Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroju

Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

CESKA ‘
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Stanoveni vitaminu C v Cerstvé a zpracované zeleniné

Diplomova prace

Autor prace: Be. Marek Pytlik
Obor studia: Kvalita a zpracovani zemédélskych produkti

Vedouci prace: Ing. Monika Sabolova, Ph.D.

© 2019 CZU v Praze






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou préci "Stanoveni vitaminu C v Cerstvé a zpracované
zelening" jsem vypracoval samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informaénich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny
vV seznamu literatury na konci prace. Jako autor uvedené diplomové prace dale prohlasuji,

Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 10. dubna 2019




Podékovani

De¢kuji Ing. Monice Sabolové, Ph.D., za vedeni diplomové préce.

A dé€kuji mym rodi¢iim za podporu, kterou mi béhém studia poskytovali.

Dékuji.



Stanoveni vitaminu C v Cerstvé a zpracované zeleniné

Souhrn

Cilem diplomové prace bylo stanoveni a srovnani obsahu vitaminu C ve vybranych
druzich Cerstvé, sterilované a mrazené zeleniny bezprostiedné po zpracovani a po skladovani.
Literarni ptehled pojednava o vitaminu C, hlavné o jeho vlastnostech a zptsobech stanoveni
a dale o zptisobech konzervace zeleniny. Pro sledovani vlivu mraZeni a sterilace zeleniny
na obsah askorbové kyseliny bylo zakoupeno celkem 7 druhli zeleniny. Sterilovany byly
vSechny druhy zeleniny, zmraZeny bez blanSirovani jen mrkev, petrzel, brokolice a kvétak
a zmrazena po procesu blansirovani pouze brokolice. U zakoupené zeleniny byl v den nakupu
stanoven obsah askorbové kyseliny a poté byla Cast zeleniny sterilovana a Cast zmrazena.
U sterilované zeleniny bylo mnozstvi askorbové kyseliny stanoveno 1 den, 1 mésic, 3 mésice
a 6 mesicti od procesu sterilace. Obsah askorbové kyseliny byl u mrazenych vzorki zeleniny
stanoven po 1, 3 a 6 mésicich skladovani, pfi¢emz neblansirovana zelenina byla skladovana
pii-20 °C a blansirovana pti-20 a -70°C. Ziskana data byla zpracovana v programech Statistika
12 a Microsoft Excel. U sterilované zeleniny dochézelo v pribéhu skladovani k postupnému,
avSak statisticky nevyznamnému, poklesu obsahu askorbové kyseliny. U mrazenych
neblanSirovanych vzorkl byl pokles po 1 mésici skladovani pii -20 °C v praméru 91 %
a U mrazenych a blansirovanych byl ubytek pii skladovani pti -20 i -70 °C 5 %.

Hypotéza predpokladajici nejvyssi obsah vitaminu C u cCerstvych vzorki zeleniny
stanoven u 6 mésicit skladované mrazené neblansSirované zeleniny. DalSi hypotéza,
jez ptredpokladala pokles obsahu vitaminu C s délkou skladovani, taktéz nebyla potvrzena.
Hypotéza ptedpokladajici obsahu vitaminu C pod limitem detekce po 6 mésicich mrazirenského
skladovani nebyla potvrzena pro brokolici, ale u ostatnich druhti neblansirované mrazené
zeleniny (mrkev, petrZel a kvétak) byl obsah askorbové kyseliny po 6 mésicich pod limitem
detekce. Predpoklad, ze obsah vitaminu C bezprosttedné po sterilaci klesne na polovinu
ve srovnani s Cerstvou zeleninou, byl potvrzen — primérny uUbytek askorbové kyseliny

byl 57 %.

Klicova slova: Vitamin C, zelenina, stabilita, mrazeni, sterilace



Determination of vitamin C in fresh and processed
vegetables

Summary

The objective of this diploma thesis was to determinate and compare amount of vitamin
C content in chosen kinds of fresh, frozen and sterilized vegetables. Vitamin C content was
determined immediately after processing and storage. Compilation of literature deals
with vitamin C, mainly its properties and methods of determination, as well as methods
of preserving vegetables. A total of 7 kinds of vegetables were purchased to monitor the effects
of freezing and sterilizing on the ascorbic acid content. All 7 kinds of vegetables were sterilized.
Samples of carrot, parsley, broccoli and cauliflower were frozen without blanching
and then only broccoli alone was frozen after blanching process. Ascorbic acid content was
determined for purchased vegetables on the day of purchase and after that remaining vegetables
were sterilized and frozen. For sterilized vegetables, the amount of ascorbic acid was
determined 1 day, 1 month, 3 months and 6 months after the sterilization process. The ascorbic
acid content of frozen vegetable samples was determined after 1, 3 and 6 months of storage,
while the non-blanched vegetables were stored at -20 ° C and blanched at -20 and -70 °C.
Obtained data were processed in the programs Statistica 12 and Microsoft Excel.
Sterilized vegetables showed a gradual but statistically insignificant decrease in ascorbic acid
content during storage. For frozen non-blanched samples, the decrease after 1 month of storage
at -20 °C was on average 91%, and in frozen and blanched, the decrease in storage at -20 °C
was 5%.

The hypothesis assuming the highest vitamin C content in fresh vegetable samples and
the lowest in sterilized vegetables was not confirmed, as the lowest vitamin C content was
determined for frozen non-blanched vegetables stored for 6 months. Another hypothesis that
assumed a decrease in vitamin C content with storage time was also not confirmed.
The hypothesis assuming vitamin C below the detection limit after 6 months of freezing was
not confirmed for broccoli, but for other non-blanched frozen vegetables (carrots, parsley
and cauliflower) the ascorbic acid content was below the detection limit after 6 months.
The assumption that the content of vitamin C is immediately halved after sterilization compared

to fresh vegetables was confirmed - the average loss of ascorbic acid was 57 %.

Keywords: Vitamin C, vegetables, stability, freezing, sterilization
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1 Uvod

Zelenina je, pro svoji vysokou biologickou hodnotu, nenahraditelnou soucasti racionalni
vyzivy Clovéka. Konzumace dostatecného mnozstvi zeleniny zajiStuje piijem vitaminQ
I mineralnich a dalSich biologicky aktivnich latek, které jsou nezbytné pro spravné fungovani
organismu. Jisté druhy zeleniny obsahuji i zajimavé mnozstvi vitaminu C, jenz Se ucastni fady
fyziologickych procesi Vv lidském téle a hraje tak v metabolismu vyznamnou roli. Mezi jeho
nejznamgjsi vlastnosti patii antioxidacnim ¢inky a stimulace obranyschopnosti, ¢imz poméaha
organismu se branit proti nepfiznivym vlivim vnéjsiho prostfedi. Vitaminy patti k velmi
labilnim slozkam potravin, pti¢emz vitamin C je obecné povazovan za jeden z nejlabilnéjSich.
Béhem technologického zpracovani i kulindrni upravy dochdzi u vétSiny vitamint vlivem
vysokych teplot k jejich ztratam.

Skute€nost, Ze v naSem podnebném pasu roste a dozrava vétsSina druhli zeleniny pouze
Vv urcitou ¢ast roku spolu s faktem, Ze zelenina obsahuje velké mnozstvi vody, vede k tomu,
7e je jeji sezonni povaha spojena 1 s kratkou dobou udrznosti. Od okamzZiku sklizné,
kdy je zelenina odd¢lena od svého zdroje zivin, se pocinaji odvijet vnitini i vnéj$i pochody,
které vyastuji ve ztratu nutricni kvality a zménu senzorickych vlastnosti. Pro vySe zminéné
davody byly vyvinuty rtizné zptsoby konzervace a zpracovani zeleniny, jejichz cilem je zajistit
trvanlivost a bezpeCnost a zdroven co nejvice zachovat senzorické vlastnosti a vyzivovou
hodnotu vysledného produktu.

Konzervaci se rozumi umyslny zakrok, prodluzujici skladovatelnost suroviny déle nez dovoluje
jeji piirozena povaha. Pocatky konzervovani potravin sahaji mnoha staleti do minulosti,
jelikoz snaha o vytvoreni stabilni potraviny pii nadbytku komodity, ktera nema dlouhou
Zivotnost, je stard jako lidska spolecnost sama. V poslednich desitkach let se uplatiiuji moderni
konzervaéni metody, hlavné mrazeni a sterilovani, diky nimz je zaru¢ena moznost zeleninu
konzumovat celoro¢né a celosvétoveé — nejen v misté jejiho péstovani. Vyhodou téchto metod
je moznost dlouhodobého skladovéni, zaruceni zdravotni nezdvadnosti a zachovani urcité
nutriéni kvality produktu. AvSak zpracovani a konzervovani zeleniny sebou nese 1 ztraty

mineralnich latek a vitamini, u kterych je nejvice sledovan tibytek vitaminu C.



2 Védecké hypotézy a cile prace

Cile prace: Cilem diplomové prace bude v teoretické Casti zpracovat literarni resersi
zamefenou na obsah vitaminu C zelenin€, zejména vlivu zpracovani a skladovani zeleniny
na jeho obsah. V praktické ¢asti prace bude stanoven a srovnan obsah vitaminu C ve vybranych

druzich Cerstvé, sterilované a mrazené zeleniny bezprostfedné po zpracovani a po skladovani.

Hypotézy:
Obsah vitaminu C bude klesat s délkou skladovani.
Obsah vitaminu C bude pod limitem detekce po 6 mésicich mrazirenského skladovani.
Obsah vitaminu C bezprostiedné po sterilaci klesne na polovinu ve srovnani s ¢erstvou

zeleninou
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3 Literarni reSerse
3.1 Vitaminy

Termin vitamin je pouzivan pro nizkomolekularni organické latky, jez musi byt
organismem ziskavany z potravy, jelikoZ je sam neni schopen syntetizovat v dostate¢né mife,

ktera by zachovala integritu Zivotnich pochodu a zdravi (Cruz-Rus 2012).

Vitaminy jsou chemicky riznorodou skupinou latek. Spolu s mineralnimi latkami jsou
oznacované jako mikronutrienty, tj. ziviny, které lidské télo potfebuje pouze v malych
mnozstvich, pfi¢emz je neni schopno syntetizovat vibec, nebo pouze v mnoZstvi

nedostate¢ném pro pokryti potieby metabolismu (Kirk & Othmer 2007).

Dle Veliska & Hajslové (2009) se vitaminy déli podle shodné fyzikalni vlastnosti —
rozpustnosti ve vod¢ (v polarnim prostiedi) a v tucich (v nepolarnim prostfedi) na 2 hlavni
skupiny. Prvni skupina jsou vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni vitaminy), jmenovité vitamin
A, D, E a K. Druhou skupinou jsou vitaminy rozpustné ve vodé¢ (hydrofilni vitaminy),
mezi néz patii vitaminy skupiny B (thiamin — By, riboflavin — B., niacin — Bs, pyridoxin Be,
pantotenova kyselina — Bs, biotin — Bz, folacin — Bg a korinoidy — Bi2) a vitamin C

(askorbova kyselina).

Vitaminy patii mezi ziviny, které jsou pottebné pro spravny chod fady fyziologickych
funkci. Jsou napiiklad klicové pro normalni rast a chod metabolismu, jelikoZ jsou
nepostradatelné pro mnoho biochemickych reakci. Vitaminy slouzi jako kofaktory enzymi
(vitamin A, K, C, tiamin, niacin, riboflavin, pyridoxin, biotin, kobalamin), biologické
antioxidanty (vitamin E, C a karotenoidy), kofaktory v oxida¢né - redukénich reakcich
metabolismu (vitamin E, K, a C, niacin, riboflavin) a n¢které (vitamin A a D) maji hormonalni
povahu (Combs 2012).

