COULOMETRICKE STANOVENI ASKORBOVE KYSELINY
V POTRAVINACH

Uvod

L-askorbové kyselina neboli vitamin C je latkou nezbytnou pro Zivot a zdravi ¢lovéka. Je dilezita pro
metabolismus aminokyselin a syntézu kolagenu, pro tkanové dychéni, podporuje vstfebavani Zeleza,
stimuluje tvorbu bilych krvinek, vyvoj kosti, zubti a chrupavek. Podporuje rist a je nezbytna k hojeni
ran. Podili se také na odbouravéni cholesterolu v jatrech a na antioxida¢ni obrané bunky, ackoliv za
urc¢itych podminek muze plisobit naopak prooxidacné.

Clovék na rozdil od vétsiny ostatnich savcii nedokdZe tuto litku ve svém organismu syntetizovat a
musi ji ziskdvat z potravy. Doporucena denni divka je 60 mg (podle vyhlasky Ministerstva
zdravotnictvi ¢. 450/2004 Sb., o oznaCovani vyzivové hodnoty potravin). Bohatym zdrojem vitaminu
C je ovoce (napt. citrusové plody, Cerny rybiz, jahody, kiwi), zelenina (zejm. tmava listovd a
kost'dlova, dédle papriky, rajcata, Cesnek), brambory, lusténiny, Sipky atd. Obsah askorbové kyseliny
se sniZuje pfi starnuti potravin, jejich tepelné tprave ¢i jiném zpracovani, napft. suseni.

Pro stanoveni askorbové kyseliny v potravinich se pouZivaji zejména titracni metody (redoxni titrace
s 2,6-dichlorfenolindofenolem nebo jodem) a HPLC. Vhodnou metodou je také pifima coulometricka
titrace v porézni uhlikové elektrodé (pritokova chronopotenciometrie).

Ukol

Prtokovou coulometrickou titraci s porézni uhlikovou elektrodou stanovte obsah askorbové kyseliny
v kontrolnim vzorku, ochucené stolni vodé a ve vzorcich ovoce a zeleniny, které si piinesete k
analyze.

Princip

Porézni uhlikovd pracovni elektroda se naplni roztokem vzorku a pfitomna askorbova kyselina se
konstantnim proudem oxiduje na dehydroaskorbovou kyselinu:
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Prubéh oxidace se sleduje méfenim potencidlu pracovni elektrody (chronopotenciometrie). Béhem
oxidace se potencidl méni pomalu, po iplném zoxidovani askorbové kyseliny dochdzi k jeho skokové
zméné, coZ indikuje konec titrace. Ziskany signdl d#/dE = f(t) ma tvar piku, jehoZ plocha odpovida
piechodovému ¢asu 7 imérnému koncentraci analytu ve vzorku.
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Koncentrace analytu je definovdana pomoci Faradayova zdkona:
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hmotnostni koncentrace analytu (g/dm?)
konstantni elektrolyticky proud (A)
prechodovy Cas (s)
proudovy (elektrolyticky) vytézek
pocet elektront ucastnicich se elektrodové reakce
Faradayova konstanta (96 484,56 C/mol)
davkovany objem vzorku (dm”)
molarni hmotnost analytu (Maskorbova kys. = 176,12 g/mol)
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Protoze hodnota R se miiZze ménit v zavislosti na experimentalnich podminkach, provadi se stanoveni
kalibra¢ni metodou.

Askorbova kyselina je nestabilni, velmi snadno se oxiduje vzdusnym kyslikem, zvlasté¢ za zvySené
teploty. Jeji rozklad je také katalyzovdn nékterymi kovy, zejména ionty Cu®* a Fe™*. Ke stabilizaci

askorbové kyseliny se pouZzivaji kyselé prostfedi, komplexotvornd a redukcni ¢inidla (napt. Stavelova
kyselina, kyselina metafosfore¢nd, EDTA, sifiitan sodny apod.).

