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ABSTRAKT

Bakaldtska prace se v teoretické casti zabyva charakteristikou, chemickou strukturou,
pusobenim v organismu a stabilitou vitaminu C. Soucasti je reSerSe o vyuZiti vitaminu C
v potravindiském primyslu. Ve stru¢nosti se zabyvd b&Zné¢ pouZivanymi metodami
laboratorntho stanoveni vitaminu C. Obsahuje obecnou charakteristiku metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie a prehled metod HPLC pro stanoveni vitaminu C

v potravindch se zamefenim na ndpoje.

Kli¢ova slova:
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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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UvVoD

Vyziva €lovéka je dulezity spolecensky jev, jehoZ urcujicim faktorem je potrava. Biologicky
hodnotnd potrava kryje fyziologickou potiebu ¢lovéka imérné k podminkdm jeho prosttredi
(v€ku, pohlavi, pracovni zatézi); musi obsahovat vSechny latky, které lidsky organismus

potiebuje, v odpovidajicim mnoZstvi a v optimdlnim vzajemném poméru [1].

Dilezity je dostatek Zivin kalorickych — sacharidl, tukii a bilkovin, ale i dostatecné

mnozstvi nekalorickych Zivin — vody, minerdlnich latek a vitamin [2].

Vitaminy jsou organické nizkomolekuldrni slouceniny syntetizované autotrofnimi
organismy. Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezené mife (napf. niacin si clovek
dokéze syntetizovat z tryptofanu) a ziskdvaji je jako exogenni latky pfedevsim potravou a
nékteré z nich prostfednictvim stievni (intestindlni) mikrofléry. V urcitém minimalnim
mnozstvi jsou vitaminy nezbytné pro litkovou pfeménu a regulaci metabolismu ¢loveka.
Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidlem, ale vesmés jsou soucdsti katalyzatort
biochemickych reakci [3]. Prav€é do skupiny vitamini se fadi predmét piedklddané
bakalafské prace - vitamin C, ktery ve vyzivé Cloveéka hraje velmi dtleZitou roli. Vzhledem
k tomu, Ze si jej Cloveék nedokdze vytvofit sdm, je nutny exogenni pifjem, at’ uZ z potravin
nebo ndpoji. Cilem piedklddané bakalaiské prace je provedeni literdrnitho vyzkumu
stanoveni vitaminu C pomoci HPLC v potravinidch z diirazem na ndpoje. Proto je price

doplnéna priizkumem trhu ndpoji vitaminem C obohacenych.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA VITAMINU C

Vitaminy maji riznou chemickou strukturu. NejbeZnéjsi hledisko tfidéni vitamini je podle
spole¢nych fyzikdlnich vlastnosti, rozpustnosti ve vod¢ (vitaminy hydrofilni) a v tucich
(vitaminy lipofilni). Vitamin C fadime mezi vitaminy hydrofilni. Funkce hydrofilnich
vitaminti spo¢iva v katalytickém tucinku, nebot’ se vesmés uplatiiuji jako kofaktory riznych
enzyml v metabolismu nukleovych kyselin, bilkovin, sacharidf, tukii a dalSich latek.
Potfeba vétSiny vitamini je pomérné nizkd. MnoZstvi potiebné k zajisténi normélnich
fyziologickych funkci Clovéka je vSak zdvislé na mnoha faktorech jako je stafi, pohlavi,

zdravotni stav, zivotni styl, stravovaci zvyklosti, pracovni aktivita apod.

Ve vod¢ rozpustné vitaminy nejsou zpravidla v organismu skladovdny vibec nebo jen
omezen¢ a jejich prebytek je vyluCovdn moci. Pii nedostatku vitaminu C dochdzi
k hypovitaminose nebo az k avitaminose (pfechodny tplny nedostatek vitaminu projevujici
se poruchou nékterych biochemickych procesit), naopak pti nadbytku hypervitaminose [3].

Oba tyto stavy nastdvaji pii nevhodném stravovani a jsou rozebrany déle.

1.1 Chemické vlastnosti vitaminu C

Néazvem vitamin C se oznacuje nejen L-askorbova kyselina, ale také cely reversibilni redoxni
systém. Ten zahrnuje L-askorbovou kyselinu, produkt jeji jednoelektronové oxidace, ktery
se nazyva L-askorbylradikdlem nebo také L-monodehydroaskorbovou kyselinou a produkt
dvouelektronové oxidace, tj. L-dehydroaskorbovou kyselinu (Obr.1). Vitamin C zafazujeme
do skupiny hydrofilnich vitamint. Tvofi bezbarvé az svétle Zluté krystalky kyselé chuti, bez
zapachu, dobie rozpustné ve vodé (cca 30g ve 100ml), mirn€ rozpustné v ethanolu a témet

nerozpustné v etheru a petroletheru, chloroformu, olejich a tucich [3].

Je velmi labilni ldtkou, Stépi se v zdvislosti na pH prostfedi v principu dvéma zpisoby.
V alkalickych vodnych roztocich vznikaji pfedevsim kyseliny, respektive soli, reduktony
v neutrdlnim a pfedevsim v kyselém prosttedi se pak tvofi rtizné derivaty furanu. Jako hlavni
produkty degradace v alkalickém prostiedi vznikaji kyselina Stavelovd a L-threonova.
Reakce je katalyzovdna hydroxylovymi ionty a za anaerobnich podminek v neurdlnim
prostfedi jiZ neprobchne kvantitativné. V neutrdlnim a kyselém prostiedi byl jako

degradacni produkt identifikovdn redukton C a B, L-xyloson, lyxonova kyselina, xylonova a
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mnoho dalSich produkti. Jako hlavni produkt vznikd 2-furaldehyd. Probiha-li reakce za
ptitomnosti kysliku, oxiduje se kyselina askorbova na kyselinu dehydroaskorbovou a pies

2,3-dioxogulonovou kyselinu vznika opét L-xyloson [4].

Na vzduchu je vitamin C stdly, je-li chranén pied vlhkosti, ale je termolabilni (tepelné
nestdly). Ze Ctyf moZnych stereoisomert (asymetricky uhlik C-4 a C-5) vykazuje aktivitu
vitaminu C pouze L-askorbovéd kyselina (y-lakton L-threo-2-hexenonové kyseliny). Jeji
isomer D-askorbova kyselina a druhy par enantiomerq, tj. L- a D-isoaskorbova kyselina

aktivitu vitaminu C prakticky nevykazuji [3].

Obrazek 1 Chemické vzorce forem vitaminu C

CH,OH
CH,0H CH,OH i
H OH
0 -He
o -H .
=0 OH
L-askorbova kyselina (anion)  L-monodehydroaskorbova L-dehydroaskorbova kyselina

kyselina (anion askorbylradikalu)

Oxidace kyseliny askorbové byvd zpravidla autooxidace vzdusnym kyslikem v pfitomnosti
i nepiitomnosti pfechodnym kovil. Aktivni jsou hlavné Cu®*, Fe’*. Reakce zévisi na hodnoté
pH prostiedi. V kyselém prostfedi je pomald, rychlejsi je v neutrdlnim a nejrychlejsi

v alkalickém prostiedi.

Askorbova kyselina i jeji isomery a derivity mohou reagovat s volnymi radikdly, které
zpusobuji oxidaci lipidii a dalSich oxylabilnich slozek potravin. Brzdi tak fetézovou
autooxidacni reakci a uc€inné plsobi jako antioxidanty. Reakci askorbové Kkyseliny
s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-Oe), popiipadé¢ s alkoxylovym radikdlem

(ROe) Ize schematicky zndzornit nasledujici rovnici:
H,A + R-O-Oe — HAe + R-O-OH

Reakci vznikd askorbylradikal a hydroperoxid mastné kyseliny. Vznikly askorbylradikdl jiz
neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje na askorbovou

a dehydroaskorbovou kyselinu. Askorbova kyselina je obecné uc¢inngjSim antioxidantem,
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pouzije-li se v kombinaci s tokoferoly. Podobné reaguje také s toxickymi formami kysliku
jako je hydroxylovy radikdl (HOe) nebo aniont superoxidového radikélu a singletovy kyslik.

Vsechny tyto reakce zpomaluji oxidaci lipidi [5].

1.2 Pisobeni vitaminu C v organismu

Vitamin C je vitaminem pouze pro Clov€ka a n¢€kolik dal§ich Zivocichl. Patii k nejcastéji
uzivanym vitamintim. Po poZiti je vsttebavdn do krve, kde se méni ve svou aktivni formu.
V té ho pak vyuZivaji témét vSechny bunky téla. Lidsky organismus ma tendenci s nim

%

plytvat. Je to tim, Ze nadmérnou nabidku nedokaZe uskladnit a schovat na ,,horsi Casy* [6].

Vétsing lidi je zndmy jeho preventivni tGc¢inek proti nachlazeni a chiipce. Vitamin C ma
1 dalSich velmi dilezité funkce pro organismus. Jeho ucinky by méli pfedev§im ocenit lidé
z velkomést, kutiaci, alkoholici, starsi lidé a Zeny uzivajici hormondlni antikoncepci. Pti Casté
konzumaci alkoholu dochdzi ke zvySené spotfebé tohoto vitaminu, a to v disledku jeho
potieby pro vylouceni alkoholu z krve. Ke zvyseni spotfeby dochdzi i u kutdkt, protoze
vitamin C spolu se selenem neutralizuje jedy vdechované cigaretami [7]. Vitamin C pomédha
chranit funkce vitaminu E. Kufici s dostate¢nym ptfisunem vitaminu C maji podle nékterych
lékaii téméf stejnou hladinu antioxidantl v téle jako nekufaci. Pravidelny piijem vitaminu C
miiZe snizit riziko vzniku rakoviny u kutfdkt [8]. Pfi uZivdni hormondlni antikoncepce

Vv s

dochazi k vyssi potieb¢ kviili udrzeni hladiny cholesterolu v normé [7].