Vitaminy je potfeba pfijimat cely zivot od détstvi pres dospélost az po staii. U vétsiny
vitamint jsou lidé v otdzce naplnéni pozadavki na jejich pifisun odkazani vyluéné na jejich
dietarni pfijem. Jsou vSak znamé vyjimky, napi. produkce vitaminu K a biotinu,
ktera se uskuteciuje  prostfednictvim  ur€itych ~ mikroorganizmti  traviciho  traktu,
syntéza vitaminu D v kizi z jeho prekurzoru cholesterolu, k ¢emuz je potieba UVB zafeni

a syntéza niacinu z tryptofanu (Combs 2012).

Dtlezitost adekvatniho piijmu vitaminti i rovnovdha mineralnich latek je zésadni

pro zdravi a prevenci nemoci (Deen 2007).
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3.1.1 Vitamin C

Oznaceni vitamin C nebo také askorbova kyselina (AA — ascorbic acid) je vSeobecné
oznaceni pro slouc¢eniny kvalitativné vykazujici aktivitu vitaminu C. Pod tuto definici spada
pouze L-askorbova kyselina (y — lakton — L — threo — hex — 2 - enova kyselina), jejiz struktura
je zobrazena na Obrazku 1. L — askorbova kyselina je bila krystalicka, ve vod¢ snadno
rozpustna latka (Combs 2012).

HO

HO

HO OH

Obrazek 1 Struktura vitaminu C (Litwack 2018)
3.1.2 Funkce v lidském téle

Vitamin C je nepostradatelny pro fadu procesii probihajicich v lidském téle. Funguje hlavné
jako kofaktor enzymi a antioxidant, ktery mad vliv na prevenci mnohych onemocnéni.
K nejdulezitéjsim funkcim patii reakce s reaktivnimi formami kysliku (ROS — reactive oxygen
species), respektive s volnymi kyslikovymi radikdly a reakce s oxidovanymi formami
tokoferolu. Diky redukci zanétlivych mediatort ovliviiuje 1 imunitni systém a pii vysSich
koncentracich piisobi i bakteriostaticky. Zasadné se také podili na vyznamnych hydroxyla¢nich
reakcich  probihajicich v organismu (Gallie 2013; Moskowitz et al. 2018).

Navic dle Valente et al. (2011) vitamin C zvySuje piijem Zeleza z potravy.

Vitamin C je zapojen do biosyntézy kolagenu, noradrenalinu, tyrozinu z fenylalaninu,
hydroxyprolinu z prolinu, hydroxylysinu z lysinu a kortikosteroida (konkrétné hydrokortizonu)
a kortizonu (Kirk & Othmer 2007).

3.1.3 Esencialita a biosyntéza

Vitamin C je esencialni slozkou potravy jen pro par druhti Zivo¢ichu, kteti ho nejsou sami
schopni syntetizovat. Pro vétSinu obratlovell a pravdépodobné vSechny zelené rostliny
je obycejnym metabolitem glukozy, nikoliv nezbytnou slozkou vyzivy. B€éhem evoluce doslo
ke ztraté schopnosti biosyntézy askorbové kyseliny u bezobratlych, nadiddu ryb Kostnatych,

nékterych druht ptakti a nékterych druhii saveili — u fady primatd, véetné clovéka, morcat
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anetopyrt. Lidé i ostatni vySe zminéni ZzivoCichové postradaji schopnost syntetizovat
L — gulono — 1,4 — lakton a oxidovat ho na L — askorbovou kyselinu, a to kvili mutaci genu
kodujici L — gulono — 1,4 — lactoneoxidazu, posledni enzym v askorbatovém biosyntetickém

retézci (Gallie 2013).

Nehled¢ na to zda je vitamin C pfijat z vnéjSich zdroji, ¢i syntetizovan vlastnim
organismem je askorbova kyselina, jak jiz bylo zminéno dtlezitd pro fadu fyziologickych déja
(Combs 2012).

3.14 Zdroje

Vitamin C je Siroce rozsifen v rostlinach i Zivo¢isich, kde se vétsinou (z 80 — 90 %)
nachazi ve formé askorbové kyseliny a v mens$i mife pak ve formé dehydroaskorbové kyseliny
(DHA — dehydroascorbic acid). Za nejlepsi rostlinné zdroje je povazovano ovoce a zelenina,
v zivoéisnych zdrojich se pak vitamin C, ve vyznamnéj$im mnozstvi, nachazi ve vnitinich
organech, jmenovité ledvinach a jatrech, naopak, jak uvadi Tabulka 1, svalovina ho téméf
neobsahuje (Combs 2012).

Tabulka 1 Primérny obsah vitaminu C v produktech Zivoc¢isného puvodu
(Velisek & Hajslova 2009)

Potravina mg.100 g * jedlého podilu
Maso 10-20
Vnitinosti 300 - 500
MIéko 5-20

Dle Cruz-Rus (2012) jsou potraviny rostlinného ptivodu, hlavné pak ovoce a zelenina,
hlavnim zdrojem vitaminu C v lidské vyzivé (viz Tabulka 2 a 3). V obsahu vitaminu C a jeho
umisténi v jednotlivych rostlinnych orgénech existuje vysokd variabilita. Dle Hui (2016) patii
mezi hlavni zdroje vitaminu C Vv ramci zeleniny brambory, rizickova kapusta, kvétak, zeli,
listova zelenina a paprika. K ovoci bohatému na vitamin C se fadi citrusové plody, kiwi, papdja,

cerny rybiz a Sipky.
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Tabulka 2 Primérny obsah vitaminu C ve vybranych druzich zeleniny
(Velisek & Hajslova 2009)

Potravina mg.100g * jedlého podilu
Mrkev 5-10
Petrzel kofenova 23
Cibule 9-13
Cesnek 15-16
Kien 45 -120
Zeli 17-70
Kapusta rizickova 100 — 113
Brokolice 110 -113
Spenat 35-84
Kvétak 54 — 68
Paprika 62 — 300
Hrasek 8-41
Brambory 8-40

Tabulka 3 Prumérny obsah vitaminu C ve vybranych druzich ovoce
(Velisek & Hajslova 2009)

Potravina mg.100 g ! jedlého podilu
Jablka 1-5
Svestky 2,5-45
Broskve 7-10
Angrest 33-48
Rybiz cerveny 200- 50
Rybiz cerny 110 - 300
Hroznové vino 2-5
Jahody 40-70
Pomerance 30 -60
Citrony 30 - 64
Banany 9-32
Kiwi 70— 127
Papija 62 - 98
Sipky 250 — 1000

3.1.5 Doporucena denni davka

Doporuceny denni piijem vitaminu C je pro jednotlivd pohlavi a vékové kategorie
ruzny. V Tabulce 4 je uveden doporuceny denni piijem podle hodnot némecké, rakouské

a Svycarské spolecnosti pro vyzivu DACH z roku 2015 (SGE — SNN 2019).
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Tabulka 4 Doporuceny denni piijem vitaminu C (SGE — SNN 2019)

Davka v mg/den

Vék muZzi Zeny
0 — 4 mésice 20
4 — 12 mesict 20
1 — 4 roky 20
4-7let 30
7 —10 let 45
10 — 13 let 65
13 —15 let 85
15-19 let 105 90
19 — 25 let 110 95
25 — 51 let 110 95
51 — 65 let 110 95
65 a vice let 110 95
T&hotné (od 4. mésice) - 105
Kojici - 125

3.1.6 Hypovitamindza a avitamino6za

Hypovitaminbza, nedostate¢ny piijem vitaminu C, se projevuje zvySenou unavou,
nachylnosti k zanétlivym onemocnénim, poruchami spanku, nebo snizenim celkové vitality.
Déle se projevuje poskozenim pojivovych tkani, kiehkosti kapilar, hemoragii a svalovou

slabosti. Hypovitaminodza se tyka 5 — 15% celosvétové populace (Chambial 2013).

Vazny nedostatek vitaminu C (avitaminéza) vede ke Kkurd&jim, onemocnéni,
jehoz symptomy jsou spojeny s oslabenim tkani obsahujici kolagen, coz pfedstavuji hlavné
cévy, zily, pojivové tkan¢ a kosti. Mezi piiznaky kurdéji patii inava, vypadavani vlasi a zub,
pomalé a zhorSené hojeni ran, krvaceni z dasni, naruSovani a otevirani jizev a bolest koncetin
i kloubd. Pro prevenci kurdéji je stanoven minimalni denni pfijem 10 mg vitaminu C

(Cruz — Rus 2012).
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3.1.7 Hypervitaminéza a toxicita

Dle Chambial et al. (2013) jsou vysoké az extrémné vysoké davky vitaminu C Siroce
vyuzivany pro 1é¢bu a prevenci tfady onemocnéni (hypertenze, diabetickych obtizi,
aterosklerdzy, bézného nachlazeni, Sedého i zeleného zdkalu, mrtvice, chorob srdce,

karcinogeneze i samotnych nadorovych onemocnéni).

Vzhledem k tomu, Ze vitamin C je rozpustny ve vodé, je jeho pfipadny nadbytek télem
snadno vyloucen a projevy toxicity jsou velmi vzacnym jevem. Vitamin C je metabolizovan
na oxalovou kyselinu a jeho nadmérny piijem muize zpasobit zvySenou exkreci oxalatu,
coz mize vést ke vzniku ledvinovych kament. Nadmérné davky vitaminu C mohou mit i dalsi
vedlejsi efekty, jako je nevolnost, priujem, zvraceni, nespavost, bolesti hlavy a bfisni kiece.

Tolerovany denni piijem byl proto stanoven na 2000 mg (Deen 2007).

3.1.8 Zpusoby stanoveni v potravinach

Pro stanoveni askorbové kyseliny je vyuzivino mnozstvi analytickych metod
fluorimetrie, voltametrie, spektrofotometric a vysoce ucinna kapalinova chromatografie

(Elgailani, 2017).

3.1.8.1 Titrac¢ni stanoveni 2,6 — dichlorfenolindofenolem

Principem titra¢niho stanoveni je extrakce askorbové kyseliny ze vzorku roztokem
kyseliny Stavelové nebo roztokem kyseliny metafosforecné a octové, po niz nasleduje titrace
2,6 — dichlorfenolindofenol do svétle rizového zabarveni. 2,6 — dichlorfenolindofenol oxiduje
askorbovou kyselinu na dehydroaskorbovou a sam je redukovan na bezbarvou slouceninu

(Kubéd, 2007).

3.1.8.2 Jodometricka titrace

Askorbovou kyselinu Ize téz stanovit pfimou jodometrickou titraci. Podstatou jodometrie
jsou oxidaéni a redukéni ucinky jodu a jeho sloucenin. Pti této metode je vyuzita redukce jodu
na jodid a oxidace jodidu na jod. Je pouZzivano téZ 2 odmérnych roztokd, a to jédu a thiosiranu
sodného. Indikatorem je Skrobovy maz, jenZ za studena vytvafi spolu s roztokem jodu
intenzivni modré zbarveni. Stanoveni pfesné koncentrace jodu se provadi pomoci odmérného

roztoku thiosiranu sodného o znamé koncentraci (Bartos et al. 2014).
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3.1.8.3 Spektrofotometrické stanoveni

U spektrofotometrického stanoveni se askorbova kyselina v pfitomnosti kyseliny octové
oxiduje bromovou vodou na dehydroaskorbovou kyselinu, kterd nasledn¢ kondenzuje
s 2,4 —dinitrofenylhydrazinem. U vzniklého cervené zbarveného komplexu, tzv. osazonu,
je zmétena absorbance. Absorbance se méfi ve viditelné oblasti spektra, obvykle pii 521 nm

(Rahman - Khan 2006).

