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ABSTRAKT

V teoretické ¢asti diplomové prace je charakterizovan vitamin C, jeho vlastnosti, zdroje
a ztraty v potravinach. Popsany jsou i bézné€ pouzivané metody stanoveni vitaminu C,
se zaméfenim na metodu HPLC. Experimentalni ¢ast je zaméfena na stanoveni Kyseliny
askorbové v ovoci metodou HPLC/UV v prib¢hu skladovani u vybranych druhti ovoce
(citron, pomeran¢, mandarinka, kiwi, jablka Gloster, Golden Delicious a Gala, grep bily

a cerveny, limeta, pomelo, hruska, jahody).

Kli¢ova slova: kyselina askorbova, vitamin C, ovoce, skladovani, HPLC/UV

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis deals with vitamin C, its properties, benefits, sources and
loss in foods. There are also described common methods of vitamin C determination, ori-
ented on HPLC method . The experimental part is focused on the determination of the
ascorbic acid in fruits by HPLC/UV during storage from chosen fruits (lemon, orange, tan-
gerine, kiwi fruit, apple Gloster, Golden Delicious and Gala, white and red grapefruit, lime,

pomelo, pear, strawberry).

Keywords: ascorbic acid, vitamin C, fruit, storage, HPLC/UV
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UvVOD

Vitamin C patii mezi vitaminy rozpustné¢ ve vod¢, je nezbytny pro fadu biochemickych
déji. Vitaminem C se rozumi cely reverzibilni oxidacné-redukéni systém, ktery tvori kyse-

lina L-askorbova, L-askorbylradikal a kyselina L-dehydroaskorbova.

Vitamin C se v lidském téle podili piedev§im na vyznamnych hydroxyla¢nich reakcich
probihajicich v organismu. Vitamin C ma specifickou tlohu pfi syntéze kolagenu, dale
se ucastni biosyntézy mukopolysacharidii, prostaglandind, adsorpce iontovych forem Zzele-
za, jeho transportu, uplatiuje se v metabolismu cholesterolu a do jisté miry napomaha
obranyschopnosti organismu. Vitamin C je povazovan za dulezity antioxidant pusobici
Vv biologickych tkéanich, kde likviduje volné radikély. Nedostatek vitaminu C zpisobuje
onemocnéni nazyvané skorbut, neboli kurdéje. Projevuje se krvacivosti dasni, uvoliniovanim

zubl, Spatnym hojenim ran a celkové télesné tinavé.

Vitamin C se vyskytuje pfedevsim v potravinach rostlinného piivodu, nejvice ho obsahuje
cerstva zelenina a ovoce, zejména citrusové plody. Vyznamnym zdrojem jsou také brambo-
ry, které se konzumuji pravideln¢ a v relativné znaéném mnozstvi. Z potravin zivocisného

puvodu obsahuji vitamin C jatra a ledviny.

Kyselina askorbova je ve vodnych roztocich velmi nestabilni. Mezi faktory, které negativné
ovliviuji jeji stabilitu patii zvySena teplota, zména pH, pisobeni svétla, pfitomnost kysliku
a iontd kovl (zejména meédi). Ke ztratam dochazi zejména pii skladovani, kulinarnim

a primyslovém zpracovani potravin.

Vitamin C a jeho formy mohou byt analyzovany mnoha metodami, jedna se naptiklad
o titracni, spektrofotometrické, elektrochemické a enzymatické metody stanoveni nebo

separacni metody (zejména chromatografické — kapalinova a plynova chromatografie).

YV wew

Metoda HPLC je nejbéznéjsi a nejrozsitenéjsi fyzikalné-chemicka separacni metoda pro
stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové. Pti stanoveni je vyuzivano riiznych typt

kolon, detektorti a riznych extrakénich technik pro ptipravu vzorku.
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. TEORETICKA CAST
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou definovany jako organické esencialni biokatalyzatory heterotrofnich organi-
zmi. Z hlediska jejich charakteristiky je dulezita predevs§im jejich exogennost, esencialnost
a katalyticky uc¢inek pii fadé reakci latkové premeény, které vykazuji bud’ samy, nebo

ve formé¢ slozitych sloucenin, které vznikaji az v organismu. [1,2]

Vitaminy nejsou pro organismus ani zdrojem energie ani stavebnimi jednotkami tkani, ale
Vv organismu vykonavaji n€kolik funkci - jsou prekurzory kofaktort rtiznych enzymi (vita-
miny skupiny B), jiné se uplatiiuji v oxida¢né reduk¢nich systémech (vitamin C, vitamin

E). [3]

Provitaminy, neaktivni prekurzory vitamind, jsou organické slou€eniny bez vitaminosniho
ucinku, které se vSak v zivociSném téle méni ptisobenim UV zéfeni nebo pomoci enzymu

ve vitaminy, napt. B-karoten, ktery je provitaminem vitaminu A. [3]

Potieba jednotlivych vitamini mize byt zdsadné ovlivnéna nékterou ze slozek potravin,
kterd zabrani plnému vyuziti dané¢ho vitaminu nebo jej inhibuji. Takovym latkdm se tika
antivitaminy. Jedna se tedy o latky inhibujici, ur¢itym mechanismem, funkci daného vita-

minu, coz mize vést az k projeviim deficience. [3]

Nedostatek nékterého vitaminu v téle se projevuje vaznymi fyziologickymi poruchami
a onemocnénim, které se v lehéich formach oznacuje jako hypovitaminosa, v tézsich avi-
taminosa. Typicka avitaminosa se vyskytuje v nasich podminkach pomérné vzacné. Avita-
monosy nevznikaji pouze jako nasledek nedostate¢ného obsahu pfislusného vitaminu
Vv potrave, ale mohou se na nich podilet i jiné faktory, naptiklad Spatna resorpce vitamini
Vv zazivacim traktu, pfitomnost antivitamint a v n¢kterych pfipadech i zvySena potieba vi-
tamin pii fyzické nebo psychické zaté€zi. Naopak nadbyte¢né mnozstvi nékterého vitaminu

Vv téle miiZze zpusobit hypervitaminosu. [1,4]

V potravinach se vitaminy vyskytuji zpravidla v mnozstvi od ug.kg'1 po stovky az tisice
mg.kg™ podle druhu vitaminu, druhu potraviny, roéniho obdobi a zpiisobu zpracovani. Vy-
skytuji se volné nebo vazané na jednotlivé slozky potravy, nejéastéji na sacharidy a protei-
ny. U potravin zivoc¢i§ného ptivodu zavisi obsah vitaminl na zpiisobu skladovani a zpraco-
vani suroviny, u potravin rostlinného ptvodu je vyznamny piedev§im stupen zralosti, kli-

matické podminky béhem ristu, hnojeni apod. [3]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Mezi jednotlivymi vitaminy neexistuji po chemické strance zadné strukturdlni vztahy,
podle nichz by mohly byt klasifikovany. Pro jejich oznaceni se pouzivaji velkd pismena
abecedy v pofadi v jakém byly objeveny, pfi¢emz vitaminy s podobnymi fyziologickymi
ucinky jsou dale rozliSeny ¢iselnymi indexy. Zékladnim rozliSovacim znakem vitamind
je jejich rozpustnost, podle niz se d€li vitaminy na rozpustné v tucich (lipofilni) a na roz-
pustné ve vod¢ (hydrofilni). [2,5]

Hlavnimi v tucich rozpustnymi vitaminy jsou vitaminy A (retinoidy), D (nejdilezitéjsi jsou
cholekalciferol a ergokalciferol), E (tokoferoly a tokotrienoly), K (nejvyznamé;jsi jsou fyl-
lochinon a menachinon). Lipofilni vitaminy vykazuji v lidském organismu ruzné funkce:
vitamin A se uplatiuje v biochemickych reakcich zrakového vjemu a ma antioxidacni
vlastnosti, vitamin D je dulezity pro stavbu kosti a spolupodili se na zajisténi homeostazy
vapniku 1 fosforu v organismu, vitamin E ma zna¢né antioxida¢ni ucinky, vitamin

K se ucastni biosyntézy bilkovin.[3,4]

Do skupiny vitaminQ rozpustnych ve vodé se tadi vitamin C (kyselina L-askorbova a L-
dehydroaskorbova) a vitaminy oznacované jako B-komplex: vitamin B; (thiamin), vitamin
B, (riboflavin), B3 (nikotinova kyselina a nikotinamid), vitamin Bs (kyselina pantotheno-
va), vitamin Bg (pyridoxin), vitamin By (folacin), vitamin By, (korinoidy), vitamin PP (bio-

tin. [2,3]

Funkce hydrofilnich vitaminti spociva v jejich katalytickém ucinku, protoze se uplatiiuji
zejména jako kofaktory riiznych enzymi a to v metabolismu nukleovych kyselin, proteint,
sacharidd, lipida aj. Naptiklad thiamin se ti¢astni metabolismu sacharidt, ovliviiuje funkci
svalil a nervového systému, riboflavin ovliviiuje rist a obnovu bunék, také se ucastni pro-
cesu vidéni, kyselina pantothenova je soucasti koenzymu A, ktery se ucastni reakci v meta-
bolismu aminokyselin, tukl a sacharida, pyridoxin ovlivituje funkci nervového a imunitni-
ho systému, biotin se v biochemickych systémech uplatituje jako koenzym zna¢ného pocétu
enzymu Ucastnicich se karboxylacnich reakci. Hydrofilni vitaminy nebyvaji v organismu
zpravidla viibec skladovany a jejich prebytek je vylu¢ovan moci, naopak lipofilni vitaminy

jsou ukladany v jatrech. [3,5]
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1.1 Vitamin C

Vitamin C patfi mezi vitaminy rozpustné ve vodé, je nezbytny pro fadu biochemickych
déju. Zakladni biologicky aktivni slou¢eninou je askorbova kyselina, o y-lakton hexonové
kyseliny s endiolovou strukturou na druhém a tfetim uhliku. Endiolovy systém ve spojeni
s karbonylovou skupinou podmiiiuji kysely charakter kyseliny askorbové a dodavaji ji silné

redukéni Gcéinky. [6,7]

HO
HO
O__o
Ho
HO OH

Obr. 1. Kyselina askorbova

Za vitamin C je povazovan cely reverzibilni oxida¢né-redukéni systém, ktery je charakteri-
zovan pienosem dvou elektront a ktery tvoii kyselina L-askorbova (y-lakton 2-oxo-L(-)-
gulonové kyseliny), jeji monoanion askorbat, dale kyselina monodehydro-L-askorbova,
ktera je meziproduktem ve formé volného radikéalu a nakonec kyselina L-dehydroaskorbova
(y-lakton 2,3-dioxo-L(+)-gulonové kyseliny). Oxidovana forma kyseliny askorbové, kyseli-
na L-dehydroaskorbova, mize byt diky nékterym reduktantim redukovana zpét na kyselinu
L-askrobovou. Takovym redukujicim Cinitelem je naptiklad glutathion (GSH), ktery oxida-
ci vytvofi zdvojenou molekulu s -S-S- mustkem (GSSG). Kyselina L-askorbova
s kyselinou L-dehydroaskorbovou poté vytvaieji reverzibilni oxida¢né-redukéni systém

a biologicka aktivita vitaminu C ziistava zachovana. [1,6,8]

CH,OH CH,0H CH,OH
H—{—OH H+OH . g
o «H e [ =H - 0
0o : g O e
v OH 5 = O (@)
L-askorbova kyselina L-monodehydroaskorbova kyselina L-dehydroaskorbova kyselina

Obr. 2. Oxidacneé-redukcni systéem vitaminu C [9]
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1.1.1 Historie

Chemicky byl vitamin C poprvé izolovan z endokrinni z14zy nadledvinek v roce 1928 ma-
d’arskym biochemikem Albertem Szent-Gyorgyim, tehdy pod nazvem kyselina hexurono-
va. Poté se svym spolupracovnikem Haworthem zménil ndzev na kyselinu askorbovou.
Struktura kyseliny askorbové byla objasnéna v roce 1933 a v témze roce byla pfipravena
synteticky. O Ctyfi roky pozdéji Charles Glen King z Pittsburghské univerzity dokazal, ze

se jedna o stejnou chemickou latku, ktera je obsazena v ovoci a zabranuje kurdéjim. [3,5]

Ptiznaky nedostatku tohoto vitaminu u ¢lovéka jsou znamy uz od starovéku, ale intenziv-
néjsi vyzkum zacal az po 1. svétové valce. Kurdé€je postihovaly ¢asto ndmoiniky na dlou-
hych cestach, pii kterych chybéla ve stravé Cerstva zelenina a ovoce. Mnohé dobyvatelské
vypravy pokladaly skorbut za nepiekonatelného nepftitele. Napoleonovy neuspéchy v Egyp-
t¢ byly vysvétlovany skorbutem. Skorbut byl nejvétsi pohromou moieplavea 15. a 16. sto-
leti. Namotnici vyprav Vasca de Gamy a KriStofa Kolumba byli také tézce postizeni skor-

butem. [5,10]

Jen ojedinéle jsou zaznamenany nékteré Uspéchy prevence nebo 1écby. Na radu Indidnt
umél Jacques Cartier jiz vroce 1536 vyléCit ze skorbutu své namoiniky odvarem
z borového jehli¢i. Také anglické namoinictvo pfi cestach do kolonii trpélo skorbutem, ale
uz od roku 1601 dostavali namotnici pomerance a citrony. V Evrop¢ se zacala doporucovat
zelenina a ovoce az v 18. stoleti, do t¢ doby v Evropé& probihaly hladomory a pandémie

skorbutu. Situace se zlepsila az se do Evropy v 18. stoleti rozsifily brambory. [5]

1.1.2 Funkce vitaminu C v lidském organismu

Vitamin C je vitaminem pouze pro ¢lovéka a nékolik dalSich zivocicht (priméati, morcata
a netopyii zivici se ovocem). Lidé, kvuli mutaci v genetickém kodu L-gulono-
laktonoxidazy, enzymu nezbytného pro biosyntézu vitaminu C, ztratili schopnost tento
vitamin ve svém organismu syntetizovat. Proto musi pfijimat vitamin C v potravé. Vitamin
C se podili pfedevsim na vyznamnych hydroxyla¢nich reakcich probihajicich v organismu.

Vstiebava se v tenkém stievé a nachazi se v fad¢ télnich tekutin. [9,11,12]

Kyselina askorbova je ucinnym redukujicim c¢inidlem v mnoha intra- i extracelularnich

reakcich. Je kofaktorem fady enzymu zapojenych do riznych metabolickych procest. Jed-
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nou z hlavnich biologickych funkei tohoto oxida¢né-redukéniho systému je podil pienosu
vodiku a elektrond z vychozich substratii az na molekularni kyslik. To plati zejména pro
rostlinny material. Tento redukéni systém byva Casto podporovan bioflavonoidovym oxi-

da¢né-redukénim systémem. [3,13]

Vitamin C mé specifickou tlohu pfi biosyntéze kolagenu, kdy ptsobi jako kofaktor hydro-
xylace pfi konverzi prolinu na hydroxyprolin. Vitamin C je esencidlnim kofaktorem pro
enzym propyl-4-hydroxylazu a lysyl-hydroxylazu, které jsou potiebné pro stabilizaci mole-
kuly kolagenu a k upevnéni pficné vazby v molekule kolagenu. Hydroxylace prolinu a lysi-
nu souvisi s biosyntézou bilkovin pojivovych tkani. Prolin je totiz hlavni slozkou kolagenu,
tvoticiho pojivo v kiizi, §lachach, chrupavkach, kostech, srde¢ni chlopni, cévnich tkénich,
rohovce a ocni ¢occe. Kolagen predstavuje asi jednu tietinu z celkového mnozstvi bilkovin

v téle. [5,14]

Vitamin C se také ucastni vzniku adrenalinu z tyrosinu, uplatiiuje se pifi metabolisSmu
nadledvinovych steroidi. Vitamin C se déle Uc€astni biosyntézy lipidd, proteinil, mukopoly-
sacharidd, prostaglandintl, katecholaminii a karnitinu, adsorbce iontovych forem Zzeleza,
jeho transportu na feritin, stimuluje transport sodnych, chloridovych iontl a ziejmé i vape-

natych iontd. [9,15,16]

Vitamin C je dileZitym antioxidantem, ktery chrani télesné tkan¢ a ostatni vitaminy. Anti-
oxida¢ni aktivita vitaminu C je dileZitou sloZzkou ochrany organismu pted nezadoucimi
ucinky, zejména onkogennimi a aterogennimi. Vitamin C je efektivnim antioxidantem
ve vSech vodnatych ¢astech buriky, v télesnych tekutinach jako je krev, lymfa nebo mezi-
bunééna tekutina. Na této aktivité se v organismu spolu s vitaminem C podili a-tokoferol,
B-karoten, koenzym Qio, enzymy katalaza a superoxid dismutdza, kyselina lipoova a stopo-

vé prvky selen a zinek. [17,18]

Askorbova kyselina i jeji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly, které zpa-
sobuji oxidaci lipidu a dalSich oxylabilnich slozek potravin. Brzdi tak fetézovou autooxi-
da¢ni reakci a ucinn€ plsobi jako antioxidanty. Po reakci s volnymi radikély je vitamin
C zpét redukovan donory elektrond, jako jsou glutathion, flavonoidy, tokoferoly a NADPH.
Reakci askorbové kyseliny (H,A) s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-O¢),
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piipadné s alkoxylovym radikdlem (ROe), 1ze schematicky znazornit nasledujici rovnici

(HA- je askorbylradikal a R-O-OH je hydroperoxid mastné kyseliny):
H,A + R-O-O¢ — HA+ + R-O-OH

Vznikly askorbylradikal jiz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje

na askorbovou a dehydroaskorbovou kyselinu. [19,20]

Extracelularni funkce vitaminu C spociva predevsim v regeneraci tokoferolu (vitaminu E)
z tokoferoxylového radikalu a v regeneraci glutathionu zjeho oxidované formy.
V kombinaci s tokoferoly je kyselina askorbova ucinngjsim antioxidantem. Tokoferoly
totiz pfednostné reaguji s volnymi radikaly lipidd. Vznikajici radikély tokoferolii jsou na
fazovém rozhrani tuk-voda redukovany askorbovou kyselinou zpét na tokoferoly. Kyselina
askorbova reaguje podobn¢ také s toxickymi formami kysliku, kterymi jsou hydroxylovy

radikal, anion superoxidového radikalu a singletovy kyslik. [9]