Velkou mérou pfispivd k regeneraci organismu. Hoji popdleniny a krvacejici dasné,
urychluje hojeni ran po operacich a tvofeni jizev, podporuje snizeni hladiny cholesterolu
a krevniho tlaku. Podili se na odbourdvdni cholesterolu v jatrech, ¢imZz piedchdzi
ateroskler6ze (ukladdni cholesterolu a tuk do stény cév s jejich ndslednym kornaténim
a ucpavanim). ZlepSuje vstiebavani Zeleza. Ddle je duleZity pro tvorbu kolagenu, ktery je
hlavni sloZkou organické matrice v kostech. Je nejvyznamnéjsim kofaktorem jeho syntézy,
pficemZ v soucasné dob¢ jesté nelze stanovit doporuceni pro vitamin C z hlediska prevence
osteopordzy, ale rozhodné je tfeba dbat na pfiméfeny piivod. Za dostatecné se povazuji
obvyklé DDD pro prevenci (75 — 150 mg) [9]. Plsobi preventivné proti vzniku vrasek,
rozsitenych Zilek a kiecovych Zil. Napomdhd k produkci protistresovych hormont. Pisobi

jako pfirodni projimadlo (laxativum). SniZuje Castost tvorby krevnich srazenin [7].
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Je dulezity pro spravnou funkci vSech bun¢k lidského téla, podili se na tvorbé mezibunécné
hmoty. Je nezbytny pro spravnou stavbu kosti, cév, svald, sSlach, kiize, dasni a zubtl, a hraje
dualeZzitou roli pfi jejich obnoveé nebo 1éc¢eni. V neposledni fad¢ véaze tézké kovy, napiiklad
olovo [9]. V organismu jeho spotieba stoupa hlavné pfti stresovych situacich. Nekteti 1ékati
ho doporucuji jako preventivni prostfedek pii SIDS (Syndrom ndhlého umrti kojencit).
Vitamin C se pfi nadbytku vyluCuje moci a musi se pribézné¢ dopliovat. Jeho zdsoba

v organismu vydrZ{ pfiblizné 2-6 tydni [8].

Déle chrani o¢ni ¢ocku proti fotooxida¢nim dcinkim a tak brani vzniku tzv. katarakty
neboli Sedého zdkalu. Je prevenci vzniku udnavy a zvySuje bdé€lost. Vitamin C mi v téle
mnoho dalSich funkci, které znéj d¢€laji esencidlni vitamin s UCinky protibolestivymi,
protinddorovymi, protikurdéjovymi, protistresovymi, hojivymi, protiinfekénimi, proti inave

atd. [10].

Aby vitamin C mohl efektivné zastdvat vSechny funkce v organismu, je nutné jeho spravné
vsttebdvani a také vyluCovani, protoZe i jeho nespravny pribéh tohoto procesu miize
zpisobit potize. Jak kyselina askorbovd, tak kyselina dehydroaskorbovd jsou
transportovany pies bunééné membrdany. U nizkych koncentraci kyseliny askorbové
prevlada aktivni transport, zatimco u vysokych koncentraci se vyskytuje diftize. Ve vétsineé
piipadii je transport v lidskych a zvifecich tkdnich zdvisly na sodiku a vyZaduje
metabolickou energii, pfi poméru sodiku a energie 1:1 nebo 2:1. Uginek rtiznych potravin
na biologickou vyuzitelnost kyseliny askorbové zatim neni z velké Casti zndm. Stievni
absorpce a vstup kyseliny askorbové do bun€k miiZze byt usnadnén jeji pfeménou na kyselinu
dehydroaskorbovou, kterd pronikd 1épe neZ redukovand forma pii fyziologickém pH.
Specificky transport v buiikdch tkdni dovoluje vstup Siroké varianté rozmezi koncentraci
kyseliny askorbové. Vysokou hladinu vitaminu C lze nalézt v hypofyze, nadledvinich,
leukocytech, o¢ni €occe ¢i mozku, nizkd hladina je zastoupena v plasmé a slindch.
V nizkych davkach (<30 mg /den) je kyselina askorbova absorbovéna témét tplné, 70 — 90
9% obvyklého denniho piifjmu je absorbovan. Zbytek po absorpci obihd volné v plazmé,
leukocytech a cervenych krvinkach a vstupuje do vSech tkani, s maximalni koncentraci 68-
86 umol/l, které byva dosazeno po uUstnim pifjmu 90-150 mg/den. Nadbytek vitaminu C je
vylucovan ledvinami, které uchovdvaji tento vitamin na hladiné 46-96 pmol/l pomoci

reabsorp¢niho procesu, zavislého na sodiku.
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Uvnitt bun€k a v plasmé existuje vitamin C pfevazné ve volné form¢ jako monoaniont.
Dehydroaskorbové kyselina je bud’ nezjistitelnd, anebo ji 1ze nalézt pouze v malém mnoZstvi
vobehu zdravého Cclovéka. Redukce kyseliny dehydroaskorbové uvnitt bunék je
zprostiedkovdna dvéma hlavnimi cestami — chemickou redukci pomoci glutathionu

a enzymatickou redukci [11].

1.3 Doporucené denni davky vitaminu C

Denni potfeba vitaminu C v CR se odhaduje na 60 mg, doporuéend je 80 mg na den. Jako
fyziologicky optimdlni ddvka se uvadi 200 mg/den. Jeho potteba stoupd pfi koufeni, a to
o 50 az 100 %, pfti chladu, stresu, infekci, urazech, fyzické ndmaze a nadorech, operaci,
u zen a divek uZivajicich ordlni antikoncepci se potieba zvySuje o 100 % , v téhotenstvi asi
o 30 %, pti kojeni asi o 60 % (80 — 120 mg), pfi dlouhodobém uZivani kyseliny
acetylsalicylové (aspirinu, acylpyrinu, anopyrinu), kriatkodobé zvySeni denni davky na

500 mg je vhodné napiiklad pii nachlazeni, vétsi télesné namaze Ci stresu [8]. Doporucené

denni davky pro jednotlivé skupiny obyvatel jsou uvedeny v tabulce (Tab.1).

Tabulka 1 Doporuc¢ené denni davky pro jednotlivé skupiny obyvatelstva [12]

Skupina Podskupina Vyzivova doporuc¢ena davka [mg]
0-6 mésicl 50
kojenci

7-12 mésict 50
déti ve véku 1-3 let 50
déti ve véku 4-6 let 55
7-10 let 60
déti Skolniho véku 11-14 let (chlapci) 80
11-14 let (divky) 80
studujici 100

dospivajici chlapci 15-18 let
fyzicky pracuijici 110
studujici 90

dospivajici divky 15-18 let
fyzicky pracuijici 100
lehka prace 75
pracujici zeny 19-34 let stfedni prace 75
naméahavé prace 90

zeny téhotné od II. trimestru 120
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Pokracovani tabulky 1 Doporucené denni davky pro jednotlivé skupiny obyvatelstva

[12]

Zeny kojici 130
lehka préace 75
pracujici zeny 35-54 let stfedni prace 75
namahava prace 90
55-74 let 75
nepracujici zeny
75 a vice let 75
lehka préace 75
pracujici muzi 19-34 let stfedni prace 90
naméahava prace 100
lehka prace 75
pracujici muzi 35-59 let stfedni prace 90
naméahava prace 100
60-74 let 75
nepracujici muzi
75 a vice let 75

1.3.1 Hypovitaminosa a avitaminosa

Nedostatek vitaminu C se projevi kurdéjemi (skorbutem), coZ je onemocnéni zpusobujici
krvécivosti dédsni, vypaddvanim zubli a celkovou néchylnosti k ostatnim onemocnénim.
Siroké mnoZstvi piiznakd a symptomi skorbutu miiZze znamenat poruchy v rozmanitych
metabolickych systémech, ve kterych vitamin C figuruje. Zahrnuje se tvorba kolagenu,
metabolismus steroidii a peptidd, endokrinni funkce, imunitni systém, kontrola vysokého
tlaku, rovnovdha médi a Zeleza a proces rozkladu mitochondridlnich mastnych kyselin.
S nizkym pi{jmem vitaminu C se spojuje rostouci riziko vzniku chronickych onemocnéni —

rakoviny ¢i onemocnéni srdce [7].

Nésledky nedostatku vitaminu C byly pozorovdny uz na kosternich nédlezech z doby
kamenné a bronzové. V naSich zemépisnych Sitkéach lidé trpi hlavné ¢astecnym nedostatkem

tohoto vitaminu [8]. Dal§i zpfi¢in vzniku hypovitaminosy miZe byt nevhodna

technologicka pfiprava stravy nicici vitamin, ktery zde piivodné byl pfitomen. Ke vzniku
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hypovitaminosy pfispivd i nadmérny piivod dusi¢nanli stravou. Vitamin C sice Gcinné
blokuje pfeménu NO3; na NO,', sniZ{ se tim vSak mnoZstvi jeho biologicky ti¢inné formy

[13].

N . vV

Kriticky pro vznik viditelnych obtizi je pffjem niZ§i neZ 10 mg denné. Projevy zahrnuji
Unavu, podrdzdénost a sklon k infekcim. Pfi hlub§Sim nedostatku vitaminu C pak mohou
nastat krevni vyrony, chudokrevnost, bolesti pifi krvaceni do podkozi, svali a kloubt [8].
Pfi¢inou vzniku onemocnéni miZe byt dlouhodobd konzumace stravy bez Cerstvého ovoce a
zeleniny. V takové stravé chybi krom¢ vitaminu C i n&které jiné vyzivové faktory, jako je
kyselina listovd, Zelezo, provitamin A a dal$si. Z uvedeného divodu sice podavani
syntetického vitaminu C zmirni nejhor$i pfiznaky avitaminosy, nevede vSak k dplnému

vyléceni. K tomu je tfeba podavat Cerstvé ovoce a zeleninu.

1.3.2 Hypervitaminosa

Nadmérny piijem vitaminu C pak zpisobuje zvySeni hladiny kyseliny mocové a Stavelové v
moci, snizuje hladinu cukrii v krvi a zplisobuje nadmérné vstiebavani Zeleza. Davka vyssi
nez 4 g denné mize zvysit vyskyt oxaldtovych ledvinnych kamenti. Vysoké davky tohoto
vitaminu také zvySuji vstiebdvani rtuti a zatézuji jatra [8]. Dal$sim neZddoucim ucinkem je

vymyvani vitaminu B, a Bg [14].

