Stanovenie vitaminu C v brokolici

Zdenka Kucekova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2007 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav potravinafského inzenyrstvi
akademicky rok: 2006/2007

ZADANi BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Zdenka KUCEKOVA
Studijni program: B 2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Téma prace: Stanoveni vitaminu C v brokolici

Zasady pro vypracovani:
1. popsat fyziologii vitaminu C
2. vyizolovat vitamin C z brokolice
3. stanovit mnoistvi vitaminu C metodou HPLC



Rozsah prace:
Rozsah piiloh:

Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

Dle doporuceni vedouciho prace

Vedouci bakalarské prace: Ing. Daniela Kramarova, Ph.D.
Ustav potravinaiského inzenyrstvi a chemie

Datum zadéani bakalafské prace: 8. ledna 2007
Termin odevzdani bakalaiské prace: 4. éervna 2007

Ve Zliné dne 2. kvétna 2007

i

prof. Ing. Ignac Hoza, CSc. prof. Ing. Ignac Hoza, CSc.
dékan reditel tistavu




ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo vyizolovat' a stanovit’ obsah vitaminu C v brokolici pri réznych
tepelnych Gpravach. Vitamin C bol stanovovany v brokolici ¢erstvej, v brokolici varenej
vo vode po dobu 10 a 15 minat a v brokolici parenej po dobu 10 a 15 minat. K stanoveniu
vitaminu C bola pouZitd metéda HPLC-ECD.

Kracové slova: vitamin C, kyselina L-askorbova, HPLC-ECD, brokolica

ABSTRACT

The aim of this work was to isolate and measure the content of vitamin C in brocoli
at various thermal conditions. Vitamin C was maesured in fresh brocoli, brocoli boiled in
water for 10 and 15 minutes and brocoli steamed for 10 and 15 minutes. The HPLC-ECD

method has been used for measuring vitamin C.
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UvoD

Organizmy ziskavaju energiu na svoju cinnost' zo zakladnych zivin, ktoré prijimaji
z okolitého prostredia. Biochemickou premenou latok pritomnych v Zivindch sa spolu
s uvolmovanim energie syntetizuju aj zliceniny potrebné na stavbu bunkovych Struktur.
Bunky vSak nie su schopné niektoré potrebné zliceniny tvorit' pri metabolickych

premenéch, preto musia byt pritomné v potrave. Takéto latky sa nazyvaju esenciélne.

Medzi esenciélne latky patria vitaminy, ktoré spolu s bielkovinami, tukmi a sacharidmi patria
k z&kladnym zlozkam T'udskej stravy. V l'udskom organizme maju funkciu katalyzatorov
biochemickych reakcii, hraju vyznamn( ulohu pri procesoch vstrebavania a vymeny latok
medzi vonkajSim prostredim a Zivym organizmom. Vel'mi déleziti rolu hraji antioxidanty,

ktoré st tzv. lapaci vol'nych radikélov.

Jednym z vyznamnych antioxidantov je vitamin C. Antioxida¢ny tu¢inok vitaminu C
pomaha likvidovat’ voI'né radikaly, detoxikovat’ d’alSie chemické latky z ovzdusia a potravin
a suCasne zvySovat’ aktivitu imunologického systému, napriklad proti infekciam, stresom,
depresiam, Unave. Bréni vzniku Kkarcinogénnych nitr6zoaminov z dusi¢nanov
nachadzajucich sa v strave. Pomaha odstranovat zapaly, svalové bolesti, pomaha
pri regenerdcii organizmu ako celku, ale aj pri hojeni ran, Sedom zékale, normalizécii
krvného tlaku, prevencii anémie, rozklade cholesterolu, je aj protivraskovym ¢initefom, je
prirodzenym antihistaminikom, a tym aj antialergikom, chréni spermie pred oxidacnym
poskodenim ich genetického materialu, chrani a posiliiuje nase cievy, znizuje tvorbu krvnych
zrazenin.

Okrem ochrannych G¢inkov ma vitamin C aj mnohé nezastupitel'né fyziologické funkcie
v spolupraci s inymi latkami. Je nenahraditelny pre spravnu funkciu mozgu a nervového
systému, poméaha pri vstrebdvani Zeleza i aminokyselin, zniZuje straty vapnika a fosforu

z kosti, z(¢astiuje sa mnohych enzymatickych reakcii.

V dneSnej dobe je nizky prijem vitaminu C zévaZznym nedostatkom vyzivy. Je preto
nevyhnutné zarad'ovat' do jedalneho listka potraviny obsahujice vitamin C pravidelne
a v dostatocnom mnozstve. Z0 zvySenou spotrebou vitaminu C savisi fyzickd namaha,
psychicky stres, Zivotny Styl s negativnymi navykmi ako je alkohol, fajcenie, obézni l'udia

apod.
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Vysokym obsahom vitaminu C sa vyznacuje i brokolica. V brokolici sa nachadza vela
cennych latok. Jednou z nich je vldknina. Pravidelny prisun vlakniny ¢isti ¢revné steny
a povzbudzuje Cinnost’ zalidka, ¢im pomaha predchadzat zapche. Okrem toho znizuje
hladinu cholesterolu, bojuje proti osteoporéze a hemoroidom, zniZuje riziko infarktu
amftvice aZ o tretinu. Dostatok vlakniny je aj prevenciou proti vzniku rakoviny,
predovsetkym hrubého creva a koneénika. Zbavuje telo Skodlivin. Vldknina je nesmierne
dolezita pre spravnu latkovli vymenu. Nabal'uje na seba odpadové latky, rozpustné vo vode

a podporuje ich vylucovanie z tela.

Bakalarska préaca sa zaobera stanovenim obsahu vitaminu C v brokolici a zmenami obsahu
vitaminu C pri tepelnych Upravich. Pre stanovenie obsahu vitaminu C bola pouZita
analyticka metéda HPLC-ECD.
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1 VITAMINY

Vitaminy si organické nizko molekularne zliceniny syntetizované autotrofnymi
organizmami. Heterotrofné organizmy ich syntetizuja len v obmedzenej miere a ziskavaju
ich ako exogénne latky predovSetkym potravou a niektoré prostrednictvom crevnej
mikroflory. V Zivych objektoch plnia vyznamnu Glohu prekurzorov kofaktorov r6znych
enzymov (vitaminy sk. B), iné sa uplatiuju v oxidatne redukénych systémoch
(vitamin C a E). V l'udskom tele maji vitaminy funkciu katalyzatorov —biochemickych

reakcii. Podiel’aju sa na metabolizme bielkovin, tukov a cukrov [1].

