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ovop

I pfi naristajicim po€tu informaci o biologické hod-
not& nealkoholickych napoji obsahujicich ovocnou nebo
zelen'novou sloZku se posuzuje obsah vitaminu C stéle
jako st&Zejni Céast jejich vyZivové kvality. Proto je i rela-
tivné nizkd hodnota vitaminu C v napojich, napf. 20 az
50 mg.1-1, znatné cennd a jeji kontrola by se méla pro-
vadét jednoduchymi, aviak spolehlivymi metodami.

V oblasti analytiky vitaminu C aplikované na potravi-
novy materidl byla v poslednim desetileti vyvinuta a za-
vedena rada piivodnich nebo nové mod fikovanych me-
tod. Pozoruhodného rozvoje doznaly metody elektroche-
mické [1, 2]. Nové inovované kolorimetrické postupy
vyuZivaji novych typii Cinidel a dosahuji tak v&t3i spe-
cifity a citlivosti; napf. pro reakci askorbatu (dédle KA)
s Cu?t se pouZiva 2,2-bichinolinu [3], pro reakci KA a
Fe*+ ferrozinu [4] nebo bathofenatrolinu [5]. Stile ak-
tudlni metody fluor'metrické byly zdokdnaleny vypraco-
vanim semiautomatické analyzy na zaklad& tvorby a de-
tekce chinoxalinu [6] a chromatografickou separaci
s néaslednou oxidaci KA a jeji kondenzaci s o-fenylend:-
aminem [7].

Také kapalinovd chromatografie patii k zdkladnim
metoddm sepzrace a stanoveni KA a asto i jeji oxido-
vané formy kyseliny dehydroaskorbové (dédle KDA).
Kromé iontové vyménné se zde v posledni dob& neoby-
Cejné rozsifilo uplatn&ni vysoce a€inné kapalinové chro-
matograf‘e. Jednotlivé postupy se 1ii druhem sorbentu
a zejména zplisobem detekce KA. kterd je obvykle elek-
trochemicka [8], spetrofotometrickd [9—11], popi.
fluorimetrickd [12, 13].

Nejvétsiho pokroku v usili o vypracovédni jednoduché
a spolehlivé metody se dosdhlo pfi vyuZiti enzymové
oxidace KA, a to nejfastéji enzymem . askorbatoxidore-
dukt2sou, izolovanym z okurek nebo z tykve Po uvedeni
€'stého prepardtu tohoto enzymu firmou Boehringer kon-
cem 70. et na trh bylo vyzkou3eno a navrZeno vice neZ
deset riiznych metodickych postupfi. pi¥i kterych se en-
zymové, tzn. vysoce specif ckd ovidace KA monitoruje
elektrochem'cky, nej¢ast&ji Clarkovou elektrodou, ktera
indikuje tbytek kysliku z pros'fedi [14, 15]. Enzym se
jiZ podatilo stabilng& véazat na sorbent a vyuZivat ho jako
enzymového rezktoru priitokovym zpiisobem [16, 17].
V odliSné modifikaci se m&Ffi zm&na absorbance roztoku
v UV oblasti pfed a po enzymové ox'daci KA [18]. V ji-
ném provedeni je enzymu pouZito k oxidadnimu odstra-
néni KA z roztoku; v pilivodnim i enzymov® oxidovaném
prostiedf se -uskutefni nespecificka oxidace KA aj. re-
dukujicich latek, napf. soli Zelezitou nebo médnatou
[19], popt. tetrazoliovou soli [20] a redukovany produkt
se’ hodnoti fotometricky -jako barevn§ komplex. -Vy-
sledky ziskané pfi pouZiti této metody jsme mé&li moZ-
nost proveéfit pfi prdci se soupravou pro enzymové sta-

noveni vitaminu C v potravinach firmy Boehringer
(Mannheim).