Vitamin C vykazuje antioxida¢ni aktivitu i proti vytvofenym volnym radikalim v extrace-
lularni tekutin€ obklopujici plice, ¢ocku, rohovku a sitnici oka. [21,22]

Vitamin C pulsobi pfiznivé na snizovani sérové hladiny celkového cholesterolu a zvysuje
koncentraci HDL cholesterolu u zaéinajici hypercholesterolemie. Z hlediska kardiovasku-
larnich chorob je dulezita funkce kyseliny askorbové pii pteméné cholesterolu na zlucové

kyseliny v jatrech. [23,24]

Védecké a experimentalni vyzkumy dokazuji, ze chronicky nedostatek vitaminu C vede
k hypercholesterolemii a hromadéni cholesterolu v nékterych tkanich. Nedostatek vitaminu
C je nepfimo spojen se snizenou absorpci cholesterolu, tento G¢inek vyplyva ze snizeni
dostupnosti Zlucovych kyselin, monoglyceridii a mastnych kyselin. Kyselina askorbova
se podili na regulaci metabolismu cholesterolu nékolika zptisoby. Pokud je vitamin C do-
plnén do stravy lidi a zvifat, ktefi trpi hypercholesterolemii, tak se vyznamné sniZuje kon-

centrace cholesterolu v plazmé. [25]

Chronicky nedostatek vitaminu C miize také zapficinit patogenezi aterosklerdzy, dale ma

vliv na koncentraci triglyceridii v plazmé, a také na integritu cévnich stén. [25]

Cetné studie byly zaméfeny také na vztah mezi pfijmem kyseliny askorbové a rizika vzniku
kardiovaskularniho onemocnéni (ischemické choroby srdecni). Studie zaméfené na Zeny

a muze ve veku 30 — 69 let. Vysledky studie podporuji hypotézu, ze zvyseny piijem kyseli-
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ny askorbové je spojen se snizenim rizika imrti na ischemickou chorobu srdecni, ale pouze

u zen. [15]

Vitamin C do jist¢é miry napoméaha obranyschopnosti organismu. Askorbat totiz zvySuje
aktivitu fagocytl a chrani jejich membrany pied oxidacnim poSkozenim, déle zvySuje hla-
dinu protilatek a interferonu. Vitamin C stimuluje imunitni systém v pribé¢hu virovych
a bakterialnich infekci. Preventivni pfisun vitaminu C mize mirn€ zkratit dobu trvani ne-
moci u zdravych lidi, ale nema vliv na zavaznost nemoci. Na druh¢ stran¢ hladinu vitaminu
C snizuji faktory ovlivitujici negativné imunitu, jako jsou steroidy, n¢které antikoncepcni

ptipravky, koufeni cigaret a stres. [1,26]

Vitamin C je také ucinnym prostfedkem v prevenci a 1é€b¢ senné rymy, ekzémti a kopiiv-
ky. Vitamin C napomaha k 1é€bé krvacejicich dasni a hraje kli€¢ovou roli pfi hojeni ran,

zejména u diabetikd. [3,7]

Vitamin C je vyznamnym v boji proti rakovin¢. Epidemiologické studie dokazuji, Ze strava
se zvySenym obsahem vitaminu C mize oddalit nastup rakoviny. Bylo prokazano, ze pra-
videlna konzumace vySSich davek ovoce a zeleniny snizuje riziko vzniku rakoviny, zejmé-
na u epitelarnich druht rakoviny zazivacich cest a dychaciho tstroji. Ovoce a zelenina totiz
obsahuji vysoké mnoZstvi potencidlnich cCiniteld, ktefi plisobi proti karcinogenim. Mezi
tyto Cinitele patii karotenoidy, vitaminy C a E, selen, vldknina, ditioltioly, glukosinolaty,
isokyanaty, flavonoidy, fenoly, inhibitory proteaz, rostlinné steroly a limoneny. [27]

Askorbat ma protirakovinné U€inky zejména pii vyskytu rakoviny Zaludku. Kyselina askor-
bova brani tvorbé potencialné karcinogennich N-nitrososloucenin z dusi¢nant a dusitant
v ZaludeCni §t'avé, a tim poskytuje ochranu pied rakovinou zaludku. Dale vykazuje pozitiv-

ni u€inky proti rakoving dutiny Ustni, jicnu, tlustého stfeva a plic. [28,29]

Také derivaty kyseliny askorbové, askorbyl stearat a askorbyl palmitat, inhibuji proliferaci
nadorovych bun¢k. Diky své lipofilni povaze inhibuji prinik rakovinovych bunék do moz-

ku. Askorbyl stearadt navic ptisobi proti rakoving slinivky bfisni a vajecnika. [30]

O jednoznac¢né pozitivnim vlivu vitaminu C na zhoubné nadory se vSak vedou spory, pro-
toze se obvykle pacientim soucasn¢ podava chemoterapie, kterd ovlivituje imunitni systém,

a proto je obtizné odhalit G¢inek samotného vitaminu C. [1]
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1.1.3 Fyziologie a doporuceny prijem vitaminu C

Denni davka 10 mg askorbové kyseliny byva postacujici k prevenci skorbutu. Dnes se do-
poru¢ovany denni pfijem vitaminu C pohybuje v rozmezi 65 az 120 mg na osobu a den.
Pro vékovou kategorii 19 — 59 let pfi lehké pracovni zatézi je to 75 mg, pfi stfedni pracovni
zatézi 80 mg. U téhotnych zen se toto doporuceni zvySuje na 100 mg a u kojicich zen na
120 mg. U pacientli s respira¢nimi chorobami, pfi rekonvalescenci a v dalSich ptipadech
se podavaji denni davky v mnozstvi 1000 mg. Pozadavek vitaminu C se zvySuje pii eX-

trémni télesné zatézi, trvalém psychickém stresu, koufeni a alkoholismu. [9,31]

ProtoZe se vitamin C z organismu vylucuje béhem dvou az tfi hodin v zavislosti na druhu
potraviny a naplni zaludku, je nutné jej dodavat pro udrzeni jeho hladiny alespon dvakrat
denné. Maximalniho Géinku vitaminu C je nejlépe dosazeno pii pusobeni v kombinaci

s bioflavonoidy. [23]

Stav hypovitaminosy vitaminu C je velmi obtizné rozpoznat a nelze jej pfesné charakteri-

zovat, projevuje se totiz fadou nespecifickych ptiznaki, nejcastéji tzv. jarni tnavou. [9]

Avitaminosa se projevuje onemocnénim kurdéje nebo téz skorbut, za 45-80 dni uplného
chybéni vitaminu C potravé, pfi némz se neobnovuje vazivova tkan a vznika krvaceni zpt-
sobené fragilitou cév. Charakteristickymi ptfiznaky jsou otoky, krvaceni déasni, uvoliiovani
zubi, snadna lomivost kosti, vnitini krvaceni stiev a chrupavek, bledost, zeslablost a $pat-

né hojeni ran. To vS§e souvisi se selhanim tvorby biosyntézy kolagenu. [32,33]

Hypervitaminosa vitaminem C neni doposud pfesné zndma. Nadmérny pfijem vitaminu
C byva spojen se stfevnimi potizemi a pfinasi riziko vzniku ledvinovych kament. DalSimi
ptiznaky jsou zvySené moceni a kozni vyrazka. Vysoké davky tohoto vitaminu také zvysuji
vstfebavani rtuti a zatézuji jatra. [5]

Za antivitaminy vitaminu C je povazovana fada oxidoreduktas uplatiujicich se v metabo-
lismu zivocichi a rostlin. Nalezi sem naptiklad askorbatoxidasa, askorbatperoxidasa, mo-
nodehydroaskorbatreduktasa, dehydroaskorbatreduktasa, superoxiddismutasa, a askorbat
cytochrom-b-reduktasa. Nepiimo zptisobuji ztraty askorbové kyseliny dalsi oxidoredukta-

sy, jako jsou enzymy trivialné nazyvané polyfenolasy. [9]

Mezi faktory, které vyrazné snizuji hladinu vitaminu C v lidském organismu, patii také
stres, slune¢ni zafeni, zne€isténé ovzdusi, kouteni, alkohol, virové infekce, aspirin, hormo-

nalni antikoncepce a urcita antibiotika. [15,34]
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Vitamin C se vstiebava v proximalni ¢asti tenkého stieva. Dé&je se tak aktivnim elektrone-
utradlnim transportnim mechanismem, ktery je zavisly na ptenosu sodiku. Se stoupajicim
piijmem kyseliny askorbové vstfebavané mnozstvi klesd, napiiklad pii stupiiovaném
ptijmu velkych davek od 1,2 — 2 g klesa resorpce z 50 % na 16 %. Pti dennim piijmu 90
az 180 mg se u nekufakl resorpce pohybuje kolem 80 — 90 %, u kufakil je mensi. Potravou
pfijata kyselina askorbova se po resorpci v tenkém stievé rozdéluje do pfislus-
nych organii @ metabolizuje se. Nejvice kyseliny askorbové v organismu je v nadledvin-
kach a hypofyze, pomérné znaéna koncentrace je v jatrech, slezing a mozku. Cast, ktera
se nemetabolizovala se spolu s metabolity vylucuje moci. Produkty metabolizmu, které
se vylucuji moci jsou: dehydroaskorbat, 2,3-diketogulonova kyselina a askorbat-2-sulfat.

[35,36]

1.1.4 Zdroje vitaminu C

Vitamin C se vyskytuje v potravinach rostlinného pivodu, v plazmé a nékterych Zivocis-
nych tkénich. Pfirozené se vyskytuje témét vyhradné v redukované forme jako L-askorbova
kyselina. Mnozstvi kyseliny dehydroaskorbové v potravinach byva téméf vzdy nizsi a je
zavislé na rychlosti oxidace askorbatu a hydrolyzy dehydroaskorbové kyseliny na 2,3 dike-

togulonovou kyselinu. [37]

Nejbohat$imi rostlinnymi zdroji jsou Cerstvé ovoce a zelenina (tab. 1, 2, 3), pfedevSim Cer-
ny rybiz, paprika, jahody, rajcata, brokolice, citrusové ovoce, brambory a zeli. Mezi jednot-
livymi druhy vSak existuji velké rozdily v obsahu vitaminu. Ten je vyrazné zavisly na ve-
getacnich podminkach béhem rlstu, stupni zralosti, zptisobu poskliziiového zpracovani
a mnoha dal$ich faktorech. Ze Zivoc¢isnych zdroju to jsou zejména jatra a ledviny, v téchto

zdrojich je ovSem koncentrace nizka. [9]

Zdroje s vysokym obsahem vitaminu C vSak zpravidla nebyvaji pfili§ vyznamné pro kryti
potieby vitaminu (napft. Sipky, ¢erny rybiz, kadetava petrzel), nebot’ se konzumuji jen pii-
lezitostné v malém mnoZstvi. Mnohem vétSi vyznam maji zdroje s primérnym obsahem
vitaminu, pfedev§im brambory, které se konzumuji pravidelné a v relativné velkém mnoz-

stvi. [9]
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Tab. 1. Obsah vitaminu C ve vybranych druzich ovoce dle

Vyzkumného ustavu potravinarského Bratislava [38]

Druh ovoce | Obsahvit. C | Druh ovoce Obsah vit. C
[Mg.100 g] [Mg.100 g]
jedlého podilu jedlého podilu

Rybiz ¢erny 176 Maliny 24
Jahody 71 Boruvky 16
Kiwi 67 Meruiiky 11
Pomerance 51 Tiesné 10
Citrony 49 Jablka 9
Grepy 43 Visné 6
Rybiz ¢erveny 35 Svestky 5
Mandarinky 32 Hrusky 4
Angrest 30 Hrozny 4

Tab. 2. Obsah vitaminu C ve vybranych druzich ovoce dle

Veliska [9]
Druh ovoce | Obsahvit. C | Druh ovoce Obsah vit. C
[mg.100 g™ [mg.100 g™]
jedlého podilu jedlého podilu

Rybiz ¢erny 110 - 300 Bortivky 90
Jahody 40-70 Broskve 7-10
Kiwi 70 - 127 Ttesné 6-30
Pomerandce 30-60 Jablka 15-5
Citrony 30 - 64 Visné 6-30
Grepy 24 -70 Svestky 25-45
Rybiz ¢erveny 20 - 50 Hrusky 2-4
Angrest 33-48 Hrozny 2-5
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Tab. 3. Obsah vitaminu C ve vybranych druzich ovoce dle

zahranicnich zdroju [39,40,41]

Druh ovoce | Obsahvit. C | Druh ovoce Obsah vit. C
[Mg.100 g] [Mg.100 g]
jedlého podilu jedlého podilu
Rybiz Cerny 155 - 215 Bortuvky 2-16
Jahody 57 - 89 Broskve 4-11
Kiwi 75-98 Ttesné 7-10
Pomerance 42 -71 Jablka 2-6
Citrony 46 - 77 Mandarinky 16 - 52
Grepy 28 - 52 Svestky 4-10
Limety 27 - 49 Hrusky 3-4
Pomelo 31-61 Hrozny 4 -11

Ztab. 1, 2, 3 je zfejmé, ze obsah vitaminu C v jednotlivych druzich ovoce je velmi pro-
meénlivy. Vlivi, jenz podminuji variabilitu obsahu vitaminu C, je cela fada (odruda, geo-
grafické podminky, vyziva, genotyp, vyvojové stadium plodu, manipulace pfi sklizni, skla-

dovani a nekteré dalsi). [7]

1.1.5 Chemické vlastnosti a reakce vitaminu C

Vitamin C je velmi dobfe rozpustny ve vodé. V neutralnim, kyselém a alkalickém prostiedi
za katalytickych ucinkt téZkych kovl (Cu, Fe), tepla, svétla, vzduSného kysliku a rliznych
chemickych ¢inidel podléha kyselina askorbova snadno oxidaci za vzniku kyseliny
L-dehydroaskorbové. Tuto oxidaci katalyzuji rizné enzymy jako jsou peroxidasa, askorba-
sa nebo cytochromoxidasa. Pienos elektront je reverzibilni, dokud neni porusena kruhova
struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Pokud dojde k jejimu hydrolytickému rozstépeni,
vznika Kyselina 2,3-diketogulonova. [3,37]

Z obr. 3 je patrné, Ze ptenos je nevratny, pokud dojde k hydrolytickému rozstépeni kyseliny
dehydroaskorbové a vznikne kyselina 2,3-diketogulonova kyselina. Jednd se o dimer,
ve kterém jsou obé oxoskupiny hydratovany za vzniku dioxanového kruhu a aktivita vita-

minu C zanika. [7,37]
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Obr. 3. Schéma postupné oxidace L-askorbové kyseliny [36]

Obé¢ enolové hydroxylové skupiny kyseliny askorbové mohou disociovat, a proto ji lze po-

vazovat za dvojsytnou kyselinu (pK1= 4,25 a pK2 = 11,8). V roztocich o fyziologickych

hodnotach pH se prevazné vyskytuje jako anion. Napft. v roztocich o pH 7,4 je pfitomno

99,93 % askorbové kyseliny, zbytek tvofi nedisociovana kyselina (0,06 %) a dianion (0,01

%). Jsou znamy pouze soli monovalentniho anionu, napf. askorbat sodny. [9]

Askorbyl radikal je kyselina (pK = — 0,96), ktera v roztocich existuje jako anion stabilizo-

vany rezonanci (jako bicyklickd sloucenina, ziejmé s dvojnou vazbou mezi uhliky C-2

a C-3), neparovy elektron je lokalizovan v oblasti C-4. [20]

Dehydroaskorbova kyselina je ve vodnych roztocich pfitomna jako hydratovany bicyklicky

monomer. [20]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

e Redukce iontit kovi kyselinou askorbovou

Askorbova kyselina reaguje s ionty kovl za vzniku komplext, ale za ur¢itych podminek
(ptedevsim pii nizkych hodnotach pH prosttedi a je-1i pfitomna v nizkych koncentracich)
muiZe ionty kovi také redukovat. Reakce s ionty Fe** a analogicky i s ionty Cu®* probiha

nasledujici rovnici, kde HyA je askorbova kyselina a A je dehydroaskorbové kyselina :
HA+2Fe* — A+2Fe® +2H"

Reduk¢ni psobeni askorbové kyseliny v kone¢ném efektu urychluje oxidacni reakce sou-
visejici s nezddoucimi zménami chuti, viiné a barvy potravin. Tyto zmény jsou disledkem

nasledné reakce Fe?* se vzdusnym kyslikem. [9,20]

e Degradace kyseliny askorbové katalyzovand kyselinami

V siln¢ kyselém prostiedi se askorbova kyselina dekarboxyluje a dehydratuje. Kysele kata-
lyzovana degradace askorbové kyseliny se povazuje za hlavni pfi¢inu ztrat vitaminu
C v konzervarenskych vyrobcich v neptitomnosti vzdusného kysliku. Dochazi k ni i v ky-
selych potravinach jako jsou ovocné kompoty a dZzusy (pH kolem hodnoty 3.5), zv1asté pii
skladovani za vyssich teplot nebo pfi termickych operacich jako je suseni. Pii teploté 50 °C

ztraceji ovocné dzusy 70-95 % askorbové kyseliny béhem 12 tydnu skladovani. [9]

o Reakce kyseliny askorbové s dalSimi sloZkami potravin

Ke ztratam vitaminu mtze dochazet také reakci askorbové kyseliny s né€kterymi reaktivni-
mi sloZkami potravy. Technologicky vyznamné jsou zejména reakce s chinony vznikajici-
mi reakcemi enzymového hnédnuti. K reakcim neenzymového hnédnuti dochéazi predevsim

u potravin, které maji nizky obsah kyseliny askorbové. [9,20]

1.1.6 Stabilita vitaminu C

Kyselina askorbova je ve vodnych roztocich velmi nestabilni. Existuje fada faktora, které
negativné ovliviiuji jeji stabilitu. Kyselina askorbové se rozklada za zvysené teploty, zvy-
Sen¢ho pH, plisobenim svétla, pfitomnosti kysliku a iontti kovli (zejména meédi). Je tedy

nezbytné omezit plisobeni téchto vlivii na minimum. [42]

Vliv svétla — kyselina askorbové i1 dehydroaskorbové jsou nachylné k degradaci svétlem.

