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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo vypracovani vhodného extrakéniho postupu k izolaci vitaminu C
a soucasn¢ zavedeni optimalnich chromatografickych metod pro stanoveni vitaminu C
vovoci a zeleniné. Ke stanoveni vitaminu C byla pouzita metoda HPLC-UV/VIS
a HPLC-ECD. Jako optimalni provozni metoda ke stanoveni vitaminu C byla ovéiena

titraCni metoda s 2,6-dichlorfenolindofenolem.

Kli¢ova slova: vitamin C, kyselina askorbova, HPLC-UV/VIS, HPLC-ECD

ABSTRACT

This aim of this work was to develope a suitable procedure for extraction of the vitamin C
and installation of optimal chromatographic metods for determination of vitamin C in fruit
and vegetables. The HPLC-UV/VIS and the HPLC-ECD was used to determine vitamin C,

in addition vitamin C was determined by 2,6-dichlorfenolindofenol.

Keywords: vitamin C, ascorbic acid, HPLC-UV/VIS, HPLC-ECD
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UvVoD

Vitaminy jsou exogenni esencialni nizkomolekularni slou¢eniny nezbytné pro zivot orga-
nismu, které si vSak heterotrofni organismus nedokéze sam syntetizovat a musi byt dodava-
ny zvnéjSku. Vitaminy jsou organické molekuly, které plni ulohu katalyzatorti pii biologic-
kych reakcich naseho téla. Velmi dilezitou roli hraji antioxidanty, které jsou tzv. lapaci vol-
nych radikala. Pii spravné aplikaci mohou antioxidanty vyrazné pomalit oxidacni proces
v biologickém objektu a tim prodlouzit Zivotnost citlivych organickych slou€enin piitom-

nych jako slozky tkani.

Jednim z téchto vyznamnych antioxidantl je vitamin C neboli kyselina L-askorbova. Vita-
min C je nejrozsifenéjsi ze vSech vitaminl. Je to i1 nejhojnéji pouzivany potravinovy
dopln¢k. Skute¢ny rozsah jeho pfiznivych U¢inkti vSak mize piekvapit i ty, ktefi
se domnivaji, Ze dobfe znaji jeho vSestranné pouziti. Dnes je zdjem o tento vitamin piede-
v§im soustfedén na jeho schopnost chranit tkanové buiiky. Vitamin C plisobi piedev§im

uvnitf bunék.

Kyselina askorbova je jednim z nejsilnéjSich biologickych oxida¢né-redukénich systémi
a krom¢ schopnosti reagovat s volnymi radikaly je v organismu vyuzivdna i k regeneraci
aktivnich forem jinych antioxidantt. Brzdi tak fetézovou oxida¢ni reakci. Jednou z hlavnich
biologickych funkci tohoto oxida¢né redukcniho systému je podil na pfenosu vodiku a elek-
tront z vychozich substratl az na molekuldrni kyslik a potfeba pro lidsky metabolismus je

znacna.

Jelikoz v dnesni dob¢ se ndm dostava ¢im dal mensi pfisun vitaminu C a to ma pak negativni
dasledky na organismus, je nesmirné nutnd prevence a to Upravou stravovacich navyki
s cilem obohatit stravu o vhodné komplexni zdroje. Nezanedbatelny je rovnéz Zivotni styl
s negativnimi navyky, ponévadz riziko poskozeni organismu stoupd zejména u kuiaka, al-
koholikl a obéznich jedincl a rovnéz pii nadmérném vystavovani té€la UV zéfeni. V ptipadé
nedostateCné¢ho ptisunu potfebného vitaminu C v potravé je moznost podavani vyzivovych

dopliikti a vhodnych kombinovanych preparati obsahujici vitamin C.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

1 VITAMIN C

Biokatalyzatory jsou latky, které¢ v organismu vykondvaji pfedem dané fidici
a regulacni funkce. Vznikaji-li pfimo v zivych objektech, pro néZz jsou nezbytné, pak
hovotime o endogennich biokatalyzatorech. Mezi né patii napt. enzymy a hormony. Mnohé
organismy vSak nedokazi veSkeré biokatalyzatory syntetizovat a musi je pfijimat zvnéjSku,
obvykle potravou. Jedna se o vitaminy, nezbytné pro zZivocichy, nékteré organy rostlin a pro

¢etnd mnozstvi mikroorganismi. Takové biokatalyzatory nazyvame exogenni.
Nejdilezitéjsi biokatalyzatory mizeme rozd¢lit na:

- Vitaminy

- Hormony

- Enzymy [1].

Vitaminy jsou exogenni esencidlni nizkomolekularni slouc¢eniny nezbytné pro Zivot orga-
nismu, které si vSak heterotrofni organismus nedokdze sam syntetizovat (n¢kdy pouze
v omezené mife) a musi byt dodavany zvnéjSku. Jako pftiklad vitaminu, ktery si lidsky
organismus muize do jist¢ miry sdm syntetizovat, muzeme uvést syntézu niacinu
z tryptofanu. Vitaminy jsou organické molekuly, které plni tlohu katalyzatort pti biologic-
kych reakcich naseho téla. Katalyzator je latka, ktera umozni probéhnuti chemické reakce za
pouziti mensi aktivacni energie a kratSiho ¢asu, nez by to vyzadovaly standardni podminky.
Pokud tyto katalyzatory chybéji, pak mohou selhat normalni télesné funkce a tim mutze dojit
k onemocnéni. Vitaminy jsou télem zadany v malych mnozstvich, fadové v mg nebo pg.den”

"121.

Vitaminy nejsou pro organismus ani zdrojem energie ani stavebnimi jednotkami tkéni.
Vykonavaji v organismu nékolik funkci. PIni v zivych objektech vyznamnou ulohu prekur-
zorl kofaktort riznych enzymi (vitaminy skupiny B), jiné se uplatiiuji v oxidaéné redukc-

nich systémech (vitamin C, vitamin E) apod. [1].

Potfeba jednotlivych vitamint mlze byt zasadné ovlivnéna nckterou ze slozek potravin,

které zabrani plnému vyuziti daného vitaminu nebo jej inhibuji. Takovym latkam pak fika-
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me antivitaminy. Jednd se o latky inhibujici ur¢itym mechanismem funkci dané¢ho vitaminu,

coz muze vést az k projeviim deficience.

Nedostatek kazdého vitaminu se projevuje u zivych objektl chorobnymi piiznaky, které
v leh¢ich formach oznacujeme jako hypovitaminosa, v téz§ich jako avitaminosa. Pfestoze
vétSina piiznaki avitaminosy po dodani nedostatkového vitaminu rychle mizi, dlouhotrvajici
avitaminosa muze vést az ke smrti organismu. Pfi¢inou nedostatecné resorpce vitaminii byva
vétS§inou onemocnéni zazivaci soustavy, napt. zanétliva a prijmova onemocnéni. Pii téchto
chorobdch je tfeba dbat na dostatecny piisun vitaminl. Naopak nadbytek nékterych vitamint
se oznacuje jako hypervitaminosa. V naSich klimatickych podminkach se sni prakticky
nesetkdvame, objevi se vétSinou ve spojitosti s nadmérnym piisunem pomoci aditivnich

preparati [3].

Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuji po strance chemické zadné strukturni vztahy, podle
nichz by mohly byt klasifikovany. Pro jejich oznaceni se pouzivaji bud’ pismena abecedy,
pfi¢emz vitaminy s podobnymi fyziologickymi G¢inky jsou déle rozliSeny ¢iselnymi indexy,
nebo nazvy odvozenymi od chemického slozeni vitamina. Dtlezitym rozliSovacim znakem
je jejich rozpustnost. O vitaminech rozpustnych v tucich mluvime jako o lipofilnich vitami-
nech,

tj. vitaminech nerozpustnych ve vod¢. Lipofilni vitaminy vykazuji riizné rozmanité funkce.
Naptiklad vitamin A; (all-trans-retinol) se uplatiiuje v biochemickych reakcich zrakového
viemu. Ve vodé rozpustné vitaminy nazyvame hydrofilni. Funkce hydrofilnich vitamind
spociva v jejich katalytickém ucinku, protoze se uplatiuji zejména jako kofaktory riiznych
enzymu a to v metabolismu nukleovych kyselin, proteinti, sacharidd, lipidi aj. Hydrofilni
vitaminy nebyvaji v organismu zpravidla viibec skladovany a jejich ptebytek je vylucovan

moci, naopak lipofilni vitaminy jsou ukladany v jatrech.
Mezi vitaminy rozpustné ve vodé radime:

Vitamin B, (thiamin)

Vitamin B, (riboflavin)

Vitamin B; (kyselina nikotinova a jeji amid)

Vitamin Bs (kyselina pantothenova)

Vitamin B (pyridoxin)
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Vitamin By (kyselina listova)

Kyselina lipova

Biotin (dfive nazyvan vitamin H)
Bioflavonoidy (dfive fazeny jako vitamin P)

Vitamin C (kyselina L-askorbova a L-dehydroaskorbova)

Mezi vitaminy rozpustné v tucich patri:

Vitamin A (retinol) a jeho provitaminy (karotenoidy)
Vitaminy D (kalciferoly)

Vitaminy E (tokoferoly a tokotrienoly)

Vitaminy K (fylochinony, farnochinony)

Vitamin F (esencialni mastné kyseliny) [1].

1.1 Historie vitaminu C

K jednomu z nejznamé;jsich projevi avitaminosy vitaminu C patii kurdéje (scorbut), jejichz
nasledky byly pozorovany uz na kosternich nalezech z doby kamenné a bronzové. V roce
1747 objevil skotsky 1ékai James Lind "zazracnou moc" citrusovych plodt. Trvalo to vSak

jeste dalsich 200 let, nez se védctim vitamin C podatilo izolovat [4].

Vitamin C poprvé izoloval v roce 1926 madarsky védec Albert Szent-Gyorgyi béhem jeho
pobytu v cambridgské biochemické laboratoti. Nejprve ziskal necely 1 g bélavé krystalické
latky zhovézi nadledvinkové kiry, pozdéji dalsi ze §tdvy pomerance a zeli. V roce
1928 tuto latku piejmenoval na hexuronovou kyselinu. Prvni krystalky vitaminu C se zacaly
vyrabét v roce 1932. V nasledujicim roce Szent-Gyorgyi spolu s W. N. Haworthem ptejme-
novali vitamin na dne$ni nazev kyselina askorbova. V roce 1937 obdrzel Albert Szent-

Gyo0rgyi za svoji praci za své objevy souvisejici s vitaminem C Nobelovu cenu [5].
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1.2 Struktura a chemismus vitaminu C

OH
HO—CH—C

HO OH

Obr.1 Vitamin C

Komeréni vitamin C je Casto smés kyseliny askorbové, askorbatu sodného nebo dalSich

askorbati. Ze ¢tyf moznych stereoisomerti vykazuje aktivitu vitaminu C pouze kyselina

L-askorbova [6].

CH,0H
CH,0H
H OH
H OI—é o
. “He =0
0 H
. 0} 0]
0 OH
kys. L-askorbova L-askorbylradikal kys. L-dehydroaskorbova

Obr.2 Oxidacné-redukeni systém vitaminu C
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Kyselina L-askorbova, obecné zndma jako vitamin C, je 7y-lakton hexonové kyseliny
s endiolovou strukturou na druhém a tfetim uhliku. Lze ji odvodit od né€kolika riznych he-
x0s. Nazvem vitamin C se vSak oznacuje nejen kyselina L-askorbova, ale také cely jeji re-
verzibilni redoxni systém, ktery zahrnuje navic jeji L-askorbylradikal (kyselinu L-

monodehydro-askorbovou) a kyselinu L-dehydroaskorbovou [1].

Endiolovy systém v konjugaci s karbonylovou skupinou udé€luje kyseliné L-askorbové dosti
znacnou kyselost. L-dehydroaskorbova kyselina mize byt zpétné redukovana na kyselinu
L-askorbovou, napt. pomoci reduktantu glutathionu (GSH), ktery oxidaci vytvofi zdvoje-

nou molekulu s -S-S- miistkem (GSSG).

L-askorbova kys. » L-dehydroaskorbova kys.

GSSG GSH
Obr.3 Zpétna redukce L-dehydroaskorbové kyseliny

Vitamin C je velmi dobfe rozpustny ve vod¢, v neutralnim, kyselém a alkalickém prostiedi
za katalytickych uc¢inkt t€zkych kovti (Cu, Fe) podléhéd snadno oxidaci za vzniku jiz zminé-
né kyseliny L-dehydroaskorbové. Tuto oxidaci katalyzuji rizné enzymy jako jsou peroxida-
sa, askorbasa nebo cytochromoxidasa. Pienos elektronii je reverzibilni, dokud neni poruse-
na kruhové struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Pokud dojde k jejimu hydrolytickému

rozStépeni, vznika kyselina 2,3-dioxo-L-gulonova [1].

1.3 Reakce vitaminu C s volnymi radikaly

Kyselina askorbova i jeji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly. Brzdi tak

feté¢zovou oxida¢ni reakci a u¢inn€ pisobi jako antioxidanty. Reakci kyseliny askorbové

s peroxylovym radikalem mastné kyseliny (R-O-O¢), ptipadné s alkoxylovym radikalem
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(ROe), 1ze schematicky zndzornit nasledujici rovnici:

H, A + R-O-OH = HAe® + R-O-OH,

kde H,A je kyselina L-askorbova. Vznikly askorbylradikal (HA®) jiz neni schopen vyvolat
dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje na kyselinu askorbovou a dehydroaskorbovou.
Kyselina askorbova je obecné uUCIinngjSim antioxidantem, pouzije-li se v kombinaci
s tokoferoly. Ty potom piednostné reaguji s volnymi radikaly lipidl, vzniklé radikaly
tokoferoli jsou na fazovém rozhrani tuk-voda redukovany zpét na tokoferoly kyselinou
askorbovou. Askorbat reaguje podobné také s toxickymi formami kysliku, jako
je hydroxylovy radikal (HO®), anion superoxidového radikalu (O,®) a singletovy kyslik

('05). Viechny tyto reakce tak sou¢asné zpomaluji oxidaci lipida [6].

