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ABSTRAKT 

Bakalá�ská práce se v teoretické �ásti zabývá charakteristikou, chemickou strukturou, 

p�sobením v organismu a stabilitou vitaminu C. Sou�ástí je rešerše o využití vitaminu C 

v potraviná�ském pr�myslu. Ve stru�nosti se zabývá b�žn� používanými metodami 

laboratorního stanovení vitaminu C. Obsahuje obecnou charakteristiku metody 

vysokoú�inné kapalinové chromatografie a p�ehled metod HPLC pro stanovení vitaminu C 

v potravinách se zam��ením na nápoje. 
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ABSTRACT 

In this bachelor paper, characteristic, chemical structure, activity in human organism and 

stability of  vitamin C are discussed. There is a literature research of  usage of vitamin C in 

food industry in this paper. It is briefly engaged in common methods used for lab 

determination of vitamin C. Short characteristic of high-performance liquid chromatography 

and survay of HPLC methods for determination of vitamin C in foodstuffs aimed at 

beverages are introduced.  
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ÚVOD 

Výživa �lov�ka je d�ležitý spole�enský jev, jehož ur�ujícím faktorem je potrava. Biologicky 

hodnotná potrava kryje fyziologickou pot�ebu �lov�ka úm�rn� k podmínkám jeho prost�edí 

(v�ku, pohlaví, pracovní zát�ži); musí obsahovat všechny látky, které lidský organismus 

pot�ebuje, v odpovídajícím množství a v optimálním vzájemném pom�ru [1].  

D�ležitý je dostatek živin kalorických – sacharid�, tuk� a bílkovin, ale i dostate�né 

množství nekalorických živin – vody, minerálních látek a vitamin� [2]. 

Vitaminy jsou organické nízkomolekulární slou�eniny syntetizované autotrofními 

organismy. Heterotrofní organismy je syntetizují jen v omezené mí�e (nap�. niacin si �lov�k 

dokáže syntetizovat z tryptofanu) a získávají je jako exogenní látky p�edevším potravou a 

n�které z nich prost�ednictvím st�evní (intestinální) mikroflóry. V ur�itém minimálním 

množství jsou vitaminy nezbytné pro látkovou p�em�nu a regulaci metabolismu �lov�ka. 

Nejsou zdrojem energie, ani stavebním materiálem, ale vesm�s jsou sou�ástí katalyzátor� 

biochemických reakcí [3]. Práv� do skupiny vitamin� se �adí p�edm�t p�edkládané 

bakalá�ské práce - vitamin C, který ve výživ� �lov�ka hraje velmi d�ležitou roli. Vzhledem 

k tomu, že si jej �lov�k nedokáže vytvo�it sám, je nutný exogenní p�íjem, a� už z potravin 

nebo nápoj�. Cílem p�edkládané bakalá�ské práce je provedení literárního výzkumu 

stanovení vitaminu C pomocí HPLC v potravinách z d�razem na nápoje. Proto je práce 

dopln�na pr�zkumem trhu nápoj� vitaminem C obohacených.   
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I.  TEORETICKÁ �ÁST 
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1 CHARAKTERISTIKA VITAMINU C 

Vitaminy mají r�znou chemickou strukturu. Nejb�žn�jší hledisko t�íd�ní vitamin� je podle 

spole�ných fyzikálních vlastností, rozpustnosti ve vod� (vitaminy hydrofilní) a v tucích 

(vitaminy lipofilní). Vitamin C �adíme mezi vitaminy hydrofilní. Funkce hydrofilních 

vitamin� spo�ívá v katalytickém ú�inku, nebo� se vesm�s uplat	ují jako kofaktory r�zných 

enzym� v metabolismu nukleových kyselin, bílkovin, sacharid�, tuk� a dalších látek. 

Pot�eba v�tšiny vitamin� je pom�rn� nízká. Množství pot�ebné k zajišt�ní normálních 

fyziologických funkcí �lov�ka je však závislé na mnoha faktorech jako je stá�í, pohlaví, 

zdravotní stav, životní styl, stravovací zvyklosti, pracovní aktivita apod.  

Ve vod� rozpustné vitaminy nejsou zpravidla v organismu skladovány v�bec nebo jen 

omezen� a jejich p�ebytek je vylu�ován mo�í. P�i nedostatku vitaminu C dochází 

k hypovitaminose nebo až k avitaminose (p�echodný úplný nedostatek vitaminu projevující 

se poruchou n�kterých  biochemických proces�), naopak p�i nadbytku hypervitaminose [3]. 

Oba tyto stavy nastávají p�i nevhodném stravování a jsou rozebrány dále. 

 

1.1 Chemické vlastnosti vitaminu C 

Názvem vitamin C se ozna�uje nejen L-askorbová kyselina, ale také celý reversibilní redoxní 

systém. Ten zahrnuje L-askorbovou kyselinu, produkt její jednoelektronové oxidace, který 

se nazývá L-askorbylradikálem nebo také L-monodehydroaskorbovou kyselinou a produkt 

dvouelektronové oxidace, tj. L-dehydroaskorbovou kyselinu (Obr.1). Vitamín C za�azujeme 

do skupiny hydrofilních vitamin�. Tvo�í bezbarvé až sv�tle žluté krystalky kyselé chuti, bez 

zápachu, dob�e rozpustné ve vod� (cca 30g ve 100ml), mírn� rozpustné v ethanolu a tém�� 

nerozpustné v etheru a petroletheru, chloroformu, olejích a tucích [3].  

Je velmi labilní látkou, št�pí se v závislosti na pH prost�edí v principu dv�ma zp�soby. 

V alkalických vodných roztocích vznikají p�edevším kyseliny, respektive soli, reduktony 

v neutrálním a p�edevším v kyselém prost�edí se pak tvo�í r�zné deriváty furanu. Jako hlavní 

produkty degradace v alkalickém prost�edí vznikají kyselina š�avelová a L-threonová. 

Reakce je katalyzována hydroxylovými ionty a za anaerobních podmínek v neurálním 

prost�edí již neprob�hne kvantitativn�. V neutrálním a kyselém prost�edí byl jako 

degrada�ní produkt identifikován redukton C a B, L-xyloson, lyxonová kyselina, xylonová a 
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mnoho dalších produkt�. Jako hlavní produkt vzniká 2-furaldehyd. Probíhá-li reakce za 

p�ítomnosti kyslíku, oxiduje se kyselina askorbová na kyselinu dehydroaskorbovou a p�es 

2,3-dioxogulonovou kyselinu vzniká op�t L-xyloson [4].  

Na vzduchu je vitamin C stálý, je-li chrán�n p�ed vlhkostí, ale je termolabilní (tepeln� 

nestálý). Ze �ty� možných stereoisomer� (asymetrický uhlík C-4 a C-5) vykazuje aktivitu 

vitaminu C pouze L-askorbová kyselina (�-lakton L-threo-2-hexenonové kyseliny). Její 

isomer D-askorbová kyselina a druhý pár enantiomer�, tj. L- a D-isoaskorbová kyselina 

aktivitu vitaminu C prakticky nevykazují [3]. 

Obrázek 1   Chemické vzorce forem vitaminu C 

 

 

 

 

 

 

Oxidace kyseliny askorbové bývá zpravidla autooxidace vzdušným kyslíkem v p�ítomnosti    

i nep�ítomnosti p�echodným kov�. Aktivní jsou hlavn� Cu2+, Fe3+. Reakce závisí na hodnot� 

pH prost�edí. V kyselém prost�edí je pomalá, rychlejší je v neutrálním a nejrychlejší 

v alkalickém prost�edí.  

Askorbová kyselina i její isomery a deriváty mohou reagovat s volnými radikály, které 

zp�sobují oxidaci lipid� a dalších oxylabilních složek potravin. Brzdí tak �et�zovou 

autooxida�ní reakci a ú�inn� p�sobí jako antioxidanty. Reakci askorbové kyseliny 

s peroxylovým radikálem mastné kyseliny (R-O-O�), pop�ípad� s alkoxylovým radikálem 

(RO�) lze schematicky znázornit následující rovnicí: 

H2A + R-O-O� � HA� + R-O-OH 

Reakcí vzniká askorbylradikál a hydroperoxid mastné kyseliny. Vzniklý askorbylradikál již 

není schopen vyvolat další �et�zovou reakci a disproporcionuje na askorbovou                    

a dehydroaskorbovou kyselinu. Askorbová kyselina je obecn� ú�inn�jším antioxidantem, 
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použije-li se v kombinaci s tokoferoly. Podobn� reaguje také s toxickými formami kyslíku 

jako je hydroxylový radikál (HO�) nebo aniont superoxidového radikálu a singletový kyslík. 

Všechny tyto reakce zpomalují oxidaci lipid� [5]. 

 

1.2 P�sobení vitaminu C v organismu 

Vitamin C je vitaminem pouze pro �lov�ka a n�kolik dalších živo�ich�. Pat�í k nej�ast�ji 

užívaným vitamín�m. Po požití je vst�ebáván do krve, kde se m�ní ve svou aktivní formu. 

V té ho pak využívají tém�� všechny bu	ky t�la. Lidský organismus má tendenci s ním 

plýtvat. Je to tím, že nadm�rnou nabídku nedokáže uskladnit a schovat na „horší �asy“ [6].  

V�tšin� lidí je známý jeho preventivní ú�inek proti nachlazení a ch�ipce. Vitamín C má          

i dalších velmi d�ležité funkce pro organismus. Jeho ú�inky by m�li p�edevším ocenit lidé      

z velkom�st, ku�áci, alkoholici, starší lidé a ženy užívající hormonální antikoncepci. P�i �asté 

konzumaci alkoholu dochází ke zvýšené spot�eb� tohoto vitaminu, a to v d�sledku jeho 

pot�eby pro vylou�ení alkoholu z krve. Ke zvýšení spot�eby dochází i u ku�ák�, protože 

vitamin C spolu se selenem neutralizuje jedy vdechované cigaretami [7]. Vitamín C pomáhá 

chránit funkce vitamínu E. Ku�áci s dostate�ným p�ísunem vitamínu C mají podle n�kterých 

léka�� tém�� stejnou hladinu antioxidant� v t�le jako neku�áci. Pravidelný p�íjem vitamínu C 

m�že snížit riziko vzniku rakoviny u ku�ák� [8]. P�i užívání hormonální antikoncepce 

dochází k vyšší pot�eb� kv�li udržení hladiny cholesterolu v norm� [7]. 