1.4 Zdroje vitaminu C

Vitamin C se vyskytuje zejména v ovoci a zelenin¢. Hlavnimi zdroji jsou citrusové plody,
cerny rybiz, paprika, jahody, rajcata, brokolice, brambory, zelend listovd zelenina (zeli,
kapusta) ¢i bobulovité plody. Vysoky obsah vitaminu C obsahuji brusinky. MnoZstvi
vitaminu C kolis4 v zdvislosti na odrad¢, klimatu, zptisobu sklizn¢, skladovani a zpracovani
potravin. Ze ZivociSnych zdroji obsahuji vitamin C ptfedevsim jitra a ledviny, ale jeho
mnoZstvi je v zde ve srovndni s rostlinnymi zdroji velice malé. Dals{ potraviny jako maso,
mléko nebo vejce, maji jako zdroj vitaminu témét zanedbatelny vyznam. Obsah vitaminu C

ve vybraném ovoci a zelening je uveden v tabulce 2.
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Tabulka 2 Obsah vitaminu C ve 100 g u nékterych potravin [15]

Potravina Obsah vitaminu C
[mg]
kien 671
paprika 65.6
kiwi 63.9
rybiz erny 59.6
jahody 340
grapefruit 243
citrony 32
kvétak 7
rajcata 19.9
merunky 194
rybiz Cerveny 19.4
brambory rané 10.6
zeli bilé 78
kapusta mrazena 45
jablka 38
brambory pozdni 35
kapusta ruzickova 33
hrusky 24

1.5 Stabilita vitaminu C

Vitamin C je jednim z nejméné¢ stabilnich vitamint. Ke ztratdm pfi skladovéni, kulindrnim a
pramyslovém zpracovani dochdzi rtiznymi zptisoby. Nejvyznamnéjsi jsou ztraty vyluhem a
oxidaci. Celkové ztraty se pohybuji zpravidla mezi 20 az 80%. Shrneme-1li vliv podminek na
zmény vitaminu C, pak je nutno konstatovat, Ze povaha a rozsah jeho ztrat K zna¢nému
ubytku dochdzi rovnéZz loupdnim plodii, kdy se odstranuji povrchové vrstvy bohaté na
vitamin. Pfi myti jsou ztraty nizs$i nez pfi blanSirovani a vafeni. Ke ztratdm vitaminu dochazi
také pii mlécném kvaSeni zeleniny. Kysané zeli napf. obsahuje asi 50 % vitaminu ve
srovnan{ s Eerstvym hlavkovym zelim (90-190 mg.kg ™). Snahou konzervaii je pochopitelné

uchovavani maximalntho mnozstvi vitaminu v ovoci a zeleniné béhem skladovani a
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v ptislusnych vyrobcich po jejich zpracovéni. Pouzivané metody a postupy jsou zaloZeny na
- o - > AR ~ . o 2 2y, -
omezeni kontaktu se vzduchem, snizeni mnoZstvi p¥itomnych iontd Cu®* a Fe’*a vytvaieni

nepiiznivych podminek pro vznik komplexti kovovych iontil s kyselinou askorbovou.

Vv s vV

Béhem zpracovani je stabilita vitaminu vysSi u ovoce, které ma niz$i pH neZz zelenina.
Nejmensi ztraty se dosahuji aplikaci vysokoteplotni kratkodobé sterilace. U kompotl
dochdzi k nejvétsim ztratdm behem jejich skladovani. Vyse téchto ztrat je zavisld na dob¢ a
teploté skladovdni a pohybuje se vrozmezi 10-50 %. Primérnd retence u obohacenych

ovocnych $t'av se pohybuje v rozmezi 60-80 %.

.....
.....

WV s

vznikajici oxidaci vitaminu C v pifitomnosti tézkych kovii. Nejstabilnéjsi je vitamin C pii
zmrazovani a mrazirenském skladovani ovoce a zeleniny. Pfi teplotidch —18°C dochazi jen

k minimalnim ztrdtdm, naopak ke znacnym ztrdtdim mize dohdzet pii rozmrazovani.

Ztréty pii skladovani syrového mléka jsou znacné. Pfi chladirenském skladovéni Cini asi 50
% a se zvySujici se teplotou rostou. Pti tepelném oSetfeni mléka klesa obsah v zdvislosti na
teploté a dob¢ zdhfevu o 20-50 %. Relativn¢ dobrd je stabilita vitaminu u suSeného,

vitaminem obohaceného miléka baleného v inertni atmosfére [3].

1.6 Vyuziti vitaminu C v potravinarstvi

Vitamin C se podle Vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 298/1997 Sb. fadi mezi latky
pridatné, které se sméji vyskytovat v potravinich s uvedenim jejich kédu, pod kterym je
pridatna latka oznaCovana v Ciselném systému Evropské unie [16]. Kéd vitaminu C je E
300. Latky pouzivané k vyrobé¢ potravin jako ptidatné latky musi odpovidat pozadavkiim na
identitu a cistotu. Podle ucelu pouziti jej v latkdch ptidatnych zafazujeme do skupiny
antioxidantli. Jednd se o latky, které prodluZuji tidrZnost potravin a chréni je proti zkédze
zpusobené oxidaci, jejimiz projevy jsou napt. Zluknuti tukii a barevné zmény potraviny.
Vitamin C jako pfidatnd latky samoziejmé nesmi obsahovat mikroorganismy a mikrobidln{
metabolity, plsobici onemocnéni z potravin, v mnoZstvi pifesahujicim nejvyS$§i mezni
hodnoty stanovené zvlaStnim ptfedpisem. Jeho piitomnost v potraviné musi byt uvedena na
obalu. Piitomnost latek pfidatnych se oznacuje uvedenim nazvu latky nebo ¢iselného kédu a

pokud je to v této vyhldsce stanoveno i jejtho mnoZzstvi a tdaji 0 moZnosti neptiznivého
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ovlivnéni zdravi lidi. PoZadavky na ¢istotu u vitaminu C jsou sulfitovy popel ne vice nez 0,1
9, pH 2 % vodného roztoku 2,4 az 2,8, arzén ne vice nez 3 mg/kg, olovo ne vice nez 5

mg/kg, rtut’ ne vice neZ 1 mg/kg a t&zké kovy (jako olovo) ne vice nez 10 mg/kg [17].

Askorbova kyselina ma diky svym vlastnostem vitaminu, antioxidantu a cheletacniho ¢inidla
Siroké pouziti jako potravinarské aditivum predevsim v konzervarenské a kvasné technologii
a v technologii masa, tukii a v ceredlni technologii. Jako antioxidant se pouZzivd také ve
vod¢ rozpustnd stl askorbat sodny a lipofilni 6-palmitoyl-L-askorbovéd kyselina, ktera
soucasn¢ zodpovidd za inhibici tvorby nitrosamini v naklddaném mase a v masnych
vyrobcich. Zabranuje pfeméné dusiCnanti obsaZzenych v zelening, vod¢ ¢i uzeninich, na
nebezpecné nitrosaminy, zplsobujici rakovinu. Pro inhibici tvorby nitrosamind se pfidava

300-1000 mg. kg™ hydrofilniho askorbitu ¢&i lipofilniho askorbylpalmitatu.

Do tukt se piidavd jako antioxidant askorbylpalmitdt, a to v mnozstvi 0,006-0,04%.
Ptidavek askorbové kyseliny (respektive askorbitu nebo askorbylpalmitidtu) k masu a
masnym vyrobkiim spolu s dusitany v mnoZstvi 60-180 mg.kg", napf. pfi vyrobé sunky, ma
funk¢ni 1 ekonomicky vyznam, nebot’ zkvalitiiuje a podstatné urychluje vyrobu. Ptidavek
askorbové kyseliny umoZnuje zkratit dobu uzeni a stabilizuje barvu hotovych vyrobki.
Napiiklad do zmrazenych broskvi se pfiddvd, aby se predeSlo ztrat¢ zbarveni plodu.
Soucasné zvySuje inhibi¢ni G¢inek dusitanti na toxinogenni bakterie Clostridium botulinum.
Piidavek askorbové kyseliny v mnoZstvi 20-30 mg.kg™' je prevenci tvorby tzv. chladovych a
oxidacénich zdkall piva a prevenci neZddoucich zmén chuti a aroma v disledku oxidace, ke
které dochdzi pii pasteraci a skladovani. Pouziti askorbové kyseliny pii vyrobé vina

.....

ptidava jako prostiedek zlepSujici pekaiské vlastnosti [3].
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2 NAPOJE V TRZNI SITI OBSAHUJICI VITAMIN C

Bézné se v potravindistvi pouzivd obohacovani (fortifikace) vitaminem C u potravin a
ndpoju, které tento vitamin plivodné neobsahuji a jeho obsah je zde Zadouci. Vzhledem

k jeho labilnosti dochdzi v ndpojich vyrdbénych z piirodnich zdroji k vysokym ztratam.

Tabulka 3 Obsah vitaminu C v napojich (volné dostupné v prodejnach)

Objem Obsah
Nazev napoje hapoje vitaminu C
[1] [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
Dobra voda Multivitamin 1 9
Figo Multivitamin 0,3 30
Figo Tropic 0,3 30
Népoje Figo Pomeran¢ a mandarinka 0,3 30
v tekutém stavu Hello Kiwi 0.7 500
Kubik Play! Mrkev-Cerveny grapefruit 0,4 75
Pfanner Multivitamins Red fruits 1 90
Relax Cerny rybiz 1 100
Semtex 0,25 100
Obsah Obsah
Nézev napoje napoje vitaminu C
[g] [mg/100 g]
Instant Tea Multivitamin 200 12
. |Nesquik Plus, Vitamins & Minerals 200 86
Instantni ndpoje
Boncao, smés kakaa s cukrem 250 5
Tang pomeranc-jahoda-bandn 100 150
. Fruite Exotic Multivitamin 250 12
Caje
Jemca - citron se zdzvorem 100 1500
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Népoje, kde vyrobce deklaruje jeho obsah, jsou jim fortifikovany. Vysoké davky vitaminu C
se aplikuji kvili antioxidacni funkci a zdroven je splnéna i funkce nutricni. Do skupiny
obohacovanych ndpoji patii napi. jablkové a grepové dzusy. Ceredlie uréené ke konzumaci
byvaji ochucovany vitaminem C. Obohacené ceredlie obvykle obsahuji nejméné 25%

doporucené denni davky vitaminu C.

Vitaminem C se dnes také obohacuji i ndpoje uréené pro déti. Firma Hamé vyrdbi piirodni
ovocné napoje, 100% $t'avu z jablk a dalStho ovoce. Kromé tohoto vitaminu se do takovych
ndpoji neptiddvd Zadny cukr (obsahuji pouze piirodni ovocné cukry), konzervacni

chemické piisady, barviva ani ochucovadla [18].