Degradaci téchto kyselin ovliviluje u€inek ptirodniho svétla i u¢inek UV zafeni (265 nm).
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Uginek piirodniho svétla na stabilitu kyseliny askorbové byl zkouman ve dvou druzich
laboratornich ban¢k — v bilé transparentni a v hnédé bance. Po hodin€ piisobeni pfirozené-
ho zaieni pocatecni koncentrace kyseliny askorbové klesne v bilé transparentni baiice na
84,2 % a v hnédé bance na 95,6 %. Vlivem UV zafeni je pokles koncentrace kyseliny
askorbové az na 79,7 %. [42]

Vliv teploty — teplota je jednim z hlavnich faktort, které ovliviwji stabilitu kyseliny askor-
bové v roztocich. Po hodin€ piisobeni teplot 60 °C a 80 °C bylo zjisténo, ze pocatecni kon-
centrace kyseliny askorbové klesa o vice nez 20 %, za laboratorni teploty po jedné hodiné
byla koncentrace kyseliny askorbové nezménéna. Je tedy nutné pracovat s kyselinou askor-

bovou za laboratornich teplot. [42]

Vliv pH — kyselina askorbova vykazuje vyssi stabilitu v kyselém roztoku, maximalni stabi-
litu ma v rozmezi pH 4 - 6. Obecné plati, Ze pH kolem 2,1 je nejvhodnéjsi pro pfipravu
vzorkd. Pfi tomto pH je zajiSténa dostatecnd stabilita a vyuziti aktivnich forem kyseliny
askorbové. Nejvice pouzivanym extrakénim cinidlem je kyselina metafosforecna, lze ji
také pouzit v kombinaci s EDTA, organickymi kyselinami, metanolem, acetonitrilem nebo
tetrahydrofuranem. [15,42,43]

Vliv koncentrace — mnohé studie dokazuji, Ze ¢im vyssi je koncentrace kyseliny askorobo-

vé a dehydroaskorbové, tim maji lepsi stabilitu v roztoku. [42]

Vliv stabilizatorii — ke zlepSeni stability kyseliny askorbové a dehydroaskorbové se v roz-
toku velmi Casto pouzivaji stabilizatory. Nejpouzivangj$im stabilizatorem je kyselina meta-
fosforecna. Mezi dalsi stabilizatory se fadi EDTA, kyselina trichloroctova, kyseliny
o-fosfore¢na a oxalova, homocystein nebo pyrogalol v kombinaci s kyselinou citronovou.
[42]

1.1.7 Ztraty vitaminu C

Kyselina askorbova je jednim z nejméné stalych vitaminl. Ke ztratim dochazi pti sklado-
vani, pfi povafeni, dlouhodobém zahtivani a pfi dalSich kulinarnich Upravach, protoze ky-
selina askorbova prechazi na kyselinu dehydroaskorbovou, ktera pomérné snadno otevira
laktonovy kruh, coz ma za nasledek ztratu biologické aktivity. Vitamin C v potravinach
je také citlivy na zmrazovani, suseni, soleni a pisobeni kysliku. Rozklad vitaminu

C urychluji i enzymy a stopy kovl z néfadi a nadobi. [1,7]
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Ke ztratam pfti skladovani, kulinarnim a primyslovém zpracovani dochazi nejcastéji tfemi
zpusoby: oxidaci, vyluhovanim vodou a zahfivanim. Nejvyznamnéjsi jsou ztraty vyluhem

a ztraty oxidaci. [9]

Ztraty askorbové kyseliny oxidaci vzdusnym kyslikem (autooxidaci) probihaji v pfitomnos-
ti 1 v nepfitomnosti iontd prechodnych kovii. Aktivni jsou hlavné ionty trojmocného zeleza
a dvojmocné médi. Reakce zavisi na hodnoté pH prostiedi. V kyselém prostfedi je pomala,
rychlejsi je v neutralnim a nejrychlejsi v alkalickém prostiedi. Rozsah ztrat oxidaci Ize sni-
zit omezenim kontaktu potraviny se vzduchem a snizenim mnoZzstvi pfitomného kysliku
(odvzdusnéni za snizeného tlaku, vyménou vzduchu za inertni atmosféru, kvasenim, atd.).
Celkové ztraty se pohybuji zpravidla mezi 20 az 80 %. [9,20]

Ztraty askorbové kyseliny vyluhem jsou obvyklé pti myti, blanSirovani (pfedvareni), vafeni
a konzervovani ovoce a zeleniny v pripadech, kdy se pfislusny vyluh déale nezpracovava.
K vyluhovani dochazi v disledku ptsobeni vody na potraviny. Ztraty jsou minimalni, po-
kud je potravina pfipravovana v co nejmensim mnozstvi vody. Vyluhovéani je tedy tim vét-
§1, ¢im vétsi mnozstvi vody je pouzito k ptipravé dané potraviny a ¢im je vEtsi styény po-
vrch potraviny s vodou. Povaha a rozsah ztrat zavisi také na pH, teploté, rozsahu kontami-
nace tézkymi kovy a pfivodu kysliku. Ztraty vyluhem jsou vyssi u listové zeleniny s vel-
kym povrchem nez u kotenové zeleniny. U listové zeleniny jsou ztraty vitaminu C Vv roz-

mezi 20-70 %, zatimco u kofenové zeleniny je rozmezi ztrat 25-50 %. [9,44]

Aby doslo k co nejmensim ztratdm, ovoce a zelenina by mély byt podavany, pokud mozno
v syrovém, nepos§kozeném stavu, co nejdiive po sklizni. Delsi skladovani ovoce a zeleniny
by mélo byt ve vzduchotésné nadobé a v chladu. Ptipravené st'avy by se nemély uchovavat

V lednici déle nez dva az tfi dny. [30]

Hlavnim zdrojem vitaminu C jsou u nas pii soucasné struktute spotiebované¢ho ovoce ci-
trusové plody, z ovoce mirného pasma jablka. Pfednosti ovoce je, Ze je konzumovéno pie-
devS§im v syrovém stavu a jen velmi mala ¢ast je tepelné upravovana. Vzhledem k sezon-
nosti je ¢ast Urody konzervovéana ve form¢ kompotli, dZzemt, mrazenych ovocnych dreni

nebo napoju. [44]

Ke znaénym ztratam vitaminu C v ovoci dochdzi pii nespravném skladovani. I po utrZeni
zustavaji plody Zivym organismem a i ve sklizeném ovoci probihaji nadale metabolické

procesy. Dochazi k disimilaci, béhem které se rozkladaji rizné organické latky vytvofené
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v pribéhu vegetacni doby. To se projevuje dychanim, ¢im vétsi je intenzita dychani, tim
vetsi jsou ztraty hmotnosti i vitaminu C. Skladovatelnost ovoce a vyse ztrat vitaminu
C zavisi na druhu, odriadé, jakosti skladovaného ovoce, stupni zralosti, mechanické odol-
nosti (pevnost pletiv, obsah kutikularnich vosk), manipulaci pfi sklizni, dopravé a prede-
vs$im na skladovacich podminkéach (teplota, vlhkost vzduchu, stalost prostiedi, tma),
z nichz zejména teplota skladu a obsah kysliku v atmosféfe skladu hraji rozhodujici roli
(dychani se zpomaluje s klesajici teplotou i s klesajicim obsahem kysliku v atmosféte skla-
du). Vhodnym vétranim ve skladovacich prostorach lze zamezit rozvoji plisni, hnilob
a dalSich mikroorganismii napadajicich ovoce. Nevhodné je rovnéz spole¢né skladovani

ovoce a zeleniny (napf. jablka zptsobuji rychlejsi kli¢ivost brambor). [44]

Pro skladovani ovoce péstovaného v naSich zemépisnych Sitkach je doporucovana teplota
vzduchu 0 — 4 °C a 90 — 95 % relativni vlhkost vzduchu. V tab. 4 jsou uvedeny doporucené

teploty pro skladovani vybranych druhti ovoce. [45]

Tab. 4. Doporucené teploty pro skladovani ovoce [45]

0-4°C 4-8°C >10 °C
jablka, hrusky, Svestky granatové jablko avokado
merunky, broskve melouny cukrové ananas
tiesné, visné karambola banany
jahody, hrozny grepy
rybiz, angrest citrony, limetky
maliny, ostruZiny, borlivky melouny vodni
pomerance, mandarinky mango, papaja
Kiwi

V enzymové aktivnich a hlavné v mechanicky poskozenych rostlinnych pletivech, napfi-
klad loupanim nebo krajenim, je oxidace katalyzovana pfedev§im enzymem askorbatoxida-
sou. V nékterych rostlinnych pletivech souvisi ztraty vitaminu s aktivitou peroxidas anebo
jinych enzymu. Askorbatoxidasa ptsobi na askorbovou kyselinu v pfitomnosti vzdusného
kysliku. Ztraty vitaminu enzymovou oxidaci v ovoci a zeleniné pfi zpracovani 1ze omezit

blansirovanim, které inaktivuje enzymy oxidujici askorbovou kyselinu. [9,20]
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Ke ztratam vitaminu C dochazi i v konzervovaném ovoci, napf. u kompoti dochazi k nej-
vetsim ztratam béhem jejich skladovani. Vyse téchto ztrat je zavisla na dob¢ a teploté skla-
dovani a pohybuje se v rozmezi 10 — 50 %. K obdobnému poklesu obsahu vitaminu C do-

chazi i u dzust a ovocnych napoju. [9,44]

U ovoce konzervovaného oxidem sifiitym jsou ztraty askorbové kyseliny béhem techno-
logického zpracovani nizsi, nebot” pfitomny oxid sificity redukuje peroxid vodiku vznikaji-
ci oxidaci askorbové kyseliny v pfitomnosti tézkych kovu. [9]

v

Nejstabilngjsi je vitamin C pifi zmrazovani a mrazirenském skladovani ovoce a zeleniny.
Pti teplotach -18 °C dochazi jen k minimalnim ztratdm, naopak ke znaénym ztratdm muze
dochazet pii rozmrazovani (30-50 %). U zmrazenych jahod dojde béhem 11 mésict ke

ztraté ve vysi 25 % pii skladovaci teploté -30 °C. [9]

Velmi Casto se pouziva Stdva z citronll do ¢aje. Ztraty vzniklé pii rizné Gprave napoju sle-

doval Hejda a jim zjisténé vysledky jsou uvedeny v tab. 5. [44]

Tab. 5. Ztraty vitaminu C v % p¥Fi pFipravé napoju v zavislosti na dobé jejich spotiebo-

vani [44]
% ztrat
Druh napoje Doba uchovani napoje v minutach
1 5 10 15 60
Horky ¢aj s citronovou §t’avou 3,34 |22,19 | 36,17 | 46,21 | 54,41
Horky ¢aj s citronovou §t'avou a cukrem 18,24 | 30,09 | 44,38 | 55,32 | 62,92
Horka voda s citronovou §t'avou 44,38 | 59,88 | 65,35 | 73,86 | 83,59
Studena voda s citronovou §t’avou 32,83 | 43,47 | 59,88 | 69,31 | 81,76
Studend ptevatrena voda s citronovou Stavou | 10,03 | 20,67 | 40,43 | 42,86 | 60,18
Studeny ¢aj s citronovou $t’avou 2,13 | 15,51 | 29,48 | 38,6 | 46,04

Nizké ztraty vitaminu C ve studeném a horkém caji s citronovu §t'avou lze vysvétlit ptizni-
vymi stabiliza¢nimi G¢inky tfislovin ¢aje. Na stabilité¢ vitaminu C se podili kromé tiislovin
1 kyselina citronova. Rozdil mezi ztratou vitaminu C v €aji a ve vod¢ Ize vysvétlit prave
pfitomnosti, respektive nepfitomnosti, tfislovin. Rozdil mezi vodou pfevaienou a vodou

z vodovodni sit¢ spocivd hlavné v rozdilném obsahu rozpuSténého trojmocného Zeleza
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a kysliku. Z vysledki uvedenych v tabulce vyplyva, ze obavy z destrukce vitaminu
C v horkém c¢aji (80 °C) jsou neopodstatnéné a pridavani citronové stavy do ¢aje je vhod-
né. Citronova st'ava by se meéla pridavat do Caje tésné pred konzumaci. Méné vhodné je ale

vkladani platku citronu do ¢aje, nebot’ nedochazi k dokonalému vyluhu vitaminu C. [44]
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2 METODY STANOVENI VITAMINU C

Metod na stanoveni obsahu vitaminu C a jeho forem je mnoho. Hledaji se i nové moznosti,
modifikuji se zndmé a ovéiuji pivodni metody. Problematika je slozitd, protoze neexistuji

specifické reakce, které by nebyly ovliviiovany interferujicimi a pravodnimi latkami. [46]

Metody stanoveni vitaminu C (kyseliny askorbové) lze rozdélit do nékolika skupin: titrac-
ni, spektrofotometrické (UV-VIS spektrofotometrie, fluorimetrie a chemiluminiscen¢ni
metody), elektrochemické (polarografie, coulometrie, voltametrie, amperometrie), enzyma-
tické a separac¢ni metody (zejména chromatografické — kapalinova a plynova chromatogra-

fie), které maji vyhodu hlavné ve vysoké citlivosti stanoveni. [47]

Pred vlastnim stanoveni kyseliny askorbové ve vzorku musi byt provedena jeji extrakce.
Protoze je kyselina askorbova dost nestabilni, podminky extrakce jsou velmi dilezité
pii vSech typech stanoveni. Kyselina askorbova se rozklada za zvysené teploty, pfitomnosti
kysliku a rozklad katalyzuji i1 pfitomné kovy. Kyselina askorbova se pfi extrakci stabilizuje
zajisténim nizkého pH, pfitomnosti komplexotvornych latek a redukujicich latek. Jako ex-
trakéni Cinidlo se pouziva napf. kyselina $tavelova, ktera v extraktu udrzuje nizké pH a ma
i slabé komplexotvorné vlastnosti. K omezeni vlivu ptfitomnych tézkych kovl se pouziva
chelatové c¢inidlo EDTA (Kkyselina ethylendiamintetraoctova) nebo se kyselina askorbova
extrahuje do organickych rozpoustédel. Z dal$ich extra¢nich roztokl a stabilizatort
je mozné pouzit ziedénou kyselinu chloristou, kyselinu fosfore¢nou za ptitomnosti EDTA
a sifi¢itan sodny. Pfitomnost vzdusného kysliku je mozné eliminovat probublavanim ex-

traktu dusikem a kratkym extrakénim casem. [48,49]

The Association of Official Analytical Chemistry (AOAC) doporucuje ke stanoveni kyseli-
ny askorbové pouziti oxidoredukéni titrace 2,6-dichlorfenolindofenolem (Tillmansova me-
toda) v raznych upravach. Nejpouzivangjsim oxidacnim cinidlem je redox barvivo 2,6-
dichlorfenolindofenol. V podstaté se vyuziva oxidace kyseliny askorbové na kyselinu de-
hydroaskorbovou, pricemz modie zbarveny 2,6—dichlorfenolindofenol ptechazi na bezbar-

vou leukobazi. Oxidimetrickou titraci kyseliny askorbové lze sledovat vizualné, fotomet-
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ricky, potenciometricky i polarograficky. Titra¢ni metoda je velmi rychla a vhodna ptede-
v§im ke sledovani ubytku kyseliny askorbové béhem technologického procesu. Podle né-

kterych autord je Tillmansova metoda za urcitych podminek nespecificka. [50,51]

Nejznaméjsi spektrofotometrické a kolorimetrické stanoveni vyuziva kondenzaci kyseliny
dehydroaskorbové s 2,4—dinitrofenylhydrazinem za vzniku nerozpustného kondenzacniho
produktu (oranzovocerveného osazonu), ktery se po odfiltrovani rozpusti v chloroformu
a méti se absorbance pii 250 nm. Kyselina askorbova se stanovi po Setrné oxidaci na kyse-
linu dehydroaskorbovou. Reakci narusuji latky s karbonylovymi skupinami, hlavné cukry.
[46,52]

Kineticko-spektrofotometrické stanoveni askorbové kyseliny je zalozeno na inhibi¢nim
vlivu askorbové kyseliny na reakci mezi bromi¢nanem a kyselinou chlorovodikovou. Pro-
dukty této reakce odbarvuji methyloranz, coz miize byt sledovano spektrofotometricky pii
vinové délce 510 nm. Askorbova kyselina prednostné reaguje s produkty reakce (brom,
chlor). [53]

Polarografickd metoda vyuziva ke stanoveni kyseliny askorbové elektrochemickou oxidaci
na rtutové kapkové elektrod€ a redukci vysoce fluoreskujiciho chinoxalinového derivatu,
ktery vznika kondenzaci kyseliny dehydroaskorbové a o-fenyldiaminu. Tuto metodu lze
pouzit ke stanoveni askorbové kyseliny ve vSech potravindiskych materialech. Polarogra-

fické stanoveni kyseliny askorbové je velmi citlivé a piesné. [46,54]

Voltametricka analyza pouZziva rizné druhy elektrod, pro stanoveni vitaminu C jsou pouZi-
vany uhlikové elektrody. Pournaghi-Azar pouzil tuto metodu k elektrokatalytické oxidaci
kyseliny askorbové v &erstvych ovocnych §tavach pomoci bicyklopentadienyl Fe"' karbo-
xylové kyseliny jako prostiednika. Timto zplsobem lze analyzovat kyselinu askorbovou
Vv siln€ viskdznich, barevnych a zakalenych roztocich. Ve 100 ml Cerstvych ovocnych §tav

bylo pouzitim voltametrické analyzy stanoveno 15 — 45 mg kyseliny askorbové. [50]

K amperometrickému stanoveni vitaminu C pouzili Strohl a Curran sitovou sklenénou

uhlikovou elektrodu jako amperometricky pratokovy detektor. Amperometrickd flow
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injection analyza vyuziva imobilizované reaktory enzymu monoaminooxiddzy nebo foto-
chemickou redukci methylenovou modii. Pouzitim fotochemické redukce methylenovou

modii 1ze dosahnout stanoveni vitaminu C v rozsahu 5-90 pg.ml™. [55]

Fluorimetrickd analyza je jednoducha, citliva a rychld metoda pro stanoveni kyseliny
askorbové v ovoci i zelening. Jednou ze standardnich fluorimetrickych metod je metoda
zalozena na kondenzaéni reakci kyseliny askorbové s o-fenylendiaminem za vzniku fluo-
rescencniho produktu. Intenzita flourescence se méti pii vinovych délkach 360 a 430 nm.
K fluorimetrickému stanoveni se také vyuziva oxidace kyseliny askorbové aktivnim uhlim
nebo zfedénym roztokem jodu. U kazdého fluorimetrického stanoveni je nutné sledovat

hodnotu pH, nebot’ intenzita fluorescence vétsiny latek je zavisla na pH roztoku. [50,56,57]