Velkou m�rou p�ispívá k regeneraci organismu. Hojí popáleniny a krvácející dásn�, 

urychluje hojení ran po operacích a tvo�ení jizev, podporuje snížení hladiny cholesterolu      

a krevního tlaku. Podílí se na odbourávání cholesterolu v játrech, �ímž p�edchází 

ateroskleróze (ukládání cholesterolu a tuk� do st�ny cév s jejich následným kornat�ním         

a ucpáváním). Zlepšuje vst�ebávání železa. Dále je d�ležitý pro tvorbu kolagenu, který je 

hlavní složkou organické matrice v kostech. Je nejvýznamn�jším kofaktorem jeho syntézy, 

p�i�emž v sou�asné dob� ješt� nelze stanovit doporu�ení pro vitamin C z hlediska prevence 

osteoporózy, ale rozhodn� je t�eba dbát na p�im��ený p�ívod. Za dostate�né se považují 

obvyklé DDD pro prevenci (75 – 150 mg) [9]. P�sobí preventivn� proti vzniku vrásek, 

rozší�ených žilek a k�e�ových žil. Napomáhá k produkci protistresových hormon�. P�sobí 

jako p�írodní projímadlo (laxativum). Snižuje �astost tvorby krevních sraženin [7].  
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Je d�ležitý pro správnou funkci všech bun�k lidského t�la, podílí se na tvorb� mezibun��né 

hmoty. Je nezbytný pro správnou stavbu kostí, cév, sval�, šlach, k�že, dásní a zub�, a hraje 

d�ležitou roli p�i jejich obnov� nebo lé�ení. V neposlední �ad� váže t�žké kovy, nap�íklad 

olovo [9]. V organismu jeho spot�eba stoupá hlavn� p�i stresových situacích. N�kte�í léka�i 

ho doporu�ují jako preventivní prost�edek p�i SIDS (Syndrom náhlého úmrtí kojenc�). 

Vitamín C se p�i nadbytku vylu�uje mo�í a musí se pr�b�žn� dopl	ovat. Jeho zásoba           

v organismu vydrží p�ibližn� 2-6 týdn� [8]. 

Dále chrání o�ní �o�ku proti fotooxida�ním ú�ink�m a tak brání vzniku tzv. katarakty 

neboli šedého zákalu. Je prevencí vzniku únavy a zvyšuje bd�lost. Vitamin C má v t�le 

mnoho dalších funkcí, které z n�j d�lají esenciální vitamin s ú�inky protibolestivými, 

protinádorovými, protikurd�jovými, protistresovými, hojivými, protiinfek�ními, proti únav� 

atd. [10]. 

Aby vitamin C mohl efektivn� zastávat všechny funkce v organismu, je nutné jeho správné 

vst�ebávání a také vylu�ování, protože i jeho nesprávný pr�b�h tohoto procesu m�že 

zp�sobit potíže. Jak kyselina askorbová, tak kyselina dehydroaskorbová jsou 

transportovány p�es bun��né membrány. U nízkých koncentrací kyseliny askorbové 

p�evládá aktivní transport, zatímco u vysokých koncentrací se vyskytuje difúze. Ve v�tšin� 

p�ípad� je transport v lidských a zví�ecích tkáních závislý na sodíku a vyžaduje 

metabolickou energii, p�i pom�ru sodíku a energie 1:1 nebo 2:1. Ú�inek r�zných potravin 

na biologickou využitelnost kyseliny askorbové zatím není z velké �ásti znám. St�evní 

absorpce a vstup kyseliny askorbové do bun�k m�že být usnadn�n její p�em�nou na kyselinu 

dehydroaskorbovou, která proniká lépe než redukovaná forma p�i fyziologickém pH. 

Specifický transport v bu	kách tkání dovoluje vstup široké variant� rozmezí koncentrací 

kyseliny askorbové. Vysokou hladinu vitaminu C lze nalézt v hypofýze, nadledvinách, 

leukocytech, o�ní �o�ce �i mozku, nízká hladina je zastoupena v plasm� a slinách. 

V nízkých dávkách (�30 mg /den) je kyselina askorbová absorbována tém�� úpln�, 70 – 90 

% obvyklého denního p�íjmu je absorbován. Zbytek po absorpci obíhá voln� v plazm�, 

leukocytech a �ervených krvinkách a vstupuje do všech tkání, s maximální koncentrací 68-

86 �mol/l, které bývá dosaženo po ústním p�íjmu 90-150 mg/den. Nadbytek vitaminu C je 

vylu�ován ledvinami, které uchovávají tento vitamin na hladin� 46-96 �mol/l pomocí 

reabsorp�ního procesu, závislého na sodíku. 
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Uvnit� bun�k a v plasm� existuje vitamin C p�evážn� ve volné form� jako monoaniont. 

Dehydroaskorbová kyselina je bu
 nezjistitelná, anebo ji lze nalézt pouze v malém množství 

v ob�hu zdravého �lov�ka. Redukce kyseliny dehydroaskorbové uvnit� bun�k je 

zprost�edkována dv�ma hlavními cestami – chemickou redukcí pomocí glutathionu             

a enzymatickou redukcí [11]. 

1.3 Doporu�ené denní dávky vitaminu C 

Denní pot�eba vitamínu C v �R se odhaduje na 60 mg, doporu�ená je 80 mg na den. Jako 

fyziologicky optimální dávka se uvádí 200 mg/den. Jeho pot�eba stoupá p�i kou�ení, a to     

o 50 až 100 %, p�i chladu, stresu, infekci, úrazech, fyzické námaze a nádorech, operaci,      

u žen a dívek užívajících orální antikoncepci se pot�eba zvyšuje o 100 % , v t�hotenství asi     

o 30 %, p�i kojení asi o 60 % (80 – 120 mg), p�i dlouhodobém užívání kyseliny 

acetylsalicylové (aspirinu, acylpyrinu, anopyrinu), krátkodobé zvýšení denní dávky na      

500 mg je vhodné nap�íklad p�i nachlazení, v�tší t�lesné námaze �i stresu [8]. Doporu�ené 

denní dávky pro jednotlivé skupiny obyvatel jsou uvedeny v tabulce (Tab.1). 

Tabulka 1   Doporu�ené denní dávky pro jednotlivé skupiny obyvatelstva [12] 

Skupina Podskupina Výživová doporu�ená dávka [mg] 

0-6 m�síc� 50 
kojenci 

7-12 m�síc� 50 

d�ti ve v�ku 1-3 let  50 

d�ti ve v�ku 4-6 let  55 

7-10 let 60 

11-14 let (chlapci) 80 d�ti školního v�ku 

11-14 let (dívky) 80 

studující 100 
dospívající chlapci 15-18 let 

fyzicky pracující 110 

studující 90 
dospívající dívky 15-18 let 

fyzicky pracující 100 

lehká práce 75 

st�ední práce 75 pracující ženy 19-34 let 

namáhavá práce 90 

ženy t�hotné od II. trimestru  120 
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Pokra�ování tabulky 1  Doporu�ené denní dávky pro jednotlivé skupiny obyvatelstva 

[12]  

ženy kojící  130 

lehká práce 75 

st�ední práce 75 pracující ženy 35-54 let 

namáhavá práce 90 

55-74 let 75 
nepracující ženy 

75 a více let 75 

lehká práce 75 

st�ední práce 90 pracující muži 19-34 let 

namáhavá práce 100 

lehká práce 75 

st�ední práce 90 pracující muži 35-59 let 

namáhavá práce 100 

60-74 let 75 
nepracující muži 

75 a více let 75 

 

 

1.3.1 Hypovitaminosa a avitaminosa 

Nedostatek vitamínu C se projeví kurd�jemi (skorbutem), což je onemocn�ní zp�sobující 

krvácivostí dásní, vypadáváním zub� a celkovou náchylností k ostatním onemocn�ním. 

Široké množství p�íznak� a symptom�  skorbutu m�že znamenat poruchy v rozmanitých 

metabolických systémech, ve kterých vitamin C figuruje. Zahrnuje se tvorba kolagenu, 

metabolismus steroid� a peptid�, endokrinní funkce, imunitní systém, kontrola vysokého 

tlaku, rovnováha m�di a železa a proces rozkladu mitochondriálních mastných kyselin. 

S nízkým p�íjmem vitaminu C se spojuje rostoucí riziko vzniku chronických onemocn�ní – 

rakoviny �i onemocn�ní srdce [7]. 

Následky nedostatku vitaminu C byly pozorovány už na kosterních nálezech z doby 

kamenné a bronzové. V našich zem�pisných ší�kách lidé trpí hlavn� �áste�ným nedostatkem 

tohoto vitamínu [8]. Další z p�í�in vzniku hypovitaminosy m�že být nevhodná 

technologická p�íprava stravy ni�icí vitamin, který zde p�vodn� byl p�ítomen. Ke vzniku 
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hypovitaminosy p�ispívá i nadm�rný p�ívod dusi�nan� stravou. Vitamin C sice ú�inn� 

blokuje p�em�nu NO3
- na NO2

-, sníží se tím však množství jeho biologicky ú�inné formy 

[13]. 

Kritický pro vznik viditelných obtíží je p�íjem nižší než 10 mg denn�. Projevy zahrnují 

únavu, podrážd�nost a sklon k infekcím. P�i hlubším nedostatku vitamínu C pak mohou 

nastat krevní výrony, chudokrevnost, bolesti p�i krvácení do podkoží, sval� a kloub� [8]. 

P�í�inou vzniku onemocn�ní m�že být dlouhodobá konzumace stravy bez �erstvého ovoce a 

zeleniny. V takové strav� chybí krom� vitaminu C i n�které jiné výživové faktory, jako je 

kyselina listová, železo, provitamin A a další. Z uvedeného d�vodu sice podávání 

syntetického vitaminu C zmírní nejhorší p�íznaky avitaminosy, nevede však k úplnému 

vylé�ení. K tomu je t�eba podávat �erstvé ovoce a zeleninu.  

1.3.2 Hypervitaminosa  

Nadm�rný p�íjem vitamínu C pak zp�sobuje zvýšení hladiny kyseliny mo�ové a š�avelové v 

mo�i, snižuje hladinu cukr� v krvi a zp�sobuje nadm�rné vst�ebávání železa. Dávka vyšší 

než 4 g denn� m�že zvýšit výskyt oxalátových ledvinných kamen�. Vysoké dávky tohoto 

vitamínu také zvyšují vst�ebávání rtuti a zat�žují játra [8]. Dalším nežádoucím ú�inkem je 

vymývání vitaminu B12 a B9 [14]. 

