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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim obsahu vitaminu C v riznych odridach diinu
obecného (Cornus mas) a jetdbu obecného (Sorbus aucuparia).

V teoretické ¢asti jsou popsany botanické charakteristiky obou rostlin, rozsifeni na tizemi
CR a ve svét&, zplisoby rozmnoZovéani, obsah zdravotné vyznamnych latek a vyznam obou
rostlin v potravinafstvi. Pozornost je soustfedéna na vitamin C, ktery se v jejich plodech
nachdzi ve vysokém mnozstvi. Zavér teoretické ¢asti se zabyva riznymi metodami stanoveni
vitaminu C.

Cilem experimentalni ¢asti bylo porovnat obsah vitaminu C v jednotlivych odriidach dfinu
a jefabu. Zvolena metoda stanoveni vitaminu C vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s UV detekci byla nejdiive ovéfena na standardech. Poté byly stanoveny vybrané
valida¢ni parametry této metody. Validovana metoda byla pouzita ke stanoveni obsahu
vitaminu C v deviti odriidach dfinu obecného a v Sesti odriidach jefabu. Pro porovnani bylo
také na nekterych vzorcich testovano stanoveni celkového vitaminu C po redukci kyseliny
dehydroaskorbové za pomoci dithiothreitolu (DTT).

ABSTRACT

This thesis deals with the determination of vitamin C in different varieties of cornelian
cherry (Cornus mas) and mountain ash (Sorbus aucuparia).

The theoretical part describes the botanical characteristics of both plants, the extension in
the CZ and in the world, methods of reproduction, the content of meaningful health
substances and the importance of both plants in food-processing industry. Attention is paid to
vitamin C, which is in their fruits in high quantity. Conclusion of the theoretical part discusses
various methods of determination of vitamin C.

The aim of the experimental part was to comparison of the vitamin C content in different
varieties cornelian cherry and mountain ash. The chosen method for the determination of
vitamin C by high performance liquid chromatography (HPLC) with UV detection was first
tested on standards. Selected validation parameters of this method was then determined.
Validated method was used to determine the content of vitamin C in nine varieties cornelian
cherry and six varieties of the mountain ash. For comparison were also tested some samples
of the determination of total vitamin C after reducing dehydroascorbic acid by using
dithiothreitol (DTT).
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1 UVOD

V dnes$nim uspéchaném svété se lidé ¢im dal Castéji vraci ke zdrojim piirody, protoze
ne vzdy to, co vynalezl ¢lovék synteticky, nam miize pomoci do takové miry, jak bychom
chtéli a potfebovali. A pravé v tuto chvili pfichazi pivodni osvédcené recepty a praktiky,
které zapojuji do svého piisobeni cely komplex latek. Do této skupiny fadime také rtizné
rostliny a byliny, které ¢lovéka provazi odnepaméti. Patii sem urcité i méné znadmé ovoce.
V mnoha ptipadech se upustilo od jeho péstovani vétSinou z praktickych divodi, ke kterym
patii napiiklad zdlouhava vysadba ¢i pracna sklizen nebo i specifické a naro¢né podminky
pro péstovani. Nastesti diky péstitelim a Slechtitelim se k tomuto ovoci stale Castéji vice lidi
vraci.

Do skupiny u nas se vyskytujiciho méné zndmého ovoce patii i ket diin obecny (Cornus
mas). Do Ceské republiky se dostal zvychodu, kde ho miZeme nalézt v pocetndjsim
mnozstvi. U nas se vyskytuje pfevazné pouze na dvou mistech, a to na stfedni a jizni Moravé
a ve stfednich a severozapadnich Cechach. Patii k rostlinam, které za¢inaji tvofit brzy na jaie
pestré zluté kvéty, které jsou dilleZitym prvnim zdrojem potravy pro véely. Obcas ho mizeme
nalézt i v parcich, kde slouzi ptredevsim k dekorativnim uceltim a je také vyuzivan pro tvorbu
zivych plotl. Nas vSak zajima kvuli jeho plodim, které dozravaji na konci 1éta ¢i zacatkem
podzimu. Tyto takzvané diinky velikosti i tvarem pfipominajici olivy, ovSem syt¢ az tmaveé
cervené barvy, konzumenty ptekvapi svou svézi sladkokyselou chuti, které nam navic dodaji
i spoustu zdravi prospéSnych latek. A to predevsim vitamin C, ktery se zejména v Cerstvych
bobulich nachdzi ve velkém mnozstvi. Z dalSich biologicky aktivnich latek je zde moZzno
nalézt rizné druhy anthokyanti neboli pfirodnich barviv, cukry anebo vlakninu dilezitou
pro zazivaci soustavu. Proto je uplné nejlepsi varianta diinky konzumovat Cerstvé, ostatné jak
jakékoli jiné ovoce ¢i zeleninu. Nastésti i po tepelné Upraveé, at’ uz pfipravou ruznych
zavafenin, marmelad nebo siruptl, si ponechéava stale vysoky obsah vitaminu C.

Dalsi rostlina, také kef, ktery patii do skupiny méné¢ zndmého ovoce, je jefdb obecny
(Sorbus aucuparia). Tento kef, n€kdy 1 strom, narozdil od dfinu vykvéta pozd¢, a proto jsou
jeho kvéty chranény pied pozdnimi jarnimi mraziky. Nejvice vitaminu C plody obsahuji
ve fazi biologické zralosti, coz je asi v poloviné zafi, ale v té dobé& jsou velmi kyselé. Bohuzel
by se tyto plody nemély konzumovat ve vét§Sim mnozstvi za surového stavu kvili obsahu
toxickych latek, ke kterym patii kyseliny parasorbinova a amygdalin. Po tepelné upravé dojde
k odstranéni téchto nezadoucich latek, coz se miize vyuzit k ptipravé riznych pokrmi nebo
naptiklad jako dochucovadlo do oméacek, kde si 1 pfes tepelnou Upravu toto ovoce stile
udrzuje velky podil obsazeného vitaminu C.

Ke stanoveni vitaminu C bylo publikovano mnoho metod, pozornost je vénovana
predevsim metodé HPLC a zptisobiim extrakce tohoto hydrofilniho malo stabilniho vitaminu,
k jehoz ztratdm dochazi nejcastéji pisobenim tepla, kysliku a za katalyzy kovl. V této préci
bylo porovnano mnozstvi vitaminu C ve vybranych odridach méné znamého ovoce, které
bylo stanoveno pomoci HPLC za pouziti extrakéniho ¢inidla a mobilni fdze dané normou
CSN EN 14130 z roku 2004 [1].



TEORETICKA CAST
1.1 D¥rin obecny — Cornus mas
Popis rostliny

Odborné jméno ket dostal dle latinského slova cornu, které je ekvivalentem naseho slova
roh. Vysvétluje ndm to citace z Matthioliho herbéte, ktery z italstiny pfelozil znamy cesky
botanik a lékat Tadeas Hajek z Hajku, kde se doslovné piSe : "Diinkovy strom latiné od rohu
jméno ma4, protoze jako roh jeho dfevo tvrdé jest." Z tohoto diivodu bylo dievo diinu, zejména
v minulosti, velmi cenéno v fezbarstvi. [2]

Dftin patii mezi okrasné a velmi dekorativni dieviny zvlasté v predjaii, kdy vykvéta. Diiny
drzi po tisicileti primdt ve vitdni jara. V této dobé je svym kvetenim a tvorbou velkého
mnozstvi pylovych zrn dilezitou oporou véelam, které pottebuji pii prvnich jarnich preletech
vydatnou potravu. Ctyicestné kvéty, rozvijejici se pied rasenim listl, maji Gtyfi nepatrné
kalisni zoubky ve tvaru pravidelného trojuhelniku, ¢tyfi volné zluté korunni listky a tyCinky
se Zlutymi prasniky. Cely dojem je zlutavy; kvéty jsou usporadany do mnohokvétych (14-25)
okoli¢natych kvétenstvi. Plody jsou syté rudé soudeckovité diinky, asi 15 mm dlouhé
(u velkoplodych kultivarii vétsi) peckovice. Maji sladkokyselou, trochu sviravé natrpklou
chut’ a obsahuji 8-9 % cukrii a 2-3 % volnych kyselin, hlavné kyseliny jablecné. Ptipravuji
se znich dzemy, kompoty a ovocné vino. Pevné dievo slouzilo napt. k vyrob&€ ozubi
mlynskych soustroji, borka s obsahem 7—16 % tfislovin se pouzivala k vydelavani kazi. [2, 3]

Jeho pfednosti jsou pro drobné péstitele i pro velkovyrobni péstovani nesporné. Diin
bohat¢ a pravidelné plodi, sklizeni 1ze mechanizovat (vibraci nebo stfdsanim plodl), zaloZena
vysadba je pii minimalnim oSetfeni dlouhovekd, v plné plodnosti pfeckd mnoho generaci
a kefe témét nevymrzaji. Diin mé& bohaty kofenovy systém, ktery zpeviiuje pudu zvlaste
na svazich a zabranuje tak erozivni ¢innosti. D4 se péstovat i v extrémné suchych pudach.
Neni nezanedbatelny ani jeho vyznam pro vcely a viibec jako perspektivni ovocné dieviny
prinasejici ovoce s vysokou biologickou hodnotou vhodné pro piimy konzum i v Cerstvém
stavu i pro zpracovatelské ucely. Vedle ekonomického efektu je také tato dlouhovekd dievina
bezesporu piinosem ke zlepSeni zivotniho i pfirodniho prostiedi v ekologicky poskozenych
oblastech. [2]

Tento rod zahrnuje asi Ctyficet druhii opadavych ketdl, ojedinéle stromd, rozsifenych
v mirném pasmu severni polokoule. V naSich parcich a sadech Casto nalezneme svidu bilou
(Cornus alba L.), diin kvétnaty (Cornus florida L.), svidu obecnou (Cornus sanquinea L.)
a zejména diin obecny (Cornus mas L.), ktery nas z ovocnaiského hlediska zajima nejvice.

2]



Obr. ¢. 2: Kvety drinu obecného [5]



1.1.1 StanoviSté a roz§ireni

Diin je sice teplomilna ovocnd dievina, ale ve dievé i vobdobi kvétu je velmi
mrazuvzdorny. Dfinu se dobie dafi na vyslunnych susSich rovinatych i svazitych plochach,
které se pro jiné ovocné druhy nehodi. Pida ma byt piscitohlinitd aZ hlinitopisCita s neutralni
az alkalickou (zasaditou) reakci. Vyskytuje se Casto na vapencovych podkladech. Diin
jendrony na teplo a svétlo, a proto davdme prednost svahiim orientovanym na jih,
jihovychod nebo jihozapad. S tispéchem lze diin péstovat i v nadmotské vysce kolem 600 m,
zvlasté  jde-li o mikroklimaticky pfiznivou polohu. Nevhodné jsou napt. zastinéné plochy
u vysokych zdi, kde jsou kete fidké a velmi malo plodné. Také v kyselych ptdach se diinu
nedafi. Okusem zvéfe ani vaznéj$imi chorobami ¢i sktidci dfin netrpi. [2]

Je to dievina stfedni ¢i spiSe jizni Evropy, jejiz severni hranice byva lokalizovana do linie
jizni Belgie, Lucembursko, stfedni Némecko, Hali¢ a jizni oblasti Ruska. Roste i na Krymu,
Kavkaze a v Malé Asii, péstuje se také v jiznim Svédsku a po staleti v Anglii. V Ceské
republice se diin obecny vyskytuje ve dvou oblastech. Jsou to stfedni a severozapadni Cechy
a jizni a stfedni Morava, mezi nimi je rozsahld oblast bez vyskytu druhu. V Cechach je
nejéastéji zastoupen v Ceském krasu, dolnim Povltavi a v Ceském stiedohofi, na Moravé
hlavné v pahorkatindch lemujicich moravské uvaly, v predhiifi Ceskomoravské vrchoviny,
v Moravském krasu a Jihomoravské pahorkating. [3, 6]
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Obr. ¢. 3: Mapka vyskytu ditnu obecného v CR [7]
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1.1.2 RozmnoZovani, vysadba a sklizen

Dfin lze sice mnozit v semenech, tj. vysevem pecek, ale timto zplsobem ziskdme
riznorodé potomstvo. Navic je semeno preléhavé (s tzv. dvojitou dormanci — mechanickou
1 fyziologickou), takZe kli¢i az druhym rokem po jednoro¢ni stratifikaci. USlechtilé typy dfinu
proto mnozime roubovanim. Celkem dobfe Ize diin mnozit hiizenim nebo odkopky. I kdyz
dfin patii mezi hiife zakofefujici dfeviny, da se mnozit i zelenymi fizky. Rezeme je v Gervnu
asi 150 cm dlouhé a ponechdvame jim jeden az dva pary vrcholovych listl, spodni
odstranime. OSetfime je praskovym stimulatorem a vysadime do pafeniSté, v némz jsme
ptipravili smés prosetého kompostu, raseliny a jemného pisku. Do zakotfenéni fizky rosime,
mirné vétrame a také stinime proti slunecnimu tUpalu. Nejlépe az zjara piiStiho roku
vysazujeme zakotfenéné rostliny do volné pidy. [2]

Pied vysadbou na trvalé stanovisté plidu hluboko zkypiime a zapravime do ni kompost
v davee asi 5 kg na 1 m’. Zejména na svazich je tfeba vyhloubit jamy, které pifi vysadb&
zaplnime kvalitni zeminou. Vzdalenost rostlin od sebe by méla ¢init 4-5 m. [2]

V ptiznivych podminkiach miizeme z dospélych ketti nebo stromti pravidelné sklizet
30 — 40 kg ovoce ro¢né. Plody, které zraji postupné od konce srpna do fijna, sklizime v dob¢,
kdy jsou jiz vybarvené, ale jeSté tvrdé. Nejlepsi zpisob sklizné je stfdsani diinkti na plachtu
rozprostfenou na zemi. [2]

Dtinky maji velké mnozstvi — 700 mg — vitaminu C v 1 kg plodd. Vitamin C je v nich
pomérné staly. Vysoky podil zistava i v kompotech, dZemech (aZ 50 mg ve 100 g vyrobku).
Dale obsahuji tfisloviny, dostatek mineralnich latek, hlavné drasliku, vapniku, hot¢iku a siry.
Obsahuji 1 provitamin A, dale organické kyseliny, pektiny a dal§i cenné latky. Diinky
je mozné také suSit. Susena mletd duznina se u zakavkazskych narodii pouzivd na roznéni
masa. Ze suSenych diinkl se pfipravuje chutny ¢aj. Na Ukrajin€ se pali ,,dernovka®, diinkova
palenka. Vyborné jsou michané kompoty z hrusek nebo jablek s diinky a brusinkami nebo
jetabinkami, zvlasté jako ptiloha ke zvéfiné. [2]
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1.1.3 Odrudy a jejich charakteristika

Soucasné odridy ,,Devin® a ,,Titus* byly zjedendcti selekci pochézejicich z pfirodnich
lokalit Vihorlat, StraZcovska hornatina a Moravské predhtifi. Odriida ,,Devin® vynika vysokou
a pravidelnou plodnosti. Dfinky jsou velké, v technologické a konzumni zralosti jsou vyrazné

K dal$im odriddm patii: Jaltsky, Elegantni, Lukjanovsky, VySegorodsky, Vydubecky,
Fruchtal, Jolico. Jednotlivé odridy se od sebe li§i tvarem plodd, barvou, leskem i jejich
kvalitou.

Na zaklad¢ hodnocenych znaki lze za perspektivni odridy doporucit: Lukjanovksky,
Vysegorodsky, Vydubecky. Odridu Jaltsky jako silné rostouci a ranou do poloh s kratSim
vegetatnim obdobim, naopak odrida Jolico vyzaduje dlouhé vegetacni obdobi, plody musi
dokonale vyzrat, aby ziskaly pozadovanou kvalitu. [9]

Lukjanovsky

Dortsta do vysky 3,3 m, tvofi vzpiimenou korunu se stiednim zahusSténim. Odrida
je vysoce odolnd viaci poklesim teplot, suchu, plodi pravidelné¢ s téméf kazdoroéni
vyrovnanou sklizni. V sedmém roce péstovani se sklizné¢ pohybuji od 12 do 22 kg na kef.
Dozrava stfedné v terminu od 20. srpna do 15. zafi. Listy jsou celokrajné, ovalné protahlé,
svétleji zelené, zespodu v mistech spojeni nervatury ochmytené. Plody jsou velké, dosahuji
5,5 az 6,0 g, délka 30,6-34,0 mm, Sitka 15,0-16,5 mm, tvar batikovity i hruskovity, duznina
Stavnatd, tmavé Cervena se specifickym aromatem. Stopka dosahuje délky 15,0-17,0 mm.
Pecka je vietenovitd, zaSpicatéla, krémové barvy, délky 18,5-19,6 mm, $itky 6,6—7,2 mm.

Chemické slozeni: Obsah cukri 6,8-7,2 %, kyselin (celkovy) 2,2-2.3 %, pektinl
0,6-1,1 %, vitamin C 70,7-95,3 mg na 100 g. [9]

VysSegorodsky

Dortistd vysky 3,8 m, tvofi ovaln¢ pyramidalni tvar koruny se stfednim zahusténim,
je vysoce odolnou odriidou vii¢i poklesiim teplot, plodi pravidelné, kazdoro¢né. Sklizen
v osmém roce péstovani dosahuje okolo 18 kg na kef. Dozrava velmi brzy, koncem cervence,
zacatkem srpna. Listy celokrajné, ovalné protahlé, svétle zelené barvy s vyraznou nervaturou.
V uzlabi nervatury je typické ochmyteni. Plody jsou ovalné valcovitého tvaru, stiedné velké,
dosahuji 3,5 g, délka plodii 22,0-23,0 mm, Sitka 13,5-14,9 mm. Tvar plodu je nestaly. Zralé
plody jsou tmavé visnové barvy s lesklou, tenkou slupkou, kysele sladké chuti. Pecka
je elipsovitd, dosahuje délky 15,5-16,2 mm, Sitky 5,6-6,0 mm. Tvoii v priméru 11,1 %
z celkové vahy plodu.