3.1.8.4 Fluorimetrické stanoveni

Principem fluorimetrického stanoveni je kondenzac¢ni reakce dehydroaskorbové
kyseliny s o-fenylendiaminem. Pfi této reakci vznika fluoreskujici chinoxalinovy derivat,
ktery je detekovan pti emisni vinové délce 430 nm a excita¢ni vinové délce 350 nm (Eitenmiller

et al. 2008).

3.1.8.5 Polarografie

Podstatou polarografického stanoveni je elektrochemicka oxidace askorbové kyseliny
na rtutové kapkové elektrodé s obnovovanym povrchem. Mnozstvi askorbové kyseliny

je uréeno z vySky vysledné dvouelektrodové anodické viny (Gupta 2015).

3.1.8.6 Voltametrie

Principem voltametrie je sledovani a vyhodnocovani kiivek zavislosti prochazejiciho
proudu na proménlivém potencialu, ktery je vklddan na pracovni elektrodu pii elektrolyze
analyzovaného roztoku. Projevem oxidace askorbové kyseliny je vznik tzv. anodické viny
na zobrazené kiivce, pficemz plocha této viny odpovidd mnoZstvi stanovované kyseliny

(Kra¢marova et al. 2012).

3.1.8.7 Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

Metody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, znamy téZ pod anglickym terminem
high performance liquid chromatography (HPLC) se pouzivaji ke stanoveni askorbové
i dehydroaskorbové kyseliny. Vzhledem k tomu, ze ob& slouceniny vykazuji pfi riznych
zpiisobech detekce odlisné odpovédi, je pro ureni mnozstvi obou kyselin pomoci jedné
detekéni metody zapotiebi pfevedeni jedné formy na druhou, nebo propojeni dvou detekénich

technik (Novéakova et al. 2008).
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3.1.8.7.1 UV detekce

UV detekce je nejpouzivangjsi technikou detekce askorbové kyseliny u HPLC.
Askorbova kyselina vykazuje absorpéni maximum v rozmezi vinovych délek 245 — 265 nm,
ptficemz piesna hodnota je zavisla od pH mobilni faze. Dehydroaskorbova kyselina v roztoku
absorbuje pfi vlnové délce 185 nm, nad 220 nm vykazuje jen slabou absorbanci. Pro spole¢né
stanoveni AA a DHA, je v prvnim kroku stanovena samotna askorbova kyselina, pak provedena
redukce dehydroaskorbové kyseliny pouzitim 4,5 — dimetyl — 1,2 — fenylendiaminu. Ve vétSiné
piipadl je UV detekce pouzivana pro stanoveni pouze AA, nebot’ DHA mé UV oblasti Spatnou

absorpci (Novakova et al. 2008).

3.1.8.7.2 Flourescencni detekce

Askorbova ani dehydroaskorbova kyselina nejsou piirozené¢ fluorescencni.
Fluorescencni detekce askorbové kyseliny je mozné po jeji oxidaci na kyselinu
dehydroaskorbovou a nédseldné derivatizaci, jez se Casto pouziva ke zvyseni citlivosti detekce
a eliminaci ruSivych vlivli sloZitych matric. Jako derivatizani Ccinidlo je pouzZivan
0 — fenyldiamin, ktery spolecn¢ s DHA vytvafi fluorescentni chinoxalinovy derivat
3 — (1,2dihydroxyethyl)furol[3,4 — b]chinoxalin — 1 — on. Detekce je provadéna pii excitacni

vinové délce 355 nm a emisni vinové délce 425 nm (Novakova et al. 2008).

Pfi spole¢ném stanoveni se Casto vyuziva dvoji detekce, kdy je askorbova kyselina
detekovana UV detektorem a dehydroaskorbova kyselina fluorescencnim detektorem

(Novékova et al. 2008).

3.1.8.7.3 Elektrochemicka detekce

Askorbova kyselina je oproti elektrochemicky inaktivni DHA pomérné reaktivni a lehce
detekovatelna pomoci coulometrickych a amperometrickych detektorti. Pro elektrochemickou
deteketi je typicka vyssi citlivost a specifi¢nost, diky niz 1ze dosdhnout redukce interferujicich
slouenin zkoumané matrice. K nevyhoddm této metody patii dlouhd doba potiebna
k ekvilibraci kolony a nutnost konstantni iontové sily a pH pufrd proudicich

pies elektrochemicky detektor (Novakova et al. 2008).

3.1.8.7.4 Hmotnostni detekce

Pro soucasné stanoveni AA a DHA je vyuzivana kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC — MS/MS) s trojitym kvadrupdlem.
Tato metoda je jednoduchd, nevyzaduje zZadné derivatiza¢ni kroky, zahrnuje pouze kratkou

ptipravu vzorku a Cas analyzy neptesahuje 5 minut (Fenoll et al. 2011).
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3.1.9 Stabilita

Pro pouziti vitaminl v potrave, ¢i krmivu, vyzivovych dopliicich a 1é¢ivech je zasadni
jejich stabilita. Askorbova kyselina patti mezi nejméné stabilni vitaminy. Jelikoz je velmi
nachylna k oxidaci, musi byt chranéna pted pisobenim vyssich teplot, kysliku, iontt kovi
(hlavng Fe?* a Cu?") a ultrafialového zafeni. Jeji mnoZstvi v potravinach je tak znaéné variabilni
a je do velké miry ovlivnéno praveé vyrobnimi a konzerva¢nimi postupy. U askorbové kyseliny
probiha navic béhem vyroby ¢i skladovani potravin i jeji degradace vlivem enzymovych reakci
(viz Obrazek 2), kterych se ucCastni oxidazy ptitomné v rostlinnych pletivech (napt. askorbat
oxidaza). Obsah askorbové kyseliny v potravinach, tak mtize vlivem téchto reakci dramaticky
klesat (Combs 2012).

K nejvétsim ztratam askrbové kyseliny dochazi béhem dlouhodobého skladovani
potravin a pii kulinarni Uprave, hlavné pak pti vafeni. Naopak kratké vystaveni vysokym
teplotam pfi blanSirovani, mize zabranit jeho dalSim ztratam béhem skladovani diky inaktivaci

oxidaz (Tewari 2016).

Cts CH,0H CH,OH
H | OH H | OH H | OH
Dx7:_;_:_-_0 PD \[:;.10 L - D\\\Ff;:____o

Askorbat oxidaza

1 i‘ |: Jlllr \‘:.l."‘

' \. J"Ilr '\-‘ ", A\
OH 0 OH 0 0 0

Askorbat mencaniont Askorbat radikal Dehydroaskorbova kyselina

Obrazek 2 Struktura askorbové kyseliny a produkti jeji oxidace (Litwack 2018)
3.1.10 Askorbat oxidaza

Dle Al-Soufi (2016) je askorbat oxidaza rostlinny enzym piitomny volné v cytosolu
a vazany na membraniach v bunécnych sténach. Patii do skupiny oxidoreduktaz.
Svoji aktivitou ovlivituje stabilitu askrbové kyseliny, tim Ze katalizuje oxidaci jeji aktivni formy
L —askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou kyselinu. Afinita askorbat oxidazy

k L — askorbové kyselin€ je riizna u kazdého druhu i kultivaru plodiny (Leong et al. 2014).

Stabilita a aktivita pfirozen¢ se vyskytujicich enzymi v ovoci i1 zeleniné se rizni
Vv zavislosti na stupni zralosti, péstebnich podminkéch, poskliziiové manipulaci a zpracovani

(Raseetha et al. 2013).
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Pro prodlouzeni udrznosti potravin je ¢asto ovoce i zelenina pro inaktivaci askorbat
oxidazy pfi zpracovani tepelné oSetiena (Leong et al. 2014). Dle Ibupoto et al. (2011)
S narustajici teplotou oSetfeni nartista i mira inaktivace askorbat oxidazy. Leong et al. (2014)
popisuje inaktivaci askorbat oxidazi Vrozmezi teplot (60 - 80 °C), pfiCemz v rozmezi
60 — 70 °C vede pouze k ¢aste¢né inaktivaci enzymu. Kompletni inaktivace enzymu nastava

pti osetfeni 80 °C a vysSSim.

3.1.11 Ztraty pri zpracovani a konzervovani

Dle Igwemmar et al. (2013) sebou zplsob kulinarni pfipravy pokrmt i metody
konzervace potravin nese ruznou uroven degradace askrbové kyseliny. Roli zde sehrava
i samotny druh potraviny. Vysledné ztraty askorbové kyseliny jsou vzhledem k rozli¢nym

moznostem konzervace a ptipravy pokrmi velice variabilni.

Rickman et al. (2007) uvadi primérné ztraty askorbové kyseliny pii zavafovani zeleniny
V hodnotach 60 — 80 %, u zeleniny mrazené véetné piedchoziho blansirovani popisuje ztraty
v rozmezi 30 — 50 % a u domaci kuchynské piipravy pokrmt uvadi primérné ztraty 15 — 55 %.
Pacier & Martirosyan (2015) uvadéji praimérné ztraty askrobové kyseliny pfi piipravé zeleniny

u vafeni 50,9 %, pfi smazeni 29,9 % a u duSeni v pare 14,3 %.

Pti skladovani Cerstvé zeleniny jsou ztraty zivin zavislé predevSim na teploté a dob¢
skladovani. Skladovanim pii pokojové teploté 20 °C dosahuji ztraty askorbové kyseliny béhem
tydne u Cerstvé zeleniny 30 — 100 % a pfi teploté 4 °C 30 — 60 %. Pii mrazirenském skladovani
pti-20 °C po dobu jednoho roku dochéazi k 20 — 50% primérnym ztratdm askorboveé kyseliny
(Rickman et al. 2007).

3.2 Zelenina

Podle Hounsome et al. (2008) se jako zelenina oznacuji jedlé ¢asti kulturnich jednoletych

nebo dvouletych rostlin v syrovém ¢i vateném stavu.

Zelenina obohacuje nas jidelnicek a zvySuje jeho rozmanitost. Obsahuje nejen zakladni
ziviny, jako jsou sacharidy, bilkoviny a tuky, ale je zdsadnim zdrojem mineralnich latek,
vitamind, sekundarnich metaboliti rostlin a bioaktivnich latek (karotenoidy, fenolické
a organosirové slouceniny), které jsou nezbytné pro spravné fungovani téla a podporu zdravi

(Pitrat 2015).
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Zelenina piispiva k pestré stravé nejen cennymi zivinami, ale i rozmanitou nabidkou chuti,
barev a textury. Az na jisté vyjimky obsahuje zelenina malo bilkovin a tukd, hodné vody
a malo suSiny. Pro tyto diivody je zelenina dilezitou soucésti stravy, nikoli jeji hlavni slozkou

(Boeing 2012).

3.2.1 Kilasifikace zeleniny

Dle Siqqid (2018) je rozdéleni zeleniny neoddé€litelné spjato s biologii samotnych rostlin.
Existuji tfi zpisoby roztfidovani zeleniny na zakladé¢ spolecnych vlastnosti a znaku.

Zelenina se déli podle:

e jedlych casti rostlin (listova, kofenova, plodova, luskova, cibulova, kost'alova,

kofeninova a ostatni zelenina)
e ekologickych pozadavki (teplota, svétlo, voda)

e taxonomie (botanicka klasifikace).

