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ABSTRAKT

V diplomové préci je charakterizovén vitamin C a kyselina askorbovd, jeho vlastnosti, reaktivita,
fyziologické pasobeni, vyskyt v potravinich a ztraty béhem technologického zpracovani potravin.
Je popséno i tepelné zpracovani potravin a chromatografické metody pro stanoveni vitaminu C, se
zamétenim na metodu HPLC. Prektickd ¢&st je zamgéiena na danoveni vitaminu C
(kys.askorbové) v zelening (brokolice, kvéték, paprika bild, paprika c¢ervend, ruZickova kapusta,
listovy Spenédt) pred a po tepelné Upravé (vareni, vareni v pare, duSeni, mikrovinny ohiev) pomoci
techniky HPLC/UV.

Klicova dova: vitamin C, kyselina askorbov4, obsah, zelenina, tepelna Uprava, HPLC/UV

ABSTRACT

The thesis deals with characterization of vitamin C (ascorbic acid) — its properties, reactivity, phy-
siological results, foods sources and losses during thermal processing. The thermal processing of
foods and chromatographic methods for vitamin C determination, especially HPLC method, are
also described. The practical part is focused on the determination of vitamin C (ascorbic acid) in
vegetables (broccoli, cauliflower, white and red peppers, brussels sprouts, spinach) before and
after different types of therma processing (cooking, streaming, stewing, microwave heating)
using HPLC/UV technique.

Keywords: vitamin C, ascorbic acid, vegetables, content, thermal processing, HPLC/UV
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UvoD

Vitamin C patii mezi vitaminy rozpustné ve vodé. Nézvem vitamin C se oznacuje nejen ky-
sdina L-askorbovg, ale také cely jegi reverzibilni redoxni systém, ktery zahrnuje L-
askorbylradika a kyselinu L-dehydroaskorbovou.

V lidském téle vitamin C plni mnoho fyziologickych funkci a jeho nedostatek se projevuje
onemocnénim zvanym kurdéje. Vitamin C se U¢astni biosyntézy mukopolysacharidi, po-
staglandina, absorpce iontovych forem Zeleza, jeho transportu, uplatiiuje se v metabolismu
cholesterolu a je z&kladni doZka v biosyntéze kolagenu. Mezi dulezité funkce vitaminu C
patti podpora imunitniho systému a podpora plicni funkce. Jedné se o dulezity antioxidant
v Zivych organismech, funguje jako sIné redukéni ¢inidlo pii likvidaci volnych radikal.
Prispiva také k rychlejSimu hojeni ran, podporuje pochody l&tkove premeny.

Lidé ptijimgji vitamin C vyhradné ze stravy, vyZivovych dopliika a vitaminovych preparata.
Vitamin C je obsaZen v mnoha potravinach rostlinného ptivodu, predevsim v zelening, ovo-
ci, av bramboréach. Z potravin Zivocisného pavodu jsou vyznamnym zdrojem jétra. Vitamin
C neboli askorbova kyselina patii mezi nejmén¢ stabilni vitaminy. K faktoram, které ovliv-
nuji stabilitu kyseliny askorbové, patii pasobeni svétla, zvySena teplota, zména pH, pritom-
nost kydiku nebo vliv kovovych ionti. Ke ztr&édm dochazi vyluhem také pri skladovani,

kulinarnim a pramydovém zpracovani, nejvétsi ztréty jsou pri tepleném opracovani.

Metoda HPLC je fyziklné-chemicka separac¢ni metoda, pri které se oddéluji, separuji doz-
ky obsaZzené ve vzorku. Mobilni fézi v HPLC je kapdina. K detekci jsou nutné citlivé detek-
tory — napt. UV detektor, M S detektor a pod..

Metod na stanoveni vitaminu C a jeho forem je mnoho. Nej¢astéji pouZivané metody stano-
veni vitaminu C Ize rozdélit do nékolika skupin: titra¢ni metody, spektrofotometrické meto-
dy (UV-VIS spektrometrie, fluorimetrie, flow — injection, chemiluminiscencéni metody), en-
zymatické metody, elektrochemické (amperometrické metody), kinetické a chromatografic-
ké metody (hlavné kapalinova chromatografie a také plynova chromatografie), které maji

vyhodu hlavn¢ ve vysokeé citlivosti stanoveni.
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou exogenni esencialni nizkomolekularni slouc¢eniny nezbytné pro Zivot. Nejsou
zdrojem energie, ani savebnim materidlem, ale obvykle maji funkci jako soucést katalyzéto-
ra biochemickych reakci a proto ¢asto byvaji oznacovény jako exogenni biokatayzatory.
Vitaminy jsou ¢asto soucasti koenzymu a prostetickych skupin, které nachazime u enzymi.
Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezené miie a vétdinu je ziskavaji jako exogen-
ni latky predevSim z potravin a nékteré z nich prostrednictvim strevni mikrofléry. Vitaminy
jsou v ur¢itém minimanim mnoZstvi nezbytné pro latkovou pieménu a regulaci metabolismu

¢loveka, bezpodminecng nutné pro rast a zachovéani Zivotnich funkci [1,2,3].

Vitaminy jsou latky sriznou chemickou strukturou mezi nimiz neexistuji po chemické
strénce Zadneé strukturni vztahy, podle nichz by mohly byt klasifikovany. Nejbéznéjsi hledis-
ko trideni vitamina je podle rozpustnosti ve vodé a v tucich. Vitaminy rozpustné v tucich se
oznacuji jako lipofilni vitaminy a vitaminy rozpustné ve vodé se oznatuji jako vitaminy hyd-
rofilni [1,2].

Mezi vitaminy rozpustné ve vod¢ patti: vitamin B, (thiamin), vitamin B, (riboflavin), niacin,
vitamin Bs (kyselina pantothenova), vitamin Bg (pyridoxin), vitamin By (kyselina listovd),
vitamin B;, (kyanokobalamin), biotin (difive nazyvan vitamin H), vitamin C (kyselina L-
askorbova a L-dehydroaskorbova) [1,2].

Mezi vitaminy rozpustné v tucich patti: vitamin A a jeho provitaminy (karotenoidy), vitami-

ny D, vitaminy E, vitaminy K [1,2].

Ke znateni vitaminu se pouZivaji velka pismena abecedy, u laek se stejnym fyziologickymi
(einky se pouZivaji u pismen ¢iselné indexy. U fady vitamina se béZné déva prednost jedno-
duchym trividnim nazvam [1].

Denni potteba vitaming je pomérné nizka Mnozstvi potiebné k zaji&eéni normalnich fyzio-
logickych funkci ¢lovéka je zavidé na mnoha faktorech, jako je stéri, pohlavi, zdravotni

stav, Zivotni styl, stravovaci zvyklosti, pracovni aktivita apod. [1,2].
V potravinach se vitaminy vyskytuji zpravidla v mnozstvi od pg.kg' po stovky aZ tisice
mg.kg™ podle druhu vitaminu, roéniho obdobi, druhu potraviny a zpasobu jejiho zpracové-

ni. Vyskytuji se v potravinach volné nebo vazané na jednotlivé sloZzky potravy, nej¢astéji na
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sacharidy a proteiny. Vitaminy patti mezi labilni slozky potravin, proto slouzi zaroven jako
indikatory ¢etnych technologickych a kulindrnich Uprav. U vitamina rozpustnych ve vodé
dochazi béhem technologického a kulinarniho zpracovani ve vétsing pripada k nejvétsim
ztratdm vyluhem, u vitamina rozpustnych v tucich jsou nejvetsi ztréty zptisobeny oxidaci
[1,2,3].

Pri nedostatku nekterého vitaminu dochézi k hypovitamindze — je-li vitamin nedostatecné
dodévan nebo aZ k avitamindze — prechodny Uplny nedostatek vitamina projevujici se poru-
chou nekterych biochemickych procesi. VétSina priznaki avitamindzy po dodani nedostat-
kového vitaminu zmizi, dlouhotrvajici avitamindza maZe vést k nendvratnym zménam orga-
nismu nebo aZ ke smrti. Pricinou nedostatecné resorpce vitamini byva vétSinou onemocnéni
zaZivaci soustavy. Deficience vitaminu byla diive jednou z hlavnich pticin mnoha chorob a
umrti. Nadbytek jednotlivych vitamina se oznacuje jako hypervitamindza. Hypervitamindza
se projevuje nadmernym piijmem predevsim lipofilnich vitamina A, D a vyvolava poruchy

nékterych biochemickych procesi a miZe vést az k t¢Zkym onemocnénim [1,2,4].

1.1 VitaminC

Vitamin C patii mezi vitaminy rozpustné ve vodé. Z&kladni biologicky aktivni douc¢eninou

je L-askorbova kyselina, jedné se y-lakton kyseliny 2-oxo-L-gulonové [1,5].

Obr. 1. Struktura askorbové kysdliny.

Néazvem vitamin C se oznacuje nelen kyselina L-askorbovd, ale také cely jeji reverzibilni
redoxni systém, ktery zahrnuje navic jeji L-askorbylradika (L-monodehydroaskorbovou
kysdlinu) a kyselinu L-dehydroaskorbovou. Ten zahrnuje L-askorbovou kyselinu, produkt
jgji  jednoelektronové oxidace, ktery se nazyvd L-askorbylradikdlem nebo také L-
monodehydroaskorbovou kyselinou a produkt dvouelektronové oxidace, tj. L-
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dehydroaskorbovou kyselinu. Askorbové kyselina a askorbylradikd se v roztocich se o fy-
ziologickém pH vyskytuiji jako anionty [1,5].

CH,OH CH,08
H OH
O
- H a = H ' O
— —T
4 L8]
L-askorbové kys. L-monodehydroaskorbova kys. L-dehydroaskorbova kys.

Obr. 2. Biologicky aktivni formy vitaminu C [5].

11.1 Hidtorieobjevu vitaminu C

Jiz v roce 1750 bylo zndmo, Ze zelenina a citrusové plody mohou ochrénit namorniky na
dlouhé cesté¢ po moii pred nemoci skorbut neboli kurdéje. Skorbut postihoval ¢asto staré
moreplavce a zpiasoboval krvécivost kiZe, dasni a obcas kongil smrti. Kapitan James Cook
prokézal, Ze konzumaci zeleniny Ize ochrénit ndmotniky na dlouhé cesté po moti pred timto

onemocnénim [4].

Chemicka struktura vitaminu byla objevena v roce 1933. Za vyzkum vitaminu C ziskali roku
1937 W.N.Haworth a A.Szent-Gyorgoryi von Nagyrapolt Nobelovu cenu. O nekolik let
pozdgji A.Szent-Gyorgyi popsal aktivitu vitaminu C pii onemocnéni zvaném kurdgje (skor-
but) a dd této soucening trividlni ndzev kyselina askorbova. Chemicka struktura kyseliny

askorbové byla stanovena v nékolika laboratorich svéta a je hojné vyradbéna [3,4].

1.1.2 Fyziologické u¢inky vitaminu C
Vitamin C je velmi duleZity pro mnoho fyziologickych pochodu v lidském téle.

Vitamin C se U¢astni biosyntézy mukopolysacharidi, postaglanding, absorpce iontovych
forem Zeleza, jeho transportu, uplatiuje se v metabolismu cholesterolu a je zakladni dozka
v biosyntéze kolagenu. Mezi duleZité funkce vitaminu C patii podpora imunitniho systému,
podpora plicni funkce. Jedna se o duleZity antioxidant v Zivych organismech, funguje jako
silné redukeni ¢inidlo pri likvidaci volnych radikala. Prispiva také k rychlejSimu hojeni ran,

podporuje pochody l&tkove premeny [1,6,7,8].
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Vitamin C je zé&kladni doZka v biosyntéze kolagenu, je potiebny pro tvorbu a spravnou
funkci pojivoveé tkéne, kosti a chrupavek. Vitamin C se uplatiuje pti hydroxylaci p-hydroxy-
fenylpyruvétu na kyselinu homogentisinovou, na tvorbé noradrenalinu z dopaminu, pti hyd-
roxylaci tryptofanu a tim i na vzniku serotoninu. Prokazano je i zapojeni kyseliny askorbo-
vé do metabolismu aminokyselin a kyseliny listové. Biosyntéza karnitinu rovnéz vyzaduje
vitamin C jako kofaktor pro dioxygenazy, nedostatecny prijem zpasobuje Unavnost a letar-
gii, které jsou povazovany za poc¢étecni priznaky kurdgji. Vitamin C zasahuje i do biosynté-
zy katecholamini a jeho nedogtatek je v této oblasti spojovén svyskytem depresi, hypo-
chondrii a zménami nélad, které byly povnéZ pozorovany u nemocnych kurdéjemi. Extrace-
[uldrni funkce vitaminu C spocivaji v ochrané LDL cholesterolu proti oxidaci, v regeneraci
tokoferola (vitamin E) a tokoferoxylového radikdu a v regeneraci glutathionu z jeho oxido-

vanéformy [2,9,10,11].

Kyselina askorbova jakoZto donor eektrona je uc¢innym redukénim ¢inidlem v mnoha intra-
i extraceluldrnich reakcich. Je kofaktorem nebo kosubstratem osmi enzymua. Krome biosyn-
tézy kolagenu, karnitinu a katecholaminu ve spojeni s kurdéjemi existuji i dalSi funkce vita-
minu C na jeho prijmu a koncentraci v séru jsou dale zavidé aktivity enzymt mono- a dio-
xygendzy pti amidaci peptidi a metabolismu tyroxinu, cholesterol 7a-monooxygenéza
v metabolismu cholesterolu a steroidii. Role vitaminu C v téchto pripadech spociva
v redukci centrdnich kovovych iontti uvedenych mono- i dioxygenéz, kdyZ diky svéemu re-
doxnimu potencidu udrZuje tyto ionty v redukovaném stavu. DalSi aktivity vitaminu C za-
hrnuji udrZovéani thiolt v redukovaném stavu a ochranny a etrici efekt pro glutation (dule-

Zity intraceluldrni antioxidant a kofaktor enzymi) a tetrahydrofolét [10].

1.1.2.1 Vymam vitaminu C v syntéze kolagenu

Vitamin C je esencialni pro syntézu kolagenu, ma specifickou Ulohu, kdy ptisobi jako kofak-
tor hydroxylace pti konverzi prolinu na hydroxyprolin. Vitamin C je esencidlnim kofaktorem
pro dva enzymy potiebné pro syntézu kolagenu ato prolylhydroxylazu (stabilizuje molekulu
kolagenu) a lysylhydroxyldzu (upeviuje pri¢né vazby v molekule kolagenu). Pri této hydro-
xyla¢ni reakci dochézi k hydroxylaci prolinu na 3-hydroxyprolin alysinu na 5-hydroxyprolin

v prokolagenu, ktera souvisi s biosyntézou pojivovych tkéni [1,2,6].
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1.1.2.2 Vymam vitaminu C jako antioxidantu

Vitamin C je duleZity a efektivni antioxidant. MuZe pasobit primo v reakci s peroxyl radiké-
ly a nebo nepiimo tim, Ze obnovi antioxidacni vlastnosti tokoferola. Vitamin C vystupuje
jako ve vod¢ rozpustny ,lapac* volnych radikalt v Zivocidnych i roglinnych tkanich, kde
snadno vychytévé reaktivni kyslikove a dusikaté radikaly a tim efektivné chréni ostatni sub-
stréty pied oxidativnim poskozenim [4,10].

Askorbova kysdlina mé niZsi redukeni potencidl nez peroxylové radikdly atak tyto peroxy-
lové radikdly maZe znicit. Navic, redukeni potencial askorbové kyseliny je niZsi neZ reduke-
ni potencid tokoferoli a to znamena, Ze askorbové kyselina miaZe dodatecné regenerovat
oxidovanou formu tokoferolu. Interakce mezi askorbovou kysdlinou a volnymi radikay mé
za nasledek vytvéreni ¢etnych formaci oxidacnich produkti. Celkovy dusledek téchto antio-
xidacnich vlastnosti maZe byt dan v ochrané bunéénych membrén a membranovych organel

proti peroxidaci tuku [4,12].

Da§ vyhoda vitaminu C jako antioxidantu spociva ve stahilité a nizké reaktivité askorbylo-
veho radikalu, ktery vznika pri vychytavéni kysikovych a dusikatych radikéla [10].

Dvouelektrodovy oxidacni produkt askorbétu, kyselina dehydroaskorbové, maze byt glu-
tationem redukovéna zpét na askorbat a jeho enzymy nebo je hned hydrolyzovana na kyseli-
nu 2,3-diketogulonovou [10].

Vitamin C je také soucasti antioxidacniho systému. Tento propracovany antioxidaéni systém
je tvoten vitaminem C, vitaminem E, ubichinony, derivéaty selenu a proteiny obsahujici siru.
Tento antioxida¢ni systém chrani organismus proti neptiznivym vlivam kyslikovych radikalt
jako jsou peroxidy, superoxidy a hydroxylové radikdly. Tento systém je dost komplikovany
a neni podrobné zndm princip U¢inku. AvSak kyselina askorbové je povaZzovana za nejvy-

znamngjSi doZku tohoto systému [4].

Antioxida¢ni vlastnosti vitaminu C také spocivaji v tom, Ze vitamin C je vyznamnou antio-

xidacni dozku plazmy a stejné tak i extracelularni tekutiny obklopujici plice, cocku oka a

,,,,,

1.1.2.3 Vymam vitaminu C v regulaci metabolismu cholesterolu a patogeneze atero-

sklerdzy

Vitamin C do jisté miry ptiznivé pasobi na snizovani serové hladiny celkového cholesterolu



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 18

-,

a zvy3uje koncentraci HDL cholesterolu u zatingjici hypercholesterolemie [2].

Veédeckeé i experimentalni vyzkumy zjistili, Ze chronicky nedostatek vitaminu C vede k hy-
percholesterolemii a k hromadéni cholesterolu v urcitych tkanich. Vitamin C se podili na
hydroxylaci cholesterolu, ktery se po té snadngji odstranuje z lidského téla. Doplnénim vi-
taminu C do stravy lidi a zvitat, ktefi trpi hypercholesterolemii, ma za nasledek vyznamné
sniZzeni koncentrace cholesterolu v plazmé. Jako modelové organismy pii téchto studiich

byly pouzity krélici a guinejsti vepti [8,9].

Chronicky nedogtatek vitaminu C maZe mit za nésledek patogenezi aterosklerdzy, dae vliv
na koncentraci cholesterolu atriacylglycerolu v plazmg i integritu cévnich stén. Vitamin C je
do metabolismu cholesterolu zapojen mnoha zpasoby. Nedostatecny piijem vitaminu C ve
stravé je nepiimo spojeny se sniZujici se absorbci cholesterolu, tento G¢inek vyplyvé ze sni-
Zené dostupnosti Zlucovych kyselin, monoglyceroli a mastnych kyselin. Vylucovani cho-
lesterolu, jako neutrdniho steroidu, nelze ovlivnit vitaminem C. Ackoliv mnoho dikazi o
zahrnuti kyseliny askorbové do syntézy cholesterolu je nejistych, zda se, Ze syntéza cho-
lesterolu je snizend pii nedostatku kyseliny askorbové [8,9].

1.1.2.4 Vymam vitaminu C pro imunitni systém

Lidsky imunitni systém je silné ovlivnén piijmem Zivin, vitamina a minerdnich laek ze stra-
vy. Jiz dlouho se vedou diskuze, zda vitamin C maZe prispét k prevenci a 1écb¢ bézného
nachlazeni. Ne¢které bunky imunitniho systému s miZzou nahromadit vitamin C, ktery potie-
buji pro vykon jejich funkce, zejména fagocyty a t-bunky. Nedostatek vitaminu C ma za
nésledek snizenou rezistenci bunek proti napadeni nékterymi patogeny, zatimco vySSi zaso-
ba vitaminu C miZe byt zodpovédna za vySSi odolnost imunitniho systému. Zvy3ené mnoz-
stvi vitaminu C maZe mirng sniZit dobu trvéani nemoci u zdravych jedinci, ale nemaze ovliv-

nit vyskyt a dopad nemoci [14].

1.1.2.5 Vymam vitaminu C v boji proti rakoviné

Epidemiologické studie o ochranném U¢inku vitaminu C proti rakoviné v souvisodti
s konzumaci zeleniny jsou vyznamné. Bylo zjiténo, Ze pravidelna konzumace vySSich davek
ovoce a zeleniny je spojena se snizenym rizikem vzniku rakoviny, zviasté pak s epitelarnimi
druhy rakoviny dychacich a zaZivecich cest. Podle nékterych studii vitamin C sniZuje vyskyt

karcinomu Zaludku a mozny je také antikarcinogenni U¢inek u karcinomu jazyka, faryngu
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(hltanu), jicnu, plic, pankreatu a délozniho hrdla. Mechanismus, kterym ovoce a zelenina
sniZuje riziko rakoviny, maZe byt vysvétlen na z&ladé obsahu vysokého mnoZstvi potenci-
ang proti karcinogennich ¢initel v ovoci a zelening. Mezi tyto ¢initele jsou zarazeny karo-
tenoidy, lykopen, vitamin C a vitamin E, kyselina listova, selen, vldknina, glukosinulaty a
indoly, dithiolthioly, isokyokyanéty, flavonoidy, fenoly, inhibitory protedz a rostlinné stero-
ly. VSeobecn¢ tyto ¢initelé mohou pasobit pri inhibici nitrosaminovych formaci, brani pre-
mené dusitant a dusi¢nant na karcinogenni nitrosaminy, zasobovéni substréem pro formo-
vani antineoplastickych ¢initelt, fedéni a navazéni karcinogennich l&ek v zaZivacim traktu,

antioxida¢ni pasobeni a dalsi [10,15,16].

