
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Tabulka 6 — Vysledky stanoveni vitaminu C ve vzorcich jahod.

Relativni
Obsah vitaminu C
Vzorek odchylka
(mg/100g)

(%)
Cerstva jahoda kupovana 35,58 5,86
Cerstva jahoda zahradni 46,68 1,80
mrazena jahoda kupovana 42,31 1,34
mrazena jahoda zahradni 57,04 1,05
suSena jahoda kupovana 27,69 4,77
suSena jahoda zahradni 15,45 17,96
suSena jahoda zahradni (nereprezentativni vzorek) 33,57 13,18
lyofilizovana jahoda kupovana 40,33 0,79
lyofilizovana jahoda zahradni 44,27 3,28
lyofilizovana jahoda zahradni (nereprezentativni vzorek) 54,85 1,93

Vysledky ukazuji, ze nejméné vhodnou metodou konzervace jahod, s ohledem na
vysledny obsah vitaminu C, je suSeni. Dochédzi zde oproti cerstvym jahodam
K nejvetsim ztratam, a to v prumeéru o 39 %. K témto ztratam doslo zfejmé puisobenim
stanoven u reprezentativniho vzorku zahradni jahody, ktery byl pravdépodobné
zpusoben také Spatnou konzistenci, ve které byl vzorek piedloZzen k suSeni.
U mrazenych i lyofilizovanych jahod by mélo dochazet k minimélnim ztratam vitaminu
C, ¢emuz vysledky z ¢asti odpovidaji. U téchto jahod je totiz primérny obsah kyseliny
askorbové dokonce vys$si nez u Cerstvych exemplafi, coz miize byt zplisobeno volbou
rozdiln¢ zralych ploda a vlivem nedostatecné reprezentativnosti vzorkl. Z vysledki je

rovnéz patrné, ze jahody vypéstované na zahradé na Uzemi Pardubic, byly vyrazné
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bohat§i na obsah vitaminu C nez jahody ptivodem ze Spanélska, b& né dostupné

Vv supermarketech.

Odchylky vétsiny méfeni se pohybovaly v hodnotach do 3 %, na zakladé ¢ehoz lze fici,

ze opakovatelnost procesu méteni vzorkli byla na dobré urovni. U vzorkli susenych

jahod dosahovala odchylka az 18 % coz mohlo vyznamné ovlivnit Vyslednou

primérnou hodnotu obsahu vitaminu C.

Pro porovnani vzorkiu lyofilizovanych jahod v laboratornim prostfedi s jahodami

primyslové lyofilizovanymi spole¢nosti Emco dostupnymi v obchodnich fetézcich, byl

obsah vitaminu C piepocitdn na mnozstvi vitaminu v miligramech na 1 gram suSiny.

Hodnoty jsou uvedeny Vv tabulce 7 spolu s relativnimi odchylkami mezi jednotlivymi

vysledky stanoveni.

Tabulka 7 — Vysledky stanoveni vitaminu C v lyofilizovanych jahodach.

Obsah vitaminu C Relativni odchylka
Vzorek
(mg/19) (%)
jahoda kupovana 3,92 1,27
jahoda zahradni 471 3,28
jahoda zahradni (nereprezentativni) 5,99 1,87
jahoda lyofilizovana kupovana (Emco) 3,03 7,53

cvwvr

lyofilizovanych jahodéach znacky Emco, pro které bylo provedeno nejvice méteni, avSak

s nejvetsi relativni odchylkou. Tento vysledek vSak miize byt do jisté miry ovlivnény

rozdilnym zplsobem piipravy vzork.
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ZAVER

Vitamin C, také znamy jako kyselina L-askorbova, je dilezitym vitaminem pro lidské
télo, které ho nemutze samo produkovat. Tento vitamin je rozpustny ve vodé a funguje
jako silny antioxidant, chrénici buiikky pfed poskozenim volnymi radikaly, a posiluje
imunitni systém. Jeho stabilita zavisi na teploté, pH a zptisobu skladovani, piicemz
vysoké teploty urychluji jeho oxidaci vzdusnym kyslikem a tim i jeho rozklad.
Vitamin C se ptirozené¢ vyskytuje v ¢erstvém ovoci a zeleniné a prumysloveé se vyrabi
z glukézy. Doporuceny denni pfijem se pohybuje mezi 60 a 200 mg, pfiCemz
pfebytecné mnozstvi se vylucuje moci. Nedostatek tohoto vitaminu mize vést
k problémtm, jako je tnava, krvaceni dasni a v krajnich pfipadech k onemocnéni

zvanému skorbut.

V této bakalafské praci byl zkouman vliv konzervace na obsah vitaminu C
Vv potravinach. K praktickému méteni pro podloZeni teoretickych informaci bylo vyuzito
exemplart Cerstvych, suSenych, lyofilizovanych a mrazenych jahod zakoupenych

vV obchodnim fetézci Albert 1 zahradnich jahod vypéstovanych na izemi Pardubic.

Koncentraci kyseliny askorbové lze stanovit rliznymi analytickymi metodami od
jodometrické titrace, ptes elektrochemické metody, jako je coulometrie, voltametrie ¢i
polarografie azZ po spektrofotometrické metody vyuzivajici k detekci ultrafialové
a viditelné zéatreni. NejvyuZzivanéj§i a nejpiesnéj$i metodou je vSak HPLC, ktera byla

vyuZita pro stanoveni i v této bakalarské praci s vyuzitim UV/VIS detekce.

Z vysledki stanoveni Cerstvych jahod bylo patrné, Ze zahradni jahody byly bohatsi na
obsah vitaminu C nez jahody kupované. Stanoveni vzorkl jahod s vyuzitim rozdilnych
metod konzervace prokéazalo, ze nejSetrnéjSimi metodami pro zachovani vysokého
obsahu vitaminu C jsou lyofilizace a konzervace mrazenim, u kterych nedochéazelo ke
znatelnému ubytku tohoto vitaminu. Naopak nejméné vhodné je pro vitamin C a jeho
stabilitu suseni, jelikoz je vyuzivano vyssich teplot, které¢ zpiisobuji jeho degradaci.
Ztraty kyseliny askorbové v suSenych jahodach pii teploté 40 °C oproti Cerstvym

jahodam dosahovaly v priméru hodnoty 39 %.
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