3.2.2 Faktory ovliviiujici obsah Zivin

Primarnim faktorem ur€ujicim obsah zivin Vv zeleniné je geneticky potencial dané
rostliny. Tento potencial nebyva casto naplnén vzhledem k vlivim vnéjSiho prostiedi,
které ovliviiuji rust i vynos plodiny a v kone¢ném dusledku i kvalitu potravin. Teplota, srazky,
svétlo, dostupnost a piijatelnost ptdnich Zivin jednotlivé i spole¢né pusobi na rist a vyvoj
rostlin. Mezi dalsi vlivy prostiedi patii zne€isténi ovzdusi, vlastni péstebni postupy, kompetice

mezi rostlinami a vliv chorob a Skiidct (Rubatzky & Yamaguchi 2012).

Obsah zivin sklizenych produktti dosahuje nejvy$Sich hodnot v ¢ase sklizné,
poté jiz pouze klesa. Mira poklesu obsahu Zivin je ovlivnéna ¢asem a podminkami manipulace
a skladovani. Poskozeni béhem manipulace, svétlo i teplota mohou redukovat obsah Zivin
i senzorickou kvalitu sklizeného produktu. Optimalni teplota a vlhkost jsou klicové
pro minimalizovani zkazy potravin a ztrat zivin. U zeleniny je doporucovana teplota
v zavislosti na druhu od 0 — 10 °C a relativni vzdusna vlhkost 90 — 100 %. K poklesu obsahu
zivin dochazi také pfi ptipravé pokrmi. Myti, krajeni, loupani, blansirovani a vafeni mohou

vést k oxidaci a vyluhovani n€kterych zivin (Sudheer & Indira 2007)

Zelenina a ovoce po sklizni stravi urcity ¢as transportem a poté vlastnim skladovanim
pred ndkupem spotiebitelem, u né¢hoz muize dalSich az n€kolik dni ¢ekat na zpracovani,

¢i konzumaci. Na obsah vitamind, mineralnich latek a fytochemikalii maji vliv podminky
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transportu, skladovani, vlastni odriida a stupein zralosti. Spousta odriid ovoce i zeleniny
V obchodnich fetézcich neni vybirdna pro obsah Zivin, ale pro sviij vzhled, vynos a schopnost

ustat dlouhy transport (Welbaum 2015).

3.3 Konzervace potravin

Potraviny jsou konzervovany pro prodlouzeni jejich trvanlivosti. Mezi dals$i divody
konzervace patii zajisténi bezpec¢nosti, pfijatelnosti (senzorické vlastnosti) a vyzivové hodnoty
potravin. Od okamziku sklizeni rostlinnych produktti za¢ina proces zmén, ktery vede az k jejich
postupné zkaze, ktera je zpiisobena dvéma dé&ji. Prvnim je autolyza bunék, neboli jejich
samozni¢eni, vyvolané pfitomnosti enzymil v potraviné a druhym je vniknuti mikroorganismu
do téchto naruSenych bunék a jejich nasledna aktivita. Tyto mikroorganismy pak zptsobuji
zmény ve vuni, chuti, textute, barvé 1 vyzivové hodnoté potravin. Pro efektivni konzervaci

potravin je zapotiebi zabranit oboum vySe zminénym déjam (Barrett & Lloyd 2011).

Existuji 3 typy metod konzervovani potravin, a to fyzikalni, chemické a biologické.
Fyzikalni zptisoby zahrnuji pisobeni vysokych a nizkych teplot, filtraci, snizeni vodni aktivity
(aw), zménu osmotického tlaku, ozafovani a dals$i. Mezi chemické metody se tadi pouziti
chemickych antimikrobialnich latek, jako jsou nékteré potravinovaiské piidatné latky,
oznatované jako aditiva a dalSich podobnych latek. Biologické metody zahrnuji vyuziti
mikroorganismu, které zabranuji aktivité jinych nechténych mikroorganismt. Do biologickych
metod patii kvaseni a tvorba antimikrobialnich latek v potravinach (Erkmen & Bozoglu 2016).
Pti konzervovani zeleniny je mozné pouzit vSech tfech uvedenych zptsobt, nize vSak budou

zminény pouze fyzikalni zptsoby konzervace zeleniny (Barrett & Lloyd 2011).

3.3.1 Fyzikalni metody konzervace

FyzikdIni metody konzervace potravin se spolé¢haji na oSetfeni vedouci k potlaceni,
zniceni €1 odstranéni nezddoucich mikroorganismi, jez nezahrnuje poziti antimikrobialnich
aditiv nebo produktll metabolismu jinych mikroorganismii jakoZzto konzervacniho ¢Einitele.
Mikrobidlni rist miiZze byt utlumen sniZenim vodni aktivity (napf. suSenim) a pomoci piisobeni
chladu ¢i mrazu. Mikroorganismy mohou byt téZ zni¢eny (nebo nevratné inaktivovany) pomoci
fyzikalniho mikrobicidniho oSetfeni, mezi néz patii plisobeni vysokych teplot, UV a ionizujici
zafeni. Lze téZz vyuzit oSetfeni netermdlnimi technikami, k nimz se fadi paskalizace
(pouziti vysokého tlaku), ptisobeni pulzniho elektrického pole a oscilujiciho magnetického
pole. U potravin v kapalném stavu miize dojit k mechanickému odstranéni mikroorganismi

pomoci membranové filtrace (Ranjan et al. 2017).
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3.3.1.1 BlanSirovani

BlanSirovani je dulezitd operace v procesu konzervovani zeleniny mrazem.
Blansirovani je kratkodobé (1 - 5 minut) vystaveni zeleniny ¢i ovoce piisobeni vrouci vody,
nebo pary v rozmezi teplot 80 — 99 °C a nasledné zchlazeni ve studené vod¢. Tento proces
predchéazi mrazeni a provadi se pro inaktivaci enzymt, hlavné oxidoreduktaz, odpovédénych
za kvalitativni degradaci suroviny. Jejich aktivita, muze vést ke zméné barvy potraviny,
nebo snizeni jeji vyzivové hodnoty. Navic diky blansirovani dochazi k vyrazné redukei pocétu
mikroorganizmi na povrchu zpracované potraviny a zlepSeni barvy zelenych druhli zeleniny

(Ranjan et al. 2017).

Dle Barrett & Lloyd (2011) nejvétsi podil ztrat, které se vyskytuji u mrazené zeleniny,
je dan prave blanSirovanim. Je to jednak v diisledku tepelné degradace a také kviili vyluhovani
zivin a vitamind do okolniho média. Hodnoty ztrat Zivin béhem blanSirovani se u zeleniny
pohybuji v desitkach procent. Velikost ztrat dale zavisi skliziovém poSkozeni, velikosti ¢asti
produktu, zplsobu piipravy a podminkach blanSirovani a pii primyslovém blanSirovani

zeleneniny také na typu blanseru.

3.3.1.2 Mrazeni

Mrazeni predstavuje metodu konzervovani, ktera poskytuje snizeni vodni aktivity
pod troven mikrobialni ¢innosti a sou¢asné redukuje stupen chemickych reakci. Pfed vlastnim

zmrazenim byva zelenina vystavena kratkému blansirovani (Barrett & Lloyd 2011).

Mrazeni je ochlazovéni prostoru a v ném ulozeného produktu na teplotu sahajici riznou
mérou pod uroven bodu mrazu. NejCastéji se vyuziva ke konzervaci potravin. Mrazeni ma
tu vyvhodu, Ze zachovavd potravinu ve stavu nejvice podobném cerstvé potraving.
Avsak i béhem zmrazovani podléha potravina jistym zménam. Dochazi k tvorbé ledovych
krystalkl a roztrhavani bun€k. Pii rychlém mrazeni se vytvari krystalky malé, které zptisobuji
mensi poSkozeni bun€k, oproti zmrazovani pomalému, které vede k tvorbé vétsich krystalki
a vyvolava vétsi poskozeni bunék, a tim i vetsi ztraty Stavy a s ni 1 nutricné cennych latek

(Adegoke & Olapade 2012).
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3.3.1.3 Sterilovani

Dle Adegoke & Olapade 2012 je sterilovani konzervace potravin pusobenim vysokych
teplot po urcitou dobu, ktera vede k eliminaci mikroorganismi, jez by mohly vést ke kazeni
potraviny, nebo které by mohly tvofit bakterialni toxiny. U potravin s niz§i kyselosti,

pti hodnotach pH pod 4 se termosterilace provadi pti teplotach 80 — 95 °C (Kadlec et al. 2009).

Sterilovand zelenina je v procesu vyroby nechand v celku nebo délena na mensi Casti.
Obvykle byva zalita sladkokyselym ¢i  slanym nalevem (viz Tabulka 6).

Nalev je charakteristicky obsahem octa, soli, cukru a kotfeni (Kadlec et al. 2009).

U sterilovani muze dojit K vyznamnym ztratam zZivin. AvSak mira ztrat je vysoce variabilni
a je ovlivnéna riznymi faktory, jako napf. materidlem nadoby, pH potraviny, typem
sterilizatoru 1 zpisobem pienosu tepla (kondukce, konvekce). Pro zeleninu jsou typické ztraty
askorbové kyseliny ptes 50 %, u ovoce jsou ztraty zpravidla nizsi, a to diky stabilizaCnimu

efektu nizsiho pH, viz Tabulka 5 (Barrett & Lloyd 2011).

Tabulka 5 Hodnota pH u vybranych druhii ovoce a zeleniny (Srivastava & Kumar 2014)

Nazev tridy Hodnota pH Druhy

Hrach, bilé fazole, chiest,
Slab¢ kyselé Nad 5 kvétak, brambory, Spenat,
kukufice, fepa salatova

Mrkev, fedkev vodnice,

Stfedn¢ kysele 45-50 zeli, dyné, zelené fazole
Rajcata, hrusky, banan,
Kyselé 3,7-45 mango, ananas, broskev,
jablko
Silné kysclé Pod 3,7 Citrusové plody, Svestky,

kysané zeli

3.3.1.4 Paskalizece

Paskalizace, také znama pod anglickym terminem high pressure processing (HPP)
je technologie oSetieni potravin piisobenim vysokého tlaku. Vyhodou této netermalni metody
je inaktivace mikroorganismi, zachovani pfirozeného vzhledu, organoleptickych vlastnosti
I vyzivové hodnoty potravin. Pfi paskalizaci je potravina uzaviena do pruzného obalu
a umisténa do tlakové komory vysokotlakého lisu, ktery je nasledné naplnén kapalnym médiem

pro pienos tlaku — vétsinou vodou. Po uzavieni lisu puisobi na potravinu tlak 100 — 600 MPa
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po dobu 2 — 15 minut v zavislosti na jejim druhu. NejCastéji se vyuziva pii zpracovani masa,
Sunek, uzenin, moiskych plodi a dale k vyrobé zeleninovych a ovocnych s§tav, dzust

a rostlinnych mlék (Huang et al. 2017).