V r. 1979 byla poprvé publikovdna zprava o jiném
oxidoreduktasovém enzymu, jehoZ substratem je KA —
o askorbatperoxidase, ktera udajné specificky v pfitom-
nosti askorbdtu rozkldada peroxid vodiku a prenosem
elektroni z molekuly askorbatu jej redukuje na vodu
[21]; oxidaénim produktem KA je KDA:

KA + H,0, == KDA + 2H,0

V dal3im sdéleni tychZ autord [22] byla prezentovéna
jednoducha aplikace tohoto enzymu ke stanoveni KA
v ovoci a zelenin&, zaloZend na méieni absorbance ex-
traktu vzorku pfi 265 nm, a to v plivodnim stavu a po
enzymovém rozkladu KA.

Tento enzym jsme opakované& preparovali, stanovili
jsme jeho zdkledni charakteristiky a provérili jsme né-
kol’ka zpilisoby moZnosti jeho analytického vyuZiti.

MATERIAL A METODY

Priprava enzymu: hrachové vyhonky (10—15 cm) se
homogenizuji s vychlazenym  fosfatovym  pufrem
(0,05 mol.1-L, pH 7,1). Po hrubé filtraci se homogenat
odstiedi pfi 10000 g a vysoluje se siranem amonnym na
stupeii nasyceni 55 a 80 %. Odstieduje se vZdy 30 min
pii 40000 g a sniZené teploté. Cisténi bilkovinného pre-
pardtu dialyzou a na sloupci DEAE-celulosy, jeZ autofi
doporucuji, se p¥ilis neosvédcilo.

Biochem'cké parametry enzymu: optimélni teplota 22
aZz 24°C, optimélni pH prostfedi 6,0—7.,0, hodnota Mi-
chaelisovy konstanty pii 22°C a pH 65, 1,.9.10-4 mol.
.dm—3, akt‘vita enzymu se ménila v rozmezi 38—45
umol KA .min-! a 1 mg bilkovin pfi 22°C a pH 69. En-
zym neni stereospecificky. nebot kyselina D-iscaskorbo-
va je jim oxidovéna o 22 % u&inngji neZ L-KA.

VI'v nékterych enzymovich stimuldtorii a inhibitori:
ATP zvyZfuje aktivitu o 6%, NAD+ o 49 a NADP+
o 10 %. Kyselina monoj6doctova snZuje akt vitu enzymu
o 86 %, p-nitrofenol o 75% a azid sodny akiivitu ne-
ovliviiuje. Reakce enzymu s pyrogallolem je siln& pozi-
tivni, a ukazuje tak na obecnéjsi charakter peroxidasové
aktivity preparatu.

Provedeni enzymové reakee: K 10 ml pufru [Na-fosfé-
tovy, 0.1 mol.1-1, pH 69) se piFidd 0.05—1 gmol KA
(10—200 zg) nebo odpovidajici mnoZstvi extraktu népoje
v pufru a 0,3 ml roztoku enzymu v pufru (odpovidd 1 mg
bilkoviny); reakce se odstartuje piiddnim 6 umol H,0,
a inkubuje se pfi pokojové teplot# po dobu 10 min pfi
pravidelném protfepdvédni. Paralelné se provadi zkou3ka
na chemickou oxidaci KA peroxidem (tj. v roztoKku o stej-
ném sloZeni, av3ak bez pfitomnosti enzymu), jejiZ vysle-
dek se od enzymového testu odecitd. Reakce se zastavuje
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pFiddnim 10 ml 10% kyseliny trichléroctové nebo meta-
fosforecné.

Stanoveni dbytku KA po enzymové oxidaci, jeZ je kli-
Covou ¢asti analyzy, bylo provddéno ndkolika zplisoby;

1. Titraci 2,6-dichlorienol’'ndofenclem (podle CSN
56 0050).

2. Reakci KA (aj. redukujicich latek) s Fe3+ a kon-
denzaci Fe?+ s ll-dipyridylem nebo o-fenantrolinem
(vzniké Cervené zbarveni) [5].