Zarizeni

Pocitacem fizeny elektrochemicky analyzator EcaFlow 120 GLP s kompaktni priitokovou méftici
celou s pracovni porézni uhlikovou elektrodou ES6C (vSe Istran, Bratislava)

Chemikalie a pomucky

Pevny NaCl, kyselina stavelova (p.a.), Triton

Roztok kyseliny askorbové o koncentraci 10 g/l

TyCovy mixér a kddinka na mixovani vzorku ovoce nebo zeleniny

Filtra¢ni kruh, nédlevka, stojan, 100 ml odmé&rn4 banka, vata

Injekéni stiikacka (20 ml) a stitkaCkové filtry nylonové nebo PES (0,45 um), zkumavka

Pracovni postupy

Priprava zdkladniho elektrolytu

Do litrové odmérné banky odvazte 1 g kyseliny Stavelové, vypocitané mnozstvi NaCl, aby jeho
vyslednd koncentrace byla 0,1 mol/l. Rozpust'te v destilované vod¢, ptidejte 1 ml Tritonu a dopliite
destilovanou vodou po rysku.

Priprava kalibracniho roztoku askorbové kyseliny

Kalibracni roztok askorbové kyseliny pfipravte v koncentraci 20 mg/l: do 100 ml odmérné banky
odméite vypocitané mnoZzstvi zasobniho roztoku askorbové kyseliny (10 g/l) a dopliite po znacku
zékladnim elektrolytem.

Priprava kontrolniho vzorku
PredloZeny kontrolni vzorek v 50 ml odmérné bance dopliite po rysku roztokem zakladniho
elektrolytu.

Priprava vzorku ochucené stolni vody

Do 50 ml odmérné banky odméite 20 ml stolni vody a dopliite po rysku zakladnim elektrolytem.

Priprava vzorkii ovoce a zeleniny

Asi 1-10 g cCerstvého nebo 1-2 g suSeného rostlinného materidlu (podle ocekdavaného obsahu
askorbové kyseliny) zvazte s analytickou pfesnosti v kddince o vhodné velikosti (pro tyCovy mixér).
Ptidejte 50 ml zakladniho elektrolytu a rozmixujte tyCovym mixérem. Pomoci zdkladniho elektrolytu
homogenizat kvantitativné preved'te do 100 ml odmérné banky a doplite elektrolytem po rysku.
Bezprosttedné pfed analyzou =zfiltrujte vzorek pfes vatu a 10-15 ml filtratu prefiltrujte pres
stiikackovy mikrofiltr do pfipravené zkumavky.



Postup méreni

1. Zapnéte pfistroj EcaFlow sitovym vypina¢em na zadnim panelu. Pfitlaéné raminko Cerpadla
uved’te do pracovni polohy, pfed mérnou celu zapojte stiikackovy filtr. Zkontrolujte, Ze jsou
pfivodni hadicky pfistroje ponofeny v destilované vodg.

2. Zapnéte pocitac a spust’te program EcaFlow Autosampler.

Stisknéte tlacitko Naplnéni. Pritokovy systém se naplni vodou.

4. Stisknéte tlacitko Nastaveni parametri (S), zvolte metodu €. 36 a potvrd'te kldvesou OK nebo
ENTER. Zkontrolujte nastavené parametry v zaloZce VSeobecné:
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5. Zjistéte priutokovou rychlost: vytokovou hadicku vyjméte z odpadni nddoby pod pracovnim
stolem a vlozte do piedem zvdzené prazdné kadinky. Aktivujte okénko Pump a 5 min jimejte
vodu z pfistroje do kddinky. Z piirtstku hmotnosti kddinky urcete objemovy pratok v ml/min a
jeho hodnotu zadejte do parametri Méreni:

Mahromadenie Fauza [z] Ohjem [ml)
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6. Dadle v Nastaveni parametru (S), zdlozce Kalibrace zadejte koncentraci kalibracniho roztoku

(Cstd1):
|.-'1'-.-'-‘-. ﬂ |mg.-"l -
k.alibracna priamk.a Fridawky standardu

Catdl: |20 ma/ Cotd: [10000 gl

Catde lﬂi mg.| 1. pridavaolk ; lﬂ'li ml

Cztda: lﬂi mg/| 2. pridaval: lﬂi ml
3. pridaral: |E17 il



8.
9.