Pfi literarnim prizkumu byla nalezena metoda HPLC s UV detekci, kterd v soucasné dobé
umoZziuje stanoveni kyseliny askorbové a kyseliny isoaskorbové ve fortifikovanych
potravindch. Metoda je zaloZena na kyselé extrakci AA v ptitomnosti redukéniho ¢inidla tris
[2-karboxyethyl] fosfinu (TCEP), ktery udrzuje AA vredukované formé. Separace se
provadi na koloné¢ C;s, jako eluent je pouzit octan sodny (pH=5,4) obsahujici TCEP a

decylamin jako iontove parové ¢inidlo. Limit detekce u této metody je 0,1mg/100g [19].

V ramci bakalatské prace byl proveden priizkum v trzni siti s cilem shromdzdit nabidku

ndpoju vitamin C obsahujicich. N&kolik takovychto ndpoju je uvedeno v tabulce (Tab. 3).
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3 METODY STANOVENI VITAMINU C

Metod stanoveni vitaminu C je vice. Rychlou a jednoduchou metodou je titrace kyseliny L-
askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem v kyselém  prostiedi s vizudlni  nebo
potenciometrickou detekci. Metoda je vhodna pro vétSinu potravindiskych vyrobki. Neni
vSak specifickd a je ruSena latkami obsahujicimi thiolové skupiny a reduktony. Titracni
metoda je vhodnd pfedev§im pro sledovani ubytku kyseliny L-askorbové béhem
technologického procesu [20]. Nevyhodou metody je nestdlost odmérného roztoku ¢inidla,
ktery vyzaduje standardizaci pted pouzitim. Metoda neni také vhodn4 pro titracni stanoveni

barevnych vzorki, kdy vznikd problém pfi uréeni barevné zmény v bod¢ ekvivalence.

K enzymovému stanoveni kyseliny L-askorbové se pouZivd enzym peroxiddza z kienu.
Uvadi se, Ze enzymova metoda stanoveni je specifickd, rychld, spolehlivd, ekonomicka,
zahrnuje jednoduché postupy piepravy vzorku a analyzy, je bezpecnd a pracuje

s reagenciemi pfipravenymi k pfimému pouZiti [15].

Pro stanoveni vitaminu C v ndpojich a potravinich existuje i pfenosny coulometricky
analyzéator C-Vit (vyrobce firma 2 THETA), ktery je zndzornén na obrazku (Obr.2). Tento
piistroj vyuzivd princiy pritokové elektrochemie, coulometrie a coulometrickych titraci,
pfi¢emZz méteni je fizeno vlastnim mikroprocesorem. Pfed méfenim je nutnd uprava vzorkd.
Pfi stanoveni vitaminu C v ndpojich a $tdvach z ovoce a zeleniny piedeslé tpravy nejsou
nutné. Pokud vitamin C stanovujeme ve vzorku vody (pitné, povrchové, spodni a odpadni)
neni nutnd piedchozi Gprava. Meze stanovitelnosti se pohybuji od 10 pg/l. Vyhodou tohoto
pistroje je moZnost pfenosu piistroje pro rychlou analyzu v terénu. Uprava vzorku, obsluha

i ddvkovani jsou jednoduché. Piistroj bez problému analyzuje i barevné vzorky [21].

Pouzivé se také vysokoucinnd kapalinovd chromatografie-HPLC. Jednd se o metodu Siroce

vyuZivanou pro analyzu velké Skdly sloZek potravin.

Obrazek 2 Coulometricky analyzator C-Vit
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4 HPLC-VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

vvvvvv

analytické chemie ve 20. stoleti. Jednd se o nejmodernéjsi variantu kolonové kapalinové
chromatografie, pro niZ se dnes vyrdbéji specidlni automatické vysokotlaké chromatografy
s kratkymi kolonami plnénymi specidlnimi jemnymi stejnomérnymi sorbenty s chemicky
upravenym povrchem. Takové uspotfddani umozni dosdhnout vysoké frakciona¢ni kapacity
a ucinnosti déleni i u velmi sloZitych smési latek, které bychom jinak obtiZné dé€lili pomoci
jinych metod. Jednd se o smési vysokomolekuldrnich organickych latek véetné biochemicky

a farmaceuticky vyznamnych polymert, ale i latky iontového charakteru, napt. anorganické

latky [22].

V 70. letech minulého stoleti doslo k prudkému rozvoji této technologie. Zdokonalily se

detektory a kolony. Nové pfistroje byly jiz schopné dosdhnout vysokych tlaki [23].

Rozsah pouzitelnosti HPLC sohledem na chemickou povahu délitelnych latek je
mimotadny. Lze analyzovat ionty, latky polarni i nepoldrni, malo t€kavé, tepelné nestabilni i
vysokomolekuldrni (cca 80% veskerych znamych latek je moZné analyzovat touto
metodou). Metody HPLC se diky moZnosti nasazeni prakticky vSech separacnich
chromatografickych mechanismil a rychlému ziskdni chromatogramu rdzem dostaly do cela
modernich technik pro kvalitativni i kvantitativni analyzu slozitych smési. ZvySenim priitoku
mobilni fize pomoci pretlakovych systéml bylo dosaZeno podstatného zkraceni doby
analyzy. Byly vyvinuty nové detektory, které odpovidaji pozadavkim rychlé a citlivé
detekce. Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie dopliiuje aplikacni moZnosti plynové
chromatografie zejména v oblasti laitek netékavych nebo nestdlych za vyssi teploty [22].
Nevyhodou ve srovnéni s plynovou chromatografii je, Ze HPLC m4 naro¢n¢jsi instrumentaci

vvvvvv

zaznaceno v tabulce 4.

Mezi zdkladni pozadavky na HPLC patii kolony plnéné velmi jemnymi ¢4sticemi sorbetu a
vysoké prutoky mobilni faze, kdy feSenim je pouZiti vysokotlakych Cerpadel, kontinudlnich
detektort, davkovacich systému ¢i novych druht chromatografickych sorbetii. Mimoto je

HPLC rychld, G¢innd, automatizovatelnd, snadno 1ze kvantifikovat a reprodukovat vysledky.
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Tabulka 4 Rozsah pouZitelnosti ve srovnani s ostatnimi separa¢nimi metodami [20]

Pfiblizny rozsah
molekulovych 1z
Metoda hmotnosti analyti Analyzované latky
M,
HPLC 3-10° 10}nty, latky p(,)lar,n.l i nepolarni,
nizkomolekularni i polymery
plyny, latky tékavé a teplotné stabilni, po
GC 1-400 derivatizaci a netékavé, po pyrolyze i
makromolekuldrni
PCaTLC 100-2000 ionty, latky poldrni i nepolarn{

Pti srovnani metody HPLC (UV detekce) a spektrofluorimetrie analyzou vitaminu C
v zelenych fazolich HPLC vykazala vyssi citlivost, zatimco spektrofluorimetrie ve&tsi
ptesnost. Obé metody byly pro danou analyzu piiméfené, proto je pii vybéru tfeba zohlednit
pfesné poZadavky analyzy. Spektrofluorimetrii 1ze preferovat, pokud se zamétfujeme na
obsah vitaminu C, ale je mén¢ vhodnd pro analyzy jednotlivych forem vitaminu C. HPLC (s
pouzitym UV — detektorem) je vhodnéjsi pro zaméfeni na jednotlivé formy a pro zjiStovani

stupné rozkladu zeleninovych produktii [24].

4.1 Sestava zarizeni HPLC

Zatizeni pro chromatografii obsahuje rezervoar mobilni fdze, programovédni gradientu,
sméSovac, odplynova¢ neboli degasér, vysokotlaké cCerpadlo, tlumi¢ tlakovych pulsa,
trojcestny ventil, saturani predkolonu, ddvkova¢ vzorku, kolonu s chromatografickym
materidlem, detektor, jimac frakci, zesilovaC, zapisova¢ a integrator. Blokové schéma
moderniho kapalinového chromatografu (Obr.3) mize mit fadu obmén, v zdsad¢ vSak musi
byt zachovdno zatfazeni zdkladnich elementli za sebou, i kdyZ je moZno mnohé pfi
specidlnich pracech bud’ vynechat nebo naopak zapojit. Ze zédsobniki mobilni fize je bud’
(pti isokratické eluci) vedena mobilni fidze z jednoho ze zdsobnikii do vysokotlakého
Cerpadla, anebo pii gradientové eluci se prevadéné proudy z obou zdsobniki misi dle

programu ve sméSovaci a jsou vedeny do vysokotlakého Cerpadla [25].
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Obrazek 3 Schéma HPLC
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13. Jimac frakci
14. Zesilovac
15. Zapisovac
16. Integrator

Podle druhu Cerpadla je zatfazen do toku mobilni fize tlumic tlakovych razi a pies ného je

mobilni fize vedena ptes ddvkovaci zatizeni do chromatografické kolony.

Kolona je spojena piimo s detektorem, z n¢hoZ muize byt vystup do sbérace frakei.
Z detektoru jde signdl pies zesilova¢ do zapisovace, eventudln€ i integratoru. Zasobniky
mobilni faze jsou sklenéné nddoby. VétSina rozpoustédel pouzivanych jako mobilni faze jsou
latky hoflavé, vesmés znacné tékavé, jejichz pary se vzduchem tvoii vybuSnou smés.
Zasobniky fiaze musi byt dobfe uzavieny, avSak tak, aby kapalina v nich mohla dobie
odtékat a jeji pary neunikaly do okolni atmosféry. Spojeni zdsobnikii mobilni fize
s odplynovacem, sméSovatem a vysokotlakym cCerpadlem miize byt zhotoveno jak
z plastické hmoty jako je teflon, tak i z trubicek z nerezové oceli. Antikoroznost celého
systému je samoziejmosti. Vysokotlaka ¢erpadla vyvijeji tlak 1-60 MPa. Pritok je ménitelny
v rozhrani 0,2-10 ml/min s pfesnosti nastaveni pritoku do 5%. MoZnost tvorby gradientu

podle pfedem zvolené zavislosti je bezpodminecné nutnd [25].

Mobilni fize mize byt jednosloZkova ¢i vicesloZzkova (izokratickd nebo gradientovd eluce).