 

1.4 Zdroje vitaminu C 

Vitamin C se vyskytuje zejména v ovoci a zelenin�. Hlavními zdroji jsou citrusové plody, 

�erný rybíz, paprika, jahody, raj�ata, brokolice, brambory, zelená listová zelenina (zelí, 

kapusta) �i bobulovité plody. Vysoký obsah vitamínu C obsahují brusinky. Množství 

vitamínu C kolísá v závislosti na odr�d�, klimatu, zp�sobu sklizn�, skladování a zpracování 

potravin. Ze živo�išných zdroj� obsahují vitamín C p�edevším játra a ledviny, ale jeho 

množství je v zde ve srovnání s rostlinnými zdroji velice malé. Další potraviny jako maso, 

mléko nebo vejce, mají jako zdroj vitaminu tém�� zanedbatelný význam. Obsah vitaminu C 

ve vybraném ovoci a zelenin� je uveden v tabulce 2. 
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Tabulka 2   Obsah vitaminu C ve 100 g u n�kterých  potravin [15] 

Potravina Obsah vitaminu C  
[mg] 

k�en 67,1 

paprika 65,6 

kiwi 63,9 

rybíz �erný 59,6 

jahody 34,0 

grapefruit 24,3 

citrony 23,2 

kv�ták 22 

raj�ata 19,9 

meru	ky 19,4 

rybíz �ervený 19,4 

brambory rané 10,6 

zelí bílé 7,8 

kapusta mražená 4,5 

jablka 3,8 

brambory pozdní 3,5 

kapusta r�ži�ková 3,3 

hrušky 2,4 

 

1.5 Stabilita vitaminu C 

Vitamin C je jedním z nejmén� stabilních vitamin�. Ke ztrátám p�i skladování, kulinárním a 

pr�myslovém zpracování dochází r�znými zp�soby. Nejvýznamn�jší jsou ztráty výluhem a 

oxidací. Celkové ztráty se pohybují zpravidla mezi 20 až 80%. Shrneme–li vliv podmínek na 

zm�ny vitaminu C, pak je nutno konstatovat, že povaha a rozsah jeho ztrát K zna�nému 

úbytku dochází rovn�ž loupáním plod�, kdy se odstra	ují povrchové vrstvy bohaté na 

vitamin. P�i mytí jsou ztráty nižší než p�i blanšírování a va�ení. Ke ztrátám vitaminu dochází 

také p�i mlé�ném kvašení zeleniny. Kysané zelí nap�. obsahuje asi 50 % vitaminu ve 

srovnání s �erstvým hlávkovým zelím (90-190 mg.kg-1). Snahou konzervá�� je pochopiteln� 

uchovávání maximálního množství vitaminu v ovoci a zelenin� b�hem skladování a 
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v p�íslušných výrobcích po jejich zpracování. Používané metody a postupy jsou založeny na 

omezení kontaktu se vzduchem, snížení množství p�ítomných iont� Cu2+ a Fe3+a vytvá�ení 

nep�íznivých podmínek pro vznik komplex� kovových iont� s kyselinou askorbovou. 

B�hem zpracování je stabilita vitaminu vyšší u ovoce, které má nižší pH než zelenina. 

Nejmenší ztráty se dosahují aplikací vysokoteplotní krátkodobé sterilace. U kompot� 

dochází k nejv�tším ztrátám b�hem jejich skladování. Výše t�chto ztrát je závislá na dob� a 

teplot� skladování a pohybuje se v rozmezí 10-50 %. Pr�m�rná retence u obohacených 

ovocných š�áv se pohybuje v rozmezí 60-80 %.  

U ovoce ošet�eného (konzervovaného) oxidem si�i�itým jsou ztráty vitaminu b�hem 

technologického zpracování nižší, nebo� p�ítomný oxid si�i�itý redukuje peroxid vodíku 

vznikající oxidací vitaminu C v p�ítomnosti t�žkých kov�. Nejstabiln�jší je vitamin C p�i 

zmrazování a mrazírenském skladování ovoce a zeleniny. P�i teplotách –18°C dochází jen 

k minimálním ztrátám, naopak ke zna�ným ztrátám m�že doházet p�i rozmrazování.  

Ztráty p�i skladování syrového mléka jsou zna�né. P�i chladírenském skladování �iní asi 50 

% a se zvyšující se teplotou rostou. P�i tepelném ošet�ení mléka klesá obsah v závislosti na 

teplot� a dob� záh�evu o 20-50 %. Relativn� dobrá je stabilita vitaminu u sušeného, 

vitaminem obohaceného mléka baleného v inertní atmosfé�e [3]. 

1.6 Využití vitaminu C v potraviná�ství 

Vitamin C se podle Vyhlášky Ministerstva zdravotnictví �. 298/1997 Sb. �adí mezi látky 

p�ídatné, které se sm�jí vyskytovat v potravinách s uvedením jejich kódu, pod kterým je 

p�ídatná látka ozna�ována v �íselném systému Evropské unie [16]. Kód vitaminu C je E 

300. Látky používané k výrob� potravin jako p�ídatné látky musí odpovídat požadavk�m na 

identitu a �istotu. Podle ú�elu použití jej v látkách p�ídatných za�azujeme do skupiny 

antioxidant�. Jedná se o látky, které prodlužují údržnost potravin a chrání je proti zkáze 

zp�sobené oxidací, jejímiž projevy jsou nap�. žluknutí tuk� a barevné zm�ny potraviny. 

Vitamin C jako p�ídatná látky samoz�ejm� nesmí obsahovat mikroorganismy a mikrobiální 

metabolity, p�sobící onemocn�ní z potravin, v množství p�esahujícím nejvyšší mezní 

hodnoty stanovené zvláštním p�edpisem. Jeho p�ítomnost v potravin� musí být uvedena na 

obalu. P�ítomnost látek p�ídatných se ozna�uje uvedením názvu látky nebo �íselného kódu a 

pokud je to v této vyhlášce stanoveno i jejího množství a údaji o možností nep�íznivého 
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ovlivn�ní zdraví lidí. Požadavky na �istotu u vitaminu C jsou sulfátový popel ne více než 0,1 

%, pH 2 % vodného roztoku 2,4 až 2,8, arzén ne více než 3 mg/kg, olovo ne více než 5 

mg/kg, rtu� ne více než 1 mg/kg a t�žké kovy (jako olovo) ne více než 10 mg/kg [17]. 

Askorbová kyselina má díky svým vlastnostem vitaminu, antioxidantu a cheleta�ního �inidla 

široké použití jako potraviná�ské aditivum p�edevším v konzervárenské a kvasné technologii 

a v technologii masa, tuk� a v cereální technologii. Jako antioxidant se používá také ve 

vod� rozpustná s�l askorbát sodný a lipofilní 6-palmitoyl-L-askorbová kyselina, která 

sou�asn� zodpovídá za inhibici tvorby nitrosamin� v nakládaném mase a v masných 

výrobcích. Zabra	uje p�em�n� dusi�nan� obsažených v zelenin�, vod� �i uzeninách, na 

nebezpe�né nitrosaminy, zp�sobující rakovinu.  Pro inhibici tvorby nitrosamin� se p�idává 

300-1000 mg. kg-1 hydrofilního askorbátu �i lipofilního  askorbylpalmitátu.  

Do tuk� se p�idává jako antioxidant askorbylpalmitát, a to v množství 0,006-0,04%. 

P�ídavek askorbové kyseliny (respektive askorbátu nebo askorbylpalmitátu) k masu a 

masným výrobk�m spolu s dusitany v množství 60-180 mg.kg-1, nap�. p�i výrob� šunky, má 

funk�ní i ekonomický význam, nebo� zkvalit	uje a podstatn� urychluje výrobu. P�ídavek 

askorbové kyseliny umož	uje zkrátit dobu uzení a stabilizuje barvu hotových výrobk�. 

Nap�íklad do zmražených broskví se p�idává, aby se p�edešlo ztrát� zbarvení plodu. 

Sou�asn� zvyšuje inhibi�ní ú�inek dusitan� na toxinogenní bakterie Clostridium botulinum. 

P�ídavek askorbové kyseliny v množství 20-30 mg.kg-1 je prevencí tvorby tzv. chladových a 

oxida�ních zákal� piva a prevencí nežádoucích zm�n chuti a aroma v d�sledku oxidace, ke 

které dochází p�i pasteraci a skladování. Použití askorbové kyseliny p�i výrob� vína 

umož	uje snížení množství použitého oxidu si�i�itého k sí�ení. Kyselina askorbová se také 

p�idává jako prost�edek zlepšující peka�ské vlastnosti [3]. 
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2 NÁPOJE V TRŽNÍ SÍTI OBSAHUJÍCÍ VITAMIN C 

B�žn� se v potraviná�ství používá obohacování (fortifikace) vitaminem C u potravin a 

nápoj�, které tento vitamin p�vodn� neobsahují a jeho obsah je zde žádoucí. Vzhledem 

k jeho labilnosti  dochází v nápojích vyráb�ných z p�írodních zdroj� k vysokým ztrátám.  

 

Tabulka 3   Obsah vitaminu C v nápojích (voln� dostupné v prodejnách)  

 
Název nápoje 

Objem 
nápoje 

[ l ] 

Obsah 
vitaminu C 

[mg/1] 

Big Energy Shock 0,5 200 

Cappy Icefruit Orange and grapefruit 0,5 45 

Cappy Icefruit Apple and pear 0,5 45 

Cappy Multivitamin 1 150 

Dobrá voda Multivitamin 1 9 

Figo Multivitamin 0,3 30 

Figo Tropic 0,3 30 

Figo Pomeran� a mandarinka 0,3 30 

Hello Kiwi 0,7 500 

Kubík Play! Mrkev-�ervený grapefruit 0,4 75 

Pfanner Multivitamins Red fruits 1 90 

Relax �erný rybíz 1 100 

Semtex 0,25 100 

Nápoje 
v tekutém stavu 

Název nápoje 
Obsah 
nápoje 

[g] 

Obsah 
vitaminu C 

[mg/100 g] 

Instant Tea Multivitamin 200 12 

Nesquik Plus, Vitamins � Minerals  200 86 

Boncao, sm�s kakaa s cukrem 250 5 
Instantní nápoje 

Tang pomeran�-jahoda-banán  100 150 

Fruite Exotic Multivitamin 250  12 
�aje 

Jem�a - citron se zázvorem 100 1500 
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Nápoje, kde výrobce deklaruje jeho obsah, jsou jím fortifikovány. Vysoké dávky vitaminu C 

se aplikují kv�li antioxida�ní funkci a zárove	 je spln�na i funkce nutri�ní. Do skupiny 

obohacovaných nápoj� pat�í nap�. jablkové a grepové džusy. Cereálie ur�ené ke konzumaci 

bývají ochucovány vitaminem C. Obohacené cereálie obvykle obsahují nejmén� 25% 

doporu�ené denní dávky vitaminu C.  

Vitaminem C se dnes také obohacují i nápoje ur�ené pro d�ti. Firma Hamé vyrábí p�írodní 

ovocné nápoje, 100% š�ávu z jablk a dalšího ovoce. Krom� tohoto vitaminu se do takových 

nápoj� nep�idává žádný cukr (obsahují pouze p�írodní ovocné cukry), konzerva�ní 

chemické p�ísady, barviva ani ochucovadla [18].  