Niektoré latky, ktoré samé nevykazuji fyziologické Géinky mozu slazit' ako prekurzory
vitaminov, su to tzv. provitaminy. Provitaminy sa v zivo¢isnom tele posobenim UV Ziarenia

alebo pomocou enzymov menia na vitaminy.

Vitaminy st latky s roznou chemickou $truktarou. Pre ich oznacenie sa pouZivaju trivialne
nazvy alebo velké pismena abecedy, pri vitaminoch s podobnymi fyziologickymi tcinkami

sa pouzivaju pri pismene Ciselné indexy [2].

Délezitym rozliSovacim znakom vitaminov je ich rozpustnost. Vitaminy sa takto delia na
dve skupiny. Vitaminy rozpustné vo vode, tzv. hydrofilné vitaminy a vitaminy rozpustné

v tukoch, tzv. lipofilné vitaminy.

Medzi hydrofilné vitaminy patria vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin, kyselina
nikotinova a jej amid, kyseliny pantothenové, pyridoxin, kyselina listova, kyanokobalamin),
kyselina lipoové, biotin, bioflavonoidy a vitamin C. Ich funkcia spociva v katalytickom
ucinku, pretoZze sa uplatiiuju ako kofaktory réznych enzymov v metabolizme nukleovych

kyselin, bielkovin, sacharidov, lipidov a inych latok.

Medzi lipofilné vitaminy sa radia vitamin A (retinol), vitaminy D (kalciferoly), vitaminy E
(tokoferoly a tokotrienoly), vitaminy K (fylochinony a farnochinony) a vitamin F (esencialne
mastné kyseliny). Lipofilné vitaminy vykazujd r6zne funkcie. Napriklad vitamin

A; (all-trans-retinol) sa uplatiiuje v biochemickych reakciach zrakového vnemu [3].
Latky, ktoré inhibuja vitaminy alebo brénia plnému vyuZitiu vitaminov sa nazyvaju
antivitaminy. Tieto latky urcitym spdsobom eliminuju funkciu daného vitaminu, to moze

viest’ az k prejavom deficiencie.
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Deficiencia (nedostatok) niektorého vitaminu sa oznacuje ako hypovitaminéza, ktord sa
na zivych objektoch prejavuje chorobnymi priznakmi. TaZsia forma nedostatku vitaminu sa
oznaCuje ako avitaminéza, dlhotrvajuca avitamindza mdze viest' az k smrti organizmu.
Naopak nadbytok niektorych vitaminov sa oznacuje ako hypervitamindza. Jedna sa hlavne
0 zvy3ené davky vitaminov A a D [4].

V potravinach sa vitaminy vyskytuji spravidla v mnoZstve od pg.kg™ do stoviek az tisicov

mg.kg™ podla druhu vitaminu, druhu potraviny a spdsobu ich spracovania [1].

Dnes sa vitaminy pouZivaju v potravinarskom priemysle k obohacovaniu potravinarskych
vyrobkov. Ato bud k resistucii potravin, doplneniu ich obsahu na pdvodnd hladinu
v surovine alebo k fortifikacii potravin, obohateniu na vy3Siu koncentraciu ako bolo ich

pdvodné mnozstvo [2].

1.1 VitaminC

peqa

Obr. ¢. 1: Vitamin C — 3D model
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Chemicky bol vitamin C po prvykrat izolovany v roku
CHzOH y PO prvyi y
1928 mad’arskym biochemikom, lauredtom Nobelovej
H—C—CH ceny za fyzioldgiu a lekarstvo z roku 1937 Albertem
O O Szent-Gyorgyim, vtedy eSte pod nazvom kyselina

hexuronova. O Styri roky neskor, v aprili 1942, Charles
Glen King z Pittsburghskej univerzity dokézal, Ze sa

OH OH jedna o rovnakd chemicku latku, ktora je obsiahnuta

napriklad v ovoci a zabranuje skorbutu (nezavisle na

Kyselina L-askorbova fiom a priblizné v rovnakej dobe k tomuto objavu
dospel i Albert Szent-Gyorgyi). Sir Walter Norman Haworth z Birminghamskej univerzity,
drzitel Nobelovej ceny za chémiu z roku 1937, dokézal ako prvi vypracovat' presnd

chemicka Struktaru vitaminu C a vyrobit’ ho syntetickou cestou [5].

Vitamin C je dolezitd antioxidac¢na latka, ktora sa v l'udskom organizme ucastni dlhej rady
réznych procesov — ucastni sa biosyntézy mukopolysacharidov, prostaglandinov, absorpcie
ibnovych foriem Zeleza, jeho transportu, stimuluje transport sodnych, chloridovych iGnov
a zrejme aj vapenatych idnov, uplatiluje sa v metabolizme cholesterolu, drog, ma vyznam pri
syntéze Kkolagénu, pri premene niektorych aminokyselin, pri syntéze steroidov

v nadladvinach a v mnohych d’alsich oblastiach.

1.1.1 Vznik kyseliny L — askorbovej

LCudsky organizmus sa od va¢siny zivych organizmov odliSuje tym, Ze si nedokaze vitamin C
syntetizovat’ sam. Rastliny a takmer vSetky zvierata (okrem primatov, morciat a netopierov
ziviacich sa ovocim) v tomto ohlade cCloveka prekonavaju. Ludia, primaty, morcata
a netopiere stratili schopnost’ syntetizovat’ vitamin C z dévodu mutécie v genetickom kdde
L-gulonolaktonoxidasy, enzymu potrebneho pre biosyntézu vitaminu C. Biosyntéza kyseliny
L-askorbovej postupuje cez kyselinu D-glukuronovd, jej redukciou na kyselinu L-gulonovd,
ktord wvytvara lakton. Ten je potom oxidovany L-gulonlaktonoxidasou na

3-keto-L-gulonolakton, ktory sa enolizuje na kyselinu L-askorbovu [6]:
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NADH + H" -H,0
D-glukosa — kys. D-glukuronovd——— kys. L-gulonovd — L-gulonolakton

L-gulonlaktonoxidasa

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

Obr. ¢. 2: Vznik kyseliny L - askorbovej

1.1.2 Strukt(ra a chemizmus vitaminu C

Zéakladnou biologicky aktivnou zlueninou je L-askorbovd kyselina (y-lakton
L-threo-2-hexenovej kyseliny). Jej izomér D-askorbova kyselina a druhy par enantiomérov

tj. L- a D-isoaskorbova kyselina aktivitu vitaminu C prakticky nevykazuju.