Pti gradientové eluci dochdzi ke zméné poméru sloZek mobilni faze, coZ umoZiuje zkraceni

vvvvv

4.1.1 Druhy kolon

Obecné¢ rozliSujeme tyto typy kolon:

Analytické kolony maji primér okolo 4 mm, délku 30, 100 nebo 250 mm. Jsou vyrobeny
z nerezavéjici oceli. Céstice plniva maji praméru 3 — 10 um, vétSinou se jednd o
anorganickou matrici — silikafel, na némz jsou zakotvené rtizné staciondrni fize - tzv.

sekcionované kolony (pro déleni sloZitych smési latek).

Preparativni kolony maji vétsi primér, délku a také objem naneseného vzorku. Jsou

navrzeny pro déleni vét§stho mnozstvi latek, faddoveé miligrami az desitek miligrami.
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Kapildrni kolony jsou tvofeny kovovou nebo sklenénou kapildarou o vnittnim priméru 0,2
az 0,5 mm. Kapalnd faze vytvoii na vnitinich sténdch kapildary rovnomérny tenky film.
Pracovni podminky se voli tak, aby proudéni bylo lamindrni. Kapildrni kolony se vyznacuji

velkou délici Gi¢innosti. Na jeji G¢innost ma vliv polomér a rozdé&lovaci koeficient.

V poslednich letech je patrnd silnd tendence ke zmenSovani rozmért ¢astic sorbentli. Tento
fakt je spojen s trendem zkracovani chromatografickych kolon. Vysledkem je podstatné
zkrdceni dob analyz bez ztrity uUcCinnosti ve srovndni se separacemi provedenymi na
kolonich tradi¢ni délky (10 cm) plnénych 5 pum sorbentem. Vedle zkracovéani kolon dochazi
postupné také ke zmenSovani jejich vnitfntho priiméru. Tradi¢ni primér analytickych kolon
Tento trend souvisi nejen se snahou o zrychleni analyz, ale také s usilim o zlepSeni

ekonomiky provozu (niZ8i spotfeba mobilnich f4zi) [26].

Chromatografickd kolona je v podstaté trubice nebo kapildra rovnomérné naplnénd nebo
pokrytd staciondrni fazi. Plast kolony ma za kol udrzet pohromad¢ stacionarni fazi,
pficemZz musi byt chemicky inertni, musi odoldvat pomérné¢ vysokym tlakim a vnitini
povrch plasté musi byt dostatecné hladky. Nejpouzivangjsi materidl k vyrobé kolon je
nerezova ocel, plasty nebo sklo. Vlastni klasickd HPLC kolona se skladd z kovového plasté,
ktery je uzavien porézni kovovou fritou, kterd zabrafiuje uvoliiovani staciondrni fize z
kolony a soucasné umoznuje plynuly priitok mobilni fize. Oba konce kolony jsou ukonceny
ochrannym krouZzkem a koncovou hlavici, ve které je navrtan vstup pro kapildru se Sroubem
[7].

Na trhu je dnes bohaty sortiment chromatografickych kolon. Pro vitaminy rozpustné ve

vodé se vyuziva napt. kolon Discovery C18, C8, RP-Amide C16, SUPELCOSIL LC-8-DB

¢i ABZ+Plus, které vyuZzivaji techniky obracené faze.

4.1.2 HPLC detektory

Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich z chromatografické kolony. Zpravidla se od
nich 74ad4a, aby sledovaly koncentrace separovanych slozek v eludtu. Detektor sleduje
pomoci vhodného snimace né€kterou z vlastnosti eludtu, signdl se pro zesileni piivadi do

zapisovace, jenZ ndm poskytuje zdznam intenzity daného signdlu na case. V nékterych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

specidlnich piipadech mize detektor poskytnout i nekteré konkrétni idaje o charakteru
separované slozky (celé UV spektrum, molekulovu hmotnost a dalsi). K detekci
separovanych latek se zpravidla vyuziva jejich urcitych vlastnosti, jimiZ se tyto latky lisi od

slozek mobilni faze.

RozliSujeme detektory universilni nebo selektivni. PoZzadavky kladené na dobry detektor
jsou linearita odezvy v co nejSirSim rozmezi koncentraci, dostatecné¢ velky pomér mezi
Sumem a méfenou hodnotou, vysoka citlivost, mald citlivost na zmény pratoku a tlaku,
moznost vyuZiti gradientové eluce. Prevdzna vétSina detektorti poskytuje diferencidlni
zaznam, z n¢hoZ se 1épe urCuji retencni charakteristiky a soucasné pfipojeny elektricky
integrator poskytuje integrdlni udaje nutné ke kvantitativnimu vyhodnocovani

chromatogram.

PouZzivaji se razné typy detektord. Jsou to napt. UV/Vis, fluorescencni, radiochemické,
elektrochemické, nukledrné  magnetickd resonance (NMR), refraktometrické,

polarometrické a IR detektory.

UV detektory patii sice k selektivnim, ale lze je vyuzit ve vice neZ 80% aplikaci. Jsou
vhodné pro svoji vysokou citlivost, velky rozsah linearity odezvy a téZ pro svoji selektivitu a
moznost volby mobilni fize v pomérné Sirokém vybéru rozpoustédel. Na trhu jsou
k dispozici i detektory, u nichZ lze detegovat latku soucasné pii fadé rtiznych vinovych
délek (diode array detector-DAD). Diode Array Detektor umoziiuje simultdnni méteni celé
oblasti a data jsou vytvarena okamzit¢. Existuje zde moznost tvorby 3D chromatogramu
[27]. Pro vyvolani celého spektra v jakémkoli okamZiku eluce je DAD vybaven tucelovym
minipoc¢itacem. Citlivost UV detekce je velmi vysokd a zdleZi na molarni adsorptivité
analyzované slozky a na celkovém objemu cely detektoru. UV detektor patii mezi
nejrozsitenési a nejcitlivejsi detektory, je selektivni pro fadu sloucenin, velmi dobie se hodi
pro gradientovou eluci, nebot” je k dispozici fada rozpoustédel od nepolarnich k polarnim,
s jejichz kombinaci lze gradient realizovat. Je vSeobecné platnou zdsadou, Ze pouZité
rozpoustédlo nemd absorbovat pifi vinové délce nastavené na detektoru. U
dvoupaprskovych UV detektorti, kde dochdzi ke kompenzaci, lze slabsi absorpci

rozpoustédla eliminovat, nechdme-li protékat mobilni fazi referencni celou [5].

Fluorescencni detektory jsou vysoce selektivni, citlivé a poskytuji odezvu pro latky

v

vykazujici fluorescenci. MEti schopnost absorbovat a vydavat svétlo pii urcité vinové délce.
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Zdroj excitace prochdzi pratokovou celou do fotodetektoru, ktery méfi vinovou délku

excitovaného svétla.

Refraktometricky detektor umoznuje detekci v podstaté vSech latek, vyznacuje se vSak nizsi
citivosti a vyssimi mezemi detekce nez spektrofotometrické, fluorescencni C¢i
elektrochemické detektory. Pfi analyze refraktometry se méfi celkovy index lomu jak
analyzované latky, tak i rozpoustédla tvotictho mobilni fizi. Detektor je tim citlivéjsi, ¢im
vétsi rozdil je mezi indexem lomu l4tky a indexem lomu rozpoustédla. Dalsi jeho nevyhodou

je velkd zavislost méfeného indexu lomu na teploté [27]. PouZivané detektory a jejich

vyuziti v zdvislosti na méfené veliCin€ jsou uvedeny v tabulce (Tab.5).

Tabulka 5 Piehled pouzivanych typu detektori [25]

Méfrena veli¢ina Nazev detektoru

Adsorpce zéareni Fotometrick}’/ (spektrofotometricky) v UV,
viditelné a IC oblasti spektra

Index lomu Refraktometricky

Fluorescence Fluorescen¢ni

Elektrolyticky proud Polarograficky

Elektrickd vodivost Vodivostni

Permitivita Kapacitni permitivita

Elektrodovy potencidl Potenciometricky

Ionizaéni proud Transportni s plamenoionizacni detekci

Sorpéni teplo (teplota) Mikroadsorp¢ni

Radioaktivita Radiometricky

4.1.2.1 Pracovni techniky p#i vyhodnocovdni chromatogramii

Utelem zapojeni detektord do HPLC systému je rozpozndni analyzovanych litek a
vytvofeni zdznamu o jejich pfitomnosti v analytu. Tyto zdznamy nazyvdme chromatogramy,
maji formu grafu tvofictho piky. K uréeni obsahu analyzovanych latek na zdklad¢ zmétenych

ploch nebo vysek pikili jsou v chromatografii pouZivany ¢tyii zdkladni metody.
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Nejjednodussi je metoda vnitini normalizace. Pii ni se provede jeden nastiik vzorku,
vyhodnoti se vSechny plochy nebo vysky pikti a ur¢i se relativni zastoupeni vSech slozek ve
smesi.

Nejbéznéjsi metodou je absolutni kalibrace, kterd pouzivd bud’ piimé srovnani, nebo

kalibraéni kiivku.

Pti metod¢ vnitrni standardizace se ke vzorku o urCitém objemu pifid4d vnitini standart
(roztok latky, kterd neni obsaZena ve vzorku) o daném objemu a hmotnostni koncentraci.
Po néstfiku se vyhodnoti plochy piku analytu a standardu a vypocte se hmotnostni
koncentrace analytu. Tato metoda se Casto pouzivd v ptipadech, kdy analyze piedchazi
uprava vzorku, napt. pfi derivatizaci. N€kdy byva obtizné najit vhodny standart. Standart

nesmi byt pfitomen ve vzorku, musi byt dobfe odd¢€len, nesmi integrovat s analytem.

Pti metod¢ standartniho pridavku se nejprve provede nasttik vzorku a vyhodnoti se plocha.
Poté se k definovanému objemu vzorku pfida urcity objem standartniho roztoku analytu s
danou koncentraci. Provede se druhy ndstifik a vyhodnoti pfislusné plocha. Poté se vypocita

hmotnostni koncentrace vzorku [20].