H,A + HO* - HAe + H,O

H,A + O, +H > HAe + H, O,

HO
HO O
Qs 0
— -
-
i

Obr.4 Oxidacni proces
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1.4 Vznik kyseliny askorbové

Potfeba vitaminu C pro lidsky metabolismus je znacna. Lidé, primati, netopyii
a morcata diky mutaci v genetickém koédu L-gulonolaktonoxidasy, enzymu nezbytného pro
biosyntézu vitaminu C, ztratili schopnost tento vitamin ve svém organismu syntetizovat.
Biosyntéza kyseliny L-askorbové postupuje ptes kyselinu D-glukuronovou, jeji redukci
na kyselinu L-gulonovou, kterd vytvoii lakton. Ten je pak oxidovan L-gulonlaktonoxidasou

na 3-keto-L-gulonolakton, ktery se enolizuje na kyselinu L—askorbovou [6]:

NADH + H' -H,0

D-glukosa — kys. D-glukuronovi——— kys. L-gulonovd — L-gulonolakton

L-gulonlaktonoxidasa

» 3-keto-L-gulonolakton < kys. L-askorbova

Obr.5 Vznik kyseliny L-askorbové

1.5 Stabilita vitaminu C

Ztraty pti skladovani, transportu a pfi pfipravé potravin jsou zndmy u vSech vitamini.
Vitamin C reaguje na vzduch, teplo a vlhkost mimotadné citlivé. Jako obecné pravidlo plati,
ze ztraty vitaminu C jsou obecné o tolik vyssi, o kolik tepleji a déle se potraviny skladuji.
Je tfeba mit pfitom na mysli, Ze zelenina reaguje z hlediska ztraty vitaminu C rizné citlivée.
Hlavkové zeli 1ze uchovavat dokonce nékolik mésicli beze ztraty vitaminu C. Teplo vsak
odbouravani vitaminu C urychluje. Tomu napomahaji specialni enzymy, které jsou zvlast

ucinné pti teplotach kolem 40°C, pii 70°C dochazi vsak k jejich inaktivaci. Proto by se m¢la
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zelenina rychle pfivést do vysSich teplot a pak pomalu pfipravovat. Pfitom sice ztrata vita-

minu pokracuje, ale zna¢né pomaleji [7].

Pii kuchyniské pravé se mize obsah vitaminu C v potravinach snizit o dal§ich 70 %.
Vatenim, napf. oloupanych brambor, se snizi obsah vitaminu C o 30 az 50 %. Kratké omyti
syrové nenakrajené zeleniny vétSinou nezpusobuje zadné zmeény v obsahu vitaminu. Naproti
tomu namaceni, které se Casto pouziva ve velkokapacitnich kuchynich, vede ke ztratam
vitaminu C vyluhovanim. Cim déle toto vyluhovani trva, tim jsou ztraty vitaminu C vétsi.
Pti rozmélnovani, krajeni, strouhani nebo mixovani ovoce a zeleniny se diky takto zvysSe-
nému mnozstvi ploch a zaroven diky poruSeni bunééné tkdné urychluje enzymatické odbou-
ravani vitaminu C. Pfi rychlém a peclivém zmrazeni lze ztraty vitaminu udrzet relativné
nizké, takZze hluboko zmrazena zelenina Casto vykazuje vice vitaminu C nez Cerstvé ovoce a
zelenina,

které je skladovano mnohem kratsi dobu [8].

Pro ptedejiti ztrat je nutno dodrzet alespoi tato kritéria:

- Podavat ovoce a zeleninu syrovou, kdykoli je to mozné.

— Vafit v pafe nebo pozvolné vafit jidlo ve velmi malém mnozZstvi vody.
- Vatit brambory ve slupce.

— Chlazené ptipravené stavy skladovat ne déle jak 2 nebo 3 dny.

— Uchovavat syrové plody a zeleninu ve vzduchotésné nadobé [9].

Kyselina L-askorbova se lehce oxiduje chinony a dalS$imi oxida¢nimi latkami diisledkem
reakci neenzymového hnédnuti v potravinach. Kyselina L-dehydroaskorbova se zacastiuje
i na Streckeho degradaci. Té¢émito reakcemi se vysvétluje zapojeni kyseliny
L-dehydroaskorbové do reakci neenzymového hnédnuti, hlavné pti tepelné upraveé zeleniny
a ovoce. Do potravin se na zpomaleni autooxidace aplikuje jako antioxidant ve volné formé
nebo ve forme sodné soli, do potravin tukového charakteru pak ve formé esteru s kyselinou
palmitovou. Na retenci kyseliny L-askorbové ma vliv cela fada vlivl jako je pH, zptsob
technologického opracovani, skladovani, teplota, mnozstvi kysliku, pfitomnost kovovych

kationt. VSeobecné plati, ze ¢im jsou teplota a Cas zpracovani niz$i, tim vice kyseliny
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L-askorbové se uchovava. Termodestrukce kyseliny L-askorbové nastava pii teploté nad

100°C [10].

1.6 Fyziologie vitaminu C

Jednou z hlavnich biologickych funkci tohoto oxida¢né redukéniho systému je podil na
pienosu vodiku a elektronti z vychozich substrati az na molekularni kyslik. To plati zejména
pro rostlinny materidl. Tento redukcni systém byva Casto podporovan bioflavonoidovym
oxida¢né redukénim systémem. Vitamin C plsobi jako kofaktor hydroxylace pti konverzi
prolinu na hydroxyprolin. Uplatiiuje se také pii vzniku tyrosinu nebo nadledvinovych stero-
id. Extracelularni funkce vitaminu C by mohly pfedevSim spocivat v ochrané¢ LDL
(Low Density Lipoprotein) proti oxidaci, vregeneraci tokoferolu (vitamin E)
z tokoferoxylového radikalu a v regeneraci glutathionu z jeho oxidované formy. Pisobi do
jisté miry pfiznivé na snizovani sérové hladiny celkového cholesterolu a zvySuje koncentraci
HDL (High Density Lipoprotein) cholesterolu u zacinajici hypercholesterolemie. Dale redu-
kuje Zelezo z potravy a zvysuje tak jeho intestindlni absorpci nebo blokuje reakei, pti které
vznikaji karcinogenni nitrosaminy. Vitamin C napomaha opét do jisté miry obranyschopnos-
ti organismu. Askorbat totiz zvySuje aktivitu fagocytli a chrani jejich membrany pted oxi-
da¢nim poskozenim, zvysuje hladinu protilatek. Synteticka kyselina
L-askorbova se pouziva v potravinarském primyslu k obohacovani napoja, nalevt, ale také

pii konzervovani rostlinnych produktii a masa jako antioxida¢ni prostifedek [1].

Vitamin C je potfebny pro produkci kolagenu. Tato vlakna jsou v téle vSudyptitomnd, po-
skytuji pevnost a zaroven flexibilni strukturu. Kolagen je hlavni slozkou pojivovych tkéani
a predstavuje % vSech bilkovin v organismu savctl. Vitamin C je pozadovany pro syntézu
dopaminu, noradrenalinu a adrenalinu v nervové soustavé nebo v nadledvinkach a je také
potiebny k syntéze karnitinu a pfi transferu energie k buiice mitochondrii. Je to silny antio-
xidant, zlepSuje vstiebavani zeleza, ptisobi pii syntéze zluCovych kyselin, udrzuje ion zeleza
a médi v redukovaném stavu. Velké mnozstvi vitaminu C se vyskytuje v krevni plazmé,

v mnozstvi asi 10 mg v 1 litru [11].
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Vitamin C je nejrozsifenéjsi ze vSech vitamint. Je to i nejhojnéji pouzivany potravinovy
dopln¢k. Skutecny rozsah jeho ptiznivych ucinkl v§ak miize prekvapit i ty, ktefi se domni-
vaji, ze dobfe znaji jeho vSestranné pouziti. Dnes je zajem o tento vitamin predevSim sou-
sttedén na jeho schopnost chranit tkadnové bunky. Vitamin C plsobi predevSim uvniti bunck.
Je nezbytny pro krvetvorbu a pruznost cévnich stén. Chrani o¢ni ¢ocku proti fotooxidacnim

ucinklim a tak brani vzniku tzv. katarakty, neboli Sedého zékalu [12].

Vitamin C je aktivni ve vSech télesnych tkanich. Pomaha posilovat vlase¢nice a bunééné
stény. Podporuje hojeni povrchovych ran a tim snizuje riziko vzniku krevnich srazenin
a hematomt. Vitamin C zmiriiuje nasledky nachlazeni a zkracuje dobu 1écby a napoméaha
zvladat infekce dychacich cest a je rovnéz u€innym prostiedkem pii 1éceni astmatu. Poméha
ke vstfebavani urCitych aminokyselin, vét§i mnozstvi jej proto potfebuji lidé, ktefi drzi
redukéni diety. Vyssi davky vitaminu C dokéazi blokovat ucinek latek, které vznikaji v téle
jako odpovéd’ na podrazdéni alergeny. Ovlivituje schopnost naseho organismu vyuzit nékte-
ré dualezit¢ Ziviny. Jednd se predevSim o vapnik a Zelezo a napomahd vyluCovat
z organizmu $kodliviny. Jsou to zejména kadmium, méd’ a rtut. Cigaretovy koui obsahuje
vysoky podil téZkych kovil. Jednim z téchto toxickych kovi je olovo. Vitamin C miiZe toto

olovo vazat a usnadnit jeho vylouceni [13].

Zvyseny piijem vitaminu C podporuje v téle také vlastni tvorbu interferonti. Interferon
je pfirodni bilkovinna latka, kterd chrani nejen proti virovym infekcim, ma ale také celkové
ochranné ucinky. Pii pokusech na zvifatech bylo dokazano, Ze podavanim vitaminu C
se zvySuje odolnost vici chladu. To je vyznamné zjisténi, kdyz pomyslime na to, Ze nemoci
jsou spojeny s vyssi spotifebou a tim i s vyssi potiebou vitaminu C. To je ¢aste¢né objasnéno

zvysenou tvorbou stresovych hormoni, které jsou zavislé na vitaminu C [14].
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1.7 Vyskyt

Vitamin C se vyskytuje nejcastéji zejména v ovoci a zelenin€. Hlavnimi zdroji vitaminu
C jsou citrusové plody. Mnozstvi vitaminu C kolis4 v zavislosti na plivodu rostliny, ptivod-
nich podminkach, klimatu, dobé¢ slizni, uskladnéni a metod¢ ptipravy. Nejvice vitaminu C
najdeme v ¢erném rybizu, kiwi, zelené paprice, kopru, Sipcich. Snadno se nic¢i povafenim,
protoze se rychle oxiduje na kyselinu L-dehydroaskorbovou, ktera snadno otevira laktonovy

kruh, coz ma za nasledek ztratu biologické aktivity. Rozklad vitaminu C urychluji i enzymy

ey e

lu [15].

Tabulka 1: MnozZstvi vitaminu C v ovoci a zeleniné

Obsah Obsah Obsah
Potravina (mg.kg'l) Potravina (mg.kg'l) Potravina (mg.kg'l)
jablka 15-50 grapefruity 240-700 kien 450-1200
hrudky 20-40 ananas 150-250 | zeli 170-700
Svestky 25-45 banan 90-320 brokolice 1100-1130
broskve 70-100 | kiwi 700-1270 [ kvétak 47-1610
visné, tresné 60-300 mango 100-350 kedluben 280-700
angrest 330-480 |papaja 620-980 salat hlavkovy 60-300
rybiz cerveny 200-500 | Sipky 2500-10000 | $penat 350-840
rybiz ¢erny 1100-3000 | mrkev 50-100 rajcata 80-380
hroznové vino 20-50 petrzel kofenova 230 lilek 80
jahody 400-700 | petrzel kadefava] 1500-2700 [ paprika 620-3000
boruvky 90 pazitka 430 okurka 65-110
melouny 130-590 |por 150-300 |]chrest 150-400
pomerance 300-600 |cibule 90-100 hrasek 80-410
citrony 300-640 | cCesnek 150-160 brambory 80-400




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 21

1.8 Avitaminosa, hypovitaminosa a nezadouci ucinky vitaminu C

Avitaminosa se projevuje onemocnénim kurdé€je nebo téz skorbut. Pfiznakem je krvacivost,
uvolnovani zubi, snadné lomivost kosti, Spatné hojeni ran. To vSe souvisi se selhanim tvor-
by biosyntézy kolagenu. Dlouhodoby nedostate¢ny piijem vitaminu C potravou vyvolava u
déti Moellerovu-Barlowovu nemoc, u dospélych kurdéje. Vitamin C také zasahuje do bi-
osyntézy katecholaminti a jeho nedostatek je v této oblasti spojovan s vyskytem depresi,

hypochondrii a zménami nalad [16].

Kurdéje (skorbut) je nemoc zplsobena dlouhodobym nedostatkem vitaminu C ve strave.
Dnes uz je tato choroba pomérné vzacnd, vyskytuje se obcas jen ve velmi chudych oblastech
tzv. tietiho svéta. Diive ji trpéli zejména chudi lidé, obzvlast€¢ v zimnich mésicich, nebo

namoinici pii dlouhych plavbach [17].

Horni pfijmy pro vitamin C z dietnich zdrojt a dopliikti jsou nasledujici:
~ Ve véku 1 - 3: 400 mg.den™

~ Ve véku 4 - 8: 650 mg.den™

~ Ve véku 9 —13: 1200 mg.den™

~ Ve véku 14 —18: 1800 mg.den™

~ Ve véku 19 +: 2000 mg.den™ [15].