Nazvom vitamin C sa neoznaCuje len L-askorbova kyselina, ale aj jej cely reverzibilny
redoxny systém, ktory okrem L-askorbovej kyseliny zahfia i jej produkt jednoelektronovej
oxidacie L-askorbylradikal (L-monodehydroaskorbova kyselina) a produkt dvojelektrénovej

oxidécie L-dehydroaskorbovu kyselinu [2].

— CH,0H

2 H——OH

H O}; o

ey “H - —0
0 i T
i 0 0
0 oH
kys. L-askorbova L-askorbylradikal kys. L-dehydroaskorbovéa

Obr. ¢. 3. Oxidacno-redukcny systém vitaminu C

Endiolovy systém v konjugécii s karbonylovou skupinou udel'uje kyseline L-askorbovej
dost’ zna¢nl Kyslost’. L-dehydroaskorbova kyselina moéze byt spatne redukovand na
kyselinu L-askorbovou, napr. pomocou reduktantu glutathionu (GSH), ktory oxidaciou
vytvori zdvojent molekulu s -S-S- mostikom (GSSG) [2].
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L-askorbova kys. ———— L-dehydroaskorbova kys.

GSSG GSH

Obr. ¢. 4: Spatnd redukcia L — dehydroaskorbovej kyseliny

Vitamin C je vel'mi dobre rozpustny vo vode, v neutrdlnom, kyslom a alkalickom prostredi
za katalytickych u¢inkov tazkych kovov (Cu, Fe) podlieha I'ahko oxidécii za vzniku
kyseliny L-dehydroaskorbové. Tuto oxidaciu katalyzuju r6zne enzymy a to peroxidasa,
askorbasa alebo cytochromoxidasa. Prenos elektronov je reverzibilny, pokial’ nie je
porusena kruhova Struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Pokial’ dbjde Kk jej
hydrolytickému rozstiepeniu, vznika kyselina 2,3-dioxo-L-gulonov4 a aktivita vitaminu C
zanika [1].

1.1.3 Fyziol6gia vitaminu C

Jednou z hlavnych biologickych funkcii tohto oxida¢ne reduk¢éného systému je podiel na
prenose vodika a elektronov z vychodiskovych substratov az na molekularny Kyslik.
To plati hlavne pre rastlinny material. Tento redukény systém byva Casto podporovany
bioflavonoidovym oxida¢ne redukénym systémom. Vitamin C posobi ako kofaktor
hydroxylécie pri konverzii prolinu na hydroxyprolin. Uplatiiuje sa tieZ pri vzniku tyrosinu
alebo nad l'advinovych steroidov. Extracelularne funkcie vitaminu C by mohli predovietkym
spocivat’ v ochrane LDL (Low Density Lipoprotein) proti oxidacii, v regeneracii tokoferolu
(vitamin E) z tokoferoxylového radikdlu a v regeneracii glutathionu z jeho oxidovanej
formy. PGsobi do istej miery priaznivo na znizovanie sérovej hladiny celkového cholesterolu
a zvySuje koncentrdciu HDL (High Density Lipoprotein) cholesterolu pri zacinajicej
hypercholesterolémie. Dalej redukuje Zelezo z potravy a zvySuje tak jeho intestinalnu
absorpciu alebo blokuje reakciu, pri ktorej vznikaju karcinogénne nitrosaminy. Vitamin C
napomaha do istej miery obranyschopnosti organizmu. Askorbat totiz zvySuje aktivitu
fagocytov a chrani ich membrany pred oxida¢nym poSkodenim, zvySuje hladinu protilatok
[7].

K oxidécii askorbovej kyseliny na dehydroaskorbovl kyselinu dochédza pd&sobenim
enzymov, ktoré sa radia do kategdrie antivitaminov vitaminu C. Askorbovd kyselinu tiez

oxiduje vzdusdny kyslik a rozne chemické oxidaéné ¢inidla. Oxidacia na dehydroaskorbovi
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kyselinu je vratnd reakcia a moze prebichat’ réznymi mechanizmami. V pripadoch, ked’
prenosom jedného elektronu vznika ako medziprodukt radikal askorbovej kyseliny
sa oxidacia oznacuje ako jednoelektronova. Ak vznika dehydroaskorbova kyselina priamo,

hovori sa o dvojelektronovej oxidacii [2].

1.1.4 Reakcie vitaminu C s voP’nymi radikalmi

Kyselina askorbové a jej izomeéry a derivaty mozu reagovat’ aj s vol'nymi radikalmi, ktoré
spbsobuju oxidaciu lipidov a dalsich oxylabilnych zloZiek potravin. Brzdia tak retazova
autooxidacnil reakciu aucinne posobia ako antioxidanty. Reakciu askorbovej kyseliny
s peroxylovym radikdlom mastnej kyseliny (R-O-O¢), pripadne s alkoxylovym radikalom
(RQOe), mozno schématicky znazornit’ nasledujiicou rovnicou (kde R-O-OH je hydroperoxid

mastnej kyseliny a H, A je kyselina L-askorbova):

H, A + R-O-OH - HAe + R-O-OH

Vzniknuty askorbilradikdl uz nie je schopny vyvolat dalSiu retazovi reakciu

a disproporcionuje na askorbovud a dehydroaskorbovu kyselinu.

Askorbova kyselina je obecne u¢innej$im antioxidantom, ak sa pouZiva v kombin&cii
s tokoferolmi. Tie potom prednostne reaguji s volnymi radikalmi lipidov, vzniknuté
radikély tokoferolov su na fazovom rozhrani tuk-voda redukované spét’ na tokoferoly
askorbovou  kyselinou.  Z askorbylpalmitatu  vznikd  cez  prislusny  radikal
dehydroaskorbylpalmitat, ktory v3ak na rozdiel od dehydroaskorbovej kyseliny neméze
tvorit’ cyklicky hydrat.