Chemické sloZeni: obsah cukri 5,8-6,8 %, kyselin 1,5-1,7 %, pektini 0,60-0,85 %,
vitaminu C 75,0-85,0 mg ve 100 g plod.[9]

Vydubecky

Vyska kefe dosahuje okolo 3,7 m, tvoii spiSe kefovity, Siroce rozlozity tvar se stfedni
hustotou. Vuci poklesim teplot i suchu je vysoce odolnou odridou. Plodnost je kazdorocni.
Sklizeni v desatém roce péstovani dosahuje 15-20 kg na ket. Je ranou odridou, zraje
od 5. srpna do 10. zafi. Listy jsou celokrajné, ovaln¢ protahlé, svétle zelené barvy, s vyraznou
nervaturou. Spodni strana listu v mistech spojeni nervatury je ochmytena. Plody jsou velké,
dosahuji 4,04,8 g, délka plodu 26,0-28,0 mm, Sitka 14,0—15,0 mm. Tvar plodu je ovalné
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hruskovity, barva plodu je temné Cervena s lesklou slupkou, duznina je $tavnata, délka stopky
se pohybuje od 15,0 do 17,0 mm. Pecka je vietenovitého tvaru, zaspicatéla, krémové barvy,
délky 17,5-18,5 mm, §itky 5,6-6,2 mm.

Chemické slozeni: obsah cukru 5,6-7,2 %, kyselin 1,5-1,7 %, pektinu 1,0—1,2 %,
vitaminu C 93,8-100,7 mg ve 100 g ploda. [9]

1.2 Chemické latky obsazené plodech diinu obecného

Voda

Voda tvoti nejcastéji 50 az 90 % hmotnosti surovin rostlinného a Zivo¢isného pivodu,
a tedy 1 pfislusnych potravin, zbytek se nazyva susina. Podle obsahu vody se potraviny nékdy
déli na potraviny s vysokym, stfednim a nizkym obsahem vody. Mnozstvi vody
v potravinach, resp. aktivita vody, zasadné¢ ovliviiuje charakteristické organoleptické
vlastnosti potravin (texturu, vini, chut, barvu) a také jejich Udrznost, odolnost vici
mikrobidlnimu ataku, enzymové (biochemické) a neenzymové (chemické) reakce, ke kterym
dochazi behem zpracovani a pti skladovani. [2]

Tab. ¢. 1: Obsah vody v nékterych potravinach [2]

Potravina Obsah vody [%]
bandny 76
hrusky 83
jablka 85
broskve 89
jahody 90
pomerance a citrony 8687
suSené ovoce 12-25
Cerstva kotfenova zelenina (mrkev, petrzel) 90
zeli 92
hlavkovy salat a rajcata 95
Cesnek 61-68
por 83-89
cibule 89-93
obiloviny 9-14
bily chléb z pSenicné mouky 35-36
zitny chléb 3845

V ovoci a zeleniné je obsazena voda jednak volnd, tak vazand na koloidy. Volna voda
je ve §taveé bunck ovoce a zeleniny a v ni jsou rozpustény ostatni latky, které stavy obsahuji
(cukr, kyseliny apod.).

Voda vazana na koloidy tvoii okolo nich vodni obal, ktery je jejich neoddélitelnou ¢asti.
Vézana voda se od volné 1isi: vétsi hustotou, niz§im specifickym teplem, nezamrza pii niz$ich
teplotach, vysuSovanim se odstraiiuje mnohem nesnadnéji nez volnd voda, neni
rozpoustédlem pro latky, které se ve volné vodé snadno rozpoustéji.[2]
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Vlaknina

Je to soubor neskrobovych polysacharidi, které jsou degratovatelné travicimi enzymy
v horni ¢asti zazivaciho traktu. Do vldkniny se pocitd celuldza, lignin, hemicelul6za,
pektinové latky, gumy a slizy. VéEtSinou jsou nerozpustné ve vodé, nanejvys byvaji rozpustné
koloidné. Ovoce se podili na celkové spotiebé vlakniny asi ze 14 % a zelenina z 11 %.[2]

Sacharidy

Sacharidy obsazené v ovoci muzeme rozdé€lit na monosacharidy (glukosa, fruktosa),
disacharidy (sacharosa), polysacharidy (Skrob, celulosa, hemicelulosa, pektiny).

Glukosu (hroznovy cukr) obsahuji dfinky v mnozstvi 4,1-4,5 %. Fruktosu (ovocny cukr),
kterd je nejslad$i a nejstravitelnéjSi cukr, obsahuji diinky 4,1-4,7 % a sacharozu vibec
neobsahuji.[2]

Tab. ¢. 2: Obsah zakladnich slozek v drincich [2]
Zakladni slozky [g.kg]

voda susina bilkoviny lipidy sacharidy popeloviny vlaknina
870,0 130,0 8,0 1,6 140,0 6,0 14,0
Pektiny

Polysacharidy obsahujici jako monomerni jednotky kyselinu galakturonovou, jeji estery
a rhamnosu. Jsou rozSifeny v rostlinné fisi; jsou vazany na polysacharidy bunéénych stén
a tvofi tzv. bunécny tmel (stfedni lamelu). Vyrdbéji se z fepnych tizkt, z jablek a citrusovych
plodi. Diky pfitomnosti siln€¢ hydrofilnich karboxylovych skupin maji pektiny velkou
schopnost vazat vodu a za ur¢itych podminek (pH, koncentrace Ca’") vytvareji gely. Toho
se vyuzivd v potravinaistvi (pfi vyrobé marmelad), ve farmaceutickém pramyslu
a v kosmetice.[2]

1.2.1 Vitaminy obsaZené v dfincich

Komplex vitaminii ovoce a zeleniny chrani lidsky organismus v mnoha smérech, zejména
pusobi proti hypovitaminozam a avitaminozam. Casto dochézi k synergismu, kdy se G¢inek
jednotlivych slozek znasobuje. Nékteré vitaminy maji dalsi ochranné ucinky, naptiklad i proti
nadorovym onemocnénim (tokoferol — vitamin E, kyselina askorbova — vitamin C, B-karoten).
V této souvislosti je vénovana pozornost uloze nékterych vitaminil (vitamin E, C), ale dalSich
slozek v ochrané pfed agresivnimi u¢inky volnych radikali. Radikaly jsou molekuly, atomy
¢iionty sneparovymi elektrony. K pfirozenym radikalim patii napi. kyslik (biradikal),
nekteré oxidy dusiku (NO, NO,). Nadbytek radikali (Casto 1 vlivem zneciSténého prostiedi)
muze vést k tzv. oxidativnimu stresu a k poskozeni buné¢k.[2]

Vitamin A (retinol)

Pisobi protiinfekéné a antixeroftalmicky (proti Serosleposti), podili se na biosyntéze
glykoproteint (slizni¢ni epitel) a steroidid a na produkci rhodopsinu. Zabraiiuje vysychani
ocni rohovky a zlepSuje zrak. Je potfebny pro zdarny vyvin a rist. Vitamin A ma také
antikancerogenni uc¢inky.

Vovoci a zeleniné je vitamin A pfitomny jen ve form¢ provitamini. Hlavnim
provitaminem je [B-karoten; o-karoten a y-karoten jsou pfitomny v men$i mife. K jejich
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pfeméné na retinol dochazi v jatrech. Lidé s nemoci jater a diabetici maji proto sniZenou
schopnost vyuzit karoten jako provitamin A.[2]

Vitamin B1 (thiamin)

Plsobi proti poruchdm nervového systému, jako kofaktor enzymi se UcCastni pfemény
sacharidu, tukti a aminokyselin. Jeho pfijem v nasi strave je na hranici nedostatku. Nedostatek
se projevuje ruznymi chorobami (choroba beri-beri, neuralgie, ischias, nechutenstvi).
Na celkové denni dévce thiaminu se podili zelenina ze 16,2 az 20,5 % a ovoce ze 5,7
az 7,4 %. Hlavnim zdrojem thiaminu jsou jatra, vepfové maso, kvasnice, obilné klicky.
Thiamin je vitamin pomérné nestaly, lehko se okysli¢uje.[2]

Vitamin B2 (riboflavin)
Je rlstovy Cinitel a podporuje okysliCovaci procesy v lidském téle. Jeho nedostatek vede

vvvvv

je vzacna, riboflavin je v dostateném mnozstvi v bézné potravé (mléko, potraviny
rostlinného pivodu). Behem vareni mtize dojit ke ztratdm az 60 %.[2]

Tab. ¢. 3: Obsah vitaminu [2]

Vitaminy v d¥incich [mg.kg]
A B, B> C
0,50 0,20 0,30 700

1.2.2 Kyselé slozky

Kyselost potravin souvisi s mnoZzstvim piitomnych nedisociovanych a disociovanych
kyselin, resp. oxoniovych iontt.

Jako nositel¢ kyselé chuti (také bakteriostaticky cinitel a faktor ovliviljici fadu
chemickych reakci) maji v potravinach hlavni vyznam nedisociované¢ formy organickych
kyselin, pfedev§im citronové a jableéné. Casto se vsak uplatiuji i daldi kyseliny,
napf. L-askorbova u vétSiny druhti ovoce, vinna u hroznd, isocitronova u ostruzin, Stavelova
u revene, mlécnd u nékterych mlécnych vyrobka (napi. jogurti), mlééné kysanych okurek,
zeli a oliv, octovd u konzervarenskych zeleninovych vyrobki, propionova kyselina u syra
typu Emmental. [2]

Kvalita a intenzita kyselé chuti

Jednotlivé kyseliny se v charakteru a Casto také v kvalité¢ kyselé chuti vzajemné lisi.
V jistych mezich se kyselin také lisi prahové hodnoty vnimani kyselé chuti. [2]

Tab. ¢. 4: Prahové koncentrace vyznamnych kyselin [2]

Kyselina | Podnétovy prah [mg.dm™]
octova 110
mlécna 200
jable¢nd 110
vinna 80
citronova 150
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M¢éné€ vyznamné pro vjem kyselé chuti jsou vodikové kationty, resp. oxoniové kationty
vzniklé disociaci kyselin:

R-COOH + H,0 — R-COO + H;0"

Mnozstvi oxoniovych iontl, resp. hodnota pH biologickych systému, je vyznamnym
kriteriem, nebot’ ovliviiuje oxidacné-redukéni potencidl systému, probihajici enzymové
i chemické reakce, rust mikroorganismi, ma vliv na vini, chut’ a barvu potraviny. Hodnota
pH zavisi na koncentraci kyselin, jejich disocia¢nich konstantach a stupni neutralizace kyselin
bazickymi latkami.

Z riznych divodu (mikrobiologickych, technologickych aj.) je ucelné rozlisovat potraviny na:
e velmi kyselé (jejich Stdva ma pH < 4,0)
e malo kysel¢ (pH je v rozmezi 4,0-6,5)
e nekysel¢ (pH>6,5)

Ovoce byvéa az na vyjimky vzdy velmi kyselé. Nejvice kyselin ma ovoce v dobé pred
dozranim. Hodnota pH ovocnych §tav je pievazné niz§i nez hrani¢ni hodnota 4,0
(u ptezralych hrusek, tfesni a broskvi mlze vystoupit az na hodnotu pH 4,5, u ptezralych
bezinek az na hodnotu 4,7). Obsah kyselin v ovoci byva podle druhu zpravidla
10 az 30 g.kg', méné kyselin (kolem 80 g.kg™") obsahuji citrusové plody.

Casto byva kyselad chut modifikovana p¥itomnosti sacharidi, t¥islovin, ethanolu nebo
ruznych kationtli a jinych latek. Sacharidy chutové ucinky kyselin zeslabuji, tfisloviny
a ethanol je naopak zesiluji.

Cerstva zelenina je na kyseliny ve srovnini s ovocem pomérné chuda. Jeji pH kolisa
zpravidla od hodnoty 5,0 do 6.6. Z béznych zelenin je vyjimkou pouze reven, kde se hodnota
pH pohybuje kolem 3,2, pomémé kysela jsou také rajcata (pH asi 4,3). Obsah kyselin
v &erstvé zelening se pohybuje nejéastéji mezi 2—4 gkg™. [2]

Organické kyseliny, které muzeme najit v plodech difinu obecného, jsou: Kkyselina
jableéna — vyskytuje se ve vSech druzich ovoce kromé citrusovych plodi a klikvy a kyselina
salycilova — vyskytuje se v dfincich jen ve velmi malém mnozstvi. [2]

1.2.3 Trpké latky

Primarni pticinou trpké, sviravé nebo také adstringentni chuti jsou interakce proteind slin
s nékterymi polymernimi fenolovymi slouceninami pfitomnymi v potravinach rostlinného
puvodu. Tyto interakce vedou k denaturaci proteind slin, tim ke ztraté jejich ochranného
vlivu, v disledku ¢ehoz dochazi k interakci s proteiny ustni dutiny. Fenolové slouceniny
interagujici s proteiny se souhrnné nazyvaji tfisloviny nebo také tanniny. Ttisloviny se dé€li
na dv¢ velké skupiny latek:

e hydrolyzované tfisloviny
e kondenzované ttisloviny.

Hydrolyzovatelné tanniny jsou polymery esterti gallové kyseliny ¢ili polygalloylestery.
Kondenzované tiisloviny pfedstavuji hlavné dimery, trimery a oligomery kyseliny
chlorogenové, kavové a flavonovych derivati (katechinu, epikatechinu, proanthokyanidinu).
Mezi zdroje trpké chuti patii zejména tanin, pyrogalol, kyselina hydroxybenzoova, skoticova,
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katechininy a dalsi. Vyskytuji se vSak také prakticky libovolné kombinace kondenzovanych
a hydrolyzovatelnych tiislovin, které se nazyvaji komplexnimi tiislovinami.

Ttisloviny maji jako pfirozené slozky potravin zna¢ny vyznam, nebot’ Casto podstatnym
zptsobem ovliviuji zadouci i nezadouci chutové vlastnosti potravin. Zadouci je pfiméfena
trpkost napt. u caje, kavy, kakaa (pfidanim mléka nebo smetany se v dusledku interakce
ttislovin s proteiny mléka trpkost odstrani), ¢ervenych vin, piva aj. Nezadouci trpkost
vykazuje nezralé ovoce, napi. banany. U nékterych népojli, napt. ovocnych $tav, piva a vina
vznikaji zékaly a sedimenty, na jejichz vzniku se UCastni pfitomné proteiny a tfisloviny.
Ttisloviny se proto v takovych ptipadech odstraiiuji za pouziti aditivnich latek, napt. zelatiny,
polyamidii nebo polyvinylpolypyrrolidonu.[2]

Tab. ¢. 5: Trisloviny v ovoci [2]

Obsah tiislovin v ovoci [g.kg]
jadrové ovoce, tfesn¢ a merunky | bobulové ovoce, broskve a visné | trnky
0,1-2 1-4 20

1.2.4 Bilkoviny

Uvadéji se jako celkovy obsah dusikatych latek, ptipadné jako tzv. hruby protein.
Rostlinné bilkoviny obsahuji 62-90 % Ccistého proteinu. Vyzivové denni davky pfitom
doporucuji podil rostlinnych bilkovin 45-50 %. Malou ¢ast potieby rostlinnych bilkovin
dodéva zelenina, je$t€¢ mensi ovoce. Bilkoviny rostlin se v lidském téle vyuzivaji jen ¢aste¢né,
jejich vyuzitelnost se vSak zvySuje kombinaci s bilkovinami zivo¢iSnymi.

Ze zékladnich slozek bilkovin — aminokyselin je 8 pro c¢lovéka nepostradatelnych
(tzv. esencialni aminokyseliny — isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin,
tryptophan, valin). V ovoci a zeleninég je jich jednotlivé méné nez 1 g.kg™. [2]

1.2.5 Prirodni barviva - anthokyany

Jsou to barviva rozpustna ve vodé a dodavaji rostlinnym pletiviim Cervené, Cervenofialové
az modrofialové zbarveni v zavislosti na pH. Chemicky jde o heteroglykosidy a jejich
aglykony. Jejich mmnoZzstvi zavisi na rostlinném druhu. Napf. v tfeSnich jich byva
nad 400 mg kg™'. Nejéastdji se ovoci vyskytuje kyanidin, pelargonidin, oenidin, chrysantamin,
peonidin, fragarin, cerakyan, myrtilin, delfinidin. [2]

V soucasnych studiich byl zkouman vodny extrakt diinu obecného z divodu jeho
antioxida¢nich vlastnosti. Antioxidacni vlastnosti tohoto vodného extraktu byly hodnoceny
prostiednictvim riznych antioxidac¢nich testl, které zahrnovaly napf.: stanoveni redukénti sily,
schopnost odstraiiovat volné radikaly a dal§i. Tyto antioxida¢ni vlastnosti extrakti diinu
mohou byt vyuzity k inhibici oxidace lipidu.

Diin obecny je dobfe zndmy v turecké lidové mediciné a je uzivan kvuali jeho
antimikrobidlnim vlastnostem. Dale bylo zaznamenano, Ze diin obecny ma protizanétlivy
a protizacpovy efekt. Z anthokyanti, kterych ovoce obsahuje vyznamné mnozstvi, byly
izolovany delphinidin 3-O-B-galactosid (3), cyanidin 3-O-B-galactosid (4) a pelargonidin
3-O-B-galactosid (5) viz nasledujici obrazek €. 5. Je znamo, ze anthokyany maji antioxidacni
a protizanétlivy vliv. Proto konzumace stravy, kterd obsahuje anthokyany jako soucast
vyzivy, mize byt prospésna pro lidské zdravi. [2]

17



oy
jOH
OH \b\
HO
Antokyan R R” R
3 OH OH H
4 OH H H
5 H H H

Obr. ¢. 5: Anthokyany obsazZené v diinu obecném [2]

1.2.6 Mineralni latky v dFinkach

Uvadéji se soubornym parametrem jako popeloviny, stanovené spalenim a vyzihdnim
ve formé& oxidu s soli. Tento udaj je zkreslen ztratou nékterych tékavych mineralnich latek.
Jednotlivé polozky jsou pak uvedeny obsahem c¢istych prvk.

