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ABSTRAKT

Tato bakaldiska prace se zabyva antioxidanty, principem jejich fungovani a stanoveni. Dale
zhodnocuje moZnosti vyuZziti antioxidanti v ndpojarském pramyslu. Zamétuje se na pouzi-
véani kyseliny askorbové jako stabilizdtoru pfi vyrobé ndpoju. Uvadi jeji vyuZivani pii vy-
rob¢ ovocnych a zeleninovych §t'dv, piva a vina. Déle popisuje n€které pouzivané metody

stanoveni kyseliny askorbové.

Kli¢ova slova: antioxidanty, kyselina askorbovéd, vyroba ndpoji, HPLC

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the antioxidants, the principle of their operation and deter-
mination, describes use of antioxidants in the beverage industry. Thesis focuses on the use
of ascorbic acid as a stabilizer in the beverages production, indicates its use in production
of fruit and vegetable juices, beer and wine. It also describes some techniques used for de-

termination of ascorbic acid.

Keywords: antioxidants, ascorbic acid, beverage, HPLC
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UvVOoD

Antioxidanty jsou dilezité latky, které nas organismus chrani pied ucinkem tzv. volnych
radikdli. N&které antioxidanty si naSe télo samo vyrdbi pomoci minerdlnich latek, vitamint
a dalsich. Tyto antioxidanty nazyvame endogenni (napi. antioxida¢ni enzymy). Ty, které si
lidsky organismus nedokdZe syntetizovat, nazyvame exogenni antioxidanty. Radime sem
n¢které vitaminy (C, A, E), ddle [ -karoten a karotenoidy, flavonoidy a n¢které mineraln{

latky. Exogenni antioxidanty tedy ziskdvame potravou.

Antioxida¢niho ucinku Ize vyuzit také pti vyrob¢ potravin, kdy piidavkem téchto latek mu-
Zeme docilit zvySeni UdrZnosti. Zabranime tim nezidoucim oxida¢nim zméndm (zména

barvy, ving, chuté). V préci se zaméfuji na napojarsky pramysl.

Casto pouZzivanou latkou, kterd se vyuziva, diky svym antioxida¢nim tcinkiim ke stabiliza-
ci ndpoju je kyselina l-askorbova. Kyselinu I-askorbovou pfiddvame naptiklad do ovocnych
Stdv, pivai vina.

Stanoveni kyseliny I-askorbové je mozné provést fadou rtiznych metod. Mezi nejpouZziva-

n¢jSi metody patii chemickd redoxni titrace 2,6-dichlorfenolindofenolem a fyzikalné-

chemicka separacni metoda HPLC s rtiznymi zpiisoby indikace bodu ekvivalence.
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1 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou latky nachdzejici se v potravindch, jeZ maji schopnost zpomalit, oddalit
nebo zabranit oxidaénim procestiim. Ochrafnuji burnky tkdn{ a orgdni proti molekuldm vol-
nych radikall, které jsou tvofeny pii bézné preméné latek. Podileji se na deaktivaci volnych
radikdli a odstranuji je z télnich bunék, ¢imZ chrani nejen buiiky samotné, ale také cely
organismus. V podstaté chrani rtizné slouceniny, jez jsou soucasti télesnych tkéani a ruz-

nych biochemickych procesii v téle pied Skodlivym plisobenim kysliku [1, 2, 3, 4].

1.1 Volné radikaly

Volné radikdly vznikaji v téle jako vedlejsi produkty latkové vymény, kde zastdvaji spoustu
fyziologicky podstatnych funkci, jestlize se jich ovSem z néjaké pfiCiny tvofi nadmérné
mnoZzstvi nebo pokud nejsou rychle likvidovéany stdvaji se nebezpeénymi. Mizou poskozo-
vat vSechny latky a tkdn¢ v téle, naruSovat bunécné membrany. Nic¢i stavebni latky nukle-
ovych kyselin, poskozuji tedy DNA. PoSkozend DNA vede k reprodukci Spatné biologické
informace. Jsou divodem vzniku vaznych onemocnéni. Plisobenim volnych radikalt je
zrychlen proces degenerace a starnuti bun€k, dochazi ke sniZeni obranyschopnosti orga-
nismu. Volné radikaly zpisobuji poskozeni genetického materidlu v buiice, coz je pfi¢inou
pocatku rakovinného bujeni. Nejcastéji a nejsnadnéji napadaji volné radikély télesné tuky,

protoZe tuky jsou velice nadchylné k oxidaci, potom mluvime o lipidové peroxidaci [1, 2, 5].

1.1.1 Vznik volnych radikali
Volné radikaly vznikaji z molekul trojim zptisobem:

1. homolytickym Stépenim kovalentni (dvouelektronové) chemické vazby, kdy kazdy frag-
ment ziskd jeden neparovy elektron. K homolytickému Stépeni je zapotiebi velké mnoZstvi

energie, ziskané napiiklad vysokou teplotou, ultrafialovym nebo ionizujicim zafenim.
A :B —A.+ B-

2. redukcf - pfidanim jednoho elektronu k molekule.

Y+e— Y.

3. oxidaci - naopak ztritou jednoho elektronu.

X— e+ Xe+
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V piirodé€ vznikaji volné radikdly nejcastéji energeticky méné ndroénym zpliisobem — ode-

vzdanim nebo pfijmutim elektronu [5].

1.1.2 P#iciny vzniku volnych radikali

Volné radikdly se do organismu dostdvaji zvenci, velké mnoZstvi vSak vznikd i v téle
v prubéhu metabolickych procesii. Z toho diivodu rozdélujeme piic¢iny vzniku volnych ra-

dikala na exogenni a endogenni [6].
- lonizujici zafeni (gama a rentgenové zareni)
- UV zéfeni
- Skodliviny v ovzdusi (tepelné elektrarny, doprava, pramysl)
- Koufeni
- Intoxikace (PCB, tetrachlormetan, chloroform, alkohol..)
- Potrava
- Vznik kyseliny mocové - pfi drazech, nekrézach, pooperacnich stavech
- Rozpad fagocytii a mikrofagl (zanécty, popaleniny, septicky stav)
- Vznik methemoglobinu
- Syntéza prostaglandinti
- ZvySeny metabolismus estrogenil
- Autooxidace thioll
- Hyperglykemie
- Reperfuze po ptedchozi ischemii véetné svalového vykonu na “kyslikovy dluh*

Volné radikaly mohou napadnout prakticky kteroukoliv molekulu organismu a zpusobit tak
jeji oxidacni poSkozeni. Nejzavaznéjsi je poskozeni fosfolipidi bunéénych membran ve-
douci k poruSe nukleovych kyselin (mutageneze, karcinogeneze, zinik buiiky) a bilkovin

(inaktivace enzymu a jinych bilkovin s riiznym biologickym vyznamem) [6].
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1.1.3 Nemoci zpiisobené volnymi radikaly

Volné radikély hraji dalezitou roli v rozvoji zdvaznych nemoci, jako je aterosklerdza, cuk-
rovka, vysoky krevni tlak, chronické sttevni zdnéty, nckteré typy rakoviny, ischemicko-
reperfuzni poSkozeni srdce a jinych orgdnd, mozkové ischemie, Parkinsonova nemoc, Al-
zheimerova nemoc atd. Volné radikdly jsou také pravdépodobné pii¢inou piedCasného

starnuti [7].

Oxidace cholesterolovych c¢astic v krvi muze zpiisobit uklddani oxidovanych tukovych 14-
tek ve sténdch tepen, coz mize postupné vést k srdeCnimu infarktu a cévni mozkové piiho-
de. Jestlize volné radikély oxiduji DNA v bunééném jadru, vyvoldvaji bunécné mutace,

které mohou byt pocatkem nddorového onemocnéni [1].