Askorbova kyselina reaguje podobne aj s toxickymi formami kyslika ako je hydroxylovy
radikal (HO®) alebo ani6n superoxidového radikalu (O,®) a singletovy kyslik (*O,). V3etky

tieto reakcie tak sticasne spomaluju oxidaciu lipidov [6].
H,A + HO® > HAe + H,0

H2A + 02°+H+9 HAe + H2 02
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1.1.5 Vyskyt

Vitamin C sa vyskytuje najéastejsie vo forme kyseliny askorbovej hlavne v ovoci a zelenine.
Hlavnymi zdrojmi vitaminu C sU citrusové plody, cierne ribezle, kiwi, Sipky, paprika,

jahody, raj¢iny, brokolica, zemiaky, kapusta. MnoZstvo vitaminu C sa meni v zavislosti na

odrode, klimatickych podmienkach, skladovani a sp6sobe spracovania surovin [8].

Tabulka ¢. 1: Obsah vitaminu C v niektorych potravinach

Potravina Obsah (maka™ Potravina Obsah (maka™
maso 10-20 mrkva 50-100
vnutornosti 50-340 petrzlen korerfovy 230
mlieko 5-20 petrZzlen kuCeravy 1500-2700
jablka 15-50 pazitka 430
hrusky 20-40 por 150-300
slivky 25-45 cibule 90-100
broskyne 70-100 cesnak 150-160
viSne, CereSne 60-300 chren 450-1200
egreSe 330-480 kapusta 170-700
Cervené ribezle 200-500 kel 700-1400
¢ierne ribezle 1100-3000 kapusticky 1000-1030
hrozno 20-50 brokolica 1100-1130
jahody 400-700 karfiol 47-1610
cucoriedky 90 kalerab 280-700
melény 130-590 Salat hlavkovy 60-300
pomarance 300-600 Spenat 350-840
citrény 300-640 rajciny 80-380
grapefruity 240-700 fazulové struky 90-300
ananas 150-250 paprika 620-3000
banany 90-320 uhorky 65-110
Kiwi 700-1270 $pargla 150-400
mango 100-350 hraSok 80-410
papéja 620-980 cvikla Gervena 65
Sipky 2500-10000 zemiaky 80-400

1.1.6 Stabilita vitaminu C

Askorbovéa kyselina je jednym z najmenej stabilnych vitaminov. Pri skladovani, kulinarnom
a priemyselnom spracovani l'ahko dochddza k stratdm vitaminu C. NajvyznamnejSie su
straty vyluhom a oxidaciou. V nepritomnosti vzdusného kyslika su straty spdsobené hlavne

kyselinami katalyzovanou degradaciou. Pri vareni sa I'ahko ni¢i z dévodu rychlej oxidacie na
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kyselinu L-dehydroaskorbovu, ktora T'ahko otvara laktonovy kruh, ¢o spdsobuje stratu
biologickej aktivity.

Vitamin C reaguje na vzduch, teplo a vlhkost’ mimoriadne citlivo. Teplo vak odbdravanie
vitaminu C podporuje. To spdsobuju Speciélne enzymy, ktoré si zvlast’ u¢inné pri teplotach
okolo 40°C, pri 70°C dochadza vsak k ich zni¢eniu. Preto by sa mala zelenina rychlo
priviest do vyssich teplot a potom pomaly pripravovat. Pritom sice strata vitaminu

pokracuje, ale zna¢ne pomalSie [9].

Pri kuchynskej Uprave sa mdZe obsah vitaminu C v potravinach znizit' o d’alsich az 70 %.
Varenim napr. oSUpanych zemiakov sa znizi obsah vitaminu C o 30-50 %. Pri mleti, krajani,
strihani alebo mixovani ovocia a zeleniny sa vdaka takto zvySenému mnoZstvu pléch
a zaroven vd’aka poruseniu bunkového tkaniva urychl'uje enzymatické odbdravanie vitaminu
C. Pri rychlom a opatrnom zmrazeni mozZno straty vitaminu udrZat' relativne nizke,
takZze hlboko zmrazena zelenina Casto vykazuje viacej vitaminu C ako cerstvé ovocie
a zelenina, ktoré su skladované ovel’a kratSiu dobu. Je samozrejme déleZité vediet, Ze aj
proces rozmrazovania, ak nie je urobeny spravne, moéze byt pri¢inou znehodnotenia celé
rady cennych Zivin vratane vitaminu C — pri pomalom rozmrazovani dochadza k potrhaniu
bunkovych stien a k tniku zna¢ného podielu vitaminu spolu s uvolnenou $tavou. Straty
potom mdZzu dosiahnut’ az 60 %. Pomalé rozmrazovanie je teda z hl'adiska obsahu
vitaminov (ale i minerélnych latok) vyslovene nevhodné. VVhodnejSie je upravovat’ priamo

zmrazenu zeleninu vlioZenim do vriacej vody alebo na rozpéleny tuk [10].

Vzdudny Kkyslik rozkladd vitamin C na obnaZenych plochach potravin. Rozsah tejto
destrukcie je tym vacsi, ¢im dlhSia doba uplynie medzi olGpanim zeleniny a jej vloZenim do
vriacej vody a ¢im véc¢sia plocha je vystavena pésobeniu vzduchu. Preto je Setrné, ked sa

suroviny lpu a krajaju tesne pred vloZenim do vriacej vody alebo pred konzuméciou.

Straty kyseliny askorbovej vyluhom si obvyklé pri umyvani, predvareni, vareni
a konzervovani ovocia a zeleniny. V pripadoch, ked’ sa prislusny vyluh d’alej nespracovava.
Povaha arozsah strat zavisi na teplote, pH, mnozstve vody, velkosti povrchu materialu,
zrelosti, rozsahu kontaminacie t'azkymi kovmi a privode kyslika. Straty vyluhom su vysSie

na listovej zelenine s vel’kym povrchom ako na korefnovej zelenine.

K stratam vitaminu C moze dochadzat’ tieZ reakciou askorbovej kyseliny s niektorymi

reaktivnymi  zloZzkami potravin. Technologicky vyznamné su reakcie s chinonmi
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vznikajucimi reakciami enzymového hnednutia, reakcie s dusitanmi a hemovymi farbivami

vV mése a masovych vyrobkoch.