3.3.1.5 Osetieni pulznim tlakovym polem

Osetteni pulznim elektrickym polem, neboli také elektroporace je metoda oSetieni
rostlinnych tkani, kterd vzhledem ke své netermalni podstaté zajistuje zachovani senzorické
i nutriéni kvality potravin, navic pfi jejim pouziti dochdzi k snizeni enzymatické aktivity
a inaktivaci nebezpecnych mikroorganismi a tim k prodlouzeni udrznosti potravin. Principem
je prostoupenti elektrické energie do oSetfované potraviny, kde dojde ke zméné polarity bunck
mikroorganismi, coz vede v disledku destabilizace tukii a bilkovin k permeabilité¢ bunéénych
membran. Podle sily pulsu mize byt permeabilita reverzibilni ¢i ireverzibilni. Nasledkem
nevratné permeabilizace je bunécna smrt. Je to metoda vyuzivana k extrakci §tav a cennych
slozek zrostlinnych tkani (antokyanii, bilkovin a tukd) i1 mikroorganismi (mikrofas),
dehydrataci tkani a k vySe zminéné mikrobidlni inaktivaci u tekutych a kaSovitych potravin

(Mahnic¢-Kalamiza et al. 2014).
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4 Metodika
4.1 Material a pristroje

4.1.1 Vzorky zeleniny

Pro sledovani vlivu mrazeni a sterilace zeleniny na obsah askorbové kyseliny bylo
v obchodnim domé& LIDL v Horométicich zakoupeno celkem 7 druhti zeleniny. Zakoupena
mrkev, petrzel, Servena paprika, bilé a Gervené zeli pochéazeli z Ceské republiky, brokolice byla
ptvodem z Polska a kvétdk z Némecka. Pro sledovani vlivu blanSirovani na obsah askorbové

kyseliny u mrazené zeleniny byla dodatedné zakoupena brokolice (ptivod ze Spanélska).

4.1.2 Seznam pouzitych chemikalii

e Askorbova kyselina p. a. (Lach-ner, Ceské republika)
e Kyselina metafosforeéna (Honeywell — Fluka, USA)
e Kyselina o-fosfore¢na &ista, min. 85 % (Lachema, Ceské republika)

e Metanol, HPLC grade (Lach-ner, Ceska republika)

4.1.3 Pristrojové vybaveni

e Digitalni analytické vahy Mettler AE 200 (Mettler - Toledo)
e Kapalinovy chromatograf modulovy (Dionex, USA)
o Nasttikovy ventil Rheodyne 7725 i (Rheodyne, USA)
o Pumpa P680 HPLC (Dionex, USA)
o Termostat kolony Thermostatted Column Compartment TCC — 100 (Dionex,
USA)
o Detektor UVD340U (Dionex, USA)
o Stolni poc¢ita¢ LYNX s pocitacovym softwarem Chromeleon
e Plotynkovy ohiivaé (ETA, Ceska republika)
e Zavaiovaci hrnec ABC automatic 671.7 (ABC)
e Ru¢ni mixér mixSy VG-022-K (Zepter, Italie)
e Pfistroj na deionizovanou vodu (Millipore Mili-Q Plus, USA)
e Ultrazvukova lazeti (Tesla, Ceské republika)
e Lednice (Gorenje, Slovinsko)
e Mrazici box mrazici na -70 °C (SANYO, Japonsko)
e Mrazici box mrazici na -20 °C (Whirlpool)
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4.2 Priprava vzorku Cerstvé a konzervované zeleniny

4.2.1 Priprava vzorku Cerstvé zeleniny

Caést zeleniny, ktera byla uréena pro stanoveni obsahu askorbové kyseliny v erstvych
vzorcich, byla po jednotlivych druzich ocisténa (v pripad€ potieby zbavena naté, vnéjsich listi,

kostala ¢i stopek a seminek), nakrajena, a tak pfipravena k homogenizaci.

4.2.2 Priprava vzorku sterilované zeleniny

Cast zeleniny, ktera byla uréena pro stanoveni obsahu askorbové kyseliny
ve sterilovanych vzorcich, byla po jednotlivych druzich ocisténa (v piipadé potieby zbavena
naté, vnéjSich listli, kostala ¢i stopek a seminek), nakrajena a poté vlozena do zavarovacich
sklenic (kazdy druh do 4 sklenic) a zalita pfipravenym nalevem (viz Tabulka 6). Zavickované
sklenice pak byly umistény do sterilatniho hrnce a v ném po dobu 20 minut sterilovany
priteploté¢ 80 °C. Zavafend zelenina byla poté skladovana do doby analyzy v temnu
pti teploté 10 °C. Analyza sterilované zeleniny probihala ve 4 terminech, a to bezprostfedné
po sterilaci a nasledné 1, 3 a 6 mésict po sterilaci. Ve stanovené dob¢ byly jednotlivé sklenice
otevieny, obsah byl pfecezen pies kuchynské sito, a tak byly sterilované vzorky ptipraveny

k homogenizaci.

Tabulka 6 Slozeni nalevu (Czech news center 2019)

Prisada MnozZstvi

Voda 3,81
Ocet 11
Sual 160 g
Cukr Krupice 300¢g
Hof¢i¢né seminko 2 polévkové 1zice

Pept cely 20 ks
Nové koteni 12 ks
Bobkovy list 4 ks
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4.2.3 Priprava vzorku mraZené zeleniny

Zelenina urcena pro stanoveni obsahu askorbové kyseliny ve vzorcich skladovanych
pfi mrazirenskych teplotach byla po jednotlivych druzich oc¢iSténa, nakrajena a poté vlozena
do mikrotenovych sackt (kazdy druh do 2 sackl) a ty byly uloZzeny do mraziciho boxu
a skladovany pfi teploté -20 °C. Analyza mrazenych vzorkl zeleniny probihal ve 2 terminech,
ato 1 a3 mésice od zmrazeni. Ve stanovené dob¢ byly jednotlivé vzorky vybrany z mraziciho

boxu, rozmrazeny béhem 3 - 5 hodin v lednici a nasledné homogenizovany.

Vliv blanSirovani na obsah askorbové kyseliny ve vzorcich mrazené zeleniny
byl sledovan u vzorku brokolice. Brokolice byla o¢isténa, nakrajena a ¢ast z ni byla odebrana
a blansirovana ve vrouci vodé po dobu 3 minut. Obsah askorbové kyseliny byl stanoven
v Cerstvém a blanSirovaném vzorku. Dale byly syrové a blanSirované vzorky brokolice
umistény do mrazicich boxti, které¢ zarucovaly teplotu skladovani -20 °C a -70 °C.

V téchto vzorcich byl po 1 a 3 mésicich stanoven obsah askorbové kyseliny.
4.3 Stanoveni askorbové kyseliny
4.3.1 Priprava roztoki k analyze
4.3.1.1 Ptiprava mobilni faze
Mobilni faze byla pfipravena smichdnim deionizované vody a metanolu v poméru
760 : 40 ml, nasledn¢ bylo ptidano 0,2 ul H3PO4 pro Gpravu pH.
4.3.1.2 Piiprava extrakcniho Cinidla

Extrakénim ¢inidlem byl 3 % roztok kyseliny metafosfore¢né. Extrakéni ¢inidlo bylo
pfipraveno rozpusténim 15 g pevné kyseliny metafosfore¢né v 500 ml deionizované vody.

Rozpousténi kyseliny metafosforecné bylo urychleno pouzitim ultrazvukové 14zné.

4.3.1.3 Piiprava kalibracni fady

Nejprve byl pfipraven roztok askorbové kyseliny o koncentraci 1 g/l. Do 25 ml odmérné
banky bylo navazeno 25 mg askorbové kyseliny a baika byla po rysku doplnéna extrakénim
¢inidlem. Nasledné bylo fedénim zasobniho roztoku extrakénim ¢inidlem ptipravena kalibra¢ni

fada o koncentracich 1, 5, 10, 60, 100 a 150 mg/I.
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4.3.2 Priprava vzorki zeleniny k analyze

Vzorky zeleniny (Cerstvé, sterilované a mrazené) byly homogenizovany rucnim
mixérem po dobu 20 az 30 sekund. Do 25 ml odmérnych ban€k bylo navdzeno 2,5 g
homogenizovaného vzorku a banka byla doplnéna po rysku extrakénim ¢inidlem. Odmérna
banka se vzorkem byla na 5 minut umisténa do ultrazvukové lazné. Extrahovany vzorek byl
nasledné prefiltrovan ptes filtratni papir a dale ptes sttikackovy filtr s PTFE membranou
(0,45 um) a byla provedena jeho analyza. Pro kazdy vzorek byly provadény vzdy 3 paralelni

stanoveni.

4.3.3 Podminky stanoveni askorbové kyseliny metodou HPLC

Askorbova kyselina byla ve vzorcich zeleniny stanovena metodou kapalinové
chromatografie. K separaci vzorku byla pouzita kolona Luna ® 5 pum C 18 (2),
rozméry 250 X 4,6 mm (Phenomenex) opatfena pfedkolonou C 18, rozméry 10 x 10 mm
(Phenomenex). K detekci askorbové kyseliny byl pouzit detektor diodového pole (DAD).

Podminky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Podminky HPLC stanoveni askorbové kyseliny

Parametr Hodnota
Mobilni faze voda a metanol 760:40, pH 3
Objem nastiiku 20 ul
Prutok mobilni faze 0,8 ml/ min
Pracovni tlak 100 bar
Teplota kolony 25°C
Vlnova délka 254 nm
Doba analyzy 7 min
RC 5,417
Limit detekce 228 ug /1
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4.4 Statistické vyhodnoceni

Ziskana data zanalyzy byla z programu Chromeleon pievedena do programu MS Excel
aVvném zpracovana do tabulek vhodnych ke statistickému zpracovani. Nasledné statistické
vyhodnoceni bylo provedeno v programu Statistica 12 za pouziti jednofaktorové analyzy
rozptylu (ANOV A) nasledované Scheffeho post —hoc testem na hlading vyznamnostip < 0,05.
V jednom pftipadé, posouzeni vlivu blansirovani, doby a teploty skladovani byla pouzita
vicefaktorova analyza rozptylu, rovnéZ nasledovana Scheffeho post — hoc testem na hladiné

vyznamnosti p < 0,05. Tvorba grafii prob¢hla v programu Microsoft Excel.
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5 Vysledky

5.1 Sterilovana zelenina

5.1.1 Sterilovana zelenina — obecné

Primérné hodnoty obsahu askorbové kyseliny u jednotlivych druhti Cerstvé a sterilované
zeleniny v prubéhu skladovani jsou znazornény v Grafu 1. V navazujicim Grafu 2 je patrny
vyznamny pokles askorbové kyseliny vlivem procesu sterilace, a to primérné o 57 %.
Nasledné byl jednofaktorovou analyzou rozptylu a Scheffeho testem (viz Ptiloha 1 A) prokazan
statisticky rozdil v obsahu AA mezi Cerstvymi a sterilovanymi s hodnotou hladiny vyznamnosti
p < 0,05. Ze sledovnanych druhti zeleiny byl nejvyssi obsah AA stanoven u papriky,
ktera i po 6 mé&si¢nim skladovani obsahovala vy$s§i mnozstvi AA, nez Cerstva mrkev, petrzel
i bilé a Cervené zeli. Dale z dat (Ptiloha 1 B) vyplyva, ze u vSech druhu sterilované zeleniny
vedlo skladovani k mirnému a postupnému, avsak statisticky nevyznamnému poklesu mnoZzstvi

askorbové kyseliny.
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Graf 1 Obsah askorbové kyseliny ve sterilované zeleniné
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Graf 2 Ubytek askorbové kyseliny u sterilované zeleniny v priibdhu skladovani
5.1.2 Sterilovana zelenina — jednotlivé druhy

Poté co byl prokazan statisticky rozdil mezi Certvymi a sterilovanymi vzorky zeleniny
V obecné rovingé, bylo provedeno i hodnoceni u jednotlivych druhti zeleniny zvIast. Zde byl
zjistén (viz Priloha 2 A — G) u vSech sledovanych druhti zeleniny (tj. kvétaku, brokolice,
petrzele, papriky, mrkve, bilého a cerveného zeli) vyznamny pokles obsahu askorbové kyseliny
po sterilaci oproti ¢erstvé zelening (p < 0,05). Rovnéz byl u kazdého druhu zeleniny sledovan

i vliv doby skaldovani na obsah askorbové kyseliny.