Piijem vysokych davek vitaminu C nad 1000 az 2000 mg.den” miiZe vést k drazdéni slizni-
ce zaludku a jicnu, coz byva doprovazené prijmy, bolestmi hlavy, slabosti, nespavosti, dale
muze dochdzet ke zvySenému okyseleni moci a ke tvorbé ledvinovych oxalatovych kamén-
ki, k ubytku vitaminu B, v t€le a ke zvySeni hladiny cholesterolu. U alergikti se ojedin€le
muze objevit kopfivka. Vitamin C ve vysSich davkach mtize ovlivnit spravnost vysledka
nckterych laboratornich testii (napt. stanoveni glukézy v moci), proto je vhodné piipadné

vysazeni pfed podobnymi testy konzultovat s Iékaiem.
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Obr.6 Projevy avitaminosy

1.8.1 Antivitaminy vitaminu C

Vitamin C ma4 i spoustu antivitaminl. Mezi n¢ se fadi hlavné aspirin, sirupy na vykaslavani,
antihistamika, barbituraty, antikoncepc¢ni pilulky a prednisony. Vitamin C by se mél uzivat

s vitaminem Bg a hotc¢ikem, aby se vyloucilo srdzeni kyseliny Stavelové [18].
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1.9 Doporucena denni davka vitaminu C

Denni piijem 100 mg vitaminu C je spojovan sudrZzenim maximalni zasoby
vitaminu C v lidském organismu, kterd ¢ini 3 g. Pii uvedeném piijmu ¢ini polocas obratu
piiblizn¢ 14 dni. Zasoby vitaminu C jsou v organismu nerovnomérné rozlozeny v tkdnich
s vysokou metabolickou aktivitou. Diive se uvadélo, ze snizeni rizika kardiovaskularnich
chorob a rakoviny je podminéno miniméalnim dennim pfijmem 90 az 100 mg vitaminu C.
Nicméné finsti védci potvrdili, Ze je to vitamin E, ktery snizuje oxidativni modifikaci lipo-
proteini a zaroven neprokazali podobny pozitivni efekt ze strany askorbatu, ani pfi pouziti
relativng vysoké davky 500 mg.den”. Dalii autoti také uvadgji, Ze uziti vysokych davek
askorbatu nemé zadny znatelné¢ pozitivni vliv na zlepSeni funkce myokardu, ktery byl
poskozen ischémii. Také nejrozsifenejsi mytus o 1écebném ucinku askorbatu u bézného na-
chlazeni nebyl dosud prokdzan. Pozadavek se zvySuje pii extrémni télesné zatézi, trvalém
psychickém stresu, alkoholismu apod. U kutdkli dochézi ke snizeni absorpce, takze denni
doporuceny piijem se pohybuje kolem 150 mg. Pro doporuceny denni ptfijem vitaminu C pro
muze i zeny v produktivnim véku v CR zatim plati hodnota 75 mg.den™. Pro déti od 3-10 let
se doporucuje davka polovi¢ni. Potfeba vitaminu C vSak vyrazné stoupa pii vyssi télesné
zatézi, infekEnich onemocnénich, stresu a pii koufeni. Denni doporuc¢ena davka vitaminu C

zé&visi na véku, pohlavi, na Zivotnim stylu a na mnoha dalSich faktorech [19].

Podle francouzského Afssa (French Agency For Food Safety) potfebuje dospély ¢lovek
denné¢ 110 mg vitaminu C, déti 60 az 90 mg, t¢hotné a kojici matky 120 az 130 mg.
Tym doktora Levina z Marylandu stanovil v roce 1996 denni davku na celych 200 mg. Stu-
die z roku 2001 tuto hranici jest¢ zvySila. Teprve 500 az 1000 mg vitaminu C denné pry
ucinné chrani tkané pred starnutim. Pokud se konzumuje méné nez 200 mg vitaminu C den-
ne,

vzrusta podle epidemiologt riziko imrtnosti. Stravovaci rezim naSich paleolitickych predkd,
ktery je pry nejlépe prizptisobeny genetické vybavé cloveéka, dodaval asi 500 mg vitaminu C
denné. Tabdk ni¢i velice rychle zasoby vitaminu C v téle a znasobuje Skody, které na tka-

nich a bunkéch zpisobuji volné radikaly [15].

Zajimava je skutecnost, Ze pfi silnych zédpornych emocich organismu dokézeme spalit az

3000 mg vitaminu C [20].
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2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dvé nemisitelné faze,
jednou pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyblivou (staciondrni), na zaklad¢ fyzikalné
chemickych interakci, jako jsou adsorpce, rozpousténi, iontovd vymeéna a podobné.

Chromatografické metody rozdélujeme podle: [21]
1) Pfevazujiciho mechanismu separace

- rozdélovaci

- adsorpcni

- iontoménicova (iontova)

- gelova permeacni (separace podle velikosti molekul)

2) Mobilni faze

- plynova (GC, Gas Chromatography)

- kapalinové (LC, Liquid Chromatography)

- chromatografie s mobilni fazi v nadkritickém stavu (SFC, Supercritical Fluid

Chromatography) [22]

3) Stacionarni faze
- tuha latka - plynovéa adsorpéni chromatografie (GSC, Gas Solid Chromatography)
- kapalinové adsorp¢ni chromatografie (LSC, Liquid Solid Chromatography)
- kapalina - plynova rozdélovaci chromatografie (GLC, Gas Liquid Chromatography)
- kapalinovéa rozdélovaci chromatografie (LLC, Liquid Liquid Chromatography)
- zvlastni typy - gelova permeacni chromatografie (GPC, Gel Permeatic Chromatography)

- iontové vymeénna chromatografie (IEC, Ion Exchange Chromatography)
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Zakladni vyhodou HPLC (High Performance Liquid Chromatografy) je Siroky rozsah
pouzitelnosti. Lze analyzovat az 80 % veskerych latek, které se podstatné 1i$i v chemickych
a fyzikdlnich vlastnostech. Dalsi piednosti je moznost G¢inn¢ ovliviiovat separaci nejenom
volbou stacionarni faze, ale rovnéz zménami slozeni mobilni faze, protoze kapalna mobilni
faze neni pouze inertnim nosi¢em vzorkl, ale podili se pfimo na interakcich rozpusténych
latek se staciondrni fazi. Chromatografickou separaci latek v koloné lze provést tfemi

rozdilnymi technikami [23]
- frontalni
- vytésnovaci

- elu¢ni.

Soucasna praxe vyuziva vyhradné elu¢ni chromatografii. Jeji princip spociva v tom, Ze
chromatografickym systémem protékd konstantni mobilni faze o ur¢itém slozeni a fyzikal-
nich vlastnostech, jejiz slozky neinteraguji se stacionarni fazi v koloné. Do proudu této mo-

bilni faze se nasttikuji smési latek ve formé uzké symetrické zony [24].

Zadrzovani latek rozpusténych v mobilni fazi — solutii — kolonou se nazyva retence, zatimco
vymyvani solutii z kolony se nazyva eluce. Mobilni fazi se fika eluc¢ni ¢inidlo a jeji schop-
nost vymyvat latky z kolony se posuzuje relativnim parametrem tzv. elucni silou. Mobilni
faze

o vyssi elucni sile vymyva latky z kolony rychleji, nez mobilni faze o nizsi eluéni sile.
Rozpoustédla, sefazend podle stoupajici elucni sily, tvoii tzv. eluotropni fadu. Latky lze

eluovat tfemi zptisoby [10]:
- izokraticka eluce
- gradientova eluce

- eluci skokem

Pokud se celd chromatografickd separace provadi s pouzitim mobilni faze o konstantnim
slozeni, tedy o konstantni elucni sile jde o techniku izokratické eluce. Pokud se ovSem eluc-
ni sila mobilni faze podle ur€it¢tho programu méni v prabéhu separace, pak jde

o techniku gradientové eluce. Kolony se vybiraji podle tii zdkladnich kritérii:
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- pozadovaného rozliSeni
- pozadované rychlosti analyzy

- potiebného zatizeni kolony.

Jako naplné¢ do kolon se v soucasné dob¢ pouzivaji porovité ¢astice silikagelu o priméru
10 um a méné. Umoznuji separace s podstatné vyssi ucinnosti, pticemz se dosahuje i vyssi
kapacity kolony pro davkované vzorky a zvySuje se rychlost analyzy. Ucinnost separace

vzristé s klesajicim primérem ¢astic [25]

NejbéznéjSim absorbentem pouzivanym v HPLC je silikagel. Silikagel je charakterizovan
primérem pord (5.10° az 25. 10° mm), specifickym povrchem (od 100 do 860 m”.g")
a specifickym objemem (0,7 az 1,2 cm®.g™"). Na povrchu silikagelu jsou volné silanolové
faktorem pii separaci, naopak siloxanové jsou nezadouci, nebot’ zpusobuji nespecifické
interakce. V adsorpéni chromatografii s polarnimi adsorbenty se pouZzivaji nepolarni roz-
poustédla jako mobilni faze. Postupem Casu pievladaji separace s fdzemi méné polarnimi
nez faze mobilni. Zatimco adsorpéni chromatografie se hodi pro separace smési latek niz-
komolekularnich sloucenin lipofilniho charakteru a geometrickych isomert, homologické
fady latek se nejlépe déli chromatografii s obracenymi fazemi. Reverzni faze se nehodi pro
separace silnych kyselin a bazi, nebot” silikagel, ktery slouzi jako nosi¢ reverzni faze, se
rozklada pii extrémnich hodnotach pH. Na povrchu silikagelu jsou uz zminéné volné hydro-
xylové (silanolové) skupiny —Si-OH s aktivnim vodikovym atomem, ktery mtze byt nahra-
zen ruznymi organickymi skupinami a tak mohou byt pfipraveny staciondrni faze s riznymi
vlastnostmi. V soucasné dob¢ je vétSina komercné vyrabénych stacionarnich fazi siloxano-
vého typu Si-O-Si-R. Takto se vyrabéji napiiklad faze se skupinami —Si-O-Si-ethyl,
-hexyl, -oktyl, -amino a dal$i. Vysoce ucinné kolony, naplnéné ¢asticemi o priiméru mensim
nez 10 um, vyzaduji k dosazeni optimalnich pratokovych rychlosti vysokych tlakl (jednotky
az desitky MPa) [10].
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Obr.7 Schéma HPLC-UV/VIS

2.1 Pristroje a zarizeni

HPLC

Mobilni faze se privadi ze zasobniku do vysokotlakého Cerpadla, které ji ptes davkovaci

zafizeni vzorku dopravuje do kolony. Na vystupu z kolony je pfipojen detektor, jehoz signal

se zpracovava na pocitaci. Pro gradientovou eluci je zapottebi dvou nebo vice zasobnikll pro

slozky mobilni faze a zafizeni pro jejich sméSovani. Nékdy je nezbytné prevadét slozky

vzorku na derivaty, takze systém muze obsahovat reaktory pro derivatizaci. Rada vzorkt

obsahuje balastni latky, proto se do systému zatazuje pfedkolona, ve které se tyto latky

zachyti. Ze zasobniku se mobilni faze Cerpa ptes filtr. N&které ptistroje umoznuji odplynéni

mobilni faze. Cerpadlo musi zajistit definovany a konstantni priitok mobilni faze.
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V soucasné¢ dobé se pouziva davkovani pomoci davkovacich ventilt, které umoziuji
podstatné presnéjsi ddvkovani a nevyzaduji zastaveni toku mobilni faze. Davkovaci ventily
jsou vicecestné ventily s vymeénitelnou davkovaci smyckou. Smyckové davkovace umoznuji
davkovat libovolny objem vzorku mikrostiikatkou do smycky pii atmosférickém tlaku.
Po naplnéni smycky se jeji obsah vymyje pootofenim ventilu mobilni fazi do kolony.
Piedkolony byvaji nejCastéji umistény pied chromatografickou kolonou. Jednotlivé casti
kapalinového chromatografu se nejcastéji spojuji nerezovymi kapilarami s minimalnim
mrtvym objemem. Termostatovat lze kolonu, detektor i cely okruh vedeni mobilni faze.
Soucasné se tim snizi viskozita mobilni faze. S chemicky vazanymi fazemi se obvykle pra-

cuje v rozsahu 20 az 65° C [25].

Detektor by mél mit co nejvyssi citlivost detekce solutu a co nejnizsi hodnotu meze detekce.
Zakladni linie detektoru (tj. hodnota signalu za nepfitomnosti solutu) by méla mit co nejniz-
$1 hodnotu, co nejmensi Sum a neméla by vykazovat drift (unik, tj. pomaly systematicky
posun). Je zadouci, aby detektor byl stejné citlivy ke v§em detekovanym solutiim, a aby jeho
signal

co nejméné zavisel od experimentalnich podminek. Nejvice se v praxi pouzivaji spektrofo-
tometrické detektory. Jsou selektivni, takze zdkladnim pozadavkem je, aby pii dané vlnové
délce detekovana latka absorbovala co nejvice. Vlnovou délku Ize programovat. Mezi dalsi
pouzivané detektory pro HPLC patii fluorimetrické, refraktometrické, elektrochemické nebo

kombinace s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

Na analyzu tfady vitaminovych slozek je dokonale vyuZzivana vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie s pouzitim reverzni fdze (C8 nebo C18). Jako elu¢ni zplsob se nejcastéji
pouzivéa izokratickd nebo gradientova eluce. Jako mobilni faze byva nejvice pouzivan

methanol, ethanol, acetonitril a voda v riznych pomérech [26]
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Obr.8 HPLC HP 1100 Obr.9 Kolona HPLC HP 1100

ESA Coulochem IIT multi - elektrodovy detektor

Tento detektor umoznuje métit v tzv. DC-modu tzn., ze aplikovany potencidl je konstantni
béhem celého analytického méfeni. V elektrochemickém detektoru eluent prochazi skrz
pratokovou kyvetu a poskytuje vhodné potencidly a kontroluje proudéni. Citlivost ECD je
vyznamng lepSi neZ pro mnoho jinych béZné uzivanych rezimi z detekce pro HPLC
(naptiklad UV absorbance). Selektivita ECD spociva v tom, ze jestlize se z kolony vymyva-
ji dvé a vice latek a maji-1i riizny oxidacni nebo redukéni potencidl, miiZzeme vybrat potenci-
al tak, ze budeme selektivné detekovat pouze jednu z téch latek. ECD vyuziva dvou typt
detekce. U amperometrického detektoru eluent tece po povrchu elektrody. VétSina
elektroaktivnich prvkl smési tece na povrchu elektrody a nereaguje. Pouze 5-15 % elektro-
aktivnich latek reaguje s touto elektrodou. U coulometrického detektoru eluent protéka
porovitou grafitovou elektrodou. Detektor tak miize poskytnout zvysenou citlivost. Proud je

pak imérny koncentraci vzorki [27]

Elektrochemicky detektor Coulochem III mtze obsahovat dvé cely. Standardni analyticka
cela model 5010A poskytne potencial pro oxidaci nebo redukci vzorkt. Cela obsahuje dvé

sériové zapojené komory, kazdd komora obsahuje porovitou grafitovou coulometrickou
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elektrodu a dvojitou referen¢ni elektrodu. Ochranna cela model 5020 je uzivana pro oxido-
vané nebo redukované elektrolyticky aktivni soucasti vzorkd, které by mohly byt pfitomny
jako necistoty v mobilni fazi. Ochranna cela je obvykle umisténa mezi Cerpadlem a néstii-
kem. Elektrochemické cela je misto, kde nastane oxidace nebo redukce analytu a proud,
ktery je tak vytvofen, je pifevedeny na vystupni napéti potenciostatu, kde se tento signal
zpracovava. Potencidl je po celou dobu méfeni konstantni (DC mdd) a proud je méteny jako
funkce Casu. Operacni vyhody coulometrického detektoru jsou takové, ze signalni odezva je
velmi stabilni, signdlni rozsah mize byt maximalni, plocha piku a vyska piku pro vzorek

jsou piedvidatelné, coulometrickd detekce mize poskytnout navic selektivitu a lepsi odezvu

pro nevratné analyzy [27].