1.1.7 Doporucena denna davka vitaminu C

Denny prijem 100mg vitaminu C je spojeny s udrzanim maximalnej zasoby vitaminu C
v l'udskom organizme, ktora ¢ini 3g. Z&soby vitaminu C sU v organizme nerovnomerne
rozloZene v tkanivach s vysokou metabolickou aktivitou. Skér sa uvadzalo, Ze znizenie
rizika kardiovaskularnych chordb a rakoviny je podmienené minimélnym dennym prijmom
90 az 100mg vitaminu C, a vSak finsky wvedci potvrdili, Ze oxidativnu modifikaciu
lipoproteinov znizuje vitamin E a zaroven nepreukazali podobny pozitivny efekt zo strany
askorbatu. Dalsi autori uvadzaju, Ze uzitie vysokych davok askorbatu nema Ziadny pozitivny
vplyv na zlep3enie funkcie myokardu, ktory bol poskodeni ischémiou. Tak isto nebol
doposial’ preukazany ani najrozsirenejs$i mytus o lieCebnom ucinku askorbatu pri beznom
prechladnuti. Denna doporucena davka vitaminu C zavisi na veku, pohlavi, na Zivotnom
§tyle a na mnohych d’aldich faktoroch. V CR je priemerna denna doporu¢ena davka pre
beznych jedincov 75mg na jeden deil. Pre deti od 3 do 10 rokov sa odporuca polovicna
davka. Potreba vitaminu C sa v3ak vyrazne zvySuje pri vy3Sej telesnej zatazi, infekénych

ochoreniach, trvalom psychickom strese, alkoholizme, v tehotenstve a pod [11,12,13,14].

1.1.8 Avitaminosa, hypovitaminosa

Nedostatok vitaminu C (hypovitamindza) sa prejavuje zvySenou unavou, slabost'ou,
bolestami v kostiach, krvacanim d’asien, poskodenim zubného 16Zka. Avitamin6za sa
prejavuje ochorenim nazvanym skorbut. Priznaky tohto ochorenia su krvacavost,
uvolmovanie zubov, l'ahka lamavost’ kosti a zIé hojenie ran. Vitamin C tiez zasahuje do
biosyntézy katecholaminov a jeho nedostatok je v tejto oblasti spojeny s vyskytom depresii,

hypochondriou a zmenami nalad [1].
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2 CHROMATOGRAFIA

Chromatografia je fyzikalno-chemicka separacna metdda. Jej podstatou je rozdelovanie
zloZiek zmesi medzi dvoma fazami: nepohyblivou (stacionarnou) a pohyblivou (mobilnou).
Samotna separdcia je ddsledkom rozdielnej afinity jednotlivych zloZiek ku tymto dvom
fazam. Stacionarna a mobilni faza sa od seba odliSuju niektorou zékladnou fyzikélno-

chemickou vlastnostou, napr. polaritou [15].
Chromatografické metody sa daju klasifikovat’ z réznych hladisk:
Z hladiska mobilnej fazy:
¢ plynova chromatografia (Gas Chromatography — GC)
¢ kvapalinova chromatografia (Liquid Chromatography — LC)
Z hladiska mechanizmu separacie:
¢ adsorp¢na chromatografia— prebieha adsorpcia zloZiek na stacionarnej faze
¢ rozdelovacia chromatografia
¢ ionexova chromatografia — stacionarnu fazu tvori ionex (meni¢ i6nov)
¢ gélova chromatografia — stacionarnu fazu tvori pérovity gél
¢ afinitnd chromatografia
Z hladiska usporiadania stacionarnej fazy:
¢ chromatografia v ploSnom usporiadani
¢ papierova chromatografia (Paper Chromatography — PC)
¢ chromatografia na tenkej vrstve (Thin Layer Chromatography — TLC)
¢ kolonova chromatografia (niekedy tiez stipcova) — stacionarna faza ma tvar stipca
Z hladiska vyhodnocovacej techniky:
¢ clucna chromatografia
¢ frontélna chromatografia
¢ vytesilovacia chromatografia

Chromatografia je vzdy spojena s urcitou detek¢nou technikou [16,17].
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2.1 Kvapalinova chromatografia

elucne cinidlo

" I e—

BUO|OY

detektor

K
gerpadlo D_—. PC

Obr. ¢. 5: ZjednoduSena schéma kvapalinového chromatografu.

Elu¢né ¢inidlo (eluent) zo zasobnej flase prudi za pomoci Cerpadla cez tlmi¢ pulzov do
kolony, pretekd kolonou a vyteka z kolony cez detektor. Vzorka sa pomocou injekénej
striekacky davkuje na kolonu. Pri postupe cez kolénu sa rozdeli na jednotlivé zloZzky, ktoré
postupne vystupuju cez detektor. Signaly z detektora sa spracuju na pocita¢i pomocou

vyhodnocovacieho softwaru.

Kvapalinova chromatografia (angl. Liquid Chromatography — LC) je chromatograficka
metdda, pri ktorej je mobilnou fazou kvapalina. VyuZiva sa na delenie kvapalin, alebo na
delenie rozpustenych zloziek v kvapaline. Da sa vyuZzivat' na preparativne ucely, ale aj na

analytické stanovenie latok, pripadne na identifikaciu jednotlivych zli¢enin [18].

2.1.1 Kvapalinovy chromatograf
Medzi hlavné ¢asti kvapalinového chromatografu patri:

¢ zasobna flaSa — slizi ako zdroj eluéného Cinidla (mobilnd faza). Tu sa elucné

¢inidlo aj uchovéva.
¢ Cerpadlo — precerpava eluéné ¢inidlo zo zasobnej fI'ase na koldnu

¢ tlmi¢ pulzov — zabezpecuje ustaleny prietok elu¢ného ¢inidla do kolony
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¢ kol6na — podobne ako pri plynovej chromatografii je to miesto samotnej separécie.

Kolony pre kvapalinovi chromatografiu majii priemer 0,2 az 2 cm a dizku 10 az

100 cm.
¢ detektor — detekuje vyplavované zloZzky z kolony

¢ vyhodnocovacie zariadenie (integrator) — véacsinou osobny pocita¢ s prisluSnym

softvérovym vybavenim [19].