Podle vyznamu jsou prvky rozdélovany na nezbytné (esencialni), prospésné (biogenni)
a toxické (anabiogenni). Podle mnozstvi, potfebného ve vyzivé se biogenni prvky oznacuji
jako makrobiogenni (doporucena potieba fadove ve stovkach mg — Na, K, Ca, Mg, P, Cl, S),
oligobiogenni (potfeba v miligramech — Fe, Cu, Zn, Mn, Si, Li) a mikrobiogenni ¢ili stopové
(potfeba ve zlomcich mg — Co, Mo, I, F, Se, Ni, Cr, V). U dalSich prvki nebyla jednoznaéné
prokézana nezbytnost nebo prospésnost (Al, Ag, Au, B, Sr, Ti). [12]

Mineralni latky jsou potfebné pro lidsky organismus jako stavebni slozky (Ca, P) nebo
jako soucast enzymovych systému (Fe, K). Lidské télo obsahuje piiblizné 4 % mineralnich
prvki, ztoho je pievaznd cast (83 %) pfitomna v kostech. V organismu se udrzuje
acidobazickd rovnovaha, ovoce a zelenina dodava prevahu alkaligennich prvki, které jsou
v ostatni potravé nedostatkové. Dilezity je vzajemny pomér prvkil, napt. Ca:P (1:1), Ca:Mg
(1:1 az 1:2), K:Ca+Mg (1:1,8) aj. mineralni slozky jsou pfitomny v ovoci a zeleniné jako
ptijatelné anorganické a organické slouceniny v ptiznivych hmotnostnich pomérech. [2]

Tab. ¢. 6: Obsah mineralnich latek [2]

Mineralni latky v dfincich [mg.kg]
Ca Fe | Mg P K
460,0 | 32,8 | 200,0 | 250,0 | 2900,0
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Vapnik (Ca)
» hlavni stavebni slozkou kostnich a zubnich tkani spole¢né s kyselinou fosfore¢nou
a hot¢ikem
» snizuje riziko osteopordzy, ovlivituje pruznost bunéénych stén a srazeni krve
» pusobi na nervovou a svalovou ¢innost (spole¢né s draslikem)
» snizuje krevni tlak, preventivné chrani pied ischemickou chorobou srde¢ni [2]
Zelezo (Fe)
» nepostradatelné pro tvorbu hemoglobinu a okysli¢ovacich enzymu
» casto nedostatkovym prvkem v nasi potravé
» vyuzitelnost Zzeleza z potravy zavisi na formé, v niz se Zelezo nachazi, a na slozeni
potravy
» zelezo ovoce a zeleniny je v disledku ptisobeni piitomného vitaminu C v téle vyuzivano
z80 %, zatim co zelezo zmasa, vajec a chleba pouze z20 az 40 %, pokud
se konzumuje napf. maso soucasn¢ se zeleninou, vyuzitelnost zeleza se zvysuje [2]
Hoi¢ik (Mg)
» ma dopliitkovou funkci pii stavbé kosti a tvorbé enzymi
» nedostatek zpomaluje rist, zptisobuje podrazdénost, vypadavani vlast a poruchy
kaze [2]
Fosfor (P)
» v téle je pritomen jako soucast kosti a enzymi
» zabezpecuje prenos energie [2]
Draslik (K)
» udrzuje v téle staly osmoticky tlak
» pusobi pii vyluéovani vody (diureticky ucinek)
» posiluje krevni obéh a ¢innost svalil [2]

Obr. ¢. 6: Plody drinu obecného [10]
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1.3 Vyuziti plodi

Plody mnohych druhit méné zndmého ovoce miizeme konzumovat v syrovém stavu, ale
jinych druhti az po kuchynské upraveé. Pokud je vSak chceme co nejlépe zuzitkovat, pak mame
moznost zpracovat je konzervarenskymi zplsoby na kompoty, mosty, sirupy, marmelady,
rosoly, povidla a dZemy anebo je usuSit. Jsou to nejvhodnéj$i zpusoby, jakymi mizeme
uchovat pfirozené nutriéni a smyslové hodnoty méné¢ zndmého ovoce na pozdéjsi dobu.
Cervené nakyslé peckovicky diinu si zachovavaji v konzervarenskych vyrobcich podstatnou
¢ast svého vyssiho obsahu vitaminu C, karotenoidd a vitamint skupinu B. Cukry, kyseliny,
ttisloviny a jiné latky obsazené v diinkach dodavaji vyrobkiim piijemnou a lahodnou chut’.

V oblastech Kavkazu se diinky poZzivaji k vyrobé likéru zvaného ,.dernovka®, né€kdy
se z plodd vyrabi tvrdy destilat osobité chuté. Z plodi se ale taktéz mistné pfipravuje chutny
sirup pfizna¢ny vysokym obsahem vitamint. [2]

Obr. ¢. 7: Zavarené drinky [11]

Obr. ¢. 8: DzZem z drinu obecného [12]
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1.4 Jerab — Sorbus L.

Jetdb je druhem, ktery jiz ddvno v Evropé zdomdcnél. Vyskytuje se roztrousené na celé
severni polokouli asi v osmdesati druzich, které byly postupné modifikovany mistnimi
podminkami. Mezi nejroz$ifenéjsi druhy patii zejména jefab obecny — Sorbus aucuparia L.,
dale pak muk obecny — Sorbus aria (L.) GRANTZ., oskeruse — Sorbus domestica L., biek —
Sorbus torminalis (L.) GRANTZ a jiné.

Obr. ¢. 9: Jerab obecny (Sorbus aucuparia) [13]

1.4.1 Popis rostliny

Jerab obecny — Sorbus aucuparia L.

Jefab opravnéné pokladame za ovocnou dievinu, a pokud jej 1 takto zafazujeme,
konstatujeme, ze je soucasné poslednim reprezentantem a tedy i zastupcem ovocnych druh
v nejvyssich polohach, kde uz jiné ovocné dfeviny nenalézaji ani minimalni stanovistni
podminky pro ptihodné péstovani s odpovidajicimi vysledky. Jetabim se tedy jesté dobie dafi
ve vlhkych horskych polohach, v niZindch pfirozené rozSifeni nenalezl. Ve Skandindvii
se s uspéchem péstuje az do vysky 1500 m a v rakouskych Alpach dokonce do vysky 2400 m.
n. m.

Piivodni jetab obecny roste ve stromovitém tvaru, v horSich podminkach s niz§im kmenem
nebo dokonce 1 ve tvaru kefovitém, pokud je vicekmenny. V dobrych podminkach
a péstitelsky vedeném tvaru dosahuje vysky koruny 8—12 m. Pokud jsou stromy neposkozené,
dozivaji se stafi i 80let. Koruny stromi jsou zpoc€atku uzce pyramidalni, pozdé&ji
se rozkladaji. Listy jsou lichozpetené az devitijaimé, listky jsou podlouhlé vejcité, kopinaté
a bud’ celokrajné, nebo ¢astecné ostie pilovité. Listky jsou na spodni strané plstnaté.

Kvéty jsou bilé barvy a jsou ve vétSim poctu ulozeny v chocholi¢natych latach.
Pti rozkvétu velmi intenzivné voni. Plody jsou Cervené, nékdy i nazloutlé malvice. Velikost
plodt, ale hlavné jejich barva, jsou rozliSovacimi znaky jednotlivych variet. Pokud jde o chut’
plodl v syrovém stavu, je mozno konstatovat, ze na pfimy konzum neni vhodna zadna
varieta, 1 kdyZ jsou mezi nimi jisté chut'ové rozdily.
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Stanovisté
Jefdb 1 jeho variety patfi po strance péstitelské a stanovistnich narokl ze vSech ovocnych

cvwr

r~r

v nadmotské vysce asi 1500 m, pokud nejsou piili$ oteviené severnim vétrum, piinasi kvalitni
ovoce. Je velmi mrazuvzdorny. Jetab vykvétd pozd¢ a tato skutenost souvisi s vyrovnanosti
sklizné. Kvéty totiz nebyvaji tak casto poskozovany pozdnimi jarnimi mraziky, nebot
se rozvijeji az po uplynuti jejich vyskytu. I kdyz jefab byva cCasto soucasti rozptylené zelené
asnasi i castecné zastinéni, ziskame nejvysSsi urodu kvalitnich plodt dobfe vyzralych
a vybarvenych ze slunnych stanovist’

RozmnoZovani

Jefab mnozime vegetativng i generativné, coz je zavislé na varieté jetabu i cili jeho péstovani.
Z vegetativnich zpiisobii rozmnozovani je nejefektivngj$i St€povani. Vysejeme-li semena
jetabu Moravského sladkoplodého, mivaji vzniklé rostliny v pfevazné miie charakter jefabu
obecného.

Vysadba

Kofeny jefabu pronikaji do vétsi hloubky, casto i do 7 m i vice. Proto je nutné, aby podlozni
vrstva byla pro kofeny prostupnd. Minimdalni hloubka jam pro vysadbu kmennych tvarh
jerabu ma byt nejmén¢ 0,60 m a Sitka rovnéz alesponi 0,60 m.

Sklizen

dortstaji vétsi vysky, vétve jsou mnohem strmé&jsi, ovétveni je hustsi a slabsi vétve se snadno
lamou. Spravnou dobou sklizné je faze biologické zralosti, ktera za¢ina podle polohy, pocasi
i podle odridy asi v polovin¢ zafi. Plody jsou sice jesté kyselé, avSak maji v té dobé nejvyssi
obsah vitaminu C. Semena jsou jiz v té¢ dob¢ kli¢iva. Pozd¢&jsi sklizen, kdy maji plody vice
cukri (klesa vsak obsah vitaminu C), je obdobim konzumni zralosti.

Odrudy

V Rusku vénoval zna¢nou pozornost jefabu Ivan Vladimirovi¢ Micurin. Ve snaze vypéstovat
nové ovocné druhy, ale i odriidy odolné proti nizkym teplotdm a odriidy adaptabilni na kratsi
vegetani dobu, se orientoval i na jefab. ZkouSel mezidruhové i mezirodové kiiZeni, kde
nosnym komponentem byl pravé jefab. Tak vznikly nové odriidy jako Burka, Likernaja,
Granatnaja, Desertnaja, Krasavica, Rubinovaja. Cil, pro ktery byly hybridy Slechtény, byl
vétSinou splnén. Bylo dosazeno znacné mrazuvzdornosti, potiebné trodnosti a plody jsou
vhodné ke zpracovani. V CR se $lechténim jefabu zabyva Slechtitelska stanice ovocnaiska
ve Velkych Losinach. Je zde predevsim veden ukol udrzovaciho $lechténi jetabu Moravského
sladkoplodého. Byl zde také sledovan sortiment vhodnych variet ve smyslu vyznamu
ovocnaiského, Skolkatfského, nutricniho a estetického. Pti selekénich §lechtitelskych pracich
byl ziskdn v tkolu udrzovaciho Slechténi sladkoplodého jefabu Moravského klonovy material,
ktery se vyznacuje vysokym obsahem vitaminu C.
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1.4.2 Chemické sloZeni a vyuZziti

Lécivé ucinky vyuzivané predev§im v prevenci jsou zvlasté prikazné zasluhou vitaminu C.
Jiz diive byly tyto plody pouZivany proti skorbutu. DalSich soucésti celého aktivniho
komplexu latek se vyuzivalo jako projimadlo, kde se projevovala predev§im kyselina
parasorbinova. Oproti tomu jako statikum ve formé& vafenych ploda plsobily zase tfisloviny.
Téchto ucCinkl se vyuzivalo i ve veterinarni lidové praxi. Extrakty z plodt se vyuzivaly i pfi
1é¢eni a prevenci onemocnéni dychacich organii. Zvlasté Stavy a sirupy maji 1é¢ivy ucinek
na horni cesty dychaci. Rizné ¢aje z ploda upravuji zazivaci funkce.

Velmi cennou latkou v plodech je sorbit, ktery se z plodii ziskava dokonce primyslove.
Jeho velkou ptednosti jako sladidla je vhodnost pouziti v dietetickém jidelni¢ku diabetik,
kde v lehéich ptipadech této choroby nezatézuje tak neptiznivé funkci metabolismu sacharida
jako ostatni bézné¢ pouzivané cukry. Vhodné se aplikuje do dietetickych vyrobkt. Sorbit
je rovnéz zékladni latkou pro ziskavani kyseliny askorbové, kterd je vlastné z celé skupiny
uvedenych latek pro organismus clovéka nejcennéjsi.

Plody jefabu vynikaji vysokym obsahem vitaminu C. Vyskytuje se zde v mnoZstvi
az 600 mg na 1 kg plodd. Je také stabilni v suSenych a konzervovanych plodech. Dale
je vplodech jetdbu provitamin A, kterého obsahuje vice nez napf. mrkev. Vyznamny
je rovnéz obsah kyselin a cukri. Velmi cenny je obsah flavonoidl. Vedle kyseliny jablecné
je zde ptitomna kyselina jantarova a kyselina citronova. [14]
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Obr. ¢. 10: Vodka s extraktem z jerabin [15]
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1.5 Vitamin C

Historie

Struktura vitaminu C, zkonstruovana jako hexuronova kyselina, byla prokazana v roce
1933 na Univerzit¢ v Birminghamu v Anglii Walterem Haworthem a je spojovén i s jeji
syntézou. Szent-Gyorgyi a Haworth pfejmenovali hexuronovou kyselinu na L-askorbovou
kyselinu, podle jejich antiskorbutickych vlastnosti. Jméno bylo oficialné pfijato v roce 1965.
Szent-Gyorgyi i Haworth byli oba ocenéni Nobelovou cenou v roce 1937, prvni za fyziologii
a medicinu a druhy za chemii. Synteticky pfipravend askorbova kyselina ukazuje, ze ma
identické fyziochemické a biologické vlastnosti jako vitamin C izolovany zrostlin nebo
ztkédni zvifat a mezi syntetickym a pfirodnim produktem nejsou zadné rozdilnosti
v biologickém uginku. Vroce 1934 Reichstein a Griissner ve Svycarsku vypracovali
chemickou drahu pro komeréni syntézu z glukozy. [16]

CH,OH CH,OH
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Obr. ¢. 11: Oxidace kyseliny askorboveé [17]

Pojmem vitamin C se oznaCuje redukcné-oxidacni systém kyseliny askorboveé
a dehydroaskorbové. Kromé volné formy mohou byt slozky vitaminu C véazané
napt.v askorbigén¢.

Tento vitamin je uréité¢ nejznaméjsi a patii k nejrozsirenéjsim. Predstavuje 80 % veskeré
potfeby vitamind. Tento vitamin tvofi pfedev§im kyselina L-askorbova, kterou organismus
potfebuje pravidelné dodavat, protoze ji nedokaze sam syntetizovat. Vitamin C je rozpustny
ve vod¢. Hlavnim metabolitem je kyselina oxalova, kterd se vylucuje moci. Mechanismus
ucinku kyseliny askorbové souvisi s jeho redukénimi vlastnostmi. Kyselina askorbova je jako
kofaktor fady hydroxylaénich a amidaénich reakci pii nichZ se uvoliiuje redukéni radikal H'.
[18, 19]

Lidé a dalsi primati, morcata, ncktefi netopyii, exoticti ptaci a ryby jako losos, pstruh
duhovy a kapr postradaji enzym L-gulono-y-lakton oxidazu, kterd katalyzuje kone¢ny krok
biosyntézy askorbové kyseliny, a proto jsou zavisli na stravé poskytujici vitamin C. Jiné
druhy zvifat mohou syntetizovat askorbovou kyselinu z glukézy a nepotiebuji potravu
s vitaminem C. [16]
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1.5.1 Dehydroskorbova kyselina

Kyselina dehydroaskorbova (DHA) je reversibilné oxidovéana z kyseliny askorbové (AA).
Ob¢ varianty, jak DHA tak AA jsou dillezité slouceniny v riznych sloZzkach potravy. A¢koli
DHA i1 AA maji antiskorbutické vlastnosti, kdyz jsou podavany oraln¢, DHA ma nékolik
vlastnosti, které ji 1i§i od AA. DHA je vice reaktivni a nestabilni v roztocich nez AA. Mimoto,
DHA muze byt redukovana na AA nebo snadno hydrolyzovana a oxidovana, vytvaii oxidacni
a reduk¢ni Cinidlo. V bunééném systému ma ¢istd DHA jiné biologické role nez AA.

Vztah askorbové kyseliny k dehydroaskorbové kyseliné

Oxidace AA na DHA poskytuje dva vodikové atomy, které mohou byt pouzity na redukci
biologicky vyznamnych sloucenin. Do té doby, nez dojde k oxidaci AA, mlze byt pouzita
ke stanoveni AA vyuzitim elektrochemického detekéniho systému vytvofenim signéalu
z proudu nebo zmén napéti. Reakce, ve které je AA pfevedena na DHA, je dvoukrokovy
proces, ktery vytvaii volné radikdly, takze konverze AA na DHA mize potencidlné
podporovat oboji, redukci a paradoxné i1 oxidaci v systému.

K redukci DHA riznymi ¢inidly dochéazi snadno a vede ke zvySeni mnozstvi AA.
Analyza AA pied a po redukci je bézna metoda nepfimého stanoveni DHA ve vzorku. Diky
témto blizkym vztahim DHA a AA, pojednani o jakékoli vlastnosti nebo analyza DHA bude
casto odkazovat zpét na vlastnosti AA ve stejném systému.