Obr.10 Coulochem Il Obr.11 Kolona Coulochemu Il

2.2 Statistické zpracovani vysledku kvantitativnich analyz
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Vysledky kvantitativni analyzy hodnotime podle spravnosti, tj. schopnosti metody kvantita-
tivné urCovat danou veliCinu, dale podle pfesnosti, tj. schopnosti metody poskytovat
konzistentné stejné vysledky pro fadu opakovanych stanoveni a podle reprodukovatelnosti,
tj. schopnosti metody poskytovat konzistentn¢ stejné vysledky pro nezavisla méfeni,
provadeéna se stejnym vzorkem a stejnym postupem riznymi pracovniky v riznych laborato-
fich. Analytickd chyba pfedstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analytu (x) a jeho
skuteCnym obsahem (p) ve vzorku. Malé nepravidelné odchylky od skute¢né hodnoty se
urcuji statisticky ze souboru paralelnich (opakovatelnych) analyz. Ovliviiuji piesnost
(reprodukovatelnost) ¢i opakovatelnost stanoveni. Aritmeticky primér vSech vysledkl se

zpravidla nejvice blizi skute¢né hodnoté:

Zékladni charakteristikou nahodilych chyb je odhad smérodatné odchylky:

s= {i(xi—f)z} @

n-1 n—1

't (3)

ok

Ve skute¢nosti mame k dispozici jen omezeny pocet vysledkd, ktery je podstatné mensi nez
n—> oo a tudiZ je smérodatna odchylka zavisla na poctu paralelnich vysledkt. Byl definovan
Studentliv koeficient t, ktery charakterizuje Studentovo rozloZeni nahodnych odchylek
pro dany stupen volnosti (dany pocet vysledkt analyz a pouzitou hladinou vyznamnosti 1-
a). Studentovym koeficientem pak nasobime hodnotu smérodatné odchylky. Nejlepsim vy-

jadfenim pro priimérny vysledek se série paralelnich stanoveni je proto vztah [10].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 METODIKA

3.1 Chemikalie

kyselina stavelova (dodavatel-Chemapol Praha)
kyselina m-fosforecna (dodavatel-Dorapis Praha)
kyselina askorbova (dodavatel-Spofa Praha)

kyselina octova 98% (dodavatel-Lachema Brno)
moisky pisek (dodavatel-Chemapol Praha)

ethanol 96% (dodavatel- Ing. Petr Lukes$,Uhersky Brod)
methanol ¢istoty pro HPLC (dodavatel-Sigma Aldrich)
redestilovana voda

ZnS04 (dodavatel-Chemapol Praha)

K4[Fe(CN)s] (dodavatel-Chemapol Praha)
2,6-dichlorfenolindofenol (dodavatel-LOBA, Chemie Wien, Fischamend)

octan olovnaty (dodavatel-Chemapol Praha)

Pouzité pristroje a pomicky

Standardni laboratorni vybaveni:
predvazky (Kern, SRN)

lednice (Samsung- Calex, CZ)
temperovana vodni lazeti ( Memmert, SRN)

bézné laboratorni sklo a pomucky
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Aparatura pro HPLC-UV/VIS (Hewlett Packard 1100)

vakuovany odplynovaci modul G1322A

binarni pumpy G1312A

termostat kolon G1316A

detektor UV/VIS DAD G1315A

davkovaci ventil analyticky smyckovy (davkovaci smycka o objemu 20 pl)
kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instrument1 (Agilent, USA)

Dévkovaci stiikacka (Hamilton, USA)

Mikrofiltry 0,45 um, PTFE (Supelco, USA)

Aparatura pro HPLC-ECD (ESA — Coulochem III)

analyticka cela 5010A

guard cela 5020

detektor Coulochem III

davkovaci ventil analyticky smyckovy (davkovaci smycka o objemu 20 pl)
kolona SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)

PC s vyhodnocovacim programem ChemStation — Instrument1 (Agilent, USA)

Dévkovaci stiikacka (Hamilton, USA)

Mikrofiltry 0,45 um, PTFE (Supelco, USA)

3.2 Metody

3.2.1 Titraéni stanoveni vitaminu C

Principem stanoveni vitaminu C je oxidace kyseliny L-askorbové 2,6-dichlorfenolidofenolem

za vzniku kyseliny L-dehydroaskorbové a bezbarvé leukobaze indofenolu. Titrace

2,6-dichlorfenolindofenolem byla provadéna v prostiedi 2% kyseliny $tavelové. Prvnim

ptebytkem odmérného roztoku se vzorek zabarvil do rizova.
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Pted vlastnim stanovenim byly pfipraveny nésledujici standardni roztoky:

1. Odmérny roztok 2,6-dichlorfenolindofenolu (¢ = 0,001 mol.l'l): 0,29008 g 2,6-dichlor-
fenolindofenolu bylo rozpusténo v pievafené destilované vodé a roztok byl kvantitativné
doplnén destilovanou vodou po znacku do 1000 ml odmérné banky a byl prefiltrovan pies

filtraéni papir. Odmérny roztok byl uchovavan v tmavé lahvi pii 4°C.

2. Kyselina S§tavelova (2% roztok): 5,00 g kyseliny stavelové bylo rozpusténo

v destilované vod¢ a doplnéno do 250 ml odmérné banky po znacku.

3. Standardni roztok kyseliny askorbové o koncentraci (¢ = 10 mg.mlI™): s piesnosti
na 0,0001 g byl navazen 1,00 g standardniho preparatu kyseliny L-askorbové a toto mnoz-

stvi bylo rozpusténo v 100 ml odmérné bance v destilované vode¢.

V ramci titraéniho stanoveni kyseliny askorbové byla nejprve provedena standardizace
odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu. K 1 ml standardniho roztoku kyseliny
askorbové (¢ = 1 mg.ml™") bylo pfiddno 10 ml 2% roztoku kyseliny §tavelové a vie bylo
titrovano odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu do rizového zbarveni, které se
nesmi béhem 15 sekund ménit. Titrace byla provedena celkem pétkrat a byla vypoctena
primérnd spotfeba odmérného roztoku Vy. Zaroven byl proveden i slepy pokus pouze
s 10 ml 2% roztoku kyseliny §tavelové. Vypoctem podle vzorce (4) byl stanoven faktor (f),

ktery udava pocet mg kyseliny askorbové a to odpovidajicich 1 ml titracniho €inidla.

f=V,/(Vy - Vo), 4)

kde V, je objem standardniho roztoku kyseliny askorbové (ml), V, je spotieba titracniho
¢inidla na standardni roztok kyseliny askorbové (ml) a V. je spotieba titratniho ¢inidla na

slepy pokus (ml).

Na titracni stanoveni vitaminu C bylo odvazeno 10 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g.
Pted vlastni titraci kyseliny askorbové v ovoci a zelening byl vzorek ve tfeci misce ditkladné

rozetfen s motskym piskem. K rozetienému vzorku bylo pfidano 50 ml 2% kyseliny $tave-
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lové a tato smés se nechala 15 minut odstat za nepiistupu svétla. Ziskany extrakt se pak
prefiltroval a k titraci se pipetovala jeho alikvotni ¢ast (10 ml). Vznikly roztok byl titrovan
odmérnym roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu o koncentraci ¢ = 0,001 mol.I" do rtizového
zbarveni, které se alespont 15 sekund neméni. Titrace byla provedena pro kazdy vzorek
celkem pétkrat a k vypoCtu byla pouzita primérnd hodnota objemu spotfebovaného
odmérného roztoku. V pocatecnich fazich byla titrace provadéna po kapkach a z stalého
michani, ¢imzZ se do jisté miry eliminoval vliv reduktont, které reaguji pomaleji nez kyseli-

na askorbova. Zaroven byl proveden slepy pokus.

Obsah kyseliny askorbové v navazce vzorku byl vypocitan podle vztahu:

W=[(Vx-Vo).f]/m, (5)

kde Vi je spotfeba 2,6-dichlorfenolindofenolu na titraci vzorku (ml), V. je spotieba
2,6-dichlorfenolindofenolu na slepy pokus (ml), f je pfepocitavaci faktor na mg kyseliny

askorbové a m je hmotnost vzorku v alikvotni Casti.

3.2.2 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS

S pfesnosti na 0,0001 g bylo navaZeno 10 g vzorku. Ten byl dikladné rozetfen ve
tteci misce s mofskym piskem. K rozetienému vzorku bylo pfidino 50 ml smési
(CH4:H,0:H3PO4 v poméru 99:0,5:0,5) a nechal se 15 minut odstat. Ziskany extrakt se poté
prefiltroval a tim byl ziskan zasobni roztok pro dalsi fedéni. Z kazdého filtratu bylo prove-
deno pét méteni. Alikvotni ¢ast vzorku byla pfefiltrovana pied vstfikem na kolonu pies
mikrofiltr o velikosti péru 0,45 pum. Timto postupem byly pfipraveny vzorky z ovoce

a zeleniny. Rozdilnym zpiisobem byl izolovan vitamin C z brambor.

Pted vlastnim stanovenim kyseliny askorbové v brambote metodou HPLC bylo ve tieci mis-
ce dukladné rozetfeno 10 g vzorku s motskym piskem. K rozetfenému vzorku bylo ptidano
50,0 ml smési (CH4:H,O:H3;PO4 v poméru 99:0,5:0,5) a vzorek se nechal 15 minut
extrahovat. Ziskany extrakt se pak prefiltroval a do filtratu bylo ptidano 15 ml 45% FeSO4
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a 15 ml 18,5% Ku[Fe Cng], aby byly vysrazeny Skroby obsaZené v brambofie a roztok byl
opét prefiltrovan. Do tohoto pfefiltrovaného roztoku bylo poté pfidano 16,0 ml octanu
olovnatého na konecné vysrazeni Skrobu a roztok byl opét prefiltrovan. Z filtratu bylo
provedeno taktéz pét méfeni a vzorek byl prefiltrovan pfed vstfikem na kolonu pies mikro-

filtr o velikosti péru 0,45 pm.

Chromatografickd separace u vzorkli ovoce a zeleniny probihala na koloné SUPELCOSIL
C8 5 wm (15 cm x 4,6 mm). Eluce byla provaddéna izokraticky methanolem
pii 30°C a pritoku 1,1 ml.min™. Detekce kyseliny askorbové byla provadéna spektrofoto-
metricky v UV oblasti pfi vinové délce 254 nm. Absorpcni maximum bylo ovéfeno stanove-

nim absorp¢niho spektra standardniho roztoku kyseliny L-askorbové.

3.2.3 Kalibracni kfivka pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS

S presnosti na 0,0001 g bylo navazeno 0,0020 g kyseliny L-askorbové a byla rozpusténa
ve 250 ml odmérné baiice a doplnéna po rysku smési (CH4:H,O:H3PO4 v poméru
99:0,5:0,5). Vychozi koncentrace zasobniho roztoku tedy byla 8 pg.ml”. Ze zasobniho roz-
toku kyseliny L-askorbové byly piipraveny dal$im fedénim smési (CH4:H,O:H3PO4
v poméru 99:0,5:0,5) kalibracni roztoky o koncentraci 1; 2; 4; 6; 8 ;,Lg.ml'1 a analyzovany
metodou HPLC
postupem popsanym v kapitole 3.3.2. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy

piku (mV.s™) na koncentraci kyseliny askorbové (ug.ml™).

3.2.4 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD

Izolace vitaminu C byla provedena stejnym postupem uvedenym v kapitole 3.2.2. Chroma-
tografickd separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL C8, 5 um (15 cm x 4,6 mm). Eluce
byla provadéna izokraticky s mobilni fazi (CH4:H,O:H3PO4 v poméru 99:0,5:0,5) pti 30°Ca
pritoku 1,1 ml.min”. Detekce kyseliny askorbové byla provadéna pomoci potencialu na

dvou kandlech s napétimi K; = 600 mV a K =650 mV.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

3.2.5 Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD

S ptesnosti na 0,0001 g bylo navaZzeno 0,0020 g kyseliny L-askorbové. Navazka byla
rozpusténa ve 250 ml odmérné bance a doplnéna po rysku smesi (CH4:H,O:H3PO4 v poméru
99:0,5:0,5). Vychozi koncentrace zasobniho roztoku tedy byla 8 pg.ml”. Ze zasobniho
roztoku kyseliny L-askorbové byly piipraveny dal$im fedénim smési (CHs:H,O:H3POy4
v poméru 98,5:0,5:0,5) kalibra¢ni roztoky o koncentraci 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 4,5 pg.ml'1
a analyzovany metodou HPLC postupem popsanym v kapitole 3.2.4. Kalibra¢ni kiivka byla
métena pii vlozeném napéti K; = 600 mV a K, = 650 mV. Byla sestrojena jako zavislost

plochy piku (mV.s™) na koncentraci kyseliny askorbové (ug.ml™).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Titrac¢ni stanoveni vitaminu C 2,6 dichlorfenolindofenolem

Titratni stanoveni obsahu kyseliny L-askorbové pomoci 0,001 mol.I" 2,6-dichlorfenol-
indofenolu bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1. Nejprve byl stanoven
faktor (f), ktery udava pocet mg kyseliny L-askorbové na jehoz titraci se spotfebuje 1 ml
odmérného roztoku. Titrace byla provedena pétkrat a priimérné spotieba 2,6- dichlorfeno-
lindofenolu byla 32,0 ml. Spotieba titracniho ¢inidla na slepy pokus byla 0,10 ml. K vypoctu
faktoru (f) byl pouzit vzorec uvedeny v kapitole 3.2.1.