1.1.3 Absorpce a potieba vitaminu C pro lidsky organismus

PoZadavky organismu na vitamin C jsou pomérné vysoké a zasoby minimalni. Vitamin C je
rozpustny ve vodé a jeho nadmérny prijem je odvadén moci z téla ven. Vitamin C je absor-
bovan stievni diznici. ZvySené davky vitaminu C (1,2 -12 g) jsou spojeny sjeho snizenou
absorpci [7,13,17].

Denni davka 10 mg vitaminu C byva postacujici k prevenci skorbutu. Dnes doporuc¢ované
mnozstvi vitaminu C je 65-120 mg na osobu a den. Denni ptijem 100 mg vitaminu C je spo-
jovén s udrZenim maximalni zasoby vitaminu C v lidském téle, ktera ¢ini 3 g. Pri uvedeném
prijmu vitaminu C ¢ini polo¢as obratu priblizné 14 dni. Vhodné denni davka vitaminu C se
liSi podle veku, pohlavi a fyzické aktivity u raznych jedinca. ZvySené poZzadavky organismu
jsou pak béhem téhotenstvi, u kojicich Zen, u kurédku, u déti v obdobi rastu, u sportovcd, pri
teZké préci, pri praci steéZzkymi kovy (Pb, Hg), v chladném prostiedi, pii hore¢natych one-

mocnénich a po operecich [1,7,10,18].

U kuraku je zvy3ena potieba vitaminu C a2 na ¢tyinasobek doporucené denni davky. Je

prokazano, Ze vykouienim jedné cigarety je z téla odebrano 35 mg vitaminu C [19].

ZvySené denni davky vitaminu C sniZuji riziko srdecnich a cévnich onemocnéni, atero-
sklerdzy, hypertenze, Sedého z&kalu a AIDS [8].

Deficience vitaminu C ¢i hypovitamindza se projevuje fadou nespecifickych priznakd, nej-
¢asteji tzv. jarni Unavou. NejznamgjSim syndromem akutni avitamindzy jsou kurdgje (skor-
but) u dospélych lidi, u déti dlouhodoby nedostatecny prijem vitaminu C vyvolavid Moelle-

rovou-Barlowovu nemoc. Priznaky kurdgji se objevi aZz po 3 mésicich nedostatku vitaminu
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C[2,20].

Nemoc kurdgje se projevuje predevsim krvacenim z dasni, do nehtovych liZek, do vnitinich
organd, snizenou odolnosti proti nemocem, zvy3enou krvacivosti a snizenou krvetvorbou.
Dasdimi ptiznaky jsou uvolniovéni zubi, snadnéd lomivost kosti, patné hojeni ran, nechuten-
stvi, bolesti kloubi. To v souvisi se selhénim biosyntézy kolagenu. Vitamin C také zasa-
huje do biosyntézy katecholaminu a jeho nedostatek je v této oblasti spojovén s vyskytem
depresi a hypochondrii [2].

Dnes je onemocnéni kurdéje pomerné vzacné, vyskytuje se jen obcas v chudych oblastech

tzv. tietiho svéta[20].

Pri davkéch vitaminu C 1-3 g zaden byly Zjidtény projimavé Gcinky. VySSi davka vitaminu C
maZe zpusobit gastrointestindlni potiZze. ZvySena kyselost ze Zaludku po paséZi do tenkého
stieva miZe zpusobit zanét, plynatost, prijem a omezeni absorpce tohoto vitaminu spolu se
zvySenim jeho ztré stolici. Po podani super dévek (10-20g denn¢) byl u pacientt pozorovén
neklid, nespavost a tvorba ledvinovych oxaldtovych kamenu. Intoxikace kyselinou askorbo-
Vou je extrémné vzécnd, spise se objevuji vedlgsi Gcinky, napriklad sniZeni hladiny vitaminu

B12 nebo znamky megaloblastické anémie [10].

1.1.4 Fyzologievitaminu C v lidském téle

Vitamin C se vatiebava v proximdni ¢ésti tenkého streva aktivrg, kdy absorpce kyseliny
askorbové ve stievni diznici probihd prostiednictvim sodiko-dependentniho aktivniho
transportniho prenosu. Druhy mechanismus pro akumulaci vitaminu C ve tkanich spociva
v transportu kyseliny dehydroaskorbové, ktera je ihned po dosaZeni cile redukovana,
v mnoha tkanich primarné tioltransferazou. Tento transport je 10x rychlej§i neZ transport
kyseliny askorbové, ae je kvantitativné limitovan. Po absorpci je vitamin C distribuovan do
vSech bunek lidského téla, kde metabolizuje. NejvySSi hladina vitaminu C v lidském téle se
nachazi v nadledvinkach, bilych krvinkach, kosternim svalstvu, v mozku a zvl&sté pak
v podvésku mozkovém [7,10,11,12].

Odbouravéni vitaminu C se odehrava v jétrech fadou meziproduktu, které jsou eliminovany
mo¢i. Cast vitaminu C, ktery se nezapoji do metabolismu, se spolu s metabolity vylucuje
moci. Produkty metabolismu, které se vylu¢uji moci jsou: oxaét, dehydroaskorbét, kyselina
2,3-diketogulonova, askorbat-2-sulfét, 3-O-methylaskorbét, sacharoaskorbét atd. Moci se
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vylucuje denn¢ z celkového mnoZstvi prijaté askorbové kyseliny jako volné kyselina asi 20-
25%, 20% jako kyselina 2,3- diketogulonova a 40-50% jako oxalét [10,11].

1.1.4.1 Antivitaminy vitaminu C

Antivitaminy nebo také antagonisty vitaminu jsou prirozené nebo syntetické latky, které
inhibuji ur¢itym mechanismem funkci daného vitaminu nebo jeho absorpci, coz miazZe vést az

k projevam deficience [19].

Za antivitaminy vitaminu C se povaZuje fada oxidoreduktédz uplatnijicich se v metabolismu
vitaminu C Zivocicht a rostlin. NaleZi sem askorbétoxidasa, dale také askorbétperoxidasa,
monodehydroakorbétreduktasa, superoxiddismutasa a askorbét: cytochrom-b-reduktasa.
Neptimo zpasobuji ztréty askorbové kyseliny dalSi oxidoreduktasy jako jsou enzymy trivial-
né nazyvané polyfenolazy. Antagonistou kysdliny L-askorbové je kyselina glukoaskorbovéa
[1,11].

Jako antivitaminy mohou byt povazovény nekteré farmaceutické preparaty. Napriklad korti-
zonove 1éky a aspirin zabranuji vstrebdvani vitaminu C, antibiotika a uspavaci prostiedky

(barbituréty) metabolismus vitaminu C naruduji.

V&chny polutanty Zivotniho prostiedi se povaZuji za antagonisty vitaminu C. Napt. ve
vzduchu, piedevsim ve mestech, pasobi jako antivitaminy: oxid uhelnaty, olovo, 0zén, oxid

siri¢ity a oxid dusi¢ity [19].

1.1.5 Vlastnosti areaktivita vitaminu C

Vitamin C je velmi dobie rozpustny ve vodé. V neutralnim, kyselém a alkaickém prostiedi
za katalytickych G¢inka téZkych kovi (Cu, Fe) podiéhd snadno oxidaci za vzniku jiz zming-
né kyseliny L-dehydroaskorbové a vytvéri v mnoha organismech duleZity, reversbilni biolo-
gicky oxidoredukéni systém. Prenos elektrona je reverzibilni dokud neni poruSena kruhova
struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Pokud dojde k jejimu hydrolytickému rozstépent,

vzniké kyselina 2,3 dioxo-L -gulonové a aktivita vitaminu C zanik& [2,11].

Vitamin C neboli kyselina askorbova je nestabilni a snadno podiénha oxidaci. K oxidaci
askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou dochézi pasobenim enzymu, které se fadi do
kategorie antivitamint C. Déle je oxidovéna vzdusnym kydikem a raznymi chemickymi oxi-

da¢nimi ¢inidly. Oxidace na dehydroaskorbovou kyselinu je vratné reakce a mize probihat
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raznymi mechanismy. V pripadech, kdy prenosem jednoho eektronu vzniké jako mezipro-
dukt radikdl askorbové kyseliny se oxidace oznaduje jako jednoelektronova. Vzniké&li de-
hydroaskorbova kyselina piimo, hovoti se o dvoueektronové oxidaci [1,21].

Ob¢ enolové hydroxylové skupiny askorbove kyseliny mohou disociovat a askorbovou ky-
sdlinu Ize proto povaZovat za dvojsytnou kyselinu (pK: = 4,25 a pK; = 11,8). V roztocich o
fyziologickych hodnotéch pH se prevazné vyskytuje jako anion. Napt. v roztocich o pH 7,4
je v této forme¢ pritomno 99,93 % askorbové kyseliny, zbytek tvoti nedisociovana kyselina
(0,06 %) a dianion (0,01 %). Jsou zndmy pouze soli monovalentniho aniontu, napt. askor-
bét sodny [21].

Askorbyl radikdl je kyselina (pK = — 0,96), ktera v roztocich existuje jako anion stabilizova-
ny rezonanci (jako bicyklick& doucenina, ztgjmé s dvojnou vazbou mezi uhliky C-2 a C-3),

neparovy elektron je lokaizovan v oblasti C-4 [21].

Dehydroxyaskorbovéa kyselina je ve vodnych roztocich ptitomna jako hydratovany bicyklic-

ky monomer [21].

1.1.5.1 Enzymové oxidace

V enzymové aktivnich a zvlasté v mechanicky poskozenych rostlinnych pletivech (loupanim,
krgjenim) je oxidace kyseliny askorbové na kysdlinu dehydroaskorbovou katalyzovéna pie-
devsim enzymem askorbatoxidasou (L-askorbét:O, oxidoreduktézou). Tento enzym oxiduje
askorbovou kyselinu za pritomnosti vzdusného kysliku. V nekterych rostlinnych pletivech
souvisi ztréty vitaminu s aktivitou peroxidas ajinych enzymi [1,21].

Obecné schéma reakce enzymové oxidace (H-A askorbové kyselina, A dehydroaskorbova
kysdlina):

2H2A+Oz—>2A+2H20

Detailni mechanismus reakce je ve skutecnosti dloZitéjsi, kdy je primérnim produktem oxi-
dace askorboveé kyseliny jeji askorbylradikél. Reakce je vratna a dehydroaskorbova kyselina

maZe byt redukovana zpét na askorbovou kysdlinu (glutathionem, cysteinem, jingmi trioly,
hydrochinony a dalSimi latkami) [1].

Ztréty vitaminu C enzymovou oxidaci v ovoci a zelening pii zpracovani I1ze omezit G¢innym

blanSirovanim, které inaktivuje enzymy oxidujici kyselinu askorbovou [1].
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1.1.5.2 Autooxidace

NejvyznamnéjSi reakci kyseliny askorbové je oxidace vzdusnym kyslikem (autooxidace),
ktera zpusobuje vétSinu ztrét v potravinach pri jejich zpracovani. Probih& v pritomnogti i
Vv nepritomnosti ionta piechodnych (transitnich) kova. Aktivni jsou hlavné ionty trojmocné-
ho Zeleza a dvojmocné medi. Reakce zavisi na hodnoté pH prostredi. V kyselém prostiedi je
pomalg, rychlgidi je v neutrdnim a negjrychlgisi je v alkalickém prostiedi [21].

Autooxidace probih& bez katalyzy ionty kovii nasledujicim mechanismem:
HA + O, - HA-O-O — HA:- + O,

Reakci ionta askorbove kysdliny stripletovym kyslikem vznika jako prechodny produkt C-2
hydroperoxid anionu L-askorbové kyseliny (HA-O-O), ktery se spontanné rozklada na
askorbylradika (HA-) a superoxidovy radikdl. Z askorbylradikélu vznika néslednou reakci

anion [1].

Katalyticka u¢innost kova spoc¢iva v tom, Ze askorbova kysdlina tvoii siontem kovu o vySSi
valenci a s kyslikem velmi stabilni komplex, ve kterém je askorbové kyselina pritomna jako
anion HA". Rychlogt reakce roste s hodnotou pH prostiedi [1].

1.1.5.3 Redukceiontsi kovii

Askorbova kyselina reaguje sionty kova za vzniku komplexa, ale za urcitych podminek
(ptedevdim pii nizkych hodnotach pH prostiedi a je-li pritomna v nizkych koncentracich)

maZe ionty kova také redukovat [21].
Reakce sionty Fe * aanalogicky s Cu** probiha nasledujicim zpasobem:
HA+2Fe® > A+2Fe* +2H"

Redukéni ptisobeni askorbové kysdliny v konecném efektu urychluje oxidacni reakce souvi-

sgici s nezédoucimi zménami chuti, viing a barvy potravin [21].

1.1.5.4 Reakce svolnymi radikaly

Askorbova kysdlina i jgji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly, které zpa-
sobuji oxidaci lipida a dalSich oxylabilnich doZek potravin. Brzdi tak fetézovou autooxidac-

ni reakci a icinné pasobi jako antioxianty [21].

Reakci askorbové kyseliny s peroxylovym radikdem mastné kyseliny (R-O-O-), pripadné s
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akoxylovym radikdem (RO-), |ze schematicky popsat rovnici:
H.A + R-O-O- - HA:- + R-O-OH

Vznikly askorbylradika neni schopen vyvolat retézovou reakci a disproporcinuje na askor-
bovou a dehydroaskorbovou kysdlinu [21].

Askorbova kyselina je obecné (ginngjSim antioxidantem pouZije-li se v kombinaci
stokoferoly. Ty potom prednostné reaguji s volnymi radikaly lipida, vzniklé radikdy toko-
ferolt jsou na f&zové rozhrani tuk-voda redukovany zpét na tokoferoly askorbovou kyseli-

nou [1].

Askorbova kysdlina reaguje podobné take s toxickymi formami kysliku jako je hydroxylovy
radikdl (HO-) nebo anion superoxidového radikau (O,- ) asingletovy kydik (*Os). VSechny

tyto reakce tak soucasné zpomaluji oxidaci lipida [1].

1.1.5.5 Degradace katalyzovana kyselinami

V siing kyselém prostiedi askorbova kyselina dekarboxyluje a stein¢ jako jiné cukry dehyd-
ratuje. V modelovych pokusech vznika témer kvantitativné oxid uhlicity a 2-
furankarbaldehyd. Vyznamnym produktem reakce je tzv. 3-deoxy-L-xyloson, systematic-
kym nézvem 3-deoxy-L-glycero —pentulosa, ktery hrgie vyznamnou roli pii reakcich neen-

zymového hnédnuti pentos [1].

Kysele katalyzovana degradace askorbové kyseliny se povazuje za hlavni pticinu ztrat vita-
minu C v konzervarenskych vyrobcich v nepritomnosti vzdusného kysliku. Dochézi k ni i
v kyselych potravinach jako jsou ovocné komploty a dZzusy (pH kolem hodnoty 3,5), zvléste
pri skledovani za vysSich teplot nebo pii termickych operacich jako je suSeni. Pri teploté
50°C ztréceji ovocné dzusy 70-95 % askorbové kyseliny béhem 12 tydni skladovani. Rych-

lost reakce je 10x niZsi neZ je rychlost autooxidace katalyzované kovovymi ionty [1,21].

1.1.5.6 Reakce sdalSimi dozkami potravin

Ke ztrétdm vitaminu maZe dochazet také reakci askorbove kyseliny s nekterymi reaktivnimi
doZkami potravin. Technologicky jsou vyznamné predevSim reakce s chinony vznikajicimi
reakcemi enzymového hnédnuti, reakce s dusitany a hemovymi barvivy v mase a v masnych

vyrobcich [1].
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1.1.6 Ovlivnéni stability vitaminu C

Stahilita askorbové kysdliny je klicovy problém, jelikoZ kyselina askorbova je velmi nesta-
bilni ve vodnych roztocich. Je mnoho znédmych faktord, které ovliviji stabilitu kyseliny
askorbové, mezi néZ patii pasobeni svétla, zvySena teplota, zvySené pH, piitomnost kydiku
nebo vliv kovovych ionta. Je proto nutné, aby pasobeni téchto vliva bylo omezeno na mini-
mum. Kyselina askorbové se pii extrakci stabilizuje zajisténim nizkého pH, pritomnosti
komplexotvornych latek a redukujicich latek [22,23].

1.1.6.1 Vlivsvétla

Askorbové kysdlina i dehydroaskorbova kyselina jsou nachylné na pasobeni svétla. Uginek
prirozeného svétla a UV zéareni (265 nm) na stabilitu askorbove kyseliny v roztocich byl
zkouman v zavidosti na vybéru vhodného laboratorniho skla — hnédého a norméniho pra-
svitného skla. Experiment byl proveden ve dvou druzich ban¢k — hnédé (nepropustné pro
prirozené svétlo) a bilé transparentni (propousti prirozené svétlo), které byli vystavény UV

zateni a ponechény pii pokojove teploté [22].

Vysledky experimentu ukazaly, Ze degradace askorbové kyseliny byla vyznamné pii paso-
beni prirozeného svétla a UV zéreni. Po jedné hoding experimentu, pocétecni koncentrace
askorbové kysdliny sniZila na 79,9% pii piasobeni UV z&feni. Pii pusobeni prirozeného svét-

la se koncentrace sniZila na 84,2% v transparentni barice a na 95,6% v hnédé barice [22].

Vysledky experimentu prokazaly, Ze askorbova kyselina je mnohem stabilngjsi, kdyz je kla-
dovéna v hnédé objemoveé lahvi, kterd zabrani degradaci askorbové kyseliny pasobenim pri-
rozeného svétla. Je tedy nezbytné nutné chranit kyselinu askorbovou pied pasobenim piiro-

zeného svétlaa UV zéreni [22].

1.1.6.2 Vliv teploty

Teplota je jednim z hlavnich klicovych faktord, které ovliviuji stabilitu kyselinu askorbové a
dehydroaskorbové v roztocich. Bylo provedeno mnoho experimentd, které zkoumali vliv
teploty na stabilitu kyseliny askorbové. Pti experimentélnich pokusech, které byli provedeny
pii 60°C a 80°C, bylo zji&teno, Ze koncentrace kyseliny askorbové béhem jedné hodiny kles-
la vice neZ 0 20% z pavodni koncentrace. Pri pasobeni téchto teplot je kyselina askorbovéa
velmi nestabilni a dochézi k jejimu znacnému dbytku. Pri zkoumani stability kyseliny askor-
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bové pri laboratorni teploté, bylo zjisténo, Ze pocatecni koncentrace zustévéa stejna po dobu
jedné hodiny. Je nutné pii préci s kyselinou askorbovou pracovat za laboratornich teplot
[22].

1.1.6.3 VlivpH

Askorbova kysdlina je stabilngjSi v kyselém progtiedi. V kyselém prostiedi neni mozny vznik
askorbétu jako hlavniho degradacniho produktu. Bylo provedeno mnoho pokusi na srovna
ni extrakce v podminkéch riazného pH ajejich dopad na stabilitu kyseliny askorbové. Obec-
né, pH kolem 2,1 bylo negvhodngjsi pro piipravu vzorku a zgjist'uje dostatecnou stabilitu a
obnovu kyseliny askorbové. Meta-fosforecna kyselina je nejéastéji pouzivana jako extrakéeni
¢inidlo, ob¢as se pouzivi v kombinaci s EDTA nebo s organickymi kyselinami, metanolem

nebo acetonitrilem [22].

1.1.6.4 Vliv koncentrace kyseliny askorbové

Koncentrace kyseliny askorbové a dehydroaskorbové v roztocich miZe ovliviiovat jejich
stabilitu. Rumelin, lwase a Novakova provadéli vyzkum stability askorbove kyseliny
v roztocich pti razné koncentraci. Vysedkem studie bylo zji&téni, Ze kyselina askorbova je
stabilngjSi pii vysSi koncentraci v roztoku. Stabilita vitaminu C se v roztoku vyznamné sni-

Zovala v koncentracich pod 0,1 mg/l [22].

1.1.6.5 Vliv stabiliza¢nich latek

Stahilizujici latky jsou ¢asto pouZivany k zajisténi stahility kyseliny askorbové a dehyd-
roaskorbové v roztocich. Jako typicky stabilizétor je pouZivéna kyselina meta-fosforecnd,
ktera je schopna splnit Glohu extrakeniho cinidla a stabilizétoru. Mezi dasi stabilizétory
maZou byt zarazeny tyto douceniny: trichloroctova kyselina, o-fosfore¢na kyselina, homo-
cystein, oxadova kyselina, EDTA, trifluoroctové kyselina, smés: citronova kyselina a pyro-
galol [22].

