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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva stanovenim vitaminu C v barevnych vzorcich spektrofotometrickou
metodou po extrakci xylenem.

Teoreticka Cast se zabyva reakcemi, biochemii a vyskytem kyseliny askorbové v potravinach. Rovnéz
je zde pojednano o rGznych metodach stanoveni vitaminu C, at uz jde o HPLC metody,
elektrochemické metody, titraéni stanoveni, spektrofotometrické metody nebo metodu polarografickou.

V experimentalni &asti byly touto metodou nejprve stanoveny koncentrace kyseliny askorbové
ve standardech, a potom v redlnych vzorcich (vitaminové tablety, pomeranova Stava a S$tava
Slechténych odrad ¢erného bezu). Dale byly stanoveny nékteré validaéni parametry metody. Citlivost
metody byla uréena na - 1,6772, linearita na 0,9990, mez detekce byla stanovena na 0,0466 mg/ml
amez stanovitelnosti na 0,1552 mg/ml. Pfesnost metody byla vyjadfena relativhi smérodatnou
odchylkou, ktera nabyvala hodnot do 3,00 %.

KLICOVA SLOVA

Kyselina askorbova, spektrofotometrické stanoveni, validace metody, barevné vzorky.



ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with spectrophotometric determination of ascorbic acid after the xylen
extraction in coloured samples.

The theoretical part deals with reactions, biochemistry and occurrence of ascorbic acid in foodstuffs.
Also, it is dealt with various methods of determination of ascorbic acid, such as HPLC methods,
electrochemical methods, titrimetric  determinations,  spectrophotometric = determinations
or polarographic method.

In the experimental part of this method were first determined the concentration of ascorbic acid
in the standards, then in real samples (vitamin tablets, orange juice and the juice of cultivated varieties
of elderberry). Some validation parameters of the method were also determined. Sensitivity
of the method was determined to -1,6772, linearity to 0,9990, Ilimit of detection was set
at 0,0466 mg/ml and the detection limit at 0,1552 mg/ml. Accuracy of the method was expressed
as relative standard deviation, which gained 3,00% in value.

KEY WORDS

Ascorbic acid, spectrophotometric determination, method validation, coloured samples.
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1 UVOD

Kyselina askorbova neboli vitamin C je reverzibilnim oxidacné-redukénim systémem, jenz se podili
na mnoha pochodech a reakcich v organismu, jako jsou tfeba hydroxylace prolinu a lysinu v kolagenu

s volnymi radikaly.

Vitamin C je jednim z nejméné stalych vitamind. Nejvice se ztraci vyluhem, oxidaci nebo degradaci
kyselinami, pfi¢emz rozsah ztrat je ovlivnén mnoha faktory.

VétSina zivoCichll je schopna syntézy vitaminu C, ovSem C¢&lovék diky chybéjicimu enzymu
L-gulonolaktonoxidaze toho schopen neni. Jeho doporu¢ena davka se udava na rozmezi 60 - 200 mg,
v zavislosti od aktualniho stavu organismu. Zdravou a vyvazenou stravou je jeho potfeba kryta.

vitaminu ma druh zapadoindické tfeSné Malpighia punicifolia. Mezi nejvyznamnéjsi zdroje pro ¢lovéka
patfi brambory a citrusy, ze surovin zivoci§ného puvodu jatra.

Ke stanoveni obsahu vitaminu C v materialu je k dispozici velky vybér metod, od jejichz volby zavisi
spravnost vysledk(l. Nej¢astéji se vyuziva stanoveni HPLC s rliznymi detektory, a to z dlvodu vysoké
presnosti a citlivosti. Dale se pouzivaji metody jako titracni stanoveni 2,6-dichlorfenolindofenolem,
polarograficka metoda nebo spektrofotometrické stanoveni 2,6-dichlorfenolindofenolem po extrakci
xylenem.

Cilem této bakalarské prace bylo zavést a validovat spektrofotometrickou metodu stanoveni kyseliny
askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem po extrakci xylenem ve zbarvenych vzorcich.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vitamin C

2.1.1 Struktura a nazvoslovi

Vitamin C neboli kyselina askorbova (C¢HsOq¢) je bily krystalicky prasek s relativni molekulovou
hmotnosti 176,13 g/mol a bodem tani 192 °C. Strukturou se fadi mezi derivaty sacharidd, konkrétné
kyseliny [1].

Vyskytuje se ve Ctyfech sterecizomerech (obr. 1 a 2), pfiCemz aktivitu vitaminu C vykazuje pouze
kyselina L-askorbova (y-lakton-L-threo-2-hexenonové kyseliny). Na C2 a C3 atomu ma endiolové
usporadani, které ji dava silné redukeni vlastnosti. L-isoaskorbova kyselina, C5 opticky izomer
a D-askorbova kyselina (C4 opticky izomer) se po chemické strance chovaji stejné jako kyselina
askorbova, ale tyto slou¢eniny nevykazuji aktivitu vitaminu C [2].

"CHyOH CH;OH
HO H
0
O
HO OH
Obr. 1: Kyselina L-askorbova a D-isoaskorbova [3]
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Obr. 2: Kyselina D-askorbova a L-isoaskorbova [3]

Pojem vitamin C neoznaluje jen L-askorbovou kyselinu, ale cely reverzibilni oxidacné-redukéni
systém (obr. 3), kam kromé kyseliny L-askorbové patfi i produkty jedno nebo dvouelektronové
oxidace. Tyto slouceniny se ve fyziologickém pH vyskytuji jako anionty [2].

CH.OH CH,OH CH,OH
H CH
O
«H = = = O
_._—_:' o ‘_. D #
L [ G CI'

O OH

Obr. 3: Oxidace kyseliny L-askorbové. Produktem jednoelektronové oxidace je L-askorbylradikal, produktem
dvouelektronové L-dehydroaskorbova kyselina [3]



2.1.2 Reakce vitaminu C

Obé enolové hydroxylové skupiny kyseliny askorbové jsou schopny disociace, tudiz se jedna
o dvojsytnou kyselinu. V roztoku o fyziologickém pH se tato kyselina vyskytuje ve formé aniontu.
Askorbylradikal je kyselina, ktera se vyskytuje jako anion stabilizovany rezonanci, neparovy elektron je
lokalizovan v oblasti C4. Kyselina dehydroaskorbova se ve vodnych roztocich vyskytuje jako
hydratovany bicyklicky monomer.

Oxidace kyseliny askorbové na dehydroaskorbovou probihda pomoci enzym( (antivitaminu C),
vzdu$ného kysliku i chemickych oxidaénich ¢inidel. Tato reakce je vratna a probiha riznymi
mechanismy, bud jednoelektronovym (vznik meziproduktu askorbylradikalu) nebo dvouelektronovym
(vznik kyseliny dehydroaskorbové pfimo) [2].