1ml 2,6-dichlorfenolindofenolu (¢ = 0,001 mol.I'") odpovida 0,1567 mg kyseliny askorbo-

vé

£=0,1567 mg.ml

Pro vlastni titracni stanoveni kyseliny askorbové v ovoci a v zelenin€ bylo pouzito 9 druha
ovoce a 2 druhy zeleniny. Kazdy vzorek byl titrovan pétkrat a primérna spotfeba odmérné-
ho roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu o koncentraci (¢ = 0,001 mol.I'") je uvedena v tabulce

16. Uvedené vzorky ovoce a zeleniny byly zvazeny s ptesnosti na 0,0001 g.

4.1.1 Titracni stanoveni vitaminu C v ovoci

Stanoveni bylo provedeno ve vzorcich grepu, pomerance, kiwi, citronu, mandarince, jahody,
v hroznu Cerveném a bilém a v limeté. Primérny obsah vitaminu C v ovoci byl vypocten
pomoci statistického parametru vyjadieného vzorcem (1) z kapitoly 2.2. Déle byl vypocten
podle vzorce (2) odhad smérodatné odchylky s, ktery je zdkladni charakteristikou
u nahodilych chyb. Skute¢ny obsah vitaminu C byl vypoéten pomoci vzorce (3). Hodnota
Studentova koeficientu t je pfi testované hladiné vyznamnosti a = 0,05 a pfi ctyfech stup-

nich volnosti 2,776 [10] .
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Tabulka 2: Presnost stanoveni vitaminu C v grepu

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ x —x°
(mg.100 g™ [, % b
3,5 26,63 0,24 0,0576
3,5 26,63 0,24 0,0576
3,6 27,63 0,76 0,5776
3,6 26,63 0,24 0,0576
3,5 27,63 0,76 0,5776
X = 26,87 D =1328

V= spotieba 2,6-dichlorfenolindofenolu

Smérodatna odchylka s = 0,576 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

n=26,87+0,421 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 3: Presnost stanoveni vitaminu C v pomeranci

V, (ml) | Obsah vitaminu C — — x|
) (mg.100 g [, -] i -
37 28,20 0,234 0,0547
3,7 28,20 0,234 0,0547
3,8 28,98 0,549 0,3014
3,8 28,98 0,549 0,3014
3,7 28,20 0,234 0,0547

X = 28,44 D.=0767

Smérodatna odchylka s = 0,437 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

nw=28,44+ 0,542 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 4: Presnost stanoveni vitaminu C v kiwi

—Z

Vx (ml) | Obsah vitaminu C — X, —X
(mg.100 g [, - % b
7,9 59,54 0,48 0,2304
8,0 60,33 0,31 0,0961
8,0 60,33 0,31 0,0961
7,9 59,54 0,48 0,2304
8,0 60,33 0,31 0,0961
X = 60,02 2, =0.749
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Smérodatna odchylka s = 0,432 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

1=:60,02 + 0,536 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 5: Presnost stanoveni vitaminu C v citronu

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ x —x
(mg.100 g |xl —x| | 1
5,2 39,95 0,79 0,6241
5,3 40,73 0,01 0,0001
54 41,52 0,78 0,6084
5,3 40,73 0,01 0,0001
53 40,73 0,01 0,0001
X =40,74 2= 1232

Smérodatna odchylka s = 0,555 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

=40,74 + 0,689 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 6: Presnost stanoveni vitaminu C v mandarince

Vx (ml) | Obsah vitaminu C 2| v -% :
(mg.100 g™ |x1 —x|
3,6 27,42 0,31 0,0961
3,5 26,63 0,48 0,2304
3,6 27,42 0,31 0,0961
3,5 26,63 0,48 0,2304
3,5 26,63 0,48 0,2304
X = 27,11 = 0,883

Smérodatna odchylka s = 0,469 mg
Primérny obsah vitaminu C titracni metodou
n=27,11+0,582 mg.100 g (a = 0,05)
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Tabulka 7: Presnost stanoveni vitaminu C v jahoddch

Vi (ml) | Obsah vitaminu C _ X —x°
(mg.100 g [, = %] i
5,1 39,17 0,01 0,0001
5,2 39,95 0,77 0,5929
5.0 38,39 0,79 0,6241
5,1 39,17 0,01 0,0001
5,1 39,17 0,01 0,0001
X =39,18 2. =1217

Smérodatna odchylka s = 0,551 mg
Primérny obsah vitaminu C titracni metodou
n=39,18 + 0,684 mg.100 g"' (a = 0,05)

Tabulka 8: Presnost stanoveni vitaminu C v cervenéem hroznu

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ X —x°
(mg.100 g™ e, = %] b
0,5 3,13 0,24 0,0576
0,6 3,71 0,34 0,1156
0,5 3,13 0,24 0,0576
0,6 3,71 0,34 0,156
0,5 3,13 0,24 0,0576
X =3,37 =0,404

Smérodatna odchylka s = 0,317 mg
Priimérny obsah vitaminu C titracni metodou
n=3,37+0,393 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 9: Presnost stanoveni vitaminu C v bilem hroznu

Vy (ml) | Obsah vitaminu C 2 k="
(mg.100 g™ | — %] 2
0,30 1,57 0,16 0,0256
0,35 1,97 0,24 0,0576
0,30 1,57 0,16 0,0256
0,35 1,97 0,24 0,0576
0,30 1,57 0,16 0,0256
=0,19
x=1,73 2
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Smérodatna odchylka s = 0,192 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

n=1,73+0,238 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 10: Presnost stanoveni vitaminu C v limeté

V, (ml) | Obsah vitaminu C o k="
(mg.100 g [, -] b
3,0 22,72 0,27 0,0729
2,9 22,06 0,39 0,1521
3,0 22,72 0,27 0,0729
3,0 22,72 0,27 0,0729
2,9 22,06 0,39 0,1521
=0,52
X =22,45 2

Smérodatna odchylka s = 0,522 mg
Primérny obsah vitaminu C titraéni metodou

nw=22,45+ 0,648 mg.100 g (a = 0,05)

4.1.2 Titracni stanoveni vitaminu C v zeleniné

Ze vzorku zeleniny byly pro titra¢ni stanoveni vitaminu C vybrany vzorky oranzové, zelené,
cervené a zluté papriky a brambor. Pfesnost stanoveni byla vyjadiena ve formé standardnich
statistickych parametrii. Primérny obsah vitaminu C ve vzorcich zeleniny byl vypocten
pomoci statistického parametru vyjadieného vzorcem (1) z kapitoly 2.2. Déle byl vypocten
podle vzorce (2) odhad smérodatné odchylky s, ktery je zékladni charakteristikou
u nahodilych chyb. Skutecny obsah vitaminu C byl vypocten pomoci vzorce (3). Hodnota
Studentova koeficientu t je pii testované hladiné vyznamnosti oo = 0,05 a pfi ¢tyfech stup-

nich volnosti 2,776 [10].
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Tabulka 11: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice oranzové

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ X —x
(mg.100 g [, -] b
20,7 162,96 0,24 0,0576
20,8 163,75 0,55 0,3025
20,7 162,96 0,24 0,0576
20,7 162,96 0,24 0,0576
20,8 163,75 0,55 0,3025
X = 163,20 =0,778

Smérodatna odchylka s = 0,440 mg
Primérny obsah vitaminu C titraéni metodou

nw=163,2+0,546 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 12: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zelené

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ X —x|”
(mg.100 g [, -] b~
6.5 50,92 0,31 0,0961
6.4 50,14 0,47 0,2209
6,5 50,92 0,31 0,0961
6,5 50,92 0,31 0,0961
6,4 50,14 0,47 0,2209
X = 50,61 2.=0730

Smérodatna odchylka s = 0,427 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

n=750,61+ 0,530 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 13: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice Zluté

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ —5°
) (mg.100 g [, -] i -
20,8 162,96 0,31 0,0961
20,7 162,18 0,47 0,2209
20,7 162,18 0,47 0,2209
20,8 162,96 0,31 0,0961
20,8 162,96 0,31 0,0961
X = 162,65 2., =0730
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Smérodatna odchylka s = 0,427 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

n= 162,65+ 0,530 mg.100 g (0= 0,05)

Tabulka 14: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice Cervené

Vx (ml) | Obsah vitaminu C — x —xI°
(mg.100 g™ |, — ] 2
18,0 140,25 0,32 0,1024
17,9 139,46 0,47 0,2209
18,0 140,25 0,32 0,1024
17.9 139,46 0,47 0,2209
18,0 140,25 0,32 0,1024
¥ = 139,93 =0,749

Smérodatna odchylka s = 0,749mg
Primérny obsah vitaminu C titraéni metodou

n=139,93 + 0,929 mg.100g™" (a = 0,05)

Tabulka 15: Presnost stanoveni vitaminu C v brambore

V, (ml) | Obsah vitaminu C _ X —x|°
(mg.100 g |xl —x| | 1
1,0 7,05 0,31 0,0961
0,9 6,26 0,48 0,2304
1,0 7,05 0,31 0,0961
1,0 7,05 0,31 0,0961
0,9 6,26 0,48 0,2304
X=6,74 =0,749

Smérodatna odchylka s = 0,432 mg
Primérny obsah vitaminu C titra¢ni metodou

1w=06,74+ 0,536 mg.100 g"' (a = 0,05)
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4.1.3 Celkové srovnani vitaminu C ve vzorcich ovoce a zeleniny titra¢ni metodou

Tabulka 16: Prehled obsahu vitaminu C v ovoci a zeleniné

primérna spotfeba smerodatna odchylka obsah vitaminu C

Druh vzorku odmérného roztoku Vy (ml) | odmérného roztoku (ml) (mg.100 g7)
mandarinka 3,56 0,058 27,11 £ 0,582
pomerandg 3,73 0,058 28,44 + 0,542
grep 3,53 0,058 26,87 £ 0,715
Kiwi 7,74 0,058 60,02 + 0,536
jahoda 5,10 0,100 39,18 + 0,684
limeta 2,95 0,054 22,45+ 0,648
citron 5,30 0,100 40,74 £ 0,689
Cervené hrozno 0,53 0,058 3,37 £ 0,393
bilé hrozno 0,32 0,055 1,73 £ 0,238
paprika oranzova 20,93 0,058 163,2 + 0,546
paprika Zluta 20,86 0,058 162,6 £ 0,530
paprika ¢ervena 17,96 0,054 139,93 £ 0,929
paprika zelena 6,56 0,058 50,61 + 0,530
brambora 0,96 0,058 6,74 + 0,536

4.2 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS

4.2.1 Kalibracni kfivka pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS
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Kalibra¢ni kiivka vitaminu C pro chromatografické stanoveni byla sestrojena podle postupu
uvedené¢ho v kapitole 3.2.3 Kazdy bod kalibracni kiivky byl proméfen pétkrat.
Z namétenych dat jednotlivych ploch pikil byla vypoctena jejich primérna hodnota. Kalib-

raéni kfivka byla sestrojena jako zavislost primémé plochy piisluiného piku (mV.s™') na

koncentraci vitaminu C (pg.ml™).

Tabulka 17: Kalibrace vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS

Graf 1: Kalibra¢ni kiivka s regresni rovnici pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC

Prdmérna plo- Smérodatna
Koncentrace vitami- | cha piku (mV.s™ | odchylka plochy
nu C (ug.ml™) " piku (mV.s™)
1 76,78 1,67
2 90,55 2,47
4 128,65 1,03
6 165,33 4,00
8 194,53 2,96

plocha piku (mV.s)

210 +
190
170 ~
150 ~
130 -
110
90 -
70

y = 17,253x + 58,722
R? = 0,9953

50 \
0,5 2,5

4,5

6,5 8,5

koncentrace (ug.ml)

4.2.2 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS v ovoci
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Stanoveni vitaminu C bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2 ve vzorcich
grepu, pomerance, kiwi, citronu, mandarince, jahod, v hroznu ¢erveném a bilém a v limet¢.
Primérny obsah vitaminu C v ovoci byl vypocten pomoci statistického parametru vyjadie-
né¢ho vzorcem (1) z kapitoly 2.2. Dale byl vypocten podle vzorce (2) odhad smérodatné
odchylky s, ktery je zdkladni charakteristikou u nahodilych chyb. Skute¢ny obsah vitaminu
C byl vypocten pomoci vzorce (3). Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladi-

né vyznamnosti a = 0,05 a pfi ¢tyfech stupnich volnosti 2,776 [10].