K enzymatickému stanoveni kyseliny askorbové se pouziva enzym peroxidaza z kienu
(HRP). Toto stanoveni je zaloZeno na akci kyseliny askorbové jako druhého substratu
S peroxidazami v reakcich o-dianisidinu a 3,3°,5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) oxidaci
s peroxidem vodiku. Rozsah reakce je méfen spektrofotometricky. Postup s pouzitim pero-
xidazy z kienu byl pouzit pro stanoveni kyseliny askorbové v ovocnych §tavach, mléku,
zakysanych mléénych vyrobcich a v kojenecké vyzivé. Uvadi se, Ze enzymatickd metoda

stanoveni je specificka, citliva, jednoducha a rychla. [58]

Jednou z nejrozsitengjSich fyzikalné-chemickych separacnich metod je chromatografie,
umoznujici G¢innou separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek
sledovaného vzorku. Nejbéznéjsi metodou pro stanoveni kyseliny askorbové a dehyd-
roaskorbové je metoda HPLC. Pfi stanoveni je vyuzivano raznych typi kolon, detektorti
a ruznych extrakénich technik pro ptipravu vzorku. K dalsim chromatografickym metodam

stanoveni vitaminu C patii i plynova chromatografie. [47]

2.1 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Objev kapalinové chromatografie je ptipisovan M. S. Cvetovi, ktery v roce 1903 v uspota-

dani kapalina-sorbent prvni rozd¢lil na sloupci sorbentu listova barviva. V klasickém pro-
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vedeni (kolony délky az 0,5 m, vnitfni primér kolem 10 mm, priimér ¢astic stacionarni
faze 0,05 az 1 mm) se pouzivala do poloviny Sedesatych let. Tento proces déleni byl velmi
pomaly, protoze prutok mobilni faze byl zajiStén pouze gravita¢ni silou a nebyly dostupné
dostatecné Gc¢inné sorbenty. I piesto se klasicka kapalinova chromatografie stale pouziva
pro separace jednoduchych smési, napt. k odd¢€leni rusicich slozek pied spektrofotometric-
kym stanovenim. Pro separaci komplikovanych smési latek je tato metoda prakticky nepo-
uzitelnd. K témto ucelim v soucasné dobé slouzi vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High-performance liquid chromatography, HPLC). [59,60]

Na poc¢atku 70. let minulého stoleti doslo k prudkému rozvoji HPLC technologie. Vysoké
ucinnosti a rychlosti se dosahuje pouzitim kolon plnénych naplnémi s velmi jemnymi ¢as-
ticemi o velikosti 3 az 15 pm a pomérné velkych pritokd mobilni faze, coz vSak vyzaduje
pouziti vysokotlakych ¢erpadel a takové konstrukce celého pfistroje, ktera odolava tlakiim
do 30 az 60 MPa. Prutok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem (jednotky az desitky
MPa), a proto také byva tato metoda nékdy oznacovana jako vysokotlaka kapalinova chro-
matografie. Davkuji se mala mnozstvi vzorku (fadové pl). K detekci je nutné pouziti citli-
vych detektord, které umoziuji kontinudlni monitorovani latek na vystupu z kolony. Signal

detektoru se zpracovava pocitaéem. [59,61]

Vysokoucinna kapalinova chromatografie existuje jako tzv. ,,normalni* a ,,reverzni“ faze.
U normalnich fazi jsou funkéni skupiny stacionarni faze polarni, mobilni fazi byva nepo-
larni rozpoustédlo (pentan, hexan). Chromatografie na tzv. systémech s obracenymi fazemi
(RP, reversed-phase, asi v 80 % vsech aplikaci HPLC) pouziva chemicky vazanou nepolar-
ni stacionarni fazi. [62]

Mezi vyhody HPLC patii Siroky rozsah pouzitelnosti. Umoznuje analyzovat ionty, latky
polarni i nepolarni, mélo tékave, tepelné nestabilni 1 vysokomolekularni (asi 80 % veske-
rych znamych latek lze analyzovat touto metodou). Dalsi ptednosti HPLC je moznost
ovlivnéni separace nejen volbou staciondrni faze, ale i zménami sloZzeni mobilni faze, pro-
toze kapalna mobilni fdze neni pouze internim nosi¢em vzork, ale podili se pfimo na in-

terakcich rozpusténych latek se stacionarni fazi. Nevyhodou ve srovnani s plynovou chro-

vvvvvv
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V HPLC je nejdiilezitéjsi piesnost analyzy, ktera zavisi na kvalité kontrol instrumentalnich
a separacnich podminek. Pfesnost a spravnost metody je zalozena na kalibraci systému

standardy o znamém slozeni. [63]

2.1.1 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromtograf (obr. 4) se sklada z ¢asti, které zabezpecuji transport mobilni faze,
davkovani vzorku, separaci latek a jejich detekci. Mobilni faze je pfivadéna ze zasobniku
do vysokotlakého Cerpadla, které ji pies davkovaci zatizeni vzorku dopravuje do kolony.
V koloné dochéazi k oddélovani jednotlivych slozek. Na vystupu z kolony je pfipojen
detektor, jehoz signdl je zaznamendvan a zpracovavdn ve vyhodnocovacim zafizeni

(potitaci). [63,64]

ODPLYNOVAC I{l:D,_
KOLONA
A 4 k§ POCITAC
DAVKOVAGC
A -
A 4

ZASOBNIK

MOBILNi ¢ U il

FAZE VZOREK

GCERPADLO DETEKTOR

ODPAD

Obr. 4. Schéma kapalinového chromatografu [65]

Odplyiiovaé

Mobilni faze se odplyiuje piedevsim proto, aby po uvolnéni tlaku na vystupu chromato-
grafické kolony nebo i v koloné¢ nedochazelo k uvolnéni bublinek rozpusténych plynt.
Uvadi se, ze 70 % problémt, které se vyskytuji v chromatografickém systému, souvisi
s mobilni f4zi, odplynéni mobilni faze je tedy jeden z nejucinnéjSich zplisobl eliminace.
K odplynéni mobilni faze je vyuzivan ultrazvuk, probublavani heliem, vakuové odplynéni

a ohfev. Tyto metody mohou byt pouzity samostatné nebo v kombinaci. [66]
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Vysokotlaka cerpadla (pumpy)

Moderni instrumentace umozinuje pracovat s tlaky az 60 MPa. Hlavnim pozadavkem na
funkci Cerpadla je, aby davkovani bylo plynulé, bez pulst, které by mohly zptisobit vykyvy
v detektoru. Cerpadla musi také zaru¢it konstantni pritok, ktery se pohybuje vétsinou
v rozmezi 0,5 - 1,2 ml.min™. Zaroveti je tieba, aby konstruk&ni material byl chemicky
odolny proti korozivnim ucinkiim 1 pii pouziti pomérné agresivnich mobilnich fazi (jako
jsou silné€ kyselé a bazické roztoky, organicka rozpoustédla). Materidlem pro vyrobu Cerpa-
del je nejcastéji nerezova ocel, safir, titan a keramika. [61,67]
V kapalinové chromatografii se vyuziva dvou principt cerpani mobilnich fazi:

e izokraticky, kdy je za stdlého pritoku Cerpdna jedna mobilni fidze (jednoslozkova

nebo viceslozkova, ktera je ptredem smichand)
e gradientovy, kdy v pribéhu jedné analyzy l1ze ménit sloZeni i1 pritok mobilni faze.

[67]

Davkovaci zaiizeni

Ucinnost chromatografického procesu je do jisté miry zavisla 1 na davkovani vzorku.
V soucasnosti se pouzivaji manualni smyckové davkovace na principu pfepinacich ventilt

nebo automatické davkovace rtizné konstrukce. [66]

Davkovaci vysokotlaké ventily umoznuji davkovat i pii tlaku 60 az 80 MPa a to jednak
pouze konstantni objem vnitiniho prostoru ventilu nebo pii zarazeni davkovaci smycky
objem smycky. Typickym manualnim davkovacem je Sesticestny ventil se smyckou. Ko-
mercné dostupné davkovace maji rizné objemy davkovacich smycek od 0,2 ul do 2 000 pl.

Davkovaci ventily mohou byt elektricky nebo pneumaticky ovladané. [66,68]

Automatické davkovace (autosamplery) jsou spojené se zdsobnikem vzorku, ve kterém
jsou umistény mikronadobky (vialky) uzaviené pryZzovym septem nebo perforovanou zat-

kou z polypropylenu. Autosamplery umoziuji vstfikovani série vzork v prabéhu casové

periody. [66]

Kolona

Vhodn¢ zvolena kolona ma ve vysokoué¢inné kapalinové chromatografii rozhodujici vy-

znam, protoze vysledek chromatografické analyzy je dan piedevSim kvalitou kolony
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a jeji naplni. Ucinnost kolon zé&visi nejen na kvalité pouzité¢ho sorbentu, ale i na délce, tva-

ru a vnitfnim povrchu kolony. [61]

Pro analytické aplikace se prevazné pouzivaji kolony plnéné poérovitymi naplnémi o veli-
kosti ¢astic 3 - 10 um o délce 5 - 30 cm a vnitinim pramérem 3 - 5 mm. Uéinnost separace,
doba analyzy a pracovni tlak se zvySuji s rostouci délkou kolony a naopak klesaji
s rostoucim prumeérem ¢astic naplné. Pti préaci s kolonami o priméru mensim nez 2 mm
se jednd o tzv. mikrokolonovou kapalinovou chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné sni-

zeni spotieby mobilni faze i vzorku a zvySeni citlivosti detekce. [62]

Kolony pro HPLC jsou z materialu, ktery musi odolavat relativné vysokym pracovnim tla-
kiim a zaroven chemickému pusobeni mobilnich fazi a separovanych slozek. Materidlem
chromatografickych kolon je vétSinou antikorozivni ocel nebo specialné tvrzené borosilika-
tové sklo, 1ze pouzit i kombinaci obou materiali. Materidly pro plnéni kolon mohou byt
zalozeny na organické nebo anorganické matrici (silikagel, oxid hlinity, oxid zirkonicity,
oxid titaniCity, porovité sklo), na niz mohou byt chemicky vazdny nebo zakotveny rizné

stacionarni faze. Charakter stacionarni faze zavisi na chromatografickém systému. [60,62]

Nejpouzivangjsi typ kolon je Cig, kde jsou molekuly octadecylsilanu vazany na ¢asticich

silikagelu. [62]

Detektory

Ukolem detektort je zaznamenat rozdil mezi prichodem &isté mobilni faze a mobilni faze
obsahujici eluovanou slozku. K detekci separovanych latek se zpravidla vyuZziva jejich

vlastnosti, kterymi se tyto latky 1isi od mobilni faze. [61]
Obecné pozadavky na detektory v HPLC:
e odezva detektoru musi byt okamzita a linearni v co nejSirSim rozmezi koncentraci
e vysoka citlivost a nizkd troven Sumu
e mala citlivost ke zménam pruatoku, tlaku a teploty
e minimalni mimokolonovy ptispévek k rozsitovani elu¢nich zoén

e moznost pouzit gradientovou eluci. [69]
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K detekci se vyuziva analyticka vlastnost systému, ktera je ve zndmém a reprodukovatel-
ném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho se rozlisuji detektory bud’ univerzalni (mé&ii
vlastnost systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost, relativni permitivitu) nebo
selektivni (méfi absorbanci pii urcité vinové délce, elektrolyticky proud pii urcitém poten-
cidlu). Selektivni detekce je obvykle citlivejsi a vhodnéjsi pti analyze komplikovanych

matric.[69]

Mezi bézné pouzivané detektory v HPLC patii fotometrické, fluorimetrické, elektroche-

mické, hmotnostni a refraktometrické.

Nejcastéji pouzivané jsou fotometrické detektory (UV/VIS), nebot” jsou pomérné jednodu-
ché, provozné spolehlivé, 1ze jimi detekovat velky pocet latek a jsou kompatibilni s gradi-
entovou eluci. Zakladnim pozadavkem je nizka absorbance mobilni faze pfi pouzité vinové
délce detekce. Fotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm, v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Detektory pracuji
bud’ s fixni vlnovou délkou (nejcastéji 254 nm), s moznosti vybéru nékolika vinovych dé-
lek (DAD — detektor diodového pole), nebo jsou opatieny monochromatorem a pracuji na
principu spektrofotometru v rozsahu 190 - 400 nm. Svétlo zdroje prochazi prutokovou ce-
lou, intenzita proslého paprsku je méfena fotondsobi¢em a kontinudlné se snima signal

eluovanych slozek. [59,62]

Detektor diodového pole (DAD) umoziuje ziskat spektralni data latek v prubéhu celé ana-
lyzy. Prutokovou celou prochazi polychromatické svétlo, transmitované zateni je spektral-
né rozkladano holografickou mtizkou, takze na kaZdou z miniaturnich fotodiod umisténych
na desticce o délce cca 1 cm dopada zafivy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorbci
v pritokové cele detektoru. Pouziti DAD je podminéno softwarovym zdzemim, které
umoziuje napt. pribézné hodnoceni tzv. ,Cistoty pikd®, identifikaci neznamych slozek
pomoci spektralni knihovny, rychlé stanoveni adsorpéniho maxima latky, kvantifikaci pikt

s odlisnymi spektralnimi vlastnostmi v jedné analyze apod. [62]

Planchon a kol. pouzili metodu HPLC s UV-VIS detekci pro stanoveni kyseliny askorbové
v 10 druzich jablek. Kyselina askorbova byla extrahovana v 0,01 M kyseliné¢ metafosforec-

né. Mobilni fazi byl 0,01 M octan amonny o pH 3,5, pritok mobilni faze byl 0,7 ml/min.
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K analyze byla pouzita kolona Nucleosil 100 C18. Detekce byla provadéna pii 248 nm.
Vysledky stanoveni ukézaly, ze obsah kyseliny askorbové v jablkach je velmi proménlivy
a zavisi napf. na zralosti, barv¢ jablka, na pozici jablka na strom¢, aj. Obsah kyseliny

askorbové byl stanoven v rozmezi 2,9 - 20 mg.100 g™. [70]

Pro stanoveni kyseliny askorbové v nealkoholickych napojich pouzili Rodriguez-Bernaldo
de Quiros a kol. jednoduchou a rychlou metodu HPLC s UV-VIS detekci. Navrzena meto-
da je zalozena na pouziti nové stacionarni fazi Teknokroma, TR-010065 Mediterrana
seal8. Mobilni fazi byl 0,1 % roztok kyseliny mravenc¢i ve vodé¢, prutok mobilni faze byl
0,8 ml/min, UV detekce byla provedena pii vinové délce 245 nm. Pfi této metod¢ byly ana-
lyzované vzorky nealkoholickych napoju vstiikovany piimo bez ptedchozi upravy. Metoda
méa vysokou citlivost s limitem detekce 0,01 mg.I"". Celkova doba analyzy nepiesahla
6 minut. Rozsah koncentraci kyseliny askorbové, ve kterém bylo méfeno byl 6,6 — 840
mg.I"". V pomeranéovych napojich byl stanoven obsah kyseliny askorbové v rozmezi 6,6

mg.I" - 739 mg.I™. [71]

Spanéliti védci provedli stanoveni vitaminu C v rajéatech, jahodach a jablkach pomoci
metody HPLC s UV detekei. Extrakce vzorkia byla provedena pomoci 4,5 % kyseliny meta-
fosfore¢né. K analyze byla pouzita kolona C18 s redukénim ¢inidlem 1,4-dithiotreitol. Slo-
Zeni mobilni faze bylo: 10 mM fosfatového pufru, dihydrogenfosfore¢nan draselny (pH
3,5) a acetonitril. Detekce probihala pti vinové délce 245 nm. Bylo zjisténo, ze obsah vita-
minu C klesa v nasledujicim potadi: jahody (63,4 mg.100 g'l), rajcata (28,6 mg.100 g'l),
ajablka (5,1 mg.100 g). [72]

Fontannaz a kol. stanovovali celkovy vitamin C (kyselinu askorbovou i kyselinu dehyd-
roaskorbovou) v pomeran¢ovém dzusu a kompotech pomoci HPLC s UV detekci. Mobilni
faze byla ptipravena z acetonitrilu, decylaminu a octanu sodného (0,25 M) o pH 5,4.
K analyze byla pouzita kolona LiChrospher RP-18. UV detekce byla provedena pii 265
nm. Po provedeni analyzy bylo zjisténo, ze vétsi obsah vitaminu C ma pomerancovy dzus

(1,7 mg.100 g™*) neZ jable¢ny a meruiikovy kompot (0,5 mg.100 g™). [73]

Hernandez a kol. stanovovali metodou HPLC/UV obsah vitaminu C v tropickém ovoci
(banan, papéja, mango, ananas a pomeranc¢). Extrakéni smés byla sloZena z 3 % kyseliny
metafosforeéné, 8 % kyseliny octové a 0,1 % kyseliny $tavelové. Mobilni fazi byla smés

0,2 % kyseliny fosfore¢né a destilované vody. K analyze byla pouzita kolona Shodex
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RSpak KC-811. Stanoveni bylo provedeno pii vlnové délce 245 nm. Metodou HPLC/UV
bylo zjisténo, Ze obsah vitaminu C je v nasledujicim potadi: pomerané¢, papaja, mango,

banan a ananas. [74]

Gundogdu a kol. pouzili metodu HPLC s fluorimetrickou detekci ke stanoveni kyseliny
askorbové v bilych, Cervenych a Cernych morusSich. Extrakce probéhla s 6 % kyselinou
metafosfore¢nou. K analyze byla pouzita kolona Luna C18. Mobilni fazi byl 25 mM dihyd-
rogenfosfore¢nan draselny, jehoz pH bylo upraveno na pH 2,2. Kyselina askorbova byla
detekovana pti vlnové délce 254 nm. Analyzou bylo zjisténo, ze nejvice kyseliny askorbo-
vé obsahuji bilé moruse (24,422 mg.100 g'l), dale ¢ervené moruse (16,166 mg.100 g'l)
a nejmensi mnozstvi kyseliny askorbové bylo naméfeno v ¢ernych morusich (11,302

mg.100 g%). [75]