Scheffeho testem byl u kvétaku a petzele (viz Ptiloha 2 A a B) prokazan vyznamny pokles
obsahu askorbové kyseliny ve vSech sledovanych obdobich skladovani (1 den, 1 mésic,
3 mésice a 6 mesich po sterilaci). U sterilované papriky, mrkve a bilého zeli (viz Ptiloha 2 C,
D a E) vSak uz mezi 3. a 6. mésicem skladovani nebyl pokles obsahu askorbové kyseliny
vyznamny. U brokolice a ¢erveného zeli (viz Ptiloha 2 F a G) obsah askorbové kyseliny klesl
vyznamné pouze do 1 mésice, a nasledny pokles jejiho obsahu sledovany ve 3. a 6. mésici

skladovani jiz nebyl vyznamny.
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5.2 Mrazena zelenina neblansirovana

5.2.1 Mrazena zelenina neblansSirovani — obecné

Primérné hodnoty obsahu askorbové kyseliny u jednotlivych druhti Cerstvé a mrazené
zeleniny v prib&hu jeji skladovani jsou znazornény v Tabulce 8. Z této tabulky vyplyva,
ze mrazirenské skladovani vedlo k znatelnému poklesu mnozstvi askorbové kyseliny, pficemz
v priméru byl ubytek po 1 mésiénim skladovani 91%. Ubytek askorbové kyseliny b&hem celé
doby skladovani mrazenych neblansirovanych vzorki je ndzorné vyobrazen v Grafu 3. Podobné
jako u sterilované zeleniny vystup analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni obecné pro vSechny
kategorie mrazené zeleniny bez ohledu na druh, uvadi hodnotu hladiny vyznamnosti p < 0,05.
Nasledny Schefteho test (viz Piiloha 3) shodn€ stanovil mezi ¢erstvymi vzorky a vSemi vzorky
mrazenymi (1 mésic, 3 mésice a 6 mésicl) statisticky rozdil. Mezi samotnymi kategoriemi
mrazenych vzorkl nebyl statisticky rozdil prokazéan. Pti dlouhodobém skladovani pti teplotach
-20 °C se mnozstvi askorbové kyseliny pohybovalo v nizkych hodnotach jiz po 1 mésici

a po 6 mésicich bylo jiz u vSech vzorkt, s vyjimkou brokolice, pod limitem detekce.

Tabulka 7 Obsah askorbové kyseliny v Cerstvé a mrazené zeleniné

Primérny obsah askorbové kyseliny (mg/100 g) + SD

Druh

zeleniny Cerstva Mrazena 1 mésic  MraZena 3 mésice  MraZzena 6 mésict
Kvetak 58,56 £ 0,87 4,96 + 0,68 0,73 £0,04 <LOD

Brokolice 50,46 £ 0,90 2,68 £0,04 1,04 £0,14 0,66 +0,03
Mrkev 3,83 +0,11 0,59 +£0,05 <LOD <LOD
Petrzel 39,23 +£ 0,61 3,35+0,30 0,81 +0,02 <LOD

SD, smérodatna odchylka; LOD, limit detekce
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5.2.2 Mrazena zelenina neblanSirovani — jednotlivé druhy

Vystup analyzy rozptylu jednoduchého ttfidéni pro kazdy druh mrazené zeleniny
samostatné shodn¢ urcil hladinu vyznamnosti u vSech druht p < 0,05. Naslednym Scheffeho
testem byl u kvétaku, brokolice, mrkve 1 petrzele, jak doklada Ptiloha 4 A - D, prokazan
statisticky rozdil mezi Cerstvymi vzorky a vSemi vzorky mrazenymi (1 meésic, 3 meésice
a 6 mésicll) a mezi 1 a 3 mésice mrazenymi statisticky rozdil. Mezi vzorky 3 a 6 mésict

mrazenych nebyl statisticky rozdil prokazan.

5.2.3 Mrazena zelenina — blan§irovani

U cerstvych vzorkli brokolice byl stanoven primérny obsah askorbové kyseliny
60,64 + 1,00 mg/100 g a po blansirovani klesl jeji obsah na 39,11 £ 0,32 g/100 g. Je tedy ziejmé,
ze blanSirovani vede k vyznamnému sniZeni obsahu askorbové kyseliny (p < 0,05).
Tabulka 9 uvadi hodnoty obsahu askorbové kyseliny v prubéhu skladovani pii rtznych
skladovacich teplotach u blanSirovanych i kontrolnich (neblansirovanych) vzorkt brokolice.
Jak je patrné z Grafu 4, ztraty askorbové kyseliny dosahovali u blansirované brokolice

I po 3 mésicich skladovani asi 40 %, kdezto u neblansirovanych vzorki jiz po 1 mésici
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skladovani dosahovali ztraty askorbové kyseliny 95%. Blansirovani tak vedlo k vyznamnému
snizeni ztrat askorbové kyseliny v prubéhu mrazirenského skladovani (p < 0,05).
Z Grafu 4 je dale patrné, ze teplota skaldovani neméla vyznamny vliv na obsah askorbové

kyseliny v mrazené brokolici.

Tabulka 8 Obsah askorbové kyseliny u blansirované a neblansirované brokolice skladované

pti riznych teplotach
Primérny obsah askorbové kyseliny
(mg/100 g) = SD
Kategorie brokolice MrazZena 1 mésic MraZena 3 mésice
Blansirovana, skladovana pii-70°C 37,51 £0,18 36,83 +0,33
Blansirovana, skladovana pii-20°C 37,12+ 0,33 35,04 + 0,30
Neblansirovana, skladovana pti -70°C 2,88 +0,12 0,44 + 0,04
Neblansirovana, skladovana pti -70°C 2,98 +£ 0,49 1,17+0,12
SD, smérodatna odchylka
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Graf 4 Ubytek askorbové kyseliny u neblansirované mrazené zeleniny v pribéhu skladovani

Pro posouzeni vlivu blansirovani, doby a teploty skladovani byla pouzita vicefaktorova
analyza rozptylu (viz Pfiloha 5), kde byl sou€asné¢ hodnocen vliv upravy pfed mraZenim,
doby a teploty skladovani na obsah askorbové kyseliny ve vzorcich brokolice. Ta stanovila
hladinu vyznamnosti pro testové kritérium kategorie (Gprava pfed mraZzenim) i dobu skladovani
p < 0,05, tudiz byl u téchto dvou parametrii stanoven statisticky rozdil. Naopak pro kritérium

teplota skladovani, kde p > 0,05 nebyl prokazan statisticky rozdil prokéazan.
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6 Diskuze

6.1 Sterilovana zelenina

Jak uvadi Miller & Knudson (2014) mnozstvi askorbové kyseliny v ¢erstvé zelening klesa
okamzit¢ od okamziku sklizn¢ a pokratuje 1 beéhem celé doby skladovani.
Dle Kalt (2005) je cilem tepelného opracovani zeleniny zvyseni jeji idrznosti, coz vsak sebou
nese i negativni nasledek, a to pokles obsahu mineralnich latek a vitamint podobé jejich
vyluhovani a degradace. Tyto nezddané reakce ndastavaji pti sterilaci, pasteraci, vareni
i skladovani. Jak podotyka Miller & Knudson (2014) u konzervované zeleniny se zna¢na Cast
AA nachazi v okolnim nélevu, kam byla vyluhovana v prabéhu zavafovani.

V této praci doslo vlivem sterilovani k primérnému poklesu obsahu AA u 7 druht
zeleniny o 57 %, piesnéji se pokles pohyboval v rozmezi 42 — 67 %, pfiCemz k nejmensimu
snizeni doSlo u kvétdku a nejvyssimu u mrkve. Hodnoty tbytku AA jsou srovnatelné s témi,
které ve své praci popisuje Sinha et al. (2011), kde pro zavatfovani uvadi ztaty AA v rozmezi
42 —90 %. Dle Jin et al. (2014) je pii strerilovani, ptipadné zavafovani zeleniny ve sklenénych
¢i plechovych obalech, oproti vaieni ve vrouci vod¢ dosahovano nizSich ztat AA,
coz je vysvétlovano mens$im objemem vody, ktery je v kontaktu se zeleninou. To potvrzuje
Bureau et al. (2015), ktery srovnaval zavatovani 10 minut pii 90 °C a vafeni ve vrouci vodé
po dobu 13 minut u 13 druht zeleniny, pfiCemz zavafovani vedlo k primérnym ztratdm AA
21 % a vateni ve vrouci vod¢ ke ztratam 51% AA.

Greco et al. (2007) ve své studii popisuje podobny ubytek AA u zavarené papriky jako
je tomu v této praci. Pfi konzervovani 22 minut pii 85 °C uvadi ztratu 61 % pivodniho mnozstvi
AA (pro srovnani ztraty AA papriky sterilaci v této praci byly 54,09%), pfi¢emz pied vlastni
sterilaci byla paprika jesté 4 minuty blansirovana pii teploté vody 85 °C. Naopak vyssi hodnot
ubytku AA uvadi Liato et al. (2016), kdy pfi sterilovani pti teploté 100 °C a Case plsobeni
12 minut byly u hrachu ztraty AA 99 % a u kukutice 98 %.

Béhem jednoho mésice skladovani byl ubytek AA u sledovanych druhii zeleniny
V porovnani s hodnotami po sterilovani v praméru 14,1 % (v rozmezi 4,4 — 26,8 %).
skladovani v porovnani s hodnotami 1. den po sterilovani se obsah AA snizil primérné
0 21,9 %, pficemz nejstabilnéji se projevila paprika s ubytkem 9,6 % AA a nevyssi pokles
39,1 % byl zjistén u bilého zeli.
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Pii sladovani po dobu 6 mésici v porovnani s hodnotami naméfenenymi 1. den
u papriky, a to 12,9 % a nejvyssiho ubytku rovnéz u bilého zeli 43,5 %.

Celkové ztraty AA v porovnani Cerstvé a 6 mesict skladované se pohybovaly v rozmezi
63 — 100 %. Nejmenéich relativnich ztrat bylo zaznamenano u kvétaku a nejvyssich u mrkve,
pri¢emz mrkev je zaroven zeleninou kterd obsahovala i v Cerstvém stavu velmi malé mnozstvi
AA. Rickman et al. (2007) ve své studii dospél k podobné celkové ztraté AA u 6 mésici
skladovanych sterilovanych zelenych fazoli v porovnani s ¢erstvymi vzorky, a to 72,5 %,
avSak ztraty zplisobené 6 meésici skladovani byly pouze 8 %. V této praci byly naméteny
hodnoty ztrat zpiisobené dlouhodobym skladovanim mnohem vyssi. Tyto rozdily dle LeSkové
et al. (2006) zavisi na specifickych podminkach béhem samotného procesu zpracovani
(teplota, pfitomnost kysliku, svétla, druhu a pH potraviny, poméru povrchu a objemu potraviny
a dobé trvani oSetfeni) a podminek skladovani. Spole¢na interakce vSech téchto Cinitelti vede

k variabilnim ztatam askorbové kyseliny.