P�i literárním pr�zkumu byla nalezena metoda HPLC s UV detekcí, která v sou�asné dob� 

umož	uje stanovení kyseliny askorbové a kyseliny isoaskorbové ve fortifikovaných 

potravinách. Metoda je založena na kyselé extrakci AA v p�ítomnosti reduk�ního �inidla tris 

[2-karboxyethyl] fosfinu (TCEP), který udržuje AA v redukované form�. Separace se 

provádí na kolon� C18, jako eluent je použit octan sodný (pH=5,4) obsahující TCEP a 

decylamin jako iontov� párové �inidlo. Limit detekce u této metody je 0,1mg/100g [19]. 

V rámci bakalá�ské práce byl proveden pr�zkum v tržní síti s cílem shromáždit nabídku 

nápoj� vitamin C obsahujících. N�kolik takovýchto nápoj� je uvedeno v tabulce (Tab. 3). 
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3 METODY STANOVENÍ VITAMINU C 

Metod stanovení vitaminu C je více. Rychlou a jednoduchou metodou je titrace kyseliny L-

askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem v kyselém prost�edí s vizuální nebo 

potenciometrickou detekcí. Metoda je vhodná pro v�tšinu potraviná�ských výrobk�. Není 

však specifická a je rušena látkami obsahujícími thiolové skupiny a reduktony. Titra�ní 

metoda je vhodná p�edevším pro sledování úbytku kyseliny L-askorbové b�hem 

technologického procesu [20]. Nevýhodou metody je nestálost odm�rného roztoku �inidla, 

který vyžaduje standardizaci p�ed použitím. Metoda není také vhodná pro titra�ní stanovení 

barevných vzork�, kdy vzniká problém p�i ur�ení barevné zm�ny v bod� ekvivalence.  

K enzymovému stanovení kyseliny L-askorbové se používá enzym peroxidáza z k�enu. 

Uvádí se, že enzymová metoda stanovení je specifická, rychlá, spolehlivá, ekonomická, 

zahrnuje jednoduché postupy p�epravy vzorku a analýzy, je bezpe�ná a pracuje 

s reagenciemi p�ipravenými k p�ímému použití [15]. 

Pro stanovení vitaminu C v nápojích a potravinách existuje i p�enosný coulometrický 

analyzátor C-Vit (výrobce firma 2 THETA), který je znázorn�n na obrázku (Obr.2). Tento 

p�ístroj využívá princiy pr�tokové elektrochemie, coulometrie a coulometrických titrací, 

p�i�emž m��ení je �ízeno vlastním mikroprocesorem. P�ed m��ením je nutná úprava vzork�. 

P�i stanovení vitaminu C v nápojích a š�ávách z ovoce a zeleniny p�edešlé úpravy nejsou 

nutné. Pokud vitamin C stanovujeme ve vzorku vody (pitné, povrchové, spodní a odpadní) 

není nutná p�edchozí úprava. Meze stanovitelnosti se pohybují od 10 �g/l. Výhodou tohoto 

p�ístroje je možnost p�enosu p�ístroje pro rychlou analýzu v terénu. Úprava vzorku, obsluha 

i dávkování jsou jednoduché. P�ístroj bez problém� analyzuje i barevné vzorky [21].  

Používá se také vysokoú�inná kapalinová chromatografie-HPLC. Jedná se o metodu široce 

využívanou pro analýzu velké škály složek potravin.  

Obrázek 2   Coulometrický analyzátor C-Vit 
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4 HPLC-VYSOKOÚ�INNÁ KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

HPLC pat�í k nejd�ležit�jším analytickým metodám a p�edstavuje nejvýznamn�jší pokrok 

analytické chemie ve 20. století. Jedná se o nejmodern�jší variantu kolonové kapalinové 

chromatografie, pro niž se dnes vyráb�jí speciální automatické vysokotlaké chromatografy 

s krátkými kolonami pln�nými speciálními jemnými stejnom�rnými sorbenty s chemicky 

upraveným povrchem. Takové uspo�ádání umožní dosáhnout vysoké frakciona�ní kapacity 

a ú�innosti d�lení i u velmi složitých sm�sí látek, které bychom jinak obtížn� d�lili pomocí 

jiných metod. Jedná se o sm�si vysokomolekulárních organických látek v�etn� biochemicky 

a farmaceuticky významných polymer�, ale i látky iontového charakteru, nap�. anorganické 

látky [22].  

V 70. letech minulého století došlo k prudkému rozvoji této technologie. Zdokonalily se 

detektory a kolony. Nové p�ístroje byly již schopné dosáhnout vysokých tlak� [23]. 

Rozsah použitelnosti HPLC s ohledem na chemickou povahu d�litelných látek je 

mimo�ádný. Lze analyzovat ionty, látky polární i nepolární, málo t�kavé, tepeln� nestabilní i 

vysokomolekulární (cca 80% veškerých známých látek je možné analyzovat touto 

metodou). Metody HPLC se díky možnosti nasazení prakticky všech separa�ních 

chromatografických mechanism� a rychlému získání chromatogramu rázem dostaly do �ela 

moderních technik pro kvalitativní i kvantitativní analýzu složitých sm�sí. Zvýšením pr�toku 

mobilní fáze pomocí p�etlakových systém� bylo dosaženo podstatného zkrácení doby 

analýzy. Byly vyvinuty nové detektory, které odpovídají požadavk�m rychlé a citlivé 

detekce. Vysokoú�inná kapalinová chromatografie dopl	uje aplika�ní možnosti plynové 

chromatografie zejména v oblasti látek net�kavých nebo nestálých za vyšší teploty [22]. 

Nevýhodou ve srovnání s plynovou chromatografií je, že HPLC má náro�n�jší instrumentaci 

a složit�jší mechanismus separace. Srovnání s n�kterými dalšími separa�ními metodami je 

zazna�eno v tabulce 4.  

Mezi základní požadavky na HPLC pat�í kolony pln�né velmi jemnými �ásticemi sorbetu a 

vysoké pr�toky mobilní fáze, kdy �ešením je použití vysokotlakých �erpadel, kontinuálních 

detektor�, dávkovacích systému �i nových druh�  chromatografických sorbet�. Mimoto je 

HPLC rychlá, ú�inná, automatizovatelná, snadno lze kvantifikovat a reprodukovat výsledky. 
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Tabulka 4   Rozsah použitelnosti ve srovnání s ostatními separa�ními metodami [20] 

Metoda 

P�ibližný rozsah 
molekulových 

hmotností analyt� 
Mr 

Analyzované látky 

HPLC 3-106 ionty, látky polární i nepolární, 
nízkomolekulární i polymery 

GC 1-400 
plyny, látky t�kavé a teplotn� stabilní, po 
derivatizaci a net�kavé, po pyrolýze i 
makromolekulární 

PC a TLC 100-2000 ionty, látky polární i nepolární 

 

P�i srovnání metody HPLC (UV detekce) a spektrofluorimetrie analýzou vitaminu C 

v zelených fazolích HPLC vykázala vyšší citlivost, zatímco spektrofluorimetrie v�tší 

p�esnost. Ob� metody byly pro danou analýzu p�im��ené, proto je p�i výb�ru t�eba zohlednit 

p�esné požadavky analýzy. Spektrofluorimetrii lze preferovat, pokud se zam��ujeme na 

obsah vitaminu C, ale je mén� vhodná pro analýzy jednotlivých forem vitaminu C. HPLC (s 

použitým UV – detektorem) je vhodn�jší pro zam��ení na jednotlivé formy a pro zjiš�ování 

stupn� rozkladu zeleninových produkt� [24]. 

 

4.1 Sestava za�ízení HPLC 

Za�ízení pro chromatografii obsahuje rezervoár mobilní fáze, programování gradientu, 

sm�šova�, odplynova� neboli degasér, vysokotlaké �erpadlo, tlumi� tlakových puls�, 

trojcestný ventil, satura�ní p�edkolonu, dávkova� vzorku, kolonu s chromatografickým 

materiálem, detektor, jíma� frakcí, zesilova�, zapisova� a integrátor. Blokové schéma 

moderního kapalinového chromatografu (Obr.3) m�že mít �adu obm�n, v zásad� však musí 

být zachováno za�azení základních element� za sebou, i když je možno mnohé p�i 

speciálních pracech bu
 vynechat nebo naopak zapojit. Ze  zásobník� mobilní fáze je bu
 

(p�i isokratické eluci) vedena mobilní fáze z jednoho ze zásobník� do vysokotlakého 

�erpadla, anebo p�i gradientové eluci se p�evád�né proudy z obou zásobník� mísí dle 

programu ve sm�šova�i a jsou vedeny do vysokotlakého �erpadla [25]. 
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Obrázek 3   Schéma HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. Zásobník mobilní fáze 

2. Zásobník mobilní fáze 

3. Programování gradientu 

4. Sm�šova� 

5. Odplynova� 

6. Vysokotlaké �erpadlo 

7. Tlumi� tlakových puls� 

8. Trojcestný ventil 

9. Satura�ní p�edkolona 

10. Dávkovací za�ízení 

11. Kolona 

12. Detektor 
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13. Jíma� frakcí 

14. Zesilova� 

15. Zapisova� 

16. Integrátor 

Podle druhu �erpadla je za�azen do toku mobilní fáze tlumi� tlakových ráz� a p�es n�ho je 

mobilní fáze vedena p�es dávkovací za�ízení do chromatografické kolony. 

Kolona je spojena p�ímo s detektorem, z n�hož m�že být výstup do sb�ra�e frakcí. 

Z detektoru jde signál p�es zesilova� do zapisova�e, eventuáln� i integrátoru. Zásobníky 

mobilní fáze jsou sklen�né nádoby. V�tšina rozpoušt�del používaných jako mobilní fáze jsou 

látky ho�lavé, vesm�s zna�n� t�kavé, jejichž páry se vzduchem tvo�í výbušnou sm�s. 

Zásobníky fáze musí být dob�e uzav�eny, avšak tak, aby kapalina v nich mohla dob�e 

odtékat a její páry neunikaly do okolní atmosféry. Spojení zásobník� mobilní fáze 

s odplynova�em, sm�šova�em a vysokotlakým �erpadlem m�že být zhotoveno jak 

z plastické hmoty jako je teflon, tak i z trubi�ek z nerezové oceli. Antikoroznost celého 

systému je samoz�ejmostí. Vysokotlaká �erpadla vyvíjejí tlak 1-60 MPa. Pr�tok je m�nitelný 

v rozhraní 0,2-10 ml/min s p�esností nastavení pr�toku do 5%. Možnost tvorby gradientu 

podle p�edem zvolené závislosti je bezpodmíne�n� nutná [25]. 

Mobilní fáze m�že být jednosložková �i vícesložková (izokratická nebo gradientová eluce). 

P�i gradientové eluci dochází ke zm�n� pom�ru složek mobilní fáze, což umož	uje zkrácení 

�asu analýzy, zlepšení rozd�lení složit�jších sm�sí a zvýšení citlivosti. 