Burini pouzil pro stanoveni celkového vitaminu C v riznych potravinach metodu HPLC
s fluorimetrickou detekci. Vzorky potravin (grepovy a pomerancovy dzus, kiwi, jablka,
rajcata, salat, hrasek, pasterované a UHT mléko) byly extrahovany v kyseliné metafosfo-
recné. Nejprve bylo nutné provést oxidaci kyseliny askorbové na dehydroaskorbovou po-
moci peroxylovych radikald. Nasledné¢ kyselina dehydroaskorbova kondenzovala
s benzenem-1,2-diaminem a vznikly fluorescen¢ni chinoxalinové derivaty, které byly oddé-
leny na koloné C18. SloZeni mobilni faze bylo 80 mM fostatového pufru a methanolu pii
pH 7.8. Fluorimetricka detekce byla provedena pii dvou vlnovych délkach - 355 nm a 425
nm. Nejvyssi obsah vitaminu C byl zjistén u kiwi (86,8 — 89,6 mg.100 g), nejméné vita-
minu C obsahovalo UHT mléko (1,11 — 1,19 mg.100 g). [54]

Iwase a Ono stanovovali kyselinu askorbovou v dzusech metodou HPLC s elektrochemic-
kou detekci. Jako vhodna mobilni faze byla zvolena kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA) a fosforec¢nan draselny (pH = 3). K analyze byla pouzita kolona Inertsil ODS-3
v reverzni fazi. Signél byl sniman elektrochemickym detektorem (ECD) s potencidlem 400
mV. Tato metoda stanoveni byla jednoducha a rychla, trvala asi 8 minut. Bylo zjisténo, ze
nejvyssi obsah kyseliny askorbové je ptfitomen v pomerancovém a jablecném dZusu.
[76,77]

Gayosso-Garcia Sancho a kol. provedli stanoveni vitaminu C v papdji ve ctyifech fazich
zralosti pomoci metody HPLC/MS. Byla provedena extrakce ve smési 0,1 M kyseliny cit-
ronové a 0,05 % EDTA. Mobilni faze byla sloZzena z 5 mM cetrimidu, 50 mM dihydrogen-

fosfore¢nanudraselného a methanolu. K chromatografické analyze byla pouzita kolona C30
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o rozmérech 4,6 x 150 mm se sorbentem 3 um. Kyselina askorbova byla detekovana pfi
vlnové délce 254 nm a kyselina dehydroaskorbova pfi 261 nm. Z vysledkii analyzy vyply-
va, ze s veétSim stupném zralosti se obsah vitaminu C zvySuje. Nejveétsi mnozstvi vitaminu
C bylo namé&feno ve 4. stupni zralosti (58,6 mg.100 g*) a nejmén& bylo naméfeno v prvnim
stupni zralosti (25,1 mg.100 g™). [78]

Vitamin C miize byt také stanoven pomoci plynové chromatografie. Tato metoda je zalo-
zena na stanoveni kyseliny dehydroaskorbové po redukci sirovodikem. Redukce probiha

po pievedeni kyseliny askorbové na trimethylsilylderivat. [50]

Silva pouzil plynovou chromatografii ke stanoveni obsahu celkového vitaminu C v pome-
ranové $tave. Vzorky byly derivatizovany s trimethylsilylem. Ke stanoveni byla pouzita
kolona Chrompack CP-Sil-5. Limit detekce byl stanoven na 4 mg.100 ml™, odezva deteké-
niho systému byla linearni i pii koncentraci 200 mg.100 ml™. Plynova chromatografie je
velmi pfesnou metodou, je ale nutné zamezeni oxidace kyseliny askorbové vzduchem, pti
oxidaci vzduchem totiz dochazi k velkym ztratam kyseliny askorbové a ke zkresleni vy-

sledkd. [79]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu kyseliny askorbové (vitaminu C) ve vybra-

ném ovoci V prubéhu skladovani pomoci chromatografické metody HPLC/UV.

1. Formou literarni reSerSe popsat vitamin C, charakterizovat jeho vlastnosti, pfinos
a pusobeni v organismu, zdroje a ztraty v potravinach. Dale popsat analytické metody béz-
né pouzivané pro stanoveni tohoto vitaminu, se zaméfenim na chromatografickou metodu

HPLC/UV.

2. Pro stanoveni kyseliny askorbové provést optimalizaci izolacniho a analytického postu-
pu pomoci metody HPLC/UV a stanovit obsah kyseliny askorbové u vybranych druhti ovo-
ce — ve §tave z citronu, pomerance, mandarinky, Kiwi, jablka Gloster, Golden Delicious
a Gala, grepu bilého a Cerveného, limety, pomela, hrusky, jahod. Nasledné zjistit ztraty

kyseliny askorbové v pribéhu skladovani.
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4 MATERIAL A PRISTROJE

4.1 Vzorky ovoce

V diplomové praci bylo analyzovano 13 druhd ovoce. Vzorky ovoce byly zakoupeny v ob-

chodni siti Kaufland, Billa a Hypernova.

Citrony - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé ptvodu: Spanélsko

(doba skladovani: 28 dnti)

e Citrony na §tavu- zakoupeny v Bille Zlin, zemé ptivodu: Spanélsko

e Pomerance — zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé ptivodu: Spané&lsko
(doba skladovani: 37 dn1)

e Pomerance na §t'avu- zakoupeny v Bille Zlin, zemé pavodu: Spanélsko

e Mandarinky - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé& ptivodu: Spanélsko
(doba skladovani: 19 dnti)

e Kiwi - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé puvodu: Italie
(doba skladovani: 15 dntl)

e Grepy bilé - zakoupeny v Hypernové Hodonin, zemé piivodu: Spanélsko
(doba skladovani: 28 dnt1)

e Grepy &ervené - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé& ptivodu: Spanélsko
(doba skladovani: 28 dnt1)

e Jablka Gloster - zakoupena v Kauflandu Hodonin, zemé& ptivodu: Polsko
(doba skladovani: 24 dnt1)

e Jablka Golden Delicious - zakoupena v Bille Zlin, zemé& ptivodu: CR
(doba skladovani: 24 dnt1)

e Jablka Gala — zakoupena v Bille Zlin, zemé ptvodu: SR

(doba skladovani: 24 dni)
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Limety - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zem¢ pivodu: Mexiko

(doba skladovani: 24 dnti)

e Pomela - zakoupena v Hypernové Hodonin, zemé pivodu: Cina
(doba skladovani: 24 dnti)

e Hrusky — zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zem¢& ptivodu: Holandsko
(doba skladovani: 24 dnt)

e Jahody - zakoupeny v Kauflandu Hodonin, zemé puvodu: Maroko

(doba skladovani: 10 dnti)

4.2 Pouzité chemikalie

Methanol pro HPLC (Sigma — Aldrich, Francie)

Kyselina fosforecna (85%, P. Lukes, Uhersky Brod)

Standard kyseliny askorbové (Fluka — Chemika, Svycarsko)

Redestilovana voda

4.3 Pouzité pomiicky a pristroje

e Analytické vahy (AFA 210 LC, CR)

e B¢&zné laboratorni sklo a pomucky

e Mikrofiltry 0,45 um (LUT Syringe Filters Nylon, UK)
e Filtracni papir (FILTRAK No0.390, ¢ 15 cm)

e Lednice (Liebherr, Némecko)

¢ Hlinikova folie

Specidlni laboratorni vybaveni
e Aparatura pro HPLC/UV/VIS (DIONEX — Ultimate 3000, USA)
- bindrni pumpy SD pump
- termostat kolon TCC-3000 SD
- davkovaci ventil Autosampler WPS-3000 SL
- kolona SUPELCOSIL — LC8 (15 cm x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)
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- detektor DAD - 3000 (RS)

- PC s vyhodnocovacim programem HyStar Post Processing (USA)
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5 METODIKA STANOVENI KYSELINY ASKORBOVE METODOU
HPLC/UV

Pro ptesné stanoveni obsahu kyseliny askorbové ve vzorcich ovoce je nutné optimalizovat
postup izolace kyseliny askorbové a také stanovit vhodné podminky pro jeji méteni pomoci

metody HPLC/UV.

5.1 Skladovani vzorku ovoce

2 vzorky od kazdého druhu ovoce (13 druhil) byly po celou dobu stanoveni skladovéany
v chladnu (lednice) pii teploté 4 — 10 °C, bez piistupu svétla. Stavy v objemu 50 ml
ze dvou druhli ovoce v uzaviené a oteviené sklenéné nadobé byly skladovany bez ptistupu

svétla v lednici pii teploté 4 — 10 °C.

5.2 Optimalizace a postup izolace kyseliny askorbové

Pro optimalizaci izolace kyseliny askorbové se zjistovalo vhodné slozeni a mnozstvi ex-
trak¢nich ¢inidel. Pfi zjiStovani optimalniho postupu jsme vychdzeli z ptedchozich diplo-
movych praci. Vzorky jsme extrahovali v redestilované vod¢, v methanolu
a v mobilni fazi (CH30H : H,0 : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5) po dobu 5 minut, nasledné
u nich byla provedena analyza. Na zéklad¢ vysledkil stanoveni jsme zjistili, Ze pro analyzu
je nejvhodnéjsi extrakce se smési mobilni faze (CH3OH : H,0O : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 :
0,5) po dobu 5 minut. Pfi pouziti redestilované vody a ¢istého methanolu jako rozpoustédla
dochézelo ke $tépeni piki a nebylo moZné vyhodnotit ziskané vysledky.

Vzhledem k tomu, ze k méfeni bylo pouzito vice druhli ovoce o rtizném obsahu kyseliny
askorbové, bylo stanoveni provedeno v koncentrované a rizné nafedéné stave. Analyzou
bylo zjisténo, Ze vhodné&jsi je pouziti koncentrovanych §t'av u vSech vzorkl ovoce.

Ze zkoumaného ovoce (od kazdého druhu 2 kusy) byla pro kazdou analyzu ziskana $tava
v mnozstvi asi 1 ml, ze které bylo na analytickych vahach (4 desetinna mista) odvazeno 0,5
g vzorku. V citronu a pomeranéi (od kazdého 2 kusy) bylo navic provedeno stanoveni ky-
seliny askorbové Vv prubéhu skladovani v ovocné stavé v mnozstvi 50 ml, ze které bylo pro

kazdou analyzu na analytickych vahach odvazeno 0,5 g vzorku. Takto pfedem ziskané §t'a-
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vy byly po celou dobu stanoveni uskladnény v lednici jak v oteviené nadobé, tak
I vV uzaviené nadobé. Jednotlivé vzorky byly doplnény do 25 ml mobilni fazi (CH30H :
H.0 : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5) a po diikladném promichani byla provedena extrakce.
Aby se zabranilo moznym ztratam kyseliny askorbové, probihala extrakce za neptitomnosti
denniho svétla - sklo obalené hlinikovou fo6lii a uchovavané v temnu po dobu extrakce
5 minut. Ziskany extrakt byl poté prefiltrovan pies papirovy filtr a nasledné pres mikrofiltr
0 velikosti pori 0,45 um. Timto postupem byly pfipraveny vSechny vzorky, které byly pou-
zity k analyze HPLC.

5.3 Optimalizace a postup stanoveni kyseliny askorbové metodou

HPLC/UV

Pro optimalizaci stanoveni kyseliny askorbové ze vzorkii ovoce byly prozkouSeny rizné
podminky stanoveni. Jako nejvhodnéj$i mobilni faze byla vybrana smés (CH3OH : H,0 :
H3PO,4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5). Separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL - LC8 (15 cm
X 4,6 mm, 5 um). Do HPLC byl davkovan alikvotni podil 20 pl. Eluce byla provedena izo-
kraticky pfi teploté kolony 30 °C a pritoku mobilni faze 0,8 ml.min™. Detekce kyseliny
askorbové byla provadéna pomoci UV detektoru pii vinové délce 254 nm. Analyza kazdé-
ho vzorku trvala 10 minut, kyselina askorbova byla detekovana v 2,13 — 2,42 min. K vy-
hodnoceni vysledkti byl pouzit chromatograficky software pro PC — HyStar Post Proces-
sing.

Kviili dostate¢né presnosti stanoveni byl kazdy vzorek i jednotlivé koncentrace kalibracni

kiivky proméfeny Ctytikrat.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro stanoveni kyseliny askorbové z rtiznych druhti ovoce (citron, pomeran¢, mandarinka,
kiwi, jablko Gloster, Golden Delicious a Gala, grep bily a ¢erveny, limeta, pomelo, hruska,
jahody) byl pouzit postup izolace kyseliny askorbové, ktery je uveden v kapitole 5.2 a sta-
noveni technikou HPLC/UV uvedeno v kapitole 5.3.

6.1 Kalibra¢ni kiivka stanoveni standardu Kkyseliny askorbové metodou

HPLC/UV

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit standard kyseliny askorbové. S piesnosti na
4 desetinna mista byl navazen a piipraven zasobni roztok o koncentraci kyseliny askorbové
10 pg.ml™. Ze zasobniho roztoku kyseliny askorbové byly pipraveny dalim fedénim smé-
si mobilni faze (CH30OH : H,0 : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5) kalibra¢ni roztoky o kon-
centraci 7; 6; 5; 4; 3; 2; 1; 0,1; 0,05; 0,025; 0,01 ug.ml™. M&feni kalibra¢ni fady standardu
pro 11 rizné koncentrovanych roztokd bylo provedeno postupem popsanym v kapitole 5.3.
Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy piku (mAU.s) na koncentraci kyse-
liny askorbové (ug.ml™). Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce (tab. 6) a v grafu kalib-
raéni kiivky (obr. 5).

Sestrojend kalibrac¢ni kiivka ma rovnici regrese: y = 11 545 . x + 57,931
kde: 'y ... plocha piku [mAU.S]
X ... obsah kyseliny askorbové [ug.ml™].

Korela¢ni koeficient zavislosti plochy piku na obsahu kyseliny askorbové: R = 0,9999.

Chromatogramy pro vybrané koncentrace standardu kyseliny askorbové jsou uvedeny

v piiloze (P I-11).
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Tab. 6. Primeérné plochy piku standardu kyseliny askorbové

Koncentrace kyseliny Primérna plocha S
askorbové [pg.ml™] piku [mAU.s]

0,01 67,11 1,7

0,025 246,81 1,5

0,05 657,22 2,8

0,1 1036,33 3,5

1 11530,74 0,3

2 23064,73 3,2

3 35247,13 6,5

4 46467,81 3,7

5 58324,40 0,4

6 68691,47 3,8

7 80700,89 8,8

Plocha piku [mAU.s]

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

1 2 3 4 5
Obsah kys. askorbové [ug/ml]

Obr. 5. Kalibracni krivka kyseliny askorbové
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6.2 Stanoveni kyseliny askorbové v jednotlivych druzich ovoce

Ve ttinacti druzich ovoce (17 vzorkl) bylo provedeno stanoveni kyseliny askorbové meto-

dou HPLC/UV postupem uvedenym v kapitole 5.2 a 5.3.

U kazdého druhu ovoce (citron, pomeran¢, mandarinka, limeta, jablko Gloster, Golden
Delicious a Gala, grep bily a ¢erveny, Kiwi, pomelo, hruska, jahody) bylo provedeno stano-
veni kyseliny askorbové ihned po zakoupeni, poté bylo ovoce skladovano v lednici
a v predem stanovenych intervalech (dvakrat za tyden) bylo provedeno op€tovné stanoveni

kyseliny askorbové az do konce trvanlivosti jednotlivych druhti ovoce.

U predem ziskanych $tav bylo provedeno opétovné stanoveni kyseliny askorbové denné

az do konce trvanlivosti jednotlivych stav.

Metodou HPLC/UV zjisténé plochy pikid kyseliny askorbové v ovoci - §tavé byly dosazeny
do regresni rovnice kalibracni ptimky, ze které byly vypocteny jednotlivé koncentrace ky-

seliny askorbové v prvnim dnu méfeni (Cerstvy vzorek) a ve skladovanych vzorcich ovoce.

Zjistdné hodnoty obsahu kyseliny askorbové byly prepoéteny na mg.100 g™ stavy.

6.2.1 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v citronu

Nami analyzované vzorky citronu byly uskladnény 28 dnd, v pribéhu kterych byl opakova-
né stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dob¢ (28 dni skladovani)

ukonéeno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorku citronu.

V tabulce 7 jsou uvedena zjisténd mnoZstvi kyseliny askorbové v citronu — §tave
J ] y y

V Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z citronu

a ve vzorku skladovaném 28 dni (posledni den skladovani) jsou uvedeny v ptiloze (P IlI).

Obsah kyseliny askorbové v citronu dle literarnich zdroja [9], [38] a [40] byl v rozmezi 30
—64 mg.100 g™ v jedlém podilu. Nasim méfenim bylo zjisténo, Ze ve §tavé z citronu 1. den
méfeni (Cerstvy vzorek) byl primérny obsah kyseliny askorbové 96,433 mg.100 g'l. Stéva
z citronu obsahuje vétsi mnozstvi kyseliny askorbové nez jedly podil. Jedly podil (duznina)
obsahuje 1 slozky jako jsou sacharidy (polysacharidy — vlaknina), které spoluvytvari texturu
ovoce, a tim je snizen podil $tavy obsahujici kyselinu askorbovou. Obsah kyseliny askor-

bové je u jednotlivych druhii ovoce promeénlivy. VIivii, jenz podminiuji variabilitu obsahu
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kyseliny askorbové, je cela fada (odrtda, zralost plodu, zpisob péstovani, pidni a klima-

tické podminky atd.).

Tab. 7. Obsah kyseliny askorbové (KA) v citronu — stavé

Den Pramérna Priamérny S Obsah KA Ztraty KA
. .| plocha piku obsah KA [Mg.100 g™ [%]
klad P p
sriadovant [MAU.s] [Mg.100 g

1. 24558,85 96,433 1,05 96,433 + 1,235 0
5. 23126,60 96,280 0,05 96,280 + 0,059 0,2
8. 22026,90 95,506 1,01 95,506 + 1,188 1,0
12. 21307,92 90,587 2,14 90,587 +£2,518 6,1
15. 20089,60 85,512 2,03 85,512 + 2,388 11,3
19. 19276,96 82,968 481 82,968 + 5,660 14,0
24. 18718,51 80,645 3,02 80,645 + 3,553 16,4
28. 17517,54 74,856 0,46 74,856 + 0,541 224

25
22,4

= 20 -

§ 16,4

s 15 ~ 14

S 11,3

[72]

g 10 -

2 6,1

‘®

N 9

0 0,2 1
O T I_I T T T
1 5. 8. 12. 15. 19. 24. 28.
Den skladovani

Obr. 6. Ztraty obsahu kyseliny askorbove (KA) v citronu — stave v priubéhu skladovani
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Ze zjisténych hodnot uvedenych v tab. 7 a z grafického znazornéni (obr. 6) vyplyva, Ze
obsah kyseliny askorbové ve §tavé z citronu se po 5 dnech skladovani snizil minimalné
(0 0,153 mg.100 g™). K vyrazn&jsi ztraté kyseliny askorbové v priibéhu skladovéani doslo
mezi 8. a 12. dnem, 0 5,1 %. Asi Vv polovin¢ doby skladovani (15. den) byl zjistén pokles
obsahu kyseliny askorbové na 88,7 % pivodniho obsahu. K nejvétsim ztratam kyseliny
askorbové doslo mezi 24. a 28. dnem (o 6 %). Po 28 dnech skladovani bylo provedeno po-

sledni méfeni a ztraty kyseliny askorbové po 28 dnech skladovani jsou 22,4 %.