2.1.2.1 Enzymova oxidace

Tato oxidace je katalyzovana askorbatoxidazou v pfitomnosti vzdusného kysliku. Hlavné probiha
v mechanicky poSkozenych rostlinnych pletivech, vysledkem je degradace vitaminu. Ztratam vitaminu
v ovoci a zeleniné pfi zpracovani se pfedchazi blanSirovanim, €imz se inaktivuji enzymy oxidujici
kyselinu askorbovou [2].

H,0 + H,0, — A + 2 H,0

Obecny mechanismus enzymové oxidace, H,A = kys. askorbova, A = kys. dehydroaskorbova

2.1.2.2 Autooxidace

Nejvyznamnéj§im jevem je oxidace vzduSnym kyslikem, coZz zodpovida za ztraty vitaminu C
v potravinach pfi skladovani a zpracovani. Reakce zavisi na pH prostiedi, v kyselém prostfedi je
reakce pomald, a srostouci alkalitou rychlost oxidace roste. Tento fakt je dan stalosti kyseliny
askorbové.

HA~ +0, > HA—0—0" - HA-+0;3 -
2H,A+ 0, - 2A+ 2 H,0

Obecny mechanismus autooxidace, HA" = anion kys. askorbové, HA-O-O" = hydroperoxid
aniontu Kys. ask., HA- = askorbylradikal, O, - = superoxidovy radikal

(2)

Po pfenosu 2 elektron(ll, dojde k disociaci a vzniku kyseliny dehydroaskorbové a peroxidu vodiku,
ktery oxiduje dalSi askorbovou kyselinu [2].

2.1.2.3 Redukce ionti kovu
Kyselina askorbova reaguje s ionty kovl za vzniku komplex(, ale za uréitych podminek mulze kovy
redukovat. Reakce s ionty Cu®* aFe* probihaji nasledujicim zplsobem:

H,A + 2 Fe3* > A+ 2 Fe?t + 2 H* 3)

Obecny mechanismus redukce kovii

Tyto reakce urychluji oxidaéni reakce, které souviseji s nepfiznivymi zménami chuti, viiné a barvy
potravin [2].
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2.1.2.4 Reakce s volnymi radikaly

Kyselina askorbova i jeji izomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly, zpUsobujicimi oxidaci
lipidd a jinych oxylabilnich slozek potravin. Témito reakcemi dochazi k inhibici fetézovych pochodl
a vitamin pUsobi jako antioxidant.

H,A+R—-0—-0--HA-+R—-0—-0H (4)
Obecny mechanismus reakce s peroxylovym radikalem mastné kyseliny,
R-O-OH = hydroperoxid mastné kyseliny

Vznikly HA- radikal neni schopen vyvolat dalSi reakci a rozpada se na kyseliny askorbovou
a dehydroaskorbovou. V3eobecné plati, Ze kyselina askorbova je U€inngjSim antioxidantem
v kombinaci s pdsobenim tokoferold, které reaguji s radikaly pfednostné [2].

2.1.2.5 Degradace katalyzovana kyselinami
V silné kyselém prostfedi dochazi k dekarboxylaci a dehydrataci az na CO, a 2-furankarbaldehyd
neboli furfural. (obr. 4)

COOH COOH oo
] ! c=0
CH,OH COH I'—‘O |
C=0
H——0H CoOH .g0 GOH r - CO,
H,0 2 I —
Oy 20 s o m —
= HO~C—H HO—C—H B=C—H
HO OH CH;OH CH,0H CHOH

L-askorbové kyselina enolforma 2-oxo-L-gulonové kyseliny 4-deoxy-2,3-dioxo-L-gulonovs kysey,

(|3H=O ?H=o ffH=0
c=0 COH . c=0 _
] fi H,0 I H,0O | I
HO—C—H HO—~C—H CH =
CH0H CH,0H CH;0H 2-furankarbaldehyd

3-deoxy-L-xyloson enolforma 3-deoxy-L-Xylosonu 3,4-dideoxypentosulos-3-en
Obr. 4: Schéma degradace kyseliny askorbové [2]

Této reakci je pfisuzovan nejvétsi vliv na ztraty vitaminu C ve vyrobcich a produktech, u kterych bylo
zamezeno pfistupu vzdusného kysliku [2].

2.1.2.6 Reakce s dalsimi slozkami potravin
Ztraty vitaminu C mohou byt zpUsobeny i interakci se slozkami potravin.

K reakcim s oxidovanymi fenoly dochazi pfi enzymovém hnédnuti, a to hlavné u potravin s nizkym
obsahem kyseliny askorbové v pfitomnosti oxidoreduktaz ze skupiny o-difenolsloucenin. V interakci
se vzdusnym kyslikem dochazi k oxidaci fenol na o-chinony, ze kterych vznikaji hnédé pigmenty.
Kyselina askorbova téz redukuje barviva na myoglobin, jenz se vyskytuje v mase ¢astec¢né ve formé
oxymyoglobinu a metmyoglobinu, tim padem je k dispozici vét§i mnozstvi myoglobinu ke vzniku
nitroxymyoglobinu, coz je zadouci barvivo [2].

Kyselina askorbova také oxiduje glutathion na disulfid, ktery neovliviuje reologické vlastnosti tésta.
V nepfitomnosti kyseliny dojde k reakci redukovaného glutathionu s proteiny lepku vazanymi
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disulfidickymi vazbami za vzniku heterodisulfidd. Tyto maji negativni G¢inky na pekarské vlastnosti
mouky [2].

Pfi reakci Kkyseliny askorbové saldehydy ve vodném prostfedi vznikaji poloacetaly.
PFi reakci s produktem degradace sacharidd methylglyoxalem vzniknou 2 cyklické poloacetaly (obr. 5)

[2].

CH,OH
H—{—OH
o
o)
0 0

R R=HR'= CH,
OH OH R=CH,,R'=H

Obr. 5: Acetaly s methylglyoxalem [2]

2.1.3 Stabilita

Kyselina askorbova je jeden z nejméné stalych vitamin(, k jejim ztratdm dochazi rdznymi zpusoby.
V kyselém prostiedi je nejstabilnéjsi. Nejvice vitaminu C se ztraci vyluhem, oxidaci anebo degradaci
kyselinami. Rozsah ztrat zavisi na mnoha faktorech, jako pH prostfedi, teplota, mnozstvi vody
a mnoho dalSich. Pfi vafeni potravin dochazi k oxidaci na L-dehydroaskorbovou kyselinu, ktera otevira
laktonovy kruh a diky tomu dojde ke ztraté biologické aktitivity. Ztraty jsou vysSi u listové zeleniny
z divodu vétsiho povrchu, pfi loupani plodu jsou ztraty téz znacné, jelikoz se odstrariuji povrchové
vrstvy bohaté na vitamin [2, 4].