4.1.1 Druhy kolon 

Obecn� rozlišujeme tyto typy kolon: 

Analytické kolony mají pr�m�r okolo 4 mm, délku 30, 100 nebo 250 mm. Jsou vyrobeny 

z nerezav�jící oceli. �ástice plniva mají pr�m�ru 3 – 10 µm, v�tšinou se jedná o 

anorganickou matrici – silikafel, na n�mž jsou zakotvené r�zné stacionární fáze - tzv. 

sekcionované kolony (pro d�lení složitých sm�sí látek). 

Preparativní kolony mají v�tší pr�m�r, délku a také objem naneseného vzorku. Jsou 

navrženy pro d�lení v�tšího množství látek, �ádov� miligram� až desítek miligram�.  
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Kapilární kolony jsou tvo�eny kovovou nebo sklen�nou kapilárou o vnit�ním pr�m�ru 0,2 

až 0,5 mm. Kapalná fáze vytvo�í na vnit�ních st�nách kapiláry rovnom�rný tenký film. 

Pracovní podmínky se volí tak, aby proud�ní bylo laminární. Kapilární kolony se vyzna�ují 

velkou d�licí ú�inností. Na její ú�innost má vliv polom�r a rozd�lovací koeficient.  

V posledních letech je patrná silná tendence ke zmenšování rozm�r� �ástic sorbent�. Tento 

fakt je spojen s trendem zkracování chromatografických kolon. Výsledkem je podstatné 

zkrácení dob analýz bez ztráty ú�innosti ve srovnání se separacemi provedenými na 

kolonách tradi�ní délky (10 cm) pln�ných 5 �m sorbentem. Vedle zkracování kolon dochází 

postupn� také ke zmenšování jejich vnit�ního pr�m�ru. Tradi�ní pr�m�r analytických kolon 

4,6 mm je postupn� opoušt�n a nahrazován dnes již b�žn�jšími pr�m�ry kolon 3-4 mm. 

Tento trend souvisí nejen se snahou o zrychlení analýz, ale také s úsilím o zlepšení 

ekonomiky provozu (nižší spot�eba mobilních fází) [26]. 

Chromatografická kolona je v podstat� trubice nebo kapilára rovnom�rn� napln�ná nebo 

pokrytá stacionární fází. Pláš� kolony má za úkol udržet pohromad� stacionární fázi, 

p�i�emž musí být chemicky inertní, musí odolávat pom�rn� vysokým tlak�m a vnit�ní 

povrch plášt� musí být dostate�n� hladký. Nejpoužívan�jší materiál k výrob� kolon je 

nerezová ocel, plasty nebo sklo. Vlastní klasická HPLC kolona se skládá z kovového plášt�, 

který je uzav�en porézní kovovou fritou, která zabra	uje uvol	ování stacionární fáze z 

kolony a sou�asn� umož	uje plynulý pr�tok mobilní fáze. Oba konce kolony jsou ukon�eny 

ochranným kroužkem a koncovou hlavicí, ve které je navrtán vstup pro kapiláru se šroubem 

[7].  

Na trhu je dnes bohatý sortiment chromatografických kolon. Pro vitaminy rozpustné ve 

vod� se využívá nap�. kolon Discovery C18, C8, RP-Amide C16, SUPELCOSIL LC-8-DB 

�i ABZ+Plus, které využívají techniky obrácené fáze. 

 

4.1.2 HPLC detektory 

Detektory slouží k indikaci látek vycházejících z chromatografické kolony. Zpravidla se od 

nich žádá, aby sledovaly koncentrace separovaných složek v eluátu. Detektor sleduje 

pomocí vhodného sníma�e n�kterou z vlastností eluátu, signál se pro zesílení p�ivádí do 

zapisova�e, jenž nám poskytuje záznam intenzity daného signálu na �ase. V n�kterých 
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speciálních p�ípadech m�že detektor poskytnout i n�které konkrétní údaje o charakteru 

separované složky (celé UV spektrum, molekulovu hmotnost a další). K detekci 

separovaných látek se zpravidla využívá jejich ur�itých vlastností, jimiž se tyto látky liší od 

složek mobilní fáze. 

Rozlišujeme detektory universální nebo selektivní. Požadavky kladené na dobrý detektor 

jsou linearita odezvy v co nejširším rozmezí koncentrací, dostate�n� velký pom�r mezi 

šumem a m��enou hodnotou, vysoká citlivost, malá citlivost na zm�ny pr�toku a tlaku, 

možnost využití gradientové eluce. P�evážná v�tšina detektor� poskytuje diferenciální 

záznam, z n�hož se lépe ur�ují reten�ní charakteristiky a sou�asn� p�ipojený elektrický 

integrátor poskytuje integrální údaje nutné ke kvantitativnímu vyhodnocování 

chromatogram�.  

Používají se r�zné typy detektor�. Jsou to nap�. UV/Vis, fluorescen�ní, radiochemické, 

elektrochemické, nukleárn� magnetická resonance (NMR), refraktometrické, 

polarometrické a IR detektory.  

UV detektory pat�í sice k selektivním, ale lze je využít ve více než 80% aplikací. Jsou 

vhodné pro svoji vysokou citlivost, velký rozsah linearity odezvy a též pro svoji selektivitu a 

možnost volby mobilní fáze v pom�rn� širokém výb�ru rozpoušt�del. Na trhu jsou 

k dispozici i detektory, u nichž lze detegovat látku sou�asn� p�i �ad� r�zných vlnových 

délek (diode array detector-DAD). Diode Array Detektor umož	uje simultánní m��ení celé 

oblasti a data jsou vytvá�ena okamžit�. Existuje zde možnost tvorby 3D chromatogramu 

[27]. Pro vyvolání celého spektra v jakémkoli okamžiku eluce je DAD vybaven ú�elovým 

minipo�íta�em. Citlivost UV detekce je velmi vysoká a záleží na molární adsorptivit� 

analyzované složky a na celkovém objemu cely detektoru. UV detektor pat�í mezi 

nejrozší�en�jší a nejcitliv�jší detektory, je selektivní pro �adu slou�enin, velmi dob�e se hodí 

pro gradientovou eluci, nebo� je k dispozici �ada rozpoušt�del od nepolárních k polárním, 

s jejichž kombinací lze gradient realizovat. Je všeobecn� platnou zásadou, že použité 

rozpoušt�dlo nemá absorbovat p�i vlnové délce nastavené na detektoru. U 

dvoupaprskových UV detektor�, kde dochází ke kompenzaci, lze slabší absorpci 

rozpoušt�dla eliminovat, necháme-li protékat mobilní fázi referen�ní celou [5].  

Fluorescen�ní detektory jsou vysoce selektivní, citlivé a poskytují odezvu pro látky 

vykazující fluorescenci. M��í schopnost absorbovat a vydávat sv�tlo p�i ur�ité vlnové délce. 
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Zdroj excitace prochází pr�tokovou celou do fotodetektoru, který m��í vlnovou délku 

excitovaného sv�tla. 

 

Refraktometrický detektor umož	uje detekci v podstat� všech látek, vyzna�uje se však nižší 

citlivostí a vyššími mezemi detekce než spektrofotometrické, fluorescen�ní �i 

elektrochemické detektory. P�i analýze refraktometry se m��í celkový index lomu jak 

analyzované látky, tak i rozpoušt�dla tvo�ícího mobilní fázi. Detektor je tím citliv�jší, �ím 

v�tší rozdíl je mezi indexem lomu látky a indexem lomu rozpoušt�dla. Další jeho nevýhodou 

je velká závislost m��eného indexu lomu na teplot� [27]. Používané detektory a jejich 

využití v závislosti na m��ené veli�in� jsou uvedeny v tabulce (Tab.5). 

 

Tabulka 5   P�ehled používaných typ� detektor� [25] 

M��ená veli�ina Název detektoru  

Adsorpce zá�ení Fotometrický (spektrofotometrický) v UV, 
viditelné a I� oblasti spektra 

Index lomu Refraktometrický 

Fluorescence Fluorescen�ní 

Elektrolytický proud Polarografický 

Elektrická vodivost Vodivostní 

Permitivita Kapacitní permitivita 

Elektrodový potenciál Potenciometrický 

Ioniza�ní proud Transportní s plamenoioniza�ní detekcí 

Sorp�ní teplo (teplota) Mikroadsorp�ní 

Radioaktivita Radiometrický 

 

4.1.2.1 Pracovní techniky p�i vyhodnocování chromatogram� 

Ú�elem zapojení detektor� do HPLC systému je rozpoznání analyzovaných látek a 

vytvo�ení záznamu o jejich p�ítomnosti v analytu. Tyto záznamy nazýváme chromatogramy, 

mají formu grafu tvo�ícího píky. K ur�ení obsahu analyzovaných látek na základ� zm��ených 

ploch nebo výšek pík� jsou v chromatografii používány �ty�i základní metody.  
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Nejjednodušší je metoda vnit�ní normalizace. P�i ní se provede jeden nást�ik vzorku, 

vyhodnotí se všechny plochy nebo výšky pík� a ur�í se relativní zastoupení všech složek ve 

sm�si. 

Nejb�žn�jší metodou je absolutní kalibrace, která používá bu
 p�ímé srovnání, nebo 

kalibra�ní k�ivku.  

P�i metod� vnit�ní standardizace se ke vzorku o ur�itém objemu p�idá vnit�ní standart 

(roztok látky, která není obsažena ve vzorku) o daném objemu a hmotnostní koncentraci. 

Po nást�iku se vyhodnotí plochy píku analytu a standardu a vypo�te se hmotnostní 

koncentrace analytu. Tato metoda se �asto používá v p�ípadech, kdy analýze p�edchází 

úprava vzorku, nap�. p�i derivatizaci. N�kdy bývá obtížné najít vhodný standart. Standart 

nesmí být p�ítomen ve vzorku, musí být dob�e odd�len, nesmí integrovat s analytem.  

P�i metod� standartního p�ídavku se nejprve provede nást�ik vzorku a vyhodnotí se plocha. 

Poté se k definovanému objemu vzorku p�idá ur�itý objem standartního roztoku analytu s 

danou koncentrací. Provede se druhý nást�ik a vyhodnotí p�íslušná plocha. Poté se vypo�ítá 

hmotnostní koncentrace vzorku [20]. 

  

4.2 Vliv podmínek na ú�innost HPLC 

Volba pracovních podmínek a jejich optimalizace zahrnuje obecn� n�kolik postupných 

krok�. V první �ad� je d�ležitá volba chromatografického systému, poté ur�ité kolony, 

vhodných pracovních podmínek. Eventuáln� lze použít programové zm�ny podmínek 

v pr�b�hu eluce �i zm�nit vhodný program. P�ístup k volb� pracovní metody a podmínek 

závisí p�edevším na povaze separa�ního problému a dále možnostech pracovník�. Je t�eba 

vzít v úvahu složitost vzorku, cíl separace, experimentální vybavení, zkušenosti 

s jednotlivými metodami, p�edb�žné znalosti o charakteru vzorku a také ekonomické a 

hygienické aspekty.  