3. Po oxidaci KA na KDA enzymem kondenzaci
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem [23].

4. Méfenim zmény absorbance roztoku v UV oblasti
(240—270 nm) [21].

Uvedena stanoveni byla provadéna s pouZitym rozto-
kem KA, s extrakty riiznych nealkoholickych népoji a
déle s ndpoji obohacenymi o standardni pfidavek KA.
Nékteré vysledky téchto analyz byly srovnavany s vy-
sledky dosaZenymi pii pouZ'ti setu firmy Boehringer
(Ascorbic acid — color'metric method, Cat. NO. 409 677)"
KA se oxiduje oxidoreduktasou, redukuijici latky jsou
v plivodnim a v enzymové oxidovaném vzorku stanoveny
reakci s tetrazoliovou soli pfi spolupilisobeni piFend3ece
elektronli methylfenaziniamethylsulfatu- méfi se inten-
zita €erveného formazanového zbarveni.

VYSLEDKY A DISKUSE

KDA

V pokusech bylo zpracovdno celkem 30 riiznych vzor-
kii, pfevdZn& moSty, ovocné dZusy, zeleninové 5tdvy a
préskové ptipravky.

Pri provérovani vhodnosti aplikace enzymu pfi titraci
KA 2.8-dichlorfenolindofenolem (paralelné byl titrovan
pliivodni extrakt népoje a tentyZ extrakt po enzymovém
odstran&ni KA) se ukézalo, Ze pracovni postup je zati-
Zen systematickou chybou, jejiZ velikost vzristd s kle-
sajicim obsahem vitaminu C v népoji. Tato chyba je zfej-
mé disledkem pomérné malé citlivosti titraéni metody,
takZe mnozstvi KA, jeZ bylo moZno timto zplisobem spo-
lehlivé stanovit, pifesahovalo oxida¢ni kapacitu enzymu.

Mnohem 1spé&3néji se ovédcéila metoda stanoveni KA
(aj. redukujicich latek) po oxidaci Zelezitou soli s na-
slednou barevnou reakci vzniklého Zeleznatého iontu;
paralelng byly stanoveny interferenty po enzymové oxi-
daci KA v roztoku. ProtoZe lze v tomto pripadé doséh-
nout dobré relace mezi optimélni koncentraci KA pro
jeji enzymovou oxidaci i pro jeji reakci se Zelezem a
komplexotvornym €inidlem, a protoZe je tato reakce za-
roveii znaéné& citlivd (lze uré€it 0,05 umol, tj. 9 ug KA),
umoZiiuje zminénd metoda spolehlivé stanoveni KA v na-
pojich (recovery standardniho piidavku KA 1012t
+450%) jestd pri koncentraci 2,5 mg na 100 g népoje.
VéaZnym iuskalim této metody je neodstranitelny rusivy
vliv pfirozeného i umélého, zpravidla ¢erveného zbarve-
ni nékterych népojii.

Relativné nejlep3ich vysledkii se dosdhlo pfi stanove-
nf obsahu pozitivnich latek ve vzorcich 24-dinitrofenyl-
hydrazinem, a to v jejich pivodnim extraktu a v ex-
traktu oxidovaném KA peroxidasou (tzn. po prevedeni
KA na KDA, kterd ddva s uvedenym <¢inidlem d¢ervené
zbarveny osazon). Recovery standardniho pridavku
i shoda vysledkii s paralelni analyzou pouZitim setu
Boehringer jsou uspokojivé (1015 9% * 3,2, korelaéni
koeficient 0,88), nezbytnou podminkou v3ak je odstra-
n&ni stop peroxidu vodiku ve slepém (enzymem neoxi-
dovaném) vzorku. Metoda je znac¢né& citlivd, nebotf dovo-
luje analyzovat s pfijatelnou spolehlivosti népoje s ob-
sahem 2 mg KA ve 100 g; po zatazeni daldiho kroku —
redukce phvodni kyseliny dehydroaskorbové na KA
(napf. homocysteinem [24]) — je moZno ur¢'t separatni
obsah obou t&chto sloZek vitaminu C.