1.1.6.6 Vlivionti kovii

Pritomnost kovovych ionta zptsobuje snizenou stabilitu kyseliny askorbové a a dehyd-
roaskorbové v roztocich. K omezeni vlivu ptitomnych tézkych kova se pouziva EDTA nebo

se extrahuje kyselina askorbovéa do organickych rozpoudtédel. Byl zkoumén vliv Cu®, Fe**,
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Mg®, Ca®*, Mn*, Zr* ionti kowvi, kde dané mnoZstvi jednotlivych prvki odpovidalo
mnoZstvi, které bylo pridano. Pouze Cu** ovliviioval vyznamné mnozstvi askorbové kyseliny
[22,23].

1.1.7 Zdrogjevitaminu C

Vitamin C je obsaZen v mnoha potravindch rostlinného pavodu, predevSim v zelening,

citrusoveém ovoci, drobném bobulovitém ovoci a v bramboréch [4].

NevysS obsah vitaminu ma cerstvé ovoce a cerstva zelenina. Na obsah vitaminu C
v zelening mé vliv mnoho faktora. Mezi tyto faktory mazZe byt zarazen typ kultivaru, vege-
tacni podminky béhem rastu, stupen zralosti, zpasob poskliziiového uskladnéni, pasobeni
svétla a dal§i. V potravinach rostlinného pavodu je zpravidla 90-95% vitaminu ptitomno ve
forme askorbové kysdliny, zbytek tvori dehydroaskorbova kysdina[1,4,10,17].

Z potravin Zivocisného ptivodu jsou nejvyznamngjSim zdrojem vitaminu C pouze jatra. Dalsi
potraviny (maso, vejce a miéko) maji jako zdroj vitaminu témet zanedbatelny vyznam. Vy-
znamnym zdrojem askorbové kysdliny mohou byt Sunky, kde se kyselina askorbova pridava
jako aditivni l&dka. Pridavek askorboveé kyseliny (resp. askorbdtu sodného nebo askorbyl-
palmitatu) k masu a masnym vyrobkam (v mnoZstvi 60-180 mg/kg) spolu s dusitany napt.

pri vyrobé Sunky, ma funkeni i ekonomicky vyznam [1].

Lidé ptijimgji vitamin C vyhradné ze stravy, vyZivovych dopliika a vitaminovych preparata.
Pri konzumaci zeleniny ¢i ovoce, jako vyznamného zdroje vitaminu C, musi byt bran zietel
na to, kolik mg vitaminu C potravina obsahuje, zda ji konzumujeme syrovou ¢i tepelng
upravenou, jaké mnoZzstvi ji miZzeme snist a zda je dostupnym a béZnym zdrojem ¢i jen vy-
jimecnym. Bohaté zdroje vitaminu C v3ak zpravidla nebyvaji piiliS vyznamné pro kryti po-
tieby vitaminu (napt. Sipky, ¢erny rybiz, kadefavéa petrzelka), nebot’ se konzumuji jen prile-
Zitostné a v maém mnozstvi. Mnohem vétSi vyznam maji zdroje s pramérnym obsahem vi-
taminu C, které se konzumuiji pravidelné a v relativné znatném mnozstvi (napi. brambory)
[1,10,13].
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Tab. 1. Obsah vitaminu C v zeleniné v jedlém podilu [ 1,10].

Zdenin Obsah vit.C 2 denin Obsah vit.C
(mg/1009) (mg/1009)
Paprika (razné druhy) 62-300 Chrest 15-40
Petrzel kaderava 150-270 Rajcata 8-38
Kvetak 4,7-161 Por 15-30
Kapusta hlavkova 70-140 Fazolové lusky 9-30
Kien 45-120 Saé hldvkovy 6-30
Brokolice 110-113 PetrZel korenova 23
Kapusta rizickova 100-103 Cesnek 15-16
Spenét 35-84 Okurka 6,5-11
Kedluben 28-70 Mrkev 5-10
Zdi 170-700 Cibule 90-100
Pazitka 430 Mrkev 50-100
Hrasek 80-410 Lilek 80

Urovei piijmu vitaminu C je ovliviiovana nejen zpaisobem Gpravy potravin — typem tepelné-
ho opracovéani, ae i dobou skladovani potravin. Vy3e ztrét vitaminu béhem zpracovani je

znatnd a pri nékterych neSetrnych technologickych postupech maze dosahnout aZz 100%

[4,17].
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Tab. 2. Obsah vitaminu C v zeleniné a v bramborach v syrovém stavu a po tepelném zpra-

covani (tepelné opracovani varenimv neslané vode) [17].

_ Obsah vitaminu C (mg/100g)
Potravina
Syrovy stav Tepené zpracovana
Nové brambory 16 9
Staré brambory 11 6
Zelené fazole 12 7
HraSek 24 16
Brokolice 87 44
RuZickova kapusta 115 60
Kvetak 43 27

1.1.8 Ztraty vitaminu C

Vitamin C patii mezi negimén¢ stabilni vitaminy. Ke ztrdtdm dochézi pti skladovéni, kulinér-

nim a pramyslovém zpracovani, nejvétsi ztraty jsou pii tepleném opracovani [17].

Ztréty vitaminu C u kvétaku, bilého zeli, raZickove kapusty a fazolek pri klasickém varu,
varu v tlakovém hrnci a pii ohtevu v mikrovinné troubé (750 W) zji&tovali pol&ti veédci.
NeniZsi ztréty byly u uvedenych potravin zjistény po mikrovinném ohrevu (13,9%), vare-
nim v tlakovém hrnci pokled obsah vitaminu C v praméru o 32,5%. P¥i klasickém zptisobu
vareni ¢inily prameérné ztréty vitaminu C 53,8%, kdyZ byla zelenina vkladana do studené
vody a 37,8%, kdyZ byla vklédana do vody vatici. Bylo zji&téno, Ze pti raznych konvencnich
zpasobech tepelné Upravy potravin dochézi ke ztrétam vitaminu C v rozsahu od 14,4% do
94,6%, pritom nejvetsi ztréty jsou pii béZzném vareni. Varenim se sniZuje obsah vitaminu C
v rozsahu 23,9 — 94%, kvili jeho nestabilité pri vysokych teplotach a kvali tomu, Ze je ve
vode rozpustny [10,55].

Vysoké ztréty vitaminu C jsou zpasobeny vyluhem, déle je citlivy na pH prostiedi, kdy

dochazi ke ztrdtédm pri kulindrni a pramyslové Upravé v alkalickém ¢i neutrdnim prostredi.




UTB ve Zling, Fakulta technologicka 30

Vyznamne jsou i ztréty enzymatickou oxidaci. V nepiitomnosti vzdusného kysliku jsou ztré-
ty zpusobeny hlavné kyselinami katalyzovanou degradaci. Celkové ztraty se pohybuji zpra-
vidlamezi 20 az 80% [1,17].

Ztréty kyseliny askorbové jsou obvyklé pii myti, blansirovani (predvaieni), vareni a daSich
tepelnych Upravach a konzervovéni potravin. Povaha a rozsah ztrét zavisi na pH, teploté,
mnozstvi vody, dobé piasobeni, velikosti povrchu materidlu, lokalizaci vitaminu C
v zelening, celkovém obsahu vitaminu, obsahu intracelularniho kysliku, aktivité oxidag¢nich
enzymi, zralosti, rozsahu kontaminace téZkymi kovy a privodu kydliku. Ztréty vitaminu C
vyluhem jsou vy&Si u listove zeleniny s velkym povrchem neZ u kotenoveé zeleniny. U listove
zeleniny jsou ztréty vitaminu v rozmezi 20-70% ptivodniho obsahu a u koienoveé zeleniny je
rozmezi ztré vitaminu 25-50%. K znatnému Ubytku vitaminu dochézi rovnéz pii loupani

plodua, kdy se odstranuji povrchove vrstvy bohaté na vitamin [1,17].

Destrukcei vitaminu C je moZno predchézet inaktivaci enzyma piitomnych v ovoci a zelening
(blanSirovanim). Prevence ztrét vitaminu C pii pfipravé pokrma spociva predevsim ve vy-
louceni piitomnosti kydiku a kovovych iontt, zejména médi a Zeleza a v udrZeni nizké tep-
loty apH [10].

1.1.8.1 Ztraty vitaminu C pii technologickém zpracovani

Porovnénim ztrét v raznych fézich technologického postupu zpracovani potravin od sklizné
po konzumaci hotového pokrmu bylo Zji&téno, Ze k nejvétsim ztratam vitaminu C dochazi

b&hem vareni [10].

Vedle tepelného zpracovani potravin se jgich ddrznost miaze vyznamné prodlouZit suSenim,
které je spojeno svyznamnymi ztrdtami u kyseliny askorbové, kdy ztraty dosahuji az 80%.
Nové metody dehydratace, napi. lyofilizace a extruze, predstavuji, pokud jde o Udrznost

vitaming, mnohem SetrnéjSi postupy nez klasické suSeni [1,10].

Zmrazovani je dalSi zpusob konzervace potravin. Vysoke ztréty vitamint v zelening nasté-
vaji pri blansirovani zeleniny pred mrazenim, pii dlouhodobém skladovéani potraviny ve
zZmraZeném stavu a rovnéz ve vyteklé ave pri rozmrazovani. Ztréty pii rozmrazovéni také
zalezi na pritomnosti prirodnich antioxidanti nebo na pritomnosti kysiku v surovinach a
potravinach. Je-li potravina skladovéna mén¢ nez 12 mésict a pri teploté okolo - 20°C, pak

ztréty vitaminu C nepresahuji 15%. Hlavnim faktorem ovliviujicim ztraty vitaminu C ve
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zmraZené potraving pii uvedenych nizkych teplotach je prostupnost obalu pro kydlik a svét-

lo. K ngvy&Sim ztrddm vitaminu C dochézi pii nespravném rozmrazovanim potraviny

[1,10].

Tab. 3. Ztréaty vitaminu C v zeleniné po rozmrazeni (doba skladovani 6-12 meésicii pri tep-
lote -18°C) [10]

Pramérné ztr aty obsahu vitaminu C v rozmrazené zelening

[%]
Brokolice 35-68
Kvétak 40-60
Spenét 54-80

Hrasek 32-67
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2 TEPELNE OPRACOVANI POTRAVIN

Tepelnd Uprava potravin patii mezi zakladni zvyklosti pti pripravé pokrmu. Tepelnou Upra-

vou potravin je dosazeno [25]:

- lepSi stravitelnosti potravin (méni se struktura a uvolnuje se tuha konzistence suro-

vych potravin, ¢imZ je usnadnéno jgich traveni).

- Zlep3eni organoleptickych viastnosti pokrmu tj. vzhledu, chuti avané (G¢inkem tepla

nebo biochemickych vlivi vznikaji nové chut'ové a vonné 1atky).

- ni¢i sezdravotné zavadneé laky v potravinéch (patogenni mikroorganismy).

v

Tepelné zpracovani potravin je jednim z ngjefektivnéjSich procesi pro ochranu potravin
pred mikrobiologickym rozkladem a pro inaktivaci nezé&doucich enzymt, ae ma negativni

vliv ne retenci vitamint v potraving [25,26].

Zakladni formy tepelné Gpravy potravin miZeme rozdélit podle toho, jak vysoké teplota a
jak dlouho teplo na potraviny ptisobi a podle prostredi, ve kterém pasobi [26].

Vateni — teplo je dodavano vodou, v niZ je potravina ponorena.

Vateni v paie — teplo je dodavano péarou.

DuSeni ve vode — teplo je dodavano vodou a parou.

Mikrovinny ohtev — pasobeni vysokofrekvenéni mikrovinné energie.

Peceni — teplo je dodévano teplym vzduchem.

Mezi nevyhody tepelného opracovani potravin patii ztréta vyzivovych latek, které se vodou
vyluhuji. Pasobenim tepla dochézi k uvoliovani plyni, meni se barviva, sréZeji se bilkoviny,
bobtnaji Skroby a pektiny, méni se energeticka a nutri¢ni hodnota pokrma [26].

Pri tepelném opracovani dochazi ke znacnym ztrdam u vitamini. MoZnym neptiznivym
zmeéndm termolabilnich dloZzek potravin Ize piedejit Uc¢elnou volbou kombinaci zahtivacich
teplot a dob: pomerne velmi krétké a vysoké zahtevy denaturuji enzymy, vysokomolekuléarni
bilkoviny mikroorganismi, kdezto nizkomolekularni, cenné douceniny mohou zagtat beze
zmeny. K ngméné odolnym vitaminam patii vitamin C. Ztréty vitaminu C béhem tepleného

zpracovani potravin ¢ini 55-65%. Pomérné odolné proti teplu jsou vitaminy A, B, a D. Vi-
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tamin A je v3ak citlivy na vliv vzdudného kysliku [26].

2.1 Vareni

Vateni je technologicka Uprava pokrmua, pii které je pasobeno na zvolenou potravinu hor-
kou vodou o teploté 100°C. Pti vareni jsou potraviny zpravidla ponoieny ve vodé a tepelné
Uprava probihd rovnomérné ze vSech stran. Zelenina se vati v malém mnoZstvi vody
[25,26].

Na pribeh vareni mé vliv kvalita vody. Mékka voda zpasobuje vétsi vyluhovani ve vodé
rozpustnych l&ek a tvrdé voda zpasobuje usazovéni mineranich l1&tek na potravinach a pro-

dluzuje dobu vareni. Na vareni je vhodna stredné tvrda voda [25].

Dlouhodobym varenim se méni ngjen vzhled potravin, ale i konzistence, barvu a vani, ae
dochazi i ke znacnym ztratdm Zivin. Doba vareni se nepocita od doby vioZeni pokrmu do

vody, ale od doby, kdy voda zacala znovu Vviit [26].

2.1.1 Vareni zeleniny

Zelenina se vkladda do horké osolené vody, aby béhem varu nedochézelo k intenzivnimu
vyluhovani vyzivnych i chut'ovych latek do vody a aby byla zachovana konzistence a barva.
Pridanim soli se zpomaluje vyluhovani. Zelenina se vari podle moznosti veelku, aby byly
zachovany biologicky cenné 1&tky a doba varu se zbyteéné neprodiuzuje. Nékteré druhy
zeleniny (obsahujici ¢pave latky) se vari bez poklicky. Tyto latky béhem varu bez poklicky
z potraviny vyprchaji. Pri vareni zeleniny dochézi ke ztratam vitaminu C dvojiho druhu: ¢ést

vitaminu se rozloZi varem s vodou a ¢ast je vyluhovana do vyvaru [25,26].

Pri vareni zeleniny pridanim cukru se zelenina zpeviiuje a udrZuje si puvodni tvar. Pridanim

olgje nebo mésla se vyluhuji vitaminy rozpustné v tucich.

Vyvar ze zeleniny se pouziva k dalSimu kulinarnimu zpracovéni [25].

2.2 Vareniv péare

Pri vareni v pére dochazi k tepelnému opracovani ptisobenim horké pary. Pri vareni v pare
jsou potraviny poloZeny na parakovou vioZku (sito) do nadoby s mensim mnoZstvim vrouci
vody nebo jsou pouZity primo varné skiing v nichZ se tvori para. Potravina se v krétké dob¢

tepelné zpracovava [26].
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Vateni v pare patti k nejSetrnéjSimu zpusobu tepelné Gpravy potravin, protoZe nedochazi k
vyluhovani Zivin, chut'ovych l&tek a dalSich cennych l&tek do vody. Tento pisob Upravy se
pouZiva nej¢astéji u zeleniny, kdy se (einné zabranuje ztratdm ve vodé rozpustnych vitami-
na [26].

2.3 DuSeni

Dugeni je tepelnd Uprava v uzaviené nadobe, pri které je teplo potraviné dodavano pro-
stiednictvim malého mnoZstvi vody, tuku, viastni &'avy a horké pary. Dueni je Setrny zpa-
sob tepelné Upravy. DuSeni se musi provadét v dobre uzavienych nddobéch, aby nedochéze-
lo k dniku aromatickych latek. Behem duSeni je pridavéna tekutina - voda nebo vyvar, pou-
ze v mendim mnozstvi, nesmi dojit k Uplnému zdliti potraviny, a tekutina musi byt tepla
Béhem tepelného procesu se pii zahtivani vytvari para s teplotou vySSi neZ je 100°C. Paso-
benim pary se sniZi doba tepelné Upravy [25,26].

2.3.1 DuSeni zeleniny

Zelenina se dusi co nejkratsi dobu, aby se v zeleningé zachovalo co nejvice vitamini. Zeleni-
na se zpocatku dusi pouze na tuku, poté, kdyZ zelenina uvolni &avu, se dle potieby podlé-
va. U zdeniny, kterd obsahuje ¢pavé latky (kapusta, zdli) se pred vlastnim duSenim provadi

spareni horkou vodou [26].

2.4 Pedeni

Peceni je technologicky postup, pii kterém je potravina upravovéna suchym teplem, dée na
potravinu maZe pasobit ¢astecné i tuk a vypecend Stava Na upravované potraviny pasobi
hlavné suché teplo. Teplota pri peceni dosahuje rozmezi od 120 — 250 °C. Béhem peceni se
Z upravované potraviny uvolnuji aromatické latky. Pri peceni pii vysokych teplotéch se na
potravinach (zeména u masa) vytvéri karka, v niz vznikaji aromatické a chutové latky a

takeé chréni potravinu pred vysychanim [26].

Jednim ze zpuasobi peceni je gratinovani — zapékani. Jedné se spise pro oznaceni dokoncuji-
ci féze peceni. Zapékéni — gratinovéni je rychld, aZ prudké tepelné Uprava predem uprave-
nych potravin nebo potravin, kterym staci jen velmi krétk& doba tepelné Gpravy pro jejich

zmeknuti a nasledné zapeceni [26].
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2.5 Mikrovinny ohiev

Mikrovinny ohtev je zptisob tepelné Gpravy potravin, kdy pasobenim vysokofrekvencni mi-

krovinné energie na potraviny dochazi k jejich rychlému ohiéti [ 26].

Mikrovinny ohtev se principieln¢ lisi od klasického ohievu. Pti mikrovinném ohtevu dochazi
k primé absorpci mikrovinného zéreni polarnimi sozkami (voda, soli, tuky apod.), ¢imz se
zvyduje jgich vibracni energie a zahtivaji se zevnité. Gradient narastu teploty byva 0,25-4
°C za sekundu. Mikrovinny ohtev je 3-4krét rychlejSi a o 20% levnéjSi nez konvencni zpa-
sob ohtevu [27].

25.1 Rizikovéfaktory mikrovinného ohievu potravin

Navzdory vyhodadm mikrovinného ohievu se ¢im dal ¢astéji objevuji ndmitky proti mikro-

vinnému ohtevu diky rizikam, které tento ohiev zptasobuje. Jsou to:

Chemicka rizika — produkce nebezpecnych latek ptisobenim vysoké teploty (heterocyklické

aminy, polyaromatické uhlovodiky a nitrosaminy).

Mikrobidlni rizika — nerovnomérny ohiev za kratkou dobu neni schopen zni¢it vSechny pii-

tomné mikroorganismy.

Degradace nutri¢né vyznamnych l&ek — dochézi k degradaci proteina, oxidaci lipida, roz-
kladu vitamina (C, E, B).

Transport kontaminantt z obalt — nékteré plasty obsahuji aditiva (plagtifikétory, stabilizéto-
ry, syntetické antioxidanty a pigmenty), které miZou prechazet do ohrivané potraviny.

Z plasti maZou prechazet i monomery (vinylchlorid, akryléty, akrylonitril) [27].

Jako nejvetsi riziko pri pouZivani mikrovinného ohievu se povaZuje oxidacni degradace
tukd. U tuka a olgju, prestoZze maji malou absorbéni schopnost tak dochazi k rychlému
vzrastu teploty (béZné 200 °C a vice) diky jeich relativné malé mérné tepelné kapacité. Vy-
soké teploty, kterym jsou tuky a oleje pii mikrovinném ohtevu vystavovény urychluji fadu
reakci, pii kterych dochézi k tvorbé mnoha degradacnich produktt, coZ v kone¢ném du-
dedku prispiva ke zhorSeni senzorické a hygienické jakosti takto zpracovanych potravin.
Jako produkt oxidace tuka jsou hydroperoxidy, které se pti mikrovinném ohievu tvori 3-

4krét rychlgi nez pii béZném konvednim ohrevu [24,27].
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3 CHROMATOGRAFICKE METODY

Chromatografické metody jsou fyzikalné-chemické separacni metody, pri kterych se oddélu-
ji, separuji dozky obsaZené ve vzorku. Chromatografie patii mezi metody kvditativni a
kvantitativni analyzy vzorku [28].

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé navzgem nemisitelné faze, z nichZ jedna je sta-
cionérni — nepohybliva a druhd mobilni — pohybliva. Aby dochazelo k separaci latek, musi
existovat fazové rozhrani mezi stacionarni a mobilni fézi, ktera unasi dozky vzorku tak, aby
obtékala stacionérni fézi. Vzorek je umistén na zacdtek stacionarni féze. Pohybem mobilni
féze pres stacionarni fézi je vzorek touto soustavou unédSen. Slozky vzorku mohou byt sta-
cionérni fazi zachycovény, a proto se pti pohybu zdrzuji. Vice se zdrZi slozky, které jsou
stacionarni fézi poutény silngji. Tim se postupné doZzky od sebe separuji a na konec stacio-
nérni féze se dostavaji drive slozky méne zadrZzované. Rozdélovani jednotlivych dozek je

zaloZeno na afinité dozek smési k mobilni a stacionarni fazi [28,30].