1.2 Rozdéleni antioxidantu

1.2.1 Podle piivodu

1.2.1.1 Prirodni antioxidanty

Ptirodni antioxidanty jsou antioxidanty, které se do nasi stravy dostavaji z ptirodnich zdro-
ji. Bohaté na pfirodni antioxidanty je zejména koteni (jako je napiiklad rozmaryna, tymidn,
majoranka, Salv¢j), obiloviny a olejniny (zejména tepka, pSenice, ryze, Zito, arasidy) nebo
zelenina a ovoce (olivy nebo cibule a paprika, citrusové ovoce). Pfirodni antioxidanty do
znaéné miry ovliviiuji chut’ vini i barvu téchto potravin. Nevyhodou pfirodnich antioxi-
dantt je jejich nizka odolnost proti kysliku, a to zejména v rdmci expozice svétlu, vysoké

teploté a suSeni. Mezi nejbézné&jsi ptirodni antioxidanty patii [8]:

a) Jednoduché fenoly, fenolové kyseliny a jejich derivdty: Fenoly jsou béznou soucasti
kofeni, naptiklad v tymidnu se vyskytuje thymol a karvakrol. Nékteré jednoduché fenoly,
jako jsou naptiklad hydrochinon nebo guajakol disponuji krom¢ antioxidacnich dcinki také
antimikrobnim ucinkem. K jejich vyuziti spolu s fenolovymi kyselinami patii uzeni potra-
vin, a to jako slozky koufe. Mezi nejbéznéjsi estery fenolovych kyselin patii depsidy. Za-
stupcem depsidi je velmi rozsitend kyselina chlorogenova vyskytujici se hlavné v kavé a v

syrovych bramborach [8,9].
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b) Flavonoidy: Flavonoidni latky patfi mezi primdrni antioxidanty. Nékteré z nich (napf. 5-
hydroxysubstituované flakony) vdzou kovy do neudcinnych komplexii. Pro antioxidacni
aktivitu flavonoida je dualezity pocet hydroxylovych skupin a jejich poloha. Flavonoidy
chrani vitamin C pted pfedCasnym poskozenim a zvysuji jeho Ucinnost aZ dvacetindsobn¢.
Vyskytuji se predev§im v zeleniné (rajcatech, paprice, brokolici) a ovoci, piedev§im v bilé
duzing citrusovych plodi [8,1].

¢) Lignany: Radi se mezi fytoestrogeny. Jsou to vicesytné fenoly podobné strukturou stero-
idnim hormonim. Mezi nejzndm¢;jsi a nejcastéjsi patii NDGA (kyselina nordihydroguaja-
retovd), kterd se plivodné poZivala jako pfiddvany antioxidant, ale byl prokdzan jeji mozny
toxicky ucinek na organismus, proto se dnes jiz nepouzivd. Ligandy najdeme zejména

v obilovinédch (ovesnych vlo€kach, Inénych seminkéch, jeCmeni ¢i Zité) [1].

d) Diterpeny a chinony: K nejaktivnéjSim patii tzv. fenolové diterpeny karnosové kyseliny,
které se vyskytuji nejcastéji v extraktech z rozmarynu a Salvéje. Vyznamnou skupinou di-
terpenil jsou chinony neboli derivaty fenanthrenchinonl (s jinym biochemickym vyzna-

/////

ucinek [8].

1.2.1.2 Syntetické antioxidanty

Tyto latky zamérné pridavdme do potravin béhem vyroby. Nejpodstatnéjsi syntetické anti-
oxidanty jsou gallaty. Pfidavaji se napiiklad do rostlinnych olejti a margarinti, kde zabraiiu-
Ji Zluknuti a pfispivaji k zachovéni chuti. Mezi dalsi podstatné syntetické antioxidanty patfi
monofenolové antioxidanty BHA (terc. butylhydroxyanisol), BHT (3,5-di-terc-butyl-4-
hydroxytoluen) a difenol TBHQ (terc. butylhydrochinon) [8,2].

a) BHA: Butylhydroxyanisol je tvofen z 90% 3-terc. butyl-4-hydroxyanisolem a 10 % 2-
terc. butyl-4-hydroxyanisolem. Uplatiiuje se zejména k ochran¢ tukli (napf. u oleji kokoso-

NP

vych nebo palmojadrovych — tedy u mastnych kyselin, které maji kratsi fetézce) [8].

b) BHT: Butylhydroxytoluen, ve starsi literatufe také oznacovany jako Ionol, je ve srovnéani
s BHA podstatné ucinéjsi, a to zejména u Zivocisnych tukt, ale je vhodny i pro rostlinné

tuky [8,4].

c¢) TBHQ: jedna se o 2-terc. Butylhydrochinon, ktery patii jako jediny antioxidant mezi

difenoly. Je mozné jej kombinovat s chelatacnimi Cinidly (napf. kys. citrénovou), ¢imz
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dojde ke zvySeni antioxida¢ni kapacity. Toto je vyuzivdno zejména pro ochranu rostlinnych

oleji. TBHQ patii k nejlepSim antioxidantim tuki, uplatiiuje se zejména pii smazeni [8].

d) Gallaty: neboli estery kyseliny gallové, vyskytuji se v rostlinnych surovinich, z toho
divodu byly dfive zafazovany mezi pfirodni antioxidanty. V sou€asné dob¢ je ale zarazu-
jeme pouze mezi syntetické antioxidanty. Spolu s BHA a BHT vykazuji synergismus,

avSak v kombinaci s TBHQ je jejich vyuZivani zakazéano [8].

1.2.2 Podle chemické struktury

Dle struktury antioxidanty délime do tii hlavnich skupin: polyfenoly (jako jsou flavonoidy,
anthokyany, fenolkarboxylové kyseliny, kumariny), karotenoidy (karoteny - prekursory
vitaminu A nebo xanthofyly) a tokoferoly (vitamin E). Vitamin E byl nazvan ,,iZasnou
molekulou” pro svou mnohotvarnost, ov§em pouze ve své piirodni podobé, synteticky je
tzv. mrtva latka. V dnesSni dobé rozezndvame 8 rtiznych forem vitaminu E. Pfi nedostatku
vitaminu E v lidské stravé, tuk v lidském téle ,,zezlukne®, coZ se projevi napiiklad skvrna-
mi na rukdch. Ma velky vyznam pfi 1écb¢ neplodnosti Zen, zabranuje tvorbé kiecovych zil,
srde¢nim a mozkovym mrtvicim, rakoviné a mnoha jinym onemocnénim. Vyskytuje se v
ofesich, celozrnnych obilnych vyrobcich, zelené listové zelening, lusténinidch nebo vajec-

ném Zzloutku [9,1].

Tabulka 1: Pouziti, ddvkovani a zdroje antioxidantt [10]

Antioxidant Ukinna davka Zdroj v potravé
pro dospélého clovéka
(70 kg) / den

Vitamin C 250 — 1000 mg dlouhodob¢ v | ovoce (Cerny rybiz, citrusové
zdvislosti na rizikovych fak- | plody), zelenina (papriky,
torech brambory), Sipek

B — karoten 10 — 30 mg, dlouhodobé¢ ale | kiwi, citrusy, mrkev, rajcata,
jen okolo 10 mg Spenat, kukufice, okurka,

sojové klicky

Vitamin E 100 — 400 mg dlouhodobé¢ | ofechy, cCerstvé pSeni¢né
nebo v ,kurich® v zdvislosti | klicky, zelend listova zeleni-
na riziku na, luSténiny
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Selen

50 — 150 mg dlouhodobé

celozrnnd mouka, plody mo-
fe, jatra, ledviny, para ofe-
chy, ovesné vlocky

Mangan

1 mg dlouhodobé

celozrnné obiloviny, ofechy,
avokado, hrach, fepa

Zinek

10 — 30 mg dlouhodobé

maso (teleci, skopové), va-
jecny Zloutek, mlé¢né vyrob-
ky, ceredlie

Bioflavonoidy

1000 — 2000 mg dlouhodobég

rajCata, bila duzina citruso-
vych plodi
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2 ANTIOXIDANTY V NAPOJiCH

2.1 Ovocné stavy

Mezi typické antioxidanty ovocnych a zeleninovych $tav patii flavonoidy a fenolické kyse-
liny, tokoferoly, karotenoidy, fosfatidy, polyfunk¢ni organické kyseliny, kyselina askorbo-

v4, n¢které stopové prvky a enzymy [11].

