Zadanie 2.

Temat: Oznaczanie zawartosci witaminy C w sokach z warzyw i owocow

Wykaz materialow

- owoc cytryny i papryki, kiszona kapusta

- 2 zlewki o pojemnos$ci 100 ml, zlewka do homogenizatora o pojemnosci 400 — 500 ml, 4
probowki wirdwkowe, 3 kolby miarowe o pojemnosci 25 cm?®, kolba miarowa o pojemnosci
100 cm3, skalpel Iub noz, deska do krojenia, folia aluminiowa, nylon

- lejek Biichnera, kolba ssawkowa, sgczki bibutowe

- pipety automatyczne nastawne 0,5-5 cm®, 0,1-1 cm® , 20-200 pl i 2-20 pl, strzykawka do

HPLC

Sprzet: wirowka, wytrzasarka, aparat do HPLC, waga elektroniczna, homogenizator
mechaniczny, membranowa pompa proézniowa

Stosowane roztwory

- Roztwér standardowy kwasu askorbinowego zawierajacy 4 mg odczynnika w 100 cm?
roztworu zawierajgcego 90 ml 0.2 M wodnego roztworu kwasu mrowkowego i 10 ml
metanolu o czystosci ,,do HPLC” (przygotowujemy na §wiezo).

- W celu przygotowania roztworu Carreza | do 21,95 g dwuwodnego octanu cynkowego
(Zn(CH3COO0), x 2 H,0) dodaje sic 3 cm® kwasu octowego lodowatego, a nastepnie
dopetnia woda do 100 cm?®.

- W celu przygotowania roztworu Carreza Il 10,6 g tréjwodnego szesciocyjano-zelazianu
potasowego I K4[Fe(CN)s] x 3 H,0 rozpuszcza si¢ w wodzie i dopetnia woda do 100 cm®.

Wprowadzenie

Witaminy s3a to niskoczasteczkowe zwigzki organiczne, o roéznorodnej budowie
chemicznej, rozpowszechnione w $wiecie roslinnym 1 zwierzecym. Witaminy s3
katalizatorami ogdlnych lub swoistych reakcji biochemicznych, wchodza w sktad enzymow 1
koenzyméw, s3 niezbedne do wzrostu 1 podtrzymania funkcji zyciowych. Dla wielu
organizméw, w tym zwierzat i cztowieka sg to na ogdt zwiazki egzogenne i muszg byc
dostarczane z pozywieniem. Niektore z nich okazaly si¢ rowniez egzogennymi czynnikami
wzrostowymi dla réznych drobnoustrojéw, a dwie niezbgednymi biokatalizatorami,
dostarczanymi przez bakterie glebowe roslinom wyzszym (witamina B12) 1 nizszym
(witamina B1).

Niektére witaminy wytwarzane sg przez zwierzeta z odpowiednich zwigzkow
syntetyzowanych przez rosliny. Takie zwigzki nazywane sg prowitaminami np. B-karoten.
Rzeczywiste zapotrzebowanie ilo§ciowe na poszczegolne witaminy jest trudne do okreslenia
min. ze wzgledu na ich dziatanie synergiczne. Zalezy ono od cech osobniczych, stanu zdrowia
1 okresu zycia cztowieka. Objawy wywotane catkowitym brakiem witamin zwane s3
awitaminozami. We wspolczesnym §wiecie zwlaszcza w krajach rozwinigtych awitaminozy
nalezg do rzadkosci. Czesto wystepuja z kolei niedobory witamin tzn. niekorzystne stany
posrednie miedzy awitaminoza a optymalnym zaspokojeniem zapotrzebowania organizmu na
okreslong witaming, czyli hipowitaminozy. Na ogdét sa one spowodowane niewlasciwym,



jednostronnym odzywianiem, wadliwym przyswajaniem witamin z pokarmu oraz
zniszczeniem bakterii w przewodzie pokarmowym (przez antybiotyki, sulfonamidy).
Niedoborom witamin zapobiega spozywanie réznorodnych pokarméw. Z kolei nadmierne
przyjmowanie preparatow witaminowych, gléwnie witamin rozpuszczalnych w thuszczach,
moze prowadzi¢ do szkodliwych dla organizmu objawéw, zwanych hiperwitaminozami.
Zawartos¢ witamin w surowcach 1 produktach zywno$ciowych jest wiec jednym z
glownych  wskaznikoéw ich jakosci oraz prawidlowosci stosowanych zabiegdéw
technologicznych gdyz wigkszos¢ witamin to substancje bardzo wrazliwe na dziatanie
r6znych czynnikow fizycznych i chemicznych, dlatego ich straty bywaja stosunkowo duze.