3.1 Rozdéleni chromatogr afickych metod

Chromatografickych metod je velké mnoZstvi. Vzhledem ke znacné riznorodogti se chro-
matografické metody déli podle neékolika hledisek.

Podle skupenstvi mobilni faze:
@ Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) — mobilni féze je plyn.

@ Kapainova chromatografie (Liquid Chromatography — LC) — mobilni faze je kapali-

na.
@ Fluidni chromatografie — mobilni faze je latka v nadkritickém stavu.
@ Plazmova chromatografie — mobilni faze je proud ionta.
Podle usporradani sacionarni faze:
@ Kolonova chromatografie — stacionarni faze je umisténa v trubici (kolong).

@ Plodné techniky - Papirové chromatografie (Paper Chromatography — PC) — staci-

onarni faze je soucasti chromatografického papiru nebo upravené celul6zy.
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- Tenkovrstvad chromatografie (Thin Layer Chromatography —
TLC) stacionarni faze je umisténa na sklenéné desce, hlinikové folii

nebo plochém podkladu z jiného materidu.
Podle povahy déje, ktery prevliada pi¥i separaci:
Obvykle se pii separaci uplatiuje nékolik fyzikane-chemickych dgji, ale jeden z nich
pieviada.
@ Rozdélovaci chromatografie — 0 separaci rozhoduje odlisnd rozpustnost slozek

vzorku ve stacionérni fazi (kapalina) a mobilni faze (kapalina nebo plyn).

@ Adsorpeni chromatografie — 0 separaci rozhoduje rizné schopnost slozek poutat se
(adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuh& latka). Stacionarni fazi je adsor-
bent.

@ lontoveé — vymenna chromatografie — o separaci rozhoduji razné veliké elektrostatic-
ké pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni féze (iontomeénic) a ionty
vzorku. Stacionérni fézi je ionex.

@ Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na porovité stacionarni
fazi (gelu) — mensi molekuly vzorku se v porech gelu zdrZuji déle (molekulove sito-

vy efekt). Stacionérni faze je neionizovany prirodni nebo synteticky gel.

@ Afinitni chromatografie — stacionarni féze je schopna vézat ve vzorku pravé urcité
doZky, ke kterym ma Uzce selektivni vztah — afinitu. Stacionérni faze obsahuje za-
kotvené ligandy, na které se rozdélovana latka vaze.

Podle podminek p¥i separaci:
@ lzokratick& chromatografie — béhem separace se podminky metody nemeéni a zasté

vaji konstantni.

@ Gradientova chromatografie — béhem separace se podminky metody meéni, napt. tep-
lota nebo soZeni mobilni faze [29,30].
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3.2 Kapalinova chromatografie

3.2.1 Vyvo] moderni kolonové kapalinové chromatografie

Kolonové kapalinova chromatografie (ligiud column chromatography, LLC) je metoda jiz
dlouho zndma. V klasickém provedeni (kolony délky aZ 0,5 m, vnitini pramér kolem 10
mm, pramgr ¢éstic stacionarni faze 0,05 aZz 1 mm) se pouZivala aZ do poloviny Sedesétych
let. Mobilni faze se pohybovala gravitaci, pratok cinil tadové jednotky mililitra za minutu.
Separace byly mdo Ucinné (desitky teoretickych pater) a doba analyzy dlouhd (aZ ne¢kolik
hodin) [33].

Prvnimi kapalinovymi chromatografy, i kdyZ se zcela specidnim uréenim, byly automatické
analyzétory aminokyselin, vyvinuté zatdtkem padesétych let na z&kladé praci Moora a Stei-
na. Koncem Sedesétych let a zacdtkem let sedmdesétych dochazi k prudkému rozvoji teorie
ainstrumentace moderni kapalinové chromatografie. Na trh byly uvedeny pristroje umoZziu-
jici préci pti zvySenych tlacich zpocétku do 4 MPa, pozdgji aZ2 do 40-60 MPa. Tim bylo
umoZnéno znatné zvyseni rychlosti analyzy. Soucasné dochazi i k vyvoji tcinnych chroma-
tografickych kolon, resp. jejich ndplni. Od pocatku sedmdesétych let bylo dosazeno pozoru-
hodnych Uspécha i ve vyvoji novych typa stacionérnich fézi uréenych speciané pro kapali-
novou chromatografii. V posednich letech se zacina rozvijet i vyzkum v oblasti vzéjemnych
interakci mezi délenymi l&tkami a staciondrni a mobilni fazi. Na zékladé tohoto vyzkumu
dochazi k lepSimu pochopeni vlivu kapalné mobilni faze na chromatograficky proces a

k vyuZivéni fady selektivnich interakci v mobilni fézi pro prakticka déleni 1atek [34].

3.2.2 Popiskapalinové chromatografie

Kapainova chromatografie se vyuZiva predeviim k separaci amési |atek, které jsou netekave
nebo Spatné tekavé a termicky labilni (az 85% vech doucenin). V kapalinove chromatogra-
fii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové chromatografie rozhoduji o separaci vzor-
ku nejen jgjich interakce se stacionérni fézi, ale velmi vyrazné i pouzitéa mobilni faze. Béhem
separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas, jaky strévi v jedné nebo

druhé fazi, zavisi na afinité vzorku ke kazdé z nich [29,30,35].

V kapalinové chromatografii se vyuZivaji ¢tyii systémy podle prevaZujicino mechanismu

separace :
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Kapainové adsorpeni chromatografie (liquid-solid chromatography, LSC)
Kapainovéa rozdélovaci chromatografie (liquid-liquid chromatography, LLC)

Gedova permeacni chromatografie (GPC), nebo také SEC (size exlusion
chromatography)

lontoveé vyménna chromatografie (ion exchange chromatography, |EC) [29,35].

Podle usporadani stacionérni faze rozlisujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou kapa-

linovou chromatografii [30].

3.2.3 Kapalinovéa eluéni kolonova chromatografie

V ptipadé kolonové chromatografie je k déleni latek pouzivana chromatografickd kolona.
Chromatograficka kolona je zpravidla sklenéna, ocelova ¢i plastové trubice naplnéné drob-
nymi ¢ésticemi vhodného materidlu — sorbentu. Ur¢ita ¢ést sorbentu je pristupna pro mole-
kuly vzorku a tvoti tzv. stacionérni fézi. Mezi ¢ésticemi sorbentu protéké kolonou kapalina
— mobilni faze. Pri béZné elu¢ni metode je roztok vzorku nastiiknut v zké koloné na zacé
tek kolony. V kontaktu se sorbentem kazda slozka vzorku prechazi z¢asti do stacionérni
faze ve snaze dosdhnout termodynamické rovnovahy. Velikost zadrZeni — retence slozky na

stacionarni fézi je charakterizovéna retencnim faktorem k:

kde ns a ny, jsou rovnovézna ldtkova mnozstvi dozky ve fazi stacionérni a mobilni [31].

Na rozdil od retence (zadrZovani latek) se jejich vymyvani z kolony nazyva eluce. Mobilni
faze je také proto nazyvéna téZ eluéni ¢inidlo ¢i eluent a mé schopnost vymyvat 1&tky
z kolony elugni silou. Cim rychleji jsou vymyvany latky z kolony, tim méa mobilni faze vysSi
elueni silu. Rozpou&édla sefazena podle eluéni sily tvoii eluotropickou fadu. Létky Ize elu-

ovat:
a) izokraticka eluce — mobilni fazi o konstantnim sloZeni (konstantni elu¢ni sile),
b) eu¢ni silu lze zménit skokem,

c) gradientova euce — elu¢ni silu Ize meénit kontinualng podle urcitého programu (line-

arniho ¢i nelinedrniho) [33].
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3.3 HPLC

Metoda HPLC se vyvinula z plynové chromatografie v poc¢étcich 70. let. Mezi metodami
kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto metoda HPL C. Zkratka je odvozena od
dvou piipustnych nazvi této techniky a to , high performance liquid chromatography* (vy-
sokoucinné kapalinové chromatografie) nebo ,,high pressure liquid chromatography* (vyso-
kotlaké kapalinova chromatografie). Mobilni fézi je v tomto pripadé kapalina, pritok mobil-
ni féze je zaistén vysokym tlakem. V moderni kolonové chromatografii prochézi mobilni
faze kolonou predem volitelnou rychlosti a pod pridusnym tlakem, ktery odpovida jak zvo-
lené rychlosti, tak vlasthostem sorbentu. Vysokych U¢innosti se dosahuje pouZitim stacio-
nérnich fézi, které obsahuji malé ¢éstice pravidelného tvaru a jednotné velikogti, které ho-
mogenné vypliuji kolonu. Tim se dosahuje G¢innosti fadove desitek tisic pater na metr dél-
ky kolony. Dévkuiji se mala mnoZstvi vzorku (t&dové mikrolitry). K detekci jsou nutné citli-
vé detektory, které umoziuji kontinudni monitorovani 1&tek na vystupu z kolony. Signé
detektoru se zpracovéva pocitatem. Pristroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva
kapalinovy chromatograf [32,33,34].

Mezi vyhody HPLC patti zeména Siroké oblast pouZitelnosti: |ze analyzovat ionty, latky
polérni a nepolérni, méo tekave, tepelné nestabilni i vysokomolekularni (cca 80% veskerych
zndmych 1&ek je mozné analyzovat metodou HPLC). Dalsi vyhodou je mozZnost ovliviiovat
separaci soZenim mobilni faze, kterd na rozdil od plynové chromatografie neni inertni, ale
vyznamn¢ se podili na separaci. Krom¢ analytickych aplikaci se ¢asto pouZiva k preparacim.

Nevyhodou je naro¢néjsi instrumentace a sloZitéjsi mechanismus separace [33].

3.3.1 Instrumentacev HPLC

Pristroje pro HPLC jsou mnohem doZitéjSi neZ pro klasickou sloupcovou LC, kde se mo-

bilni faze pohybuje gravitac¢ni silou [33].
Kapainovy chromatograf se sklddé z téchto casti:

- zatizeni pro uchovéni (zasobnik) atransport mobilni faze (vysokotlaka ¢erpadla)

zatizeni pro dévkovani vzorku (davkovac)

zatizeni pro separaci latek (chromatografické kolona)

zatizeni pro detekci latek (detektory)
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- zafizeni pro zpracovani signdlu detektoru (PC svyhodnocovacim programem)
[35,36].

vysokotlaké
cerpadlo

zasobnik
mobilni faze

davkovaci ventil idici
s vyménitelnon smyfkon potitac

HFPLC kolona
detektor 5

Obr. 3. Blokové schéma kapalinového chromatografu [ 36].
Zasobniky mobilni faze
Zéasobniky mobilni faze v HPL C jsou nejcastéji sklenéné nebo i nerezové nadoby objemu 0,1
—2,5 | umisténé v samostatném prostoru. Zasobniky jsou opatiené ryskami a uzavérem
z inertniho plastu s prevratnymi otvory pro teflonove hadicky. Mobilni faze se ¢erpé pies
filtry odstranujici mechanické necistoty [34,37].
Odplynovaci zarizeni
Odplynéni je dualeZité proto, aby se detektoru v dusledku velkého tlakového spadu

v systému netvorily bubliny. K odplynéni se pouZivaji nésledujici zarizeni:

Membranové odplyinovate — mobilni faze protéka semipermeabilni hadickou umisténou ve

vakuu.

Héliové odplyinovace — mobilni faze se probubléva héliem, které vytésni rozpusténé plyny.

Rozpustnost hélia v rozpoudtédlech je minimalni.

Odplynovéni za vakua nebo ultrazvukem [33,37].

3.3.1.1 Cerpadla mobilni faze

Z&kladnim pozadavkem na ¢erpadlia kapalné mobilni faze je dlouhodoba konstantnost pri-
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toku s presnosti menSi neZz 2 %, chemicka inertnost ¢asti ¢erpadla prechézejici do kontaktu
s kapalinou, moZnost regulace pratoku v dostate¢né velkém rozsahu (0,1 — 10 mi/min), pra-
covni tlak minimaln¢ 10 MPa (Iépe 20 - 40 MPa). Pratok musi byt konstantni, reprodukova-
telny a bezpulsni [33,35].

Principiané maZou byt vysokotlaka cerpadla rozdélena do dvou hlavnich skupin v nichz
hlavni rozliSovaci prvky jsou konstantni tlak anebo konstantni objemovy pratok. Oba dva

typy pracuji zpravidlatak, Ze ze zasobniku vytlacuji pistem ¢i membrénou mobilni fazi [34].

Z praktického hlediska byvaji ¢erpadla rozdélovana na pulsni a bezpulsni. Pulsni ¢erpadla
maji objem pracovni komory pomérné maly, zatimco bezpulsni ¢erpadla pracuji s objemem
pracovni komory daleko vétsim, 100 — 500 ml, coZz umoZni provést bez znovuplnéni cerpa-
dla celou fadu andyz. Bezpulsni ¢erpadla ve srovnani s éerpadly pulsnimi zpravidla posky-
tuji hladsi pratok mobilni faze, nevyZaduji specidlniho pridavnéno zatizeni pro tlumeni tla-
kovych pulsi, ae jsou drazsi a vyznadiuji se hord reprodukovatelnosti pii tvorbé gradientu

mobilni faze [34].

Podle technického teSeni se rozliduji tii skupiny ¢erpadd: pneumaticka cerpadla, bezpulsni

Cerpadlatzv. linearni davkovace, pulsni neboli reciproka cerpadlia [35].
Pneumatické ¢erpadia

V pneumatickych cerpadlech je zdrojem energie stlaceny plyn. Cerpadia jsou obvykle bez-
pulsni, velmi jednoducha a levna. Vyhodou téchto ¢erpadel je velmi dobra stabilita pratoku.
Nevyhodou je jejich obtizné zapojeni do regulacniho systému celého chromatografu
[34,35,36].

Linearni davkovace

Nebo takeé velkoobjemova pistova ¢erpadla. Jsou to vysokotlaké valce o objemu az 500 ml,
pracovni objem ¢erpadel je 100 — 500 ml, do nichZ je definovanou rychlosti zasouvén pist.
Lineérni davkovace poskytuji bezpulsni konstantni tok mobilni faze. Cena cerpadel je velmi
vysok& Stabilni pratok se ustavuje velmi pomale cca aZ za 15 — 60 minut a pouZité mobilni
faze musi byt odvzdusnéna. Lineérni (pistové) davkovace jsou vhodné pro préci s vysokymi
tlaky [34,35,36].

Reciproéni ¢erpadla

Jsou tvorena vdlcem o objemu nekolika desetin mililitru. Hlava ¢erpadla je opatiena dvéma
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ventily — sacim a vytlatnym, které se pti pravidelné se opakujicim pohybu pistu ve véci
uzaviraji nebo oteviraji. Recipro¢ni ¢erpadla jsou konstruovana jako pistova a membranova.

Nevyhodou reciprokych ¢erpadel je pulsni chod [33,35,36].

Recipro¢ni ¢erpadla se svyhodou pouZivaji pro programovou zménu sloZeni mobilni faze

béhem analyzy, tzv. gradientovou eluci [35].

3.3.1.2 Zarizeni pro davkovani vzorku do chromatografického systému

Z ¢erpadla se mobilni féze vede do davkovaciho zafizeni. Dévkovaci zafizeni douZi
k vheseni vzorku do toku mobilni féze ve forme Gzkého koncentra¢niho pulsu, tak aby bylo
zabezpeceno miniméni rozmyti vzorku v davkovati a ve spojich mezi davkovatem a chro-
matografickym loZzem. Pri dévkovéni vzorku je nutno piekonat velky pracovni tlak uvnitt
kolony. Ucinnost celého chromatografického systéme je do znaéné miry zavidai na doko-
nalém davkovéni vzorku. Do chromatografického systému je mozno davkovat ruéné (ma-
nudni davkovaci ventil) anebo pomoci automatického dévkovaciho ventilu (autosampleru)
[34,35,36,37].

Septové davkovace — jsou obdobou dévkovatt pouzivanych v plynové chromatogréfii,
umoZziuji vnéSeni vzorku pomoci injekeni strikacky do bezprostiedni blizkosti zacétku
chromatografického loZze. Naroky na septum jsou vysoké — septum po vytaZeni jehly se
musi znovu uzaviit a odolévat tlakim cca 10 — 20 MPa, podobn¢ jako davkovaci vyso-
kotlaké stiikacky. Vyhodou septovych davkovact je variabilita objemu vneSeného vzorku,
nevyhodou potieba ¢asté vymeny pouzivaného septa a menSi presnost davkovaného objemu

Vv porovnéni s davkovacimi kohouty [34,35].

Davkovaci ventily (kohouty) se smy¢kou — umoziuji presné a reprodukovatelné odmeieni
objemu vzorku vnitini nebo vnéjSi davkovaci smyckou. Vngjsi davkovaci smycku tvori ne-
rezova kovova kapilara, jejiz objem se pohybuje od desitek nanolitra po mililitry. Kohouty
se konstruuiji jako étyicestné a Sesticestné, ¢asto jsou ovladany elektricky. Nejcastéji se jed-
né o Sesticestné ventily s vymenitelnou smyckou, kterd se plni injekéni stiikackou. Davko-
vani je reprodukovatelné (opakovatelnost nastriku se pohybuje kolem 0,2 %) a lze je snadno
automatizovat. V pripadé kapilarnich kolon, které vyZaduji velmi malé néstiiky (v nanolit-
rech) se pouZivaji dédvkovace s regulovanou dobou vyplachovani smycky do kolony nebo

davkovace s délicem (obdoba plynoveé chromatografie) [33,35,37].
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Automatické davkovace v HPLC — jedna se o pristroje pro automatické dévkovani vzorka.
Vzorky ur¢ené na analyzu jsou ve vialkéch umistény v chlazeném prostoru. Roboticky sys-

tém vybere poZadovanou vialku a provede néstiik pomoci smyckového ventilu [37].

Vialky jsou vzorkovnice o objemu 1,5 ml na jedno pouZiti se Sroubovacim nebo zamacké

vacim vickem. Ve vicku je septum, které se pii nastriku propichne [37].

3.3.1.3 Chromatografické kolony

Predkolony jsou krétké kolony zafazované tésné pred analytickou kolonou. Chrani kolonu
tim, Ze zachytdvaji mechanické necistoty a latky, které se ireverzibilng vazou na kolonu.
Predkolony se ¢asto pouZzivaji k ochran¢ kolony pii analyzéch biologickych vzorka. Predko-
lony obsahuji stejnou stacionérni fazi jako analyticka kolona [36,37].

Ve vysokotlaké vysokoucinné kapalinové chromatografii ma volba a vybér kolony a jejich
prislusenstvi rozhodujici vyznam. O (¢innosti kolon rozhoduje nejen kvalita pouZitého sor-
bentu (stacionérni faze), ale i jgi délka, tvar, materidl z néhoZ jsou zhotoveny, spojovaci
soucasti, jejich vnitini povrch a dalsi faktory, jako je zpasob plnéni kolon atd. [34].

Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avsak mohou byt i sklen¢né ¢i plastové.
Jednoduge Ize tict, Ze kolona je trubice obsahuijici stacionérni fazi. Jgjich vnitini prameér se
pohybuje f&dové od desitek mikrometri do cca 1 cm pro analytické kolony aZ po nekolik
centimetra pro preparativni kolony. Nejvyhodnéjsi jsou kovoveé kolony, jgichz vnitini po-
vrch je potaZen vrstvou skla. V soucasnosti se pouZivaji kolony o délce 10 — 30 cm. Kolony
Ize plnit ptimo v laboratotich pomoci komeréné dodavanych plnicek, nebo je mozné je kou-
pit naplnéné jiZz od vyrobce. V soucasnosti je nejvhodnéjsi pouZiti kapilarnich kolon, jejichz
prangr je srovnatelny s velikosti ndplné ¢astic [33,36,37].

Podle typu kapalinové chromatografie I1ze kolony na zakladé rozméri rozdélit do nasleduji-
cich skupin:

Tab. 4. Typy kolon v HPLC [35].

Skupina Vniténi pramér [mm] Déka [mm]
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Preparativni (technologické) >50 500 - 2000
Semipreparativni 10 - 50 250 - 1000
Klasické (GPC,IEC) 6-10 150 — 1000
Analytické 2-6 30-300
Mikrokolony 05-2 50 - 1000
Kapilarni 0,0005 — 0,06 1000 — 10000

3.3.1.4 Detektory

Detektory dlouzZi kindikaci latek vychézejicich z chromatografické kolony. Detektory
v HPLC jsou obecné doZitéjSi nez v plynove chromatografii [34,37].

PoZadovanymi vlastnostmi pro detektory jsou:
okamzita, linedrni koncentracni odezva
vysoka@ citlivost
nizky Sum
minimalni vliv zmeény tlaku, pratoku mobilni faze, teploty
minimalni prispévek k rozirovani zony
moZnost pouZiti gradientové eluce [34,35].