Kvapalinova chromatografia méze prebiehat’ pri normalnom tlaku alebo pri zvySenom tlaku
(HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Zékladnou vyhodou HPLC je
Siroky rozsah pouzitelnosti. Mozno analyzovat’ az 80 % vSetkych latok, ktoré sa podstatne
liSia v chemickych a fyzikalnych vlastnostiach. Dalsou prednostou je moznost’ uéinne
ovplyviiovat’ separaciu nielen volbou stacionarnej faze, ale rovnako zmenami zlozenia
mobilnej faze, pretoZe kvapalnd mobilnd faza nie je len inertnym nosiCom vzoriek,

ale podiel'a sa priamo na interakciach rozpustenych latok so staciondrnou fazou [15].

2.1.2 Princip kvapalinovej chromatografie

Elu¢né ¢inidlo (mobilné faza) pradi pomocou Cerpadla a prechadza cez tlmi¢ pulzov, kde sa
stabilizuje jeho prietok cez kolony. Mobilna faza a vzorka vstupujd temenom do kolény
a nastava separacia zloZiek v dosledku rdznej afinity zloZiek k stacionarnej fdze. Po urcitom
Case (retenény Cas) zacnu jednotlivé zloZky kolonu opustat’ - nastava ellcia. Vychadzajuce
zlozky zaznamenava detektor a jeho signdl je dalej spracovany integratorom

(pocitac) [20].

2.1.3 Detektory v kvapalinovej chromatografii

Detektor je zariadenie, ktoré premienia analyticky signal (eluciu zloZiek zmesi) na elektricky
signal, ktory je d’alej spractivany. Vol'ba detektora je zavisla od povahy separovanej zmesi

aj od povahy mobilnej fazy.
Z&kladné typy detektorov pouzivanych v kvapalinovej chromatografii:
¢ Elektrochemicky — pr. Coulochem II1

¢ fluorometricky
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¢ konduktometricky detektor (meria vodivost” eluétu)

¢+ UV/VIS

Obr. ¢. 6: HPLC - kompletna aparatdra. Obr. ¢. 7 : Coulochem Il
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3 BROKOLICA

Obr. ¢. 8 : Brokolica sparglova

Brokolica — Kapusta obycajna Sparglova (Brassica oleracea, var. italica) z celade
Brassicaceae je druh hlibovej zeleniny so zhrubnutou stonkou zakonéenou zelenymi alebo
modrastymi kvetmi v tvare ruZice. Pochadza pravdepodobne z oblasti Stredozemného mora
a jej nazov je odvodeny z latinského brachium, ¢o znamena konar. V byvalom
Ceskoslovensku sa brokolica zagala §Fachtit’ a pestovat’ na zadiatku patdesiatych rokov.
Najvacsi rozmach nastal az v osemdesiatych a devitdesiatych rokoch, ked” mali l'udia
0 kvalite cennej zeleniny viac informécii. V sucasnosti sU jej hlavnymi pestovatel'mi USA
a zeme juznej Eurdpy. Je bohatd na obsah zdraviu prospeSnych vitaminov a minerélov
[21,22].

Brokolica m& svoju typicku arému, ktora je vyvolana 3-methyl-sulfinyl-propyl-isothio-
kyanatom, ktory vznikd z glukozinolatu nazyvaného glukoiberin. Ma vyznamné dietetické
ucinky na l'udsky organizmus, svojim obsahom uc¢innych latok posobi silne protiskleroticky,
je vhodna pre diabetikov. Je podpornym prostriedkom pri dvanastnikovych vredoch,
ukludnuje ¢reva. Obsahuje kyselinu tartronovi a inositol, latky, ktoré brzdia premenu
glykozidov na tuky a cholesterol. Je v nej tieZz obsiahnuty cely rad volnych

aminokyselin - fenylalanin, leucin, tryptofan, treonin.

Brokolica je bohata na vitamin C, draslik, fosfor a siru. Dalej obsahuje velké mnoZstvo
Zeleza a kyseliny listovej, vitamin E, niacin, biotin, p-karotén, hor¢ik, selén a zinok.

Obsahuje 90 % vody a malo sacharidov a tukov. Je dobrym &istiacim prostriedkom pre telo
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a pomaha pri redukcii vahy. Rovnako ako karfiol, ruzickovy kel a kapusta, patri medzi
hlibovitd zeleninu, ktor4 obsahuje mnoho blahodarnych fytochemickych Ilatok napr.
glukozinolatov (sulforafan), indoly, karotenoidy, dithiolthiony, fenoly, terpeny, ktoré majd
protinadorovy ucinok. Brokolica mé priaznivy vplyv na tUpravu traviacich tazkosti.

Obsahuje aj cennu vlakninu, potrebnu pre spravnu ¢innost’ ¢riev a zaludka [23,24].

Brokolica je nezanedbatelnym pomocnikom pri prevencii réznych ochoreni a podporou
imunitného systému pri lieCebnych procesoch. Pomaha pri prevencii rakoviny plac, znizuje
riziko vzniku nadorovych ochoreni, detoxikuje organizmus, zlepsuje ¢innost’ srdca, svalov
a nervov. Obsahuje glukorafanin, ktory je prekurzorom sulforafanu, latky preukazatelne
braniacej nadorovému bujneniu. Sulforafan zabija aj baktériu Helicobacter pylori,
zodpovednu za vredovl chorobu. Prave tato baktéria je povazovana aj za povodcu vacsiny

pripadov rakoviny Zaludka [25, 26].