6.2.2 Stanoveni obsahu Kkyseliny askorbové v citronové §tavé

Stanoveni kyseliny askorbové v citronu v pribéhu skladovani bylo také provedeno piimo
ve §tavé ziskané z citronu, ktera byla uskladnéna v lednici jak v oteviené nadobé, tak
I Vuzaviené nadobé. Citronova S$tava byla vuzaviené nadobé skladovana 14 dnd,

Vv oteviené nadob¢ 5 dnti vzhledem k probihajici oxidaci.

Tabulka 8 uvadi zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v citronové §tavé v Cerstvém

a ve skladovaném vzorku Vv uzaviené nadobé.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z citronové stavy
skladované v uzaviené nadobé¢ a ve vzorku skladovaném 14 dni (posledni den skladovani)

jsou uvedeny v piiloze (P 1V).

V cerstvé citronové staveé (1. den méteni) byl primérny obsah kyseliny askorbové 68,246
mg.100 g™*. Z vysledkil méfeni (tab. 8) plyne, Ze obsah kyseliny askorbové v citronové §t'a-
vé se uz po prvnim dnu skladovani snizil o 10,3 %. Po 6 dnech skladovani byla ztrata kyse-
liny askorbové 22,8 %, vyrazngjsi pokles nastal v poloviné doby skladovani (7. den), kdy
bylo zjisténo, Ze obsah kyseliny askorbové klesl na 60 % ptvodniho obsahu. Po 11 dnech
skladovéni se obsah kyseliny askorbové snizil na 1/3 ptivodniho obsahu. Posledni méteni
obsahu kyseliny askorbové bylo provedeno po 14 dnech skladovani, kdy ztrata kyseliny
askorbové ¢inila 78,8 % (obr. 7).
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Tab. 8. Obsah kyseliny askorbové (KA) v citronové stave skladované v uzaviené nadobé

Den Primérna Priamérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
1 - [0)
skladovani p'f;rfu‘,’;;(u [%Zs.igolzﬁ] [mg.100 g”] [%0]
1. 15887,94 68,246 1,54 68,246 + 1,812 0
2. 14361,84 61,193 0,39 61,193 + 0,459 10,3
3. 13925,55 58,998 1,09 58,998 + 1,283 13,6
4, 13725,33 58,791 0,57 58,791 £ 0,671 13,9
5. 12999,45 55,673 3,28 55,673 + 3,859 18,4
6. 12706,28 52,653 1,10 52,653 + 1,294 22,8
1. 9535,72 40,933 2,02 40,933 £2,377 40,0
8. 9660,45 40,725 0,51 40,725 £ 0,600 40,3
9. 7791,31 33,500 1,42 33,500 + 1,671 50,9
10. 7221,93 30,586 0,11 30,586 + 0,129 55,2
11. 5604,97 23,924 1,16 23,924 + 1,365 64,9
12. 4611,62 19,467 1,85 19,467 £ 2,177 71,5
13. 3838,45 16,135 0,71 16,135 + 0,835 76,4
14, 3463,41 14,482 2,11 14,482 + 2,483 78,8
90
< 80 1 71,5 704 s
= 70 A 64,9 pm
% 60 1 500 7 ]
£ 907 a0 403 [
2 40 - —
; 30 A 184 228
£ 20 A 136 13,9
N g 10,3
. B H
0 T T T T T T T T T T T
1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14.
Den skladovani

Obr. 7. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v citronové stavé (skladované v uzaviené

nadobé) Vv priubehu skladovani
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Vypoctena mnozstvi kyseliny askorbové v citronové staveé v Cerstvém a ve skladovaném

vzorku v oteviené nadobé jsou uvedena v nasledujici tabulce (tab. 9).

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové (1. den stanoveni a 5. den - posledni den

skladovani) vzorku z citronové stavy skladované v oteviené nadob¢ jsou uvedeny v piiloze

(P V).

Tab. 9. Obsah kyseliny askorbové (KA) v citronové stave skladované v oteviené nadobé

Den Primérna Priamérny S Obsah KA Ztraty KA
. .| plocha piku obsah KA [Mg.100 g™] [%]
klad plochap
sriadovant [MAU.s] [Mg.100 g
1. 14844,12 63,256 1,04 63,256 + 1,224 0
2. 14458,09 62,964 0,97 62,964 + 1,141 0,5
3. 14213,11 60,717 0,43 60,717 £ 0,506 4,0
4. 14065,82 60,107 2,06 60,107 + 2,424 5,0
5. 11694,81 50,149 0,28 50,149 + 0,329 20,7
1. | l

s 2 | l

>

3 ]

e ﬁ

L 3.

x~

» ]

o | I

a 4.

5. | I
0 10 20 30 40 50 60 70
Obsah KA [mg/100 g]

Obr. 8. Obsah kyseliny askorbové (KA) v citronové stavé (skladované v oteviené nadobe)

V prubéhu skladovani
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Z vysledkti méfeni vyplyva, ze obsah kyseliny askorbové v citronové §tavé se po 1 dnu
skladovani sniZil minimaln& (o 0,292 mg.100 g™*). Piedposledni den skladovéni byla zjisté-
na ztrata obsahu kyseliny askorbové 5 %, zatimco v nasledujicim dnu (5. den) méfeni doslo
k vyraznému poklesu (o 15,7 %) oproti predeslému dnu. V poslednim dnu méfeni byl pri-
mérny obsah kyseliny askorbové 50,149 mg.100 g'l. Po srovnani hodnot v Cerstvém vzorku
citronové $tavy bylo zjisténo, ze ztrata kyseliny askorbové po 5 dnech skladovani Cinila
20,7 %, coz odpovida i1 hodnotam zjisténym ve vzorku citronu po 28 dnech skladovani.
Obsah kyseliny askorbové V citronové §tavé skladované v oteviené nadobé je znazornén

i na obr. 8.

Porovnanim vysledk analyzy provedené v citronové §tavé uskladnéné v lednici jak
Vv oteviené nadobg, tak i v uzaviené nadobé bylo zjisténo, ze ztraty kyseliny askorbové po
5 dnech skladovani citronové $tavy v oteviené i uzaviené nadob¢ jsou piiblizné stejné.
Ztrata kyseliny askorbové po 5 dnech skladovani citronové $tavy v uzaviené nadobé je

18,4 %, v oteviené nadobée 20,7 %.

Vzhledem ke zhorsujicim se organoleptickym vlastnostem Ize skladovat piedem ziskanou
citronovou $tavu v uzaviené nadob¢ delsi dobu nez v oteviené nadob€. V naSem piipadé
byla citronovad $tdva v uzaviené nadobé skladovana o 9 dni déle nez Stava skladovana
Vv oteviené nadobé. Celkova ztrata kyseliny askorbové v citronové §taveé skladované v uza-

viené nadobé byla 78,8 % proti piivodnimu obsahu.

6.2.3 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v pomeranci

Némi analyzované vzorky pomerance byly uskladnény 37 dni, v priibéhu kterych byl opa-
kovan¢ stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dobé¢ (37 dnti sklado-

vani) ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorkli pomerance.

V tabulce 10 jsou uvedena zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v pomeranci — §tave

v Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v ¢erstvém vzorku (1. den stanoveni) pome-

rance a ve vzorku skladovaném 37 dni jsou uvedeny v ptiloze (P VI).
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Dle literarnich zdroju [9], [38], [39], [40] a [41] byl obsah kyseliny askorbové v pomeranci
v rozmezi 30 - 71 mg.100 g™ v jedlém podilu. Nami provedenou analyzou bylo zji§téno, e
ve §taveé z pomerance 1. den méteni (Cerstvy vzorek) byl primérny obsah kyseliny askor-
bové 171,206 mg.100 g. Jedly podil (duZnina) obsahuje mensi mnozstvi kyseliny askor-
bové nez Stdva, protoze duznina obsahuje i1 slozky jako jsou polysacharidy - vlaknina, a tim
je snizen podil $tavy obsahujici kyselinu askorbovou. Obsah kyseliny askorbové
Vv pomeranéich zavisi na mnoha faktorech, lze sem zahrnout napf. na odrida — vice kyseli-

ny askorbové obsahuji ran¢ zrajici plody. [80]

Tab. 10. Obsah kyseliny askorbové (KA) v pomeranci — stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
skladovini p'Fr‘;]*‘A""U?;;‘“ [2%3312 O*Z‘_}] [mg.100 g°] %]
1. 45692,51 171,206 1,20 | 171,206 £ 1,412 0
5. 26943,01 115,128 3,93 | 115,128 4,624 32,8
8. 21454,71 93,182 1,10 93,182 £ 1,294 45,6
12. 17485,12 91,201 0,34 91,201 £ 0,400 46,7
15. 17304,11 74,349 2,27 74,349 £2,671 56,6
19. 17370,30 74,299 1,87 74,299 £ 2,200 56,7
24. 17640,31 73,323 455 | 73,323 +5,354 57,2
28. 15689,62 67,498 2,19 | 67,498 £2,577 60,6
31. 14586,16 62,433 0,33 | 62,433 +£0,388 63,5
37. 14812,02 62,314 3,01 62,314 £ 3,542 63,6

Z tabulky 10 plyne, Ze jiz po 5 dnech skladovani vzorkd pomeranée byl zaznamenan vy-
razny pokles (32,8 %) obsahu kyseliny askorbové. Po 15 dnech skladovani bylo v pome-
ran¢i jen 43,4 % plvodniho obsahu kyseliny askorbové, tato hodnota se do konce doby
skladovani (37 dnu) snizila pouze o 7 %, coZ je znazornéno i na obr. 9. Posledni méfeni
bylo provedeno po 37 dnech skladovani, celkova ztrata obsahu kyseliny askorbové je
63,6 %.
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Obr. 9. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v pomeranci — staveé v pritbéhu skladovani

6.2.4 Stanoveni obsahu Kkyseliny askorbové v pomerancové §t’avé

Stanoveni kyseliny askorbové v pomeranci v pribehu skladovani bylo také provedeno pfi-
mo ve §tave ziskané z pomerance, ktera byla uskladnéna v lednici jak v uzaviené nadobg,
tak i v oteviené nadobé. Pomerancova $tava byla v uzaviené nadobé skladovana 7 dnd,

Vv oteviené nadob¢ 4 dny vzhledem k probihajici oxidaci a organoleptickym zménam.

V tabulce 11 jsou uvedena zjiSténd mnozstvi kyseliny askorbové v pomerancové Stave

V Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z pomerancové
§tavy skladované v uzaviené nadobé a ve vzorku skladovaném 7 dni (posledni den sklado-

vani) jsou uvedeny v ptiloze (P VII).

1. den méfeni byl v Cerstvé pomerancové St'ave primérny obsah kyseliny askorbové 65,206
mg.100 g™. Obsah kyseliny askorbové v pomerancové §tavé se po 3 dnech skladovéni sni-
7il jen mélo (o 1,9 %). Ctvrty den skladovéani zacalo dochéazet k vyrazng&jsim ztratam kyse-

liny askorbové (4,1 %), mezi 5. a 6. dnem skladovani klesl obsah kyseliny askorbové
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o dalsich 3,5 %, mezi 6. a 7. dnem jesté o 11,8 %. Ztrata kyseliny askorbové po 7 dnech
skladovani tedy ¢inila 19,8 % (obr. 10).

Tab. 11. Obsah kyseliny askorbové (KA) v pomerancové stave skladované v uzaviené na-

dobe
Den Primérna Priamérny S Obsah KA Ztraty KA
. .| plocha piku obsah KA [Mg.100 g™] [%]
klad plochap
sriadovant [MAU.s] [Mg.100 g
1. 15459,98 65,206 1,43 65,206 + 1,683 0
2. 15313,49 64,804 1,70 64,804 + 2,001 0,6
3. 14910,69 63,961 2,44 63,961 +£2,871 19
4. 14617,29 62,522 0,65 62,522 £ 0,765 4,1
5. 14849,73 62,242 0,28 62,242 + 0,329 4,5
6. 13892,56 59,996 1,10 59,996 + 1,294 8,0
1. 12334,86 52,279 2,02 52,279 £2,377 19,8
1.
2. [Jo6
\E N
‘g 3. ]1,9
o -
8 4 4l
<
%
g 5. 14,5
a
6. |8
7. 119,8
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Ztraty obsahu KA [%]

Obr. 10. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v pomerancové stavé ((uzavirend nddoba)

V priibéhu skladovani



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

59

Zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v pomerancové st'avé v Cerstvém a ve skladovaném

vzorku jsou uvedena v tabulce 12.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z pomerancové

stavy skladované v oteviené nadob¢ a ve vzorku skladovaném 4 dny (posledni den sklado-

vani) jsou uvedeny v piiloze (P VIII).

Tab. 12. Obsah kyseliny askorbové (KA) v pomerancové stavé skladované v oteviené na-

dobe
Den Prumérna Primérny S Obsah KA Ztraty KA
.. | plocha piku obsah KA [mg.100 g [%]
Kl p P
skladovini [MAU.s] [Mg.100 g
1 19240,06 82,270 2,10 82,270 +2,471 0
2 18759,26 80,802 0,14 80,802 + 0,165 1,8
3. 18981,59 80,384 0,27 80,384 £0,318 2,3
4 18829,16 80,336 1,17 80,336 + 1,377 2,4
1. I 0
\g 1
) I 1,8
3 2
]
E |
® —l
c 3 2’3
)
Q r
4. l2,4
[
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Ztraty obsahu KA [%]

Obr. 11. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v pomerancové staveé (skladované

V otevirené Nadobé) v pritbehu skladovani
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Z hodnot uvedenych v tab. 12 a z grafického znazornéni (obr. 11) plyne, Ze po 1. dnu skla-
dovani se snizil obsah kyseliny askorbové v pomerancové stavé o 1,8 %. Vzhledem
ke zhorSujicim se organoleptickym vlastnostem bylo méfeni ukonceno po 4 dnech sklado-
vani. V poslednim dnu méfeni (4. den) bylo zjisténo, ze pramérny obsah kyseliny askorbo-
vé klesl o0 2,4 % proti piivodnimu obsahu.

Porovnanim tab. 11. a 12. bylo zjiSténo, Zze v pomerancové §tavé uskladnéné v lednici

V uzaviené¢ nadob¢ je ztrata obsahu kyseliny askorbové po 4 dnech skladovéani 4,1 %,

Vv oteviené nadobe je 2,4 %.

Pfedem ziskanou pomerancovou $tavu lze skladovat v oteviené nadobé kratSi dobu nez
Vv uzaviené nadobé. Ve staveé skladované v uzaviené nadob¢ byla zména organoleptickych

vlastnosti pozorovédna o 3 dny pozdéji nez ve $tave skladované v oteviené nadobé.

6.2.5 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v mandarince

Néami analyzované vzorky mandarinky byly uskladnény 19 dnt, v prubéhu kterych byl opa-
kovan¢ stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dobé (19 dnu sklado-
vani) ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorki mandarinky.

Vysledky zjisténého mnozstvi kyseliny askorbové v mandarince - §tavé v Cerstvém
a ve skladovaném vzorku jsou uvedeny v tabulce 13.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z mandarinky

a ve vzorku skladovaném 19 dni jsou uvedeny v piiloze (P 1X).

Tab. 13. Obsah kyseliny askorbové (KA) v mandarince — stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
1 - 0,
skladovani plfrzrful?;;(u [g%sig OKgﬁ] [mg.100 g7 [%0]
1. 21762,24 93,755 1,31 | 93,755+ 1,540 0
5. 20637,03 87,613 4,03 | 87,613+4,745 6,6
8. 19217,65 82,142 0,39 | 82,142 +0,458 12,4
12. 18751,09 80,766 2,96 | 80,766 + 3,482 13,9
15. 18436,31 78,823 0,46 | 78,823 +0,544 15,9
19. 16766,66 71,885 554 | 71,885+ 6,522 23,3




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

Literarni zdroje [38] a [39] uvadi, ze obsah kyseliny askorbové v mandarince je v rozmezi
16 - 52 mg.100 g* vjedlém podilu. Nagim méfenim bylo zjisténo, Ze ve §tave
z mandarinky byl primémy obsah kyseliny askorbové 93,755 mg.100 g. Stava obsahuje
veétsi mnozstvi kyseliny askorbové nez jedly podil, vzhledem k tomu, Ze jedly podil (duzni-
na) obsahuje i slozky jako jsou sacharidy (polysacharidy - vlaknina). Tyto slozky duZniny
spoluvytvari texturu ovoce, a proto je v duzniné¢ méné $t'avy obsahujici kyselinu askorbo-
vou. Mnozstvi kyseliny askorbové také kolisa v zavislosti na ptivodu rostliny, geografic-

kych podminkach, dob¢ sklizné, klimatu a dalsich.

Z naméienych hodnot (tab. 13) je zfejmé, ze po 5 dnech skladovani byla ztrata kyseliny
askorbové v mandarince 6,6 %. K nejvétsim ztratam doslo mezi 15. a 19. dnem skladovani,
byl zaznamenan pokles o 7,4 %. Ve vzorku mandarinky bylo posledni méfeni obsahu kyse-
liny askorbové provedeno po 19 dnech skladovani - ztrata kyseliny askorbové po 19 dnech
skladovani je 23,3 %. Na obr. 12 je znazornén primérny obsah kyseliny askorbové

Vv pribéhu skladovani.

