2. Stanoveni obsahu vitaminu C metodou vysoce ucinné
kapalinové  chromatografie s  obracenou fazi a
elektrochemickou detekci

Vypracovala: Véra Halabalova

Teoreticka ¢ast:

Nézvem vitamin C se oznacuje nejen L-askorbova kyselina, ale také cely reverzibilni redoxni
systétm. Produkt oxidace kyseliny L-askorbové se nazyva kyselina L-dehydroaskorbova,
(Obr.1).
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Obr.1:Oxidace L-askorbové kyseliny

Vitamin C je velmi dobfe rozpustny ve vode€. V neutralnim, kyselém a alkalickém prostredi za
katalytickych uc¢inkt tézkych kovl (méd’, Zelezo) podléha snadno oxidaci za vzniku kyseliny
L-dehydroaskorbové. Déle je oxylabilni, nestaly na svétle a jeho obsah klesa uz pti samotném
opracovavani potravin kovovym kuchyiiskym nafadim. Vitamin C je také termolabilni, ni¢i se
snadno povarenim, proto jeho izolace musi probihat za laboratorni teploty.

Synteticka kyselina L-askorbova se pouzivd v potravindifském primyslu k obohacovani
napoju, nalevd, ale také pifi konzervovani rostlinnych a zivociSnych produkti jako
antioxida¢ni prostiedek. NejvétSsim zdrojem piirodniho vitaminu C jsou Sipky, kien, cerny
rybiz, kiwi, paprika, kopr a citrusové plody.

Pro stanoveni vitaminu C se pouziva nejCastéji metoda vysoce ucinné kapalinové
chromatografie s obracenou fazi RP-HPLC (Reversed Phase — High Performance Liquid
Chromatography). V tomto piipad¢ je stacionarni faze nepolarni (nejCastéji se pouzivaji
uhlovodiky C4, C8 a C18 zakotvené na silikagelu) a mobilni faze je polarni.

Klasicky kapalinovy chromatograf (Obr.2) se sklada ze zasobniku mobilni faze, Cerpadla,
davkovaciho ventilu, pfedkolony, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho PC se softwarem.
Vysledkem méfeni je ptislusny pik, jehoz plocha je umérna koncentraci analytu.

Pro zjisténi obsahu vitaminu C ve vzorcich se mohou pouZzivat bud’ detektory méfici
absorbanci v UV oblasti nebo elektrochemické detektory (ECD). Ve druhém piipade se
vklada pftislusné pracovni napéti nezbytné pro prubéh elektrochemické reakce mezi dvé
elektrody a méfi se velikost naboje (pfipadné jina elektrickd veli¢ina), vznikajici pfi oxidaci
nebo redukcei studované latky. Elektrochemicky detektor je vybaven analytickou a ochrannou
(guard) celou. Ta se sklada z porovité grafitové elektrody, na kterou se dava takové napéti,
které odstraituje nezadouci elektroaktivni latky z mobilni faze.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem
a statnim rozpocétem Ceské republiky

> -
o =~ .
K
o | y Univerzita Tomase Bati ve Zliné
o
EVROPSKA UNE ¥ RoEZE AT i oro kenkarenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANT



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/8/80/Ascorbic_acidity1.png

CHECORLL IOGES I
Eu
H 14
pumpa E‘”’ piky
=, g
mobﬂm[ﬁ) B T JURE R
fé_ZE el Sag [Hhin]
n_e=).

déw o ac pocitac
kohout se L
smyclkou separacni o

kolona detelctor lj

Obr.2: Schematické usporadani kapalinového chromatografu
(prevzato:http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

Princip:

Stanoveni obsahu vitaminu C metodou vysoce uc¢inné kapalinové chromatografie s obracenou
fazi je zalozeno na separaci slozek vzorku a jejich detekci v piisluSném detektoru. Pro
elektrochemicky detektor ECD je méfeny elektricky signal umérny latkovému mnozstvi
detekované slozky a eluce probiha v izokratickém reZimu. Vyhodnoceni se provadi pomoci
kalibra¢ni pfimky.