Obr. ¢. 9 : Helicobacter pylori
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II. PRAKTICKA CAST
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4 STANOVENIE VITAMINU C METODOU HPLC - ECD

4.1 Chemikalie

kyselina m-fosfore¢na (dodavatel’ — Dorapis Praha)
methanol ¢istoty pre HPLC (dodavatel’ — Sigma Aldrich)
morsky piesok (dodavatel’ — Chemapol Praha)
redestilovana voda

Ks[Fe(CN)g] (dodavatel’ — Chemapol Praha)

ZnSO, (dodavatel’ — Chemapol Praha)

4.2 PouZity pristroj
Aparatura pre HPLC-ECD (ESA - Coulochem 111)
- analyticka cela 5010A
- guard cela 5020
- detektor Coulochem I11
- davkovaci ventil analyticky sluckovy (davkovacia slu¢ka o objeme 20 pl)
- koléna SUPELCOSIL - LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um), (Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programom ChemStation — Instrument1 (Agilent, USA)
Déavkovacia stiekacka (Hamilton, USA)

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

Mikrofilter na mobilnd fazu 0,2 um (Supelco, USA)

4.3 Kalibracna krivka pre stnovenie vitaminu C

S presnostou na 0,0001g bolo navazenych 0,0020g kyseliny L-askorbovej. Navazka bola

rozpustena v 250 ml odmernej banke a bola doplnend po rysku mobilnou fazou

(zmes CH3OH: H3PO,: rH,O v pomere 99:0,5:0,5). Koncentréacia zasobného roztoku bola

8 pg.mi™. Zo zasobného roztoku kyseliny L — askorbovej boli pripravené kalibraéné roztoky

o koncentraciach 1, 2, 4 a 6 ug.ml™ riedenim zéasobného roztoku s mobilnou fazou.
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Chromatografickd separacia prebiehala na koléne SUPELCOSILL C8, 5 um
(15 cm x 4,6 mm). Eldcia bola robené izokraticky s mobilnou fazou pri 30°C a prietoku
1,1 ml.min™. Kalibraéna krivka bola merana pri napati K; = 600 mV a K , = 650 mV. Bola

zostrojena ako zavislost’ plochy piku [mV.s™] na koncentrécii kyseliny askorbovej [ug.mI™].

Tabulka & 2: Kalibracia vitaminu C metédou HPLC

Koncentrécia kyseliny Priemernd plocha piku
L — askorbovej [ug.mi™] [mV.s']
1 73,7
2 92,7
4 148,7
6 194,7
8 221,0

Graf ¢ 1: Kalibracna Krivka s rovnicou regresie pre stanovenie vitaminu C metédou
HPLC na kanale K; =600 mV.
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Graf ¢ 2: Kalibracnd krivka s rovnicou regresie pre stanovenie vitaminu C metédou

HPLC na kanale K;= 650 mV
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4.4 Postup pri stanoveni vitaminu C v brokolici

Pre stanovenie vitaminu C bolo odvazenych 10g brokolice s presnostou na 0,001g.
Brokolica bola v trecej miske rozotrend s morskym pieskom. Bolo pridanych 50 ml mobilnej
faze (zmes CH3;OH: H3PO,4: rH,O v pomere 99:0,5:0,5). Vzorka sa nechala 15 mindt
extrahovat’ a nasledne bola prefiltrovana. Filtrat bol vy¢ireny podl'a Carreza. K filtratu bolo
odpipetovanych 10 ml Carrezovho ¢inidla (ZnSO4) | a 10 ml Carrezovho ¢inidla 11
(K4[Fe(CN)g]. Roztok bol opat prefiltrovany. Filtrat bol zriedeny s mobilnou fazou
v pomere 1:4. Alikvotna Cast’ filtratu bola pred vstrekom na kolonu prefiltrovand cez
mikrofilter PTFE o velkosti porov 0,45 pum. Chromatografickd separacia prebiehala na
koléne SUPELCOSIL C8, 5 um (15 cm x 4,6 mm). Elucia bola robend izokraticky
s mobilnou fazou pri 30°C a prietoku 1,1 ml.min™. Detekcia kyseliny askorbovej bola
robend pomocou potenciélu na dvoch kanaloch s napatim K; = 600 mV a K, = 650 mV.
Z dévodu lepSej odozvy signalu bol pouzity kandl K;= 600 mV pre presnejSie stanovenie.

Kazda vzorka bola merana 5-krat.
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Vysledky stanovenia vitaminu C v brokolici

Obsah vitaminu C bol stanoveny v ¢erstvej brokolici, v brokolici varenej vo vode a brokolici
varenej v pare po dobu 10 a 15 minat. Z dévodu lepSej odozvy signalu bol pouZity kanal
Ki= 600 mV pre presnejSie stanovenie. Odhad smerodajnej odchylky s, ktora je zakladnou

charakteristikou pri ndhodnych chybach, bol vypocitany podla vzorca:

Skuto¢ny obsah vitaminu C bol vypocitany vzorca:

S
= X+t—-t
R

Hodnota Studentovho koeficientu t je pri testovanej hladine vyznamnosti o = 0,05 a pri

Styroch stupnoch volnosti 2,13109.

Tabulka ¢. 3: Stanovenie vitaminu C v Cerstvej brokolici

Obsah vitaminu C
Plocha piku [mV.s™]
[mg.100g™]
406,62 56,19
399,00 54,97
407,23 56,28
405,32 55,98
403,29 55,66
X = 404,29 X = 55,82
Smerodajné odchylka 0,473 mg

Priemerny obsah vitaminu C: 55,82 + 0,451 mg.100g™ (a = 0,05)
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Tabulka ¢. 4: Stanovenie vitaminu C v 10 minat varenej brokolici vo vode

Plocha piku [mV.s™]

Obsah vitaminu C

[mg.100g™]
384,31 52,63
383,66 52,53
383,53 52,51
382,94 52,41
383,74 52,54
X = 383,63 X = 52,53
Smerodajné odchylka 0,070 mg

Priemerny obsah vitaminu C: 52,53 + 0,067 mg.100g™ (a = 0,05)

Tabulka ¢. 5: Stanovenie vitaminu C v 15 minat varenej brokolici vo vode

Plocha piku [mV.s™]

Obsah vitaminu C

[mg.100g™]
322,58 42,80
322,67 42,81
321,84 42,68
322,74 42,83
321,95 42,70
X = 322,355 X =42,76
Smerodajné odchylka 0,061 mg

Priemerny obsah vitaminu C: 42,76 + 0,058 mg.100g™ (a = 0,05)
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Tabulka ¢. 6: Stanovenie vitaminu C v 10 minut parenej brokolici

Obsah vitaminu C
Plocha piku [mV.s™]
[mg.100g™]
382,71 52,38
384,47 52,66
385,64 52,84
386,24 52,94
385,79 52,87
X = 384,969 X =52,74
Smerodajné odchylka 0,202 mg

Priemerny obsah vitaminu C: 52,74 + 0,193 mg.100g™ (a = 0,05)