Vzorek se n�kdy skládá z malého po�tu složek, sta�í odd�lit a stanovit pouze jednu nebo 

n�kterou ze složek složité sm�si. V tomto p�ípad� je �ešení jednodušší než když požadujeme 

vzájemné rozd�lení všech složek ve složité sm�si. P�i výb�ru metody a pracovních 

podmínek jsme limitováni p�ístrojem a kolonami, které máme k dispozici a bereme v úvahu i 

p�edchozí zkušenosti s jednotlivými metodami kapalinové chromatografie. P�edb�žné 
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znalosti o vzorku nám mohou velmi usnadnit volbu metody a pracovních podmínek. Pokud 

neznáme p�esn� strukturu látek o�ekávaných ve vzorku, jsou velmi cenné i orienta�ní údaje 

o jejich charakteru,  jako je jejich p�ibližná polarita, p�ibližná relativní molekulová hmotnost, 

povaha látek (jde-li o látky kyselé, bazické �i neutrální). 

Je t�eba také uvážit koncentrace látek ve vzorku a o�ekávaný pom�r obsahu hlavní 

komponenty a ne�istot a podle toho volit metodu detekce. V neposlední �ad� je t�eba uvážit 

p�edpokládanou spot�ebu rozpoušt�del v mobilních fázích, jejich cenu a toxicitu, cenu kolon 

a další náklady na provoz p�ístroje na jedné stran� a dobu pot�ebnou k jedné analýze na 

stran� druhé. 

P�i hledání optimálních pracovních podmínek v HPLC se snažíme o dosažení požadovaného 

rozlišení jednotlivých složek d�lené sm�si v co nejkratší dob�, p�i�emž však musíme brát 

v úvahu i tlaková omezení daná použitou instrumentací. Dobu analýzy lze zkrátit 

zmenšením délky kolony a kapacitního pom�ru poslední eluované látky, což však sou�asn� 

vede ke snížení separa�ní ú�innosti a rozlišení [28].  

Celý proces analýzy ovliv	uje mnoho faktor�. K nejd�ležit�jším pat�í složení mobilní fáze, 

teplota a rozm�ry kolony [29].  

Rozm�ry kolony mají vliv na ú�innost HPLC. Délka a vnit�ní pr�m�r mají vliv na rozlišení a 

ší�ku píku, dobu analýzy ovliv	uje délka kolony. Mez stanovitelnosti, tlakový spád na 

kolon� a objemový pr�tok mobilní fáze jsou ur�ovány vnit�ním pr�m�rem kolony [30]. 

Po volb� vhodné kolony je pro ú�innou separaci v HPLC velmi významná volba a 

optimalizace složení mobilní fáze. Toto složení má pak vliv na ú�innost kolony, kapacitní 

pom�r, reten�ní pom�r, rozlišení, dobu analýzy a citlivost. Pr�tok mobilní fáze ovlivní 

ú�innost, ne však selektivitu nebo kapacitní p�ísp�vek k rozlišení [31]. 

Teplota má vliv na termodynamický a kinetický aspekt chromatografického procesu. 

Zvýšením teploty roste ú�innost chromatografické kolony, klesá kapacitní, zkracuje se doba 

analýzy, klesá viskozita, dochází ke snížení tlakového spádu na kolon� a zvyšují se difúzní 

koeficienty [29].  
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5 METODY HPLC PRO STANOVENÍ VITAMINU C 

5.1 Metody HPLC pro stanovení vitaminu C v potravinách 

Pro stanovení vitaminu C existuje celá �ada metodik HPLC. P�i stanovení je využíváno 

r�zných typ� kolon, detektor� a extrak�ních technik p�i p�íprav� vzork�. Literární pr�zkum 

byl zam��en p�edevším na využití detekce pomocí UV-DAD detektoru. Vzhledem k malé 

stabilit� vitaminu C je velmi d�ležité zvolit správný typ extrak�ního media a stabiliza�ní 

roztok, aby se zabránilo jeho oxidaci. P�i extrakci je vitamin stabilizován zajišt�ním nízkého 

pH, p�ítomností komplexotvorných redukujících látek. T�mto podmínkám vyhovuje 

kyselina š�avelová, která v extraktu udržuje nízké pH a má i komplexotvorné vlastnosti. 

P�ítomnost vzdušného kyslíku je možno eliminovat probubláváním extraktu dusíku. Rozklad 

také katalyzují p�ítomné kovy. K jejich omezení se používá EDTA nebo se extrakce provádí 

organickými rozpoušt�dly. P�i extrakci se nedoporu�uje používat vyšších teplot, nebo� p�i 

nich dochází k rychlému rozkladu. Z dalších roztok� se pro extrakci používá kyselina 

metafosfore�ná (MPA), p�ípadn� její sm�s s kyselinou octovou. Výsledkem analýzy pomocí 

vysokoú�inné kapalinové chromatografie je graf s píky, vyzna�ujícími složení d�lené sm�si. 

Následující obrázek (Obr. 4) je ukázka chromatogramu obsahujícího z�etelný pík 

vyzna�ující vyeluovanou kyselinu askorbovou (analýza vitaminu C v lidském mléce). 

Obrázek 4   Chromatogram HPLC analýzy kyseliny askorbové 
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B�žn� se HPLC používá p�i stanovení vitaminu C v zelenin� a ovoci, které jsou surovinami 

pro výrobu ovocných �i zeleninových nápoj�. Publikované metody stanovení pro n�které 

druhy zeleniny a ovoce jsou uvedeny v tabulce (Tab.6). 

 

Tabulka 6   Metody stanovení vitaminu C v ovoci a zelenin� [32] 

Materiál P�íprava vzorku Stacionárn
í fáze Mobilní fáze Detekc

e 

B
ra

m
bo

ry
, 

ja
ho

dy
 

extrakce MPA (c=0,0625 mol.l-1) 

míchání 

odst�ed�ní 

filtrace (papírový filtr) 

Animex 

HPX-87H 

(9 �m) 

A: H2SO4 

(c=0,0045mol/l) 

Pr�tok: 0,5 ml/min 

DAD, 

245 nm 

Ja
bl

ka
, 

br
am

bo
ry

 

extrakce sm�sí MPA (2%) -
mobilní fáze 1:2 

filtrace 

�išt�ní skrz Sep-Pak C18 

filtrace (nylonový filtr: 0,45 �m) 

Celková AA: 

redukce DHAA pomocí 
dithiothreitolu 

Rainin NH2 

(8 �m) 

A: CH3CN 

B: H2SO4 

(c=0,05 mol/l) 

75:25 

Pr�tok: 2 ml/min 

UV, 

254 nm 

Z
el

en
in

a 

homogenizace  5% MPA 

odst�ed�ní 

filtrace (papírový filtr) 

z�ed�ní 

�išt�ní skrz Sep-Pak C18 

filtrace (membránový filtr 

 0,45 �m) 

�Bondapac
k 

NH2 

A: CH3CN 

B: H2SO4 

(c=0,05 mol/l) 

pH=4,6 

70:30 

pr�tok: 1 ml/min 

UV, 

254 nm 

O
vo

ce
, 

ze
le

ni
na

 

homogenizace ve fosfátovém 
pufru 

pH=2, c=0,2 mol.l-1 

extrakce v 3% MPA  

filtrace (nylonový filtr: 0,45 �m) 

PLRP-S 

(5 �m) 

A: 1,8% H4 folová 

kyselina 

+ 0,3% MPA v H2O 
DAD, 

244 nm 
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FONTANNAZ, KILINC a HEUDI stanovili celkový vitamin C (kyselinu askorbovou a 

isoaskorbovou) ve fortifikovaných produktech pomocí HPLC s UV detekcí. B�hem 

stanovení byla AA (aktivní forma vitaminu C) extrahována kyselou extrakcí, poté byla 

DHAA p�evedena na AA v p�ítomnosti D-askorbové kyseliny, která je legáln� používána 

jako antioxida�ní aditivum. Pro konverzi DHAA na redukovanou formu (AA) a její 

stabilizaci se používá cystein, homocystein �i dithiothreitol (DTT). Pro udržení AA ve její 

redukované form� byl použit tris [2-karboxyethyl] fosfan (TCEP). 

P�i p�íprav� roztoku TCEP.HCl (tris [2-karboxyethyl] fosfan hydrochloridu) v koncentraci 

250 �g/l bylo 125 mg TCEP rozpušt�no v odm�rné ba	ce s 500 ml destilované vody. 

Roztok kyseliny trichloroctové (1%) byl p�ipraven v odm�rné ba	ce smícháním 5 g TCA s 

500 ml destilované vody. Mobilní fáze byla p�ipravena smícháním 1,6 g decylaminu, 80 ml 

acetonitrilu, 100 ml octanu sodného (0,25 M) o pH 5,4 s 820 ml destilované vody, vše bylo 

p�evedeno do 1000 ml ba	ky. Poté bylo u mobilní fáze pH upraveno na 5,4 85% kyselinou 

orthofosfore�nou a ta spolu s 50 ml TCEP.HCl byla p�idána do kone�ného roztoku.  

P�i p�íprav� vzorku bylo 10 gram� kapaliny nebo pevné látky odváženo do 100 ml odm�rné 

ba	ky z tmavého skla, p�idáno 40 ml TCEP.HCl (250 �g/l). Suspenze byla d�kladn� 

promíchána pro získání kašovité sm�si a odm�rná ba	ka byla po rysku dopln�na 1% 

roztokem TCA. Výsledný roztok byl 60 s prot�epáván a poté p�efiltrován p�es speciální 

filtra�ní papír. Alikvotní podíl byl z�ed�n mobilní fází a injekcí vpraven na HPLC systém. 

Pro vzorky obsahující škrob bylo 10 g kapalné nebo pevné látky odváženo do 100 ml 

odm�rné ba	ky z tmavého skla, poté bylo p�idáno 40 ml TCEP.HCl (250 �g/l) a 10 mg 

taka-diastásy. Suspenze byla inkubována p�i 42°C po dobu 30 minut a poté byla dopln�na 

po rysku roztokem TCA. Decylamin byl použit jako iontov� párové �inidlo pro zlepšení 

retence AA isomer� na kolon�. Použita byla kolona LiChrospher RP-18 o rozm�rech 

4,6�250 mm se sorbentem 5 �m. Rychlost toku byla 1ml.min-1 s UV detekcí p�i 265 nm 

[19]. 