Velké mnozstvi ovocnych, zeleninovych $tdv, ovocnych limondd a podobnych produkt
obsahuje rtizné mnozZstvi antioxidantii €isté ptirodniho pivodu pochdzejicich z ovocné (ze-
leninové) suroviny. OvSem vyznamnou kapitolou tykajici se antioxidantii v souvislosti s
potravindiskou, respektive ndpojaiskou produkci je ptiddvani antioxidantd do vyrobki
z Cisté technologického hlediska za ticelem zabranéni nezadoucich oxidacnich procesii ve
vyrobku a tim zvySeni udrznosti a zlepSeni senzorickych vlastnosti vyrobku. Mezi nejvy-
znamng&js$i antioxidanty vyuZzivanymi k tomuto ucelu patii kyselina L-askorbova. Touto

problematikou se budu zabyvat podrobnéji v kapitole 3.

2.2 Pivo

Antioxidacni schopnost patii mezi dileZité vlastnosti piva. V pivu jsou antioxidanty za-
stoupeny Sirokym spektrem latek od rtiznych prvki, napt. selenu, pies vitaminy (napf. vi-
tamin C nebo E) az po fenolické slouceniny, jako jsou napt. polyfenoly nebo flavonoidy. Z
tohoto pohledu velmi dilezitou skupinu ptfedstavuji polyfenoly. Polyfenoliim v pivu jsou
pfisuzovany ucinky antioxidacni, antimutagenni, antikarcinogenni, antimikrobidlni, antit-
rombotické a dalsi, ddle reguluji krevni tlak a krevni glukézu. Polyfenolové antioxidanty
chrani pfed ateroskler6zou, maji vazorelaxacni a antikoagulacni ucinek. Pivo obsahuje Si-
roké spektrum polyfenolt a fenolickych kyselin, které pochdzeji ze sladu a chmele. Jedna
silné antikarcinogenni ucinky. Jeho koncentrace se pohybuji mezi 0,2 az 1,1 %. Tyto ucin-
ky vykazuji 1 nékteré a- a p-hotké kyseliny, napf. kolupulon a humulon. Humulon by mohl
diky svym vlastnostem byt vhodny pro terapii leukémie. V kombinaci s aktivni formou
vitaminu D je dokonce jeSté uc¢innéj$i nez vitamin D samotny. Humulon je vhodny jako

prevence proti osteopordze [12].
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Jednim z nejbéZnéjsich antioxidantii v pivu je kyselina ferulovd — je zde obsaZzena v mnoz-
stvi az 7 mg/l (pro zajimavost je to priblizn¢ 10x mensi mnozstvi nez se nachazi v rajca-

tech, ale v pivu je mnohem lépe biologicky vyuZitelna).

2.3 Vino

Vino obsahuje velké mnoZstvi antioxidantd, které chrani nas organismus pred degenerativ-
nimi procesy v bunkdach a celkovym starnutim organismu. Najdeme je jak v cerveném, tak
bilém vin¢ a jejich ucinky jsou mnohostranné. Piitomné antioxidanty chrani zdravi naseho
kardiovaskularniho systému, dalSim velkym piinosem je preventivni pusobeni proti
mozkovym pithodam, stafecké demenci a Alzheimerové chorobé. Ve vSech téchto oblas-
tech stdle probihaji védecké vyzkumy pro co nejefektivnéjsi vyuziti vina v 1é¢bé a prevenci

zminénych zdravotnich potiZzi.

Vino je ale také prevenci nékterych typt rakoviny, napt. rakoviny prostaty a vajecniki.
Ptisuzuje se mu plisobeni brzdici rozvoj nemoci, spojenych s hormondlnimi zménami ve

vy$sim veéku (pfechod), vCetné nebezpecné osteopordzy - fidnuti kosti. Podle nékterych

zahraniCnich studii vino dokonce podporuje plodnost u Zen [14].

NejdtlezitéjSim antioxidantem ve vin€ je resveratrol, ktery patii do skupiny polyfenoli
nazvané flavonoidy. Resveratrol je obsazen ve slupkdch bobuli hroznu. Pfi zpracovéani
modrych hrozni na vino se pii kvaSeni cerveného vina vyluhuji alkoholem flavonoidy do
vznikajiciho ¢erveného vina nejlépe v pribéhu 6-8 dnl pii fermentacni teploté 28 °C. Za-
tim bylo zjiSténo, Ze jich nejvice obsahuji slupky odridy Pinot noir (Burgundské modré)
pestované v severngjSich vinatskych oblastech. V jiZnich oblastech je jich nejvice ve slup-
kach odrid Merlot, Xarello, Macabeu. Pfi naslednych manipulacich s vinem, zvlasté v dfe-
vénych sudech a pfi pouZiti nékterych Cifidel nebo ostré filtrace, se jich znac¢na Cast ztraci.
Drt’ hrozna pro vyrobu bilého vina se nenakvasuje, ale hned lisuje, a protoZze neobsahuje
Zadny alkohol, vyluhuje se do bilého vina jen mens$i mnoZstvi flavonoidi, které jsou i ve
slupkéch bilych hroznii, zvlasté ve slupkdch Ryzlinku rynského, kde patii mezi prekurzory

jeho typickych aromatickych latek.
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Resveratrol

OH

Obrazek 1: Resveratrol [13].

Ve viné mezi dilezité antioxidanty patii také naptiklad vitaminy C, E a beta-karoten, dale

flavonoidy katechin a epikatechin.

Dalsim z dileZitych antioxidantli obsazenych ve ving je flavonoid quercetin, ktery je hyd-
rofobni a télo ho pravdépodobné 1épe piijima rozpustény v alkoholu. Vytvéii se hlavné v
teplych oblastech a ve slupkach bobuli hroznil pln¢ osvétlenych sluncem. Vyluhuje se bé-
hem kvasného procesu do cerveného vina nejprve v neaktivni forme a teprve ¢innosti kva-
sinek se méni na formu aktivni. Pokud je neaktivni forma pfijata stravou, pak se pfi zaZzi-
vani pfeméni na aktivni azZ v tlustém stievé Cinnosti bakterii. Na rozdil od resveratrolu,
ktery pfi starnuti vina zcela zmizi, zistdvd quercetin i ve vinech star§ich. Vétsina fenolo-
vych latek je citlivd na nckterd cifidla, kterd je rozkladaji. Proto vina vyrabénd tradi¢ni
technologii a malo upravovana obsahuji flavonoidii nejvice. Také quercetin piisobi piiznivé

proti rakovinnym onemocnénim [13].

24 Caj

V cajovych listcich nalezneme pomérné velké mnozZstvi rtiznych latek s antioxidacnimi
ucinky. Z toho diivodu predpokldaddme, Ze ndpoj ptipraveny vyluhovanim téchto listkl a to
bud’ doma, ¢i primyslové, jako vyrobek ndpojarského priimyslu, bude také obsahovat tyto,
pro lidsky organismus prospé&s$né latky. V praxi ovSem zjistime, Ze v nékterych druzich Caje
je mnoZstvi antioxidantli podstatné nizsi. To je zplisobeno tim, Ze kromé Caje zeleného se
vSechny ostatni druhy Caje (Cerny ¢aj, oolong, Zluty ¢aj, bily ¢aj) zpracovdvaji fermentaci
b¢), coZ je proces, pii kterém se antioxidanty z ¢aje ztraceji. Z toho divodu nejvice antio-

xidanti nalezneme v zeleném Caji.
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Vyznamny je obsah polyfenolii epikatechinu, epikatechingalatu, epigalokatechinu, epiga-
lokatechingaldtu a katechinu. Obsah polyfenoli se podle druhii zeleného ¢aje miize liSit.
Pravé diky t€émto latkdm ma zeleny Caj vyborné tcinky na zdravi ¢loveka. Zeleny ¢aj pu-
sobi preventivné proti vzniku rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni, infekce, bojuje

proti zubnimu kazu a spousté dalSich zdravotnich potiZi.
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3 KYSELINA L-ASKORBOVA VYZNAMNY ANTIOXIDANT V
NAPOJARSTVI

3.1 Vitamin C

L-askorbova kyselina je ve spousté zdroji oznacena jako Vitamin C, 1épe fecCeno, sloZzeni
vitaminu C byva uvadéno jako L-askorbovd kyselina. Je tomu pravda pouze Caste¢né. Vi-
taminové piipravky, multivitaminy, ¢isty vitamin C pro technologické ucely jsou skute¢né
sloZzenim kyselina L-askorbova. Pfesngji ovSem jako vitamin C musime oznacovat cely
reversibilni redoxni systém kyseliny L-askorbové. Ten zahrnuje L-askorbovou kyselinu,
produkt jeji jednoelektronové oxidace, ktery se nazyva L-askorbylradikdlem nebo také L-
monodehydroaskorbovou ¢ili L-semidehydroaskorbovou kyselinou a produkt dvouelektro-

nové oxidace, tj. L-dehydroaskorbovou kyselinu [8,15].