Kyselina askorbova je velmi citliva na svétlo, po ozafeni snadno degraduje. Vysledky studii,
zabyvajicich se pusobenim riznych typla svétla na vitamin C v rdznobarevnych nadobach, ukazuiji,
Zze UV i viditeIné svétlo plsobi jeji degradaci, pficemz v lahvi z tmavého skla je pomalejsi [5].

Dal$im dulezitym faktorem ovliviujicim stabilitu kyseliny askorbové v roztoku je teplota. Studie
dokazuji, Ze extrakci kyseliny askorbové je nejvhodnéjsi provadét pfi nizkych teplotach
a s vychlazenymi roztoky, nebo i na ledu [6].

Relativni stabilita a vytéZnost extrakce je zajiStovana pfi pH okolo 2,1 [7].

K nejpouzivanéjSim extrakénim ¢&inidlim patfi kyseliny metafosforeéna, Stavelova, trichloroctova, Ize
pouzit i pfimési jako methanol, ethanol, EDTA, L-cystein a dalSi. Pfi extrakci je dllezita inaktivace
degradaénich enzym(, ty totiz snizuji koncentraci kyseliny askorbové. Je vhodnéjsi extrahovat
kyselinou, jelikoz v alkalickém prostfedi kyselina askorbova snadno oxiduje. Stabilitu kyseliny
askorbové sniZuji kovové ionty.

Ke zlepSeni stability se pfidavaji chelataéni ¢inidla, jako napfiklad EDTA [2].
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V primyslu je snaha minimalizovat ztraty béhem skladovani i zpracovani, je zaloZzena na:
e omezovani pfistupu vzduchu, snizovani pfitomného kysliku (odvzdusnénim, zavedenim
inertni atmosféry a dal§imi zplisoby)
e sniZovani koncentrace ionta Fe**, Cu®* vylou€enim kontaktu se souéastmi technologickych
stroju, vazani do neaktivnich komplextd pomoci EDTA,...
e vytvafeni nepfiznivych podminek pro vznik komplex( kovovych iontl s kyselinou askorbovou
snizenim aktivity vody, zménou pH,...

nizkych teplotach (=18 °C) dochazi k minimalnim ztrdtam. Kopacnému efektu ovSem dochazi
pfi rozmrazovani, a to az o 30 — 50 % [2].

2.1.4 Fyziologie, vyziva a biochemie

Vétsina zivocichl je schopna syntetizovat si vitamin C z glukézy pomoci ¢tyf enzym( nachazejicich
se v jatrech. Clovék postrada enzym L-gulonolaktonoxidazu, ktery se uplatfiuje v poslednim kroku
syntézy vitaminu C a tudiz jej neni schopen vytvaret [8, 9].

Vitamin C se vyznamné podili na hydroxylacnich reakcich v organismu, jako je pfenos sulfat(,
hydroxylace prolinu a lysinu v prokolagenu, kde je vitamin C kofaktorem enzymu prolylhydroxylazy
a umozfiuje zesitovani kolagenu, a dali. Ugastni se biosyntézy mukopolysacharidi, prostaglanding,
transportu iontovych forem Zeleza, sodiku, chloru a vapniku, metabolismu cholesterolu, drog,
imunitnich reakci a spousty dalSich pochodl. Antioxidaéni vlastnosti vykazuje reakcemi
s aktivovanymi formami kysliku (volnymi radikaly), ¢imz ochranuje tokoferoly a lipidy membran
pfed oxidaci. Mezi jeho dalSi vlastnosti patfi téZ ochrana nestabilnich forem kyseliny listové, regulace
tvorby nitrosamin( a inhibice mutageneze a karcinogeneze [2, 10].

Néktefi odbornici dospéli k nazoru, ze vitamin C mlze pUsobit jako prooxidant uvolfovanim Fe*" iontd
z ferritinu (jedna se hlavné o poskozené tkané). Ty jsou poté redukovany na Fe® ionty, jenz katalyzuji
reakce, jejichz produkty jsou hydroxylové radikaly, pfispivajici k oxidaénimu poskozeni organismu.
Antioxidacni vlastnosti ovSem ve zdravém organismu pievladaji [11].

Doporuc¢ena denni davka vitaminu C se dfive udavala na 30 - 50 mg, dnes se pohybuje v rozmezi
60 az 200 mg, samoziejmé pfi rekonvalescenci nebo jinych zatézovych situacich vice, i 1000 mg [12].
Koufeni zna¢né snizuje hladinu vitaminu C. Je to dano vysokym podilem téZkych kovu v koufi, vitamin
je vaze a vyluCuje se spolu s nimi. NejvétSim zdrojem vitaminu C jsou zelenina (kapusta, brokolice,...),
ovoce (Sipek, citrusy, rybiz,...) a brambory. Zdravou, vyvazenou stravou je denni potfeba vitaminu
plné pokryta, proto se v naSem regionu avitamindza, neboli totalni nedostatek vitaminu nevyskytuje.
[2, 13] Naproti tomu hypovitaminéza neboli ¢asteCny nedostatek vitaminu, je jev celkem Casty.
PFfimirné formé nedostatku se objevuji poruchy jako snizeni obranyschopnosti, deprese, pocit
slabosti, Zalude¢ni problémy a dalSi, znamé pod pojmem jarni Unava. Pfi vyrazné hypovitamindze
dochazi ke zpomaleni rustu, kfehnuti kosti, anémii, vypadavani vlast a zubu, krvaceni, coz jsou
projevy nemoci zvané skorbut (kurdéje) [12].

Vzhledem k faktu, Ze je tento vitamin rozpustny ve vodé, neni mozno se jim pfedavkovat, neusazuje
se totiZ v organismu a vylouci se moéi.

Mezi pfiznaky zvySeného pfijmu vitaminu C Fadime prijem a ledvinové kameny [10].
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Zvy$eny prijem vitaminu C stimuluje tvorbu interferon(l, coz jsou pfirodni bilkovinné latky, které chrani
kromé jiného i proti infekcim. Testovani na zvifatech potvrdilo, Ze podavanim vitaminu C dochazi
ke zvySovani odolnosti vuéi chladu, coz je dulezity poznatek, kdyz vime, Ze nemoci z nachlazeni
byvaji spoustény stresem zchladu a infekci. Pfi stresovych situacich dochazi k vySsi spotfebé
vitaminu C [14].

Zajimavé je, ze pfi silnych zapornych emocich organismu se spali az 3000 mg vitaminu C [15].

Antivitaminy C jsou rdzné oxidoreduktdzy uplathujici se v metabolismu vitaminu C, napfiklad
askorbatoxidaza (oxiduje kyselinu askorbovou na dehydroaskorbovou) a askorbatperoxidaza
(spotfebuje kyselinu askorbovou na redukci H,0,). Za ztraty kyseliny askorbové také nepfimo
zodpovidaji enzymy polyfenolazy [2].