4.2 Vliv podminek na uc¢innost HPLC

Volba pracovnich podminek a jejich optimalizace zahrnuje obecné nékolik postupnych
krokti. V prvni fad¢ je dilezitd volba chromatografického systému, poté urcité kolony,
vhodnych pracovnich podminek. Eventudlné lze pouZit programové zmény podminek
v prubéhu eluce ¢i zménit vhodny program. Piistup k volbé pracovni metody a podminek
zavisi predevSim na povaze separacniho problému a didle moznostech pracovnikii. Je tteba
vzit v udvahu sloZitost vzorku, cil separace, experimentdlni vybaveni, zkuSenosti
s jednotlivymi metodami, pfedbézné znalosti o charakteru vzorku a také ekonomické a
hygienické aspekty.

Vzorek se nékdy sklddd z malého poctu slozek, staci odd¢lit a stanovit pouze jednu nebo
nekterou ze slozek sloZzité smési. V tomto ptipadé€ je feseni jednodussi nez kdyZ pozadujeme
vzdjemné rozdéleni vSech slozek ve sloZité smési. Pii vybéru metody a pracovnich
podminek jsme limitovani pfistrojem a kolonami, které mame k dispozici a bereme v tivahu i

pfedchozi zkuSenosti s jednotlivymi metodami kapalinové chromatografie. Predbézné
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znalosti o vzorku ndm mohou velmi usnadnit volbu metody a pracovnich podminek. Pokud
nezndme presné strukturu latek ocekavanych ve vzorku, jsou velmi cenné i orientacni tidaje
o jejich charakteru, jako je jejich pfiblizné polarita, pfiblizné relativni molekulova hmotnost,

povaha latek (jde-li o latky kyselé, bazické €i neutralni).

Je tfeba také uvazit koncentrace ldtek ve vzorku a ocekdvany pomér obsahu hlavni
komponenty a necistot a podle toho volit metodu detekce. V neposledni fad¢ je tfeba uvazit
predpoklddanou spotiebu rozpoustédel v mobilnich fazich, jejich cenu a toxicitu, cenu kolon
a dalsi ndklady na provoz pfiistroje na jedné stran¢ a dobu potiebnou k jedné analyze na

stran€ druhé.

Pti hleddni optimdlnich pracovnich podminek v HPLC se snazime o dosaZeni poZadovaného
rozliSeni jednotlivych sloZek délené smési v co nejkratSi dobé, pficemZz vSak musime brat
vivahu 1 tlakovd omezeni dand pouZitou instrumentaci. Dobu analyzy lze zkratit
zmenSenim délky kolony a kapacitntho poméru posledni eluované latky, coz vSak soucasné

s s

vede ke sniZeni separacni ticinnosti a rozliSeni [28].

vvvvv

teplota a rozméry kolony [29].

Rozmeéry kolony maji vliv na d¢innost HPLC. Délka a vnitini primér maji vliv na rozliSeni a
Sitku piku, dobu analyzy ovliviiuje délka kolony. Mez stanovitelnosti, tlakovy spad na

kolon¢ a objemovy pritok mobilni faze jsou ur€ovany vnitinim praimérem kolony [30].

Po volbé vhodné kolony je pro udcinnou separaci v HPLC velmi vyznamni volba a
optimalizace sloZeni mobilni fdze. Toto sloZzeni ma pak vliv na t¢innost kolony, kapacitni
pomér, retenéni pomér, rozliSeni, dobu analyzy a citlivost. Pritok mobilni fize ovlivni

ucinnost, ne vsak selektivitu nebo kapacitni ptispévek k rozliSeni [31].

Teplota ma vliv na termodynamicky a kineticky aspekt chromatografického procesu.
Zvysenim teploty roste tc¢innost chromatografické kolony, klesa kapacitni, zkracuje se doba
analyzy, klesa viskozita, dochdzi ke sniZeni tlakového spadu na koloné€ a zvySuji se diftizni

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

5.1 Metody HPLC pro stanoveni vitaminu C v potravinach

Pro stanoveni vitaminu C existuje celd fada metodik HPLC. Pfi stanoveni je vyuZivdno
riznych typi kolon, detektori a extrakénich technik pfi piipraveé vzorki. Literdrni priizkum
byl zaméfen predevsim na vyuziti detekce pomoci UV-DAD detektoru. Vzhledem k malé
stabilit¢ vitaminu C je velmi dilezité zvolit spradvny typ extrakéniho media a stabilizacni
roztok, aby se zabrdnilo jeho oxidaci. Pti extrakci je vitamin stabilizovédn zajiSténim nizkého
pH, pfitomnosti komplexotvornych redukujicich latek. Témto podminkdm vyhovuje
kyselina Stavelovd, kterd v extraktu udrzuje nizké pH a ma i komplexotvorné vlastnosti.
Ptitomnost vzdusného kysliku je mozno eliminovat probubldvanim extraktu dusiku. Rozklad
také katalyzuji ptitomné kovy. K jejich omezeni se pouzivd EDTA nebo se extrakce provadi
organickymi rozpoustédly. Pii extrakci se nedoporucuje pouzivat vyssich teplot, nebot’ pii
nich dochdzi k rychlému rozkladu. Z dalSich roztokd se pro extrakci pouzivd kyselina
metafosforecnd (MPA), piipadné jeji smés s kyselinou octovou. Vysledkem analyzy pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie je graf s piky, vyznacujicimi sloZeni délené smesi.
Nasledujici obrdzek (Obr. 4) je ukdzka chromatogramu obsahujictho zfetelny pik

vyznacujici vyeluovanou kyselinu askorbovou (analyza vitaminu C v lidském mléce).

Obrazek 4 Chromatogram HPLC analyzy kyseliny askorbové
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Bézné se HPLC pouziva pfi stanoveni vitaminu C v zelenin€ a ovoci, které jsou surovinami

pro vyrobu ovocnych ¢i zeleninovych ndpoju. Publikované metody stanoveni pro nékteré

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

Tabulka 6 Metody stanoveni vitaminu C v ovoci a zeleniné [32]

Material Piiprava vzorku Stzlic;;)::rn Mobilni faze Dei;ekc
) extrakce MPA (c=0,0625 mol.I'") . A: H,SO,
2 Animex
S & |michani (c=0,0045mol/1) DAD,
= S HPX-87H
E < |odstiedénf Pritok: 0,5 ml/min | 245 nm
2 (9 um)
R filtrace (papirovy filtr)
extrakce smeési MPA (2%) - A: CH;CN
mobilni faze 1:2 B: H,SO,
_, |fitrace (¢=0,05 mol/l)
§ _‘g &isténi skrz Sep-Pak Cg Rainin NH; | 75.5s UV,
E g filtrace (nylonovy filtr: 0,45 pwm) B um) | pratok: 2 ml/min 254 nm
= Celkovd AA:
redukce DHAA pomoci
dithiothreitolu
homogenizace 5% MPA A: CH;CN
odstfedéni B: H,SO4
3 filtrace (papirovy filtr) uBondapac (c=0,05 mol/l) UV
s ziedéni k pH=4,6
> ) 254 nm
N &isténi skrz Sep-Pak Cg NH;  |70:30
filtrace (membranovy filtr pratok: 1 ml/min
0,45 pwm)
homogenizace ve fosfitovém A: 1,8% H, folova
pufru .
$ 2 | oo ccon moll! pLRp-g | Kyselina DAD,
s § |PHES NS MmOL 5 +03%MPAVHO |,
© '8 |extrakce v 3% MPA (5 pm)

filtrace (nylonovy filtr: 0,45 pm)
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FONTANNAZ, KILINC a HEUDI stanovili celkovy vitamin C (kyselinu askorbovou a
isoaskorbovou) ve fortifikovanych produktech pomoci HPLC s UV detekci. Bé&hem
stanoveni byla AA (aktivni forma vitaminu C) extrahovdna kyselou extrakci, poté byla
DHAA ptevedena na AA v piitomnosti D-askorbové kyseliny, kterd je legdln¢ pouZziviana
jako antioxida¢ni aditivum. Pro konverzi DHAA na redukovanou formu (AA) a jeji
stabilizaci se pouzivd cystein, homocystein ¢i dithiothreitol (DTT). Pro udrzeni AA ve jeji

redukované formé byl pouZit tris [2-karboxyethyl] fosfan (TCEP).

Pti piipravé roztoku TCEPHCI (tris [2-karboxyethyl] fosfan hydrochloridu) v koncentraci
250 pg/l bylo 125 mg TCEP rozpusténo v odmérné bainice s 500 ml destilované vody.
Roztok kyseliny trichloroctové (1%) byl ptipraven v odmérné bance smichdnim 5 g TCA s
500 ml destilované vody. Mobilni faze byla pfipravena smichanim 1,6 g decylaminu, 80 ml
acetonitrilu, 100 ml octanu sodného (0,25 M) o pH 5,4 s 820 ml destilované vody, vSe bylo
pievedeno do 1000 ml baiiky. Poté bylo u mobilni fize pH upraveno na 5,4 85% kyselinou
orthofosfore¢nou a ta spolu s 50 ml TCEP HCI byla ptiddna do kone¢ného roztoku.

Pti ptipravé vzorku bylo 10 grami kapaliny nebo pevné latky odvdZeno do 100 ml odmérné
banikky z tmavého skla, pfidino 40 ml TCEPHCI (250 pg/l). Suspenze byla dikladné
promichdna pro ziskdni kaSovité smési a odmérnd baiika byla po rysku doplnéna 1%
roztokem TCA. Vysledny roztok byl 60 s protfepdvdn a poté prefiltrovan pies specidlni
filtracni papir. Alikvotni podil byl zfedén mobilni f4zi a injekci vpraven na HPLC systém.
Pro vzorky obsahujici skrob bylo 10 g kapalné nebo pevné litky odvdzeno do 100 ml
odmérné banky z tmavého skla, poté bylo ptfidano 40 ml TCEPHCI (250 pg/l) a 10 mg
taka-diastasy. Suspenze byla inkubovéna pti 42°C po dobu 30 minut a poté byla doplnéna
po rysku roztokem TCA. Decylamin byl pouzit jako iontové parové Cinidlo pro zlepSeni
retence AA isomerli na koloné. PouZita byla kolona LiChrospher RP-18 o rozmérech
4,6x250 mm se sorbentem 5 pm. Rychlost toku byla Iml.min" s UV detekci pii 265 nm
[19].