CH,OH CH,OH SLOR
H——0H H—1—0H H O]-c[}
0 -H -H= Lo}
0 0 it
e OH 0 )

L-askorbova kyselina L-monodehydroaskorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina (anion)

Obrazek 2: Oxidace askorbové kyseliny [15].

Tabulka 2: Obsah vitaminu C v nékterych potravinich

Potravina Obsah vit. C Potravina Obsah vit. C
(mg/kg) (mg/kg)
Maso 10-20 Mrkev 50-100
Vnitinosti 50-340 Kofenov4 petrzel 230
MIéko 5-20 Kadetava petrzel 1500-2700
Jablka 15-50 Pazitka 430
Hrusky 20-40 Poérek 150-300
Svestky 25-45 Cibule 90-100
Broskve 70-100 Cesnek 150-160
Visné, Tresné 60-300 Kfen 450-1200
Angresty 330-480 Zeli 170-700
Cerveny rybiz 200-500 Kapusta 700-1400
Cerny rybiz 1100-3000 Riizickova kapusta 1000-1030
Hrozny 20-50 Brokolice 1100-1130
Jahody 400-700 Kvétak 47-1610
Boriivky 90 Kedlubny 280-700
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Meloun 130-590 Hl4avkovy salat 60-300
Pomerance 300-600 Spenit 350-840
Citrony 300-640 Rajskd jablka 80-380
Grapefruity 240-700 Fazolové lusky 90-300
Ananas 150-250 Paprika 620-3000
Banany 90-320 Okurky 65-110
Kiwi 700-1270 Chfest 150-400
Mango 100-350 Hrasek 80-410
Papija 620-980 Cerveni fepa 65

Sipky 2500-10000 Brambory 80-400

Vétsina zivocCicht je schopna syntetizovat svij vlastni vitamin C, pouze lidé, lidoopové a
morcata jsou odkdzani na potravinové zdroje. M4 duleZitou tlohu jako antioxidant, dale pfi

tvorbé kolagenu a ucastni se resorpce Zeleza .

3.2 Vyznam vitaminu C jako antioxidantu

Vitamin C je dilezity a efektivni antioxidant. Piisobi pfimo v reakci s peroxyl radikély ne-
bo nepiimo, obnovenim antioxidacnich vlastnosti tokoferoli. Funguje coby ve vodé roz-
pustny ,,chytac* volnych radikalt ¢imz efektivné ochranuje ostatni, k oxidaci nachylné lat-

ky, pfed poskozenim oxidaci [16,17].

Kyselina L-askorbovd ma nizsi reduk¢éni potencidl nez peroxylové radikdly a tim s t€mito
radikdly mazZe reagovat za vzniku Cetnych oxidacnich produktl. Ddle se uplatiiuje pii ob-
novovani tokoferolii. Zde se uplatnuje nizs$i reduk¢ni potencidl kyseliny askorbové, nez
maji tokoferoly a tim mlZe obnovit jejich oxidovanou formu. Ve vysledku téchto vlastnosti
dochdzi k ochran¢ bunéénych membrdn a membranovych organel proti peroxidaci tukl

[16,18].

Produktem oxidace vitaminu C je tzv. askorbylovy radikél, ktery se vyznacuje vysokou
stabilitou a nizkou reaktivitou. Dvouelektronovy oxida¢ni produkt askorbatu, kyselina de-
hydroaskorbova, miiZze byt glutationem redukovana zpé€t na askorbat a jeho enzymy nebo je

hned hydrolyzovédna na kyselinu 2,3-diketogulonovou [17].

Vitamin C je soucasti komplexniho antioxidacniho systému. Tento n€kolikastupniovy anti-
oxidacni systém je tvofen vitaminem C, vitaminem E, ubichinony, derivaty selenu a protei-
ny obsahujici siru. Organismus chrani pfed Skodlivym vlivem kyslikovych radikéld, jako

jsou peroxidy ¢i superoxidy. Jedna se o velice komplikovany a komplexni systém, jehoZ ne
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vSechny pochody a uc€inky jsou dobfe znamy. Kyselina askorbové je povazovana za jednu

Vv s

z nejpodstatnéjsich slozek tohoto systému [16].

Dal$i vyznamné uplatnéni vitaminu C a jeho antioxida¢nich vlastnosti v lidském téle dale
nachdzime v krevni plazmé, jejiZ je vyznamnou antioxidac¢ni slozkou. Stejné tak i extrace-

lularni tekutiny obklopujici plice, o¢ni ¢ocku a sitnici [18].

3.3 Vyuziti antioxidacnich schopnosti vitaminu C v napojarstvi

3.3.1 Askorbova kyselina jako stabilizator ovocnych a zeleninovych st'av

vvvvvv

vového hlediska jsou proto velmi cenou slozkou potravy a to jak v syrovém nezpracova-
ném stavu, tak ve stavu zpracovaném. Pii primyslové produkci ovocnych a zeleninovych
Stdv je ale zna¢nd Cast vitaminu C ztracena, coZ s sebou piindsi i nechténé a nepiiznivé

zmény v barvé a chuti vysledného produktu.

Druhy ovoce, které nejsou pfili§ bohaté na obsah vitaminu C, jako jsou jablka, hrusky, me-
runiky, byvaji shodou okolnosti zdroveii bohaté na oxida¢ni enzymy. Z toho divodu jsou
produkty z téchto druhtli vice nachylné ke ztrit¢ vitaminu C a zaroven k nepfiznivym zmé-
nam s tim spojenym. Naopak ovoce s vysokym obsahem vitaminu C, jako jsou citrusové
plody nebo cerny rybiz, obsahuji pouze malé mnoZstvi oxida¢nich enzymii. Proto je obsa-

Zeny vitamin C stabilnéj$i a tim i produkty ziskané z téchto surovin [19].

Nezddouci zmény pii zpracovdni ovoce a zeleniny jsou aktivovany, jakmile rozru§ime bu-
nécné struktury v suroviné mechanickym zpracovanim (strouhdni, drceni, lisovani...).
K enzymiim pfirozené se vyskytujicim v suroviné (fenoldsy, fenoloxidasy, tyrosindsy....)
se dostane vzdusny kyslik, coz spusti reakce, které nazyvame enzymatické hnédnuti. Latky
puvodné bezbarvé, zejména fenolické povahy pfi styku se vzduSnym kyslikem zméni barvu

na hnédou [19].

V prvotni fazi maji meziprodukty enzymového hnédnuti Zlutou barvu. Tento stav je do jisté

miry reversibilni a da se zvrétit ptidavkem kyseliny askorbové.

V nepiitomnosti kyseliny askorbové, piipadné pouze malého mnoZstvi a v pfipad€ neexis-

tence jinych antioxidantll pokracuje reakce polymeraci produktl v jest¢ tmavsi hnédé latky,
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které jiZ nelze zvratit do jejich plivodni bezbarvé formy ani ndslednym piidavkem kyseliny

askorbové.

Ani pfi dneSnich modernich postupech v népojarstvi nejsme schopni zabranit v pfistupu
vzduchu k surovin€. Tim padem musime pocitat s urCitou ztratou kyseliny askorbové a
zvySenim zbarveni §tavy. Teoreticky 2 moly kyseliny askorbové oxiduji 1 mol kysliku, to
znamena, Ze 12 mg kyseliny askorbové inaktivuje 1 mg kysliku. V zavislosti na technologii
vyroby muze §tdva obsahovat aZz 6mg kysliku v jednom litru. Pfedpokldddame-li, Ze se vSe-
chen obsazeny kyslik spotiebuje na oxidaci kyseliny askorbové, tak dojde ke zniCeni az

66mg kyseliny askorbové v 1 litru $tavy [19].