2.1.5 Vitamin C v potravinach

90 — 95 % vitaminu C se nachazi ve formé kyseliny askorbové, zbytek ve formé kyseliny
dehydroaskorbové.

Nejbohat§im zdrojem vitaminu C je Cerstvé ovoce a zelenina. Jeho obsah je zavisly od vegetativnich
podminek béhem rustu, zralosti, zpUsobu sklizné i zpracovani. Absolutné nejvy$si koncentraci
vitaminu C, ktera dosahuje az 46 g/kg jedlého podilu obsahuje druh tfeSné Malpighia punicifolia
(obr. 6) ze Zapadoindickych ostrovll. Potraviny s vysokym obsahem vitaminu C vétSinou nehraji
vyznamnou roli pro pokryti potfeby, jelikoz se konzumuiji sporadicky. Tudiz daleko vétSiho vyznamu
nabyvaji suroviny s prlmérnym obsahem vitaminu, ale zato €asto konzumovatelné, jako tfeba
brambory [2, 16].

i — -1 A
Obr. 6: Malpighia punicifolia [17]

Biologicka dostupnost kyseliny askorbové ve varené brokolici, ¢astech pomeran€e a pomerancovych
Stavach pro clovéka je stejna jako v doplficich stravy ve formé tablet. Vyuzitelnost vitaminu C je
v syrové brokolici o 20 % nizSi nez ve vafené, coz je nejspiSe zplUsobeno nedostateCnym
zpracovanim v ustech nebo travenim [18].

NejvyznamnéjSim zdrojem vitaminu C Zivo€iSného plvodu jsou jatra, ostatni suroviny maji z pohledu
obsahu vitaminu C zanedbatelny vyznam.

Ve vysSich houbach se vitamin C vyskytuje minimalnég, ale v jejich télech jsou pfitomny jiné pfibuzné
latky jako kyselina 6-deoxy-L-askorbova, kyselina L-erythro-askorbova (obr. 7) a jejich glykosidy [2].
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Obr. 7: Kyselina L-erythro-askorbova [19]

2.1.6 Vitamin C v potravinarstvi

Kyselina askorbova se pfidava k dzusim, konzervovanému nebo mrazenému ovoci k ochrané
pred nezadoucimi zménami aroma, které jsou zplsobeny oxidaci pfi skladovani a zpracovani. Téz se
pouziva jako inhibitor reakci enzymového hnédnuti, Casto v kombinaci s kyselinou citronovou [2].

Pridavek kyseliny askorbové u alkoholickych napojl jako je pivo a vino slouzi jako prevence tvorby
zékall a nezadoucich zmén chuti a aroma [2].

Pridavkem kyseliny askorbové se zkvalitfiuje a urychluje vyroba masa a masnych vyrobku, napfiklad
Sunky, jelikoz je umoznén kratSi Cas potfebny k uzeni a stabilizuje se barva vyrobku. Kyselina
askorbova soucasné zvySuje inhibi¢ni UCinky jinych latek na toxinogenni bakterie Clostridium
botulinum [2].

Pfidavek kyseliny askorbové také zlepSuje pekarské vlastnosti tésta [2].

2.2 Metody stanoveni vitaminu C

V dnesni dobé existuje mnoho zplsob( stanoveni obsahu vitaminu C v potravinach, jejichz vybér
vyznamné ovliviiuje spravnost vysledka.

Celkovy obsah vitaminu C ve vzorcich Ize stanovit jako sumu kyselin askorbové a dehydroaskorbové,
k tomu se pouziva konverze kyseliny dehydroaskorbové na askorbovou, pomoci vhodnych ¢&inidel
[18].

Neustale dochazi k vyvoji novych metod, hlavné ke spole€nému stanoveni téchto dvou kyselin, coz je
vzhledem k jejich odliSnym vilastnostem a reakcim slozité. NejvétSimi problémy danych analytickych
metod jsou jejich citlivost a selektivita, vybér internich standardd a nejvhodnéjsiho detektoru, retence
obou kyselin a jejich stabilita [20].

2.2.1 HPLC metody

Tyto metody dovoluji pfesné a citlivé stanoveni celkového vitaminu C po pusobeni redukéniho ¢inidla,
nebo stanoveni samotné kyseliny askorbové pfed jeho plsobenim. Nékteré metody umoznu;ji
i simultanni stanoveni askorbové a dehydroaskorbové kyseliny. Diky spojeni chromatografické
separace a riznych typl detektori je HPLC analyza o mnoho specifi¢téjsi nez ostatni metody. HPLC
metody umoziuji spolecné stanoveni kyseliny askorbové, isoaskorbové i jejich dehydroforem [18].
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U HPLC-RP se pouzivaji mobilni faze s pfevahou vody a s ¢asti anorganické nebo organické kyseliny
nebo anorganického pufru. U této metody je problémem velmi slaba retence kyselin, tudiz horsi
rozlieni piku kyseliny askorbové od jinych interferujicich latek.

U iontové parové chromatografie neni pro stanoveni vitaminu C vhodna, nema pfili§ dobrou
opakovatelnost a selektivitu.

U iontové vyménné chromatografie je kyselina askorbova (slaba organicka kyselina) zachycena
silnym aniontovym méni¢em. Jako mobilni faze se pouziva anorganicky pufr nebo kyselina pfi nizkém
pH.

Chromatografie s iontovou vylukou ma stacionarni na fazi sulfonovanych sférickych PS/DVB pryskyfic
vrazné iontové formé. Mobilni fazi byva c&asto néjaka anorganicka kyselina. PUlsobi zde
elektrostatické odpudivé sily, hydrofobni interakce a efekt iontové vyluky, déleni probiha i v disledku
velikosti molekul. Pro stanoveni vitaminu C je tato metoda vhodna.

HILIC je kapalinova chromatografie zaloZzena na hydrofilnich interakcich, je alternativou HPLC-RP a je
vhodna k analyze malych polarnich molekul slabé zadrzovanych nebo vymyvanych s mrtvym
objemem HPLC-RP systému [20].

2.2.1.1 UV detekce

UV detekce je nejpouzivanéjSi metodou pro stanoveni vitaminu C. Detekce jednotlivych slozek je
pomérné narocna, a to diky jejich riznym vlastnostem.

Kyselina askorbova absorbuje UV zafeni v zavislosti na pH v rozmezi 245 - 265 nm, ale pfimé
spektrofotometrické  stanoveni znemozfiuje pFitomnost chromoford v potravingé. Kyselina
dehydroaskorbova absorbuje pfi 185 nm, nad 220 nm je jeji absorbance slaba [18, 21].