NISHIYAMA, YAMASHITA a kolektiv se zabyvali stanovenim obsahu vitaminu C v kiwi
plodech. Pfi piipravé vzorku byl ovocny extrakt pro stanoveni AA pfipraven ze smési
obsahujici rizné druhy kiwi ploda. Jedly podil byl homogenizovan a 10 g homogenizitu

bylo smichdano s 20 ml ledové vychlazené kyseliny metafosforecné obsahujici EDTA (v
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koncentraci 1 mmoll"). Pro extrakci AA byla smés rozmichdna v mixéru po dobu 30 s a
vznikla suspenze byla odstfedéna pti 4°C po dobu 10 minut. Vyslednd kapalina nad sedlinou
byla pouZita pro extrakci provedenou za chladu za t¢elem minimalizace neZddouci oxidace

AA.

Pro stanoveni celkové AA byla provedena redukce vzorku. Testovany vzorek byl oSetfen
pomoci TCEP (konverze DHAA na AA). Bylo smichdno 100 pl roztoku vzorku s 400 pl
tlumivého roztoku (pH 4,5) obsahujictho TCEP (0,312 mmol.1") a smés byla inkubovéana ve
tm¢ pii 20°C po dobu 90 minut. Zredukované vzorky byly analyzovany pomoci HPLC.

Celkovd AA byla stanovena iontovyménnou chromatografii na ODS kolon¢ pii 254 nm.

Pro analyzu byla pouzita LiChroCART 250,4 LiChrospher 100 RP-18e kolona (5 pm).
Izokratickd mobilni fize byla ziskdna smichdnim 1,55 ml 0,5 M tetrabutylamonium
hydroxidu s 30 ml metanolu a 970 ml 0,01 M roztoku dihydrogenfosforecnanu draselného.
Rychlost toku byla 1 ml/ min [33].

Stanovenim vitaminu C vedle karotenoidl a tokoferolii v raj¢atech se zabyvali ABUSHITA,
HEBSHI a kolektiv. Pro odd¢leni kyseliny askorbové od ostatnich organickych kyselin
obsazenych v rajceti vyuZzili chromatografie iontovych part. Pro zjisténi ruSivych latek
v piku kyseliny askorbové byl nejprve proveden test Cistoty. Vedle vysoké citlivosti (3-4 pg
kyseliny  askorbové) vykazovala tato metoda  vysokou reprodukovatelnost.
Chromatografické piky byly identifikovdny srovndnim reten¢ntho casu a absorpcniho
spektra s udaji standardd. Zajimavym jevem, ktery autofi sledovali, byla zména v obsahu

kyseliny askorbové v prabéhu zrani plodd, jak ukazuje obrazek 5.

Obrazek 5 Zmény obsahu kyseliny askorbové v priibéhu zrani
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Maximdlni koncentrace byla zjiSténa v rajcatech, kterd byla Zlutd, malo zrald. V pribchu
zrani pak dochdzelo k poklesu obsahu, pravdépodobné v disledku antioxidaéni ¢innosti
kyseliny askorbové, kdy dozrdvajici bunky absorbovaly vysoké mnoZstvi kysliku jako
vysledku rostouci respirace bunék. Také bylo zjiSténo, Ze obsah kyseliny askorbové zavisel
rovnéz na odruad¢, pricemz nejvyssi hodnoty se pohybovaly okolo 36-48 mg/100 g vzorku

[34].

Vzorek pro analyzu vitaminu C v rajCatech byl pfipraven rozetienim 10 g raj¢at s moiskym
piskem v tfeci misce. Homogenizat byl pomoci 50 ml MPA kvantitativné ptfeveden do
Erlenmayerovy baiikky a 15 minut podroben tfepdni. Poté byla provedena filtrace. Takto
pfipraveny vzorek byl do doby analyzy uchovavan pii —20°C. DuleZitou latkou obsaZenou
v rajCatech jsou karotenoidy. K jejich stanoveni byla podle pouZzitého literarniho zdroje

uplatnéna HPLC. Podminky stanoveni jsou rovnéZ uvedeny v tabulce (Tab.7).

Tabulka 7 Podminky HPLC separace antioxidanti z rajcat [34]

Podminky
Parametry
Karotenoidy Organické kyseliny (vitamin C)
Stacionarni Chromsil C-18 6 um, Lichrosorb C-18 10 pm,
faze 4,6 mmx250 mm 4,6 mmx250 mm
acetonitril-isopropanol- 0,1 M KH,PO4-metanol-
Mobilni faze
metanol-voda (39:52:5:4) |TBAOH (97:3:0,05)
Priitok 0,9-1,2 ml.min" 1 ml.min
Detekce Viditelna 440 nm UV 225 nm

GOMEZ, GARBALLO a spol. metodou HPLC stanovili ve vodé rozpustné vitaminy
(thiamin, riboflavin, niacin, kyselinu pantothenovou, pyridoxin, Kkyselina listov4,
kyanokobalamin a vitamin C) vedle sebe. Metoda redukovala ¢as kvantitativniho stanovent,
sestdvdla totiZ pouze ze sraZeni vzorku a ndsledného odstiedéni. V mnoZstvi reagencii byla
HPLC srovnatelnd s ostatnimi oficidlnimi metodami, se vzorkem bylo manipulovano

minimdln¢. Chromatografické stanoveni bylo provedeno pomoci kolony C;s s rezervni fazi a
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jednotlivé vitaminy byly detekovany pfti riaznych vinovych délkdch pomoci fluorescenéniho

nebo UV/vis detektoru [35].

Srovnani HPLC (UV a fluorimetrické detekce) analyzou obsahu kyseliny askorbové
v gondddch motskych jezkl, které jsou oblibenou lahtidkou, provedli RODRIGUEZ
BERNALDO DE QUIROS a kolektiv. Pfimé stanoveni kyseliny askorbové UV detekci (pii
vlnové délce 245 nm) vykdzalo limit detekce 0,19 pg/ml a reprodukovatelnost 6,35%.
Fluorimetrickd detekce ukdzala limit detekce 0,082 pg/ml a reprodukovatelnost 0,61%. Pro
zjisténi obsahu vitaminu C v gonddidch moftskych jezkii byla proto vhodnéj$i metoda

fluorimetricka [36].

5.2 Metody HPLC pro stanoveni vitaminu C v napojich

NADAL-ROMEU, MORERA-PONS a kolektiv pozili metodu HPLC pro stanoveni
celkového vitaminu C v lidském mléce, kde se tento vitamin stanovuje piedevsim jako
biologicky ukazatel oxidacni stability mléka. Normdln¢ pouZivanou metodou pro toto
stanoveni je metoda enzymatickd. Ve srovndni s enzymatickou metodou méla HPLC tadu
vyhod. Poskytla lepsi vysledky vzhledem k tomu, Ze metoda enzymatickd pii stanoveni
zjistila 0 37% kyseliny askorbové méné€. Déle enzymatickd metoda nedokdzala stanovit
celkovy vitamin C, protoZe nedokdzala redukovat kyselinu dehydroaskorbovou na kyselinu
askorbovou. Mimoto HPLC vyZadovala méné reagencii a materidlu, byla jednodussi a

zkratila dobu stanoveni. Proto byla HPLC vhodn4 pro nahrazeni metody enzymatické.

Postup pii stanoveni byl nésledujici. Alikvotni podil lidského mléka byl rozmrazen na
teplotu asi 22°C ve vodni 14zni, a poté mixovin (vzorek musel byt chrdnén pfed svétlem).
Pro analyzu celkového obsahu vitaminu C byla DHAA redukovana pomoci dithiothreitolu.
Piesné 300 pl takto upraveného mléka a 800 pl dithiothreitolu (0,1 mol.lI") bylo ddno do
specidlni centrifugy a filtracni zkumavky. Smés byla mechanicky protifepdvana po dobu 30
s a pak byla zkumavka 15 minut uchovédna v tmavé mistnosti. Bylo pfidano 300 pl 0,56%

roztoku kyseliny metafosfore¢né a poté 30 s protfepdno a odsttedéno pii 10°C (10 minut).

Pro analyzu kyseliny askorbové bylo 300 pul mixovaného lidského mléka smichdno s 300 pul
0,56% roztoku kyseliny metafosforec¢né, smés byla ptidana do specidlni centrifugy a filtra¢ni

zkumavky, poté 30 s protiepdna a odstiedéna pii 10°C (10 minut).
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V obou piipadech bylo odebrano 50 ul filtrdtu a injekci piimo vpraveno na HPLC systém.
Pro izokratickou separaci byla pouZita mobilni faize Milli-Q water s kyselinou octovou
(0,1%) a metanolem v poméru 95:5. Pro stanoveni byla pouZita kolona Tracer Spherisorb
ODS2 Ci5 (250%x4,6 mm, 5 um). Rychlost pratoku byla 0,7 ml/ min a teplota kolony 25°C.
Kyselina askorbovd byla identifikovdna srovndnim retencnich c¢asi piku vzorku se
standardem pii 254 nm [37]. Publikované metodiky stanoveni vitaminu C v mléce jsou

uvedeny v tabulce (Tab.8).

Tabulka 8 Podminky stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC v mléce [32]

Stacionarni Deteke
Material Priprava vzorku Mobilni faze
faze e

filtrace (Nucleopore Syrfil, . A: octylammonium- UV,

25 mm, 0,45 pm filtr) LiChrospher | & jicviat 254

ziedéni 1:5 RP-18 (¢=0,005 mol.dm™) nm

G HM - priok: 1 ml.min”

ptidani 12,5% CCl;COOH A: BuyNOH uv,
- roztoky k vysrdZeni (c=0,002 mol.dm™) 254
v/ bilkovin nm
q H,O (pH 2,92
5 odstredéni vH:O(p )
= Pritok: 1,5 ml. min”

filtrace Nucleosil 7

Celkova AA: C18

pfidani homocysteinu

k redukci DHAA na AA
uprava pH a 7 (15 min,
pokojové teplota)

Sledovénim efektu chladirenského skladovani na obsah vitaminu C se zabyval PLAZA a
spol. Stanoveni vitaminu C bylo provedeno pomoci HPLC. Cilem bylo takové oSetfeni
Cerstvych citrusovych ndpoji, které by s pouZitim netepelnych technologii co nejvice
prodlouzilo dobu jejich skladovatelnosti, zachovalo co nejvyssi obsah vitaminu C a jeho
antioxidac¢ni aktivitu. Pouzili metodu vysokého tlaku (HP- high-pressure) a metodu pulsnich

elektrickych poli (PEF- pulsed electric fields). Tyto metody a jejich vliv porovndvali
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s metodou mirné pasterace (LPT- low pasteurization). Podminky jednotlivych oSetfeni jsou

zaznamenany v tabulce (Tab.9).