Tabulka 18: Stanoveni vitaminu C v grepu metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C

- X, —X

(mV.s™) (mg.100 g |x1 B x| | 1

130,75 83,50 0,30 0,0256
130,56 83,28 0,52 0,0036
130,43 83,13 0,48 0,0441
130,45 83,15 0,65 0,0361
130,87 83,64 0,16 0,0900

X =83,34 =0,199

Smérodatna odchylka s = 0,223 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=283,34+0,277 mg.100 g' (o= 0,05)

Tabulka 19: Presnost stanoveni vitaminu C v pomeranci metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )_C|Z
(mV.s™ (mg.100 g™) |x1 - x|
114,26 32,19 0,17 0,0289
113,21 31,58 0,78 0,6084
113,56 31,78 0,58 0,3364
115,88 33,13 0,77 0,5929
115,85 33,11 0,75 0,5625

X = 32,36 2., =2.129

Smérodatna odchylka s = 0,730 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=132,36+ 0,906 mg.100 g (0= 0,05)
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Tabulka 20: Presnost stanoveni vitaminu C v kiwi metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )—C|Z
(mV.s™) (mg.100 g™ |, -]
94,01 20,45 0,73 0,5329
94,44 20,70 0,48 0,2304
96,29 21,77 0,59 0,3481
95,45 21,29 0,11 0,0121
95,23 21,16 0,02 0,0004
X=21,08 2, =1.124

Smérodatna odchylka s = 0,530 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=21,08+0,658 mg.100 g" (a=0,05)

Tabulka 21: Presnost stanoveni vitaminu C v citronu metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 —x°
(mV.s™) (mg.100 g™ [, — ]
108,44 28,82 0,64 0,4096
108,97 29,12 0,94 0,8836
105,49 27 11 1,07 1,1449
107,34 28,18 0,00 0,0000
106,45 27,66 0,52 0,2704

X =2818 =2,708

Smeérodatna odchylka s = 0,822 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=2818+1,020mg.100 g" (a=0,05)

Tabulka 22: Presnost stanoveni vitaminu C v mandarince metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )_C|Z
(mV.s™) (mg.100 g™ |, - |
85,66 15,61 0,59 0,3481
88,94 17,51 1,31 1,7161
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85.43 1548 0.72 0.5184

87,09 16.44 0,24 0,0576

86,25 15.96 0,24 0,0576
X =16.20 D.=2,697

Smeérodatna odchylka s = 0,821 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=16,20+1,019mg.100 g" (0= 0,05)

Tabulka 23: Presnost stanoveni vitaminu C v jahodé metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 —x
(mV.s™) (mg.100 g™ |x1 - x|
185,08 73,24 0,03 0,0009
185,56 73,52 0,31 0,0961
184,60 72,96 0,25 0,0625
185,40 73,42 0,21 0,0441
184,49 72,90 0,31 0,0961

X = 73,21 = 0,300

Smeérodatna odchylka s = 0,274 mg
Priméry obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=7321+0,340 mg.100 g (0= 0,05)

Tabulka 24: Presnost stanoveni vitaminu C v cerveném hroznu metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 —x
(mV.s™) (mg.100 g™ |x1 - x|
64,1 0,78 0,36 0,1296
61,50 0,40 0,02 0,0004
59,05 0,05 0,37 0,1369
60,03 0,19 0,23 0,0529
63,39 0,68 0,26 0,0676
X = 0,42 = 0,387

Smeérodatna odchylka s = 0,311 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=0,42+ 0,386 mg.100 g (a.=0,05)
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Tabulka 25: Presnost stanoveni vitaminu C v bilém hroznu metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C = |x1 — )—Cr
(mV.s™) (mg.100 g™ |x1 B x|
76,12 2,52 0,12 0,0144
74,12 2,23 0,17 0,0289
78,40 2,85 0,45 0,2025
72,51 2,00 0,40 0,1600
75,20 2,39 0,01 0,0001
¥ =240 2, =0.405

Smeérodatna odchylka s = 0,318 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
=240+ 0,395 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 26: Presnost stanoveni vitaminu C v limeté metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )—Cr
(mV.s™) (mg.100 g™ [, — ]
65,60 7,97 0,58 0,3364
66,34 8,83 0,28 0,0784
66,20 8,67 0,12 0,0144
66,11 8,56 0,01 0,0001
65,23 7,54 1,01 1,0201
228,32 221,449

Smeérodatna odchylka s = 0,602 mg
Priméry obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=28,32+0,747 mg.100 g (a.=0,05)

4.2.3 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-UV/VIS v zeleniné

Stanoveni vitaminu C bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2. Ze vzorku

zeleniny byly vybrany vzorky oranzové, zelené, Cervené a zluté papriky a brambory. Ptes-
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nost stanoveni byla vyjadiena ve form¢ standardnich statistickych parametra. Primérny ob-
sah vitaminu C ve vzorcich zeleniny byl vypocten pomoci statistického parametru vyjadre-
ného vzorcem (1) z kapitoly 2.2. Dale byl pocten podle vzorce (2) odhad smérodatné od-
chylky

s, ktery je zakladni charakteristikou u nahodilych chyb. Skute¢ny obsah vitaminu C byl
vypocten pomoci vzorce (3). Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladiné

vyznamnosti o = 0,05 a pii Ctyfech stupnich volnosti 2,776 [10].

Tabulka 27: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice oranzové metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )—C|z
(mV.s™) (mg.100 g™ |, -]
146,38 101,61 0,52 0,2704
147,99 103,48 1,35 1,8225
147,04 102,38 0,25 0,0625
145,90 101,06 1,07 1,1449
146,82 102,12 0,01 0,0001

X =102,13 2. =3,300

Smeérodatna odchylka s = 0,908 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
pw=102,13+ 1,128 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 28: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zelené metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C = |x1 —x°
(mV.s™) (mg.100 g™ [, -]
163,65 121,63 0,41 0,1681
163,45 121,40 0,64 0,4096
164,72 122,87 0,83 0,6889
163,29 121,22 0,82 0,6724
164,89 123,07 1,03 1,0609
X = 122,04 =3,00

Smérodatna odchylka s = 0,866 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
p=122,04+ 1,075 mg.100 g (o= 0,05)
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Tabulka 29: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zluté metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ |x1 — )—C|z
(mV.s™) (mg.100 g™ |, -]
174,99 134,78 0,08 0,0064
174,87 134,64 0,22 0,0484
175,40 135,26 0,40 0,1600
174,92 134,70 0,16 0,0256
175,10 134,91 0,05 0,0025

X = 134,86 ,=0.243

Smeérodatna odchylka s = 0,246 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n= 134,86+ 0,306 mg.100 g (a.=0,05)

Tabulka 30: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice cervené metodou HPLC-UV/VIS

Plocha piku | Obsah vitaminu C _ X, —X

(mV.s™) |x1 —x| | !

124,40 76,14 0,08 0,0064
124,65 76,42 0,20 0,0400
125,34 77,22 1,00 1,0000
125,49 77,40 1,18 1,3924
124,49 76,24 0,02 0,0004

X = 76,68 = 2,429

Smeérodatna odchylka s = 0,781 mg
Priméry obsah vitaminu C metodou HPLC UV/VIS
n=76,68 0,969 mg.100 g"' (a=0,05)

Z divodi velmi nizkého obsahu vitaminu C a velmi slozité matrice vzorku brambory
se nepodafilo touto metodou stanovit vitamin C. Negativnim zpisobem mohlo ovlivnit jeho
stanoveni 1 stafi vzorku, nebot’ §lo o brambor stary, vypéstovany nasimi péstiteli v loniském
roce. Je taktéZ otazka, zda vzorky brambor byly skladovany za pfiznivych podminek,
¢i nikoliv. Mohlo také dojit k pfemrznuti vzorku, coz by také nasvédc¢ovalo nazelenalému

zbarveni bramboru ihned pod slupkou.

Tabulka 31: Obsah vitaminu C ve vzorcich metodou HPLC-UV/VIS
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Smeérodatna
Primérna plocha] odchylka plochy Obsah vitaminu C

Vzorek piku (mV.s™) piku (mV.s™) (mg.100 g7
grep 130,612 0,192 84,34 + 0,277
pomeranc¢ 114,552 1,257 32,36 + 0,906
Kiwi 95,084 0,891 21,08 + 0,658
citron 107,338 1,421 28,18 + 1,023
mandarinka 86,674 1,420 16,20 + 1,022
jahoda 125,026 0,773 73,21 £ 0,340
limeta 65,896 1,075 8,32 + 0,747
Cervené hrozno 61,614 2,147 0,42 £ 0,386
bilé hrozno 75,270 2,206 2,40 + 0,397
paprika oranzova 146,826 0,784 102,13 + 1,128
paprika zelena 164,000 0,748 122,04 £ 1,075
paprika Zluta 175,056 0,211 134,86 + 0,306
paprika Cervena 124,874 0,505 76,68 £ 0,781

Vzhledem k technickym problémim s HPLC HP 1100 nemohla byt naméfena metoda

stanoveni vitaminu C se standardnim pfidavkem.

4.3 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD

4.3.1 Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD
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Kalibra¢ni kiivka pro chromatografické stanoveni vitaminu C byla provedena podle postupu
uvedeného v kapitole 3.2.5. Kazdy bod kalibracni kiivky byl proméfen pétkrat a vypoctena
odpovidajici primérnad plocha piku. Namétené hodnoty ploch pikli jsou uvedeny v tabulce
62 a v tabulce 63. Kalibracni kfivka byla sestrojena jako zavislost primérné plochy pfislus-
ného piku na koncentraci kyseliny askorbové. Kalibra¢ni kiivka byla métena za pouziti ka-

nali, kde byly stanoveny potencidly K; = 600 mV a K, = 650 mv.

Tabulka 32: Kalibrace vitaminu C metodou HPLC-ECD na K; = 600 mV.

Koncentrace kyse- Priimérna Smérodatna
liny askorbove plocha piku odchylka plochy

(g.ml™ (mV.s™) piku (mV.s™)

1 29,89 1,20

1,5 57,76 1,07

2 97,25 1,66

2,5 137,85 0,31

3 168,82 0,66

4 249,45 0,61

Graf 2: Kalibracni kirivka s regresni rovnici pro stanoveni vitaminu C metodou

HPLC- ECD na kanalu K; = 600 mV.
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Tabulka 33: Kalibrace vitaminu C metodou HPLC-ECD na K> = 650 mV.

Koncentrace Pramérna Smeérodatna
kyseliny askor- | plocha piku | odchylka plochy
bové (ug.ml™) (mV.s™) piku (mV.s™)

1 30,77 1,00
1,5 65,13 1,10
2 91,43 2,93
2,5 132,64 2,39
3 158,74 0,28
4 222,24 1,24

Graf 3: Kalibracni kirivka s regresni rovnici pro stanoveni vitaminu C metodou

HPLC-ECD na kanalu K> = 650 mV.
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4.3.2 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD v ovoci

Byly porovnany vzorky od riznych dodavateli a to z Delvity a.s a z Kauflandu. Z divodu
lepsi odezvy signalu byl pouzit prvni kanal K;= 600 mV pro piesnéjsi stanoveni. Stanoveni
vitaminu C bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.4 ve vzorcich grepu,
pomerance, kiwi, citronu, mandarince, jahodach, v hroznu cerveném a bilém a v limetg.
Priimérny obsah vitaminu C v ovoci byl vypocten pomoci vzorce (1) z kapitoly 2.2. Dale byl
pocten podle vzorce (2) odhad smérodatné odchylky s, ktery je zékladni charakteristikou
u nahodilych chyb. Skute¢ny obsah vitaminu C byl vypoc¢ten pomoci vzorce (3). Hodnota
Studentova koeficientu t je pii testované hladiné vyznamnosti o = 0,05 a pfi Ctyfech stup-

nich volnosti 2,776 [10].

Tabulka 34: Presnost stanoveni vitaminu C v grepu metodou HPLC-ECD u vzorkii

z Delvity
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Plocha piku 1 opsah vitaminu C 7
~ — X, — X
(mV.s™) (mg.100g") | i =% i
166,45 58 60 0,63 0,3969
164,68 5812 0,15 0,0225
160,77 57.04 0,93 0,8649
163,56 57 81 0,16 0,0256
165,34 58,30 0,33 0,1089
X = 57,97 D =1418

Smérodatna odchylka s = 0,595 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=>57,97+0,739 mg.100 g (a =0,05)

Tabulka 35: Presnost stanoveni vitaminu C v grepu metodou HPLC-ECD u vzorkii

z Kauflandu
Plocha piku S 2
-1 Obsah vitaminu C — X —Xx
(mV.s) (mg.100 g v, — ] b
58,46 36,09 0,22 0,0484
62,00 37,31 1,44 2,0736
54,94 34,88 0,99 0,9801
56,37 35,38 0,49 0,2401
57,23 35,67 0,20 0,0400
X = 35,87 =3,382

Smérodatna odchylka s = 0,920 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n= 3587+1,142mg.100 g (o=0,05)

Tabulka 36: Presnost stanoveni vitaminu C v pomeranci metodou HPLC-ECD u vzorku

z Delvity
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Plocha piku I opsah vitaminu C il
i = X, —X
(mV.s™) (mg.100g") | i =% i
116,36 44,82 0,13 0,0169
117,18 45,04 0,09 0,0081
118,17 45,31 0,36 0,1296
116,98 44,99 0,04 0,0016
115,54 44,59 0,36 0,1296
X = 44,95 = 0,286

Smérodatna odchylka s = 0,267 mg

Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=44,95+0,332mg.100 g' (a=0,05)

z Kauflandu

Tabulka 37: Presnost stanoveni vitaminu C v pomeranci metodou HPLC-ECD u vzorku

Plocha piku o 2
X Obsah vitaminu C — X, —X
(mV.s™) (mg.100 g |x] —x| | 1
134,68 49,86 0,19 0,0361
135,84 50,18 0,13 0,0169
134,87 49,91 0,14 0,0196
135,65 50,13 0,08 0,0064
135,90 50,19 0,14 0,0196
X = 50,05 =0,099

Smérodatna odchylka s = 0,157 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
=150,05+0,195mg.100 g (o= 0,05)

z Delvity

Tabulka 38: Presnost stanoveni vitaminu C v kiwi metodou HPLC-ECD u vzorkii
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Plocha piku Obsah vitaminu C 3’
X - X, —X
(mV.S 1) (mg100 9-1) |x1 — X | 1
68,03 31,51 0,59 0,3481
69,56 31,93 0,17 0,0289
73,56 33,03 0,93 0,8649
70,43 32,17 0,07 0,0049
69,29 31,86 0,24 0,0576
X¥=32,10 2 =1304

Smérodatna odchylka s = 0,571 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=32,10+ 0,709 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 39: Presnost stanoveni vitaminu C v kiwi metodou HPLC-ECD u vzorkii

z Kauflandu

Plocha piku o 2

-1 Obsah vitaminu C — X, —X

(mV.s™) (mg.100 9-1) |)c1 —x| | 1 |

52,42 34,02 0,08 0,0064

52,44 34,02 0,08 0,0064

51,98 33,86 0,08 0,0064

52,79 34,14 0,20 0,0400

51,39 33,66 0,28 0,0784

X =33,96 2. =0.138

Smérodatna odchylka s = 0,185 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=33,96+ 0,230 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 40: Presnost stanoveni vitaminu C v citronu metodou HPLC-ECD u vzorki

z Delvity
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Plocha piku | opsah vitaminu C ¥°
- = X, —X
(mV.S 1) (mg100 9-1) |x1 — X | 1
109,68 53,72 0,34 0,1156
108,98 53,48 0,58 0,3364
114,69 55,44 1,38 1,9044
110,59 54,03 0,03 0,0009
109,40 53,62 0,44 0,1936
X = 54,06 = 2,551