Pfi spole€ném stanoveni, je v prvnim kroku stanovena samotna kyselina askorbova, poté se provede
redukce kyseliny dehydroaskorbové (napf. pomoci dithiothreitolu (DTT) nebo L-cysteinu), a nasledné
je stanoven celkovy obsah vitaminu C [20].

Autofi Adam a kol. [22] pouzili ke stanoveni kyseliny L-askorbové v napojich moderni mikroextrakci
na pevném sorbentu (MEPS) vyhodnocenou HPLC-UV analyzou. Tato metoda byla porovnavana
s jodometrickou titraci a metodou DPPH (stanoveni antioxidacni aktivity), u mikroextrakce se projevila
vySSi selektivita.

2.2.1.2 Fluorescencni detekce

Kyseliny nejsou pfirozené fluorescencni, ale kyselina dehydroaskorbova reakci s o-fenyldiaminem
vytvafi  fluorescentni  chinoxalinovy  derivat  3-(1,2-dihydroxyethyl)furol[3,4-b]chinoxalin-1-on.
PFi spole¢ném stanoveni je mozno kyselinu askorbovou oxidovat na dehydroaskorbovou, nebo muze
byt provedeno spole¢né stanoveni dualnim detekénim systémem, kde je kyselina askorbova
detekovana UV-detektorem a kyselina dehydroaskorbova fluorescenénim detektorem [20, 23].

2.2.1.3 Elektrochemicka detekce

Kyselina askorbova je elektrochemicky aktivni, zato dehydroaskorbova ne. Tento zplsob stanoveni je
vysoce citlivy a specificky a optimalnim napétim lze dosahnout redukce interferujicich slou€enin
zkoumané matrice. Nevyhodou této metody jsou vysoké naroky na pH pouzitych roztokt [20, 23].

16



2.2.1.4 Hmotnostni detekce

Pro stanoveni obsahu kyseliny askorbové byla vyvinuta i metoda kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). Jako mobilni faze byla pouzita smés 70% methanolu
a 30% kyseliny octové. Kyselina askorbova byla extrahovana methanolem a smési metafosforecné
a octové kyseliny. Metoda byla nejprve pouzita u rajat a dalSich surovin [24].

2.2.2 Elektrochemické metody

Podstatou elektrochemickych metod je studium toho, jak zavisi elektrochemické chovani roztoki
na jejich slozeni a koncentraci. Objektem zkoumani je elektrochemicky &lanek — soustava, v niz je
analyzovany roztok v kontaktu s elektrodami. Elektrody zprostfedkuji spojeni €lanku s méficim
pfistrojem, ktery sleduje nékterou z elektrickych velicin.
e je-li elektrochemicky ¢lanek zdrojem napéti jako disledku spontannich déja na elektrodach,
pouzivame pro néj nazev galvanicky ¢lanek
o elektrolytickym c¢lankem se Clanek stava, dochazi-li vném k elektrolyze ucinkem vnéjsSiho
zdroje napéti [25]

Vulcu a kol. [26] pfipravili elektrody na bazi guanin/thiocytosin a zlatych nanocastic, které byly
analyzovany UV-VIS spektroskopii a transmisni elektronovou mikroskopii. Tyto nanoCéastice byly
charakterizovany jako elektrochemicky senzor pro stanoveni mimo jiné i kyseliny askorbové. Tato
¢idla jsou citliva a dobfe reprodukovatelna.

Obsah vitaminu C Ize stanovit i pomoci kyslikové elektrody. Zménou potencialu vlivem askorbat
oxidazy a hovéziho sérového albuminu, nasledované propojenim s glutaraldehydem. Vysledky
ziskané timto biosenzorem byly srovnany s vysledky ziskanymi titraci s 2,6-dichlorfenolindofenolem,
vysledky se shodovaly a u metod se projevovaly stejné odchylky [27].

DalSi elektrochemické stanoveni obsahu kyseliny askorbové je zaloZzeno na aplikaci methylenové
zelené jako Cidla membrany na amperometrickych senzorech. Testovaly se 2 typy elektrod, a to zlaté
a platinové, obé po elektropolymerizaci methylenovou zeleni. Na zlatych elektrodach byly polymerni
vrstvy rozdéleny rovhomérnéji, a tudiz byly oproti platinovym elektrodam na toto stanoveni citlivéjsi
[28].

Voltametricka technika Behfara a kol. [29] je zaloZena na studii IE kfivek kyseliny askorbové
pfi rliznych hodnotach pH. VySka piku prvni oxidaéni viny je pro stanoveni obsahu kyseliny
smérodatna. Kyselina askorbova byla stanovovana ve vodném prostfedi prostfednictvim voltametrie
se zlatymi elektrodami. Tato metoda byla vyvinuta na stanovovani hladiny vitaminu C v plazmé.

Dal$i metodou na stanoveni obsahu kyseliny askorbové je cyklicka voltametrie. Oxidace kyseliny
probiha pfi 490 mV na platinové elektrodé (referentni elektrodou je zde SCE elektroda). Metoda byla
uréena k posouzeni obsahu vitaminu C v ovocnych §tavach [30].

Jako dal$i metoda pro stanoveni kyseliny askorbové v ovocném dzusu a vzorcich Iékd byl pouzit
pritokovy injekéni systém uzivajici modifikovanou grafitovou sitotiskovou elektrodu. Toto stanoveni
se jevi jako levné, univerzalni a vhodné pro pramyslové vyuziti [31].

Ke stanoveni kyseliny askorbové v ovocnych Stavach byla pouZita i metoda diferenéni pulsni
voltametrie s méd (Il)-ftalokyanin uhlikovou elektrodou [32].

17



2.2.3 Titracni stanoveni 2,6-dichlorfenolindofenolem

Podstatou tohoto stanoveni je extrakce kyseliny askorbové analyzovaného vzorku roztokem kyseliny
Stavelové nebo roztokem kyseliny metafosforeéné a octové, a poté nasleduje titrace barvivem (obr. 8)
do lososoveé rizového zbarveni. Modré barvivo oxiduje kyselinu askorbovou na dehydroaskorbovou
asamo se redukuje na bezbarvou sloueninu, reakce probiha v kyselém prostiedi a tudiz je
nezreagovany prebytek barviva razovy [33, 34].

O
Cl Cl

OH
Obr 8: 2,6-dichlorfenolindofenol [35]

Tuto metodu Ize pouzit pouze v nepfitomnosti interferujicich latek (Fe, Cu, Sn, hydrogensulfidy,
sificitany, SiO, a redukénich c¢inidel, které jsou pfFitomny v pfehfatych vzorcich nebo v dlouho
skladovanych vzorcich) a chromoford [33].

Toto stanoveni je vhodné pro vétSinu potravinarskych vyrobkud. Bohuzel neni specifické, pokud jsou
rusivé latky ve vysSich koncentracich je nutno pouzit specialnich postupl. Nejvyssi spravnosti
dosahuje u vzorkud s nizkym obsahem kyseliny askorbové [36].