Z téchto davodt piidavek kyseliny askorbové do ovocnych a zeleninovych $tdv pomdéha
zachovat kvalitu produktu a miiZzeme se pomoci ni do jisté miry vyhnout nezddoucim zmé-

s 2w

nam v chuti, barveé a vuni — antioxida¢ni ac¢inek.

3.3.1.1 Konkrétni vyuZiti

Stabilizaci kyselinou askorbovou volime zejména u ovocnych §tdv ze svétlych druhii ovo-
ce, které maji zpravidla nizky obsah kyseliny askorbové a jsou zdroveni bohaté na enzymy
zpusobujici enzymatické hnédnuti. Tyto enzymy zacinaji svou Cinnost ihned po piistupu
vzduchu pfi prvotnich technologickych operacich (drceni, srouhéni, lisovani....) a nizky
stopovd mnozstvi nékterych latek, zejména kovt, jako je Zelezo, nebo méd’. Snazime se

jim proto béhem technologického procesu vyhnout.

Mnozstvi pridané kyseliny askorbové obecné byvaji mezi 50 a 300 mg/l, v zavislosti na

druhu ovoce [19].

3.3.1.2 Jableéna a hruskova st’dva

Hrusky a jablka se vyznacuji pomérné nizkym obsahem vitaminu C a maji vysoky obsah
enzymu polyfenoloxiddsy, maji tedy tendenci pomérné rychle hnédnout. Proto je pridavek

kyseliny askorbové béhem zpracovani na misté a zlepSuje kvalitu téchto §tav [19].

Dobrych stabiliza¢nich vysledkl je dosaZeno, pokud pfiddme 50-100 mg kyseliny askorbo-
vé na litr bezprostiedné na zacatku vyrobniho procesu, ptimo do drté pied lisovanim, pii-

padné ihned po vylisovani. DalSich 50 mg/l by mélo byt ptiddno do §tdvy skladované
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v tancich pfed lahvovanim, nebo dal§im zpracovanim. V nékterych ptipadech pfiddvame az
300 mg/1 k vylouceni nezddouciho hnédnuti do $t'dv urcenych k dalSimu skladovani. S tim
souvisi zajimavé zjisténi, Zze $tavy s piidavkem 500 mg/1 kyseliny askorbové, na rozdil od
Stav zpracovanych zcela bez kyseliny askorbové nedochézi k plesnivéni ani po masivni

kontaminaci [19].

3.3.1.3 Stdvy z peckovin

Svétlé stavy z peckovin jako je tieba St‘dva merunikovd nebo broskvova je vhodné stabili-
zovat pridanim 100-150 mg/l kyseliny askorbové, aby se zabranilo enzymatickému hnéd-

nuti spolu s oxida¢nimi zménami aroma.

Oproti tomu u $tdv z tmavych peckovin (visné, tfeSn¢) nedosdhneme kyselinou askorbovou

Zadnych ochrannych ucinki. Zejména kviili vysokému obsahu antokyanovych barviv [19].

3.3.1.4 Stdva 7 hroznit

Pti vyrob¢ a skladovéani prochdzi hroznova §t'dva enzymatickym oxidacnim zméndm , které
nepfiznivé ovliviiuji chut’ a celkové aroma. MiZeme proto ptfiddvat 100 mg kyseliny
askorbové na litr Stdvy. Je také vyhodné rozdélit piidavek na dvé ¢asti. Prvni pfidat ihned

pfi zpracovani a druhou az tésné pted plnénim [19].

3.3.1.5 Zeleninové st'avy

Zeleninové §t'avy jako je mrkvova nebo rajéatova prochdzeji enzymovym hnédnutim také.
Dochézi k nému pfi vyrobnim procesu. Ma velmi negativni dopad na kvalitu téchto pro-

duktd, zejména na chut’ a barvu [19].

Oxidacni poskozeni je tfeba ocekdvat zejména pii konzervovani nebo plnéni. Karotenova
barviva, jako tfeba  — karoten, v téchto produktech obsazena, jsou k enzymatické oxidaci

obzvlaste citlivd. Nicméné k tomu pfispivd znacnou meérou i svétlo [19].

Praktické pokusy potvrdily, Ze tyto nezddouci zmény muzeme oddalit piidavkem 100-
200mg/1 kyselin askorbové, zcela je zastavit (obzvlasté u rajCatové Stavy) ovSem nelze

[19].
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3.3.2 Ovocné limonady, limonady s prichuti

Blednuti limonéd, zejména limonad zaloZenych na S$t'dve z citrusovych plodi az témét na
bezbarvou kapalinu je spojena i s nepfiznivou zménou chuti. Je to oxidacni proces vyvola-
ny pusobenim kysliku. Na tento proces také pusobi svétlo, rozdilna teplota béhem piepravy
a skladovani (zejména v letnim obdobi), stopy chloru z vody a stopovy obsah kovovych
iontd. Piirodni obsah vitaminu C je timto procesem samoziejmé spotiebovan nejdiive. Pti
snaze zabrénit témto nepfiznivym oxidaénim zméndm se tedy nejprve snaZzime vyhnout
pusobeni svétla a ostatnich vysSe uvedenych katalyzatorid. V neposledni fad¢ zvySujeme

obsah vitaminu C — pfidavkem kyseliny askorbové [39].

Kyslik se k limonad¢ dostava pfti syceni oxidem uhli¢itym a také je obsazen ve vzduchové
kapse u hrdla lahve. Predpokladdme-li, Ze obsah vzduchu obsaZeného v litrovém baleni
limonady muze byt azZ 10 ml, spotiebuje se k inaktivaci obsaZzeného kysliku az 35mg kyse-

liny askorbové [39].

3.3.3 Stabilizace piva kyselinou askorbovou

Stabilizace piva se provadi pasteraci a ptidavkem raznych stabilizacnich latek za ucelem
prodlouZeni trvanlivosti. PouZivaji se stabilizdtory srdZeci (tanin), adsorp¢ni (silikagel,
polyvinylpolypyrolidon), enzymové (papain) a antioxidacni (kyselina askorbova). Pouziti
stabilizdtorti je v nékterych zemich omezeno zdkonnymi piedpisy. Stabilizatory se do piva
pridavaji nejcastéji pred koncem dokvasSovéni, aby se piipadné vyloucené latky odstranily

pfi filtraci [20].

Kyselinu askorbovou pfiddvame jako antioxidant pfimo reagujici s kyslikem. Z toho divo-
du obsah pfiddvané kyseliny askorbové v podstaté zavisi na obsahu kysliku, technologic-
kych a kvalitativnich pozadavcich. Bereme v tivahu, Ze asi 12 mg kyseliny askorbové inak-
tivuje 1 mg kysliku. V praxi pfiddvame takové mnoZzstvi kyseliny askorbové, aby v pivu
zustalo jisté zbytkové mnoZstvi. Primérné ptiddvame 2 az 4 g kyseliny askorbové na hek-

tolitr [21].
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3.3.4 Priidavani kyseliny askorbové do vina

Pouziti kyseliny askorbové ve vinai'stvi umoziuje snizit mnozstvi pouZzitého oxidu sificité-
ho k sifeni. Vinny zdkon stanovuje maximdlni mnozstvi 250 mg/l. V praxi se osvédcilo
davkovani mezi 50 — 150 mg/l. Kyselina L- askorbova piidand béhem produkce vina zmizi
béhem kvaSeni. Nicmén¢ se zdmérné€ do vina ptidava, a to zejména v priabcéhu vyroby bilé-
ho vina, aby se zabranilo oxidaci. Zejména se ptidava do bilych vin pfed plnénim. Kde by
vlivem oxidace mohlo dojit ke kazeni bilych vin, coZ by mélo za nasledek zménu chuti a

barvy bilého vina [22,23].
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4 ZPUSOBY ANALYZY ANTIOXIDANTU V NAPOJIiCH

Stanoveni antioxidantii obsaZenych v ndpojich mizeme pojmout dvéma zdkladnimi zplso-

by:
a) Stanovenim celkové antioxida¢ni aktivity vzorku

b) Stanovovéanim jednotlivych antioxidantii

4.1 Antioxidaéni aktivita

VétSinu antioxidantl pfijimdme jako soucdst sloZitych smési, jejich sloZky mohou reagovat
s raznymi radikdly riznymi mechanismy. Proto se snazime charakterizovat antioxidac¢ni
aktivitu smésnych vzorki jako celku. Pro vzdjemné porovndvani antioxidacnich dcinka
riznych smési byl zaveden pojem celkova antioxidacni aktivita (total antioxidant activity,
TAA). Existuje velké mnoZstvi metod pro stanoveni TAA, pfi€emZ nejCastéji pouZivanou
metodou je TEACI1 (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity). Tato metoda urcuje antio-

xidacni aktivitu vzorku ekvivalentni uré¢itému mnozstvi standardu.