K detekci se vyuZiva analyticka vlastnost systému, kterd je ve zndmém a reprodukovatelném
vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozliSujeme detektory bud’ univerzani (meti
vlastnost systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost, relativni permitivitu) nebo
selektivni (meti absorbanci pri urcité vinové délce, eektrolyticky proud pii urcitém potenci-
du atd.). Selektivni detekce je obvykle citlivejsi a vhodnéjsi zefména pii analyze dozek pri-

tomnych v komplikovanych matricich [34].
Rozdéleni detektort do skupin podle métenych velicin uvadi nésledujici tabulka [34].

Tab. 5. Typy detektorii v kapalinové chromatogr afii.
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M éfena velic¢ina Nézev detektoru
Absorpce zareni Fotometricky (spektrofotometricky) v UV, viditeiné a1C
oblasti spektra
Index lomu Refraktometricky
Fluorescence Fluorescenéni
Elektrolyticky proud Polarograficky
Elektricka vodivost Vodivostni
Permitivita Kapacitni, permitivitni
Elektrodovy potencial Potenciometricky
lonizag¢ni proud Transportni s plamenoionizacni detekci
Sorb¢ni teplo (teplota) Mikroadsorpéni
Radioaktivita Radiometricky

Mezi béZné detektory pouzivané v HPLC patii spektrofotometrické, fluorimetricke, elek-

trochemické, hmotnostni a refraktometrické [33].

wiNs

Spektrofotometrické detektory — patti k ngjpouZzivangjSim v HPLC, nebot’ jsou pomeérng
jednoduché, provozn¢ spolehlivé, citlivé a univerzani - Ize jimi detekovat velky pocet 1atek
a jsou kompatibilni s gradientovou eluci. Z&kladnim poZadavkem je nizké absorbance mo-
bilni féze pti pouZité vinové déice detekce. Spektrofotometricke detektory jsou zaloZeny na
principu absorpce zéeni v oblasti vinovych délek od 190 — 800 nm, v ultrafialové a viditelné
Casti spektra. Nejcasteji jsou pouZivany dvoupaprskové spektrofotometry s pritokovou
detekéni celou [33,38].

Podle konstrukéniho typu se mohou detektory rozdélit na étyti typy:
Detektory s fixni vinovou délkou — ngj¢astéji 253,7 nm.
Detektory s meéfitelnou vinovou délkou — a to pouze predem danymi vinovymi
délkami.

Detektory s programovatelnou vinovou délkou — vinovou délku Ize nastavovat
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v urcitém rozmezi, ngjicastéji od 190 — 700 nm. VInovéa déka je ménitelna be-
hem analyzy, nekteré typy detektort dokéZi snimat pak spektra latek (scan)
v mérné cele pii zastaveném pratoku mobilni faze (stop flow). Nekteré detek-
tory umoznuji méteni pii dvou aZ étyiech vinovych dékach soucasng, jeich ne-

vyhodou je v&k ponekud niZ§i citlivost ve srovnani s detektory s fixni vinovou
délkou.

Detektory diodového pole (DAD) — snimgji celé spektrum v realném case bez
preruSeni chromatografické separace. Tyto detektory umoZiuji ve spolupréci
stidici jednotkou (pocitacem) detekci 1&tky pri jakékoliv zvolené vinové délce,
umoZziuji porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter a vypocitgi cistotu
piku —identifikace l1&ky [38].

Fluorimetrické detektory — jsou to detektory vysoce selektivni, nezévidé na kolisani teploty
a s dobrou linearni odezvou. PouZivaji se pro detekci latek vykazujicich fluorescenci nebo
latek, jejichZ derivaty fluoreskuji. Fluorimetrické detektory jsou o zhruba tii rady citlivejsi
nez UV spektrofotometrické detektory. Pti fluorimetrické detekci prochézi eluovand létka
pratokovou celou detektoru, absorbuje UV zéreni z intenzivniho zdroje (napt. rtut'ové vy-
bojky, deutritové, wolframove ¢i xenonové lampy ¢i laseru) a pritom vydava fluoreskujici
zareni o vétS vinové délce nez zéteni excitacni. Exita¢ni zéreni dopada na fotonésobié, kte-
ry je premeéni na elektricky signd, jehoZ velikost je umérna intenzité fluorescencéniho z&reni
[33,34,38].

Refraktometrické detektory — patii mezi univerzalni detektory. Pracuji jako diferencialni
mefi¢e zmeny indexu lomu mobilni faze, tim, Ze méi rozdil indexu lomu mobilni faze uza-
viené v referencni cele a eluentem vychézejicim z kolony. Detektor je tim citlivejsi, ¢im vetsi
je rozdil mezi indexem lomu analytu a rozpoustédla. ProtoZe tyto rozdily jsou maé, je
refraktometricky detektor mélo citlivy. Podminkou presné detekce refraktometrickym de-
tektorem je nutnost presného temperovani, nebot’ index lomu je zavidy na teploté. Dalsi
nevyhodou je nemoZnost pouZit gradientovou eluci. Refraktometrické detektory se vyuZiva
ji zeména tehdy, pokud ostatni detektory neposkytuji pro analyzované 1&ky odezvu (napt.
pri analyze cukri). PouZiva se v gelové chromatografii [33,35,36,37].

Elektrochemickeé detektory — patii mezi selektivni detektory. Vyhodou téchto detektora je

WL

vysok@ citlivost a rychlost odezvy. Mé&ti proud, ktery vzniké pti prachodu oxidovatelné ne-
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bo redukovatelné laky mérnou celou. VéEtSinou se pouZiva trieektrodovéno zapojeni
s pracovni, pomocnou a referentni elektrodou. Pracovni elektroda mizZe byt ze skelného
uhliku, uhlikovych viéken, grafitové pasty, diamantu, Pt, Au, Cu, rtuti nebo amalgama
[33,37].

Detektory pracuji bud’ amperometricky (meti se proud pii konstantnim elektrodovém po-
tencidlu, ktery se voli v oblasti limitniho proudu — koncentracni detektor) nebo coulomet-

ricky ( dochézi k Uplné elektrolyze — hmotnostni detektor) [37].

Amperometrické detektory - jsou zaloZeny na méteni elektrického proudu odpovidajiciho
oxidaci ¢i redukci (redoxni reakci) - méti se proud mezi polarizovatelnou pracovni elektro-
dou a pomocnou dektrodou v zavidosti na vioZzeném napéti nebo pri konstantnim napéti.
Patii mezi ngjobvyklejSi druh elektrochemického detektoru v HPLC [33,34,36].

Coulometricky detektor — v coulometrickém detektoru dochézi k Uplné elektrolyze analytu.
Elektrody jsou velkoplodné, napt. porézni uhlik. VyuZivaji se k elektrochemickeé derivatizaci
pred dal§i detekci (amperometrickou, fluoresceneni, MS) [37].

Vodivostni detektory — meti vodivost mobilni faze mezi dvéma eektrodami (nerez, platina,
Zlato) v pratokové cele obvykle vacovitého tvaru. Na elektrody se vklada stiidave napéti,
aby se zabranilo polarizaci. Mobilni fdze musi byt nevodiv, tj. bez pridavku pufru.VyuZivai
se v iontové vymenné chromatografii. Tyto detektory patii mezi univerzalni a s nizkou citli-
vosti [37].

Hmotnostni detektory — maji v kapalinové i plynové chromatografii specifické postaveni
jako detektor umoznujici nejen detekci separovanych latek svysokou citlivogti, ale prede-
v3im jako dominantni zpisob identifikace jednotlivych sloZek. Detekuji ionty, které vznikaji
ionizaci analyti. Prvnim krokem je prevod andyti rozpudténych v mobilni fazi na ionty
plynné fazi. V dal§i fazi seionty analyzuji, tj. uréuje se pomér hmotnosti ku néboji m/z. lon-

tové zdroje pracuji za atmosferického tlaku, analyzétory za vakua [35,37].

3.4 Metody stanoveni vitaminu C (askor boveé kyseliny)

Metod na stanoveni vitaminu C a jeho forem je mnoho. V potravinéch se vitamin C vysky-
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tuje aZ v 95% jako kysdina askorbova a zbytek tvori kyselina dehydroaskorbovéa.

Vitamin C ma nizky redox potencidl a snadno podiéhéa oxidaci na kysdlinu dehydroaskorbo-
vou. Pri stanoveni vitaminu C musi byt brén zietel na to, jestli se stanovuje kyselina askor-
bové zaroven skyselinou dehydroaskorbovou anebo jde o stanoveni kyseliny askorboveé a
dehydroaskorbové zvla¥’ vedle sebe z rozdilu stanoveni pied a po oxidaci/redukci jedné
z komponent [39,40].

Nejcastéji pouzivané metody stanoveni vitaminu C Ize rozdélit do nékolika skupin: titracéni
metody, spektrofotometrické metody (UV-VIS spektrofotometre, fluorimetrie, flow—
injection, chemiluminiscencni metody), enzymatické metody, elektrochemické (amperomet-
rické metody), kinetické a chromatografické metody (hlavné kapalinovd chromatografie
HPLC a také plynova chromatografie GC), které maji vyhodu hlavné ve vysoké citlivosti
stanoveni [40,42,43].

3.4.1 Extrakcevitaminu C

Pred vlastnim stanovenim vitaminu C ve vzorku musi byt provedena jeho efektivni extrakce.

Jako extrakeni ¢inidlo se pouZiva kysdlina metafosforecnd, trichloroctova a &avelova ¢asto

v kombinaci s nizkomolekuldrnimi alkoholy jako je methanol ¢i ethanol [40].

Vitamin C je velmi nestabilni a snadno podiéha oxidaci ¢i hydrolyze, proto je nutné pri jeho
extrakci postupovat opatrné a zabrénit jeho ztrdtdm. Bylo vypracovano nékolik doporuceni
pro extrakci vitaminu C ze vzorku, napt. okyseleni vzorku ihned po extrakci, pridavek anti-
oxidantu ¢i chelatacnich ¢inidel, odstranéni plynu — probublavani tekutych vzorka inertnim
plynem, pridavek redukujicich slou¢enin napt. homocystein a uchovévat vzorek v tmavych

lahvich za neptistupu denniho svétla[40].

3.4.2 Titraéni stanoveni vitaminu C

Mezi titra¢ni metody stanoveni vitaminu C patii oxidoredukeni stanoveni s 2,6 — dichlorfe-
nolindofenolem, s tetrachlorbenzochinonem, bromatometrické stanoveni, jodometrické sta-
noveni, s N — bromsukcinimidem, stanoveni s modrou skalici, s chloridem rtutnatym a dalSi
[37,39,45].

Titra¢ni stanoveni s2,6 — dichlorfenolindofenolem (DCIP) - tato metoda douZi k pfi-

memu stanoveni kysdliny askorbové v napojich, v ovoci, v zelening, ve vyrobcich z nich a



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 50

z vitaminovych preparéta. Tato metoda je zaloZena na redukci DCIP s askorbovou kyseli-
nou Vv kyselych roztocich. Jako indikétor je zde pouZito vlastni titracni ¢inidlo DCIP. Tato
metoda je nevhodna pro stanoveni biologickych materidt prirozené obsahujicich tanin,
betaniny a sulfylhydrylové douceniny, jelikoZ tyto slouc¢eniny jsou oxidovany barvivem
DCIP a zkredluji vysledky stanoveni. Tuto metodu |ze pouZit pouze v nepritomnosti interfe-
rujicich 1&tek. Pro analyzu barevnych vzorka je nutno provést potenciometrickou indikaci
bodu ekvivalence [40,48].

Z analyzovaného vzorku se extrahuje kyselina askorbové roztokem kyseliny metafosforec-
né. Obsah kyseliny askorbové se stanovuje titracné s2,6 — dichlorfenolindofenolem jako
oxida¢nim ¢inidlem do lososové raZove barvy. Pro stanoveni dehydroaskorboveé kyseliny je

nutno udélat redukci (napt. homocystein, cystein, H,S) [40,48].

Broméatometrické stanoveni — timto zpasobem Ize stanovit askorbovou kyselinu v 1&ivych
pripravcich. Pri bromé&ometrickém stanoveni v kyselém prostiedi uvoliuje bromi¢nan
sreakci s bromidem elementérni brom. Askorbova kyselina reaguje s elementarnim bromem
a podiéha oxidaci na dehydroaskorbovou kyselinu [37].

Analyzovany vzorek (tableta) se rozpusti ve vodé a k ni se pridd dané mnozZstvi pevného
bromidu draselného, pro okysdeni roztoku se pouZivd kysdlina chlorovodikova
K titrovanému roztoku se pridava jako indikator methylova oranz nebo methylova cerven,
které nadbytecny brom rozrusuji a roztok se odbarvi. Titrace se provadi roztokem bromic-

nanu draselného, aZ se roztok odbarvi [37].

Jodometrické stanoveni — kyselinu askorbovou lze v kyseém prosttedi stechiometricky
oxidovat jodem na kyselinu dehydroaskorbovou, pii¢emz jedna molekula kyseliny askorbo-
vé reaguje s jednou molekulou jodu [41].

Analyzovany vzorek se rozpusti ve vodg, prida se kyselina sirova na okyseleni a jako indiké-
tor se pouZzije roztok Skrobu. Jako titracni roztok se pouZzije jod o znamé koncentraci a tit-

ruje se do modrého zbarveni [41].

3.4.3 Spektrofotometrické stanoveni vitaminu C

Mezi nejbéZngjSi spektrofotmetrické metody stanoveni vitaminu C patii reakce vitaminu C s
2,4-dinitrofenylhydrazinem. Stanoveni je zaloZeno na oxidaci kyseliny askorbové na kyseli-

nu dehydroaskorbovou a ta nésledné kondenzuje s 2,4-dinitrofenylhydrazinem za vzniku
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oranZovocervenych osazonu. Intenzita zbarveni roztoku se porovnava se standardem, mg-

feni absorbance se provadi ve viditelné oblasti svétla (510 — 540 nm) [39,40,50] .

3.4.4 Elektrochemické stanoveni vitaminu C

Mezi eektrochemické analytické metody patti polarografie. Polarografie douzi k uréovéni

pritomnosti a koncentrace redukovatelnych nebo oxidovatelnych latek v roztoku [48].

Polarograficka analyza umoziuje elektrochemickou oxidaci kyseliny askorbové na rtutove
kapkové elektrodé. Tato metoda byla pouZita pro stanoveni kysdliny askorbové v koreni,
potravinach, v ovoci a zelening a v lécich. Jako pomocné elektrolyty v této analyze byly
pouZity acetét a citrat (pH 4,5-4,6) fosfét a univerzalni pufry (pH 2,2-7). Tato metoda vy-
Zaduje predbéZnou Upravu vzorku za pouZiti formadehydu, aby bylo zabranéno interferenci
sreduktony [48].

Voltmetrickd analyza - vyuZiva riazné elektrody (tradi¢ni elektrody, mikrodiskové elektro-
dy, mikrobandové a vicenasobné mikrobandoveé elektrody) pro stanoveni vitaminu C jsou to
uhlikové elektrody. Spolehlivost téchto elektrod se sniZuje s opétovnym pouZitim, jelikoz se
elektroda zné&cistuje oxidacnimi produkty. Tuto metodu pouZzil Pournaghi-Azar k elektro-
katalytické oxidaci askorbové kysdliny ve farmaceutickych pripravcich a v ¢erstvych ovoc-
nych &tévéch pomoci fericiniumkarboxylove kyseliny jako prostiednika. Timto zpasobem
maZe byt stanovena kyselina askorbova u barevnych, viskznich a zakaenych vzorka ovoc-
né &'avy [48].

Amperometrické stanoveni — Strohl a Curran poprveé pouZili mrizkovanou sklenénou uhli-
kovou elektrodu jako amperometricky pratokovy detektor ve flow-injection stanoveni vita-
minu C. Amperometrické flow-injection stanoveni vyuZivaji nepohyblivych enzyma reaktora
nebo fotochemickou redukci methylenovou modii pro vzorek kyseliny askorbové. PouZitim

metody s methylenovou modti Ize dosdhnout stanoveni vitaminu C v rozsahu 5-90 pg/ml
[48].

Coulometrie — pii coulometrii se ke stanoveni mnozstvi l1&tky pouZiva méteni proSiého na-
boje, potiebného k Upinému prabehu piidudné reakce. Coulometrie, ackoliv nenachézi tak
Siroké uplatnéni jako ostatni metody, mé mnoho moZnosti stanoveni vitaminu C. Coulomet-
rické metody jsou zaloZeny na kvantitativni oxidaci kyseliny askorbové na platinové anodg,

ae pouze pro cisté roztoky [48,49].
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3.4.5 Fluorimetrické stanoveni vitaminu C

Fluorimetrické metody anayzy maZe byt vyuZito ke stanoveni vitaminu C v ovodi,
v zelening a v lidském séru. Mezi nejbéZnéjSi metody fluorimetrické analyzy |ze zaradit me-
todu stanoveni s o-fenylendiaminem (OPDA). P¥i fluorimetrickém stanoveni je potieba kon-

trolovat pH roztoku, jelikoZ intenzita fluorescence je zavidé na pH roztoku [48].

Fluorimetrické stanoveni s OPDA — Tato metoda je jednoduch& a rychld, pouZitelna pro
stanoveni celkového obsahu kyseliny askorbové (kyseliny askorbové a dehydroaskorbové).
Je zaloZena na kondenza¢ni reakci mezi askorbovou kyselinou a o-fenylendiaminu (OPDA)
za vzniku fluorescen¢niho chinoxalinu. Jako redukeni ¢inidlo pro dehydroaskorbovou kyse-
linu se pouZiva 2,6 — dichlorindofenol, N — bromsukcinimid a jod. Dehydroaskorbova kyse-
lina se musi prevést na askorbovou, kterd vstupuje do reakce s OPDA. Intenzita fluorescen-
ce se et v excitaci a emisnich vinovych délkach 360 nm a 430 nm navzéjem. Za optimél-
nich podminek je lineérni vztah mezi ziskanou intenzitou fluorescence a koncentraci askor-
bové kyseliny v rozmezi 0,05-40 ug mi™. Detekéni limit je 0,006 pg mi™. Kvili piidavku
oxida¢niho ¢inidla je citlivost metody nizka [42,54,46].

3.4.6 Enzymaticke stanoveni vitaminu C

Vitamin C maZe byt stanoven v potravindch pomoci enzymatického stanoveni. Enzymatické
stanoveni kysdliny askorbové je zaloZeno na jeji akci jako druhého substréatu s peroxidazami
v reakcich o-dianisidinu a 3,3,5,5 — tetramethylbenzidinu (TMB) oxidaci s peroxidem vodi-
ku. Rozsah reakce je méten spektrofotometricky métenim délky indukéeni doby na kinetic-
kych kiivkéch zapsanych v soutradnicich absorpce — ¢as. Navrhované postupy jsou citlive,
rychlé a jednoduché. Postup pouZivajici HRP peroxidézu a reakce oxidace TMB je pouZzi-
telna pro stanoveni kyseliny askorbové v ovocné stave, v mléku, v zakysanych mléénych

ATV

vyrobcich av détskeé vyzive [47].

3.4.7 Chromatografické metody stanoveni vitaminu C

WM v

Mezi ngjbéznejsi metodu stanoveni vitaminu C (kysdina askorbové a dehydroaskorbové)
patti metoda HPLC. K dasim chromatografickym metodam stanoveni vitaminu C patii i
plynové chromatogréfie [48].

Kapainové chromatografie je béZné pouZivana pro separaci a stanoveni vitaminu C, vyuzi-
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vajici mnoho modifikaci té&o metody. Metoda HPLC ma mnoho vyhod oproti béZznym me-
todam stanoveni (napt. titracni, enzymatické). U metody HPLC se stéle pracuje na vylepSeni
a to hlavné v oblasti zvy3eni citlivosti detekce, u béZzn¢ pouzivanych elektrochemickych,
fluorescen¢nich a UV — VIS detektora. Citlivost metody HPLC z&visi na pouZitém typu
detektoru. UV — detektory a ECD — detektory patti mezi nejb¢znejsi, ae pouZivaji s i MS
(hmotnostné spektrometricky) detektor a fluorescenéni detektory. MS detektory poskytuji
nejvysSi citlivost a selektivitu méieni. MS detektory jsou ale drahé a naklady na jejich pro-

VOZ jsou vysoké, proto s je mnoho laboratori nemizZe dovolit [22,52].

Problém u HPLC metody pti stanoveni vitaminu C spociva ve stanoveni dehydroaskorbove
kyseliny. Kyselina dehydroaskorbova musi byt stanovena nepiimo pomoci redukujicich pro-
stiedkd na kyselinu askorbovou. Jako redukujici prostredky se pouZivaji homocystein, cys-
tein a dithiothreitol. Celkovy obsah kyseliny dehydroaskorboveé se vypocita jako rozdil mezi
stanovenim ve vzorku po redukci a pied redukci [48,52].

Stanoveni vitaminu C metodou HPL C s elektrochemickou detekci — jde o citlivé stanove-
ni kysdiny askorbové a dehydroaskorbové v biologickych tekutindch, tkanich a
v potravinach. Skrovankova a kol. stanovovali vitamin C (kysdlinu askorbovou) v jarnim
ovoci a zelening s pouzitim metody HPLC s elektrochemickou detekci (ECD). Vzorek byl
extrahovan v mobilni fazi (CH3;OH : H3PO, : H,O — 99 : 0,5 : 0,5.) po dobu 15 minut.
Chromatografické podminky byly nésledujici: kolona SUPELCOSIL — LC8, izokraticka
eluce. K detekci byl pouzit ECD detektor (Coulochem I11) s nastavenymi potencidly K;=
600 mV a K= 650 mV. Pti analyze byl zjistén nevySSi obsah vitaminu C v oranZové paprice
(107,32 mg/100 g) a dde v Zluté, cervené a zelenéne paprice a ngniZsi obsah v mandarince
(15,48 mg/100 g) [53].