Tabulka ¢. 7: Stanovenie vitaminu C v 15 minat parenej brokolici

Obsah vitaminu C
Plocha piku [mV.s™]
[mg.100g™]
342,00 45,89
345,66 46,48
343,43 46,12
344,59 46,31
343,67 46,16
X = 343,87 X = 46,19
Smerodajné odchylka 0,195 mg

Priemerny obsah vitaminu C: 46,19 + 0,185 mg.100g™ (a = 0,05)
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Graf ¢. 3: Porovnanie obsahu vitaminu C v surovej a varenej brokolici vo vode
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Graf ¢. 4: Porovnanie obsahu vitaminu C v surovej a parenej brokolici
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Graf ¢. 5: Porovnanie obsahu vitaminu C v surovej, varenej vo vode a parenej brokolici
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Z grafov ¢. 3-5 vyplyva, Ze tepelnou Upravou sa obsah vitaminu C znizuje. Pri brokolici
varenej vo vode a parenej po dobu 10 minut rozdiel obsahu vitaminu C nie je vysoky. Pri
brokolici varenej a parenej po dobu 15 minut je vSak tento rozdiel uz vyraznejsi. Z ¢oho
plynie, Ze pri dlh3ej tepelnej Uprave je z hl'adiska obsahu vitaminu C vyhodnejSie varenie

v pare ako vo vode.

Najnizsi ubytok vitaminu C bol pri brokolici parenej po dobu 10 minat, percentuélny tbytok
C¢inil 5,52 %. Pri brokolici varenej vo vode po dobu 10 min. bol percentudlny ubytok
vitaminu C 5,89 %. Pri brokolici parenej po dobu 15 minat ubytok &inil uz 17,25 %
a najvyssi tbytok vitaminu C bol pri brokolici varenej vo vode po dobu 15 minut, ktory bol
az 23,40 %.
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6 METODA STANDARDNEHO PRIDAVKU

S presnostou na 0,0001g boli navdzené 3mg Standardného preparatu vitaminu C.
Standardny pridavok bol pridany k Gerstvej brokolici, ktora v priemere obsahovala 55,82
mg vitaminu C na 100g brokolice a jej priemerna plocha piku bola 404,29 mV.s™. Postup
pri stanoveni bol zopakovany rovnakym spdsobom ako v kapitole 4.4. Hodnota piku so
Standardnym pridavkom bola 422,02 mV.s™. Dosadenim tejto hodnoty do kalibraénej krivky
a vynasobenim prislusnym riedenim bol vypogitany obsah vitaminu C 58,64 mg.100g™.
Postup izolécie vitaminu C a jeho stanovenie pri danych chromatografickych podmienkach

bol overeny.
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ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bola izolacia vitaminu C a stanovenie jeho obsahu
v brokolici. Obsah vitaminu C bol stanovovany v brokolici ¢erstvej, v brokolici varenej po

dobu 10 a 15 mindt a v brokolici parenej po td istu dobu.

Na stanovenie obsahu vitaminu C bola pouzitd vysokoucinnad kvapalinovd chromatografia
HPLC - ECD. Vzorky boli merané na kolone SUPELCOSIL-LCS8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um).
Ako mobilna faza bola pouzitad zmes CH;OH: H;PO,: rH,O v pomere 99:0,5:0,5. Prietok
mobilnej faze bol 1,1 ml.min™. Na elektrody bolo vioZené napatie 600 mV a 650 mV
aochranna guard cela bola nastavena na 750 mV. Eldcia prebiehala izokraticky. Bola
urobend i metdda Standardného pridavku, ktorou sa overila presnost’ stanovenia a postup

extrakcie vitaminu C.

Vysledky jednotlivych analyz boli spracované pomocou Standardnych Statistickych
parametrov s pouzitim Studentovho rozloZenia néhodnych odchyliek pre dany stupei

volnosti. Vysledky boli testované na hladine vyznamnosti o = 0,05 (95 %).

Priemerny obsah vitaminu C bol stanoveny Vv brokolici ¢erstvej 55,82 + 0,451 mg.100g™,
v brokolici varenej po dobu 10 mindt 52,53 + 0,067 mg.100g™, v brokolici varenej
15 minGt 42,76 + 0,058 mg.100g™, v brokolici parenej 10 minGt 52,74 + 0,193 mg.100g™
a brokolici parenej po dobu 15 mindt 46,19 + 0,185 mg.100g™.

Odborna literatdra udava v brokolici vy3Sie mnoZstvo vitaminu C ako bolo zistené analyzou
pomocou HPLC. To moze byt sposobené nevhodnymi skladovacimi podmienkami

v obchodnom retazci, zrelosti brokolice, vystavenim svetelnému Ziareniu v predajni atd’.

Pri tepelnych Gpravach doslo k stratam vitaminu C. VysSie straty boli stanovené v brokolici
varenej ako v brokolici parenej. Priemerny rozdiel v obsahu vitaminu C v brokolici varenej
a parenej po dobu 10 minGt bol 0,21 mg.100g™, v brokolici parenej a varenej o 5 min(t
dihsie bol uz rozdiel obsahu vitaminu C 3,43 mg.100g™. Z ¢oho vyplyva, Ze pri dlhsej

tepelnej Uprave su pri vareni vySSie straty vitaminu C ako pri pareni.

Pridanim Standardného pridavku bol overeny izola¢ny postup a metdéda stanovenia

vitaminu C.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

HPLC Vysokoucinna kvapalinova chromatografia.

ECD

LDL

HDL

GC

LC

PC

TLC

Elektrochemicky detektor.
Lipoprotein s nizkou hustotou.
Lipoprotein s vysokou hustotou.
Plynova chromatografia.
Kvapalinova chromatografia.
Papierova chromatografia.

Chromatografia na tenkej vrstve.
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PRILOHAP I: CHROMATOGRAFY BROKOLICE

Graf'¢. 6: Stanovenie vitaminu C v cerstvej brokolici
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Graf ¢. 7: Stanovenie vitaminu C v brokolici 10 minQt varenej vo vode
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Graf ¢. 8: Stanovenie vitaminu C v brokolici 15 min(t varenej vo vode
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Graf ¢. 9: Stanovenie vitaminu C v brokolici 15 minQt parenej
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PRILOHAP I1: VITAMIN C NA TRHU

vitamin

Obrazok ¢. 12: Vitamin C s vytazkami zo Sipok

Obrazok ¢. 13: Prirodny vitamin C s ovocnou prichutou