Antioxidacni aktivitu latek Ize méfit metodami chemickymi a fyzikdlnimi. Chemické me-
tody spocivaji v pouZiti Cinidel poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikaly barevné pro-
dukty, jejich vzniku brani ve vzorku obsazené antioxidanty. Nejcastéji se vyuzivaji metody
zaloZené na eliminaci kyslikovych (Oxygen Radical Absorbance Capacity) nebo syntetic-

kych stabilnich (ABTS, DPPH) radikalt.

Fyzikélni metody stanoveni antioxidacni aktivity nesleduji bezprostiedné chemickou reakci
nebo zmény obsaht jednotlivych latek, ale zménu fyzikdlnich vlastnosti, které tyto procesy
doprovazi. Piikladem je elektronovd spinova rezonance, stanoveni redoxniho potencidlu ¢i

chemiluminiscence [24].

4.2 Metody pro stanovovani jednotlivych antioxidanta

Vzhledem k tomu, Ze antioxidanty jsou Sirokou skupinou pomérné riznorodych latek, tak i
mnozstvi metod, které mizeme vyuZit k jejich stanoveni je velké. MiZeme k nim fadit
klasické chemické metody (napiiklad titraéni stanoveni kyseliny askorbové 2,6-
dichlorfenolindofenolem). V sou¢asné dob¢ jsou nejpouzivanéjsi metody fyzikdlni. Uvedu

Vv s

tedy podrobnéji 3 nejrozsitencjsi metody: spektrofotometrii, HPLC a GC.
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4.2.1 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografické metody obecné fadime mezi fyzikdlné-chemické separacni metody. Je-
ich podstatou je déleni sloZek smési mezi dvéma fazemi: nepohyblivou (stacionarni) a po-
hyblivou (mobilni). Samotna separace je disledkem rozdilné afinity jednotlivych slozek k
témto dvéma fazim. Staciondrni a mobilni fize se od sebe 1i§i n¢kterou zakladni fyzikalné-

chemickou vlastnosti, napft. polaritou [25].

Metoda HPLC je v analytické chemii v dneSni dobé jednou z nejvice uzivanych. Vlastni
separace probihd v separacni kolon¢, kterd obsahuje stacionarni (nepohyblivou) fazi = sor-
bent a mobilni (pohyblivou) fazi = eluent. Tato kolona se vyznacuje vysokou hustotou a
homogenitou ndpln¢ staciondrni faze a tedy i velkym hydrodynamickym odporem. Kapali-
nové chromatografie je vhodnd pro separaci nepoldrnich aZ iontovych, tepelné nestélych a
mén¢ t€kavych organickych latek, nebot’ je mozné pracovat za laboratorni teploty bez nut-
nosti zplynovéni vzorku. Jeji hlavni vyhodou je, ze k dé€leni latek je mozné vyuZit vSech
vratnych dvoufdzovych separacnich mechanismi, jako je adsorpce, iontova vyména ¢i roz-

d€lovéani mezi dvé nemisitelné latky [28,38].

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se staciondrni fazi, ale rovnéz
velmi vyrazné pouZzitd mobilni faze. Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace
— adsorpce, rozdélovani na zdkladé rozdilné rozpustnosti, iontovd vyména, molekulové

sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii [26].

Kapalinovy chromatograf miZe obsahovat ve srovndni s plynovym chromatogramem za-
sobniky vice kapalin a je moZné naprogramovat gradientové zafizeni pro fizeni zmén ve
sloZeni vysledné mobilni faze. Zlstava-li slozeni mobilni faze stilé, hovoiime o izokratic-
ké eluci. Kapalina se do kolony Cerpa pistovymi nebo membranovymi Cerpadly. Membra-
nové Cerpadlo ma prostor s pistem naplnény hydraulickou pracovni kapalinou. Ten je oddé-
len od pracovniho prostoru pro mobilni fdzi membranou. Obvykle pracuji dvé Cerpadla tak,
aby na sebe navazovali fize vytlaku a fize sini. Rizeni mikroprocesorem zaru¢uje vyhla-
zeni tlakovych pulsii. Davkovani injek¢ni stiikackou pies pryzové septum proti vysokému
tlaku je mozné z hlediska tésnosti do tlakii 10 MPa. Vyhodnéjsi je ddvkovéani obtokovym

davkovacim kohoutem [26].

Vyhodnocovani
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Vystupem chromatografu je chromatogram.
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Obréazek 3: Ukdzka chromatogramu.

kvalitativni hodnoceni = identifikace slozek ve vzorku - stejné latky maji za stejnych pod-
minek déleni shodné retencni ¢asy. Porovndnim s reten¢nimi ¢asy standardnich roztoki 1ze
urcit kvalitativni sloZeni vzorku. Podminkou je dokonalé odd¢€leni elu¢ni viny latky (piku)
od ostatnich pikii nalezenych v chromatogramu. Pro dosaZeni vhodného odd¢leni stanovo-

vané latky (slozky vzorku) lze upravit podminky analyzy:
- vybér vhodné kolony (velikost, napli)

- vybér vhodné mobilni faze

- nastaveni optimalni rychlosti toku mobilni fdze kolonou

kvantitativni hodnoceni = mnozstvi slozky ve vzorku - sestrojeni kalibra¢ni kiivky ze zna-
mych koncentraci standarda téze latky jako zdvislost vysky nebo plochy piku na koncentra-
ci. Zjisténi vysky nebo plochy piku stanovované latky a odecteni odpovidajici koncentrace

z kalibra¢ni kiivky.

Metodou HPLC je déle popsana v kapitole 5.2.1.

4.2.2 Plynova chromatografie (GC)

Tato separacni analytickd metoda umoZnuje kvalitativni a kvantitativni analyzu plynt i
kapalin, které 1ze pred separaci pievést na pary. Mobilni fazi je vZdy vhodny nosny plyn,

staciondrni fazi je bud’ zakotvend kapalna faze, nebo tuhy sorbent umistény v koloné [29].

4.2.2.1 Zdkladni soucasti plynového chromatografu
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a)

b)

d)

€)

Zdsobnik s nosnym plynem — obvykle tlakové ldhve s plynem, ktery transportuje
jednotlivé slozky vzorku kolonou. Nejcastéji se pouZivaji plyny, které jsou inertni k

naplni kolony i k analyzovanému vzorku (napft. vodik, dusik, helium) [27]

Zarizeni na ddvkovdni vzorku — davkovani se provadi do nastfikové hlavy opatiené
septem, kterd je vyhfivdna na zvolenou teplotu a proplachovana nosnym plynem.
Plynny vzorek se davkuje injek¢ni stiikackou o objemu 0,001 az 0,1 ml, kapalné
0,1 az 1 pl a tuhy vzorek se nejprve rozpusti ve vhodném rozpoustédle. Ddvkovani
se provadi pomoci délice toku (split injection), které se pouziva u kapilarnich kolon
(na kolonu se privadi jen Cést nastfikovaného vzorku). Nebo se davkuje bez délice
toku (splitless injection). Zde se vyuziva zakoncentrovani vzorku v kapaliné tvofici
film v hlavé kolony. ZvySenim teploty se pak slozky vzorku odpaii a pfevedou na

kolonu [29].

Chromatografickd kolona — zde dochdzi k separaci latek. Kolony se vyrabi bud’ ko-
vové, nebo sklenéné o priméru cca 0,1 — 0,5 mm a dosahuji délky cca 25 — 100 m.

Rozd¢€luji se na naplnové nebo kapildrni [29].

Termostat - jednou z kritickych veli¢in v plynové chromatografii je teplota, na ni
zavisi presnost a reprodukovatelnost métenych udaji. Je nutno udrZovat zvoleny
konstantni teplotni rezim nastiiku, kolony, detektoru a reguldtoru tlaku a pratoku

[29].