Stanoveni vitaminu C metodou HPLC s UV-VIS detekci — tato metoda se pouZiva pro
stanoveni celkového obsahu vitaminu C (askorbové a dehydroaskorbové kyseliny) napi.

V OVOCi a zelening.

Gokmen a kol. pouZili ke stanoveni vitaminu C (askorbova a dehydroaskorbova kyselina)
v ovoci a zelening metodu HPLC sUV-VIS detekci. Analyza byla provedena na kapalino-
vém chromatografu Varian 9010, s diodovym detektorem nastavenym na vinové délky 210
nm pro detekci dehydroaskorbové kysdliny DHA a 254 nm pro detekci askorbové kyseliny
AA. Separace askorbové kyseliny a dehydroaskorbové kyseliny byla provedena na kolong



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 54

C18, mobilni féze byla upravena deionizovana voda (pH=2,4) a pratok 0,5 mi/min. Kyselina
dehydroaskorbova byla stanovena po redukci s dithiothreitolem DTT jako kyselina askor-
bova Kyselina dehydroaskorbova poskytovala nizkou UV odezvu detektoru a nedovolila
presné stanoveni ani pii vysokych koncentracich dehydroaskorboveé kyseliny. Vydedky ana-
lyzy byly nésledujici: vovoci (pH < 4) previddala kyselina askorbova (nejvice Zzigtili
v citronu - 53,8 mg/100 g AA a 0,9 mg/100 g DHA) a v zelenin¢é (pH > 5) dehydroaskor-
bova (nevice zjigtili v zelené paprice - 1,6 mg/100 g AA a 22,5 mg/100 g DHA),
v zavidosti napH [52].

Rodriguez-Bernaldo de Quirds a kol. predstavili jednoduchou a rychlou HPLC metodu pro
stanoveni vitaminu C v napojich. Metoda je zaloZena na pouZiti nové stacionérni fazi Tek-
nokroma, Tr-010065 Mediterranea seal8. Chromatografické podminky méieni byly: mobil-
ni faze 0,1%-ni roztok kyseliny mravenci ve vodg, pratok mobilni faze byl 0,8 ml/ min, de-
tekce byla provédéna pri vinove délce 245 nm. Pri této metodé byly vzorky ndpoju vstiiko-
vany primo bez predchozi Upravy. Celkovy ¢as analyzy nepresahovd 6 minut. Metoda ma
dobrou opakovatelnost a vysokou citlivost s limitem detekce 0,01 mg/l. Rozsah koncentrace
kyseliny askorbové, ve kterém bylo méteno byl 6,6 — 840 mg/l. Obsah vitaminu C (kyselina
askorbové a dehydroaskorbové) v pomerancovych napojich se pohyboval v rozmezi: 6,6
mg/l - 739 mg/l [56].

Planchon a kol. pouZili metodu HPLC pro stanoveni obsahu vitaminu C (kyseliny askorbo-
vé) v jablkach. Vzorky jablek byly nastrouhany a pak probublédvany v kapalném dusiku
k odstranéni kydliku. Kyselina askorbové byla extrahovéna v 0,01 M kysdiné metafosfores-
né, vzorky byly dany na odstiedivku (10 min pti 150 ot./min) a poté byly odstredény i ex-
trakty (5 min pti 6000 ot./min). Chromatografické separace byla provedena na kolong
Nucleosil 100 C18, mobilni féze byla 0,01 M octan amonny (pH= 3,5) a pratok mobilni faze
byl 0,7 mi/min. Detekce byla provédéna pii vinové déice 248 nm. Vydedky ukézaly, Ze ob-
sah kysdliny askorbové v jablkéch je velice promeénlivy a zavisi na mnoha faktorech jako je
zralogt, pozice jablka na stromu, barvajablka, atd. Rozdily mezi jednotlivymi jablky jednoho
druhu ¢inily az 20%. U Sesti druhid bylo stanoven obsah vysSi nez 20 mg/100 g, u komer¢-
nich druhi: Jonagold - 11,9 mg/100 g, u Golden Delicious - 11,4 mg/100 g, Elstar - 6,4
mg/100 g aGala - 2,9 mg/100 g [57].

Fontannaz a kol. stanovovali askorbovou kysdlinu ve fortifikovanych potravindtskych pro-

duktech pomoci metody HPLC/UV. Metoda byla zaloZena na kyselé extrakci kyseliny
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askorbové ze vzorku pomoci redukéniho prostredku TCEP (tris-karboxyethyl-fosfét). Ana-
lyza byla provedena na kolon¢ LiChrospher RP-C18, mobilni féze byla sloZena z 1,6 mg
decylaminu, 80 ml acetonitrilu, 100 ml octanu sodného a 820 ml destilované vody, pH 5,4.
Pratok mobilni faze byl 1 ml/min a detekce pti vinové déice 265 nm. Limit detekce byl sta-
noven na 0,1 mg/100 g. Tato metoda byla oznacena jako spolehliva metoda s dobrou opa-
kovatelnosti a vysokou citlivosti. Bylo zkouméno 25 vzorka fortifikovanych potravin. Ob-
sah askorbové kyseliny byl v rozmezi 6,2 - 98,4 mg/100 g [58].

Stanoveni vitaminu C metodou HPLC sfluorimetrickou detekci — tato metoda douZzi ke
stanoveni vitaminu C v potravinch, je ¢asové méné naro¢na nez bézné metody, ma dobrou

opakovatelnodt, citlivost a presnost.

Burini stanovoval kyselinu askorbovou ve potravinach pomoci metody HPLC s fluorimet-
rickou detekci. Vzorky (grepovy dZus, pomerancovy dzZus, Kiwi, rajce, jablka, salét, hrasek,
pasterované mléko a UHT mléko) byly extrahovéany pomoci metafosforecné kyseliny. Me-
toda spocivala v tom, Ze kysedlina askorbova byla oxidovana na kyselinu dehydroaskorbovou
pomoci peroxylovych radikda. Kysdina dehydroaskorbovd nédedné kondenzovala
s benzenem-1,2-diaminem (¢i o-fenylendiaminem OPDA) a vytvofila fluorescencni quinoxa-
linove derivéty, které byly ndsledné oddéleny na kolon¢ C18, promyvané mobilni fézi o so-
Zeni 80 mM fosféového pufru a methanolu pii pH = 7,8 a s flourimetrickou detekci pii vi-
nové déice 355 nm a 425 nm. Odezva detekéniho systému byla lineérni v rozsahu 0,5-8
ug/ml. Limit detekce byl 0,27 pg/ml. NejvySSi obsah vitaminu C (kyseliny askorbové a
dehydroaskorbové) byl zjistén u kiwi — 86,8 — 89,6 mg/100 g a nemensi obsah byl mléka
UHT 1,11 — 1,19 mg/100 g [54].

Stanoveni vitaminu C metodou HPLC/MS — tato metoda slouzi ke stanoveni vitaminu C
v potravinéch a vitaminovych preparatech. Je velmi citlivd a dava velmi piresné vysedky

stanoveni.

Zhi akol. pouZili metodu HPLC/ESI-MS pro stanoveni 10 ve vodé rozpustnych vitaminu,
mezi nimiZ byl i vitamin C (kyselina askorbovd), v multivitaminovych preparatech. Extrakce
vzorku byla provedena pomoci 50 ml vody a 1,25 ml amoniaku s Upravou pH. Pti separaci
byla pouZita kolona Johnson Spherigel C18 sreverzni fazi, mobilni faze byla doZena z 5
mM vodny roztok kyseliny heptafluorobutyrové a druha faze byla methanol . Byla pouzita
gradientova eluce. Pratok mobilni faze byl 1 ml/min a teplota kolony byla 30 °C. Detekce
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cilovych dloucenin byla pomoci ESI-MS kontinudlniho prepinéni z pozitivniho iontu médu
k zdpornému iontu modu. Retencni ¢as kyseliny askorboveé byl 3,61+ 0,13 min. Bylo zkou-
mano 11 vzorka mutlivitaminovych prepardttu. Obsah kyseliny askorbové byl u 2 vzorka
vySSi neZ bylo uvedeno na etikete, u 6 vzorka mirng niz§i (rozdil 1 — 5 mg na tabletu), u 2

vzorka znacné niZsi (o polovinu) a u jednoho vzorku nebyl obsah AA stanoven [59].

Stanoveni vitaminu C pomoci plynové chromatografie — vitamin C miZe byt stanoven

pomoci plynove chromatogréfie.

Pri stanoveni celkového obsahu vitaminu C v pomerancové stavé pouZil Silva metodu ply-
nové chromatografie s plameno-ionizacnim detektorem. Vzorky byly po lyofilizaci derivati-
zovany s trimethylsilylem. Byla pouZita kolona Chrompack (CP-Sil-5), pocétecni teplota
byla 150 °C a konetna teplota ¢inila 320°C po dobu 3 min. Limit detekce byl 4 mg/100 ml,
odezva byla linearni je&té pii koncentraci 200 mg/100 ml. Plynova chromatografie je velmi
presna metoda za podminek zamezeni oxidace askorbové kyseliny vzduchem, kdy dochazi
k velkym ztr&am a zkredeni vysledku. Jedind nevyhoda této metody spociva v diouhé dobe
(1-2 hod) lyofilizace [60].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové préce je optimalizace izolace vitaminu C (kyseliny askorboveé) a stanoveni
obsahu vitaminu C (kyseliny askorboveé) v zelening pred a po tepelné Upravé pomoci chro-
matografické techniky HPLC/UV .

1. Formou literérni reSerSe popsat vitamin C — charakterizovat jeho vlastnosti, reaktivi-
tu, zdroje vitaminu, fyziologické pasobeni na lidske télo a ztraty vitaminu C béhem
technologického zpracovéani. Dae popsat druhy tepelného ohievu. Struéné popsat

chromatografické metody se zamétenim na metodu HPLC/UV.

2. Pro stanoveni vitaminu C optimalizovat izola¢ni a analyticky postup pro
chromatografickou metodu HPLC/UV a stanovit vitamin C (kysdlinu askorbovou) a
Zjidtit jeho ztréty v zeleniné (brokolice, kvéték, paprika bila, paprika cervend,
raZzickova kapusta, Spenét) pred a po raznych druzich teplenych Uprav (vareni,

vaieni v pare, duseni, mikrovinny ohiev).
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5 MATERIAL A PRiISTROJE

5.1 Vzorky zZkoumané zeleniny

V diplomové préci bylo analyzovano 6 druha zeleniny.
Brokolice — zakoupeno v Albertu v Boskovicich, zem¢ pavodu Itdie.
Spenét - zakoupeno v Kauflandu ve Zling, krgjina pivodu Itdie.
Kvétak — zakoupeno v Kauflandu ve Zling, zemeé ptivodu Francie.
Paprika bila — zakoupeno v Bile ve Zling, zem ptivodu Recko.
Paprika ¢ervend — zakoupeno v Bile ve Zling, zem¢ pavodu Nizozemsko.

RuZi¢kova kapusta — zakoupeno v Kauflandu ve Zling, krgjina pavodu Holandsko.

5.2 Pouzité chemikalie

- redegtilovana voda

standard askorbové kysdliny (Fluka— Chemika, Switzerland)
- methanol pro HPLC (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

- morsky pisek

5.3 Pouzité pristroje a pomucky

analytické vahy (AFA 210 LC)

- laboratorni sklo a pomucky

- filtra¢ni papiry (Filtrak 390)

- mikrofiltry 0,45 um (Cronus Syringe Filter, United Kingdom)
- davkovaci strikacka (Hamilton, USA)

- kuchynské nadobi (hrnce, teflonovéa panev, nerezové sito)

- mikrovinna trouba (Whirlpool, VIP 20, Svédsko)
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Aparatura proHPLC/UV/VIS (Hewlett Packard 1100, USA)

davkovaci ventil analyticky smyckovy (dévkovaci smycka o objemu 20pl)
kolona SUPELCOSIL —LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5um, Supelco, USA)
vakuovy odplynovaci modul G1322A

binarni pumpy G1312A

termostat kolon G1316A

detektor UV/VIS DAD G1315A

PC svyhodnocovacim programem ChemStation — Instrument Online 1 (Agilent,
USA)
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6 METODIKA IZOLACE A STANOVENI VITAMINU C (KYSELINY
ASKORBOVE) METODOU HPLC/UV

Kvili presnému stanoveni vitaminu C (kyselina askorbovd) je nutné optimalizovat postup a
podminky pro extrakci vitaminu C ze vzorka a také zjistit optimalni podminky stanoveni

daného vitaminu pomoci metody HPLC/UV.

6.1 Tepena aprava vzorka zeleniny

Byly pouZity 4 metody tepelné Upravy zeleniny: vareni, vareni v pére, duSeni a mikrovinny

ohtev.

Vaieni — vzorek zeleniny o dané hmotnosti (5-7,5 g) byl vioZen do malého mnoZstvi (cca 2
dcl) vrouci neosolené vody do hrnce s poklickou. Od vloZeni vzorku zeleniny do vrouci
vody byl po¢itan ¢as (3-10 min). Poté byl vzorek zeleniny vyjmut a po zchladnuti byl pouZit
k analyze.

Vaieni v paie — vzorek zeleniny o dané hmotnosti (5-7,5 g) byl vioZen do hrnce s vioZkou
pro parni ohiev, kde dochézelo k prosyceni horkou vodni parou. Od vlioZeni vzorku zeleni-
ny do parniho hrnce byl pocitéan ¢as (3-10 min). Poté byl vzorek zeleniny vyjmut a po
zchladnuti byl pouZit k analyze.

DuSeni — vzorek zeleniny o dané hmotnosti (5-7,5 g) byl duSen za pasobeni vrouci vody
(cca 0,5 dcl) a pary na teflonové panvi. Teflonova panev byla prikryta poklickou, aby se
zabrénilo unikéni vodni pary. Od vloZeni vzorku zeleniny na panev byl pocitén ¢as (3-10

min). Poté byl vzorek zeleniny vyjmut a po zchladnuti byl pouZit k analyze.

Mikrovinny ohi‘ev — vzorek zeleniny byl poloZen na porcelanovy talit s vodou (cca 0,5
dcl), ktery byl prikryt plastovym vikem. Doba ohitevu byla 1 minutu a vykon mikrovinné
trouby byl zvolen na 750W. Poté byl vzorek zeleniny vyjmut z mikrovinné trouby a po
zchladnuti byl pouZit k analyze.

V&echny vzorky byly pted tepelnou Upravou a po ni zvaZeny na analytickych véhach. Vzor-
ky jednotlivych druht zeleniny byly podrobeny tepelné Upravé raznou dobu (3-10 min)
podle obvyklych zvyklosti vzhledem k jgich texture.
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6.2 Optimalizace izolace vitaminu C

Pri izolaci vitaminu C (kyseliny askorbové) byla pouZita metoda extrakce v treci misce s

pridavkem moiského pisku (pro lepsi izolaci) za pouZziti vhodného rozpoustédla.

Pri zistovani optimdniho rozpoustédla byly vzorky rozpudtény v redegtilované vodé a
v mobilni fézi — methanolu a nddedn¢ u nich byla provedena analyza. Na zakladé vydedka
stanoveni bylo zji&éno, Ze vhodngjSi rozpoustédlo pro stanoveni kys.askorbové v tepelné
upravené zelening je methanol. Pri pouZiti redestilované vody jako rozpoudtédla dochazelo

k &tépeni pika a tim nebylo moZné vyhodnotit takto ziskané vysedky.

Vzhledem k tomu, Ze k méteni bylo pouZzito vice druht zeleniny o raizném obsahu vitaminu

C, bylo u kazdého vzorku zvoleno jiné analyzované mnozstvi (hmotnost vzorku).

6.2.1 Postup izolace vitaminu C ze vzorkua zeleniny

U jednotlivych druht zeleniny dle obsahu vitaminu C bylo navdZeno dané mnoZstvi vzorku
(5-7,5 g) na analytickych vahéch pred tepelnou Upravou a po ni. Vzorek byl rozméinén
v tieci misce s morskym piskem a homogenizovéan s danym mnozstvim methanolu (25 ml,
50 ml) tak aby byl dodrzen pomér hmotnost vzorku : objem rozpoustédla (1:10 nebo 1:3)
podle piedpoklédaného obsahu vitaminu C (kys.askorbové) v konkrétni zelening. Nésledné
byla provedena extrakce (cca 5 min) vitaminu C ze vzorku pomoci rozpoustédla methanolu
bez pristupu denniho svétla, aby se zabranilo moznym ztrétdm vitaminu C. Po extrakci byl
vzorek piefiltrovan pres papirovy filtr a pred analyzou byly vzorky jedt¢ Ziltrovany pres
mikrofiltr o velikosti pora 0,45 pum, které jsou uréeny pro HPLC analyzu. Takto ziskany a
upraveny vzorek byl pouzit k analyze HPLC.

Standard kyseliny askorbové byl také rozpudtén v methanolu.

6.3 Stanoveni vitaminu C metodou HPL C/UV

Ke stanoveni vitaminu C (kys.askorboveé) ze vzorka zeleniny byl zvolen postup pro meéteni

metodou HPLC/UV:
- davkovani aikvotniho podilu: 20 ul (objem smycky)
- dozeni mobilni faze: 100% methanol

- pratok mobilni faze: 0,8 mi/min
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- kolona SUPELCOSIL — LC8 (15cm x 4,6mm; 5 um, Supelco, USA)

- dobaanalyzy: 10 min (reten¢ni ¢as kys.askorbové +1,8 min)

- detektor UV/VIS DAD G1315A — A = 254 nm.
Pro vyhodnoceni vysledki analyz byl pouZit chromatograficky software pro PC — Chem-
Station-Instrument 1.

V&chny koncentrace standardu pro kalibracni kiivky, i jednotlivé vzorky byly prométeny

pétkrat, aby byla zaru¢ena dostatecna presnost stanoveni.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Stanoveni vitaminu C metodou HPL C/UV

Pro stanoveni obsahu askorbové kyseliny v raznych druzich zeleniny (brokolice, kvétak,
paprika bild, paprika cervend, ruZickova kapusta, Spenét) byl pouZzit postup izolace a stano-
veni pomoci optimalizované metody HPLC UV/VIS uvedené v piedchozi kapitole 6.2 a
6.3.

7.1.1 Kalibraéni kiivka standardu kyseliny askorbové stanovené technikou
HPLC/UV

Pro naméteni kalibracni kiivky byl pouZzit standard kyseliny askorbové.

S presnosti na 0,0001 g byly navéZeny a ptipraveny zasobni roztoky o koncentraci kyseliny
askorbové 5 mg/100 ml, 6 mg/200 ml, 7 mg/100 ml a 8 mg/100 ml methanolu. N&dednym
fedénim se pripravily roztoky o koncentraci 4 mg/100 ml, 3 mg/200 ml a2 mg/ 100 ml.

Chromatogramy pro jednotlivé koncentrace standardu kyseliny askorbové stanovenych me-
todou HPLC/UV jsou uvedeny v piiloze (P I-VII).

Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zavidost plochy piku (mA.V.s) na koncentraci kysdli-
ny askorbové (mg/100 ml).

Vysledky méteni jsou uvedeny v tabulce 6 a v grafu kalibracni primky (Obr. 4).

Byla sestavena kalibracni piimka, kterd mé regresni rovnici:
y =481,36x — 71,63
kde: y —velikost plochy piku nachromatogramu [mA.V.g|
X — obsah askorbové kyseliny [mg/100 ml].
Korelacni koeficient pro zavisost plochy piku na obsahu askorbové kyseliny:

R =0,9833



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

65

Tab. 6 Prumerné plochy piki standardu kyseliny askorboveé.

K oncentrace askorbové Pramérna plocha piku Smeérodatna odchylka - s
kyseliny [mg/100ml] [mA.V.g
2 756,12 91
3 1260,36 3,5
4 1756,44 2,3
5 2608,55 2,8
6 3040,21 5,4
7 3213,22 8,1
8 3638,94 2,7
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Obr. 4 Kalibracni primka pro stanoveni askorbové kyseliny metodou HPLC.
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7.1.2 Stanoveni askorbové kyseliny v jednotlivych druzich zeleniny metodou
HPLC/UV

V Sesti druzich cerstvé zeleniny bylo provedeno stanoveni obsahu kyseliny askorbové: bro-
kolice, kvetédk, paprika bild, paprika cervend, raZickova kapusta, penét.

U kazdého druhu zeleniny byla provedena tepelna Uprava: vareni, vareni v pére, duSeni,
mikrovinny ohiev a nddedné stanoven obsah kyseliny askorbové po tepelné Upravé pomoci
metody HPLC/UV.

Vzorky zeleniny byly tepelné zpracovany na zakladé postupu uvedeného v kapitole 6.1,
izolace vitaminu C byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole v 6.2.1 a stanoveni

kyseliny askorbové bylo uskutecnéno podle postupu v kapitole 6.3.