 

NISHIYAMA, YAMASHITA a kolektiv se zabývali stanovením obsahu vitaminu C v kiwi 

plodech. P�i p�íprav� vzorku byl ovocný extrakt pro stanovení AA p�ipraven ze sm�si 

obsahující r�zné druhy kiwi plod�. Jedlý podíl byl homogenizován a 10 g homogenizátu 

bylo smícháno s 20 ml ledov� vychlazené kyseliny metafosfore�né obsahující EDTA (v 
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koncentraci 1 mmol.l-1). Pro extrakci AA byla sm�s rozmíchána v mixéru po dobu 30 s a 

vzniklá suspenze byla odst�ed�na p�i 4°C po dobu 10 minut. Výsledná kapalina nad sedlinou 

byla použita pro extrakci provedenou za chladu za ú�elem minimalizace nežádoucí oxidace 

AA. 

Pro stanovení celkové AA byla provedena redukce vzorku. Testovaný vzorek byl ošet�en 

pomocí TCEP (konverze DHAA na AA). Bylo smícháno 100 �l roztoku vzorku s 400 �l 

tlumivého roztoku (pH 4,5) obsahujícího TCEP (0,312 mmol.l-1) a sm�s byla inkubována ve 

tm�  p�i 20°C po dobu 90 minut. Zredukované vzorky byly analyzovány pomocí HPLC. 

Celková AA byla stanovena iontovým�nnou chromatografií na ODS kolon� p�i 254 nm.  

Pro analýzu byla použita LiChroCART 250,4 LiChrospher 100 RP-18e kolona (5 �m). 

Izokratická mobilní fáze byla získána smícháním 1,55 ml 0,5 M  tetrabutylamonium 

hydroxidu s 30 ml metanolu a 970 ml 0,01 M roztoku dihydrogenfosfore�nanu draselného. 

Rychlost toku byla 1 ml/ min [33].  

 

Stanovením vitaminu C vedle karotenoid� a tokoferol� v raj�atech se zabývali ABUSHITA, 

HEBSHI a kolektiv. Pro odd�lení kyseliny askorbové od ostatních organických kyselin 

obsažených v raj�eti využili chromatografie iontových pár�. Pro zjišt�ní rušivých látek 

v píku kyseliny askorbové byl nejprve proveden test �istoty. Vedle vysoké citlivosti (3-4 �g 

kyseliny askorbové) vykazovala tato metoda vysokou reprodukovatelnost. 

Chromatografické píky byly identifikovány srovnáním reten�ního �asu a absorp�ního 

spektra s údaji standard�. Zajímavým jevem, který auto�i sledovali, byla zm�na v obsahu 

kyseliny askorbové v pr�b�hu zrání plod�, jak ukazuje obrázek 5.  

Obrázek 5  Zm�ny obsahu kyseliny askorbové v pr�b�hu zrání 
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Maximální koncentrace byla zjišt�na v raj�atech, která byla žlutá, málo zralá. V pr�b�hu 

zrání pak docházelo k poklesu obsahu, pravd�podobn� v d�sledku antioxida�ní �innosti 

kyseliny askorbové, kdy  dozrávající bu	ky absorbovaly vysoké množství kyslíku jako 

výsledku rostoucí respirace bun�k. Také bylo zjišt�no, že obsah kyseliny askorbové závisel 

rovn�ž na odr�d�, p�i�emž nejvyšší hodnoty se pohybovaly okolo 36-48 mg/100 g vzorku 

[34].  

Vzorek pro analýzu vitaminu C v raj�atech byl p�ipraven rozet�ením 10 g raj�at s mo�ským 

pískem v t�ecí misce. Homogenizát byl pomocí 50 ml MPA kvantitativn� p�eveden do 

Erlenmayerovy ba	ky a 15 minut podroben t�epání. Poté byla provedena filtrace. Takto 

p�ipravený vzorek byl do doby analýzy uchováván p�i –20°C. D�ležitou látkou obsaženou 

v raj�atech jsou karotenoidy. K jejich stanovení byla podle použitého literárního zdroje 

uplatn�na HPLC. Podmínky stanovení jsou rovn�ž uvedeny v tabulce (Tab.7).  

 

Tabulka 7   Podmínky HPLC separace antioxidant� z raj�at [34] 

Podmínky 
Parametry 

Karotenoidy Organické kyseliny (vitamin C) 

Stacionární 
fáze 

Chromsil C-18 6 �m, 

4,6 mm�250 mm 

Lichrosorb C-18 10 �m, 

4,6 mm�250 mm 

Mobilní fáze 
acetonitril-isopropanol- 

metanol-voda (39:52:5:4) 

0,1 M KH2PO4-metanol- 

TBAOH (97:3:0,05) 

Pr�tok 0,9-1,2 ml.min-1 1 ml.min-1 

Detekce Viditelná 440 nm UV 225 nm 

 

 

GÓMEZ, GARBALLO a spol. metodou HPLC stanovili ve vod� rozpustné vitaminy 

(thiamin, riboflavin, niacin, kyselinu pantothenovou, pyridoxin, kyselina listová, 

kyanokobalamin a vitamin C) vedle sebe. Metoda redukovala �as kvantitativního stanovení, 

sestávála totiž pouze ze sražení vzorku a následného odst�ed�ní. V množství reagencií byla 

HPLC srovnatelná s ostatními oficiálními metodami, se vzorkem bylo manipulováno 

minimáln�. Chromatografické stanovení bylo provedeno pomocí kolony C18 s rezervní fází a 
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jednotlivé vitaminy byly detekovány p�i r�zných vlnových délkách pomocí fluorescen�ního 

nebo UV/vis detektoru [35].  

Srovnání HPLC (UV a fluorimetrické detekce) analýzou obsahu kyseliny askorbové 

v gonádách mo�ských ježk�, které jsou oblíbenou lah�dkou, provedli RODRIGUEZ 

BERNALDO DE QUIROS a kolektiv. P�ímé stanovení kyseliny askorbové UV detekcí (p�i 

vlnové délce 245 nm) vykázalo limit detekce 0,19 µg/ml a reprodukovatelnost 6,35%. 

Fluorimetrická detekce ukázala limit detekce 0,082 µg/ml a reprodukovatelnost 0,61%. Pro 

zjišt�ní obsahu vitaminu C v gonádách mo�ských ježk� byla proto vhodn�jší metoda 

fluorimetrická [36]. 

 

5.2 Metody HPLC pro stanovení vitaminu C v nápojích 

NADAL-ROMEU, MORERA-PONS a kolektiv požili metodu HPLC pro stanovení 

celkového vitaminu C v lidském mléce, kde se tento vitamin stanovuje p�edevším jako 

biologický ukazatel oxida�ní stability mléka. Normáln� používanou metodou pro toto 

stanovení je metoda enzymatická. Ve srovnání s enzymatickou metodou m�la HPLC �adu 

výhod. Poskytla lepší výsledky vzhledem k tomu, že metoda enzymatická p�i stanovení 

zjistila o 37% kyseliny askorbové mén�. Dále enzymatická metoda nedokázala stanovit 

celkový vitamin C, protože nedokázala redukovat kyselinu dehydroaskorbovou na kyselinu 

askorbovou. Mimoto HPLC vyžadovala mén� reagencií a materiálu, byla jednodušší a 

zkratila dobu stanovení. Proto byla HPLC vhodná pro nahrazení metody enzymatické.  

Postup p�i stanovení byl následující. Alikvotní podíl lidského mléka byl rozmrazen na 

teplotu asi 22°C ve vodní lázni, a poté mixován (vzorek musel být chrán�n p�ed sv�tlem). 

Pro analýzu celkového obsahu vitaminu C byla DHAA redukována pomocí dithiothreitolu. 

P�esn� 300 �l takto upraveného mléka a 800 �l dithiothreitolu (0,1 mol.l-1) bylo dáno do 

speciální centrifugy a filtra�ní zkumavky. Sm�s byla mechanicky prot�epávána po dobu 30 

s a pak byla zkumavka 15 minut uchována v tmavé místnosti. Bylo p�idáno 300 �l 0,56% 

roztoku kyseliny metafosfore�né a poté 30 s prot�epáno a odst�ed�no p�i 10°C (10 minut).  

Pro analýzu kyseliny askorbové bylo 300 �l  mixovaného lidského mléka smícháno s 300 �l 

0,56% roztoku kyseliny metafosfore�né, sm�s byla p�idána do speciální centrifugy a filtra�ní 

zkumavky, poté 30 s prot�epána a odst�ed�na p�i 10°C (10 minut).  
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V obou p�ípadech bylo odebráno 50 �l filtrátu a injekcí p�ímo vpraveno na HPLC systém. 

Pro   izokratickou separaci byla použita  mobilní fáze Milli-Q water s kyselinou octovou 

(0,1%) a metanolem v pom�ru 95:5. Pro stanovení byla použita kolona Tracer Spherisorb 

ODS2 C18 (250�4,6 mm, 5 �m). Rychlost pr�toku byla 0,7 ml/ min a teplota kolony 25°C. 

Kyselina askorbová byla identifikována srovnáním reten�ních �as� píku vzorku se 

standardem p�i 254 nm [37]. Publikované metodiky stanovení vitaminu C v mléce jsou 

uvedeny v tabulce (Tab.8).  

 

Tabulka 8   Podmínky stanovení kyseliny askorbové metodou HPLC v mléce [32] 

Materiál P�íprava vzorku 
Stacionární 

fáze 
Mobilní fáze 

Detekc

e 

filtrace (Nucleopore Syrfil, 
25 mm, 0,45 �m filtr) 

z�ed�ní 1:5 

LiChrospher 

RP-18  

(5 �m) 

A: octylammonium-
salicylat  

(c=0,005 mol.dm-3 ) 

Pr�tok: 1 ml.min-1 

UV, 
254 
nm 

M
L

É
K

O
 

p�idání 12,5% CCl3COOH 
roztoku k vysrážení 
bílkovin 

odst�ed�ní 

filtrace 

Celková AA: 

p�idání homocysteinu 
k redukci DHAA na AA 

úprava pH a 7 (15 min, 
pokojová teplota)  

Nucleosil 7 
C18 

A: Bu4NOH  

(c=0,002 mol.dm-3) 

v H2O (pH 2,92) 

Pr�tok: 1,5 ml. min-1 

UV, 
254 
nm 

 

 

Sledováním efektu chladírenského skladování na obsah vitaminu C se zabýval PLAZA a 

spol. Stanovení vitaminu C bylo provedeno pomocí HPLC. Cílem bylo takové ošet�ení 

�erstvých citrusových nápoj�, které by s použitím netepelných technologií co nejvíce 

prodloužilo dobu jejich skladovatelnosti, zachovalo co nejvyšší obsah vitaminu C a jeho 

antioxida�ní aktivitu. Použili metodu vysokého tlaku (HP- high-pressure) a metodu pulsních 

elektrických polí (PEF- pulsed electric fields). Tyto metody a jejich vliv porovnávali 



UTB ve Zlín�, Fakulta technologická 38 
 

s metodou mírné pasterace (LPT- low pasteurization). Podmínky jednotlivých ošet�ení jsou 

zaznamenány v tabulce (Tab.9).  