2.2.4 Spektrofotometrické metody

Ve spolupraci Vischnikina a kol. [37] byla testovana spektrofotometricka metoda se syntetizovanym
¢inidlem guanidinové soli heteropolymolybdenanu 11-molybdobismuthofosforeénanu. U tohoto
stanoveni nebyla prokazana interference s redukujicimi ¢inidly, cukry ani Zeleznatymi ionty. Vysledky
této metody byly v souladu s vysledky ziskanymi titraci 2,6-dichlorfenolindofenolem.

Roku 2008 byla vyvinuta citliva a jednoducha metoda zaloZzena na aktivujicim efektu na oxidaci
barviva Ponceau 4R v pfitomnosti médi a boratovém pufru. Poté se pfi 22 °C po dobu jedné minuty
spektrofotometricky stanovuje oxidaéni produkt. Metoda byla aplikovana na stanoveni kyseliny
askorbové ve farmaceutickych vzorcich [38].

Salkic a kol. [39] vyvinuli rychlou, pfesnou a pfimou spektrofotometrickou metodu na stanoveni
obsahu kyseliny L-askorbové. Tato metoda byla odzkouSena na vitaminovych tabletach. Kyselina byla
stabilizovana kyselinou ethylendiamintetraoctovou v acetatovém pufru. Absorbance byla méfena
pfi 256 nm, vysledky ovliviiuje pfitomnost interferujicich latek, jako jsou ionty Zeleza, ostatni vitaminy
a benzoaty. Vysledky se shodovaly s vysledky ziskanymi jodometrickou titraci.
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2.2.4.1 Stanoveni 2,6-dichlorfenolindofenolem po extrakci xylenem

Podstatou tohoto stanoveni je extrakce kyseliny askorbové analyzovaného vzorku roztokem kyseliny
Stavelové nebo roztokem kyseliny metafosforecné a octové, poté se provede redukce kyseliny
askorbové barvivem. PrebyteCna barevna slouenina se extrahuje xylenem a prebytek se stanovuje
spektrofotometricky pfi vinové délce 500 nm [33].

2.2.5 Polarograficka metoda

Podstatou je oxidace kyseliny askorbové na rtutové kapkové elektrodé a redukce chinoxalinového
derivatu. Jedna se o velmi specifickou metodu, Ize ji pouzivat ke stanoveni ve vSech potravinarskych
materialech [40].

2.3 Validace metody

Validace metody slouZi ke statistickému prokazani spolehlivosti analytické metody véetné celého
obsluzného analytického systému, kdy proces ziskavani a zpracovani experimentalnich dat ma
vyznamny vliv na kone¢ny analyticky vysledek. Validaci je mozno definovat jako proceduru, jejimz
cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kritérii
a méfenim hodnot téchto kritérii. JednoduSe fe€eno se jedna o ovéfeni platnosti zvoleného
analytického postupu [41].

2.3.1 Validaéni parametry

Citlivost

Citlivost metody je definovana jako rozdil v koncentraci analytu, ktery odpovida nejmensimu rozdilu,
jenz muze byt jesté detekovan pfi odezvé instrumentace metody. Pro pfipad linearni zavislosti
y = ax + b se jedna o smérnici kalibracni pfimky vyjadfenou regresnim koeficientem a [41].

Linearita

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi, tj. odezvou
instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Tésnost vzajemné zavislosti dvou
nahodnych proménnych charakterizuje korelaéni koeficient (Rz). Pfi linearni zavislosti nabyva hodnoty
+1 a ¢im vice se blizi jedné, tim je zavislost obou proménnych tésnéjSi. Hodnota korelaCniho
koeficientu nesmi klesnout pod hodnotu 0,98 [41].

Mez detekce a stanovitelnosti metody

Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odlisny
od Sumu [41]. Pro linearni zavislosti spektrofotometrickych metod plati pro vypocet koncentrace meze
detekce vztah:

3-SD
LOD = xp = L ©®)

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejmensi hodnota signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka
predikce z kalibra¢niho modelu dostateéné mala a obyCejné se poklada hodnoté 0,1 [41]. Pro linearni
zavislosti spektrofotometrickych metod plati pro vypocet koncentrace meze stanovitelnosti vztah:

19



10-SD
LOQ = xp = L ©

Presnost

Presnost vyjadfuje miru rozptyleni vysledkl pozorovani okolo stfedni hodnoty. Pfesnost zavisi pouze
na rozdéleni nahodnych chyb a nema vztah k hodnoté skute¢né. Vyrok o pfesnosti muze byt vztazen
na jakykoliv soubor méfeni uskute€nénych za danych experimentalnich podminek, které mohou byt
zvoleny libovolné (opakovatelnost, reprodukovatelnost). Pfesnost souboru méfeni mlze byt vyjadfena
kvantitativné nékterou z vybérovych charakteristik rozptyleni, jako je vybérova odchylka, rozpéti a jiné.
Nejcastéji se vSak vyjadifuje smérodatnou odchylkou nebo relativni smérodatnou odchylkou.
Smérodatna odchylka udava kvadraticky priimér odchylek hodnot znaku od jejich aritmetického

prdméru.
_ ’nz x? - (X x)? (7)
D= nn—-1)

Relativni smérodatna odchylka Sr je smérodatna odchylka, vyjadfena v procentech, vztazena
na primérnou hodnotu souboru x [41].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Cilem experimentalni &asti bylo zavést a validovat na pracovisti UCHPBT spektrofotometrickou
metodu stanoveni vitaminu C po extrakci xylenem v barevnych vzorcich. Metoda byla nejprve
ovéfovana na vitaminovych tabletach, potom na pomeranové Stavé a nakonec na barevnych
vzorcich.

Vitaminové tablety

Pro stanoveni vitaminu C ve vitaminovych tabletach byly pouzity tablety Celaskon s deklarovanym
obsahem vitaminu C 250 mg v jedné tableté. Ke stanoveni byla jedna tableta rozetfena v tfeci misce
a kvantitativné pfevedena do odmérné bariky na 500 ml. Barika byla doplnéna extrak&nim roztokem
po rysku a poté byl roztok prefiltrovan.

Pomerancova Stava
Ke stanoveni vitaminu C byl pouzit vzorek dzusu Hello 100% pomerang. 5 ml tohoto vzorku bylo
napipetovano do 50 ml odmérné bariky a doplnéno extrakénim roztokem po rysku.