7.1.2.1 Stanoveni kyseliny askorboveé v brokolici

Pro stanoveni kyseliny askorbové v brokolici byla zvolena hmotnost vzorku brokolice 5 g a

po homogenizaci byl vzorek extrahovéan v 50 ml methanolu.

V tabulce 7 jsou uvedeny navézky vzorka brokolice pied a po tepelné Upravé a zmeny

hmotnogti po tepelném zpracovanim (zvy3eni hmotnosti +, snizeni —).

Tab. 7 Hmotnost vzorki: brokolice pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Hmotnost pired Hmotnost po Ztréty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani derstve zelening
[d] [d] [d]
Cerstva 5,0467
Varena 5,3152 6,6145 +1,2993
Varenav paie 5,2182 5,3213 + 0,1031
DuSena 5,3378 6,9304 +1,5926
Mikrovinny ohiev 5,2844 3,5829 -1,7015
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V tabulce 8 jsou uvedeny pramérné plochy piki a pouZité fedéni vzorku a doby pasobeni

jednotlivych druhi tepelného zpracovani.

Tab. 8 Prizmerné plochy pike: vzorki: brokolice pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Doba pasobeni Pramérnéa Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odehylka vzorku
[mA.V.g
Cerstvy - 1075,2 3,58 1:3
Vareny 10 min 952,63 7,60 1:1
Vareny v pare 10 min 1156,45 4,15 1:2
DuSeny 5min 1062,44 7,33 1:2
Mikrovinny 1 min 1064,70 1,23 1:3
ohtev

V tabulce 9 jsou uvedeny zjisténd mnozstvi kysedliny askorbove v brokolici pied a po tepel-
ném opracovéani a vypocitané ztréty obsahu kyseliny askorboveé po tepelného zpracovéni.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbove v ¢erstvém vzorku brokolice a v vzorcich

po raznych druzich tepelné Upravé jsou uvedeny v piiloze (P VIII-XI1).
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Tab. 9 Obsah kyseliny askorbové ve vzorku brokolice pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Obsah Obsah vit.C Obsah vit.C | Ztréaty vitaminu C po
vit.C Vv tepelné Vv tepelné tepelném zpracovani
V& p p p [%0]
dersvé | zpracované Zpracované
zeleniné zeleniné * zeleningé **
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 94,42 - - -
Vareny - 40,03 32,17 59,75
Vareny - 73,34 71,92 24,88
Vv péie
DuSeny - 66,20 50,99 33,71
Mikrovinny - 89,35 131,78 9,63
ohtev

* pocitano z hmotnosti pred tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kyseliny askorbové v cerstvé brokolici dle literarnich zdroja je 110-113 mg/100 g
[1]. Métenim bylo zji&téno, Ze v ¢erstvém vzorku brokolice byl pramérny obsah kyseliny
askorbové 94,42 mg/100 g.

Neimendi ztréty vitaminu C (kyseliny askorbové) u brokolice byly u mikrovinného ohrevu,
ktery byl provadén nejkratSi dobu (1 min). Druhé ngjniZsi ztraty byly zaznamenény u broko-
lice varené v pare (10 min), kdy byly ztréty okolo 25%. Vareni v pére je mnohem Setrngjsi
zpasob tepelné Upravy k vitaminu C (kyseling askorbové) neZ duSeni a vareni. Dueni vzor-
ku brokolice probihado pouze 5 minut, ae ztrdty jsou vétsi nez u vareni v pare (10 min).
Vysoké ztraty okolo 60% byly stanoveny u brokolice varené ve vodé. Takto vysoké ztraty
byly pravdépodobné zptasobeny dlouhou dobou tepelné Upravy (10 min) a ztrdtami vyluhem

ve vods.
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7.1.2.2 Stanoveni kysdliny askorbové v kvétaku

Pro stanoveni kyseliny askorboveé v kvétéku byla zvolena hmotnost vzorku kvétaku 7,5 g a

po homogenizaci byl vzorek extrahovén v 25 ml methanolu.

V tabulce 10 jsou uvedeny navézky vzorka kvétéku pred a po tepelné Upravé a zmeny

hmotnosti po tepelném zpracovanim (zvySeni hmotnosti +, snizeni —).

Tab. 10 Hmotnost vzork:i kvetaku pired a po tepelné Gprave.

Vzorek Hmotnost pired Hmotnost po Ztréty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani derstve zelening
[d] [d] [d]
Cerstvy 7,5505
Vareny 7,5023 7,5632 +0,0609
Vareny v paie 7,4289 7,2747 - 0,1542
DuSeny 7,6340 8,3701 +0,7361
Mikrovinny ohiev 7,5424 4,7330 - 2,8094

V tabulce 11 jsou uvedeny prameérné plochy piki, pouZité fedéni vzorku, pasobeni jednotli-

vych druht tepelného zpracovani.
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Tab. 11 Prumerné plochy pikii vzorkii kvetaku pred a po tepelné Gprave.

Vzorek Doba pasobeni Pramérnéa Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odchylka vzorku
[mA.V.g
Cerstvy - 1923,51 4,93 1:4
Vareny 10 min 1654,40 7,50 1:2
Vareny v pare 10 min 1834,12 3,05 1:3
DuSeny 5min 1116,01 9,71 1.5
Mikrovinny 1 min 1262,70 4,44 1.5
ohtev

V tabulce 12 jsou uvedeny zji&¢nd mnoZstvi kyseliny askorbové pied a po tepelném opra-
covani ve vzorku kvétéku a vypocitané ztraty obsahu kyseliny askorbové po tepelném zpra-

covani.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v ¢erstvém vzorku kvétéku a ve vzorcich po

raznych druzich tepelné Gpravé jsou uvedeny v priloze (P XIT-XVI1).
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Tab. 12 Obsah kyseliny askorboveé ve vzorku kvetaku pred a po tepelné Gprave.

Vzorek Obsah Obsah vit.C Obsah vit.C Ztréty vitaminu C
vit.C Vv tepelné Vv tepelné po tepelném
v Cerstvé zpracované zpracované zpracovani
zeleniné zeleningé * zelening ** [%]
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 68,72 - - -
Vareny - 35,85 35,56 47,42
Vareny v pére - 53,29 68,03 21,08
DuSeny - 48,48 44,21 30,12
Mikrovinny - 55,13 87,85 19,58
ohrev

* pocitdno z hmotnosti pied tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kyseliny askorbové v ¢erstvém kvetéku dle literérnich zdroja je 4,7-161 mg/100 g
[1]. Méfenim bylo Zjisténo, Ze v cerstvém vzorku kvétéku byl pramérny obsah kyseliny
askorbové 68,72 mg/100 g.

NeniZ§i ztréty vitaminu C (kyseliny askorbové) u kvétaku byly stanoveny pii mikrovinném
ohievu, ktery pasobil ngkratsi dobu (1 min). Ztréty vitaminu C (kyseliny askorbové) pfi
vareni v p&te (10 min) byly 21%, Ize tedy konstatovat, Ze vareni v pare je velmi Setrny zpa-
sob tepelného zpracovéni kvétéku vzhledem k tomu, Ze ztraty u mikrovinného ohievu ¢inily
20% (1 min) au vareni v pére byly ztraty 21% (10 min). DuSenim (5 min) kvétéku se sniZil
obsah kyseliny askorbové o 30%. Negvetsi ztréty vitaminu C (kyseliny askorbové) byly zpa-
sobeny varenim (10 min), ztréty ¢inily 48%, coz je skoro polovi¢ni ztréta piavodniho obsahu
vitaminu C (kyseliny askorbové). Ztraty u vareni jsou zpiasobené vyluhem a pasobenim vy-
sokych teplot.
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7.1.2.3 Stanoveni kysdliny askorbové v bilé paprice

Pro stanoveni kyseliny askorbové v bilé paprice byla zvolena hmotnost vzorku papriky 7,5 g

a po homogenizaci byl vzorek extrahovan v 25 ml methanolu.

V tabulce 13 jsou uvedeny navézky vzorku bilé papriky pied a po tepelné Upravé a zmeny

hmotnosti po tepelném zpracovanim (zvySeni hmotnosti +, snizeni —).

Tab. 13 Hmotnost vzorkii bilé papriky pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Hmotnost pred Hmotnost po Ztréty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani cerstve zelening
[d] [d] [d]
Cerstvy 7,5125
Vareny 7,4824 6,9640 - 0,5184
Vareny v pare 7,4947 6,4026 -1,0921
DuSeny 7,4864 6,1770 - 1,3094
Mikrovinny 7,5853 4,5148 - 3,0705
ohtev

V tabulce 14 jsou uvedeny pramérné plochy pika, pouZité fedéni vzorku, doby pasobeni
jednotlivych druhi tepelného zpracovani.
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Tab. 14 Prumerné plochy piki: vzorkii bilé papriky pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Doba pasobeni Pramérnéa Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odchylka vzorku
[mA.V.g
Cerstvy - 1508,17 6,67 1:10
Vareny 3 min 1685,93 1,39 1.5
Vareny v pare 3 min 1297,61 7,58 1:10
DuSeny 3 min 1829,13 5,27 1.5
Mikrovinny 1 min 2259,03 9,77 1.5
ohrev

V tabulce 15 jsou uvedeny zji&énd mnoZstvi kyseliny askorbové pied a po tepelném opra-

covani ve vzorku bilé papriky a vypocitané ztréty obsahu kysdiny askorbové po tepelném

zpracovani.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v cerstvém vzorku bilé papriky a ve vzorcich

po riznych druzich tepelné Uprave jsou uvedeny v piiloze (P XVIH-XXII).
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Tab. 15 Obsah kyseliny askorboveé ve vzorku bilé papriky pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Obsah vit.C | Obsah vit.C Obsah vit.C Ztréaty vitaminu
v ferstvé Vv tepelné Vv tepelné C potepelném
zeleniné zpracované Zpracované zpracovani
[mg/100g] zdleniné * zelening ** [%]
[mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 120,14 - - -
Vareny - 73,19 78,64 38,84
Vareny - 104,37 122,18 12,92
v péie
DuSeny - 79,12 95,89 33,91
Mikrovinny - 95,74 160,85 21,07
ohtev

* pocitdno z hmotnosti pied tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kyseliny askorboveé v ¢erstve bilé paprice dle literarnich zdroji je 62-300 mg/100 g

[1]. Mé&tenim bylo zji&téno, Ze v ¢erstvém stanovovaném vzorku bilé papriky byl obsah ky-
seliny askorbové je 120,14 mg/100 g.

Nenizsi ztréy vitaminu C (kysdliny askorbové) byly stanoveny ve vzorku bilé papriky po

varenim v pére, kdy ztréty ¢inily 13% (3 min). Druhé ngniz&i ztréty byly po mikrovinném

ohievu - ztraty obsahu kyseliny askorbové ¢inily 21% (1 min). U vzorku, ktery byl zpraco-
van duSenim (3 min) byly ztréty kyseliny askorbové 34%. U vareného vzorku (3 min) byly

ztraty okolo 39%. Ztraty byly zpisobeny vyluhem a ptisobenim vysoké teploty. Lze tedy

konstatovat, Ze vareni v péie je nejSetrnejSi zpusob tepelného zpracovéni bilé papriky.
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7.1.2.4 Stanoveni kysdliny askorboveé v éervené paprice

Pro stanoveni kyseliny askorbové v ¢ervené paprice byla zvolena hmotnost vzorku papriky

5 g apo homogenizaci byl vzorek extrahovan v 50 ml methanolu.

V tabulce 16 jsou uvedeny navézky vzorki cervené paprice pied a po tepelné Upravé a

zmeény hmotnosti po tepelném zpracovanim (zvySeni hmotnosti +, sniZeni —).

Tab. 16 Hmotnost vzork:i c¢ervené papriky pied a po tepelné Uprave.

Vzorek Hmotnost pired Hmotnogt po Ztréaty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani derstve zelening
[d] [d] [d]
Cerstvy 5,0982
Vareny 5,0580 4,6785 - 0,3795
Vareny v pare 5,1623 4,5322 - 0,6301
DuSeny 4,9981 (3 min) / 4,6152/ - 0,3829/
5,0804 (10 min) 4,2704 -0,7277
Mikrovinny ohiev 4,8391 3,0293 - 1,8098

V tabulce 17 jsou uvedeny pramérné plochy pika, pouzité fedéni vzorku a doby pasobeni
jednotlivych druhi tepelného zpracovani.
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Tab. 17 Prumerné plochy piki: vzorkii cervené papriky pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Doba puisobeni Pramérna Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odchylka vzorku
[mA.V.g
Cerstvy - 1715,29 8,71 1:5
Vareny 3 min 1350,15 1,76 15
Vareny v pare 3 min 1490,70 9,13 1.5
DuSeny 3min/ 1311,35/ 11,34/ 1:5/
10 min 1018,90 6,03 1:5
Mikrovinny 1 min 1437,22 5,74 1.5
ohrev

V tabulce 18 jsou uvedeny zji&éné mnoZstvi kyseliny askorbové pied a po tepelném opra-
covani ve vzorku cervené papriky a vypocitané ztraty obsahu kyseliny askorbové po tepel-

ném zpracovani.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v cerstvém vzorku cervené papriky a ve

vzorcich po raznych druzich tepelné Gpravé jsou uvedeny v priloze (P XXI-XXVIII).
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Tab. 18 Obsah kysdliny askorboveé ve vzorku papriky cervené pied a po tepelné Uprave.

Vzorek Obsah Obsah vit.C Obsah vit.C | Ztréty vitaminu C
vit.C Vv tepelné Vv tepelné po tepelném
v erstvé zpracované zpracované zpracovani
zeleniné zeleningé * zelening ** [%]
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 218,43 - - -
Vareny - 175,19 189,40 19,16
Vaieny v pére - 188,62 214,84 14,72
Duseny - 172,45(3 min) / 186,76/ 19,74/
133,78(10 min) 133,78 38,54
Mikrovinny - 194,33 310,42 6,27
ohtev

* pocitdno z hmotnosti pied tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kyseliny askorbové v ¢erstvé cervené paprice dle literérnich zdroju je 62-300 mg/100
g [1]. Métenim bylo zjisténo, Ze v ¢erstvém vzorku cervené papriky byl pramérny obsah
kyseliny askorbové 218,43 mg/100 g.

NeniZsi ztraty (6%) vitaminu C (kyseliny askorbové) byly stanoveny u mikrovinného ohie-
vu. Takto nizké ztréty vitaminu C (kyseliny askorbové) mohou byt vysvétleny krétkou do-
bou (1 min) pasobeni. Nizké ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) byly stanoveny u tepel-
né Upravy varenim v pare (3 min) a ztraty ¢inily necelych 15%. DuSenim vzorku (3 min)
byly ztréty kyseliny askorbové 20% a u vareni vzorku ve vodé byly ztréy necelych 20%. Pxi
duSeni vzorku po dobu 10 minut byly ztraty znacné vétsi a to 38%, coZ je dvojnésobek
hodnoty proti duSeni po dobu 3 minut. Opét |ze tedy konstatovat, Ze vareni v pare je nejSe-
trnéjSimi zpusob tepelného zpracovani vzhledem ke ztratdm vitaminu C (kyseliny askorbo-

Vé).
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7.1.2.5 Stanoveni kyseliny askorbove v riZi¢kove kapusté

Pro stanoveni kyseliny askorbové v rizickové kapusté byla zvolena hmotnost vzorku kapus-

ty 5 g apo homogenizaci byl vzorek extrahovéan v 50 ml methanolu.

V tabulce 19 jsou uvedeny navézky vzorku razickové kapusty pred a po tepelné Upravé a

zmeény hmotnosti po tepelném zpracovanim (zvySeni hmotnosti +, sniZeni —).

Tab. 19 Hmotnost vzorkii riZickové kapusty pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Hmotnost pired Hmotnogt po Ztréaty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani cerstvé zelening
[d] [d] [d]
Cerstvy 5,3752
Vareny 5,2104 6,2513 +1,0409
Vateny v pare 5,1757 (5 min) / 5,5158/ + 0,340V
5,0883 (10 min) 55461 +0,4578
DuSeny 5,1845 (5 min) / 6,3172/ +1,1327/
5,2925 (10 min) 6,2702 40,9777
Mikrovinny ohiev 5,0772 2,8821 -2,1951

V tabulce 20 jsou uvedeny pramérné plochy pika, pouZzité fedéni vzorku, doby pasobeni

jednotlivych druhi tepelného zpracovani.
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Tab. 20 Primerné plochy pikii vzorkii riZickové kapusty pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Doba pasobeni Pramérnéa Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odchylka vzorku
[mA.V.g
Cerstva - 1173,02 8,71 1:4
Varena 5min 1286,00 9,93 1.2
Varend v pére 5min/ 1644,03/ 1,67/ 1:2/
10 min 1371,61 9,94 1:2
DuSend 5min/ 1350,8V/ 7,28/ 1:2/
10 min 904,43 4,08 1:2
Mikrovinny 1 min 1209,40 2,42 1:2
ohtev

V tabulce 21 jsou uvedeny zji&énd mnoZstvi kyseliny askorbové pied a po tepelném opra-
covani ve vzorku ruZickové kapusty a vypocitané ztréty obsahu kyseliny askorbové po te-

pelném zpracovani.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v cerstvém vzorku raZickové kapusty a ve
vzorcich po rtznych druzich tepelné Gpravé jsou uvedeny v priloze (P XXIX-XXXV).
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Tab. 21 Obsah kyseliny askorboveé ve vzorku riiZ ckové kapuste pred a po tepelné Uprave.

Vzorek Obsah Obsah vit.C Obsah vit.C | Ztréaty vitaminu C
vit.C Vv tepelné Vv tepelné po tepelném
v éerstvé Zpracované zpracované zpracovani
zeleniné zdeniné * zelening ** [%]
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 120,26 - - -
Vareny - 81,19 67,68 30,35
Vareny v pare - 103,29(5 96,93/ 10,79/
min)/ 88,39 25,35
88,39 (10
min)
DuSeny - 85,49 (5 min)/ 70,17/ 26,29/
57,47 (10 4851 51,47
min)
Mikrovinny ohiev - 78,59 138,44 30,81

* pocitdno z hmotnosti pied tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kysdliny askorbove v ¢erstve raZickové kapusté dle literarnich zdroji je 100-103

mg/100 g [1]. Mé&tenim bylo zjisténo, Ze v ¢erstvém vzorku raZickove kapusty byl pramérny
obsah kyseliny askorbové 120,26 mg/100 g.

NeniZ§i ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) u raZickové kapusty byly zjistény pri tepel-

ném zpracovani varenim v pére. Ztraty c¢inily 10% (5 min), u vzorku vareného v pé‘e po

dobu 10 minut byly ztréty vitaminu C 25%, coZ bylo zpisobeno delSi dobou tepelného

ohievu. Po dueni vzorku razickové kapusty byly ztraty 26% (5 min) a 51% (10 min). Pfi

vareni vzorku (5 min) ve vodé byly zjistény ztraty 30%, tyto ztréty jsou z raznych druha

tepelnych Uprav nejvysSi za stejnou dobu pasobeni (5 min). Vysoké ztraty vitaminu C byly
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stanoveny ve vzorku po mikrovinném ohievu - ztréty byly skoro 31% za 1 minutu. Tyto
ztréty jsou znacné vysoké vzhledem k dob¢ pasobeni tohoto ohtevu. Jako nejidealngjsi zpa-
sob tepelného zpracovani u ruZickové kapusty je vareni v pére, kdy dochazi k nejmensim
kyseliny askorbové.

7.1.2.6 Stanoveni kyseliny askorbove v listovém Spenétu

Pro stanoveni kyseliny askorbové v listovém Spenétu byla zvolena hmotnost vzorku Spenédu

5 g apo homogenizaci byl vzorek extrahovan v 50 ml methanolu.

V tabulce 22 jsou uvedeny navézky vzorku listového Spendtu pred a po tepelné Upravé a

zmeény hmotnosti po tepelném zpracovanim (zvySeni hmotnosti +, sniZeni —).

Tab. 22 Hmotnost vzork:i listového Spenétu pied a po tepelné Uprave.

Vzorek Hmotnost pired Hmotnogt po Ztréaty/nérast
tepelnym tepelném hmotnosti proti
zpracovanim zpracovani cerstvé zelening
[d] [d] [d]
Cerstvy 5,3492
Vareny 5,1401 9,1138 + 3,9737
Vateny v pare 4,9218 4,8248 - 0,097
DuSeny 5,0965 6,0731 +0,9766
Mikrovinny ohrev 4,9701 3,9943 - 0,9758

V tabulce 23 jsou uvedeny pramérné plochy pika, pouZzité fedéni vzorku, doby pasobeni
jednotlivych druhi tepelného zpracovani.

Tab. 23 Primerné plochy pikiz vzorkii listového Spenétu pied a po tepelné Gprave.
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Vzorek Doba pasobeni Pramérnéa Smérodatna Redéni
[min] plocha piku odchylka vzorku
[mV.9
Cerstvy - 1724,68 8,27 1:2
Vareny 3 min 1462,07 4,50 11
Vareny v pare 3 min Ns - -
DuSeny 3 min 1175,07 10,08 1:2
Mikrovinny 1min NS ) -
ohtev

Ns— nestanoveno z divodu Stépeni piku kyseliny askorbove.