Metody oxidace askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou kyselinu

DHA mutze byt pfipravena z AA béhem ruznych oxidac¢nich reakeci vyuzivajici
napf. halogeny, peroxid vodiku nebo chlorid Zelezity. Obvyklou metodou je pouZiti bromové
vody. Neékdy je uplatiiovana askorbat oxidaza. Kazdy zpisob ma rizné vyhody i nevyhody,
ale vyuziti bromové vody je preferovano kvili jednoduchosti.

Metody redukce dehydroaskorbové kyseliny na askorbovou kyselinu

Thiol-obsahujici slouceniny snadno pievadi DHA na AA, napf. rizné sulfyhydrylové
sloueniny zahrnujici dimerkaptopropanol, merkaptoethanol, homocystein, glutathion
a dithiothreitol..

Antioxidaéni vlastnosti dehydroaskorbové kyseliny

Ackoli je ve dvojici AA:DHA AA mnohem lépe redukovana i u DHA samotné se objevuji
antioxidacni vlastnosti. To je vidét naptiklad, ze DHA je lepsi nez AA v ochrané
nizkohustotnich lipoproteinti (LDL) pted oxidaci méd’natymi ionty. [20]

1.5.2 Pouziti askorbové kyseliny v potravinarstvi

Askorbova kyselina ma diky svym vlastnostem (vitamin, antioxidant a chelata¢ni ¢inidlo)
Siroké pouziti jako potravinatské aditivum piedevSim v konzervérenstvi a kvasné technologii
a v technologii masa, tukti a v ceredlni technologii. Jako antioxidant se pouziva také ve vodé
rozpustna sil askorbové kyseliny, natrium-askorbat (v praxi nazyvany askorbat sodny)
a lipofilni 6-palmitoyl-L-askorbova kyselina (L-askorbyl-6-palmitat), ktera souc¢asné inhibuje
tvorbu nitrosamini v naklddaném mase a v masnych vyrobcich.

Askorbova kyselina se pfidava k ovocnym dzusim, konzervovanému a mrazirensky
skladovanému ovoci jako prevence nezadoucich zmén aroma vyvolanych oxidaci pfi
skladovani a zpracovani. K odstranéni kysliku v hermeticky uzavienych obalech je nutny
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ptidavek 3—7 mg askorbové kyseliny (podle pH a teploty) na 1 cm’ pfitomného vzduchu. P
loupani, krajeni a suSeni ovoce, zeleniny a brambor se pouzivd jako inhibitor reakci
enzymového hnédnuti v relativné nizkych koncentracich a €asto v kombinaci s citrénovou
kyselinou.

Pridavek askorbové kyseliny vmnozstvi 20 az 30 mgkg' je prevenci tvorby
tzv. chladovych a oxidacnich zékalii piva a prevenci nezadoucich zmén chuti a aroma
v disledku oxidace, ke které¢ dochézi pii pasteraci a skladovani. Pouziti askorbové kyseliny
pfi vyrobé vina umozinuje snizit mnozstvi pouzitého oxidu sific¢itého k sifeni.

Ptidavek askorbové kyseliny (resp. natrium-askorbatu nebo askorbyl-palmitatu) k masu
a masnym vyrobkam s dusitany (v mnozstvi 60 az 180 mg.kg™), napt. pfi vyrobé sunky, ma
funkéni 1 ekonomicky vyznam, nebot zkvalitiuje a podstatné zrychluje vyrobu.
Charakteristicky pigment syrového masa oSetfen¢ho dusitany, nitroxymyoglobin, se tvofi
ptiblizné tfikrat rychleji. Piidavek askorbové kyseliny navic umoznuje zkratit dobu uzeni
a stabilizuje barvu hotovych vyrobka. Askorbova kyselina souc¢asné zvysuje inhibi¢ni uéinky
dusitant na toxigenni bakterie Clostridium botulinum. Piidavky v mnozstvi 300-1000 mg.kg™
(jako optimalni se uvadi pomér askorbatu a dusitanu 2:1, hydrofilni askorbat je vSak jen
¢astené ucinny, proto se Casto nahrzuje askorbyl-palmitatem rozpustnym v tucich) inhibuji
itvorbu nitrosamini. Pouziji-li se knaklddani masa dusi¢nany, askorbova kyselina
je redukuje na dusitany.

V mnozstvi 10-100 mgkg"' se askorbova kyselina pifidava jako prostiedek zlepsujici
pekatské vlastnosti mouky.

Jako antioxidant tukli se pouziva askorbyl-palmitat v mnozstvi 0,006—0,040 %. [21]

1.5.3 Zdroje vitaminu C
Potraviny rostlinného ptivodu

Nejbohat$im zdrojem vitaminu C je ovoce a zelenina. Nejvyssi obsah vitaminu ma Cerstvé
ovoce a Cerstvd zelenina. Mezi jednotlivymi druhy vSak existuji velké rozdily v obsahu
vitaminu. Ten je vyrazné zavisly 1 na vegeta¢nich podminkach béhem rustu, stupni zralosti,
zpusobu posklizinového zpracovani a mnoha dal$ich faktorech.

Absolutné nejvyssi koncentrace askorbové kyseliny, dosahujici 17-46 gkg™ jedlého
podilu, obsahuje ovoce acerola (Malpighia marginata, syn. M. punicifolia)
ze Zapadoindickych ostrovi, 23-32 gkg' jedlého podilu je v plodech australského stromu
Terminalia ferdinandiana. Bohaté zdroje vitaminu C vSak zpravidla nebyvaji pfili§ vyznamné
pro kryti potfeby vitaminu (napt. Sipky, ¢erny rybiz, kadetava petrzel), nebot’ se konzumuji
jen piilezitostn€ a v malém mnoZstvi.

Mnohem vétsi vyznam maji zdroje s prumérnym obsahem vitaminu (pifedev§im brambory,
1 kdyZz obsah vitaminu béhem uskladnéni po dobu zimnich mésict velmi klesd), které
se konzumuji pravidelné a v relativné znacném mnozstvi. Ceredalie obsahuji stopy vitaminu,
ponckud vyssi obsah je pouze v kli¢icich semenech. [2]

26



Tab. ¢. 7: Obsah vitaminu C v nekterych potravinach [2]

Potravina | mg.kg" v jedlém podilu Potravina mg.kg’ v jedlém podilu
maso 10-20 mrkev 50-100
Sunka 300-500 petrzel kofenova 230
vnitinosti 50-340 petrzel kadefava 1500-2700
mléko 5-20 pazitka 430
jablka 15-50 por 150-300
hrusky 20-40 cibule 90-100
Svestky 25-45 tesnek 150-160
broskve 70-100 kien 450-1200
vi$né, tfesné 60-300 zeli 170-700
angreSt 330480 kapusta hlavkova 700-1400
rybiz erveny 200-500 kapusta ruzickova 1000-1030
rybiz ¢erny 1100-3000 brokolice 1100-1130
hroznové vino 20-50 kvétak 47-1610
jahody 400-700 kedluben 280-700
boruvky 90 salat hlavkovy 60-300
melouny 130-590 $pendt 350-840
pomerance 300-600 rajCata 80-380
citrony 300-640 lilek 80
grapefruity 240-700 paprika (riizné druhy) 620-3000
ananas 150-250 okurka 65-110
banany 90-320 chiest 150-400
kiwi 700-1270 hrasek 80410
mango 100-350 fazolové lusky 90-300
papaja 620-980 fepa salatova 65
Sipky 2500-10000 brambory 80—400
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1.5.4 Reakce

Enzymova oxidace

V enzymové aktivnich a zvlast€¢ v mechanicky poskozenych rostlinnych pletivech
(loupanim, krajenim, apod.) je oxidace katalyzovana hlavné askorbatoxidasou (L-askorbat:O,
oxidoreduktasou). V nékterych rostlinnych pletivech souvisi ztraty vitaminu s aktivitou
peroxidas a jinych enzymtl.

Asorbatoxidasa oxiduje askorbovou kyselinu v pfitomnosti vzdusného kysliku. Obecné lze
reakci popsat nasledujici rovnici, kde H>A je askorbova kyselina a A je dehydroaskorbova
kyselina:

2H,A+0,—>2A+2H,0

Askorbatperoxidasa vyuziva jako akceptor protont peroxid vodiku:

H,A + H,0, — A +2 H,0

produktem oxidace askorbové kyseliny askorbylradikdl (HA®), resp. Jeho anion (HA-®)
stabilizovany rezonanci. Je relativné inertni a nereaguje s kyslikem, ale pomérné rychle
(poloCas reakce je asi 0,2 s) poskytuje disproporcionaci ekvimolarni smés askorbové
a dehydroaskorbové kyseliny (resp. bicyklického hydratu dehydroaskorbové kyseliny):

2HA > 2HA*+2H +2¢
2HAe+2¢ — 2 HAe"
2HAs - H,A+A+2¢

Reakce se opakuje tak dlouho, dokud neni veskera askorbové kyselina zoxidovana. Reakce
je vratna a dehydroaskorbova kyselina mtize byt redukovana zpét na askorbovou kyselinu
(napf. glutathionem, cysteinem a jinymi thioly, hydrochinony a dalsimi latkami). Ztraty
vitaminu enzymovou oxidaci vovoci a zeleniné¢ pii zpracovani lze omezit ucinnym
blansirovanim, které inaktivuje enzymy oxidujici askorbovou kyselinu.

Autooxidace
Nejvyznamnéjsi reakci askorbové kyseliny je oxidace vzdusnym kyslikem (autooxidace),
ktera zpiisobuje vétSinu ztrat kyseliny askorbové v potravinach pfi jejich zpracovani. Probiha
v pritomnosti i1 v nepfitomnosti iontd prechodnych kovi. Aktivni jsou hlavné ionty
trojmocného Zeleza a dvojmocné médi. Reakce zavisi na hodnoté pH prostiedi. V kyselém
prostiedi je pomala, rychlejsi je v neutralnim a nejrychlejsi v alkalickém prostiedi.
Autooxidace probiha nésledujicim mechanismem:

HA + O; —» HA-O-O " — HAe + Oye °
Reakci aniontu askorbové kyseliny s tripletovym kyslikem vznik4d hydroperoxid aniontu

askorbové kyseliny (HA-O-O °), ktery se rozklada na askorbylradikal (HAe) a superoxidovy
radikal (Oye ).
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Redukce ionti kovi

Askorbova kyselina reaguje s ionty kova za vzniku komplexi, ale za ur¢itych podminek
(pfedevsim pfi nizkych hodnotich pH prostfedi a je-li pfitomna v nizkych koncentracich)
muze ionty kovt také redukovat.

Reakce napiiklad s ionty Fe’” probiha podle nasledujiciho schématu:

H,A+2Fe* > A+2Fe” " +2H"

Redukéni piisobeni askorbové kyseliny v konecném efektu urychluje oxidacni reakce
souvisejici s nezddoucimi zménami chuti, vin€ a barvy potravin.

Reakce s volnymi radikaly

Askorbova kyselina 1 jeji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly, které
zpusobuji oxidaci lipidi a dalSich oxylabilnich slozek potravin. Brzdi tak fetézovou
autooxidacni reakci a ti€inn¢€ pusobi jako antioxidanty.

Reakci askorbové kyseliny s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-Oe) lze
schematicky znézornit nasledujici rovnici. (R-O-OH je hydroperoxid mastné kyseliny).

H>A + R-O-Oe — HAe + R-O-OH

Degradace katalyzovana kyselinami

V silng kyselém prosttedi askorbova kyselina dekarboxyluje a stejné jako jiné cukry
dehydratuje. V modelovych pokusech vznikd téméf kvantitativné oxid uhli¢ity a 2-furan-
karbaldehyd. Kysele katalyzovand degradace askorbové kyseliny se povazuje za hlavni
pfiinu ztrat vitaminu C v konzervarenskych vyrobcich v nepfitomnosti vzduSného kysliku.
Dochézi k ni v kyselych potravinach jako jsou ovocné kompoty a dzusy (pH kolem hodnoty
3.5), zvlasté pti skladovani za vysSich teplot nebo pii termickych operacich jako je suseni. Pii
teploté 50°C ztraceji ovocné dzusy 70-95 % askorbové kyseliny béhem 12 tydnii skladovani.
Rychlost reakce je asi desetkrat niz$i nez je rychlost autooxidace katalyzované kovovymi
ionty.

Reakce s dalSimi sloZkami potravin

Ke ztratdm vitaminu C mulZe dochdzet také reakci askorbové kyseliny s nékterymi
reaktivnimi slozkami potravin. Technologicky vyznamné jsou zejména reakce s chinony
vznikajicimi reakcemi enzymového hnédnuti, reakce s dusitany a hemovymi barvivy v mase
a masnych vyrobcich [13].

1.5.,5 Zmény

Askorbova kyselina je jednim z nejméné stalych vitamind. Ke ztratdm pii skladovani,
kulinarnim a pramyslovém zpracovani potravin dochdzi riznymi zptsoby. Nejvyznamnéjsi
jsou ztraty vyluhem a ztraty oxidaci. V nepfitomnosti vzduSného kysliku jsou ztraty

zpusobeny hlavné kyselinami katalyzovanou degradaci. Celkové ztraty se pohybuji zpravidla
mezi 20 az 80 %.[2]
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Ovoce a zelenina
Ztraty askorbové kyseliny vyluhem jsou obvyklé pii myti, blanSirovani (pfedvaieni),

vafeni a konzervovani ovoce a zeleniny v piipadech, kdy se pfislusny vyluh dale
nezpracovava. Povaha a rozsah ztrat zavisi na pH, teplot¢, mnozstvi vody, velikosti povrchu
materialu, zralosti, rozsahu kontaminace t€zkymi kovy a pfivodu kysliku. Ztraty vyluhem jsou
vys$si u listové zeleniny s velkym povrchem nez u kofenové zeleniny. Ke zna¢nému ubytku
dochazi rovnéz loupanim plodd, kdy se odstranuji povrchové vrstvy bohaté na vitamin.

Pii myti jsou ztraty niz8i nez pfi blanSirovani a vateni. Ke ztratdm vitaminu dochazi také
pfi mlé€ném kvaSeni zeleniny. Kysané zeli napt. obsahuje asi 50 % vitaminu ve srovnani
s Gerstvym hlavkovym zelim (90-190 mg.kg™).

Snahou konzervari je pochopitelné uchovani maximalniho mnoZstvi vitaminu v ovoci
a zelenin¢ béhem skladovani a v pfislusnych vyrobcich po jejich zpracovani. Pouzivané
metody a postupy jsou zaloZeny na:

» omezeni kontaktu potraviny se vzduchem, snizeni mnozstvi ptitomného kysliku napft.
odvzduS$nénim za snizené¢ho tlaku, vyménou vzduchu za inertni atmosféru, piisobenim
glukosaoxidasy a katalasy kvasenim a ptfidavkem hydrogensificitanti; glukosaoxidasa (-
D-glukosa:O, oxidoreduktasa) katalyzuje oxidaci D-glukosy na D-glukonovou kyselinu
a peroxid vodiku, ktery je potom redukovan katalasou (oxido-reduktasa) na vodu:

2 H202 -2 Hzo + 02

> snizeni mnozstvi pfitomnych iontd Fe’™ a Cu®" napf. vyloutenim pfimého kontaktu
s médénymi, bronzovymi, mosaznymi a korodujicimi Zeleznymi  soucastmi
technologického zafizeni, vazbou iontl kovii do neaktivnich komplexti chelatacnimi
¢inidly (autooxidaci zpomaluje tada latek jako je EDTA, tj. ethylendiamintetraoctova
kyselina neboli komplexon II, citraty, fosfaty a také bilkoviny, sacharidy, kyselé
polysacharidy a flavonoidy)

» vytvareni nepfiznivych podminek pro vznik komplext kovovych iontd s askorbovou
kyselinou, napf. sniZzenim aktivity vody, hodnoty pH, pouzitim vhodnych O-2
substituovanych derivati askorbové kyseliny, jako je napi. 2-fosfat nebo 2-O-a-D-
glukosid.

Béhem zpracovani je stabilita askorbové kyseliny vyssi u ovoce, které ma nizsi pH nez
zelenina. NejmenS$i ztraty se dosahuji aplikaci vysokoteplotni kratkodobé sterilace.
U kompott dochézi k nejvétsim ztratam beéhem jejich skladovani. Vyse téchto ztrat je zavisla
na dobé a teploté¢ skladovani a pohybuje se v rozmezi 10-50 %. Primémd retence
u obohacenych ovocnych §tav se pohybuje v rozmezi 60—80 %.

U ovoce oSetfeného (konzervovaného) oxidem sifi¢itym jsou ztraty askorbové kyseliny
béhem technologického zpracovani niz$i, nebot pifitomny oxid sifi¢ity redukuje peroxid
vodiku vznikajici oxidaci askorbové kyseliny v pfitomnosti t€zkych kovl. Nejstabilnéjsi
je vitamin C pfi zmrazovani a mrazirenském skladovani ovoce a zeleniny. Pii teplotach
-18 °C dochézi jen k minimalnim ztratdm, naopak ke znacnym ztratdm muiZe dochazet pfi
rozmrazovani (30-50 %). [2]
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Spektralni vlastnosti vitaminu C

Absorpéni vlastnosti jsou zavislé na pfitomnosti iontovych latek, a proto zavisi
na pH vodného prostfedi. Pii pH vétSim nez 5 se L-askorbova kyselina vyskytuje pfevazné
jako monoanion a ma maximalni absorpci pfi 265 nm. Nedisociovana, pii vice kyselém pH,
maximalni absoprce dosahuje pii 244-245 nm. Pln¢ disociovand, nad pH 12, dosahuje
maximalni absorpce pii 300 nm. L-askorbova kyselina nefluoreskuje, ackoli derivatizaci
s O-phenylendiaminem vytvafi vysoce fluorescencni produkt.