6.2 Mrazena zelenina

Dle Patras et al. (2011) je mraZeni zeleniny obecné povazovano za techniku konzervace
potravin, kterd vede k nejvys$Simu uchovani senzorickych a nutri¢nich vlastnosti dané komodity
a je tak Casto vyuzivano pro zachovani ¢erstvého vzhledu potraviny a minimalizaci ztrat Zivin
jako jsou vitaminy a slouceniny s antioxidacnimi ucinky. Navzdory tomu, Ze mrazeni

je efektivni metodu konzervace potravin, dochazi i pfi ném ke ztratam AA.

V této praci byl u neblanSirovanych vzorkl zeleniny po 1 mésici skladovani pii -20 °C
pokles AA oproti mnozstvi v erstvych vzorcich v rozmezi 85 — 95 %. Nejmensi ztraty byly
zaznamenany u mrkve a nejvyssi u brokolice. Pfi ndsledném hodnoceni vlivu skladovani
pfi- 20 °C po dobu 3 mésict byl sledovan ubytek AA v rozsahu 98 — 100 %. Nejnizsi ztraty
byly zaznamenany shodné u petrzele 1 brokolice, naopak u mrkve byl obsah AA pod limitem
detekce. Pilro¢ni skladovani pti-20 °C vedlo ke ztratdm AA v rozmezi 99 — 100 %. U kvétaku,
mrkve 1 petrzele byl obsah AA pod limitem detekce, pouze u brokolice bylo zjisténo 1,3 %

pivodniho mnoZstvi askorbové kysekiny.

Miller & Knudson (2014) uvadi, ze mnozstvi ztrat AA zavisi na délce blanSirovani,
teplotnich podminkach skladovani a druhu dané plodiny. Bouzari et al. (2015) dodava,
ze degradace a ubytek AA v Case je variabilni dokonce 1 mezi jednotlivymi kultivary jedné

plodiny. Rozdilnou stabilitu AA mezi vzorky jedné plodiny vysvétluje Phillips et al. (2016)
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efektem rizného pH a faktory, které ovliviiuji enzymovou aktivitu, mezi néz patii tepelna
denaturace enzyml a pritomnost tepelné rezistentnich enzymi a ostatnich soucasti

extracelularniho matrixu bunék, jez bud’to podporuji nebo zabraiuji nevratné oxidaci.

Vyrazny a rychly ubytek AA u neblanSirované zeleniny ve své praci zmifuje
Patras et al. (2011), kdy u vzorkt neblansirované brokolice a mrkve po 2,5 h mrazeni pii -30 °C
popisuje ztratu AA 83 % a 53 % a u blansirované (3 minuty pii 95 °C) brokolice ubytek 0,2%
a blansirované mrkve 0,1%. Podobné tendence uvadi i Phillips et al. (2016), jenz uvadi ztratu
AA u neblansirovaného $penatu pii teploté skladovani -20 °C po 1 dni 13 %, po 3 dnech 59 %
a po 7 dnech 94 %. U neblansirované brokolice popisuji ztraty po 1,3 a 7 dnech na trovni 8 %,
48 % a 68 %. Podobné i Rahman et al. (2013) uvadi u mrazené neblansirované papriky
skladované 25 dni pii -40 °C ztraty 67 % AA a u skladovani pii -20 °C 90% ubytek.
Firdous et al. (2010) téZ popisuje vysoké ztraty AA, a to v rozmezi 54,1 — 89,1 % u 7 druhd
zeleniny skladované 15 dni pii -20 °C. Srovnani neblanSirovanych a blansirovanych vzork
mrazené zeleniny se ve své praci vénuje Serpen et al. (2007), kdy zkouma vliv blanSirovani
u mrazirenského skladovani semen hrachu. Hrach byl skladovan po dobu 1 roku pii -18 °C,
priCemz ztraity AA u blanSirovaného vzorku (80 C po dobu 2 minut) byly 35 %

a U neblansirovaného 92 %.

Podle Munyaka et al. (2010a) je zelenina obvykle za ucelem inaktivace enzymu,
které zptisobuji oxidaci AA pied vlastnim mraZenim blanSirovana. Dle Bahgeci et al. (2005)
je pozitivni vliv blan§irovani krom inaktivace enzymi i v redukci mikrobialniho zatiZeni,
odstranéni vzduchu a zachovani barvy mrazené potraviny. Spinola (2014) uvadi,
7e blanSirovani vede ke ztrdtdm 25 — 90 % AA, pficemz Ubytek zavisi na pouzité teploté,
case a samotném druhu zeleniny. Ve své praci Bahceci et al. (2005) dale popisuje, Ze pfestoze
mrazeni zna¢né snizuje enzymatické reakce a mikrobidlni riist, nedokaze tyto procesy zcela
zastavit. Nasledné reakce mohou vyustit v nezddanou pfitomnost pachti, zménu barvy i chuté
produktu a ztratu zivin. To potvrzuje i prace Munyaka et al. (2010b) v niz autor upozoriuje,
7e je potieba zajistit takovou dobu blansirovani, kterd zaruci dostateCnou inaktivaci vSech
oxidaci zpisobujicich enzymt, jelikoZ rezidudlni enzymatickd aktivita mize vyustit

v degradaci AA na DHA.

U této prace vedlo blanSirovani brokolice k ubytku 35,5 % AA. Nasledné skladovani
pii- 20 °C se po 1 mésici vedlo ke ztratam 3,3 % AA a po 3 mésicnim skladovani ubylo 6,7 %
AA, coz vCetné ztrat zpisobenym blansirovanim predstavuje celkovy ubytek 42,2 % AA oproti

mnozstvi AA obsazenému v Cerstvém vzorku. Skladovani, které bylo realizovano pfi teploté
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- 70 °C, vedlo po 1 mésici ke ztratdm AA v hodnoté 2,6 % a po 3 mésicich k ubytku 3,8 %,
to odpovida celkovym ztratam AA oproti pivodnimu mnozstvi v Cerstvé brokolici 39,3 %.
Tyto poznatky jsou v souladu spraci Sikora et al. (2008), ktery uvadi, Ze blansirovani
se pti mrazirenském skladovani podili na ztratach askorbové kyseliny nejvétsi mérou.
To potvrzuje Lee et al. (2018), ktery u blanSirovani brokolice (1 minutu ve vrouci vod¢)
popisuje ztraty 12,1 % i Tosun & Yiicecan (2008) jez uvadi ubytek 19,1 % AA po blansirovani
brokolice (3,5 minuty pfi 96 °C) a dale také Gebczynski and Kmiecik (2007),
ktefi po blansirovani (3 minuty 95 — 98 °C) kvétaku uvadi ztraty AA 21 %. Vyssi Gbytek
askorbové kyseliny pii blanSirovani ve své praci zmifuji Tosun & Yiicecan (2007)
a to u blansirovani brokolice (3 minuty ve vrouci vod¢), kdy popisuji ztraty AA 31,3 %.
Témét ke shodnym vysledkiim dospél 1 Galgano et al. (2007), ktery rovnéz u blanSirované
brokolice (3 minuty pii 96 °C) uvadi ztraty AA 32 %. Také Volden et al. (2008) shledal
U blanSirovani vyssi ztraty, pfesnéji u blanSirovani Cervené¢ho zeli (3 minuty pii 94 — 96 °C)
48 % AA. Dale Severini et al. (2016) popisuje pokles obsahu AA u blanSirované brokolice
(3 minuty ve vrouci vod¢€) o 58,7 %. Nejvyssi ubytek u brokolice zptisobeny blansirovanim

(5 minut ve vrouci vod¢) uvadi Zhang & Hamauzu (2004), kde ztrata AA ¢inila 59,2%.

I naproti ztratdm A A, ke kterym blanSirovani vede, se na zakladé¢ vysledku této prace jevi
vhodné;jsi tento postup pfed samotnym zmrazenim zeleniny pouzit, jelikoz byly celkové ztraty
AA porfad mnohem mensi nez u neblanSirovaného vzorku brokolice, u kterého doslo

jiz po 1 mésici skladovani ke ztraté 95 % askorbové kyseliny.

Ubytek askorbové kyseliny béhem mrazirenského skladovani se u fady autorti riizni.
Napriiklad Tosun & Yiicecan (2008) uvadi u blansirované brokolice, ktera byla skladovana
3 mésice pti -18 °C, ze ztraty se rovnaly 4,0 % AA. O néco vyssi ztraty AA jsou K nalezeni
v praci Galgano et al. (2007), ve které byla blansirovand brokolice skladovdna 2 mésice
pti teploté -18 °C, coz vedlo ke ztraté¢ 10 % AA, pficemz celkovy pokles véetné blansirovani
byl roven 32 %. Nizké ztraty AA popisuje i Phillips et al. (2010), kdyZz zmifiuje tbytek AA
b&hem 3 mési¢niho skladovaniu pfedem blansirované listové kapusty pfi teploté -60 °C o 1,3 %
AA, béhem 1 ro¢niho skladovani ztratila tataz kapusta 13,7 % AA. Podobné Soares et al. (2017)
uvadi pokles mnozstvi askorbové kyseliny u blanSirované a 1 rok pfi teploté -30 °C skladované
brokolice v rozmezi 15 — 18 %. Vys§i ztraty AA popisuji Gebczynski & Kmiecik (2007),
kdyz ve své studii zminuji ztraty u kvétaku skladovaného 4 mésice pii -20 °C v hodnot¢ 28,1 %
AA, pficemz spole¢né s blan§irovanim byla celkova ztrata 46,7 % AA. K takika shodnym

vysledkim dospél Goncalves et al. (2011), jenZ u blan$irované a 4 mésice pii-25 °C skladované
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brokolice popisuje ubytek 29 % AA. Rickman et al. (2007) ve své praci uvadi,
7e ztraty U blansirované brokolice po 1 roce skladovéani pii -20 °C byly 50 % wvcetné
blansirovani. K podobné hodnoty, avSak u skladovani pouze 6 mésict pti teploté -18 °C uvadi
ve své praci Tosun & Yiicecan (2007), kdy u zelenych fazoli uvadi celkovou pokles AA vlivem
blansirovani a skladovani 42,4 % a u brokolice 66,5 %. Vlivem skladovani pii riznych
teplotach se ve své praci zabyval Spinola et al. (2013), kdy zkoumal ubytek AA u extraktu
Z blansirované brokolice skladované pti -80 a -20 °C. po 1 a 2 mésicich skladovani byly
u teploty -80 °C ztraty 1 a 2 % a u teploty -20 °C 7,5 a 17,2 %. Podobné hodnoceni ve své praci
provedla i Polinati et al. (2010), ktera u skladovani ovocnych s§tav z jablek a pomeranct
pii teploté -18 a -70 °C po dobu 1 mésice neshledala Zadné rozdily. Jak je patrno z vysledku
této prace i praci vyse zminénych autorti je mrazeni u¢innym prostiedkem uchovani askorbové
kyseliny v zeleniné. To potrvzuje i Spinola et al. (2013), ktery ve své studii dochazi k zavéru,
ze nizké teploty jsou kliCovym faktorem k prevenci oxidace AA. Cocetta et al. (2014) dopliuje,
ze navzdory tomu, Ze je skladovani blanSirovené zeleniny pii nizké teploté efektivni metodou

konzervace potravin, dochazi i tak pfi ném k mirné degradaci AA
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[ Zavér
Cil prace byl splnén. Byl vytvoren piehled védecké literatury kK tématu diplomové prace
arovnéz byl vyhodnocen obsah askorbové kyseliny ve vybranych druzich Ccerstvé

I konzervované zeleniny a jeho zména vlivem skladovani.