V tabulce 24 jsou uvedeny zji&énd mnoZstvi kyseliny askorbové pied a po tepelném opra-

covani ve vzorku listového Spenétu a vypocitané ztréty obsahu kyseliny askorboveé po tepel-

ném zpracovani.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v ¢erstvém vzorku listového Spenédtu a ve

vzorcich po raznych druzich tepelné Gpravé jsou uvedeny v priloze (PXXXVI-XXXX).

Tab. 24 Obsah kysdliny askorboveé ve vzorku listového Spenétu pied a po tepelné Gprave.
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Vzorek Obsah Obsah vit.C Obsah vit.C | Ztraty vitaminu C
vit.C Vv tepelné Vv tepelné po tepelném
v ¢erstvé | zpracované zpracované zpracovani
zeleniné zdeniné * zelening ** [%]
[mg/100g] [mg/100g] [mg/100g]
Cerstvy 104,59 - - -
Vareny - 61,98 34,96 38,33
Vareny v pare - - - -
DuSeny - 76,23 63,97 23,55
Mikrovinny - - - -
ohrev

* pocitdno z hmotnosti pied tepelnym zpracovanim

** pocitano z hmotnosti po tepelném zpracovani

Obsah kyseliny askorbové v lisovem Spenétu dle literérnich zdroju je 35-84 mg/100 g [1].
Métenim bylo zjisténo, Ze v ¢erstvém vzorku lisového Spenétu byl pramérny obsah kyseliny
askorbové 104,59 mg/100 g.

U tepelného zpracovani varenim v pére a u mikrovinného ohtevu ve vzorku listového Spe-
nétu nebylo mozné stanovit obsah kyseliny askorbové, jelikoZ dodlo k Stépeni pika. U zby-
vajicich 2 tepelnych Gprav byly neniZ§i ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) zji&eny u
duSeného vzorku. Ztréty ¢inily 24% za dobu 3 minut. Varenim byly ztréty vitaminu C 38%
za 3 minuty. Ztréy vitaminu C (kyseliny askorbové) u listového Spenétu byly vysoké i po
krétké dobe¢ tepelné Upravy ve srovnéni s ostatnimi druhy zeleniny. Jde o listovou zeleninu,

u které dochézi k vétsim ztratdm vitaminu C po tepelném zpracovani.

7.1.3 Ztréaty vitaminu C (askorbové kyseliny) po raznych tepelnych Gpravach

Byly provedeny 4 druhy tepelnych Uprav (vareni, vaeni v pée, dugeni, mikrovinny ohiev)
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na Sesti druzich zeleniny (brokolice, kvéték, paprika bila, paprika cervena, raZickova kapus-
ta, Spendt listovy) a vyhodnocenim ztrét vitaminu C (askorbové kyseliny).

7.1.3.1 Ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) po vareni

Pri tepelném zpracovéni varenim byly zjistény tyto ztréty u jednotlivych vzorka zeleniny
(tab 25).

Tab. 25 Ztraty vitaminu C (kys.askorbové) po vareni

Zelenina Doba pasobeni Ztréaty
[min] [%]
Brokolice 10 59,75
Kvetak 10 47,42
Paprika bila 3 38,88
Paprika ¢ervena 3 19,16
RuZickova kapusta 5 30,35
Spenét 3 38,33

K ngjmenSim ztratam (19%) askorbové kyseliny varenim dodo u ¢ervené papriky, kterd byla
varena, vzhledem K jgji textuie, pouze 3 minuty. Cervena paprika méa silnou supku, ktera
patrné zabrénila ztratam askorbové kyseliny vyluhem proti zelenindm tenkosténnym (napt.u
bilé papriky cinily ztrédty 39%). Ngvetsi ztraty (témet 60%) byly u brokolice, ktera byla
varena 10 minut. Velké ztray (47%) byly také u kvétaku, zelening velmi podobné brokolici,
opét varené stein¢ dlouhou dobu. Znacné ztréty (38%) askorbové kyseliny byly zaznamena-
ny také u Spendtu, ktery byl varen pouze 3 minuty (listova zelenina, kterd nevyZaduje, tak
dlouhou dobu tepelné Upravy). Znaéné ztréty u Spendtu mohou byt vysvétleny tim, Ze se
jedna o listovou zeleninu.

Ztréty varenim byly zjistény nejvysSi ztraty vitaminu C (askorbové kysdliny), které mohou
byt vysvétleny dlouhou dobou piisobeni teploty a také znacnym ztratam vitaminu C vyluhem
do vody.
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7.1.3.2 Ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) po vareni v paie

Pri tepelném zpracovani varenim v pére byly zjistény tyto ztréty u jednotlivych druhi zele-

niny (tab 26).
Tab. 26 Ztraty vitaminu C (kys.askorbové) po vaieni v pare
Zelenina Doba pasobeni Ztréaty
[min] [%]
Brokolice 10 24,88
Kvétak 10 21,08
Paprika bila 3 12,92
Paprika ¢ervena 3 14,72
RuZickova kapusta 5/10 10,79/ 25,35
Spenét 3 Ns

Ns- nestanoveno z davodu &tépeni piku.

K ngimenSim ztratdm (11%) askorboveé kyseliny u vareni v p&e dodo u vzorku raZickove
kapusty (5 min). Ztréty vitaminu C varenim v pére po dobu 10 minut byly okolo 25 % u
brokolice i raZickové kapusty a 21% u kvétaku. Pri vareni v pare po dobu 3 minut byly ztr&
ty niz8i, jelikoZz vzorky zeleniny bilé a cervené papriky byly vystavény tepelnému pasobeni
krat§i dobu. U Spenétu nebylo mozné zjistit ztréty.

Ztréty vitaminu C (askorbové kysdliny) pii tepelné Upravé varenim v péie jsou nejmensi ze
zkoumanych zptisobi tepelného zpracovani. Pri vareni v péare nedochézi ke ztratdm vitami-
nu C vyluhem, ztréty jsou zpasobeny pouze tepelnou destrukci vitaminu C. Lze tedy kon-
statovat, Ze vareni v pére je nejSetrngjSi zpusob tepelné Upravy zeleniny, kdy dochézi
k ngjmensim ztratdm askorbove kyseliny.
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7.1.3.3 Ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) po dugeni

Pri tepelném zpracovani duSenim byly zjistény tyto ztréty u jednotlivych vzorka zeleniny
(tab 27).

Tab. 27 Ztraty vitaminu C (kys.askorbové) po duseni

Zelenina Doba piasobeni Ztréaty
[min] [%]

Brokolice 5 33,71

Kvetak 5 30,12

Paprika bila 3 33,91
Paprika ¢ervena 3/10 19,74/ 38,54
RuZickova kapusta 5/10 26,29/ 51,47

Spenét 3 23,55

K ngmensSim ztr&dm (19%) askorbové kyseliny pii tepelném zpracovani duSenim byly u
cervene papriky. Doba duseni byla zvolena 3 minuty, vzhledem k jeji texture. NejniZsi ztréty
askorbové kyseliny mohou byt vysvétleny opét ochrannou funkci slupky pied jeho ztrétami
vyluhem, jelikoZ vzorky byly duSeny navodg. Pri duSeni cervené papriky po dobu 10 minut
byly ztraty (39%) mnohem vétsi a to skoro dvojnasobné, jelikoz pii tak dlouhém duSeni
doslo k porugeni textury, kterd byla jiz velmi mékka a dochézelo k rozpadéni struktury pa-
priky. Ztréty pti tepelném zpracovéni duSenim byly ve vzorcich zeleniny kolem 30%. Ngj-
vetsi ztréty (50%) byly zaznamenény u raZickove kapusty, ktera byla duSena po dobu 10
minut. Duvodem takto vysokych ztrét je dlouhé& doba ptisobeni vysokeé teploty a poruSeni
struktury raZickové kapusty a tim padem dochézelo k pronikéni vody a péry do celé struk-
tury a ztratdm vitaminu C (askorbové kyseliny).

Ztréty vitaminu C (askorbove kyseliny) pii tepelné Upravé duSenim byly niZsi nez pri klasic-
kém vareni ve vode, de vySSi neZ ve vareni zeleniny v pére. To |ze zdavodnit tim, Ze zeleni-
na byla duSena pouze v malém mnoZstvi vody a dochézelo k malym ztratdm askorbové ky-
sdliny vyluhem a také tim, Ze duSenim bylo dosaZeno poZadované textury diive neZ pii kla-

sickém vareni.
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7.1.3.4 Ztraty vitaminu C (kyseliny askorbové) po mikrovinném ohievu

Pri tepelném zpracovani mikrovinnym ohievem byly zjistény tyto ztréty u jednotlivych dru-
hi zeleniny (tab 28).

Tab. 28 Ztréaty vitaminu C (kys.askorbové) po mikrovinném ohrevu

Zelenina Doba piasobeni Ztréaty
[min] [%]
Brokolice 1 9,63
Kvetak 1 19,58
Paprika bila 1 21,07
Paprika ¢ervena 1 6,27
RuZickova kapusta 1 30,81
Spenét 1 Ns

Ns- nestanoveno z davodu &tépeni piku.

Pri tepelné Upravé mikrovinnym ohievem byly vzorky zeleniny upravovéany pouze 1 minutul.
Pri delSi dob¢ dochézelo k spdeni vzorku zeleniny na jednotlivych mistech, jelikoZz mikro-
vinny ohiev neni rovnomérny. Pfi mikrovinném ohtevu dochazelo k velkym ztratdm na
hmotnogti jednotlivych vzorka. Nejmendi ztréty vitaminu C (askorboveé kyseliny) byly u ¢er-
vené papriky (6%), coz maze byt opét vysvétleno ochrannou funkci dupky, nizké ztréaty
(10%) byly také u brokolice. Vysoké ztréty pies 20% byly zjitény u kvetdku, bilé papriky a
nejvyssi ztraty 30% byly u raZickove kapusty. U vzorku Spenatu nebylo mozné stanovit vy
ztrét, jelikoz dodo ke Stépeni pika.

Pti mikrovinném ohtevu dochézelo k razné velkym ztratdm vitaminu C (askorbové kyseliny)
v jednotlivych vzorcich zeleniny. Ztréty askorbové kyseliny béhem mikrovinného ohievu
mohou byt vysvétleny tim, Ze pti mikrovinném ohievu dochazi k ptimé absorpci mikrovin-
ného z&'eni polarnimi sloZzkami, ¢imZ se zvy3uje jgjich vibracni energie a zahtivaji se rychle
zevnitt. Rychly vzrag teploty maZze mit degradacni Ucinek na vitamin C (askorbovou kyseli-
nu), ktery je velmi citlivy na zvySeni teploty.
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ZAVER

Vitamin C neboli kysdlina askorbova patti mezi vitaminy rozpustné ve vodé. Vitamin C je
zakladni doZka v biosyntéze kolagenu, je potiebny pro tvorbu a spréavnou funkci pojivové
tkang, kosti a chrupavek. Vitamin C patii mezi negimén¢ stabilni vitaminy. Ke ztr&am do-
chézi pri skladovani, kulinarnim a pramyslovém zpracovani, nejvéts ztréty jsou pri tepleném
opracovéni. Vysokeé ztréty vitaminu C jsou zpuasobeny vyluhem, déle je citlivy na pH pro-
stiedi, kdy dochézi ke ztrétém piti kulindrni a pramyslové Uprave v akalickém ¢i neutralnim
progtiedi. Vyznamné jsou i ztréty enzymatickou oxidaci. Celkové ztréty se pohybuji zpravi-
dla mezi 20 az 80%.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni vitaminu C (kyseliny askorbové) v riznych druzich

zeleniny pied a po tepelné Upravé pomoci techniky HPLC/UV.

Byly provedeny analyzy Sesti druht zeleniny (brokolice, kvéték, paprika bila, paprika cerve-
nd, razickové kapusta, listovy Spendt) pied a po raznych druzich tepelné Gpravy (vareni,

vaieni v pare, duseni, mikrovinny ohiev).

Extrakce kysdiny askorbové byla provedena pomoci methanolu jako rozpoustédlem a s
pridavkem motského pisku. Obsah vitaminu C (kyseliny askorboveé) v zelening byl stanoven
pomoci metody HPLC/UV stémito podminkami: mobilni faze — methanol, pratok mobilni
faze byl 0,8 ml/min a doba anayzy byla 10 minut. Mé&feni probihalo na kolong
SUPELCOSIL LC8 ak detekci byl pouZit detektor UV/VIS DAD G1315A a zvolena vino-
vadélka byla 254 nm.

Pri tepelném zpracovanim varenim ve vodé (3 min) byly zji&ény nemensi ztraty (20%) vi-
taminu C (askorbové kyseliny) u ¢ervené papriky a negjvetsi ztraty (témetr 60%) byly u bro-
kolice (10 min). Pri vaeni v pare dodlo k ngmensim ztratdam (11%) vitaminu C (askorbové
kysdliny) u vzorku raZickové kapusty varené v pare po dobu 5 minut a nejvysSi ztraty
(25%) byly zjisteny u raZickové kapusty varené v pare po dobu 10 minut. Pri tepelném
zpracovani duSenim (3 min) byly ngmensi ztraty (19%) vitaminu C (askorbové kyseliny) u
cervene papriky a ngjvetsi ztraty (50%) byly zaznamenény u razickové kapusty, kterd byla
duSena po dobu 10 minut. Pfi mikrovinném ohievu dochazelo k razné velkym ztratam vita-

minu C (askorboveé kyseliny) v jednotlivych vzorcich zeleniny. Nejmensi ztréty askorbové



UTB ve Zling, Fakulta technologicka 89

kyseliny byly u ¢ervené papriky (6%) a nejvysSi ztréty (30%) byly u raZickové kapusty.

Nemendi ztraty vitaminu C (askorboveé kyseliny) byly zji&tény pri tepelné Upravé varenim
v pare. NejSetrnéjSi a nejvhodngjsi tepelny zpisob Upravy zeleniny je vareni v pare, méne
vhodnym zptasobem tepelné Upravy zeleniny je duSeni a ngméné vhodnym je vareni ve vode,
kdy dochézelo jednoznacné k nejvétsim ztrétdm kyseliny askorbové. U mikrovinného ohie-

vu byly zji&ény rozdilnd mnoZstvi ztrét vitaminu C.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC High performance liquid chromatography — vysokou¢inna kapalinova chromato-
grafie

LC Liquid chromatography — kapainova chromatografie
AA Ascorbic acid — askorbova kysdlina.

DHA  Dehydroascorbic acid — dehydroaskorbova kyselina.
MPA  Kyselina meta-fosfore¢na.

DCIP 2,6 — dichlorfenolindofenol

OPDA o —fenylendiamin

DTT dithiothretiol
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SEZNAM PRILOH

P1  Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 2 mg/100 ml

PI1l Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 3 mg/100 ml

P11 Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 4 mg/100 ml
P1V  Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 5 mg/100 ml
PV Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 6 mg/100 ml

PVI Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 7 mg/100 ml
PVIlI Chromatogram standardu kyseliny askorbové o koncentraci 8 mg/100 mi
PVIII Chromatogram vzorku ¢erstvé brokolice

PI1X  Chromatogram vzorku brokolice tepelné zpracované varenim

PX  Chromatogram vzorku brokolice tepelné zpracované varenim v pée

PXI  Chromatogram vzorku brokolice tepelné zpracované duSenim

P XIl  Chromatogram vzorku brokolice tepelné¢ zpracované mikrovinnym ohievem
P XI1I  Chromatogram vzorku ¢erstvého kvétaku

P XIV Chromatogram vzorku kvétéku tepelné zpracovaného varenim

P XV  Chromatogram vzorku kvétaku tepeln¢ zpracovaného varenim v pare

P XVI Chromatogram vzorku kvétdku tepelné zpracovaného duSenim

P XVII Chromatogram vzorku kvétaku tepelné zpracovaného mikrovinnym ohievem
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P XIX Chromatogram vzorku papriky bilé tepelné zpracované varenim

P XX  Chromatogram vzorku papriky bilé tepelné zpracované varenim v pére

P XX1 Chromatogram vzorku papriky bilé tepelné¢ zpracované dugenim
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vem
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P XXX Chromatogram vzorku raZi¢ckove kapusty tepelné zpracované varenim

P XXXl  Chromatogram vzorku razickové kapusty tepelné zpracované varenim v pare (5
min)

P XXXIl Chromatogram vzorku riZickove kapusty tepelné zpracované varenim v péare (10
min)

P XXXIIl  Chromatogram vzorku razickové kapusty tepelné zpracované duSenim (5 min)
P XXXIV  Chromatogram vzorku raZickoveé kapusty tepelné zpracované duSenim (10
min)

P XXXV Chromatogram vzorku raZickové kapusty tepelné zpracované mikrovinnym

ohievem
PXXXVI  Chromatogram vzorku ¢erstvého listového Spendtu
PXXXVII  Chromatogram vzorku listového Spenétu tepelné zpracovaného varenim

P XXXVIIl  Chromatogram vzorku lisového Spendtu tepelné zpracovaného varenim v

pare
PXXXIX  Chromatogram vzorku listového Spenétu tepelné zpracovaného dusenim

P XXXX  Chromatogram vzorku listového Spendtu tepelné zpracovaného mikrovinnym

ohtfevem



PRILOHA Pl: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY
ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 2 mg/100 mil
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PRILOHA PIl: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY
ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 3 mg/100 ml
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PRILOHA PIll: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY

ASK ORBOVE
(HPLC/UV), 4 mg/100 ml
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PRILOHA PIV: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY

ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 5 mg/100 mi
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PRiILOHA PV: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY
ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 6 mg/100 mi
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PRILOHA PVI: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY

ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 7 mg/100 ml
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PRILOHA PVIl: CHROMATOGRAM STANDARDU KYSELINY

ASK ORBOVE

(HPLC/UV), 8 mg/100 mi
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PRILOHA PVIII: CHROMATOGRAM CERSTVE BROKOLICE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PI1X: CHROMATOGRAM BROKOLICE - VARENA

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P X: CHROMATOGRAM BROKOLICE —VARENA V
PARE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XI: CHROMATOGRAM BROKOLICE - DUSENA

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXIl: CHROMATOGRAM BROKOLICE —
MIKROVLNNY OHREV

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXIIl: CHROMATOGRAM CERSTVEHO KVETAKU

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA P XIV: CHROMATOGRAM KVETAKU - VARENY

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA P XV: CHROMATOGRAM KVETAKU — VARENY V PARE

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA PXVI: CHROMATOGRAM KVETAKU - DUSENY

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRILOHA PXVIlI: CHROMATOGRAM KVETAKU — MIKROVLNNY
OHREV

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRILOHA PXVIII: CHROMATOGRAM CERSTVE PAPRIKY BIiLE

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA P XIX: CHROMATOGRAM PAPRIKY BiLE - VARENE

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA P XX: CHROMATOGRAM PAPRIKY BiLE —VARENE V

PARE

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA P XX|: CHROMATOGRAM PAPRIKY BiLE - DUSENE

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 ml methanolu
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PRiILOHA PXXIl: CHROMATOGRAM PAPRIKY BiLE —
MIKROVLNNY OHREV

(HPLC/UV), 7,5 ¢/25 m methanolu
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PRILOHA PXXIII: CHROMATOGRAM CERSTVE PAPRIKY
CERVENE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXIV: CHROMATOGRAM PAPRIKY CERVENE -
VARENE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA P XXV: CHROMATOGRAM PAPRIKY CERVENE —

VARENE V PARE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA P XXVI: CHROMATOGRAM PAPRIKY CERVENE —
DUSENE (3MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA P XXVIl: CHROMATOGRAM PAPRIKY CERVENE —
DUSENE (10 MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu

]
] & >
[
I ! 1 $
0
b
s
bl
)
Il
I
B
ki
_ 1
—_ —_— 1
—_— i
T e— =
" - ___ |_;
= 3
> o
’ K|
£ g
' b
" | 0
|I [IJ
\l 0
\
(1)
.
-
b_
1 Dare 7 -
: Page Z of 3




PRILOHA P XXVIlI: CHROMATOGRAM PAPRIKY CERVENE —

MIKROVLNNY OHREV

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXIX: CHROMATOGRAM CERSTVE RUZICKOVE

KAPUSTY

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXX: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY —
VARENA

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXXI: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY -
VARENE V PARE (5 MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA PXXXIl: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY -
VARENE V PARE (10 MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXXXIIl: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY -
DUSENA (5 MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXXIV: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY -
DUSENA (10 MIN)

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA P XXXV: CHROMATOGRAM RUZICKOVE KAPUSTY -
MIKROVLNNY OHREV

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXXXVI: CHROMATOGRAM CERSTVEHO
LISTOVEHO SPENATU

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXXXVII: CHROMATOGRAM LISTOVEHO SPENATU -

VARENY

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA PXXXVIIl: CHROMATOGRAM LISTOVEHO SPENATU
—VARENY V PARE

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRiILOHA PXXXIX: CHROMATOGRAM LISTOVEHO SPENATU -

DUSENY

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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PRILOHA P XXXX: CHROMATOGRAM LISTOVEHO SPENATU —
MIKROVLNNY OHREV

(HPLC/UV), 5 g/50 ml methanolu
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