Pristroje a prisluSenstvi:
* Aparatura pro HPLC:
» elektrochemicky detektor Coulochem I1I, ESA, USA (Obr.3)
* analyticka cela 50104
* ochranna cela 5020
* davkovaci ventil (smycka o objemu 20 ul)
*  kolona SUPELCOSIL - LCS (150 x 4,6 mm; 5 um), Supelco, USA
*  PC s vwhodnocovacim programem ChemStation — Instrumentl, Agilent, USA
* Davkovaci strikacka Hamilton, USA
*  Mikrofiltry 0,45 um, PTFE, Supelco, USA
» Filtra¢ni zatizeni pro vakuovou filtraci Millipore, Fischer Scientific, CR

Obr.3:Schema ECD detektoru Coulochem 111

Chemikalie:

e Metanol pro HPLC
» Kyselina trihydrogenfosfore¢na
* Extrakéni smés - metanol : H;PO, : rH,0 v poméru 99 : 0,5 : 0,5
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Pracovni postup:
1) Priprava mobilni faze
Pro analyzu pfipravte 400 ml mobilni faze o sloZzeni metanol:H;PO,:rH,0 v poméru 99:0,5:0,5
a prefiltrujte ji pfes specialni aparaturu s filtrem o velikosti pora 0,2 um. Ptitomnost kyseliny
fosforecné je nezbytna pro techniku HPLC s ECD detektorem, jez vyzaduje, aby v mobilni
fazi byly pfitomny ionty. Pokud bychom pouzili pouze metanol s redestilovanou vodou,
detektor by se zni¢il. Mimo to, pro stanoveni a izolaci vitaminu C musime brat v uvahu jeho
relativni stabilitu v kyselém prostiedi.
2) Izolace vitaminu C
Vzorek ovoce nebo zeleniny (citron, grep, mandarinka, pomerané, kiwi, jablko, paprika
apod.) rozmélnéte v tfeci misce. Nepouzivejte kovovy nliz, jen pokud to neni nezbytn¢ nutné.
Z takto homogenizovaného vzorku odvazte 5g hmoty s presnosti 10°g do Erlenmayerovy
baiiky o objemu 100ml a pfidejte 25ml extrakéni smési. Vzorek extrahujte protfepavanim cca
10min. Po celou dobu musi byt banika obalena alobalem. Poté zfiltrujte analyt nejprve pres
papirovy filtr (modré barvy) a nasledné cast filtratu zied’te 2-20x metanolem (podle druhu
analyzovaného ovoce ¢i zeleniny). Natfedény vzorek znovu zfiltrujte pfes nylonovy filtr do
hnéd¢ vialky.
3) Chromatograficka analyza
e Zapnéte kapalinovy chromatograf a nastavte optimdlni hodnoty experimentalnich
podminek (ptistroj uvadéjte do chodu pouze s vedoucim cviceni):
*  Pracovni napéti EI- 600 mV, E2- 650 mV, ochranna cela 750mV
*  Priitok mobilni faze 1,1 ml/min
o Teplota termostatované kolony 30°C
» Pfi vlastnim méfeni davkujte do nastfikového ventilu vzorek ptipraveny podle bodu 2)
odpovidajici objemu davkovaci smycky.
* Vramci laboratorniho cviceni analyzujte 2 riizné druhy ovoce nebo zeleniny vzdy 2x.
Vzhledem k labilité vitaminu C pfipravujte vzorek tésn¢ pred métenim.
e Vyhodnotte chromatogram pomoci pocitatového softwaru. Reten¢ni ¢as vitaminu C
za vySe uvedenych podminek je cca 2min.
» Z ptilozeného kalibra¢niho grafu (Obr.4) urcete mnozstvi vitaminu C v analyzovaném
vzorku a obsah vyjadiete v mg.100g" Cerstvé hmoty. Pii piepoctu nezapometite na
fedéni metanolem.
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Obr.4:Kalibracni graf — zavislost plochy piku na koncentraci kyseliny L-askorbové —
pro pracovni napéti 600 mV
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