Detektor — neboli Cidlo, které reaguje na pfitomnost separovanych latek. Umistuje
se na vystupu z kolony v termostatovém prostoru. Idealni detektor pro vSechny typy
dé€lenych latek, vysoce citlivy pro nizké koncentrace, avSak maélo citlivy na zménu

teploty v praxi neexistuje. K nejbéZnéjsim detektorim patii: 19

- plamenovy ioniza¢ni detektor, FID - selektivni, destruktivni

- detektor elektronového zachytu, ECD - selektivni, nedestruktivni

- tepelné vodivosti detektor, TCD — univerzalni, nedestruktivni

- hmotnostné spektrometricky detektor, MS — univerzélni, velmi citlivy

- elektrochemické detektory — selektivni, velmi citlivé
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Obrazek 4: Schéma plynového chromatografu [30]. 1 - tlakova ldhev s nosnym
plynem; 2, 3 - reguldtory tlaku a pratoku; 4 - injektor; 5 - detektor; 6 - ter-

mostat;7 - kolona; 8 - zesilova¢; 9+10 — datastanice s monitorem.

Obrazek 5: Plynovy chromatograf
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4.2.2.2 Pracovni techniky plynové chromatografie

Praktickd méfeni lze provadét n€kolika pracovnimi technikami, které se 1i$i v postupu,

jimz se uskutec¢nuje transport analyzované smeési kolonou.

Elucni metoda: je zaloZena na vymyvani jednordzové davkovaného vzorku nosnym
plynem. Vzorek se ddvkuje najednou do proudu nosného plynu pied vstupem do
kolony. Z kolony vychdzi nejdfive ta slozka, kterd se nejmén¢ zachycuje na stacio-
narni fazi. Cas, za ktery slozka vyjde z kolony ven je pro ni za danych, experimen-
talnich podminek charakteristicky. Proto se tento Casovy udaj pouZiva k jeji identi-
fikaci. Vznikly chromatogram je tvofen sérii elu¢nich kiivek neboli pikl. Zazna-
mendva se signdl z detektoru v zdvislosti na ¢ase nebo proteklém objemu nosného

plynu. Kvantitativni zastoupeni urcuje plocha uzaviena jejim pikem [26].

Vev s

Tato metoda je dnes nejb&znéjsi. Provadéni za stalych podminek je vhodné pro
smési, jejichZ slozky se piiliS nelisi svymi fyzikdlnimi charakteristikami. Pti vel-
kych odliSnostech mohou nékteré slozky opustit kolonu rychle, jiné se v ni zdrzovat
prilis dlouho. Pro tyto ptfipady se pouzivd plynova chromatografie, kdy se béhem

separace méni teplota nebo prutok nosného plynu podle urcitého programu [26].

Frontdlni metoda: je zalozena na kontinudlnim vzorku do kolony. Prvni z kolony
zacne vychazet nejméné zachycovana (sorbovanad) latka. Postupné se k ni pridavaji
dalsi aZ po nejvice sorbovanou. Nakonec z Nakonec z kolony vychazi smés vzorku
s nosnym plynem o ptivodnim sloZeni. Metoda lze pouZit pro kontrolu technickych

procesu [26].

Vytésniovaci metoda: je opét zaloZena na jednordzovém dévkovani vzorku do prou-
du nosného plynu pted vstupem do kolony. Nosny plyn je sycen vytésnujicim Cini-
dlem, coZ jsou pdry latky, kterd se v kolon€ sorbuje silnéji nez kterdkoliv sloZka
vzorku. Vytésnujici ¢inidlo uspeSné konkuruje slozkdm vzorku pfi sorpci na stacio-
narni fazi a ,,tlaci* tyto sloZky pted sebou. V koloné& se uspotadaji za sebou z6ny od
nejméné se sorbujici slozky po vytésiiovaci ¢inidlo. Sitka zény roste s koncentraci

dané slozky. Prvni sloZka je n€kdy rychlejsi, odd€li se od putujicich zoéna dostav4 se

k dtektoru samostatn¢ (vytvoii samostatny pik) [26].
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4.2.3 Spektrofotometrie

Jde o optickou metodu stanoveni latek absorbujicich elektromagnetické zateni (pfedevSim
z oblasti ultrafialové a viditelné, nékdy z oblasti infraervené). MnozZstvi absorbovaného
zafeni o urCité vlnové délce zdvisi na charakteru a mnoZstvi absorbujici latky - vzorku.

Meéieni se provadi pii konstantni vinové délce, kterd odpovidd maximu absorpce stanovo-

v v

vanou litkou. Pokud se neméii jen pfi jedné vinové délce, ale hodnoti se urcity tsek spekt-
ra, jde o spektrofotometrii. Nejvice vyuZivany vztah ve spektrofotometrii je Lambert-

Beerliv zdkon:

A=¢.l.c

A ... absorbance

I ... délka kyvety [cm]

c ... koncentrace [mol.dm?]

€ ... molarni absorp¢ni koeficient [dm’.mol".cm™]

Z tohoto vztahu vypliv4, Ze absorbance je pfimo imérnd koncentraci absorbujici latky.[28]

Obrazek 6: Spektrofotometr
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5 MOZNOSTI STANOVENI KYSELINY L-ASKORBOVE
V NAPOJICH
Metody stanoveni miZeme rozdélit do dvou skupin. Jednd se o metody chemické (napf.

titraéni stanoveni na 2,6-dichlorfenolindofenol), nebo metody fyzikalné-chemické (HPLC,

spektrofotometrie).
5.1 Chemické metody

5.1.1 Titraéni stanoveni 2,6-dichlorfenolindofenolem

Chemické titracni stanoveni kyseliny askorbové je zaloZeno na jeji snadné oxidovatelnosti.
Titruje se roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu, pficemz se kyselina askorbové oxiduje na
kyselinu dehydroaskorbovou a 2,6-dichlorfenolindofenol pfechdzi v bezbarvou leukobazi

viz. obrazek ¢islo 7 [31,37].
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H (I::(Ij elL®!
OH oH
Cl Cl
Cl Cl
HO
HO

Obrazek 7: reakce 1-askorbové kyseliny s 2,6-dichlofenolindofenolem [31].

Bod ekvivalence Ize urcit vizudlné, fotometricky, potenciometricky i polarimetricky.

5.1.2 Jodometrické stanoveni

Askorbova kyselina je mirnym reduk¢énim ¢inidlem a mtze velmi rychle reagovat s jodem

a redukovat jej na jodidy. Reakce probihajici béhem titrace 1ze vyjadrit nasledujici rovnici:
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Cl.‘HZOH Cl.‘HzOH
CHOH )
o A CHOH
O + I — O= + 2HI
HO OH 0 0

Obrazek 8: Reakce kyseliny askorbové béhem jodometrické titrace

Produktem oxidace kyseliny askorbové je opét dehydroaskorbova kyselina. Jako indikator
se pfi této jodometrické titraci pouZiva roztok Skrobu, ktery svym modrym ¢i hnédym zabar-

venim indikuje konec titrace [32].

5.2 Fyzikalné-chemické metody

5.2.1 Stanoveni metodou HPLC

Metoda vysoko ucinné kapalinové chromatografie patii v souasné dobé mezi nejrozsite-

Vv s

v kapitole 4.2.1.

5.2.1.1 Obecné schéma a soucdsti kapalinového chromatografu

vvsokotlakeé
ferpadlo

zasobnik
mobilni faze

davkovaci ventil tidici
s vyménitelnon smyikon poditac

HPLC kolona

detektor 5

Obrazek 9: schéma HPLC [33].
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Zdsobnik mobilni fdze — vyuZzivaji se sklenéné nebo nerezové nadoby. Je tieba, aby byl z4-

sobnik dobfe utésnény, aby kapalina dobte odtékala a netékala do okoli [29].

Vysokotlaké cerpadlo — pracuje s tlakem az do 60 MPa, aby byl zajistén dostatecny priitok

mobilni faze (0,1 — 20 ml/min). Nejpouzivanéjsi jsou membranova a pistova Cerpadla [29].