1004
90 1
80 1
70 1
Obsah KA 60
[mg/100 g] 501
40
301
201
104{ U

1. S. 8. 12. 15. 19.

Den skladovani

Obr. 12. Obsah kyseliny askorbové (KA) v mandarince — stavé v pritbehu skladovani
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6.2.6 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v limeté

Nami analyzované vzorky limety byly uskladnény 24 dnii, v pribéhu kterych byl opakova-
n¢ stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dob¢ (24 dnti skladovani)
ukonéeno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorkl limety. Limety se oproti citrontim huie

skladuji, protoze rychleji vysychaji a jejich ktira brzy ztvrdne. [80]

Tabulka 14 uvadi primérna mnozstvi kyseliny askorbové v limeté - §tavé v Cerstvém

a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z limety

a ve vzorku skladovaném 24 dni (posledni den skladovani) jsou uvedeny v piiloze (P X).

Obsah kyseliny askorbové v limeté dle literarnich zdroju [40] a [41] byl v rozmezi 27 - 49
mg.100 gt v jedlém podilu. Nami provedenym méfenim bylo zjisténo, Ze §t'ava z limety 1.
den mé&feni obsahovala 99,364 mg.100 g™ kyseliny askorbové. Jedly podil limety, tedy
duznina obsahuje mén¢ kyseliny askorbové nez §t'ava, vzhledem k tomu, ze duznina obsa-
huje

1 slozky jako jsou polysacharidy — vlédknina, které spoluvytvaii texturu ovoce, a tim je sni-
zen podil $tavy obsahujici kyselinu askorbovou. Mezi jednotlivymi druhy vSak existuji
velké rozdily v obsahu kyseliny askorbové. MnoZstvi kyseliny askorbové zavisi na odrtde¢,

zralosti, podminkéch rastu atd.

Tab. 14. Obsah kyseliny askorbové (KA) v limeté — Stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA

{ - 0

skladovani p'E’ra*‘A"J‘U?;;‘“ [gf’gsalg ngﬁ] [mg.100 g7 [%0]
1. 23142,90 99,364 1,14 | 99,364 + 1,341 0

5. 22100,47 94,739 0,72 94,739 + 0,847 4,7

8. 20373,43 86,289 4,77 | 86,289 £ 5,613 13,2

12. 20336,71 86,061 3,71 | 86,061 +4,365 13,4

15. 20073,72 85,941 1,13 85,941 + 1,329 13,5

19. 19947,77 84,917 2,34 84,917 £2,753 14,5

24. 18702,55 80,067 1,79 | 80,067 +2,106 19,4
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Vyrazné&jsi pokles obsahu kyseliny askorbové byl zaznamenan mezi 5. a 8. dnem skladova-
ni (0 8,5 %). V poloviné doby skladovani byl zjistén pokles obsahu kyseliny askorbové na
86,6 % pivodniho obsahu. Posledni méteni obsahu kyseliny askorbové bylo provedeno po
24 dnech, kdy §tava zlimety obsahovala 80,067 mg.100 g*. Po srovnani hodnot
Vv Cerstvém vzorku limety bylo zjisténo, ze ztrata kyseliny askorbové po 24 dnech sklado-

vani ¢inila 19,4 %, coZ je znazornéno i na obr. 13.
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Obr. 13. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v limeté — stave v pritbéhu skladovani

6.2.7 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v bilém grepu

Néami analyzované vzorky bilého grepu byly uskladnény 28 dnt, v priibéhu kterych byl
opakované stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dobé (28 dnti

skladovani) ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorkt bilého grepu.

V tabulce 15 jsou uvedena primérna mnozstvi kyseliny askorbové v bilém grepu - §taveé

V Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v bilém grepu - §taveé (1. a 28. den sklado-
vani) jsou uvedeny v piiloze (P XI).
V literarnich zdrojich [9], [38], [39] a [41] je uvedeno, Ze grep prumérné obsahuje 24 - 70

mg.100 g* kyseliny askorbové v jedlém podilu. V prvnim dnu naeho méfeni bylo zjisté-
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no, ze ve st'aveé z bilého grepu byl primérny obsah kyseliny askorbové 134,891 mg.100 g'l.
Jedly podil obsahuje mensi mnozstvi kyseliny askorbové nez §tava, protoze jSOU V ném
obsazeny i slozky jako jsou polysacharidy — vlaknina, a tim je snizen podil §t'avy obsahuji-
ci kyselinu askorbovou. Obsah kyseliny askorbové neni staly, kolisa napt. podle odridy,

zpusobu péstovani a zralosti plodu.

Tab. 15. Obsah kyseliny askorbové (KA) v bilém grepu — stavé

Den Primérna Priamérny S Obsah KA Ztraty KA
. .| plocha piku obsah KA [Mg.100 g™] [%]
klad plocha p
sriadovant [MAU.s] [Mg.100 g
1. 30859,90 134,891 2,36 | 134,891+ 2,777 0
5. 28960,94 123,867 1,42 123,867 £ 1,671 8,2
8. 24274,45 103,412 4,75 103,412 + 5,589 23,3
12. 21366,35 91,513 3,77 91,513 +4,436 32,2
15. 18715,38 80,414 0,30 80,414 + 0,353 40,3
19. 18923,53 80,334 1,99 80,334 £ 2,342 40,4
24, 17751,08 76,585 1,41 76,585 £ 1,659 43,2
28. 13330,05 73,496 0,86 73,496 + 1,012 455
160
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Obr. 14. Obsah kyseliny askorbové (KA) v bilém grepu — stavé v pribéhu skladovaini



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

Z vySe uvedené tab. 15 vyplyva, Ze po 5 dnech skladovani bilého grepu obsah kyseliny
askorbové klesl o 8,2 %. Mezi 5. a 8. dnem skladovani byl zjistén znacny ubytek kyseliny
askorbové, rozdil v obsahu kyseliny askorbové dosahl 15,1 %. Asi v poloviné doby sklado-
vani (15. den) byl zjistén pokles obsahu kyseliny askorbové na 59,7 % piivodniho obsahu.
V pribéhu poslednich 4 dni skladovani uz doslo jen k minimalnim zménam v obsahu ky-

seliny askorbové (obr. 14).

6.2.8 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v ¢erveném grepu

Nami analyzované vzorky ¢erveného grepu byly uskladnény 28 dnti, v priibéhu kterych byl
opakované stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dobé (28 dnu

skladovani) ukonéeno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorkt ¢erveného grepu.

Zjisténd mnozstvi kyseliny askorbové v erveném grepu - §taveé v Cerstvém a ve skladova-

ném vzorku jsou uvedena v tabulce 16.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové (1. den stanoveni a 28. den - posledni den

skladovani) vzorku z ¢erveného grepu jsou uvedeny v piiloze (P XII).

Tab. 16. Obsah kyseliny askorbové (KA) v cerveném grepu — stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
{ - 0
skladovéni p'E’rf]*‘A"J‘U?;;‘“ [gf’gsalg ngﬁ] [mg.100 7] [%]
1. 28991,52 126,591 3,92 | 126,591 +£4,612 0
5. 20387,18 87,025 1,37 | 87,025+1,612 31,3
8. 19397,99 82,750 0,74 | 82,750 +0,871 34,6
12. 17611,27 75,352 1,62 75,352 + 1,906 40,5
15. 17053,91 72,412 0,78 72,412 +£ 0,918 42,8
19. 15715,52 66,805 1,63 66,805+ 1,918 47,2
24. 15637,90 66,306 3,40 | 66,306 + 4,001 47,6
28. 14204,75 60,822 2,88 | 60,822+ 3,389 52,0

Grep obsahuje dle literarnich zdroji [9], [38], [39] a [41] 24 - 70 mg.100 g™ kyseliny
askorbové v jedlém podilu. Nasim méfenim bylo zjisténo, ze ve §tavé z éerveného grepu
byl v 1. dnu méfeni stanoven primémy obsah kyseliny askorbové 126,591 mg.100 g™.

Stava z &erveného grepu obsahuje vice kyseliny askorbové neZ jedly podil, vzhledem
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k tomu, Ze jedly podil, tedy duznina obsahuje i slozky jako jsou sacharidy (polysacharidy —
vlaknina), které spoluvytvaii texturu ovoce, a tim se snizuje podil §tavy obsahujici kyseli-
nu askorbovou. Mnozstvi kyseliny askorbové zavisi na puvodu rostliny, vyvojovém stadiu

plodu, genotypu, dobé¢ sklizn¢ atd.

Z grafu (obr. 15) plyne, Ze nejvétsi ztraty kyseliny askorbové ve §tavé z Cerveného grepu
byly zjistény uz po 5 dnech skladovani, kdy doslo k poklesu témét o 1/3 obsahu kyseliny
askorbové. Asi v polovin¢ doby skladovani (15. den) byl zjistén pokles obsahu kyseliny

askorbové na 57,2 % puvodniho obsahu. Po 28 dnech skladovani vzorku ¢erveného grepu

se obsah kyseliny askorbové snizil na 48 % ptivodniho obsahu.

Ztraty obsahu
KA [%]
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Den skladovani

19. 24.

28.

Obr. 15. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v cerveném grepu — stave vV pritbehu

skladovani

6.2.9 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v jablku Gloster

Néami analyzované vzorky jablka Gloster byly uskladnény 24 dnt, v pribéhu kterych byl

opakovan¢ stanovovan obsah kyseliny askorbové.

Zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v jablku Gloster - staveé v cerstvém a ve skladova-

ném vzorku jsou uvedena v tabulce 17.
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Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z jablka Gloster

a ve vzorku skladovaném 24 dni jsou uvedeny v piiloze (P XIII).

Literarni zdroje [9], [38], [39] a [40] uvadi, Ze obsah kyseliny askorbové v jablku je
v rozmezi 1,5 - 9 mg.100 g™ v jedlém podilu. Nami provedenou analyzou bylo zjisténo, Ze
ve §taveé z jablka Gloster 1. den méfeni byl primérny obsah kyseliny askorbové 24,861
mg.100 g™. Stava z jablka Gloster op&t obsahuje v&tsi mnoZstvi kyseliny askorbové ne
jedly podil, vzhledem k tomu, Ze v ném jsou obsazeny i slozky jako jsou sacharidy (polysa-
charidy — vlaknina), které spoluvytvaii texturu ovoce, a tim je snizen podil §t'avy obsahujici
Kyselinu askorbovou. Mezi jednotlivymi druhy jablek vSak existuji velké rozdily
v obsahu kyseliny askorbové. Mnozstvi kyseliny askorbové zavisi na odrad¢, klimatu, zpt-

sobu sklizné, skladovani aj.

Tab. 17. Obsah kyseliny askorbové (KA) v jablku Gloster — stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA

s - 0,

skladovani pIFrgTUIT;;(u [%Zs.igOKgﬁ] [mg.100 g7 [%0]
1. 6250,61 24,861 2,83 | 24,861 +3,330 0

5. 5370,26 22,647 2,43 | 22,647 +2,859 8,9

8. 5060,93 21,386 0,49 | 21,386+0,577 14,0

12. 5012,98 21,260 0,06 | 21,260+0,071 14,5

15. 4926,03 20,971 1,28 | 20,971+ 1,506 15,6

19. 4851,80 20,595 0,92 | 20,595+ 1,082 17,2

24. 4341,51 18,409 2,17 | 18,409 +2,553 26,0

Obsah kyseliny askorbové ve §t'ave z jablka Gloster se po 5 dnech skladovani snizil o 8,9
%. K nejvyraznéjsim ztratdm v prabéhu skladovani jablka Gloster doSlo mezi 19. a 24.
dnem skladovani, byl zjistén pokles o 8,8 %. Posledni métfeni obsahu kyseliny askorbové

bylo provedeno po 24 dnech - primérny obsah kyseliny askorbové 18,409 mg.100 g™.

Po srovnani s naméfenou hodnotou v Cerstvém vzorku bylo zjisténo, ze ztrata kyseliny
askorbové po 24 dnech skladovani Vv lednici ¢ini 26 %, vzhledem k tomu, ze pro skladova-
ni jablek po delsi dobu neni lednice vhodnym prostfedim. Obr. 16 zndzoriiuje pramérny

obsah kyseliny askorbové v jablku Gloster — §taveé v prubéhu skladovani.
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Obr. 16. Obsah kyseliny askorbové (KA) v jablku Gloster — stave v pritbehu skladovani

6.2.10 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v jablku Golden Delicious

Néami analyzované vzorky jablka Golden Delicious byly uskladnény 24 dnt, v prib&hu

kterych byl opakované stanovovan obsah kyseliny askorbové.

Naméfené hodnoty obsahu kyseliny askorbové v jablku Golden Delicious - s§tave

Vv Cerstvém a ve skladovaném vzorku jsou uvedeny v tabulce 18.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z jablka Golden
Delicious a ve vzorku skladovaném 24 dni (posledni den skladovani) jsou uvedeny
v ptiloze (P XIV).

Obsah kyseliny askorbové v jablku dle literarnich zdroji [9], [38], [39] a [40] byl v rozme-
zi 1,5 - 9 mg.100 g™ v jedlém podilu. Prvni den nageho méfeni bylo zjisténo, 7e ve $tave
z jablka Golden Delicious byl primé&rny obsah kyseliny askorbové 14,220 mg.100 g™. Jed-
1y podil obsahuje mensi mnozstvi kyseliny askorbové nez §t'ava, protoze obsahuje i slozky
jako jsou polysacharidy - vlaknina, a tim je snizen podil §tavy obsahujici kyselinu askor-
bovou. Obsah kyseliny askorbové kolisa v zavislosti na odrid¢, ptirodnich podminkach,

zpusobu sklizné a nékterych dalSich.
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Z naméienych hodnot uvedenych v tab. 18 vyplyva, ze obsah kyseliny askorbové ve stave
z jablka Golden Delicious se po 5 dnech skladovéni snizil minimalné (o 0,591 mg.100 g™).
Po 19. dnu skladovani zacalo dochazet k vyraznéjSim ztratam a byl zjistén pokles obsahu
kyseliny askorbové na 82,1 % pivodniho obsahu. Mezi 19. a 24. dnem skladovani byl zjis-
tén dalsi ubytek kyseliny askorbové, rozdil v obsahu kyseliny askorbové doséhl 11,7 %.
Posledni méfeni bylo provedeno po 24 dnech skladovani a celkova ztrata kyseliny askor-

bové byla 29,6 % proti pivodnimu obsahu (obr. 17).

Tab. 18. Obsah kyseliny askorbové (KA) v jablku Golden Delicious — stdve

Den Pramérna Primérny S Obsah KA Ztraty KA
.. | plocha piku obsah KA [mg.100 g [%6]
klad P p
sriadovant [MAU.s] [mg.100 g™
1. 3356,58 14,220 1,02 14,220 + 1,200 0
5. 3223,34 13,629 0,07 13,629 + 0,082 4.2
8. 3142,95 13,209 0,49 13,209 + 0,577 7,1
12. 3051,07 12,873 1,61 12,873 + 1,894 9,5
15. 2936,42 12,230 0,26 12,230 + 0,306 14,0
19. 2788,73 11,673 0,84 11,673 £ 0,988 17,9
24, 2375,54 10,012 1,18 10,012 + 1,388 29,6
29,6
301
251
201 17,9
Ztraty obsahu 15 14
)
KA [%] o5
101 7,1
’2 D
5 4
0
0 e i i i i i
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Den skladovani

Obr. 17. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v jablku Golden Delicious — stave

V prubéhu skladovani
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Po srovnani obsahu kyseliny askorbové v Cerstvém vzorku bylo zjisténo, ze celkova ztrata
kyseliny askorbové po 24 dnech skladovani v lednici ¢inila 29,6 %, vzhledem k tomu, ze

lednice neni idealnim prostfedim pro skladovani jablek po delsi dobu.

6.2.11 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v jablku Gala

Nami analyzované vzorky jablka Gala byly uskladnény 24 dna, v pribéhu kterych byl opa-

kované stanovovan obsah kyseliny askorbové.

V tabulce 19 jsou uvedena zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v jablku Gala - stavé

Vv Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z jablka Gala

a ve vzorku skladovaném 24 dni (posledni den skladovani) jsou uvedeny v ptiloze (P XV).

Obsah kyseliny askorbové v jablku dle literarnich zdroju [9], [38], [39] a [40] byl v rozme-
zi 1,5 - 9 mg.100 g v jedlém podilu. Nagim mé&fenim bylo zjisténo, Ze ve §tavé z jablka
Gala 1. den méfeni (Cerstvy vzorek) byl primérny obsah kyseliny askorbové 16,134
mg.100 g*. Ve §tava z jablka Gala je obsaZeno vétsi mnoZstvi kyseliny askorbové ne
v jedlém podilu, vzhledem k tomu, Ze jedly podil obsahuje i slozky jako jsou sacharidy
(polysacharidy - vlaknina), a tim je snizen podil §tavy, ktery obsahuje kyselinu askorbo-
vou. Mnozstvi kyseliny askorbové také kolisa v zavislosti na plivodu rostliny, geografic-
kych podminkach, dob¢ sklizné, skladovacich podminkach (teplota, relativni vlhkost vzdu-
chu) atd.

Tab. 19. Obsah kyseliny askorbové (KA) v jablku Gala - stave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
’ - 0,
skladovani plfrzrful?;;(u [g%sig OKgﬁ] [mg.100 g7 [%0]
1. 3833,19 16,134 0,95 | 16,134+1,118 0
5. 3406,54 14,391 0,24 | 14,391 +0,282 10,8
8. 2564,66 10,862 0,32 | 10,862 +0,377 32,7
12. 2392,48 10,072 2,14 | 10,072 +2,518 37,6
15. 2328,88 9,750 0,17 9,750 + 0,200 39,6
19. 2248,30 9,449 0,25 9,449 + 0,294 41,4
24. 1968,62 8,201 1,46 8,201+ 1,718 49,2
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Z tabulky 19 a z nize uvedeného grafu (obr. 18) vyplyva, Ze obsah kyseliny askorbové
ve §tave z jablka Gala uz po tydnu skladovani v lednici klesl na 2/3 pivodniho obsahu.
Pokles obsahu kyseliny askorbové pokraCoval i Vv dalSich dnech skladovani, piicemz po-
sledni den stanoveni byl zjistén pokles obsahu kyseliny askorbové témét na polovinu pi-
vodniho obsahu. Po srovnani s naméfenou hodnotou v Cerstvém vzorku bylo zjisténo, Ze
ztrata kyseliny askorbové po 24 dnech skladovani jablka Gala v lednici byla velmi vyrazna
- 49,2 %, vzhledem k tomu, Ze pro skladovani jablek po delsi dobu neni lednice vhodnym

prostiedim.
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Den skladovani

Obr. 18. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v jablku Gala — stdave v pribéhu sklado-

vani

Stanoveni kyseliny askorbové bylo provedeno u tfi komercnich druht jablek — Gloster,
Golden Delicious a Gala. Porovnanim vysledki stanoveni bylo zjiSténo, ze nejvyssi obsah
kyseliny askorbové byl stanoven v jablku Gloster (24,861 mg.100 g*), o 35,1 % méné
v jablku Gala a o0 42,8 % méné v jablku Golden Delicious. Po srovnani hodnot ztrat bylo
zjisténo, ze nejveétsi ztraty kyseliny askorbové po 24 dnech skladovani byly v jablku Gala -
49,2 %, v jablku Golden Delicious byla ztrata kyseliny askorbové 29,6 % a v jablku Glos-

ter doslo ke ztraté 26 % z ptivodniho obsahu kyseliny askorbové.
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6.2.12 Stanoveni obsahu Kkyseliny askorbové v Kiwi

Nami analyzované vzorky kiwi byly uskladnény 15 dnt, v pribéhu kterych byl opakované
stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dobé (15 dni skladovani)

ukonéeno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorka kiwi.