 

Tabulka 9   Podmínky ošet�ení pomeran�ových džus� [38] 

Metoda ošet�ení Podmínky ošet�ení 

HP 400 MPa po dobu 60 s a teplot� 36°C 

PEF 35 kV, 750 s 

LPT 70°C, 30 s 

 

Použité metody využívaly stejných princip� dosažení delší skladovatelnosti jako metody 

klasické – inaktivaci enzym� a redukci mikroorganism�. Obsah kyseliny askorbové a 

antioxida�ní aktivitu zjiš�ovali ihned po ošet�ení a v pr�b�hu skladování.  

Stanovení vitaminu C bylo provedeno pomocí HPLC. Byla použita kolona o délce 25 cm a 

vnit�ním pr�m�ru 4,6 mm, s rezervní fází C 18 Hypersil ODS, jako mobilní fáze byla použita 

kyselina sírová s izokratickým gradientem. Pr�toková rychlost byla 1 ml/min. Detekce byla 

provedena DAD p�i vlnové délce 245 nm. Chromatografická data a UV-vis spektrum byly 

zaznamenávány, shromaž
ovány a ucelovány pomocí Hewlett-Packard Chem Station a 

p�íbuzného softwaru. Identifikace kyseliny askorbové byla provedena srovnáním reten�ních 

�asu a absorp�ního spektra se standardními údaji. Stanovení kapacity vychytávání volných 

radikál� bylo hodnoceno pomocí stabilního radikálu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH.). 

Pro m��ení absorbance byl  použit spektrofotometr, který každých 0,25 s zaznamenával 

zm�ny v absorbanci.  

Na  základ� t�chto zm�n byla vytvo�ena kalibra�ní k�ivka, z níž bylo možné vypo�ítat 

koncentraci DPPH. v reak�ní sm�si. Podle vzorce byl vypo�ítán procentuální úbytek DPPH.. 

P�i zjiš�ování efektu nových metod na extrakci vitaminu C z pomeran�ových džus� ihned po 

ošet�ení bylo zjišt�no, že HP a PEF džusy zaznamenaly v�tší pokles obsahu než džusy 

neošet�ené, p�i�emž u PEF džus� byla tato redukce významn�jšího rozsahu. Ihned po 

ošet�ení pomeran�ových džus� metodou LPT nebyla zaznamenána význa�n�jší zm�na 

obsahu. Dále byl zjiš�ován efekt nových technologií na obsah vitaminu C v pr�b�hu a po 
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chladírenském skladování. Nejvyšší obsah si v celém pr�b�hu skladování zachovaly džusy 

neošet�ené. Ihned za nimi byly džusy ošet�ené metodami HP a LPT. Metoda PEF byla 

nejmén� šetrná. P�i zam��ení se na dobu mezi 0-tým a 20-tým dnem HP džusy zachovaly 

vyšší obsah než džusy ošet�ené pomocí LPT, které poklesu dané úrovn� vitaminu C dosáhly 

již po 15 dnech. To mohlo být zp�sobeno tím, že HP ošet�ení zp�sobí zablokování iont� 

kov�, které mohou katalyzovat degradaci kyseliny askorbové a tím i zpomalit její degradaci. 

Navíc se musí vzít v úvahu rozdílná míra inaktivace enzym� degradujících vitamin C. Na 

konci chladírenského skladování byly celkové ztráty vitaminu C u metod HP a LPT 

podobné, u PEF ošet�ení byly ztráty v�tší.  

Pokud bychom vzali pomeran�ové džusy skladované p�i uvedených podmínkách a obvyklé 

konzumované množství (250 ml), bylo zjišt�no, že LPT džusy pokryjí 99,67% DDD,  HP 

džusy 105,17% DDD a PEF džusy 84,06% DDD u dosp�lého �lov�ka. Posledním 

zjiš�ovaným faktorem byla aktivita volných radikál� DPPH.. Antioxida�ní aktivita byla 

hodnocena pomocí tzv. antiradikální ú�innosti (antiradical efficiency). P�i sledování efektu 

nových metod ošet�ení na antioxida�ní aktivitu byla jako nejmén� šetrná vyhodnocena 

metoda PEF. Nejvyšší antioxida�ní aktivitu vykazovaly HP džusy. Na záv�r auto�i hodnotí 

metody HP a PEF jako možnou alternativu LPT ošet�ení. Sou�asn� však z výzkumu 

vyplynula pot�eba dalších studií pro prohloubení poznatk� o t�chto metodách, zejména 

ú�inky na kvalitu a stabilitu ošet�ených výrobk�.  

Pro komer�ní úsp�šnost, by m�ly být odstran�ny nedostatky v kontinuálnosti vybavení a 

rychlosti, také by m�la být nalezena mén� nákladná za�ízení pro provedení. Pokud by byly 

odstran�ny tyto nedostatky, mají podle výzkumník� tyto nov� vznikající metody slibnou 

budoucnost v potraviná�ském pr�myslu [38].  

Další metodiky stanovení vitaminu C pomocí HPLC v r�zných nápojích jsou uvedeny 

v tabulce (Tab.10).  
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Tabulka 10   Podmínky stanovení kyseliny askorbové metodou HPLC ve vybraných 

nápojích [34] 

Materiál P�íprava vzorku 
Stacionární 

fáze 
Mobilní fáze Detekce 

Pivo 

odplyn�ní filtrací p�es 
papírový filtr 

z�ed�ní 1:20 pufrem  

(pH 9) 

HPICE-ASI A: CH3CN 

B: H2SO4 

(c=0,0045 mol.dm-3) 

4 : 96 

Pr�tok: 0,8 ml.min-1 

 

Pulsa�ní 
ampero- 

metrický 
detektor, 

+ 0,70 V 

Ovocné 
džusy 

 

homogenizace MPA 

ultraodst�ed�ní 

filtrace (Nucleophore Syrfil, 
25 mm, 0,45 �m filtr) 

LiChrospher 

RP-18 

(5 �m) 

A: octylammonium 

salicylat  

(c=0,005 mol.dm-3 ) 

Pr�tok: 1 ml.min-1 

UV, 

254 nm 

Citrusové 
džusy 

smíchání ethanolem a MPA 

ost�ed�ní 

Celková AA: 

p�idání Na3PO4 
(c=0,3mol.dm-3) 

a NaSH (20 min, 35°C) 

smíchání s MPA 

filtrace (membr. filtr, 0,45 
�m) 

Pro AA: 

smíchání s MPA 

filtrace (membr. filtr, 0,45 
�m) 

Cosmosil 
5C18 

A: MPA  

(c=0,025 mol.dm-3) 

Pr�tok: 1 ml.min-1 

UV, 

243 nm 
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ZÁV�R 

Vitamin C je velmi d�ležitým prvkem pro správné fungování lidského organismu. P�ispívá 

velkou m�rou k regeneraci organismu, figuruje v metabolismu steroid� a p�i kontrole 

vysokého tlaku. Je pot�ebný pro tvorbu kolagenu, zlepšuje odolnost organismu v��i 

infekcím. Doporu�ená denní dávka se pohybuje v rozmezí 60-200 mg/den/osobu, p�i�emž 

množství závisí na pohlaví, fyzické zát�ži, stresových situacích atd. P�i jeho nedostate�ném 

p�íjmu dochází k mnoha potížím. Vitamin C si lidský organismus nedokáže vyrobit sám, 

proto je velmi d�ležité zajistit jeho dostate�ný p�íjem potravinami a nápoji. Využívá se 

r�zných zp�sob� zachování co nejv�tšího p�vodního obsahu vitaminu v potravinách a 

nápojích jako jsou nap�. omezení kontaktu se vzduchem, snížení p�ítomnosti Cu2+ a Fe3+, �i 

vytvá�ení nep�íznivých podmínek pro vznik komplex� t�chto iont� s vitaminem C.  

Pro kontrolu obsahu vitaminu v nápojích a potravinách lze využívít mnoha metod, a� už je 

to enzymová metoda nebo titrace kyseliny L-askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem 

v kyselém prost�edí a relativn� nové metody - vysokoú�inné kapalinové chromatografie 

(HPLC), která je podrobn� rozebírána v p�edkládané bakalá�ské práci. Oproti ostatním 

metodám má HPLC mnohé výhody.  

Vitamin C je skupina n�kolika látek, z nichž fyziologicky aktivní je pouze kyselina 

askorbová (AA). Ta se p�i nevhodných podmínkách oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou 

(DHAA). P�i stanovení celkové AA tuto oxidovanou formu nejsou klasické metody 

schopny stanovit, zde proto se uplat	uje HPLC. Nejv�tším problémem p�i vlastním 

stanovení je p�íprava vzorku. Pro extrakci ze vzorku využívá HPLC kyseliny š�avelové �i 

metafosfore�né, které p�i extrakci zárove	 zabra	ují oxidaci kyseliny askorbové na 

dehydroaskorbovou. Pro konverzi DHAA na redukovanou formu (AA) a její stabilizaci se 

využívá cysteinu, homocysteinu �i dithiothreitolu (DTT). Pro udržení AA v redukované 

form� HPLC využívá reduk�ního �inidla tris [2-karboxyethyl] fosfinu (TCEP). HPLC 

umož	uje stanovit AA a DHAA vedle sebe. Dále umož	uje stanovit vedle sebe vitamin C a 

další hydrofilní vitaminy, �i stanovit vitamin C spolu s dalšími antioxidanty (vitaminy A a E). 

Nadto je HPLC rychlá, ú�inná, automatizovatelná a snadno lze kvantifikovat a 

reprodukovat výsledky. Literárním pr�zkumem byly v této bakalá�ské práci shromážd�ny a 

do tabulek �i postup� zpracovány metody HPLC pro stanovení vitaminu C v r�zných 

potravinách a nápojích.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOL� A ZKRATEK 

AA  kyselina askorbová 

DAD  diode array detector 

DDD  doporu�ená denní dávka 

DHAA  kyselina dehydroaskorbová 

DPPH  2,2-difenyl-1-pykrylhydrazyl 

DTT  dithiothreitol 

EDTA  ethylendiamintetraacetát 

GC  plynová chromatografie 

HP  vysoký tlak 

IR  infra�ervený 

LPT  mírná pasterizace 

MPA  kyselina metafosfore�ná 

NMR  nukleárn� magnetická resonance 

PC  papírová chromatografie 

PEF  pulsní elektrická pole 

SIDS  syndrom náhlého úmrtí kojenc� 

TBAOH  tetrabutylamonium hydroxid 

TCA  kyselina trichloroctová 

TCEP  tris [2-karboxyethyl] fosfin 

TLC  tenkovrstvá chromatografie 
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