Ddvkovac vzorku — Vzorek je ddvkujeme do proudu mobilni faze pfimym ndstiikem stii-

kackou, pomoci davkovaci smycky nebo davkovani provadi automaticky davkovac.

Separacni kolona — Chromatografickd kolona je silnd kapilara naplnénd stacionarni fazi.
HPLC kolony jsou nerezové. Obvykly vnitini primér kolony je asi 4 mm a délka 5-25 cm.
Schopnost kolony separovat urc€ité smési na jednotlivé latky je ddna typem staciondrni faze,

ktera je na silikagelovém nosici

Detektor — Detektor je zafizeni, pfeménujici analyticky signdl (eluci sloZek smési) na elek-
tricky signdl, ktery se dal zpracovava. Volba detektoru je zavisi na povaze separované sme-
si 1 od druhu pouZzité mobilni fize. NejCastéji pouzivané jsou absorpcni fotometricky detek-
tor, fluorimetricky detektor, refraktometricky detektor, amperometricky detektor, vodivost-
ni detektor, detektor s diodovym polem (DAD) nebo hmotnostni spektrometr jako detektor
[29].

5.2.1.2 Prubéh stanoveni

Mobilni faze proudi pomoci Cerpadla systémem ptes tlumi¢ pulzii, kde se stabilizuje. Po
nadavkovani (nastiiknuti) vzorku postupuje vzorek undsen mobilni fazi do kolony. V kolo-
n¢ nastava separace slozek v disledku jejich riizné afinity k staciondrni fazi. Separované
slozky opoustéji kolonu v rizném case (retencni Cas) nastavéd eluce. Vychazejici slozky

jsou zaznamenévany detektorem a jeho signél je zpracovavan integratorem (pocitac) [31].
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Obrézek 10: HPLC chromatograf.

5.2.2 Polarografické stanoveni

Tato metoda vyuzivd ke stanoveni kyseliny askorbové jeji oxidace na rtutové kapkové
elektrodé a redukce chinoxalinového derivétu, ktery vznikd kondenzaci kyseliny dehyd-
roaskorbové s o-fenylendiaminem. Jako pomocné elektrolyty pfi tomto stanoveni pouZziva-
me acetéat a citrat (pH 4,5-4,6) fosfat a univerzalni pufry (pH 2,2-7). Provadime pfedbéZnou
Upravu vzorku za pouZiti formaldehydu, aby bylo zabrdnéno interferenci s reduktony

[34,36].

5.2.3 Stanoveni pomoci Analytickych testovacich prouzkii - Merckoquant
(vyrobce — MERCK s.r.0.)
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Princip stanoveni — testovaci prouzek ponofime na jednu sekundu do testovaného roztoku,
po deseti sekundich porovname reakcni zénu s barevnou stupnici. Stanoveni touto meto-

dou je vSak pouze orientacni, protoZe namétené hodnoty jsou znacn€ nepiesné.

Metoda stanoveni — barevna reakce je zaloZzena na redukci zZlut¢ zbarveného fosfomolyb-

denového komplexu vlivem kyseliny askorbové s ndslednym vznikem molybdenové modfi.

Tuto metodu stanoveni kyseliny askorbové I1ze pouzit pro rychlé stanoveni hladiny piirodni
kyseliny askorbové v potravinach, jako jsou ovocné a zeleninové dzusy, nealkoholické né-
poje, ale také pro kontrolu mnoZstvi kyseliny askorbové, ktera je piiddavana do jistych dru-

ht jidla jako konzervaéni nebo antioxidacni prostfedek [40].

Obrazek 11: Testovaci prouzky Meckoquant [40].

5.2.4 Stanoveni pomoci piistroje RQflex
(vyrobce — MERCK s.r.0.)

Princip stanoveni — testovaci prouzky se namoci do testovaného roztoku, vloZi do pfistroje
a vyhodnoti kvantitativné pomoci ¢arkového kodu. Vyslednd hodnota se po nékolika
sekundach objevi na displeji. Stanoveni je zalozeno na reakci kyseliny askorbové s kyseli-
nou molybdenofosfore¢nou, kterou jsou reagen¢ni prouzky napustény. Tato metoda se do-
porucuje pro stanoveni obsahu kyseliny askorbové v ndpojich, v ovoci a zelening. Pfistoj
RQflex je univerzalni, kromé vitaminu C jej 1ze pouZit ke stanoveni asi 30 dalSich analytt

(napt. amoniak, dusitany, dusi¢nany, a dalsi) [41].
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Obrazek 12: pristoj RQflex [41].
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ZAVER

Ve své préaci jsem se zabyval antioxidanty, jejich pusobenim na lidsky organismus a jejich
vyuZzitim v potravindiském priimyslu. Cilem mé prace bylo zhodnoceni Gi¢inku a moznosti
vyuziti antioxidantd pfi vyrobé ndpoji. Konkrétnéji jsem se zabyval vyuzitim kyseliny 1-
askorbové. Kyselina l-askorbovd s celym svym reversibilnim redoxnim komplexem je
znama jako vitamin C. Pfi vyrob¢ je ji hojné vyuzivano jako stabiliza¢niho prvku, pravé
pro jeji antioxidacni ucinky.

Pfi vyrobé ndpoji je velmi Castym problémem moznd oxidace slozek vyrobku a to bud’
béhem technologického procesu, nebo v priubéhu skladovani hotového vyrobku, kdy piida-
vek vhodného antioxidantu miZe prodlouZzit trvanlivost, pravé oddalenim nezadoucich
oxidac¢nich procesi. B&hem vyroby dochdzi pfi nékterych technologickych krocich
k vyraznému provzdusnéni suroviny. Obzvlasté pti rozméliiovani ovocnych surovin za
ucelem ziskani $t'avy, jako je naptiklad drceni a lisovani ovoce, se surovina vyrazn¢ pro-
vzdus$ni a nastartuji oxidacni procesy, které maji neblahy vliv na zejména senzorické vlast-
nosti meziproduktu, potazmo celého vyrobku. Jedna se o proces enzymového hnédnuti, kdy
Stdva zméni v prvni fad€é barvu a pozdé€ji i vini a chut. Nejmarkantnéj$im piikladem je
jable¢na st'dva, kdy z ovoce, jehoZ duZnina je vétSinou sné¢hové bild dostaneme béhem né-
kolika okamzikli po vylisovani nahnédlou a do n€kolika minut az tmavé hnédou St'avu.
Pravé abychom pfti vyrob¢ zastavili ¢i alespon zpomalili tento proces, vyuZivime antioxi-

dantu.

Kyselina 1-askorbova je hojné vyuZivdna pro stabilizaci ovocnych $t'dv, jako je jable¢na ¢i
hruskova stdva. S pfiddvanim tohoto antioxidantu se setkdme i pfi vyrobé vina. Také zde
jde o odvriceni negativnich oxidac¢nich zmén béhem vyroby. Navic pfidavkem kyseliny
askorbové snizime nutné mnoZstvi Skodlivého oxidu sifi¢itého, ktery se pii vyrob¢ vina

2

VyuZzZiva.

U Zeleninovych $tdv dochdzi k oxidacnim ztratdim také. Pridavkem askorbové kyseliny

ochranime nékteré dileZité slozky zeleninové §t'avy, jako je tfteba

U piva je pridavek kyseliny askorbové uskute¢iiovan za ucelem prodlouzeni trvanlivosti.
Pozitivni ucinek se projevi delSi dobou trvanlivosti, oddalime vznik zdkalu. Proto se
s pfiddvanim askorbové kyseliny do piva setkdime piedevSim u exportnich znacek, kde je

delsi doba pouZitelnosti podstatna vlastnost.
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V zavéru prace jsem uvedl moZnosti stanoveni kyseliny l-askorbové. Uvedl jsem principy
nejpouzivanéjSich metod, jako je klasické titraCni stanoveni na 2,6-dichlorfenolindofenol i
moderni separa¢ni metodu HPLC, kterd je v soucasné dob¢ asi nejpouzivanéjsi metodou

pro toto stanoveni.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC High performance liquid chromatography — vysokotu¢inna kapalinové chro-
matografie.

GC Gas Chromatography — plynova chromatografie.

AA Ascorbic acid — kyselina askorbov4.

TAA Total antioxidant aktivity — celkova antioxida¢ni aktivita.
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