Stabilita

Krystalickd L-askorbova kyselina je vysoce stabilni v pfitomnosti kysliku, pokud
je aktivita vody nizka. V roztoku mohou vést silné redukéni vlastnosti vitaminu k rychlym a
nepiiméfenym oxidacnim zménam pii konverzi na dehydroaskorbovou kyselinu. Ireverzibilni
hydrolyza L-dehydroaskorbové kyseliny produkuje biologicky inaktivni 2,3-diketo-L-
gulonovou kyselinu. V biologickych syst¢émech mohou redukujici ¢inidla ptfevést dehydro
formu zpét na L-askorbovou kyselinu. Enzymatickd konverze L-dehydroaskorbatu na L-
askorbovou kyselinu glutathiondehydrogenazou je dilezitou biologickou obranou proti
oxidacnimu stresu. Kyslik, teplota, svétlo, kovové katalyzatory, pH a mozna ptitomnost
oxidazy askorbové kyseliny v biologickém systému vzajemné interaguji a produkuji
komplexni slouceny, které ovliviiuji oxidacni stabilitu. Kovové katalyzatory mohou zvysit
degradacni rychlost ve srovnani s nekatalyzovanou oxidaci.

V potravindch velmi ovliviiuje oxidacni stabilitu pH. Maximalni stabilita se vyskytuje
mezi pH 4 az 6. Ztraty pti vafeni zavisi na stupni teploty, dochazi k vyluhovani do prostiedi,
kde je jidlo pfipravovano, zéalezi na tom, jak je plocha pro ptfipravu vystavena vodé nebo
kysliku, pH a také mé vliv pfitomnost piechodnych kovi. L-askorbovd kyselina
je charakteristicky redukton a vstupuje do neenzymatickych Maillardovych reakeci. Hnédnuti
v potravinach miize vyznamné snizovat obsah vitaminu C.

Extrakce

Extrakéni procesy jsou navrZzeny tak, aby stabilizovaly vitamin C, pravé kvili jeho
prirozené nestabilité. Extrakéni roztoky by mély mit tyto vlastnosti: kyselé pH, inaktivovanou
oxidazu askorbové kyseliny, omezenou rozpustnosti kysliku, vylouceni Skrobu a proteind.
Vybér extrakéniho roztoku je zavisly na samotném vzorku a na zplsobu stanoveni.
Nasledujici a nejcastéji pouZivané extrakéni roztoky jsou tyto: 3% az 6% roztok kyseliny
metafosforeCné obsahujici kyselinu octovou nebo sirovou a 0,005 M kyselina
ethylendiaminotetraoctovd (EDTA). V téchto extrakénich roztocich dochédzi k rozpadu
vitaminu C nejvyse do 5 %. Metafosfore¢na kyselina inhibuje oxidazu L-akorbové kyseliny,
inhibuje katalyzu kovili, srazi proteiny, coz poméha kvy¢isténi extraktu. Skrob
je problematicky vtom, Ze naruSuje kolorimetrickou titraci a fluorimetrické stanoveni.
Ptidavek ethanolu nebo acetonu do extrakéniho roztoku kyseliny metafosforecné srazi
pripadny vyextrahovany Skrob. Toho se vyuziva pfi analyzach ovoce, brambor, lusténin
a kukufice spektroskopickymi metodami. Aceton je také uziteCny k odstranéni disifi¢itanu
a oxidu sifi¢itého ze susenych ovocnych vyrobki a ovocnych dzust.

Veskeré extrakéni postupy by mély byt hotovy rychle pfi tlumeném svétle, aby byly
omezeny oxidac¢ni reakce katalyzované svétlem. Je také mozno vzorek pod dusikem. Vitamin
lze efektivné stabilizovat i pfidavkem dithiothreitolu nebo thiosulfatu sodného. [22]
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1.5.6 Vliv vitaminu C na organismus ¢lovéka

Vitamin C se podili pfedev§im na vyznamnych hydroxylacnich reakcich probihajicich
v organismu. Daéle se ucastni biosyntézy mukopolysacharidii, prostaglandint, adsorpce
iontovych forem zeleza, jeho transport, stimuluje transport sodnych, chloridovych ionti
a zfejm¢ 1 vapenatych iontli, uplatiiuje se v metabolismu cholesterolu, drog a v fad¢ dalSich
reakcich.

Velmi dilezitymi reakcemi souvisejicimi s antioxida¢nimi vlastnostmi vitaminu jsou
reakce s aktivnimi formami kysliku, resp. s volnymi radikdly, a reakce s oxidovanymi
formami vitaminu E, které zabezpecuji ochranu vitaminu E a lipidi membréan pied oxidaci.
Ochranou funkci ma i pro labilni formy listové kyseliny. Inhibuje také tvorbu nitrosaminti
a pusobi tak jako modulator mutageneze a karcinogeneze. Mnoho dalSich aktivit vitaminu C
je dosud znamo jen ¢astecné.[2]

Obranyschopnost organizmu
» vitamin C je posilujici prostiedek, ktery ma schopnost zvySovat obranyschopnost proti
infekénim nemocem a nachlazeni
» bilé krvinky, které hraji dilezitou roli v boji proti chorobam, jsou aktivovany vitaminem
C a potiebuji mit k dispozici jeho bohatou zasobu
Nachlazeni
» pfi infekcich stoupa poteba vitaminu C dvacetkrat az Ctyficetkrat, pfi epidemiich
nachlazeni a chfipek je preventivni davkou vitaminu C az 200 mg, ale pouze po dobu
ohrozeni
Cholesterol
» vitamin C se podili na odbouravani cholesterolu v jatrech a zrychluje jeho pfeménu
na zlu¢ové kyseliny, dalezitou roli hraje i dostatecny ptisun dalSich latek zejména
vitaminu E a kyseliny nikotinové
Srdce
» vitamin C zajist'uje ochranu pred srde¢nimi chorobami
» a jeho nedostatek ma vliv na vznik srde¢niho infarktu a mrtvice, vyvolanych krevnimi
srazeninami, nebot’ snizend hladina tohoto vitaminu zvySuje riziko tvorby krevni
srazenin
» zpeviuje a udrzuje pruzné stény cév od zil az po kapilary
Dalsi vliv vitaminu C
» rakovina
» hojeni ran véetné operacnich, zlomenin a popalenin
» alergie
» zrak
» dlouhove¢kost
» detoxikace organismu
» pamét
» krasa
Vstiebavani naruSuje
» je citlivy na kyslik, kovy a svétlo
» nic¢i ho tepelna uprava, hluboké zmrazovani, konzervovani a okyslicovani a dale n¢které
1éky — sirupy na kasel, acylpyrin, antibiotika, barbituraty, antikoncepcni tablety
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Usnadiiovani vstiebavani
» bioflavonoidy a mineraly vapnik a hoi¢ik
» mnaopak vitamin C usnadiiuje vstiebavani zeleza [2]

1.5.7 Doporucena denni davka

Denni davka 10 mg L-askorbové kyseliny byva postacujici k prevenci skorbutu. Diive
se doporucoval denni piijem 30 mg vitaminu, u adolescentii 50 mg, u t€hotnych Zen 60 mg.
Dnes se doporu¢ovany denni piijem pohybuje v rozmezi 60-200 mg. U pacientl
s respiraénimi chorobami, pii rekonvalescenci a v dalSich ptipadech se podéavaji denni davky
v mnozstvi 1000 mg i vice.

Veskerd potieba vitaminu C je kryta vitaminem z potravy, hlavné bramborami (asi
20-30 %), zeleninou (asi 3040 %) a ovocem (30-35 %). Mléko se na kryti potieby podili
z necelych 10 %. Deficience vitaminu C ¢i hypovitaminosa se projevuje fadou nespecifickych
priznakil, nejcastéji tzv. jarni Unavou. Nejznaméj$im syndromem akutni avitaminosy jsou
kurdéje (skorbut). Podle nékterych novych vyzkumii ma dehydroaskorbova kyselina nizsi
aktivitu nez askorbova kyselina. [21]

Tab. ¢. 8: Doporucena denni davka vitaminu C podle USA — (DRI) dietary reference intakes
[20]

Vek | DRI (mg.d?) Vek | DRI (mg.d?)
Kojenci Zeny
0—6 mésictu 40 9—13 let 45
7—12 mésict 50 14-18 let 65
D¢éti 19-30 let 75
1-3 roky 15 31-50 let 75
4-8 let 25 51-70 let 75
Muzi >70 75
9-13 let 45 V téhotenstvi
14-18 let 75 <18 let 80
19-30 let 90 19-30 let 85
31-50 let 90 31-50 let 85
51-70 let 90 Pii kojeni
>70 90 <18 let 115
19-30 let 120
31-50 let 120
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1.6 Popis metody stanoveni vitaminu C pomoci vysokotucinné kapalinové
chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, pfi které se oddéluji — separuji — slozky obsazené
ve vzorku. Svym ur¢enim je to pfedev§im metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku.

Kapalinova chromatografie se vyuziva predevSim k separaci smési latek, které jsou
netékavé nebo Spatné t€kavé a termicky labilni (aZ 85 % vSech sloucenin).

Mobilni faze

K separaci vyuziva rizné systémy pevné nebo kapalné stacionarni faze a kapalné mobilni
faze. Narozdil od plynové chromatografie hraje mobilni faze v ptipadé¢ kapalinové
chromatografie aktivni roli. Podle mechanismu separace se pouzivaji rozpoustédla,
resp. rozpoustédlové smési rtizné polarity, piicemz zména vlastnosti mobilni faze
je vsystému s danou stacionarni fazi hlavnim faktorem ovliviiujicim retenci jednotlivych
sloZzek smési a tim 1 jejich vzdjemné rozdéleni.

Vliv teploty se neuplatiiuje tak vyznamné jako u plynové chromatografie, i kdyz
u slozitych smési latek umoznuje zména teploty separa¢niho systému dosahnout lepsiho
rozliSeni zon jednotlivych slozek.

Stacionarni faze

Kapalinovda chromatografie s vysokou tuc¢innosti (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) je separa¢ni metoda pouZzivajici kolony s vhodnou stacionarni fazi,
jejiz vlastnosti umoznuji analogicky jako u plynové chromatografie dosahnout rychlé
separace slozitych smési latek s vysokym rozliSenim zon. Kontinudlni separace latek
se provadi na kolonach se stacionarni fazi o velmi malych casticich (3—10 pum) s uzkou
distribuci velikosti (homogenni ndplng€), homogennim filmem zakotvené stacionarni faze.
Stacionarni faze s velmi uzkou distribuci velmi malych ¢astic umoziuji vytvaret homogenni
chromatografickd loze v kolonach, jejiz ucinnost se pohybuje obvykle v rozsahu
30-90 000 pater na metr. Vysokd uc¢innost chromatografickych systémt s témito
stacionarnimi fazemi je ptedevsim disledkem sniZeni ptispevku vifivé difuse, snizeni podilu
molekularni difuse v kapalin€ a urychleni transportu hmoty mezi obéma fazemi. [23, 24]

Detekce

Nejbéznéji pozivané zpusoby detekce pro kvantifikaci L-askorbové kyseliny a jejich
pribuznych sloucenin jsou ultrafialova (UV), elektrochemicka (EC) a fluorescen¢ni detekce.
Pti UV detekci L-askorbové kyseliny je pouzivana vinovéa délka blizka jejimu absorpénimu
maximu tj. 245 nm a 265 nm nebo ¢asto 254 nm. Maximalni absorbance je zavisla na pH. Pfi
pH 2,0 je 245 nm a pii pH 6,4 je maximalni absorbance pifi 265 nm. UV absorbance
je nejuziteCnéjsi na analyzu vysoce koncentrovanych vzorkli jako jsou napiiklad
multivitaminové a ovocné dZusy. Naproti tomu techniky EC a fluorescen¢ni detekce jsou vice

specifické. [22]
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1.6.1 Veli¢iny pouzivané k popisu chromatografické analyzy

Reten¢ni ¢as (tg) — jednd se o Casovy interval od nastfiku vzorku do okamziku detekce
odpovidajici prichodu maximélni koncentrace analyzované slozky detektorem.
Z chromatogramu je odecitan jako vzdéalenost mezi okamzikem néstfiku vzorku a maximem
chromatografického piku, ktery odpovida ptislusné analyzované slozce.

Reten¢ni objem (Vg) — je objem mobilni faze nutny k eluci slozky zadrzované v systému.

Mrtvy retencni ¢as (ty) — jedna se o Casovy interval od nastiiku vzorku do okamziku detekce
odpovidajici prichodu maximélni koncentrace analyzované slozky detektorem. Dand slozka
neni stacionarni fazi zadrzovana a pohybuje se rychlosti mobilni faze.

Mrtvy retencni objem (Vy) — je objem mobilni faze nutny k eluci slozky nezadrzované
v systému, odpovidad objemu mobilni faze v koloné.

Utinnost separace — separaéni uéinnost chromatografické kolony se vyjadiuje vyskou patra
chromatografické kolony, neboli vySkovym ekvivalentem teoretického patra H a poctem
teoretickych pater n vztahem:
-t
n
kde L je délka chromatografické kolony.

Distribu¢ni konstanta — bé¢hem separace se v kolon¢ neustdle vytvaii a porusuje fazova
rovnovdaha mezi mobilni a stacionarni fazi. Délend slozka mé pifi ustaveni rovnovahy
ve stacionarni fazi koncentraci ¢; a v mobilni fazi koncentraci c,. Pomér mezi témito
koncentracemi se nazyva distribu¢ni konstanta Kp a je definovana vztahem:

ci

Kp=—
C2

Podminkou pro uspésné rozdéleni dvou slozek v separa¢nim systému dvou fazi je rlizna
velikost distribu¢ni konstanty Kp [23, 25, 26].
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1.6.2 Instrumentace kolonové kapalinové chromatografie

Instrumentaci kolonové kapalinové chromatografie lze rozd¢lit na:
» instrumentaci pouzivanou v otevienych systémech
(klasicka kolonové kapalinova chromatografie)
» instrumentaci pouzivanou v uzavienych systémech
(vysoce ucinna kapalinova chromatografie, moderni GPC, SEC a IEC)

Oteviené systémy pro kapalinovou chromatografii obsahuji kolonu (sklenéna trubice
uzaviena na spodni i horni ¢asti kohoutem) se zdsobnikem mobilni faze a zafizeni pro jimani
eluatu (manudlni nebo automaticky sbéra¢ frakci). Davkovani vzorku se provadi nanesenim
vzorku pipetou nebo injekéni stiikackou pfimo na vstup kolony pii pferuseném toku mobilni
faze, pritok mobilni faze je fizen gravitaci.

Eluce slozek vzorku z kolony se sleduje méfenim vhodné fyzikalni vlastnosti mobilni faze
v jednotlivych frakcich eluatu, nebo stanovenim obsahu separované latky jinou analytickou
metodou.

Uzaviené systémy pro kolonovou kapalinovou chromatografii obsahuji ¢erpadlo mobilni
faze, zafizeni pro odplynéni mobilni faze, déavkovaci zafizeni, uzavienou kolonu
se stacionarni fazi, termostat kolon, detektor s prito¢nou celou, vyhodnocovaci zatizeni.[24]

Kolona

Chromaetogrum

Mobilni fize e -
Vazorek

Cerpadio

Obr. ¢. 12: Vysokoucinna kapalinova chromatografie [27]

Cerpadla mobilni faze

Cerpadla mobilni faze

Zakladnim pozadavkem na Cerpadla kapalné mobilni faze je:

» dlouhodoba konstantnost prutoku s presnosti mensi nez 2 %

» chemicka inertnost ¢asti ¢erpadla ptichazejiciho do kontaktu s kapalinou
> moznost regulace pritoku v dostateéné velkém rozsahu (0,1-10 ml.min”
» pracovni tlak minimaln¢ 10 MPa (Iépe 2040 MPa)
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Podle technického feseni se rozlisuji tfi skupiny Cerpadel:
» pneumaticka cerpadla

» bezpulsni Cerpadla, tzv. linearni davkovace

» pulsni neboli reciproéni Cerpadla

1) Pneumaticka Cerpadla
Pouzivaji jako zdroj tlaku stlaceny plyn, ktery je v pfimém kontaktu s kapalinou nebo byva
oddélen od kapaliny pistem.
Vyhody: velmi dobré stabilita pratoku.
Nevyhody: obtizné zapojeni do regula¢niho systému celého chromatografu.

2) Bezpulsni ¢erpadla (Linearni davkovace)

Jsou to vysokotlaké valce objemu az 500 ml, do nichZ je definovanou rychlosti zasouvan
pist. Rychlost pohybu pistu fizend krokovym motorem je piimo tmérna pritoku mobilni faze.
Linearni davkovace jako jediny zdnes pouzivanych typt cerpadel pro kapalinovou
chromatografii poskytuji bezpulsni konstantni tok mobilni faze.

3) Pulsni ¢erpadla (Recipro¢ni ¢erpadla)

Jsou tvofena valcem o objemu nékolika desetin mililitru. Maji dva zpétné ventily, které
se pfi pravidelné se opakujicim pohybu pistu ve valci uzaviraji nebo oteviraji. Pfi nasavani
kapaliny do vnitiniho prostoru Cerpadla je otevien vstupni ventil a vystupni je uzavien. Pti
vytlacovani kapaliny z cCerpadla je poloha ventili obracend. Recipro¢ni cerpadla jsou
konstruovana jako pistova a membranova. V piipad¢ pistovych cerpadel pfichdzi mobilni faze
do styku s pistem, u membranovych cerpadel je kapalina nasavana do prostoru oddéleného
od pistu membranou, kterd je prohybana pomocnou kapalinou umisténou v prostoru pistu.