Barevné vzorky

Jako barevné vzorky byly pouzity §tavy z nasledujicich Slechténych odriid ¢erného bezu: Alleso,
Aurea, Sambu 1, Samyl 2 a Weihenstephan. VSechny uvedené odriidy dodal Vyzkumny ustav
ovocnarsky Holovousy s.r.o.. Vzorky byly posbirany na konci léta roku 2011 a bobule jednotlivych
odrud byly uchovany v igelitovych pytlich v mrazni¢ce pfi teploté -18 °C. Pro stanoveni byly vzorky
rozmrazeny a pomoci mlynku na ovoce byla ziskana stava, ktera byla Zfiltrovana nejprve pfes vatu,
a poté pres filtraéni papir. Takto pfichystana Stava byla uchovavana v plastovych lahvich v mrazni¢ce
pfi teploté —18 °C.

3.2 Metoda

Princip:

Po extrakci kyseliny askorbové ze zku$ebniho vzorku roztokem kyseliny metafosforeéné a kyseliny
octové se provede redukce kyseliny askorbové barvivem 2,6-dichlorfenolindofenolem. Nasledné
se pfebyte¢na barevna sloucenina extrahuje xylenem a jeji prebytek se stanovi spektrofotometricky,
méfenim pfi vinové délce 500 nm.

PouZzitelnost:
Normovana metoda pro stanoveni vitaminu C ve zbarvenych vzorcich potravinarskych produktd.

Chemikalie:

Roztok kyseliny metafosfore¢né a kyseliny octové o koncentraci 30 g/l (15 g kyseliny metafosfore¢né
bylo rozpusténo ve 200 ml vody a 40 ml ledové kyseliny octové a vodmérné bance na 500 ml
doplnéno vodou po rysku; roztok byl uchovavan v ledni¢ce a pravidelné pfipravovan ¢erstvy), roztok
2,6-dichlorfenolindofenolu o koncentraci 250 mg/l (v odmérné barnce na 200 ml bylo rozpusténo 50 mg
sodné soli 2,6-dichlorfenolindofenolu ve 150 ml teplé vody, obsahujici 42 mg hydroxidu sodného,
a poté doplnéno po rysku vodou; roztok byl uchovavan v ledni¢ce a pravidelné pfipravovan erstvy),
standardni roztok kyseliny askorbové o koncentraci 1 g/l, tlumivy roztok octan sodny/kyselina octova
pH 4,0 (300 g bezvodého octanu sodného se bylo rozpusténo v 700 ml vody a 1000 ml ledové
kyseliny octové), xylen.
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Pristroje a pomUcky:

Analytické vahy, zkumavky se zabrusem, odstfedivka, spektrometr, pipety, kadinky, odmérna barika
2000 ml, odmérna barka 500 ml, odmérna barika 200 ml, odmérna barika 100 ml, odmérna barka
50 ml.

Postup:

e  Priprava kalibracni kiivky

Byl pfipraven zasobni roztok kyseliny askorbové (1 g/l) rozpusténim 100 mg kyseliny askorbové
ve 100 ml odmérné barice doplnéné extrakénim roztokem. Dale byla pfipravena fada standardi
o koncentracich 0,05 — 0,5 mg/ml. Poté bylo do zkumavek napipetovano 0,25 ml standardu, 0,25 ml
tlumivého roztoku, 1,5 ml 2,6-dichlorfenolindofenolu a 5 ml xylenu. Zkumavky byly po pfidani xylenu
10 sekund prudce protfepavany, 3 minuty odstfedovany a poté byla zméfena absorbance xylenové
vrstvy pfi 500 nm.

e  Stanoveni vitaminu C ve vitaminovych tabletach

Z pfedem pfipraveného a pfrefiltrovaného roztoku vzorku bylo do zkumavek napipetovano 0,25 ml,
poté bylo pfidano 0,25 ml tlumivého roztoku, 1,5 ml 2,6-dichlorfenolindofenolu a 5 ml xylenu.
Zkumavky byly po pfidani xylenu 10 sekund prudce protfepavany, 3 minuty odstfedovany a poté byla
zméfena absorbance xylenové vrstvy pfi 500 nm. Absorbance byla zméfena tfikrat.

e  Stanoveni vitaminu C v pomeranc¢ové Stavé

Z pfedem pfipraveného roztoku vzorku bylo do zkumavek napipetovano 0,25 ml, poté bylo pfidano
0,25 ml tlumivého roztoku, 1,5 ml 2,6-dichlorfenolindofenolu a 5 ml xylenu. Zkumavky byly po pfidani
xylenu 10 sekund prudce protfepavany, 3 minuty odstfedovany a poté byla zméfena absorbance
xylenové vrstvy pfi 500 nm. Absorbance byla zméfena tfikrat.

e  Stanoveni vitaminu C ve §tavé z ¢erného bezu

Ze vzorku rozmrazené a prefiltrované stavy bylo do 50 ml odmérné bariky napipetovano 5 ml a barika
byla dopInéna extrakénim roztokem po rysku. Poté bylo do pfedem pfipravenych zkumavek
napipetovano 0,25 ml zfedéného vzorku a pfidano 0,25 ml tlumivého roztoku, 1,5ml
2,6-dichlorfenolindofenolu a 5 ml xylenu. Zkumavky byly po pfidani xylenu 10 sekund prudce
protfepavany, 3 minuty odstfedovany a poté byla zméfena absorbance xylenové vrstvy pfi 500 nm.
Absorbance byla zmérena tfikrat.

Vypocet:
Z rovnice regrese kalibracni kfivky byla vypocitana koncentrace ziedéného vzorku. Po vynasobeni
pfislusnym faktorem zfedéni, byl ziskan skute¢ny obsah vitaminu C ve vzorku.

Pfiklad pro hodnoty vzorku Allesd — kalibracni kfivka 4. 3. 2013:
y=-1,6722x + 1,1836

Aspo — 1,1836  0,9083 — 1,1836
-1,6722 —1,6722

Czp = X =

= 0,164126 mg/ml

e vzorek Stavy z bezu a dzusu byl 10x zfedén:
Cygsteans = 10+ ¢z = 1,6413 mg/ml = 1641,3 mg/1
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3.2.1 Validaéni parametry

Citlivost

Byla testovana citlivost metody, pfi¢emz kalibrani kfivka byla v rozsahu koncentraci standardu
kyseliny askorbové 0,05 — 0,5 mg/ml.

Tato statisticka funkce byla vypocitana pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.

Linearita

Pro testovani linearity byla vytvorena $kala roztok(i standardu kyseliny askorbové o koncentracich
0,05 - 0,5 mg/ml a byla promérfena kalibra¢ni kfivka. Kazdy bod kalibra¢ni kfivky byl proméfen tfikrat
a do grafu byla pouzita jejich primérna hodnota.

Tato statisticka funkce byla vypocitana pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.

Mez detekce a stanovitelnosti
Hodnoty mezi detekce a stanovitelnosti byly vypocteny z rovnice kalibraéni zavislosti.
Hodnoty pouzité pfi vypoctu byly zjistény pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.