e Hypotéza predpokladajici nejvyssi obsah vitaminu C u Cerstvych vzorkl zeleniny
anejniz§i u sterilované zeleniny nebyla potvrzena, jelikoz obsah vitaminu C
(vyhodnocovano pouze u zeleniny, kterd byla zadroven neblanSirovana — mrazena
i sterilovana) klesal v tomto poradi: Cerstva > sterilovana (1 den po sterilaci) >
sterilovand (1 mésic po sterilaci) > sterilovana (3 mésice po sterilaci) > sterilovana
(6 mésicti po sterilaci) > mrazena (1 mésic po zmrazeni) > mrazena (3 mésice
po zmrazeni) > mrazena (6 mésict po zmrazeni). U pfipadu, Ze nejniz$i mnozZstvi
vitaminu C bylo stanpveno u 6 mésicii mrazené zeleniny hraje vyznamnou roli
skute€nost, Ze pfed samotnym mraZenim nebylo pouZito blanSirovani zeleniny.

e Piedpoklad poklesu obsahu vitaminu C s délkou skladovani nebyl potvrzen
U mrazenych, ani u sterilovanych vzorkii. Nejvyssi ubytek u sterilované zeleniny byl
zpusoben procesem blansirovani a ndsledné skladovéani nevedlo k vyznamnému
poklesu. U mrazené neblansirované zeleniny byl pocatec¢ni vyrazny pokles zptisoben
faktem, ze vlivem vynechani blansirovani nedoslo k inaktivaci askorbat oxidazy,
coz vyustilo v degradaci vitaminu C. Samotné skladovani pak rovnéz,
jako sterilované zeleniny, nevedlo k vyznamnému tbytku vitaminu C.

e Hypotéza o obsahu vitaminu C pod limitem detekce po 6 mésicich mrazirenského
skladovani nebyla potvzena pro brokolici, ale u ostatnich druhli neblansirované
mrazené zeleniny (mrkev, petrzel a kvétdk) byl obsah askorbové kyseliny
po 6 mésicich pod limitem detekce.

e Piedpoklad, Ze obsah vitaminu C bezprostiedné po sterilaci klesne na polovinu
ve srovnani s ¢erstvou zeleninou, byl potvrzen, jelikoz primérny ubytek askorbové

kyseliny byl 57 %.

Ze ziskanych poznatkd vyplyva, Ze sterilovani zeleniny jako metoda konzervace zeleniny
je ucinnym prostfedkem pro dlouhodobé uchovani vitaminu C. Toto tvrzeni je platné hlavné

U druhil, které maji jeho vyssi pocateCni obsah. U zeleniny skladované pii mrazirenskych
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teplotach je nutno, pro uchovani co nejvyssiho mnozstvi vitaminu C, ped samotnym mrazenim

zeleninu blanSirovat.
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10 Samostatné prilohy
Priloha 1 Sterilovana zelenina - obecna data

A - Scheffeho test pro sterilovanou zeleninu

5 Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERILOVANA)
C. bunky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 578,28, sv= 100,00

Kategorie 1 2 3 4 5
52,177 23,423 17,862 14,880 12,144
1 Cerstva 0,006909 0,000608 0,000143 0,000035
2 1 den po sterilovani 0,006909 0,966820 0,856325 0,679620
3 1 mésic po sterilovani 0,000608| 0,966820 0,996855 0,963307
4 3 mésice po sterilovani 0,000143 0,856325 0,996855 0,997754
5 6 mésicu po sterilovani 0,000035| 0,679620 0,963307 0,997754

B - Priimérny obsah askorbové kyseliny (mg.100 g?) u jednotlivych druhi derstvé a
sterilovené zeleniny

Druh ¥ , Sterilovana  Sterilovana  Sterilovana  Sterilovana
. Cerstva v « v s o
zeleniny 1 den 1 mésic 3 mésice 6 mésici

Paprika 139,35+2,34 63,97+1,22 57,22+0,28 50,61 +£0,65 46,01 £0,52
Kvétak 58,56 +0,87 34,15+046 31,55+0,23 27,69+0,02 21,38+0,09
Brokolice 50,46 0,90 18,05+0,33 8,93 +0,36 7,39 £ 0,13 5,8+0,10
Zeli bile 30,12+1,35 13,49+0,13 5,42+0,04 1,71 £ 0,11 0,38 £ 0,33
Zeli Cervené 43,68 0,60 14,74+0,82 5,67+0,06 4,58 +0,37 3,33+ 0,09
Mrkev 3,83 +0,11 1,28 0,06 0,63 + 0,07 0 0
Petrzel 39,23 +£0,61 183+0,70 15,61 +0,24 12,09 + 0,05 8,1 £0,19




Priloha 2 Scheffeho testy pro jednotlivé druhy sterilované zeleniny

A - Scheffeho test pro sterilovany kvétak

Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL KVETAK)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,31117, sv = 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
58,563 34,147 31,553 27,693 21,380
1 Cerstva 0,000000{ 0,000000| 0,000000| 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,003510( 0,000001| 0,000000
3 1 mésic po sterilovani 0,000000{ 0,003510 0,000147{ 0,000000
4 3 mésice po sterilovani 0,000000{ 0,000001| 0,000147 0,000002
5 6 mésici po sterilovani 0,000000f 0,000000] 0,000000{ 0,000002
B - Scheffeho test pro sterilovanou petrzel
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL PETRZEL)
C. buiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,28930, sv = 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
39,233 18,293 15,610 12,093 8,1000
1 Cerstva 0,000000( 0,000000] 0,000000] 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,002081| 0,000001| 0,000000
3 1 mésic po sterilovani 0,000000( 0,002081 0,000238( 0,000000
4 3 mésice po sterilovani 0,000000f 0,000001| 0,000238 0,000080
5 6 mésici po sterilovani 0,000000f 0,000000] 0,000000| 0,000080
C - Scheffeho test pro sterilovanou papriku
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL PAPRIKA)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 2,3198, sv = 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
139,35 63,970 57,217 50,603 46,013
1 Cerstva 0,000000{ 0,000000| 0,000000{ 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,004929( 0,000018( 0,000001
3 1 mésic po sterilovani 0,000000 0,004929 0,005710 0,000087
4 3 mésice po sterilovani 0,000000 0,000018 0,005710 0,052788
5 6 mésicl po sterilovani 0,000000 0,000001 0,000087 0,052788
D - Scheffeho test pro sterilovanou mrkev
Scheffeho test; proménnd Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL MRKEV)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,00619, sv= 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
3,8267 1,2833 ,62667 ,08667 0,0000
1 Cerstva 0,000000{ 0,000000| 0,000000{ 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,000028| 0,000000( 0,000000
3 1 mé&sic po sterilovani 0,000000| 0,000028 0,000157| 0,000043
4 3 mésice po sterilovani 0,000000( 0,000000{ 0,000157 0,766919
5 6 mésicu po sterilovani 0,000000| 0,000000| 0,000043| 0,766919




E - Scheffeho test pro sterilované bilé zeli

Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL BILE ZELI)

C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,57186, sv= 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
30,117 13,490 5,4200 1,7133 ,38333
1 Cerstva 0,000000( 0,000000| 0,000000| 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,000003| 0,000000| 0,000000
3 1 mésic po sterilovani 0,000000( 0,000003 0,002376| 0,000204
4 3 mé&sice po sterilovani 0,000000( 0,000000| 0,002376 0,384344
5 6 mé&sicu po sterilovani 0,000000| 0,000000| 0,000204| 0,384344
F - Scheffeho test pro sterilovanou brokolici
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL BROKOLICE)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,32437, sv = 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
50,463 18,043 8,9333 7,3900 5,8033
1 Cerstva 0,000000| 0,000000| 0,000000| 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,000000( 0,000000| 0,000000
3 1 mésic po sterilovani 0,000000( 0,000000 0,088343 [ 0,000985
4 3 mé&sice po sterilovani 0,000000| 0,000000| 0,088343 0,077715
5 6 mésicu po sterilovani 0,000000 0,000000 0,000985 0,077715
G - Scheffeho test pro sterilované ¢ervené zeli
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (STERIL CERVENE ZELI
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,35235, sv = 10,000
Kategorie 1 2 3 4 5
43,683 14,733 5,6733 4,5767 3,3267
1 Cerstvé 0,000000| 0,000000| 0,000000 0,000000
2 1 den po sterilovani 0,000000 0,000000| 0,000000 0,000000
3 1 mésic po sterilovani 0,000000 | 0,000000 0,340806 0,010768
4 3 mésice po sterilovani 0,000000 0,000000 0,340806 0,234119
5 6 mésicu po sterilovani 0,000000 0,000000 0,010768 0,234119




Priloha 3 Scheffeho test pro mrazenou zeleninu obecné

Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (MRAZENO)
C. buitky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 120,05, sv = 44,000

Kategorie 1 2 3 4
38,022 2,8950 ,67417 ,24583

1 Cerstva 0,000000 0,000000 0,000000
2 1 mésic mrazena 0,000000 0,969389 0,949710
3 3 mésice mrazena 0,000000 0,969389 0,999763
4 6 mésicli mrazena 0,000000 0,949710 0,999763




Priloha 4 Scheffeho testy pro jednotlivé druhy mrazené zeleniny

A - Scheffeho test pro mrazeny kvétak

Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (MRAZ KVETAK)

C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = ,46148, sv = 8,0000
Kategorie 1 2 3 4
58,563 4,9633 ,73333 ,13000
1 Cerstva 0,000000 0,000000 0,000000
2 1 mésic mrazena 0,000000 0,000500 0,000195
3 3 mé&sice mraZzena 0,000000 0,000500 0,760623
4 6 mé&sicl mrazena 0,000000 0,000195 0,760623
B - Scheffeho test pro mraZzenou brokolici
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (MRAZ BROKOLICE)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,31415, sv = 8,0000
Kategorie 1 2 3 4
50,463 2,6800 1,0433 ,65667
1 Cerstva 0,000000 0,000000 0,000000
2 1 mésic mrazena 0,000000 0,044844 0,015329
3 3 mésice mrazena 0,000000 0,044844 0,867509
4 6 mésict mrazena 0,000000 0,015329 0,867509
C - Scheffeho test pro mrazenou mrkev
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (MRAZ MRKEV)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,00560, sv = 8,0000
Kategorie 1 2 3 4
3,8267 ,58333 ,09333 0,0000
1 Cerstva 0,000000 0,000000 0,000000
2 1 mé&sic mrazena 0,000000 0,000352 0,000101
3 3 mésice mrazena 0,000000 0,000352 0,538584
4 6 mésicu mrazena 0,000000 0,000101 0,538584
D - Scheffeho test pro mrazenou petrzel
Scheffeho test; proménna Askorbova kyselina (mg/100g) (MRAZ PETRZEL)
C. buiiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,17443, sv = 8,0000
Kategorie 1 2 3 4
39,233 3,3533 ,82667 ,19667
1 Cerstva 0,000000 0,000000 0,000000
2 1 mésic mrazena 0,000000 0,000610 0,000126
3 3 mésice mrazena 0,000000 0,000610 0,390658
4 6 mésict mrazena 0,000000 0,000126 0,390658




Priloha 5 Analyza rozptylu dvojného tfidéni pro blansirovanou a neblansirovanou brokolici

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Askorbova kyselina (mg/100g)

Efekt (BLANS NEBLANS)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢len 8890,420 1 8890,420 22898,70 0,000000
Kategorie 7248,155 1 7248,155 18668,78 0,000000
Doba skladovani 18,375 1 18,375 47,33 0,000001
Teplota skladovani 0,680 1 0,680 1,75 0,200604
Chyba 7,765 20 0,388

Vi