Stanoveni obsahu KA spektrofotometricky méfenim ex-
tinkef roztokt v UV oblasti (napf. pFi 265 nm ve vod-
ném roztoku a pfi 254 nm v roztoku 5% kyseliny meta-
fosforetné) je znatné citlivé, aviak spektrdlni méieni
sloZit&jdich systémi, obsahujicich sloZky enzymu, peroxid
vodiku, pufr, event. téZ n&které pfirozené i umélé latky,
jako flavonoidy, indoly, chinin apod., je kompl‘kovédno
nepravidelnymi posuny vlnové délky pro maximalni ab-
sorbanci a riznymi interferujicimi vlivy. Spektrdln& en-
zymovd metoda analyzy proto vyZaduje dodrZovani
urgitych pracovnich podminek specifickych pro riizné

druhy népoji, a jeji pouZitelnost pro tento typ potravi-
nového materidlu neni tedy univerzalni.
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Zloch, Z.: Prispévek k enzymovému stanoveni vitaminu C
v nealkoholickych néapojich. Kvas. prim., 32, 1986, &. 10,
s. 239—241.

V préaci je struény popis pFipravy enzymu askorbét-
peroxidasy a piehled optimélnich podminek pro jeho
aplikaci ke specifické a kvantitativni oxidaci kyseliny
askorbové v extraktech riznych nealkcholickych népo-
ji. Spojenim této oxidace s béZnymi zplisoby stanoveni
vitaminu C se zachovadva jednoduchost provedeni ana-
lyzy, aviSak zvySuje se specifita metody. Na zdkladé hod-
noceni nékolika analytickych zpilisobli a srovnéni jejich
vysledkii s vysledky dosaZenymi pouZitim renomovaného
setu firmy Boehringer (Mannheim) se doporuuji dvé
rizné modifikace stanoveni vitaminu C v népojich: re-
dukce Zelezité soli v pivodnim a v enzymové oxidova-
ném vzorku a kolorimetrické stanoveni Zeleznaté soli
[pro mélo barevné népoje) a kolorimetrické stanoveni
2 4-dinitrofenylosazonii v pivodnim a v enzymové& oxi-
dovaném vzorku. Ob&ma metodami lze spolehlivé uréit
vitamin C v mnoZstvi 3 mg na 100 g népoje.

3a0x, 3.: K suzumuomy onpesnenennio Butamuna C B Ge-
3afKkoroabhbix HanuTkax. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 10, cTp.
239—241.

B paGote BKpaTtue onHcaH cnocol TOJyYeHHS 3H3HMA
ackopOaTnepoKcHaas3sl H JaH KpaTKHil 0630p Mo onTHMa/b-
HbIM YCJOBHSIM JIJIsi €r0 NPHMEHEeHHs B leasxX cneunduy-
HOTO H KOJIHYECTBEHHOTO OKHCJIEHHS aCKOPOHHOBOW KHCJOTHI
B 3KCTpaKTax pasHbix 6e3aJKoroJbHpix Hanutkos. O6be-
JAHHEHHEM 3TOrO0 OKHCJEHHS C OOBLIYHO NMPHMEHSeMbIMH CMO-
cobamu omnpexeiennss BHTamuHa C  coxpansiercs  He-
CJOKHOCTD MpOBeJAEHHs aHaJHW3a, OIHAKO NOoBBILLAaeTcs
cneunduyHocTs Meroga. Ha ocHOBE OLEHKH HECKOJbKHX
AHAJHTHYECKHX Croco6OB M COMOCTAaBJAEHHS HX Pe3y/]bTaToB
C pe3y.]bTaTaMH, NOJYYeHHbHIMH C NMPHMEHEHHeM H3BECTHOro
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yerpoiicta ¢-b Bspunrep (ManxaiiM) pekomeHayioTcs
ABe pa3Hble MoAHGHKauHH onpeaenenus sutamuua C B Ha-
NHTKaX: BOCCTAHOBJEHHe COJefi TPeXBaJEHTHOro IKejesa
B HCXOJHOM H B tpepuemamano OKHCJICHHOM oﬁpaauax H
KOJIODHMETPHYEeCKOe OnpejesieHHe COJH JBYBAJeHTHOTO Ke-
Je3a (AJaf MaJ0 OKpAalIeHHBIX HAMHTKOB) H KOJOPHMETpH-
yeckoe H3MepeHHe 24-IHHHTPOGEHHIOCA30HOB B HCXOI-
HOM W B (pepMEHTaTHBHO OKHcAeHHOM o6Gpasuax. Ilpu no-
MOIIH OGOHX METOJA0B MOMKHO HaJeKHO OMpeae HTh BHTa-
unn C B kosaudecTse 3 mg/ g Hanurka.