Presnost

Pro ur€eni pfesnosti metody byla pouzita smérodatna odchylka za podminek opakovatelnosti, coz je
vybérova smérodatna odchylka vysledki méfeni ziskanych za podminek opakovatelnosti. Podminky
opakovatelnosti jsou podminky, pfi nichz tentyz analytik ziska nezavislé vysledky zkousky stejnou
metodou, na stejném vzorku, ve stejné laboratofi, v kratkém Casovém intervalu a za pouziti stejného
laboratorniho vybaveni.

Tato statisticka funkce byla vypocitana pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibracni krivka

Nejprve byla sestrojena kalibraCni zavislost absorbance na koncentraci kyseliny askorbové
ve standardech.

1,2
1 .
0,8 -
o
2 0,6 -
<
y=-1,6772x + 1,1836
Rz =0,9990
0,4 -
0,2 -
0 . t . f . f . t . t . i
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
c [mg/ml]

Graf &. 1: Kalibracni krivka

4.2 Validac¢ni parametry

Citlivost
Kalibra¢ni zavislost byla linearni (R2 = 0,9990) a citlivost analytické metody byla vypocitana
na-1,6772 (Graf ¢. 1).

Linearita
Zgrafu €. 1 je patrné, Ze kalibraCni kfivka je linearni, coz potvrzuje i korelacni koeficient, jehoz
hodnota je R?=0,9990. Tato hodnota spliuje podminku linearity, ktera Fika, Ze korelaéni koeficient

nesmi byt nizsi nez 0,98.

Mez detekce a stanovitelnosti

Tab. 1: Vypoctené hodnoty z rovnice kalibrani kfivky

koeficienty | smérodatné odchylky koeficientt
a -1,6772 0,0260

b 1,1836 0,0079
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3-SD, 3-0,0260
T 11,6772

LOD = =0,0466 mg/ml
10-SD, 10-0,0260

L@ =——=—7em

=0,1552 mg/ml

Rovnice kalibracni kfivky je y =—1,6772x + 1,1836. Koeficient a Ize pfi vypodtech zanedbat, protoze
v horni a dolni mezi spolehlivosti je zahrnuta 0.

Presnost
Odchylka nabyvala hodnot v rozmezi 0,41 — 2,94 %, coz Ize povazovat za vcelku pfesné stanoveni.
NejvysSi hodnota relativni smérodatné odchylky byla zjiSténa u standardu o koncentraci 0,4 mg/ml.

4.3 Stanoveni kyseliny askorbové v realnych vzorcich

4.3.1 Stanoveni vitaminu C ve vitaminovych tabletach
Obsah vitaminu C v jedné tableté byl stanoven na 224,849 mg, s hodnotou smérodatné odchylky

0,0304 a relativni smérodatnou odchylkou 3,04 %. Deklarovany obsah kyseliny askorbové ¢€ini 250 mg
v jedné tableté. Vysledek spektrofotometrického stanoveni se od deklarované hodnoty liSi o0 10 %.

4.3.2 Stanoveni vitaminu C u pomeranéové stavy
Obsah vitaminu C v pomeranovém dzusu byl stanoven na 506,301 mg/l. Pfi kontrolnim titracnim
stanoveni byl obsah vitaminu vypo¢ten na 551,25 mg/l, tyto vysledky se od sebe liSi o 8 %.

Smérodatna odchylka byla pfi spektrofotometrickém stanoveni vypocitana na 0,0031, relativni
smeérodatna odchylka na 0,31 %.

4.3.3 Stanoveni vitaminu C ve st'avé ze Slechténych odrid ¢erného bezu

Tab. 2: Shrnuti obsahu vitaminu C ve Slechténych odradach ¢erného bezu

. koncentrace
odruda bezu vit. C [mg/] SD Sr [%]
Allesd 1641,3 0,0564 5,64
Aurea 2120,3 0,0380 3,80
Sambu 1 2 404,5* 0,0995 9,95
Samyl 2 1599,5 0,0497 4,97
Weihenstephan 1587,6* 0,0595 5,95

median 1641,3

* nejmensi ziskana hodnota
** nejvétsi ziskana hodnota
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Graf ¢. 3: Obsah vitaminu C v jednotlivych odradach

V literatufe se neudava obsah vitaminu C v jednotlivych Slechténych odridach ¢erného bezu, tak Ize
pouze porovnat ziskané vysledky se znamymi hodnotami jiného, na tento vitamin bohatého, ovoce.
Koncentrace vitaminu C, napfiklad v ¢erném rybizu, se udava v rozmezi 1 100 — 3 000 mg/l [2], coz se
s mymi ziskanymi vysledky shoduje (1 500 — 2 500 mg/l).
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5 ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo zavést, validovat a ovéfit na realnych vzorcich spektrofotometrickou
metodu stanoveni kyseliny askorbové ve zbarvenych vzorcich 2,6-dichlorfenolindofenolem po extrakci
xylenem.

Citlivost metody byla uréena na — 1,6772 a linearita na 0,9990, obé hodnoty byly vypocéteny z rovnice
linearni regrese. Mez detekce metody byla stanovena na 0,0466 mg/ml a mez stanovitelnosti
na 0,1552 mg/ml. Dale byla zkoumana pfesnost metody pomoci smérodatné odchylky za podminek
opakovatelnosti, odchylky se pohybovaly do 3,00 %, coz Ize povazovat za pfesné.

Metoda byla ovéfovana na vzorcich vitaminovych tablet, pomerancové stavy a stavy ze Slechténych
odrld ¢erného bezu.

U vitaminovych tablet Celaskon byl obsah kyseliny askorbové uréen na 224,849 mg v jedné tableté
s relativni odchylkou 3,04 %. Udavany obsah na obale je 250 mg, odchylka od deklarovaného obsahu
¢ini 10 %.

U stanoveni koncentrace vitaminu C ve 100 % pomerancové Stavé Hello, byla hodnota obsahu
stanovena na 506,301 mg/l s relativni odchylkou 0,31 %. Pfi kontrolnim titracnim stanoveni byl obsah
stanoven na 551,25 mg/l. Minimalni obsah vitaminu C v pomerancové stavé dany normou je 200 mg/l,
testovany vzorek tedy vyhovoval normé.

Obsah vitaminu C byl ve Slechténém bezu stanoven na 1 500 — 2 500 mg/l, v zavislosti od jednotlivych
odrid. Median mél hodnotu 1641,3 mg/l. Nejmensi vypoétend hodnota byla stanovena
na 1 587,6 mg/l u odrady Weihenstephan. Nejvyssi koncentrace vitaminu C byla zjisténa u odridy
Sambu 1, a to 2404,5 mg/l. Velmi podobnou hodnotu jako odrida Sambu 1 vykazovala i odrida
Aurea (2 120,3 mgl/l).
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