V tabulce 20 jsou uvedena zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v Kiwi - §tavé v erstvém

a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové v kiwi - §tavé (1. a 15. den skladovani) jsou

uvedeny v priloze (P XVI).

Tab. 20. Obsah kyseliny askorbové (KA) v Kiwi — stdave

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA
iadovini | PO ik | cbsah KA mo100g] | [%)
1. 9902,88 41,825 1,12 41,825 +1,312 0
5. 8020,92 30,352 2,35 | 30,352 +2,765 27,4
8. 6405,38 27,287 1,41 27,287 + 1,659 34,8
12. 6289,08 26,985 0,88 | 26,985+ 1,035 35,5
15. 6247,31 26,736 3,23 | 26,736 + 3,801 36,1

Literarni zdroje [9], [38] a [40] uvadi obsah kyseliny askorbové v Kiwi v rozmezi 67 — 127
mg.100 g™ v jedlém podilu. Nami zjistény pramémy obsah kyseliny askorbové ve §tave
z kiwi je 41,825 mg.100 g™. Zjistény obsah kyseliny askorbové ve §tavé z kiwi je nizsi nez
Vv jedlém podilu a tyto hodnoty ani nespadaji do rozmezi hodnot uvadénych v literatufe.
Pfic¢inou nizkého obsahu kyseliny askorbové by mohly byt neptiznivé klimatické podminky

v dob¢ péstovani, stupeni zralosti nebo také odrida.

Z tab. 20 je ziejmé, ze naméfené hodnoty obsahu kyseliny askorbové ve stave z kiwi se jiz
po 5 dnech skladovani vyrazn¢ snizily (o 27,4 %). Asi v polovin¢ doby skladovani (8. den)
byl zjiStén pokles obsahu kyseliny askorbové na 65,2 % plvodniho obsahu. V prib&hu
poslednich 3 dna skladovani byly pozorovany jen nepatrné ztraty obsahu kyseliny askorbo-
vé. Po 15 dnech skladovéani vzorku kiwi byla ztrata obsahu kyseliny askorbové 36,1 %, coz

je znazornéno i na obr. 19.
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Obr. 19. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v Kiwi — stave v pribéhu skladovani

6.2.13 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v pomelu

Nami analyzované vzorky pomela byly uskladnény 24 dnd, v priibéhu kterych byl opako-
vang stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dob¢ (24 dnii skladova-

ni) ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorkd pomela.

Zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v pomelu - §tavé v Cerstvém a ve skladovaném

vzorku jsou uvedena v tabulce 21.

Chromatogramy stanoveni Kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z pomela

a ve vzorku skladovaném 24 dni jsou uvedeny v piiloze (P XVII).

Obsah kyseliny askorbové v pomelu podle literarniho zdroje [39] byl v rozmezi 36 - 61
mg.100 g™ v jedlém podilu. Prvni den naseho mé&feni bylo zjisténo, Ze ve §tavé z pomela
byl primérny obsah kyseliny askorbové 69,027 mg.100 g*. Stava z pomela obsahuje vétsi
mnozstvi kyseliny askorbové nez jedly podil, protoze jedly podil, tedy duznina obsahuje
1 slozky jako jsou sacharidy (polysacharidy — vlaknina), které spoluvytvafi texturu ovoce,
a tim je v jedlém podilu snizeno mnoZstvi §t'avy obsahujici kyselinu askorbovou. Obsah
kyseliny askorbové také kolisa v zavislosti na odriid€, stupni zralosti, pfirodnich podmin-

kach, zptisobu sklizné, doprave aj.
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Tab. 21. Obsah kyseliny askorbové (KA) v pomelu — stavé
Den Primérna Priamérny S Obsah KA Ztraty KA
. . | plocha piku obsah KA [Mg.100 g™ [%]
klad plochap
sriadovant [MAU.s] [Mg.100 g
1. 16175,81 69,027 0,59 69,027 + 0,694 0
5. 13079,07 55,613 2,14 55,613 £2,518 19,4
8. 12825,68 54,335 5,34 54,335 + 6,283 21,3
12. 8585,87 36,324 1,78 36,324 + 2,094 47,4
15. 6895,42 29,537 0,26 29,537 £ 0,306 57,2
19. 6418,03 27,267 1,29 27,267 £ 1,518 60,5
24, 6298,99 26,975 2,05 26,975 +2,412 60,9

Z vysledkt méteni (tab. 21) vyplyva, ze obsah kyseliny askorbové ve §taveé z pomela se jiz

po 5 dnech skladovani vyrazné snizil (0 19,4 %). Mezi 8. a 12. dnem skladovani zacalo

dochazet k velkym ztratam kyseliny askorbové, byl zjistén vyrazny pokles kyseliny askor-

bové - 0 26,1 %. V polovin¢ doby skladovani zistalo ve vzorku pomela pouze 50 % kyse-

liny askorbové. Po 24 dnech skladovani bylo provedeno posledni méfeni a bylo zjisténo, Ze

ztrata obsahu kyseliny askorbové ¢inila 60,9 %. Na obr. 20 je znazornén pramérny obsah

kyseliny askorbové v pomelu — §taveé v prubeéhu skladovani.

Obsah KA 407
[mg/100 g] 30+

701

60 1

501

201

10+

0

8.

12. 15.

Den skladovani

19. 24.

Obr. 20. Obsah kyseliny askorbové (KA) v pomelu — stave v prisbehu skladovani
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6.2.14 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v hrusce

Nami analyzované vzorky hrusky byly uskladnény 24 dnti, v prabéhu kterych byl opakova-
n¢ stanovovan obsah kyseliny askorbové. Stanoveni bylo po této dob¢ (24 dnti skladovani)

ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti vzorki hrusky.

V tabulce 22 jsou uvedena zjisténa mnozstvi Kkyseliny askorbové v hrusce — §taveé

Vv Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové z 1. dne stanoveni vzorku z hrusky
a ve vzorku skladovaném 24 dni (posledni den skladovani) jsou uvedeny v piiloze
(P XVIII).

Obsah kyseliny askorbové v hrusce dle Veliska [9] byl v rozmezi 2 - 4 mg.100 g v jedlém
podilu. V prvnim dnu naseho méfeni (Cerstvy vzorek) bylo zjiSténo, Ze Stdva z hrusky
primérné obsahuje 8,798 mg.100 g™ kyseliny askorbové. Jedly podil obsahuje méng kyse-
liny askorbové nez §t'ava, vzhledem k tomu, Ze jedly podil obsahuje i slozky jako jsou po-
lysacharidy — vlaknina, které spoluvytvaii texturu ovoce, a tim se snizuje i podil stavy ob-
sahujici kyselinu askorbovou. Mezi jednotlivymi druhy vSak existuji velké rozdily v obsa-
hu kyseliny askorbové. Mnozstvi kyseliny askorbové zavisi napt. na odrudé, stupni zralosti,

podminkach rastu a skladovani.

Tab. 22. Obsah kyseliny askorbové (KA) v hrusce — stavé

Den Primérna Primérny S Obsah KAl\ Ztraty KA

1 - 0,

skladovani plfrzrful?;;(u [g%sig OKgﬁ] [mg.100 g7 [%0]
1. 2113,89 8,798 0,91 8,798 £ 1,071 0

5. 1806,03 7,507 1,17 7,507 £ 1,377 14,7

8. 1746,45 7,308 0,62 7,308 + 0,730 16,9

12. 1580,03 6,478 0,60 6,478 + 0,706 26,4

15. 1351,89 5,562 0,41 5,562 + 0,482 36,8

19. 1379,28 5,559 1,03 5,559 £ 1,212 36,8

24. 1115,12 4,493 1,18 4,493 + 1,388 48,9

Z tab. 22 vyplyva, ze obsah kyseliny askorbové ve §tavé z hrusky se po 5 dnech skladovani
snizil 0 1,291 mg.100 g*. Uz po 15 dnech skladovani byly ztraty 1/3 ptvodniho obsahu
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kyseliny askorbové. Poslednim meétfenim (24. den) byl zjistén pokles obsahu kyseliny

askorbové na polovinu pivodniho obsahu, coZ je zndzornéno i na obr. 21.
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Ztraty obsahu 16.9
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Den skladovani

Obr. 21. Ztraty obsahu kyseliny askorbové (KA) v hrusce — stavé Vv pribéhu skladovani

6.2.15 Stanoveni obsahu kyseliny askorbové v jahodach

Némi analyzované vzorky jahod byly uskladnény 10 dni, v prib&hu kterych byl opakované
stanovovan obsah kyseliny askorbové — 1 kus jahody byl analyzovan v prubéhu
2 dnt a v nasledujicich 2 dnech byl stanoven obsah kyseliny askorbové v dal§im kusu ja-
hody. Po uplynuti doby 10 dnti bylo stanoveni ukonceno vzhledem ke konci trvanlivosti

vzorku jahod.

V tabulkach 23 a 24 jsou uvedena zjisténa mnozstvi kyseliny askorbové v jahodach - stave

V Cerstvém a ve skladovaném vzorku.

Chromatogramy stanoveni kyseliny askorbové vzorku skladovaném 9 a 10 dni jsou uvede-
ny v priloze (P XI1X).

Obsah kyseliny askorbové v jahodach dle literarnich zdrojt je v rozmezi 40 - 89 mg.100 g™
Vv jedlém podilu [9], [38], [39], [40]. Nasim méfenim bylo zjisténo, ze ve §tave z jahody 1.
den méteni (Cerstvy vzorek) byl prumérny obsah kyseliny askorbové 104,614 mg.100 g'l.

Stava z jahod obsahuje vétsi mnozstvi kyseliny askorbové neZ jedly podil, vzhledem
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k tomu, zZe jedly podil, tedy duznina obsahuje i slozky jako jsou sacharidy (polysacharidy —
vlaknina), které spoluvytvafi texturu ovoce, a tim je snizen podil §t'avy obsahujici kyselinu
askorbovou. Mnozstvi kyseliny askorbové kolisa i v zavislosti na odradé, klimatu, zpasobu

sklizn¢ a skladovani jahod.

Tab. 23. Obsah kyseliny askorbové (KA) ve stave z jahod

Den Den Primérna plocha Obsah KA S
skladovani | stanoveni piku [MAU.s] [Mg.100 g

1. 1 26656,7 104,614 1,38
2. 2 16905,18 72,438 1,14
3. 1 21664,58 92,544 2,77
4. 2 16466,93 67,599 0,51
5. 1 19429,42 82,725 0,42
6. 2 12904,93 54,732 2,45
7. 1 16266,46 70,068 1,68
8. 2 11590,28 50,444 0,14
9. 1 17052,16 72,708 1,08
10. 2 6421,33 27,057 0,93

Mezi 1. a 2. dnem stanoveni byla ztrata kyseliny askorbové kolem 30 %. K nejvétSim
ztratdm mezi 1. a 2. dnem stanoveni doSlo v poslednim stanoveni, kdy byla zjiSténa

az dvojnasobna ztrata kyseliny askorbové.
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Tab. 24. Ztraty kyseliny askorbové (KA) v jahoddch — staveé v pribéhu skladovani

Den Obsah KA Den Ztraty KA- Ztraty KA
skladovani [Mg.100 g stanoveni vzhledem v2.dnu
k 1. dnu skla- stanoveni
dovani [%] [9%6]
1. 104,614 + 1,624 1 0 0
2. 72,438 £ 1,341 2 30,8 30,8
3. 92,544 + 3,259 1 11,5 0
4. 67,599 £ 0,601 2 35,4 27,0
5. 82,725 £ 0,294 1 20,9 0
6. 54,732 £ 2,883 2 47,7 33,8
7. 70,068 + 1,977 1 33,0 0
8. 50,444 £ 0,165 2 51,8 28,0
9. 72,708 £ 1,271 1 30,5 0
10. 27,057 £ 1,094 2 74,1 62,8

Z divodu rychlého kazeni jahod bylo velmi problematické zjistit, jak velka je ztrata kyseli-
ny askorbové béhem skladovani u jednoho kusu v priabéhu 10 dnd. Postupnou ztratu kyse-
liny askorbové u jahod tedy nelze piesné urcit jako u piedchozich vzorki, protoze na kazdé
2 dny analyzy musel byt pouzit 1 ks jahod. VSeobecné se da konstatovat, Ze ke ztratdm

kyseliny askorbové dochazi v pribéhu skladovani a jsou v rozsahu 11,5 — 74,1 %.
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ZAVER

Vitamin C patii mezi vitaminy rozpustné ve vodé. Vitamin C plni v nasSem téle fadu dulezi-
tych funkci. Je antioxidantem, ucastni se biosyntézy kolagenu, mukopolysacharidi, pro-
staglandinti a také podporuje imunitni systém. Vitamin C (kyselina askorbova) patii
K nejméné stabilnim vitaminim. Diky vysoké rozpustnosti kyseliny askorbové dochazi
K nejvétsim ztratam vyluhem, vafenim a konzervovanim ovoce a zeleniny. K zna¢nému

ubytku dochdzi rovnéz skladovanim.

Cilem diplomové prace bylo stanoveni obsahu kyseliny askorbové (vitaminu C) ve vybra-
ném ovoci V pribéhu skladovani chromatografickou metodou HPLC/UV.

Provedenim analyzy 13 druht vybraného ovoce (citron, pomeran¢, mandarinka, Kiwi, jabl-
ko Gloster, Golden Delicious a Gala, grep bily a ¢erveny, limeta, pomelo, hruska, jahody)
byly zjistény ztraty kyseliny askorbové v prubéhu skladovani.

Vzorky byly extrahovany se smési mobilni faze. Obsah kyseliny askorbové ve vzorcich
ovoce byl stanoven za téchto podminek: mobilni faze - smés CH3;OH : H,0 : H3PO,4 (99 :
0,5 : 0,5), prutok mobilni faze 0,8 ml/min, kyselina askorbova byla detekovana v 2,13 —
2,42 min. Separace probihala na koloné SUPELCOSIL - LC8 a detekce kyseliny askorbové
byla provadéna pomoci UV detektoru pii vinové délce 254 nm.

Dle této techniky byl zjiStén obsah kyseliny askorbové ve vzorcich Cerstvého ovoce —
$t4ve v sestupném poradi: pomerané (171,206 mg.100 g™*), grep bily (134,891 mg.100 g™),
grep Gerveny (126,591 mg.100 g*), jahody (104,614 mg.100 g), limeta (99,364
mg.100 g'%), citron (96,433 mg.100 g*), mandarinka (93,755 mg.100 g™), pomelo (69,027
mg.100 g*), kiwi (41,825 mg.100 g, jablko Gloster (24,861 mg.100 g™), jablko Gala
16,134 mg.100 g), jablko Golden Delicious 14,220 mg.100 g*) a nejnizsi obsah kyseliny
askorbové byl stanoven v hrusce (8,798 mg.100 g™).

Nejvétsi ztraty kyseliny askorbové v pribéhu skladovani byly zjistény u pomerance - po 37
dnech skladovani byla ztrata 63,6 % a u pomela, kdy po 24 dnech skladovani ¢ini ztrata
60,9 %. Pomérné vysoka ztrata kyseliny askorbové byla zjisténa v grepu Cerveném (52 %
z puvodniho obsahu kyseliny askorbové) a v grepu bilém (45,5 % z pivodniho obsahu ky-
seliny askorbové) po 28 dnech skladovani. U kiwi byla ztrata kyseliny askorbové 36,1 %
(15 dnt skladovani), u mandarinky 23,3 % (19 dnut skladovani) a u citronu 22,4 % (28 dnt

skladovani). Pfi porovnani hodnot ztrat bylo zjisténo, Ze nejnizsi pokles obsahu kyseliny
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askorbové byl u limety (19,4 %), jablka Gloster (26 %) a Golden Delicious (29,6 %) vzdy
po 24 dnech skladovani.

Z davodu rychlého kazZeni jahod bylo velmi problematické zjistit, jak velka je ztrata kyseli-
ny askorbové béhem skladovani u jednoho kusu v pritbéhu 10 dnd. VSeobecné Ize konsta-
tovat, Ze ke ztratam kyseliny askorbové u jahod dochazi v pribéhu skladovani (1 — 10 dni)

ajsou v rozsahu 11,5 — 74,1 %.

Porovnanim vysledkt analyzy provedené v citronové $tavé uskladnéné v lednici jak
Vv oteviené nadobé, tak i v uzaviené nadob¢ bylo zjisténo, ze ztraty kyseliny askorbové po
5 dnech skladovani citronové §tavy v oteviené nadobé i uzaviené nadobé jsou piiblizné
stejné. Pii porovnani namétenych hodnot u pomerancové §tavy bylo zjisténo, ze v pome-
ranc¢ové §tave uskladnéné v lednici v uzaviené nadobé je ztrata obsahu kyseliny askorbové

po 7 dnech skladovani 19,8 %, v oteviené nadobé ¢ini 2,4 % po 4 dnech skladovani.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LDL Low-density lipoprotein — lipoprotein o nizké hustoté.
HDL High-density lipoprotein — lipoprotein o vysoké hustoté.

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate — nikotinamid adenin dinukleotid

fosfat.
EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova.
FAO Food and Agriculture Organization - organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi.

HPLC High performance liquid chromatography — vysokouc¢inna kapalinova chroma-

tografie.
UV/VIS Ultraviolet-Visible — ultrafialova a viditelna oblast svétla.
UHT Ultra high temperature — za vysoké teploty.

KA Kyselina askorbova.
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