Vyhody:

- dlouhodoby nepfetrzity provoz

- moznost rychlé vymény Cerpané kapaliny

- pouziti pro programovou zménu slozeni mobilni faze béhem analyzy, tzv. gradientovou
eluci (gradient sloZzeni mobilni faze lze realizovat v nizkotlaké Casti chromatografu pted
cerpadlem mobilni faze nebo se vysokotlaké ¢asti s pouzitim dvou a vice Cerpadel podle poctu
smichavanych komponent). [24]

Zavtizeni pro davkovani vzorku do chromatografického systému

Davkovaci zafizeni slouzi k vneseni vzorku do toku mobilni fize ve formé& uzkého
koncentracniho pulzu, tak aby bylo zabezpeceno minimalni rozmyti vzorku v dédvkovaci
a ve spojich mezi ddvkovacem a chromatografickym lozem.

Septové davkovace

Jsou obdobou davkovaci pouzivanych v plynové chromatografii, umoznujici vnaSeni
vzorkd pomoci injekéni stiikacky do bezprostfedni blizkosti zacatku chromatografického
lozZe.

Vyhody: variabilita objemu vnaSeného vzorku.

Nevyhody: potieba Cast¢é vymény pouzivaného septa a mensi piesnost davkovaného
objemu v porovnani s ddvkovacimi kohouty.
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Davkovaci kohouty

Umoziuji presné a reprodukovatelné odmétfeni objemu vzorku vnitfni nebo vnéjsi
davkovaci smyckou.

Vnéjsi davkovaci smycCku tvofi nerezova kovovéa kapildra, jejiz objem je obvykle
5az 100 pul. Vzorek se nanaSi do blizkosti zacatku chromatografického loze viazenim
davkovaci smycky do proudu mobilni faze otocenim kohoutu z polohy plnéni do polohy
nastiik.

Mensi objemy vzorkl jsou zpravidla davkovany kohouty s vnitini smyckou.

Kohouty se konstruuji jako Ctyfcestné a Sesticestné, Casto jsou ovladany elektricky,
predevsim v ptipadé, Ze jsou soucasti automatickych davkovacu. [23]

Kolony
Stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii se plni do trubic rizné délky a priméru,
zhotovenych z nerezové oceli, tvrzeného skla a plasti (polyetheretherketon — PEEK). [23]

Detektory
Detektory pro kapalinovou chromatografii jsou vesmes selektivni.
Pozadovanymi vlastnostmi jsou:
» okamvzita, linearni koncentra¢ni odezva
» vysoka citlivost
» nizky Sum
» minimalni vliv zmény tlaku, pritoku MF, teploty
» minimalni pfispévek k rozsifovani zony
» moznost pouziti gradientové eluce

Soucasné¢ sestavy pro kapalinovou chromatografii jsou vybaveny optickymi
a elektrochemickymi detektory s priito¢nou celou, jejiz objem je mensi nez 10 ul.

Fotometrické a spektrofotometrické detektory

Pracuji v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra. Jsou konstruovany jako pftistroje s jednou
pevnou vinovou délkou, nejcastéji 254 nm, pfistroje filtrové s moZznosti vymezit pomoci
spektralnich filtri vinové délky napt.: 254, 280, 313, 340, 365, 405, 436, 546 nm, pfistroje
s plynule ménitelnou vinovou délkou 190400 (600)nm, vybavené miizkovym
monochromatorem a pfistroje umoziujici volit nejvhodnéjsi pracovni vinovou délku
ze spektra snimaného v prib&hu celé analyzy fotodiodovym polem (diode array detektor,
DAD). DAD umoziuji mimo jiné zjistit ,,Cistotu® separovanych zén a pomahaji vyznamné pti
identifikaci jednotlivych slozek vzorek.

Vyhody: vysoka univerzalnost, citlivost, pouzitelnost v gradientovych technikéach.

Fluorimetricky detektor

Je jednim z nejcitlivéjSich detektorli pouzivanych v kapalinové chromatografii. Pouziva
se k detekei latek vykazujicich fluorescenci nebo latek, jejichz derivaty fluoreskuji. Optické
usporadani je stejné¢ jako u fotometrickych detektorti shodné s uspofddanim béznych foto-
a fluorimetra.
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Refraktometrické detektory

Pracuji jako diferencidlni méti¢e zmény indexu lomu mobilni fize, tim Zze méfi rozdil
indexu lomu mobilni fdze uzaviené v referen¢ni cele a eluentem vychézejicim z kolony.
Podminkou ptesné detekce refraktometrickym detektorem je moznost piisného temperovani.
Zaznam pro eluovanou slozku je v pozitivnim nebo negativnim sméru od nulové linie.
Detektor je méné¢ citlivy nez fotometricky a nelze ho pouzit pii gradientové eluci.

Voltametrické (amperometrické) detektory

Pouzivaji se kdetekci latek podléhajicich redoxni reakci. M¢Efi se proud mezi
polarizovatelnou pracovni elektrodou a pomocnou elektrodou v zavislosti na vlozeném napéti
nebo pii konstantnim napéti. Optimalni je méfeni v tfielektrodovém systému proti srovnavaci
elektrodé. Pouzivaji se pro detekci fenolt, thiold, peroxidl, aromatickych amint, ketond,
aldehydu, nitroléatek, nitrild, esterti. Podminkou je dobra vodivost mobilni faze.

Vodivostni detektory

Pouzivaji se k detekci nabitych latek (iontll) v iontové vyménné chromatografii. Sleduje
se zména vodivosti mobilni fize mezi dvéma platinovymi nebo zlatymi elektrodami
s vloZzenym stfidavym napétim.

Hmotnostni detektor

Ma v kapalinové i plynové chromatografii specifické postaveni jako detektor umoziujici
nejen detekci separovanych latek s vysokou citlivosti, ale predevsim jako dominantni zptisob
identifikace jednotlivych slozek. Pfimé spojeni kapalinového chromatografu s hmotnostnim
detektorem vyzaduje specialni interface vhodny pro odstranéni prebytku mobilni faze pred
vstupem do ionizac¢ni komory spektrometru. [23]

1.7 Stanoveni vitaminu C
1.7.1 Metoda HPLC/UV

Metoda slouzi ke stanoveni kyseliny askorbové v ndpojich, ovoci a zelening, v rostlinnych
vyrobcich a ve vitaminovych vyrobcich.

Kyseliny askorbovd se zhomogenizovaného materidlu extrahuje roztokem kyseliny
metafosfore¢né. Po filtraci extraktu se jeji obsah stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s UV detekci. Identifikace a kvantifikace se provadi metodou vnégj$iho
standardu. [28]

Piiprava laboratorniho vzorku

Pevné vzorky: 20-25 g pevného vzorku se homogenizuje s 60-80 ml extrak¢éniho Cinidla
po dobu jedné minuty. Ziskany extrakt se prefiltruje pies filtracni papir, ktery se n¢kolikrat
proplachne; pfipadné je mozné vyuzit fitrace za pomoci vakua. Filtrat se kvantitativné
ptevede do 100 ml odmérné banky a doplni po znacku extrakénim ¢inidlem. VSechny roztoky
vzorkli se pred nastiikem do kapalinového chromatografu filtruji pies skladany filtr,
popt. membranovy filtr.

Kapalné vzorky: tekuté materidly se po dokonalém promichani (mnozstvi se voli podle
pfedpokladaného obsahu, tak aby koncentrace v analyzovaném roztoku odpovidala rozsahu
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kalibrace 30~120 mg.I"") ptevedou do 100 ml odmérné baiiky a doplni vodou po znagku. Pied
nastiitkem do kapalinového chromatografu je nutné extrakt piefiltrovat pfes membranovy
filtr. [28]

Stanoveni HPLC

Analytickd kolona: analytickd kolona s RP C18 nebo RP C8 (250 x 4,6 mm, 5 mm)
s predkolonkou, mobilni fdze: methanol:voda (5:95, v/v), (pfipravena mobilni faze se odplyni
v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut), pritok mobilni faze: 1 mlmin™, detekce: UV
258 nm, objem néstiiku: 20 pl, teplota: laboratorni teplota. [28]

1.7.2 Dalsi metody stanoveni vitaminu C

Titra¢ni metoda

Pti stanoveni kyseliny askorbové je dulezita ptiprava vzorku vzhledem k jeji oxylabilité.
Ptredevsim u tuhych vzorkl je tfeba pfed homogenizaci vytlacit vzduch z homogenizatora
profouknutim inertnim plynem (CO,, N,). Na zabranéni oxidace kyseliny askorbové se pfi
homogenizaci pfidava kyselina monohydrogenfosforecna (metafosforecnd) v koncentraci 2 %
roztoku a mixuje se v proudu inertniho plynu. Kapalné vzorky se jenom smichaji s kyselinou
monohydrogenfosforecnou. Rychle piefiltrovany vzorek (pfes gazu) se musi ihned titrovat.

Principem stanoveni je oxida¢né-redukéni reakce kyseliny askorbové s 2,6-
dichlorfenolindofenolem (oxida¢ni ¢inidlo). Modfe zbarveny 2,6-dichlorfenolindofenolem
oxiduje kyselinu askorbovou na kyseliny dehydroaskorbovou a sam se redukuje na bezbarvou
leukobazi. Reakce probiha v kyselém prostiedi. Po zreagovani kyseliny askorbové
nezredukované titra¢ni Cinidlo zGstava zbarvené, avSak pivodné modry ton se v dusledku
kyselého prostfedi vzorku méni na riizovy.

Ve vzorcich, které jsou zbarvené, se doporucuje bud elektromagnetickd indikace
ekvivalentniho bodu, nebo se stanovi prebytek 2,6-dichlorfenolindofenolu fotometricky.

Metoda slouzi ke stanoveni kyseliny askorbové v napojich, v ovoci, zelening a vyrobcich
znich a ve vitaminovych piipravcich. Tuto metodu lze pouzit pouze v nepiitomnosti
interferujicich latek. [28]

Spektrofotometricka metoda

Tato metoda je zalozena na méfeni vzniklého barevného produktu, ktery poskytuje
kyselina dehydroaskorbova vznikld oxidaci bromem z kyseliny askorbové s ¢inidlem s 2,4-
dinitrofenylhydrazinem.

Polarograficka metoda

Vyuziva ke stanoveni kyseliny askorbové jeji oxidace na rtutové kapkové elektrodé
aredukce chinoxalinového derivatu, ktery vznikd kondenzaci kyseliny dehydroaskorbové
s o-fenylendiaminem. Tato metoda je velmi specifickd a lze ji pouZit k stanoveni vitaminu C
ve vSech potravinarskych materidlech. [29]
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Plynova chromatografie (GC) s plamenové ionizaénim detektorem

Vzorek je nejprve zmrazen ve vialkdch kapalnym dusikem a poté lyofilizovan. Reakce
s trimethylsilylem (TMS) je provedena s vysuSenym zbytkem a 500 pl hexamethyldisilazan
(HMDS)/acetonitril (2:8) v mikrovinné troubé po dobu 5 minut pii 180 W. Vzorek
je redukovén dithiothreitolem: 100 pl filtratu + 100p DTT, 10 min.

Kolona: Chrompack (Middelburg, Nizozemi) (CP-Sil-5, 15 mm x 0,32 mm 1.D., 0,25 pm
tloustka naplné) teplota: 150 °C a potom 320 °C pii 20 °C za min, potom s vydrzi 320 °C
po dobu 3 minut. 1 pl byl nastiiknut v poméru 100:1. [30]

Coulometricka titrace kyseliny askorbové jodem

Stanoveni je zaloZeno na oxidaci kyseliny askorbové jodem. Koncentrace titra¢niho ¢inidla
(jodu) je az do dosazeni bodu ekvivalence prakticky nulova, a proto biamperometrickym
indikacnim systémem neprochazi proud. Za bodem ekvivalence s rostouci koncentraci jodu
proud vzrista, protoze systém I,/I" se chova reverzibiln¢. Elementarni jod je ve vod¢ jen
nepatrné rozpustny. V pfitomnosti nadbytku jodidu se snadno rozpousti za vzniku
trijodidového anionu I3 (¢ervenohnédé zbarveni, ve ziedéném roztoku je pak zluty).

Pti reakci jodu se stanovovanou latkou nesmi byt pH roztoku vyssi nez 8, aby nedochéazelo
k rozkladu jodu na jodid a jodnan, popt. aZz na jodi¢nan. V silné kyselych roztocich zase
dochazi k pozvolné oxidaci jodovodiku vzduSnym kyslikem na jod.

Kyselina askorbova je stabilni pfi nizkém pH, v pfitomnosti komplexotvornych
¢i redukujicich latek. Témto podminkam vyhovuje kyselina Stavelova, kterd udrzuje nizké pH
a ma i slabé komplexotvorné vlastnosti. Vzdusny kyslik je mozno odstranit probubldvanim
roztoku dusikem. K omezeni vlivu ptitomnych tézkych kovil je pouzivana EDTA a sificitan
sodny. [31]
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1.8 Valida¢ni parametry

Validace

Validaci mizeme definovat jako proceduru, jejimz cilem je demonstrovat a dokumentovat
kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kriterii a méfenim hodnot téchto
kriterii. Validace je zjednoduSen¢ feceno ovéfeni platnosti zvoleného analytického postupu
(metody). Vlastnost, ktera je pfedmétem validace se nazyva validovana vlastnost (koncentrace
hlavni latky, koncentrace necistoty, fyzikaln¢ chemicky parametr). Validace se pouziva vzdy
pti validaci nové metody, pfi pfevodu validované metody (napt. z vyvojové do pfijimaci
laboratote, publikované validované metody), pii kontrole zptsobilosti systému a pii revalidaci
metody, kdy podminky revalidace jsou striktné stanoveny. [32]

1.8.1 Linearita

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi,
tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Tésnost vzdjemné
zavislosti dvou ndhodnych proménnych charakterizuje korela¢ni koeficient (r). Pfi linearni
zavislosti nabyva hodnoty +1 a ¢im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych
tésnéjsi. Linedrni zavislost dvou proménnych je matematicky vyjadiena obecnym vztahem:

y=a+bx

kde parametr a je usek (posunuti), parametr b je smérnice kalibra¢ni pfimky (regresni
koeficient). Pfi vypoctu hodnot koeficientli a, b se vychazi z platnosti modelu regresni
zavislosti, ktery predpoklada konstantni rozptyl pro vSechny hodnoty zavisle proménné —
pouziti metody nejmensich ¢tverci. [32]

1.8.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné
odlisny od Sumu. Mez detekce u dava skuteCnou uroven signalu, ktera jesté¢ umoznuje detekci
koncentrace. U separacnich metod se pouziva k vypoctu meze detekce velikost signalu
signalu slepého pokusu. Podminkou je, Ze jsou k dispozici chromatogram slepého pokusu
a smérnice kalibracni pfimky. Z chromatogramu slepého pokusu se ur¢i maximalni kolisani
zékladni linie v oblasti dané 20-ti nasobkem polositky piku stanovovaného analytu. Odezva
meze detekce se stanovi jako 3-nasobek kolisani zakladni linie. Koncentraci na mezi detekce
se vypocita z koncentracni zavislosti vysky chromatografického piku. [32]

Mez stanovitelnosti
mirou spravnosti a piesnosti. [33]

U separacnich metod se pouziva k vypoc¢tu meze stanovitelnosti velikost hodnoty signalu
slepého pokusu. Podminkou je, ze jsou k dispozici chromatogram slepého pokusu a smérnice
kalibracni piimky. Z chromatogramu slepého pokusu se urci maximalni koliséani zakladni linie
v oblasti dané 20-ti nasobkem polositky piku stanovovaného analytu. Odezva meze
stanovitelnosti se stanovi jako 10-ti nasobek kolisani zakladni linie. Koncentraci na mezi
stanovitelnosti se vypocita z koncentracni zavislosti vysky chromatografického piku. [32]
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1.8.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkouSek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzijem
nezavislé vysledky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téze zkuSebni metody
na identickém materialu, v téZe laboratofi, tymz pracovnikem za pouziti tychz pfiistroja
a zafizeni, béhem kratkého casového rozmezi. [32]

Aritmeticky priamér

kde n je pocet méteni.

Smérodatna odchylka s
Rozptyleni jednotlivych hodnot x; okolo priméru x je zpravidla charakterizovano

hodnotou smérodatné odchylky
1 & - 2
s=—)> (x—x,
R M

Smérodatna odchylka je tedy mirou pfesnosti vysledkil stanoveni. [34]

Relativni smérodatna odchylka RSD
Pouziva se pro porovnani smérodatné odchylky s primérem serie méteni. RSD vyjadiuje
smérodatnou odchylku jako procento z priméru a vypocita se podle nasledujiciho vztahu

[34]: RSD=100-2
X

1.8.4 Vytéznost metody (spravnost)

Recovery neboli vytéznost udava pomér mnozstvi (koncentracni) analytu ziskaného danou
analytickou metodou k piijaté referen¢ni hodnoté. Hodnota recovery se mize vyjadfovat jako
desetinny zlomek nebo v procentech. V ptipad¢€, ze srovnavaci vzorek neni dostupny, pak se
pouzije referen¢ni hodnota certifikovaného retenéniho materialu nebo se pouzije referencni
hodnota ziskand jinou nezavislou metodou resp. metodami nebo se pouzije vzorka
s ptidavkem analytu (standardni pfidavek). Vneseni pfidavku by se mélo provést v takovém
kroku analytického postupu, aby byl postizen cely pracovni postup. [32]

43



2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité pomiicky
» Bézné laboratorni sklo
» Biichnerova nalevka
> Celulozové mikrofiltry (0,45 um) — CHROMSERVIS, CR
» Filtracni papir
» Injekenti stiikacky (2 ml) — CHIRANA INJECTA, SR
» Mikropipeta — BIOHIT, Finsko
» Mikrostiikacka (25 pl) - HAMILTON, USA
» Trieci miska s tlouckem
» Vyvéva

2.2 Pristroje
» Analytické digitalni vahy, GR-202-EC, A&D INSTRUMENTS, USA
» Breeze — software, pomoci n&jz byl obsluhovan HPLC systém
» HPLC pristroj - WATERS, USA, ¢erpadlo: Waters 1515 Isocratic HPLC Pump,
UV detektor: Waters 2487 Dual Absorbance Detector
» Chladnicka s mrazni¢kou, AMICA, Polsko
» Pocita¢ DELL
» Predvazky EK-600H - A&D INSTRUMENTS, USA
> Piistroj na piipravu demineralizované vody - WATREX, CR
» Ultrazvukova lazen — KRAINTEK, SR

2.3 Chemikalie
» Dihydrogenfosfore¢nan draselny - MERCK, Némecko
» DL-Dithiothreitol - SIGMA-ALDRICH, USA
> Kyselina L-askorbova - RIEDEL-DE HAEN, Némecko
» Kyselina monohydrogenfosforecna - SIGMA-ALDRICH, USA
» Methanol - SIGMA-ALDRICH, USA
» Redestilovana voda - FCH VUT, Brno
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2.4 Stanoveni vitaminu C na standardech

2.4.1 Priprava roztoku

Piiprava mobilni fiaze

Mobilni faze byla tvofena smési methanolu a vodného roztoku KH,PO,4. Navazka 6,8 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného byla rozpusténa ve 450 ml redestilované vody. Poté bylo
pfidano 50 ml methanolu a tento roztok byl v zasobni lahvi odplynén v ultrazvukové lazni
po dobu 15 minut.