Zloch, Z.: Contribution to Enzymatic Determination of
Vitamin C in Non-Alcobolic Beverages. Kvas. prim. 32,
1968, No. 10, pp. 239—241.

A brief description of the ascorbat peroxidase prepa-
ration and the optimum conditions for its application
for specific and quantitative oxidation of ascorbic acid
in extracts of various non-alcoholic beverages is made in
the article. This oxidation in connection with usual
methods of the vitamin C determination results in the
simplicity of this analysis while its specifity is increas-
ed. Some analytical procedures were tested. A compa-
rison of these results with those obtained by the
Boehringer (Mannheim) test two different modification
for the vitamin C determination in beverages are re-
commended: the reduction of ferric salt in the original
and in the enzyme-oxidized samples and the colori-
metric determination of ferrous salt (for slightly co-
loured beverages) and the colorimetric measurement of
2,4-dinitrophenylosazones in the original and in the en-

zymeoxidized samples. Both the methods can be used
for the determination of about 3 mg of vitamin C in
100 g of the beverage.

)

Zloch, Z.: Beitrag zu der enzymatischen Bestimmung des
C-Vitamins in alkoholfreien Getrdnken. Kvas. priim. 32,
1986, Nr. 10, S. 239—241.

In dem Artikel wird zusammenfassend die Zubereitung
des Enzyms Ascorbatperoxidase beschrieben und die
Ubersicht der optimalen Bedingungen fiir seine Appli-
kation zur Spezifischen und quantitativen Oxidation der
Askorbinsdure in Extrakten verchiedener alkoholfreier
Getrdnke gegeben. Durch die Verbindung dieser Oxida-
tion mit den geldufigen Methoden der Bestimmung des
C-Vitamins wird die Einfachheit der Analysedurch-
fiihrung eingehalten, aber es erhoht sich die Spezifitét
der Methode. Aufgrund der Auswertung mehrerer ana-
lytischer Verfahren und des Vergleichs ihrer Ergebnisse
mit den Egebnissen, die bei Anwendung des renommier-
ten Sets der Firma Boehringer (Mannheim) erzielt wur-
den, werden zwei verschiedene Modifikalionen der Vi-
tamin-C-Bestimmung in Getrdnken vorgeschlagen: die
Reduktion des Eisensalzes in der urspriinglichen und
in der enzymatisch oxidierten Probe und die kolori-
metrische Bestimmung des Eisensalzes (fiir wenig far-
bige Getrdnke) und kolorimetrische Messung der 2,4-
Dinitrophenylosazone in der urspriinglichen und in der
enzymatische exidierten Probe. Mittels beider Methoden
kann das C-Vitamin in Mengen von 3 mg pro 100 g des
Getrdnkes verldsslich bestimmt werden.