Smérodatna odchylka s = 0,799 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=>52,75+0,991 mg.100 g’ (a=0,05)

Tabulka 41: Presnost stanoveni vitaminu C v citronu metodou HPLC-ECD u vzorkit

z Kauflandu

Plocha piku T 2

-1 Obsah vitaminu C — X, —X

(mV.s™) (mg.100 g |)c1 —x| | ! |

89,59 46,81 1,12 1,2544

82,93 44,52 1,17 1,3689

85,38 45,36 0,33 0,1089

88,48 46,43 0,74 0,5476

85,28 45,32 0,37 0,1369

X = 45,69 2 =3417

Smérodatna odchylka s = 0,924 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=45,69+ 1,147 mg.100g™ (a = 0,05)

Tabulka 42: Presnost stanoveni vitaminu C v mandarince metodou HPLC-ECD u vzorku

z Delvity
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Plocha piku Obsah vitaminu C ¥°
X - X, —X
(mV.s™) (mg.100 g™ |, - b
66,34 15,52 0,04 0,0016
65,89 15,46 0,02 0,0004
66,57 15,55 0,07 0,0049
65,91 15,46 0,02 0,0004
65,44 15,40 0,08 0,0064
X = 15,48 =0,013

Smérodatna odchylka s = 0,058 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=1548+0,073 mg.100 g' (a=0,05)

Tabulka 43: Presnost stanoveni vitaminu C v mandarince metodou HPLC-ECD u vzorki

z Kauflandu

Plocha piku o 2

"1 Obsah vitaminu C — X, —X

(mV.s™) (mg.100 9-1) |)c1 —x| | 1 |

61,64 37,19 0,16 0,0256

61,63 37,19 0,16 0,0256

60,37 36,75 0,28 0,0784

61,95 37,30 0,27 0,0729

60,27 36,72 0,31 0,0961

¥=37.03 > =0,299

Smérodatna odchylka s = 0,273 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=37,03+ 0,339 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 44: Presnost stanoveni vitaminu C v jahodeé metodou HPLC-ECD u vzorkii

z Delvity
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Plocha piku | opsah vitaminu C ¥°
- . X, —X
(mV.s™) (mg.100 g™ b, - ¥ i
129,63 60,59 0,08 0,0064
131,67 61,29 0,62 0,3844
130,55 60,90 0,23 0,0529
129,45 60,52 0,15 0,0225
128,12 60,07 0,60 0,3600
X = 60,67 = 0,826

Smérodatna odchylka s = 0,454 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
1= 60,67 £ 0,564 mg.100 g (a=0,05)

Tabulka 45: Presnost stanoveni vitaminu C v jahodeé metodou HPLC-ECD u vzorkii

z Kauflandu

Plocha piku T 2

-1 Obsah vitaminu C _ X —X

(mV.s™) (mg.100 g™ |xl —x| | ! |

117,37 56,37 0,85 0,7225

123,20 58,37 1,15 1,3225

120,38 57,40 0,18 0,0324

118,90 56,89 0,33 0,1089

119,37 57,05 0,17 0,0289

X = 57,22 D =2215

Smérodatna odchylka s = 0,744 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=>57,22+0,924 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 46: Presnost stanoveni vitaminu C v fervenem hroznu metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Delvity
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Plocha piku | opsah vitaminu C ¥°
- = X, —X
(mV.S 1) (mg100 9-1) |x1 — X | 1
109,26 1,07 0,04 0,0016
117,26 1,13 0,02 0,0004
118,11 1,13 0,02 0,0004
115,20 1,11 0,00 0,0000
112,29 1,09 0,02 0,0004
X =111 =0,002

Smérodatna odchylka s = 0,026 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=1,11+0,033 mg.100 g" (a=0,05)

Tabulka 47: Presnost stanoveni vitaminu C v fervenem hroznu metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Kauflandu

Plocha piku I 2
-1 Obsah vitaminu C — X, —X
(mV.s™) (mg.100 9.1) |x1 —x| | 1 |
100,45 1,01 0,02 0,0004
105,38 1,04 0,01 0,0001
102,47 1,02 0,01 0,0001
103,48 1,03 0,00 0,0000
105,18 1,04 0,01 0,0001
>"=0,000
x =1,03 7

Smérodatna odchylka s = 0,013 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=1,03+0,016 mg.100 g" (a = 0,05)

Tabulka 48: Presnost stanoveni vitaminu C v bilem  hroznu metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Delvity
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Plocha piku | opsah vitaminu C ¥°
- = X, —X

(mV.S 1) (mg100 9-1) |x1 — X | 1
86,04 4. 56 0,46 0,2116
112,24 5,46 0,44 0,1936
95,93 4,90 0,12 0,0144
98,40 4,98 0,04 0,0016
105,23 5,22 0,20 0,0400

X =502 =0,461

Smérodatna odchylka s = 0,339 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=>5,02+0421 mg.100 g' (a=0,05)

Tabulka 49: Presnost stanoveni vitaminu C v bilem hroznu metodou HPLC-ECD

u vzorkit z Kauflandu

Plocha piku I 2
-1 Obsah vitaminu C — X, —X
(mV.s™) (mg.100 g |x1 —x| | ! |
65,89 3,87 0,03 0,0009
65,03 3,84 0,00 0,0000
65,37 3,85 0,01 0,0001
65,38 3,85 0,01 0,0001
64,58 3,82 0,02 0,0004
> =0,001
X =3,84 5

Smérodatna odchylka s = 0,002 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
nw=3,84+0,024 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 50: Presnost stanoveni vitaminu C v limeté metodou HPLC-ECD u vzorki
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z Delvity
Plocha piku I opsah vitaminu C _ —x’
(mV.s™) (mg.100 o) |)c1 —-X |x1 *
70,40 32,16 0,53 0,2809
72,40 32,71 0,02 0,0004
73,65 33,06 0,37 0,1369
73,28 33,96 0,27 0,0729
71,90 32,58 0,11 0,0121
X = 32,69 =0,503

Smérodatna odchylka s = 0,354 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
nw=32,69+ 0,439 mg.100 g (o= 0,05)

Tabulka 51: Presnost stanoveni vitaminu C v limeté metodou HPLC-ECD u vzorki

z Kauflandu

Plocha piku o 2

1 Obsah vitaminu C — X —Xx

(mV.s™) (mg.100 g'1) |)cl —x| | 1

79,44 43,31 0,35 0,1225

77,47 4264 0,32 0,1024

78,37 42,95 0,01 0,0001

77,39 42,61 0,35 0,1225

79,36 43,29 0,33 0,1089

X = 42,96 =0,338

Smérodatna odchylka s = 0,338 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=42,96+ 0,419 mg.100 g (o= 0,05)
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4.3.3 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD v zeleniné

Ze vzorku zeleniny byly vybrany vzorky oranzové, zelené, Cervené a zluté papriky a bram-
bory. VSechny vzorky byly méfeny pti napéti K; = 600 mV s vyjimkou brambory, kde lepsi
odezva byla na K, = 650 mV. Primérny obsah vitaminu C v zeleniné€ byl vypocten pomoci
vzorce (1) z kapitoly 2.2. Dale byl pocten podle vzorce (2) odhad smérodatné odchylky s,
ktery je zakladni charakteristikou u nahodilych chyb. Skute¢ny obsah vitaminu C byl vypoc-
ten pomoci vzorce (3). Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladiné

vyznamnosti a = 0,05 a pfi ¢tyfech stupnich volnosti 2,776 [10].

Tabulka 52: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice oranzové metodou HPLC-ECD

u vzorku z Delvity

Plocha piku | opsan vitaminu C 3’
~ — X, — X
(mV.s™) (mg100g") | i ¥ [+ =]
110,51 108,01 0,69 0,4761
109,05 107,01 0,31 0,0961
109,52 107,33 0,01 0,0001
110,12 107,74 0,42 01764
108,30 106,49 0,83 0,6889

X =107,32 D =1438

Smérodatna odchylka s = 0,599 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=107,32 + 0,744 mg.100 g (a = 0,05)

Tabulka 53: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice oranzové metodou HPLC-ECD

u vzorku z Kauflandu

Plocha piku T 2
(mV.s™) Ob(srig.\glé%rrg_q; C |x1 —3?| |x1 —-X
67,87 78,67 0,76 0,5776
67,65 78,51 0,60 0,3600
65,48 77,02 0,89 0,7904
67,38 78,33 0,42 0,1756
65,49 77,03 0,88 0,7744
X = 77,91 =2,679
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Smérodatna odchylka s = 0,818 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
w=77,91+ 1,016 mg.100 g" (o= 0,05)

Tabulka 54: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zelené metodou HPLC-ECD

u vzorku z Delvity

Plocha piku | opsah vitaminu C 7
- - X, —X
(mV.s 1) (mg.100 g'1) |x1 —x| | 1 |
35,40 61,95 0,11 0,0121
35,87 62,31 0,47 0,2209
34,89 61,57 0,27 0,0729
35,90 62,33 0,49 0,2401
34,19 61,04 0,80 0,6400
X = 61,84 D = 1186

Smeérodatna odchylka s = 0,544 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=:61,84+0,676 mg.100 g' (a=0,05)

Tabulka 55: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zelené metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Kauflandu

Plocha piku T 2
X Obsah vitaminu C — X —Xx
(mV.s™) (mg.100 g |x1 —x| | 1
87,50 92,18 0,72 0,5184
87,39 92,10 0,64 0,4096
86,38 91,40 0,12 0,0144
84,49 90,10 1,56 2,4336
86,98 91,82 0,33 0,1089
X = 91,52 = 3,485

Smérodatna odchylka s = 0,933 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=91,52+ 1,159 mg.100g™ (a= 0,05)
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Tabulka 56: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zluté metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Delvity

Plocha piku I opsah vitaminu C %
- - X, —X
(mV.s 1) (mg.100 9-1) |x1 —x| | 1
93,06 96,00 0,03 0,0009
93,17 96,08 0,11 0,0121
92,67 95,73 0,24 0,0576
93,8 96,51 0,54 0,2916
92,40 95,55 0,42 0,1764
X = 95,97 =0,538

Smeérodatna odchylka s = 0,366 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
1=9597+0,455mg.100 g (a=0,05)

Tabulka 57: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice zluté metodou HPLC-ECD

u vzorkit z Kauflandu

Plocha piku o 2
(mV.s™) Ob(srig.\?é%ng_r}? C |)c1 —)?| |x1 —-X
73,38 82,46 0,46 0,2116
74,42 83,17 0,26 0,0676
73,38 82,46 0,46 0,2116
74,92 83,52 0,60 0,3600
74,10 82,95 0,04 0,0016
X = 82,91 = 0,852

Smérodatna odchylka s = 0,462 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=282,91+0,573 mg.100g™ (a = 0,05)
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Tabulka 58: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice cervené metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Delvity

Plocha piku I opsah vitaminu C %
- - X, —X
(mV.s 1) (mg.100 9-1) |x1 —x| | 1
86,99 91,82 0,21 0,0441
88,84 93,10 1,07 1,1449
85,76 90,98 1,05 1,1025
87,54 92,20 0,17 0,0289
87,34 92,07 0,04 0,0016
X =92,03 = 2,322

Smeérodatna odchylka s = 0,762 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=92,03+0,946 mg.100 g' (o =10,05)

Tabulka 59: Presnost stanoveni vitaminu C v paprice cervené metodou HPLC-ECD

u vzorkii z Kauflandu

Plocha piku o 2
(mV.s™) Ob(srig.\?é%ng_r}? C |)c1 —)?| |x1 —-X
63,11 75,39 0,04 0,0016
63,61 76,42 0,99 0,9801
61,87 74,54 0,89 0,7921
62,48 74,96 0,47 0,2209
63,75 75,85 0,42 0,1764

X =7543 =2,171

Smérodatna odchylka s = 0,737 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=7543+0,915mg.100g" (a=0,05)
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Tabulka 60: Presnost stanoveni vitaminu C v brambore metodou HPLC-ECD u vzorki

z Delvity
Plocha piku | opsah vitaminu C iE
- — X, —X
(mV.s 1) (mg.100 g'1) |x1 —x| | 1 |
12,41 5,74 0,01 0,0001
11,45 5,67 0,08 0,0064
12,57 5,76 0,01 0,0001
13,24 5,81 0,06 0,0036
12,9 5,78 0,03 0,0009
X=575 D, =00111

Smérodatna odchylka s = 0,053 mg
Priimérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=75,78 + 0,065 mg.100g™ (a = 0,05)

Tabulka 61: Presnost stanoveni vitaminu C v brambore metodou HPLC-ECD u vzorki

z Kauflandu
Plocha piku I 2
-1 Obsah vitaminu C — X, —X
(mV.s™) (mg.100 g™ |xl —x| | 1 |
11,56 5,68 0,01 0,0001
10,98 5,64 0,03 0,0009
10,67 5,61 0,06 0,0036
10,66 5,61 0,06 0,0036
12,9 5,78 0,11 0,0121
r-567 > =0020

Smérodatna odchylka s = 0,071 mg
Primérny obsah vitaminu C metodou HPLC-ECD
n=75,67+0,088 mg.100g” (0= 0,05)
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4.3.4 Metoda standardniho pFidavku vitaminu C pro HPLC-ECD

Standardni ptidavek byl pfidan k pomeranci jehoZ primérna plocha piku pro proméfeni byla
143,7 mV.s" a po dosazeni do kalibratni rovnice byl obsah vitaminu C 5,23 mg.10g™.
Poté byl s presnosti na 0,0001 g naméfen 1 mg standardniho preparatu vitaminu C a tento
byl pfidan ke vzorku pomerance. Izola¢ni postup byl zopakovan stejnym zptsobem, jako byl
popsan v kapitole 3.2.2 a stejné tak byl tento vzorek chromatograficky stanoven. Vysledna
plocha piku vzorku se standardnim ptidavkem byla 181,48 mV.s". Dosazenim této hodnoty
do kalibraéni kiivky pro kanél K; = 600 mV a vynéasobenim ptislusnym fedénim byl vypoc-
ten obsah vitaminu C 6,26 mg.10g". Jak je patrno z vysledkti méfeni, byl ovéfen postup

izolace vitaminu C a jeho stanoveni pifi danych chromatografickych podminkéch.