V zédloZzce Vzorky po stisknuti tlacitka Pridat definujte ndzvy vSech vzorkd a pocet opakovani
méfeni. Okénko Analyzuj aktivujte pouze u toho vzorku, ktery se chystdte méfit, napi-.:

Mad... | Kod wzorky Analyzu] | Hmotrnost veork... | Rozpustené d... | Zriedené.. | do koneénéhoo.. | Opak..
v kaontralni wzorek Ani 0.aa 0.00 1.00 1.00 3
2 stalni voda Mie 0.00 0.00 1.00 1.00 3
3 zalat Mie 0.00 0.00 1.00 1.00 3
Pridat | Llprawit | Zmazat | Madaba veorky ; |20 ml

Soubor uloZte do adresafe PAC pod ndzvem, ktery bude obsahovat vase jméno a datum méfeni.
Modrou a ¢ervenou hadi¢ku ponoite do roztoku zakladniho elektrolytu, Zlutou hadi¢ku ponoite
do kalibra¢niho roztoku (20 mg/1).

10. Tlacitkem Start (!) spust'te méfeni. Ve spoustécim okné zadejte 3 opakovani méfeni standardu,

11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

svoje jméno a stisknéte Start:

Step = 3 M astavenie
¢ Kraok 1: Standard Paocet merani ; |3_ Meno obsliy: Start
7 Kok 2 Waorky [T Zmazat predolé signal, |Jmén,:, Prijmeni Stama |
Po zméfeni kalibracniho roztoku integrujte ziskany pik v mezich nastavenych kurzorem tak, aby

cervend zakladni linie tvofila te¢nu k obéma patdm piku. Soubor uloZte.
Zlutou piivodni hadicku vyjméte zroztoku standardu a vloZte do vzorku. Spustte méfeni
tlacitkem Start (!). Zkontrolujte, Ze je aktivni Krok 2:

A M astavenie
" Krok 1 Standard Pocet merani : |_ Mg chali G
* Krok 2 Waarky Jili |k|m Storno |

Pfistroj provede analyzu zvoleného vzorku. Ukonc¢eni méfeni ohldsi zvukovym signdlem.

Naméfeny signdl integrujte. Vysledky zobrazte pomoci tla¢itka UkaZ vysledky (2). Hodnoty si
opiste do laboratorniho deniku. Soubor znovu uloZte.

Zlutou hadi¢ku ponoite do dalsiho vzorku.

V nastaveni parametrii (S) v zdloZce Vzorky pomoci tlacitka Upravit aktivujte dalsi vzorek,
ktery chcete méfit a spust’te Start (!). Ve spoustécim okné vyberte Krok 2 a spust’te Start.
Postupem popsanym v bodech 13-16 zméite vSechny vzorky. Po zméfeni kazdého vzorku soubor
vzdy ulozte!

Ukonceni mereni

1.

VSechny hadi¢ky ponoite do nddoby s destilovanou vodou a aktivujte okénko Pump.
Propléchnéte systém postupnym piepindnim okének Elektrolyt, Vzorek a Standard. Kazdé
okno nechejte aktivni minimdln€ 2 minuty. Promyvéni ukoncete deaktivaci tlacitka Pump.

2. Uvolnéte ptitlacné raminko peristaltického Cerpadla a odpojte vytokovou (horni) hadicku cely.
3.  Vypnéte piistroj a pocitac.
Vyhodnoceni

Z prumérnych hodnot vysledkii a smérodatnych odchylek vypocitejte obsah askorbové kyseliny ve
vzorcich a vyjadiete ho v mg/l kontrolniho vzorku, mg/100 ml ochucené stolni vody a mg/100 g
cerstvého rostlinného materidlu resp. mg/100 g suSiny. Obsah vitaminu C stanoveny v ochucené
stolni vod€ porovnejte s hodnotou uvedenou vyrobcem, obsah v rostlinném materidlu srovnejte
s béZnymi hodnotami uvadénymi v dostupné literatufe.