Piiprava extrakcéniho ¢inidla

Pouzitym extrakénim ¢inidlem byl 2% roztok kyseliny monohydrogenfosforecné. Navazka
30 g kyseliny monohydrogenfosfore¢né byla rozpusténa v 470 ml redestilované vodé. Nejprve
byla kyselina monohydrogenfosforecna rozpusténa v asi 100 ml horké vod¢ a poté byl pridan
zbytek vody o laboratorni teploté. Roztok byl uchovéavan v lednici.

Piiprava zasobniho standardniho roztoku kyseliny askorbové

Byl pouzivan zasobni roztok o koncentraci 1gl'. Bylo navaZeno 0,0250 g kyseliny
askorbové. Toto mnozstvi bylo rozpusténo v 2% roztoku kyseliny monohydrogenfosforecné,
roztok byl kvantitativné preveden do odmérné banky o objemu 25 ml a doplnén po znacku.
Roztok byl pfipraven tésné pied stanovenim kvuli jeho nestabilité.

2.5 Stanoveni vitaminu C v plodech dfinu obecného

Obsah vitaminu C byl analyzovan na deviti vybranych odridach diinu: Vydubecky,
Sejanec grusevidnovo, Elegantni, Jolico, VySegorodsky, Devin, Fruchtal, Lukjanovsky
a Olomoucky. Z kazdé odrudy byly vzdy piipraveny tii vzorky, pficemz kazdy extrakt byl
analyzovan trikrat.

Piiprava vzorki

Ke stanoveni vitaminu C byly pouzity plody diinu obecného, které byly uchovavany
v mrazéku po dobu 2 let.

Na digitalnich analytickych vahach byly navazeny 4 g zmrazenych plodl z vybrané odrudy
diinu obecného s piesnosti na Ctyfi desetinnd mista. Tato navdzka byla rozmélnéna spolu
s malym mnozstvim extrakéniho c¢inidla tlouckem v tfeci misce vcetné pecek, vSe bylo
nasledné¢ prefiltrovano ptes filtracni papir za vakua. Filtrat byl kvantitativné pieveden
do25ml odmémé baiky a doplnén po znacku 2% roztokem kyseliny
monohydrogenfosfore¢né.

Po promichéani vzorku byla ¢ast nasata do stfikacky ptes celuldozovy filtr a rucné tiikrat
nastiiknuta do chromatografu.

HPLC analyza

Vzorky byly vzdy ru¢né¢ davkovany a bylo provedeno méfeni pomoci HPLC. Separace
probéhla na koloné Gemini C18, rozméry 150 x 4,6 mm s primérem ¢astic 5 um, byla zde
umisténa 1 ptedkolona: Gemini C18 4 x 3 mm (Phenomenex, USA). Pro izokratickou eluci
byl pouzit fosfatovy pufr a jako extrakeni ¢inidlo kyselina monohydrogenfosforecna.
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Podminky HPLC analyzy:
» teplota kolony: 30°C
» teplota nastiiku: 25°C
» objem nastriku: 20 pl
» prutok mobilni faze: 1 ml.min
» UV detekce: 254 nm

1

Analyza trvala 4 minuty, pficemz retencni Cas kyseliny askorbové byl 2,1 minuty. Reten¢ni
¢as kyseliny monohydrogenfosfore¢né se pohyboval okolo 1,7 minuty. Po analyze byla
kolona 4 minuty proplachovana mobilni fazi zdivodu odstranéni jinych moznych
detekovatelnych latek, které by mohly ovliviiovat dalsi analyzu. Kyselina askorbovéa byla
identifikovana porovnanim reten¢nich ¢ast pikli na chromatogramech roztokt jednotlivych
vzorkl a z roztoku standardu.

2.6 Stanoveni vitaminu C v plodech jerabu obecného

Obsah vitaminu C byl analyzovan na Sesti odrtidach jetabu obecného: Béloplody, Burka,
Granatina, Lionora springer, Velved a Titan. Tyto plody byly skladovany v mrazédku po dobu
2 let. Z jednotlivych odrad byly ptipraveny vzdy tfi vzorky a kazdy byl tfikrat analyzovan.

Priprava vzorku

Na digitdlnich vahach bylo navdzeno 5 az 6 g zmraZenych plodi jefabu obecného
s presnosti na Ctyfi desetinnd mista. Navazka byla homogenizovana s malym mnozstvim
extrakéniho €inidla v tfeci misce, prefiltrovana za vakua ptes Biichnerovu nalevku a roztok
kvantitativné pfeveden do odmérné baiky a doplnén po znacku 2% roztokem kyseliny
monohydrogenfosfore¢né.

Roztok byl pro promichani nasat do stiikacky ptes celuldozovy filtr a ruéné tfikrat davkovan
do chromatografu.

HPLC analyza
Analyza trvala 4 minuty, pfi¢emz retenéni Cas kyseliny askorbové byl 2,1 minuty.
Po analyze byla kolona proplachovéna 8 minut mobilni fazi.

2.7 Stanoveni celkového vitaminu C — redukce kyseliny dehydroaskorbové na
askorbovou

2.7.1 Priprava roztoku

Ptiprava mobilni faze, extrakéniho ¢inidla i zdsobniho standardniho roztoku byly stejné jako
v24.1.

Priprava reduk¢éniho roztoku

Jako redukéni roztok byl pouzivan dithiothreitol ve vodé. Bylo navazeno 10, 15 a 20 mg
DTT, poté byla jednotlivd mnozstvi smichana s redestilovanou vodou o objemu 1 ml
v Eppendorfové mikrozkumavce. [35]
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3 VYSLEDKY A DISKUZE
3.1 Stanoveni valida¢nich parametri

3.1.1 Linearita odezvy detektoru

Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka pomoci softwaru Microsoft Excel a to jako zavislost
plochy piku na koncentraci standardnich roztokt. Na obr. ¢. 13 je uvedena kalibra¢ni zavislost
pro koncentrace 5, 10, 20, 30, 40 a 50 mg.l'l. V tab. €. 9 jsou uvedena data k této kalibracni

zavislosti.
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y=60934x - 11935

2500000 ~ 5
R"=10,9996
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Plocha piku [mV-s]

1000000 -

500000 ~
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Koncentrace kyseliny askorbové [mg-l'l]

Obr. ¢. 13: Kalibracni zavislost kyseliny askorbové

Tab. ¢. 9: Data ke kalibracni kiivce kyseliny askorbové

Koncentrace [mg.I'] | 5 10 20 30 40 50
Primér plochy pika | 291439 | 615237 | 1167321 | 1841190 | 2427900 | 3030008

Linearita odezvy detektoru byla ové&fovdna vrozsahu koncentraci 5 az 50 mg.l’.
Standardni roztok 1 jednotlivé koncentrace kyseliny askorbové byly ptipraveny v den
stanovovani a ihned analyzovany, pfipadné mezi jednotlivymi analyzami uchovany ve tm¢,
kvtli jejich nestabilité. Kazda koncentrace byla analyzovana 3x a vysledné plochy pikt byly
zpraméerovany. Korela¢ni koeficient stanovované zavislosti nesmi byt nizsi nez 0,9800.
Nalezena hodnota korelacniho koeficientu 0,9996 tuto podminku spliuje.
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3.1.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Ze zédznamu Sumu detektoru bylo uréeno maximalni kolisani zakladni linie /. = 6,0
v oblasti dané dvacetindsobkem polositky piku. Z chromatografu standardu byla urcena
polositka piku, kterd je 0,1 min Dvacetindsobek polositky piku odpovid4d 2 min. Zavislost
vysky chromatografického piku na koncentraci kyseliny askorbové je na obr. ¢. 15, smérnice
této zavislosti je b; = 16093.

0,0001404

0000135

0,0001 30 f—_—
e
000025

0,000120

0000115

T T T T T T T T T T T T
36,60 36,80 37,00 37,20 3740 ITED i 37 a0 36,00 33,20 33,40 33,60 33,80
pabiiiiti

Obr. ¢. 14: Maximalni kolisani zakladni linie
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Koncentrace kyseliny askorbové (mg~l'1)

Obr. ¢. 15: Zavislost vysky chromatografického piku na koncentraci kyseliny askorbové
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Mez detekce: vy, =3-h

18

X~ =
P 16093
x, =11-10° mg.1"

Mez stanovitelnosti: vy =10-h_,
ys =10-6,0
ys =60

60

Xg =
16093
xy =3,7-10°mg.I"!

Byla vypo&itina mez detekce x,=11-10" mgl' a mez stanoveni mdfeni

na x, =3,7-10° mg.l".

3.1.3 Opakovatelnost méreni

Opakovatelnost méfeni byla stanovena opakovanymi analyzami ¢tyi standardnich roztoki
kyseliny askorbové o koncentracich 10, 20, 40 a 50 mg.l"'. Ze vzorka plodii diinu byly
vybrany dvé ndhodné odridy a to Elegantni a Jolico, od kazdé odridy pfipraveny vzdy dva
vzorky a 6x davkovany. Vysledky jsou uvedeny v tab. ¢. 10 a v tab. ¢. 11. Opakovatelnost
stanoveni byla vyjadfena hodnotou RSD.

Tab. ¢. 10: Opakovatelnost méreni - standardy

Koncentrace [mg.l'I]
Mé¥eni 10 | 20 [ 40 50
Plocha piku

608285 | 1164556 | 2407741 | 3044041

612288 | 1172170 | 2463735 | 3041135

625139 | 1165237 | 2412224 | 3004849

613979 | 1148186 | 2417723 | 2978442

605713 | 1149325 | 2493927 | 2963293

A\ (N[ (W (N [

570918 | 1191424 | 2511644 | 2962162

Prumér 606054 | 1165150 | 2451166 | 2998987

Smérodatna odchylka | 16859,9 | 14595,5 | 41159,7 | 33894,2

RSD [%] 2,78 1,25 1,68 1,13
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Tab. ¢. 11: Opakovatelnost méreni - vzorky

Odrida
Méreni Elegantni Jolico
Plocha piku Plocha piku

1 1147534 | 846830 | 1746045 | 1676411

2 1162979 | 877642 | 1723992 | 1725237

3 1179283 | 884445 | 1697049 | 1666935

4 1183367 | 884871 | 1694303 | 1691282

5 1166004 | 885034 | 1671053 | 1720453

6 1152519 | 893404 | 1785081 | 1698032
Primér 1165281 878704 | 1719587 | 1696392
Koncentrace [mg.I"'] 19,3 14,5 56,8 56,0
Smérodatna odchylka | 129538 14967,9 | 37664,5 | 21239,6
RSD [%] 1,11 1,70 2,19 1,25

3.1.4 VytéZnost

Vytéznost byla stanovovana metodou standardnich ptidavk u dvou odrid - Elegantni a
Jolico. Nejprve byly analyzovany vzorky bez pifidavku a potom s pfidavkem znamého
mnozstvi kyseliny askorbové. Kazdy vzorek, s ptidavkem i bez piridavku, byl 4x davkovan,
plochy pikli byly zprimérovany, vypoc€itdny koncentrace a z nich vytéZnost. Vysledky

stanoveni vytéznosti jsou uvedeny v tabulkéch tab. ¢. 12 a tab. ¢. 13.

Tab. ¢. 12: Vyteznost metody u odriidy Elegantni

Elegantni

Vzorek ¢. 1

Bez ptidavku S ptidavkem

o koncentrace c,[mg.100g™'] | 8,0 o koncentrace ¢, [mg.100g™] 15,3
Piidavek kyseliny askorbové: ¢, [mg.100g™] 8,3
Vytéznost [ %] 88,82
Vzorek ¢. 2

Bez pridavku S ptidavkem

o koncentrace ¢,[mg.100g™] | 7,1 @ koncentrace ¢, [mg.100g™'] 13,9
Pidavek kyseliny askorbové: ¢, [mg.100g™'] 9,9
Vytéznost [%] 68,47
Vzorek €. 3

Bez ptidavku S ptidavkem

o koncentrace ¢,[mg.100g™'] | 8,9 o koncentrace ¢, [mg.100g™'] 20,3
Piidavek kyseliny askorbové: ¢, [mg.100g™] 11,1
VytéZnost [%] 103,38
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Tab. ¢. 13: Vyteznost metody u odrudy Jolico

Jolico

Vzorek €. 1

Bez ptidavku S ptidavkem

@ koncentrace ¢,[mg.100g™] | 23,3 @ koncentrace ¢, [mg.100g™'] 26,5
Pridavek kyseliny askorbové: ¢,: [mg.100g™] 4,1
VytéZnost [ %] 79,22
Vzorek ¢. 2

Bez pridavku S ptidavkem

o koncentrace ¢,[mg.100g™] | 23,1 @ koncentrace ¢, [mg.100g™'] 25,6
Pridavek kyseliny askorbové: ¢,: [mg.100g™] 4,2
Vytéznost [%] 60,28
Vzorek €. 3

bez ptidavku S ptidavkem

o koncentrace ¢,[mg.100g™'] | 22,8 o koncentrace ¢, [mg.100g™'] 26,5
Pidavek kyseliny askorbové: ¢,: [mg.100g™'] 4,9
Vytéznost [ %] 75,66

Metoda ma dobrou vytéznost, pokud se vysledek stanoveni nachdzi v intervalu
90 az 105 %.[32] Nalezena vytéznost aplikované metody stanoveni vitaminu C se pohybovala
v rozmezi 60,28-103,38 %. Ze Sesti dil¢ich stanoveni vytéznosti se do pozadovaného
intervalu dostala jen jedna hodnota vytéZznosti - 103,38 %, ostatni vysledky jsou pod spodni
hranici pozadovaného intervalu. Niz§i hodnoty vytéZznosti mohly byt zplsobeny
nedostatenym zhomogenizovanim vzorkl, coz se provadélo vzhledem k dosti velkym
peckdm velmi Spatné. Dale mohly byt vysledky ovlivnény pfidavanym roztokem kyseliny
askorbové. Vzhledem k jeho nestabilit¢ mohlo dojit k nepatrnym ztratdm, coz se vSak
ve vysledné hodnoté mohlo objevit.

3.2 Stanoveni vitaminu C ve vybranych druzich ovoce

Vitamin C ve vybranych odriiddch ovoce byl stanoven podle normy CSN EN 14130:
Potraviny — Stanoveni vitaminu C metodou HPLC. [1]

3.2.1 Stanoveni vitaminu C v plodech dfinu obecného
Sestrojeni kalibra¢ni zavislosti

Z piipraveného zasobniho standardniho roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 1.g™
byly postupné piipraveny jednotlivé pracovni standardy o koncentracich 5, 10, 20, 30, 40 a 50
mg.l'l. Do 10 ml odmérnych ban€k bylo napipetovano 0,05 ml, 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml
a 0,5 ml pfipraveného zasobniho standardniho roztoku kyseliny askorbové a ihned byly
odmérné banky doplnény po znacku 2% roztokem kyseliny monohydrogenfosforecné.
Pomoci ptipravenych standardnich roztokd byla sestrojena kalibra¢ni kiivka obr. ¢. 16 jako
zavislost plochy piku na koncentraci.
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Tab. ¢. 14: Namérena data pouzité k sestrojeni kalibracni zavislosti

Koncentrace (mg.l'l) plocha piku (uV.s)
5 306 388
10 640 380
20 1290 665
30 1923013
40 2 594 703
50 3257 675
3500000
3000000 - y = 64817x
—_ 2 _
7 2500000 - R*=09999
£
= 2000000 -
&
S 1500000 -
S
= 1000000 -
500000 -
0 I I I I I
0 10 20 30 40 50

Koncentrace kyseliny askorbové [mg.l'l]

Obr. ¢. 16: Kalibracni zavislost

Stanoveni vitaminu C v riznych odridach di'inu obecného

U kazdé¢ analyzované odridy byly vzdy navazeny tfi vzorky, z nich pfipraveny tfi roztoky
a kazdy zvlast’ byl 3x naddvkovén a analyzovan.

Analyza kazdého vzorku trvala 4 minuty. Reten¢ni Cas kyseliny askorbové byl 2,1 minuty,
coz je vidét na wukazce chromatogramu na obr. ¢ 17. Retenéni cas kyseliny
monohydrogenfosfore¢né se pohyboval okolo 1,7 minuty. Po analyze byla kolona 4 minuty
proplachovana mobilni fazi z dlivodu odstranéni jinych moznych detekovatelnych latek, které
by mohly ovliviiovat dalsi analyzu.