4.3.5 Celkové srovnani vitaminu C ve vzorcich ovoce a zeleniny

Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.3. Vysledny filtrat byl
vzdy tésné pred kazdym nastfikem na kolonu fedén, ponévadz kyselina askorbova je malo
stabilni. Z kazdého filtratu bylo provedeno pét analyz a z naméfenych hodnot ploch pikt
byla vypoctena primérna hodnota. Obsah vitaminu C ve vzorcich byl zjistén dosazenim
pramérné hodnoty plochy piku do regresni rovnice a vynasobenim ptislusSnym koeficientem
fedéni.

Pro kazdé ovoce bylo pouzito jiné fedéni, protoze kazdy vzorek obsahuje jiné mnozstvi vi-
taminu C. U této metody bylo zvoleno méfeni paraleln¢ dvou vzorkl od riznych dodavatela
a to z Delvity a zKauflandu. K vypo¢tu obsahu vitaminu C byl pouzit prvni kanal

vvvvvv

lepsi odezva pii Ky =650 mV.

Tabulka 62: Obsah vitaminu C ve vzorcich mérenych metodou HPLC-ECD a zakoupenych

v Delvité a v Kauflandu
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Prdmérna plocha Smérodatna odchylka Obsah vitaminu C
piku (mV.s™) plochy piku (mV.s™) (mg.100 g™
Vzorek
Delvita | Kaufland | Delvita | Kaufland Delvita Kaufland
grep 164,16 57,80 2,17 2,68 57,97 + 0,739 35,87 + 1,142
pomerand 116,84 135,39 0,97 0,57 44 .95 + 0,332 50,05 + 0,195
Kiwi 70,17 52,20 2,07 0,54 32,10 + 0,709 33,94 + 0,230
citron 110,66 86,33 2,32 2,68 54,06 + 0,991 45,69 + 1,147
mandarinka | 66,03 61,17 0,44 0,79 15,48 + 0,073 37,03 + 0,339
jahoda 129,88 119,84 1,32 2,17 60,67 + 0,564 57,22 + 0,924
limeta 72,33 78,41 1,28 0,99 32,69 + 0,439 42,96 + 0,419
cervené
hrozno 114,42 103,39 3,66 2,04 1,11 + 0,033 1,03 + 0,016
bilé hrozno 99,57 35,25 9,88 0,48 5,02 + 0,421 3,84 + 0,024
paprika 77,91
oranzova 109,50 66,77 0,87 1,19 107,32 + 0,774 +1,016
paprika 61,74
zelena 35,25 86,55 0,72 1,23 + 0,676 91,52 + 1,159
paprika 95,97
Zluta 93,02 54,04 0,53 0,67 + 0,455 82,91 + 0,573
paprika 92,03 75,43
éervena 87,29 62,79 1,10 1,74 + 0,946 +0,915
brambora 12,54 11,35 0,67 0,93 5,78 + 0,065 5,67 + 0,088

Tabulka 63: Obsah vitaminu C ve vzorcich ovoce a zeleniny
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HPLC-ECD
Vzorek Titracni metoda | HPLC-UV/VIS Delvita Kaufland
grep 27,11 +£0,582 | 84,34 £ 0,277 57,97 + 0,739 35,87 £ 1,142
pomeran¢ 28,44 £ 0,542 | 32,36 + 0,906 | 44,95+0,332 50,05+ 0,195
Kiwi 26,87 £0,715 | 21,08 £ 0,658 32,10 £ 0,709 33,94 + 0,230
citron 60,02 £ 0,536 | 28,18 + 1,023 54,06 + 0,991 45,69 £ 1,147
mandarinka 39,18 £ 0,684 | 16,20 + 1,022 15,48 + 0,073 37,03 £ 0,339
jahoda 22,45+ 0,648 | 73,21 +0,340 60,67 £ 0,564 57,22 £ 0,924
limeta 40,74 +0,689 | 8,32+0,747 32,69 £ 0,439 42,96 + 0,419
¢ervené hrozno 3,37 £ 0,393 0,42 + 0,386 1,11 £ 0,033 1,03 £0,016
bilé hrozno 1,73+ 0,238 2,40 £ 0,397 5,02 £ 0,421 3,84 £ 0,024
paprika oranzova | 163,2 + 0,546 | 102,13+ 1,128 | 107,32+ 0,774 77,91+ 1,016
paprika zelena 162,6 £ 0,530 | 122,04 £+ 1,075 61,74 +0,676 91,52 + 1,159
paprika Zluta 139,93 £0,929 | 134,86 + 0,306 | 95,97 + 0,455 82,91+ 0,573
paprika ¢ervena | 50,61 £ 0,530 | 76,68 + 0,781 92,03 + 0,946 75,43 £ 0,915
brambora 6,74 + 0,536 - 5,78 + 0,065 5,67 + 0,088
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ZAVER
Cilem této pfedlozené diplomové prace bylo vypracovani, zavedeni a ovéfeni provoznich

analytickych metod vhodnych ke stanoveni vitaminu C. V rdmci této prace byly testovany

optimalni extrakéni postupy vhodné ke kvantitativni izolaci vitaminu C z ovoce a zeleniny.

K analyze vitaminu C byly testovany chromatografické metody a posléze i titracni metoda.
Vysledky jednotlivych analyz byly zpracovany pomoci standardnich statistickych parametri
za pouziti Studentova rozlozeni ndhodnych odchylek pro dany stupen volnosti. Vysledky

byly testovany na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 (95 %).

Nejprve byly provedeny pokusy na optimalizaci izolace vitaminu C z matrice ovoce a zele-
niny a specialné z brambor. Stanoveni bylo provedeno ve vzorcich grepu, pomerance, kiwi,
citronu, mandarince, jahody, v hroznu ¢erveném, bilém a v limeté. U zeleniny byly pouzity

vzorky papriky oranzové, zelené, zluté a Cervené a brambor.

Na stanoveni vitaminu C byla zavedena chromatografickd metodika HPLC-UV/VIS. Byly
testovany rtizné vinové délky v rozmezi od 230 nm az po 320 nm, pfi¢emz nejlepsi absor-
bance vitaminu C bylo dosazeno pii vinové délce 254 nm. Taktéz byl testovan pritok mo-
bilni faze od 0,8 do 1,2 ml.min™". Jako optimélni priitok mobilni faze byl zvolen 1,1 ml.min
!. Byly testovany zaroveii rizné mobilni faze jako methanol, methanol:redestilovana voda
v poméru 50:50, methanol:H;PO4 v poméru 98:2 a posléze v poméru 99:1. Nejlépe se
osv&déil methanol o jiz zmifiovaném pritoku 1,1 ml.min™. Vzorky byly m&feny na kolon&
SUPELCOSIL-LCS (15 cm x 4,6 mm; 5 pm). Nejprve byla pro izolaci vitaminu C pouZita
kyselina Stavelova, ale po smichdni s methanolem se roztok zakalil a to by mohlo zptsobit
ucpani kolony. Z tohoto ditivodu byla pro izolaci vitaminu C zvolena smés CH4:H,O:H3POy4
v poméru 99:0,5:0,5. Eluce byla provedena izokraticky, retencni ¢as vitaminu C byl cca
1,8 min. Protoze u tohoto pfistroje doslo k technické zavade€, metodu nebylo mozno ovéfit
standardnim ptidavkem. V dobé¢, nez byl piistroj opraven, byl stanoven vitamin C titracni
metodou, kdy byly vzorky titrovany roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolem v prostedi 2 %

kyseliny stavelové.

Na stanoveni vitaminu C byla dale zavedena metodika HPLC-ECD, kde byl také testovan
pritok mobilni faze. Jako nejlepsi byl zvolen opét 1,1 ml.min™. Jako mobilni faze zde byla
pouzita smés CH4:H,O:H3PO4 v poméru 99:0,5:0,5. 1zolace vitaminu C byla provedena pfi-
mo v této mobilni fazi. Vzorky byly méfeny taktéz na kolon¢ SUPELCOSIL-LCS
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(15 cm x 4,6 mm; 5 um). Na elektrody byly vlozeny rtizna napéti v rozmezi od 500 mV do
700 mV a ochranna guard cela byla zvolena 750 mV. Nejlepsi odezvy bylo dosazeno pfii
vloZzeném napéti 600 mV u vzorka ovoce a zeleniny a 650 mV u bramboru. Eluce probihala
izokraticky. U tohoto pfistroje byla provedena i metoda standardniho ptidavku, kdy jsme

ovéftili presnost stanoveni vitaminu C a zaroven postup jeho extrakce z realnych vzorka.

Ke stanoveni obsahu vitaminu C v ovoci a zeleniné byly zavedeny dvé chromatografické
metody HPLC-UV/VIS a HPLC-ECD. Zarovenn byla provedena titratni metoda
s 2,6-dichlorfenolindofenolem jako odmérnym roztokem. Tyto metodiky byly zavedeny jako
podklad pro dalsi praci, napt. pfi méfeni a zkoumani ztrat vitaminu C pii Gpravé ovoce

a zeleniny v pokrmech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

uv Ultrafialova oblast spektra

VIS Viditelna oblast spektra

ECD  Elektrochemicky detektor

Afssa  Francouzskd agentura pro potravinaiskou bezpecnost
LDL  Lipoprotein s nizkou hustotou

HDL  Lipoprotein s vysokou hustotou
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PRILOHA P 1: VITAMIN C NA TRHU

Klasicke tabletové baleni, napt. od Lé€ivy Celaskon (tablety od 100 mg do 500 mg)

Celaskon 250 a APD C 500mg.

Obr.12 Celaskon v tabletach

Vitamin C "s dlouhotrvajicim uc¢inkem", vyhoda spociva v tom, ze se dané mnoZstvi
vitaminu uvolfiuje do organismu napt. v pribéhu celého dne. Napt. od Lécivy, Ce-

laskon effect 500.

Obr.13 Celaskon s dlouhotrvajicim ¢inkem



Sumivé tablety piidavajici se do vody.
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Obr.14 Celaskon Sumivé tablety

Injekéni piijem vitaminu C. Na nasem trhu jsou ampule 5 x 5 ml s obsahem 500 mg ¢in-
né latky v kazdé z nich. Nutno vSak dodat, Ze tato forma je pouze na Iékaisky predpis a pii

aplikaci (nitrozilni) neni pfili§ pfijemna.

Obr.15 Injekeni forma vitaminu C



PRILOHA P 2: CHROMATOGRAMY OVOCE A ZELENINY

Graf 4. Stanoveni vitaminu C v grepu metodou HPLC-UV/VIS
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Graf 5. Stanoveni vitaminu C v pomeranc¢i metodou HPLC-UV/VIS




Graf 6. Stanoveni vitaminu C v citronu metodou HPLC-UV/VIS

Graf 7. Stanoveni vitaminu C v kiwi metodou HPLC-UV/VIS




Graf 8. Stanoveni vitaminu C v paprice oranzové metodou HPLC-UV/VIS

Graf 9. Stanoveni vitaminu C v paprice zelené metodou HPLC-UV/VIS




Graf 10. Stanoveni vitaminu C v pomeranc¢i metodou HPLC-ECD
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Graf 12. Stanoveni vitaminu C v mandarince metodou HPLC-ECD

[mv]
a — 25-1V-2006-2 - kanal 1

— 25-V-2006-2 - kanal 2

[min.]

Graf 13. Stanoveni vitaminu C v kiwi metodou HPLC-ECD
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Graf 14. Stanoveni vitaminu C v paprice ¢ervené¢ metodou HPLC-ECD
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Graf 15. Stanoveni vitaminu C v paprice Zluté metodou HPLC-ECD
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PRILOHA P 3: DETERMINATION OF ASCORBIC ACID BY HPLC
WITH ELECTROCHEMICAL DETECTION

SONA SKROVANKOVA, DANIELA KRAMAROVA, KAMILA SIMANKOVA,
IGNAC HOZA

Tomas Bata University, Faculty of Technology, Dept. of Food Engineering, 275 Nam.
T.G.Masaryka, 762 72 Zlin, CZ

skrovankova@ft.utb.cz

Vitamin C is considered to be the most important vitamin for human nutrition which could
be best supplied by fruits and vegetables. The main biologically active form of vitamin C
is L-Ascorbic acid (AA). As a effective antioxidant, AA has the capacity to eliminate free
toxic radicals and other reactive oxygen species, formed in cell metabolism, which are
associated with several forms of tissue damage and disease and also with the process

of ageing.

Keeping in view its importance, the analysis of food products containing this vitamin
assumes great significance. Several analytical methods have been reported. The preferred
choice for AA determination is liquid chromatography (HPLC) with UV-visible or electro-
chemical detection®”. HPLC is quite popular because avoids the problems of non-specific

interference and offers the advantages of low detection limits with high selectivity.

For accurate dietary exposure determination we determined ascorbic acid in fruits and
vegetables, commonly consumed in spring in the Czech Republic, using HPLC with
electrochemical detection (ECD). The Coulochem III electrochemical detector was
designed for the detection of electroactive species in the eluent. For these reasons, new
quick reliable method for determination ascorbic acid was found. Because of very simple
matrices such as tropical fruits, vitamin C could be extracted directly by mobile phase
during the time of 15 minutes at laboratory temperature. Obviously, the samples were store

in such a way to be kept from sunlight.

Chromatographic conditions for EC-detection of vitamin C were specific:



Sample preparation: filtration (0,45 um, PTFE)

Injection volume: 20 pl

Mobile phase: filtration (0,20 um), (isocratic elution)
CH4:H5PO4:H,0 = 99:0,5:0,5

Column: Supelcosil LC-8, 5 um, [4,6 x 150 mm]

Flow rate: 1,1 ml.min™

Temperature of column: 30°C

Detector: ECD Coulochem III, type of cells 5010A

We determined that grapefruit contained 9,17 + 0,191 mg.100 g’', in orange
6,62 £ 0,415 mg.100 g'l, in lemon 12,38 £+ 0,198 mg.100 g1 and in strawberry
8,62+ 0,310 mg.100 g™
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