Tabulka 9 Podminky oSetifeni pomerancovych dzusu [38]

Metoda oSetieni Podminky oSeti‘eni
HP 400 MPa po dobu 60 s a teploté 36°C
PEF 35kV,750s
LPT 70°C, 30 s

Pouzité metody vyuzivaly stejnych principi dosazeni delSi skladovatelnosti jako metody
klasické — inaktivaci enzymi a redukci mikroorganismi. Obsah kyseliny askorbové a

antioxidacni aktivitu zjiStovali ihned po oSetfeni a v pritbé¢hu skladovani.

Stanoveni vitaminu C bylo provedeno pomoci HPLC. Byla pouzita kolona o délce 25 cm a
vnitinim praméru 4,6 mm, s rezervni fazi C 18 Hypersil ODS, jako mobilni faze byla pouzita
kyselina sfrova s izokratickym gradientem. Priitokovd rychlost byla 1 ml/min. Detekce byla
provedena DAD pii vinové délce 245 nm. Chromatografickd data a UV-vis spektrum byly
zaznamenavany, shromazd'ovidny a uceloviany pomoci Hewlett-Packard Chem Station a
piibuzného softwaru. Identifikace kyseliny askorbové byla provedena srovnanim reten¢nich
Casu a absorp¢niho spektra se standardnimi tdaji. Stanoveni kapacity vychytdvani volnych
radikdli bylo hodnoceno pomoci stabilniho radikdlu 2,2-difenyl- 1-pikrylhydrazylu (DPPH).
Pro méteni absorbance byl pouzit spektrofotometr, ktery kazdych 0,25 s zaznamendval

zmény v absorbanci.

Na zdklad¢ téchto zmén byla vytvofena kalibracni kiivka, z niZ bylo mozné vypocitat
koncentraci DPPH' v reak¢ni smési. Podle vzorce byl vypocitan procentudlni ibytek DPPH'.
Pti zjistovani efektu novych metod na extrakci vitaminu C z pomeranc¢ovych dzusi ihned po
oSetfeni bylo zjiSténo, Zze HP a PEF dZzusy zaznamenaly vétsi pokles obsahu nez dzusy
neosetiené, pficemz u PEF dzust byla tato redukce vyznamnéjsitho rozsahu. Ihned po

W v s

obsahu. Ddle byl zjiStovan efekt novych technologii na obsah vitaminu C v pritbéhu a po
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chladirenském skladovéni. Nejvyssi obsah si v celém pribéhu skladovani zachovaly dzusy
neoSetiené. Thned za nimi byly dZusy oSetiené metodami HP a LPT. Metoda PEF byla
nejméné Setrnd. Pfi zaméfeni se na dobu mezi 0-tym a 20-tym dnem HP dZusy zachovaly
vyS$$i obsah nez dZusy oSetfené pomoci LPT, které poklesu dané drovné vitaminu C dosdhly
jiz po 15 dnech. To mohlo byt zplisobeno tim, Ze HP oSetfeni zptlisobi zablokovani iont
kovti, které mohou katalyzovat degradaci kyseliny askorbové a tim i zpomalit jeji degradaci.
Navic se musi vzit v ivahu rozdilnd mira inaktivace enzymti degradujicich vitamin C. Na
konci chladirenského skladovani byly celkové ztraty vitaminu C u metod HP a LPT

podobné, u PEF osetfeni byly ztrity veétsi.

Pokud bychom vzali pomeran¢ové dzusy skladované pii uvedenych podminkach a obvyklé
konzumované mnoZstvi (250 ml), bylo zjiSténo, Ze LPT dZusy pokryji 99,67% DDD, HP
dzusy 105,17% DDD a PEF dzusy 84,06% DDD u dospélého cloveéka. Poslednim
zjisStovanym faktorem byla aktivita volnych radikdli DPPH'. Antioxidacni aktivita byla
hodnocena pomoci tzv. antiradikdlni G¢innosti (antiradical efficiency). Pfi sledovani efektu
novych metod osSetfeni na antioxidacni aktivitu byla jako nejméné Setrnd vyhodnocena
metoda PEF. Nejvyssi antioxida¢ni aktivitu vykazovaly HP dZusy. Na zavér autoii hodnoti
metody HP a PEF jako moZnou alternativu LPT oSetfeni. Soucasné vSak z vyzkumu

vyplynula potfeba dalSich studii pro prohloubeni poznatkii o téchto metodich, zejména

ucinky na kvalitu a stabilitu oSettenych vyrobkd.

Pro komer¢ni dspéSnost, by mély byt odstranény nedostatky v kontinudlnosti vybaveni a
rychlosti, také by méla byt nalezena méné ndkladnd zafizeni pro provedeni. Pokud by byly
odstranény tyto nedostatky, maji podle vyzkumnika tyto nové vznikajici metody slibnou

budoucnost v potravindiském pramyslu [38].

Dalsi metodiky stanoveni vitaminu C pomoci HPLC v riznych népojich jsou uvedeny

v tabulce (Tab.10).
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Tabulka 10 Podminky stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC ve vybranych

napojich [34]

Stacionarni
Material Piiprava vzorku Mobilni faze Detekce
faze
odplynéni filtraci pies HPICE-ASI | A: CH;CN Pulsaéni
papirovy filtr B: H,SO, ampero-
. zfedéni 1:20 pufrem (c=0,0045 mol.dm™) metricky
Pivo detektor,
(PH9) 4:96
+0,70 V
Pritok: 0,8 ml.min"
homogenizace MPA LiChrospher | A: octylammonium UV,
?ivi‘l’g;e ultraodstiedént RP-18 |salicylat 254 nm
filtrace (Nucleophore Syrfil, (5 um) (¢=0,005 mol.dm™)
25 mm, 0,45 pm filtr) Pratok: 1 ml.min’
smichani ethanolem a MPA Cosmosil | A: MPA UV,
ostiedéni s 1(6=0,025 moLdm®) | 243 nm
Celkova AA: Pritok: 1 ml.min
pridani Na;POy
(c=0,3mol.dm™)
a NaSH (20 min, 35°C)
Citrusové o
dzusy smichiani s MPA

filtrace (membr. filtr, 0,45
pm)

Pro AA:

smichani s MPA

filtrace (membr. filtr, 0,45
pm)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41

ZAVER

Vitamin C je velmi dilezitym prvkem pro spravné fungovani lidského organismu. Pfispiva
velkou mérou k regeneraci organismu, figuruje v metabolismu steroidi a pii kontrole
vysokého tlaku. Je potifebny pro tvorbu kolagenu, zlepSuje odolnost organismu vici
infekcim. Doporucend denni ddvka se pohybuje v rozmezi 60-200 mg/den/osobu, pficemz
mnozstvi zavisi na pohlavi, fyzické zatézi, stresovych situacich atd. Pfi jeho nedostatecném
pifjmu dochdzi k mnoha potiZim. Vitamin C si lidsky organismus nedokdze vyrobit sam,
proto je velmi dulezité zajistit jeho dostateCny piijem potravinami a ndpoji. Vyuzivd se
ruznych zplsobl zachovani co nejvétstho ptavodniho obsahu vitaminu v potravinidch a
népojich jako jsou napf. omezeni kontaktu se vzduchem, snizeni p¥itomnosti Cu®* a Fe™*, &

vytvareni neptiznivych podminek pro vznik komplext téchto iontl s vitaminem C.

Pro kontrolu obsahu vitaminu v ndpojich a potravinich lze vyuZivit mnoha metod, at’ uz je
to enzymovd metoda nebo titrace kyseliny L-askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem
v kyselém prosttedi a relativn€ nové metody - vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC), kterd je podrobné rozebirdna v predklddané bakaldiské praci. Oproti ostatnim

metoddm ma HPLC mnohé vyhody.

Vitamin C je skupina nékolika litek, znichz fyziologicky aktivni je pouze kyselina
askorbovd (AA). Ta se pti nevhodnych podminkach oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou
(DHAA). Pii stanoveni celkové AA tuto oxidovanou formu nejsou klasické metody
schopny stanovit, zde proto se uplatiiuje HPLC. NejvétSim problémem pii vlastnim
stanoveni je ptiprava vzorku. Pro extrakci ze vzorku vyuzivd HPLC kyseliny Stavelové ¢i
metafosforecné, které pii extrakci zdroven zabranuji oxidaci kyseliny askorbové na
dehydroaskorbovou. Pro konverzi DHAA na redukovanou formu (AA) a jeji stabilizaci se
vyuziva cysteinu, homocysteinu ¢i dithiothreitolu (DTT). Pro udrzeni AA v redukované
formé¢ HPLC vyuzivd redukéniho ¢inidla tris [2-karboxyethyl] fosfinu (TCEP). HPLC
umoziuje stanovit AA a DHAA vedle sebe. Dile umoZiuje stanovit vedle sebe vitamin C a
dalsi hydrofilni vitaminy, ¢i stanovit vitamin C spolu s dalSimi antioxidanty (vitaminy A a E).
Nadto je HPLC rychld, tuc¢innd, automatizovatelndi a snadno lze kvantifikovat a
reprodukovat vysledky. Literdrnim prizkumem byly v této bakalaiské praci shromazdény a
do tabulek ¢i postupti zpracovany metody HPLC pro stanoveni vitaminu C v rGznych

potravinich a napojich.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA

DAD

DDD

DHAA

DPPH

DTT

EDTA

GC

HP

IR

LPT

MPA

NMR

PC

PEF

SIDS

TBAOH

TCA

TCEP

TLC

kyselina askorbova

diode array detector
doporucend denni davka
kyselina dehydroaskorbova
2,2-difenyl- 1-pykrylhydrazyl
dithiothreitol
ethylendiamintetraacetat
plynova chromatografie

vysoky tlak

infracerveny

mirnd pasterizace

kyselina metafosforecna
nukledrné magnetickd resonance
papirova chromatografie

pulsni elektrickd pole

syndrom nahlého umrti kojencii
tetrabutylamonium hydroxid
kyselina trichloroctova

tris [2-karboxyethyl] fosfin

tenkovrstva chromatografie
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