Kyselina askorbova byla identifikovana porovnanim reten¢nich cast  pikQ
na chromatogramech roztokt jednotlivych vzorkt a z roztoku standardu.

Integraci v programu Breeze byla vypoctena plocha piku kyseliny L-askorbové
v jednotlivych vzorcich. Pomoci regresni rovnice kalibracni zavislosti byla stanovena

koncentrace vitaminu C v danych roztocich.
Dale byla tato zjiSténd hodnota prepoctena na hmotnost navazky pivodniho vzorku

a vyjadrena v mg na 100 g plodi dle vztahu:
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=" 01
m

kde ¢ je vysledna koncentrace vitaminu C piepoltend na 100 g plodéi [mg.100g™],
x je koncentrace vitaminu C vypoétena z regresni rovnice kalibratni zavislosti [mg.l™],
V [ml] je objem ve kterém byla rozpusténa navazka ploda, m [g] je hmotnost jednotlivych
navazek plodi k analyze a 0,1 je pomocny koeficient pro piepocet koncentrace na 100 g
plodi. Vypocitany obsah vitaminu C k jednotlivym odridddm je uveden v piiloze ¢.1.
Nasledn¢ vypocitané koncentrace u jednotlivych vzorki byly zprimérovany a vypocitana
celkova koncentrace obsahu kyseliny askorbové ke kazdé odrad¢ viz tab. €. 15.

0,50
0,45
0403
035
0303
0,253 ‘
= 1
0,20
kyrselina |
ﬂ'tE';' monohydrogenfosforedng |
0,105 T ‘
C'.DE':_. III,'I \-\ || L
-::l.[:-zf _J — I R
020 ad oed oad | 10f 20 | 140 180 180 200 | 220 240 280 | 280 300
Obr. ¢. 17: Ukadzka chromatogramu vzorku odridy Vydubecky
Tab. ¢. 15: Obsah vitaminu C v jednotlivych odridach drinu obecného
v ’ R , 1
Odrida Mnozstvvl kyseliny askorli)ove [mg.100g ]V —
Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 2 Vzorek ¢. 3 Priumér
Vydubecky 14,4 15,2 16,3 15,3
Sejanec.gruSevidnovo 4.4 3.8 2.9 3,7
Elegantni 8.4 7,8 8,6 8,3
Jolico 27,4 18,9 21,9 22,7
VysSegorodsky 7,7 6,9 6.8 7,1
Devin 15,8 18,5 7,4 13,9
Fruchtal 30,7 22,3 25,1 26,1
Lukjanovsky 4,2 4,0 3,3 3,8
Olomoucky 5,5 9,7 6,8 7,3
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Srovnani hodnot obsahu vitaminu C v jednotlivych odriidach

Stanovené hodnoty obsahu vitaminu C je mozno srovnat s hodnotami, které byly ziskany
pfed dvémi lety [36]. Byly analyzovany odridy ze stejného sbéru, které byly skladovéany
v mrazni¢ce po dobu dvou let. Jak je mozno vidét na obr. €. 18 u vSech odriid doslo ke snizeni
obsahu vitaminu C. Na degradaci mélo vliv dlouhodobé skladovéni, teploty, oxidace a
v neposledni fadé i ucinek svétla.

Nejméné vitaminu C bylo stanoveno u odriidy Lukjanovsky a to pouhych 3,8 mg na 100 g
plodi, naopak nejvétsi mnozstvi bylo zjisténo u odridy Fruchtal, jehoz hodnota byla 26,1 mg
ve 100 gplodl. Pokles obsahu C vitaminu ¢inil od 5 % do 72 %.

Tab. ¢. 16: Hodnoty obsahu vitaminu C v riiznych odriidach diinu obecného
analyzovanych v roce 2008 a 2010

Obsah vitaminu C v odriidich d¥inu [mg.100g™]

Odruada Primér r. 2008 | Primér r. 2010
Vydubecky 12,9 15,3
Sejanec.gruSevidnovo 13,2 3,7
Elegantni 11,2 8,3
Jolico 239 22,7
VysSegorodsky 10,1 7,1
Devin 17,9 13,9
Fruchtal 38,0 26,1
Lukjanovsky 9,1 3,8
Olomoucky 10,7 7,3
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Obr. ¢. 18: Srovnani obsahu vitaminu C jednotlivych odrid drinu obecného
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3.2.2 Stanoveni vitaminu C v plodech jerabu obecného

Od kazdé odridy byly pfipraveny 3 vzorky a kazdy 3x nadavkovan a analyzovan.
Nasledné byly ziskany hodnoty ploch pikt, které byly pouzity k vypoctim koncentraci
jednotlivych vzorkl, jejichz hodnoty jsou vtab. €. 17Tab. ¢. 17. Vysledné koncentrace
vitaminu C uriznych odrid jefdbu obecného byla uréena jako primér koncentraci
ptislusnych vzorki

Analyza trvala 4 minuty, pficemz retenéni Cas kyseliny askorbové byl 2,1 minuty.
Po analyze byla kolona 8 minut proplachovdna mobilni fazi. Kyselina askorbova byla
identifikovana porovnanim reten¢nich ¢ast pikli na chromatogramech roztokt jednotlivych
vzorki a z roztoku standardu viz obr. €. 13.

Integraci v programu Breeze byla vypoctena plocha piku askorbové kyseliny
v jednotlivych vzorcich. Pomoci regresni rovnice kalibracni zavislosti byla stanovena
priméma koncentrace vitaminu C v danych roztocich. Zjisténa hodnota byla piepoctena
na hmotnost navazky ptivodniho vzorku a vyjadiena v mg na 100 g plodut dle vztahu:

c:ﬂ-O,l
m

kde ¢ je vysledna koncentrace vitaminu C piepodtend na 100 g plodi [mg.100g™],
x je koncentrace vitaminu C vypoltena z regresnirovnice kalibraéni zavislosti [mg.l"],
V [ml] je objem ve kterém byla rozpusténa navazka plodi, m [g] je hmotnost jednotlivych
navazek plodi k analyze a 0,1 je pomocny koeficient pro piepocet koncentrace na 100 g
plodi. Vypocitany obsah vitaminu C k jednotlivym odridam je uveden v tab. ¢. 15.

Tab. ¢. 17: Obsah vitaminu C v jednotlivych odriidach jerabu obecného

Odrida Mnoistvvi kyseliny askorb?vé [mg.100g™] _ —
Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 2 Vzorek ¢. 3 Prumér
Béloplody 38,8 43,4 41,9 41,3
Burka 2,5 2,4 2,1 2.3
Granatina 2,6 2,9 2,3 2,6
Lionora springer 8,3 8,1 7,2 7,8
Velved 4,7 4,0 3,1 3,9
Titan 2,0 2,4 2,2 2,2
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Obr. ¢. 19: Obsah vitaminu C v riznych odruddach jerabu obecného

Jetabiny mohou obsahovat az 60 mg vitaminu C na 100 g ploda [37]. Prekvapivé vysoky
obsah vitaminu C oproti ostatnim odriddm byl stanoven v bezbarvé odridé Béloplody
ato 41,30 mg.100g" proti praméru 3,77 mg.100g”, naopak nejmensi koncentrace byla
analyzovéna u odridy titan 2,20 mg.100g™. K urditym ztratdm vitaminu C, oproti erstvym
plodiim, mohlo dojit béhem skladovéni, nebot’ vzorky byly ulozeny v mrazédku po dobu 2 let.
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3.3 Stanoveni celkového vitaminu C — redukce dehydroaskorbové kyseliny
na askorbovou kyselinu

Priprava vzorku

Pracovni postup ptipravy vzorkli je uveden v kapitole 2.7.1. Dale bylo pracovano
s filtratem: 0,8 ml filtratu bylo napipetovano spolu s 0,2 ml roztoku DTT do mikrozkumavky,
vSe bylo dikladné promichano a ponechdno 2 a 3 hodiny v temnu pii laboratorni teploté.
Zaroven byl pfipraven i srovnavaci vzorek bez DTT pouzitim 0,2 ml redestilované vody
a 0,8 ml filtratu. Po uplynuti potfebné doby byl vzorek nasat do stfikacky pies celulozovy
mikrofiltr a ru¢n¢ tfikrat nastiknut do chromatografu.

Byly proméfeny vzorky jak s DTT, tak slepé vzorky bez DTT, aby mohl byt srovnan
ucinek redukce dehydroaskorbové kyseliny na askorbovou kyselinu. Nejprve bylo méteni
provadéno na ndhodné vybranych odriidach diinu obecného, jehozZ roztoky s pifidavkem DTT
byly ponechany ve tm¢ 2 a 3 hodiny a poté byly testovany jednotlivé koncentrace DTT

na redukeci vitaminu C.

Tab. ¢. 18: Srovnani obsahu vitaminu C po redukci a bez redukce DTT

Odrida Koncentrace AA | Celkovy vitamin C
[mg.100g™] [mg.100™"]
Vydubecky (po 2 hod) 15,9 17,1
: (po 2 hod) 23,5 23,3
Jol
oo (po3hod)| 228 22,6
, (po2hod) | 18,1 19,3
D
o (po3hod) | 184 19,1
(po 2 hod) 30,8 30,2
Fruchtal
rueha (po 3 hod) | 31,1 29,0
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Obr. ¢. 20: Srovnani obsahu vitaminu C pred a po redukci pomoci DTT
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Tab. ¢. 19: Srovnani mnozstvi pouziteho DTT pri stanoveni celkového vitaminu C

Odrida Mnozstvi DTT Cas Koncentrace AA | Celkovy vitamin C
" (mg) [mg.100™] [mg.100™]
10 (po 2 hod) 16,9 18,2
(po 3 hod) 17,1 17,1
, (po 2 hod) 16,2 177
Vydubecky P (po 3 hod) 135 15.9
20 (po 2 hod) 17,6 14,9
(po 3 hod) 16,4 17,4
o0 20
S
(—]
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g 15
@)
= 10 -
=
IR —
E
8 4.
g
5 N N s N s N
= Q Q Q Q Q Q
28 S N N » »

B BezDTT O S DTT

Obr. ¢. 21: Pouziti riiznych koncentraci DTT k redukci kyseliny dehydroaskorbové na
kyselinu askorbovou

Jen u nékterych testovanych vzorkli doslo po plisobeni DTT k malému vzristu hodnot
obsahu vitaminu C. KlepSim vysledkim a ke zjisténi presnéjSiho mnozstvi obsahu
dehydroaskorbové kyselin u vitaminu C by bylo zapotiebi vyzkousSet jeste 1 jiné redukéni
¢inidlo, napt. TCEP, ptipadné ovéfit uCinnost redukcénich schopnosti DTT na samotné
kyselin¢ dehydroaskorbové, které¢ bohuzel, jak TCEP, tak DHA nebyly k dispozici.
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4 ZAVER

V teoretické ¢asti této prace byly popsany diin obecny (Cornus mas) a jefab obecny
(Sorbus aucuparia), které patii do skupiny méné znamého ovoce. Jejich plody maji vyznam
jak ze zdravotniho hlediska, kvtili obsahu vyznamnych biologicky aktivnich latek, predevsim
vitaminu C, ale 1 jinych a to napfiklad antokyani neboli pfirodnich barviv. Jsou také
vyznamné v potravinaistvi, diky vyuzitelnosti a zpracovatelnosti jejich plodi.

Dalsi kapitola se zabyva vitaminem C a to pfedev§im jeho chemickymi vlastnostmi
avyznamem pro lidské zdravi. Dale jsou zde popsany metody stanoveni vitaminu C,
predevsim je bran zfetel na vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

Pomoci HPLC metody a vybraného postupu byl dale v experimentalni ¢asti stanoven
vitamin C jako kyselina askorbova v riiznych odrtidach diinu a jefabu.

Nejprve byla hodnocena vhodnost metody HPLC a to pomoci validace, kdy byly
posuzovany jednotlivé parametry: linearita, mez detekce, mez stanovitelnosti, opakovatelnost
a vytéznost. Zavislost analytického signalu na koncentraci kyseliny askorbové vykazuje velmi
dobrou linearitu. Mez detekce byla stanovena na 1,1-10~° mg.l' a mez stanovitelnosti

3,7-107° mg.I". Opakovatelnost vyjadfena hodnotami RSD se pohybovala 1,11-2,78 %.

Vytéznost byla stanovena metodou standardnich piidavkli a pohybovala se v rozmezi
60,28-103,38 %.

U diinu bylo analyzovano devét odrid: Devin, Elegantni, Fruchtal, Jolico, Lukjanovsky,
Olomoucky, Sejanec grusevidnovo, Vydubecky a VySegorodsky. Po analyze vzorkil bylo
zjiSténo, ze nejvice vitaminu C obsahuje odrida Fruchtal, u které bylo nalezeno mnoZstvi
26,1 mg vitaminu C na 100 g plodd, naopak nejméné vitaminu C bylo zjis§téno u odridy
Sejanec gruSevidnovo, jehoZz mnozstvi €inilo pouze 3,7 mg vitaminu C na 100 g plodi.
Pomé&mé vysoké mnozstvi bylo nalezeno i u odriidy Jolico (22,7 mg.100g™), Vydubecky
(15,3 mg.100g™") a Devin (13,9 mg.100g™).

Po srovnani s hodnotami, které byly k dispozici a byly ziskany stejnou metodou pted
dvéma lety, bylo zjist€no, Ze obsah vitaminu C téméf ve vSech odridach klesl, kromé odridy
Spatnou homogenitou rozmélnénych plodi nebo vystaveni dlouhému plsobeni svétla i tepla
pii pripraveé roztokd, a tim mohlo dojit k ¢aste¢né degradaci kyseliny askorbové.

U jefabu byly analyzovany odridy Béloplody, Burka, Granatina, Lionora springer, Velved
a Titan. Nejvice vitaminu C bylo jednozna¢né zjisténo u bezbarvé odriidy Béloplody, jehoz
obsah byl stanoven na hodnotu 41,3 mg vitaminu C na 100 g plodd, nejméné vitaminu C
obsahovala odrida Titan 2,2 mg vitaminu C na 100 g plodi. U zbylych odrid se hodnoty
obsahu vitaminu C pohybovaly spiSe pfi nizSich hladinach a blizili se odriid¢ Titan, jen
odrtida Lionora springer méla vyssi mnozstvi a to 7,8 mg vitaminu C na 100 g plodi.

Dale bylo testovdno stanoveni celkového vitaminu C po redukci kyseliny
dehydroaskorbové na askorbovou. Jako redukéni €inidlo byl pouzit dithiothreitol (DTT). Jen
v nékterych piipadech doslo ke vzrlstu stanovené kyseliny askorbové, v jinych ptipadech se
1jiné redukéni Cinidlo, napt. TCEP, pfipadné ovéfit G¢innost redukénich schopnosti DTT
na samotné kyseliné dehydroaskorbové, které bohuzel, jak TCEP, tak DHA nebyly
k dispozici.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

HPLC

AA
DAA
GC
Uuv
DTT
TCEP

(high performance liquid chromatography) — vysokoucinna kapalinova

chromatografie

(ascorbic acid) askorbova kyselina
(dehydroascorbic acid) dehydroaskorbova kyselina
(gas chromatography) — plynova chromatografie
ultrafialové zateni

dithiothreitol

tris-[2-carboxyethyl] phosphine
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8 PRILOHY

Priloha ¢. 1: Stanovené a vypoctené hodnoty extraktii jednotlivych odrid drinu obecného

Navazka Plocha Priumérna hodnota Koncentrace vitaminu C

Odruda , . -1
Ig] piku plochy piku [mg.100g™]

2111918
2245970 2185595
2198898
’ 58501 2309795
Vydubecky 2312044 2310723 15,3
2310329
2140207
51879 | 2227837 2187974
2195879

35,8362

514362
4,7409 593566 541324
516044
596417
5,8443 581464 582124 3,7
568492
476822
6,2867 475006 476795
478558

Sejanec

gruSevidnovo

894761
4,1304 888888 901783
921701
800891
Elegantni 4,1080 829781 824926 83
844107
978800
4,4880 966420 998605
1050596

4470366
6,2552 4449742 4470366
4427186
3025168
Jolico 5,8698 2740606 2872969 22,7
2853134
3280112
5,7395 3236654 3261168
3266738
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Odrida

Navazka

[gl]

Plocha
piku

Priumérna hodnota
plochy piku

Koncentrace vitaminu C
[mg.100g™]

Vysegorodsky

6,2139

1249787

1217281

1236115

1234394

6,1150

1216910

1050677

1036308

1101298

6,3024

1080798

1100272

1132379

1104483

7,1

Devin

4,4740

1777846

1855544

1868614

1834001

4,6615

2589776

2076984

2056208

2240989

5,4688

1031858

1063526

1034046

1043143

13,9

Fruchtal

4,3837

3394032

3534968

3539568

3489523

4,3019

2247548

2531312

2694536

2491132

49110

3194792

3165028

3244996

3201605

26,1

Lukjanovsky

4,4619

505663

450903

504105

486890

4,6020

475203

497301

456551

476351

4,2420

334126

407402

344892

362140

3,8

Olomoucky

4,8896

703619

711487

670699

695268

4,9886

1272953

1229732

1254822

1252502

5,1637

907101

923832

917903

916279

7,3
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Priloha ¢. 2: Vzorky plodii analyzovanych odrud drinu

Devin

I IHHIIII‘HHIHH‘HHHIII

||n||m||m|un,muﬂqt
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1. 2 34 5 &30
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Jolico

Lukjanovsky

Olomoucky

F' B
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Sejanec Grusevidnovo

B \

Vydubecky

VysSegorodsky
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Priloha ¢. 3: Vzorky plodii analyzovanych odrud jerdabu

Béloplody

Burka

Granatina
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Lionora Springer

Titan

Velved

71



	DESKY
	TITULNÍ LIST.doc
	ZADÁNÍ
	k tisku