Kwas L-askorbinowy (witamina C)

Przed poznaniem budowy chemicznej witamina C byta nazywana czynnikiem
przeciwgnilcowym. Zapobiegala bowiem szkorbutowi, ktory znali juz Wikingowie i zwalczali
za pomocg cebuli. W 1928 Szent-Gyorgy uzyskal z wyciggéw z nadnerczy, kapusty i
pomaranczy zwigzek, ktory wykazywal wilasciwosci oksydoredukcyjne. Szent-Gyorgy nie
zdawal sobie sprawy, ze zwigzek ten to witamina C nazwana przez niego kwasem
heksuronowym. W 1932 Wang i King otrzymali witaming C z cytryny. W rok pozniej
Haworth, Hirst i wspotpracownicy ustalili budowe chemiczng witaminy C. W latach 1933-34
Reichstein 1 wspotpracownicy dokonali syntezy kwasu askorbinowego (nazwa ta pochodzi od
szkorbutu). Wtasnosci witaminy wykazuje C kwasu L-askorbinowy oraz jego forma utleniona
- kwas L-dehydroaskorbinowy. Pod wzgledem chemicznym kwas L-askorbinowy jest
laktonem endiolu kwasu 2-okso-L-gulonowego, a kwas L-dehydroaskorbinowy laktonem
kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego.
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Budowa chemiczna kwasu askorbinowego i kwasu dehydroaskorbinowego

Kwas L-askorbinowy jest zwigzkiem krystalicznym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie
a jego roztwory maja smak kwasny. Wykazuje wiasciwosci redukujace. W warunkach
beztlenowych jest odporny na wysoka temperature. Kwas dehydroaskorbinowy jest mniej
trwaly w tych warunkach i tym tlumaczy si¢ straty witaminy C podczas ogrzewania. W
obecnosci tlenu obie formy ulegaja nieodwracalnemu utlenianiu do produktéw nieaktywnych
biologicznie, zwlaszcza w obecnosci jondw niektorych metali, szczegolnie Cu?* i Fe**. Uklad
oksydoredukcyjny kwas askorbinowy<skwas dehydroaskorbinowy uczestniczy w
regulowaniu potencjalu oksydoredukcyjnego w komorce i1 bierze udziat w transporcie
elektronow. Poniewaz witamina C wystepuje w znacznych ilo$ciach w gruczotach nadnercza,
przypuszcza si¢, ze uczestniczy ona w syntezie hormonow sterydowych. Witamina C,
uczestniczy w produkcji kolagenu i1 podstawowych bialek w catym organizmie (kosci,
chrzastki, $ciggna, wigzadta). Jako jeden z najwazniejszych przeciwutleniaczy petni takze
istotng funkcje w reakcjach odtruwania i odpornosci organizmu chronigc go przed procesami
utleniania, uczestniczy w metabolizmie tluszczow, cholesterolu i kwaséw zotciowych. Jest
czynnikiem stabilizujgcym uktad odpornosciowy 1 immunologiczny, hamuje powstawanie w
zotadku rakotworczych nitrozoamin. Ma wlasciwosci bakteriostatyczne 1 bakteriobdjcze w



stosunku do niektoérych drobnoustrojéw chorobotwodrczych. Dla wigkszosci ssakow kwas
askorbinowy nie jest witaming, gdyz moga go samodzielnie syntezowac. Jedynie cztowiek,
matpy czlekoksztaltne i §winka morska nie produkuja enzymu przeksztalcajacego lakton
kwasu L-gulonowego w kwas askorbinowy. Zapotrzebowanie cztowieka na witaming C jest
bardzo duze, o okoto dwa rzedy wielko$ci wigksze niz na inne witaminy, wynosi $rednio 50-
100 mg. Niedobor kwasu askorbinowego, objawiajacy si¢: wolniejszym gojeniem si¢ ran,
bladoscig skory i blon $luzowych, zaburzeniami w przemianie kwasow thuszczowych,
ostabieniem naczyn wilosowatych i mozliwo$cig powstawania mikrowylewoéw w roéznych
narzadach, zmniejszeniem odpornosci na infekcje oraz wystgpowaniem szkorbutu (obrzeki i
krwawienie z dzigsel oraz wypadanie z¢bow), wystepuje dzi$ niezwykle rzadko. Nadmiar
witaminy C jest usuwany z moczem, jednakze stosowanie wysokich dawek powoduje
zakwaszenie moczu, uposledzajac w ten sposdb wydalanie statych kwasow 1 zasad. Kwasny
odczyn moczu moze powodowaé wytracanie si¢ moczandw i cytryniandw oraz tworzenie si¢
kamieni w drogach moczowych. Do gléwnych zrédet witaminy C nalezag owoce 1 warzywa,
ponadto z uwagi na duze zapotrzebowanie organizmu na t¢ witaming oraz straty w procesach
kulinarnych i technologicznych duze znaczenie ma wytwarzanie produktow wzbogaconych w
witamin¢ C oraz witaminy syntetyczne;j.

Tabela. Zawarto$¢ witaminy C w wybranych warzywach i owocach

Zawartos¢ witaminy C
[mg/100g]
Dzika r6za suszona 1700
Czarna porzeczka 183
Papryka czerwona 144
Brukselka 94
Papryka zielona 91
Kalafior 69
Truskawki 68
Kapusta czerwona 54
Cytryny 50
Pomarancze 49

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie roztworu standardowego

Do kolby o pojemnosci 100 ml odwazy¢ na wadze konikowej 4 mg kwasu
askorbinowego. Nawazke rozpusci¢ w 100 ml 10% metanolu w 0.2 M wodnym roztworze
kwasu mrowkowego przez uzupehienie ww roztworem do kreski (roztwor przygotowujemy
na §wiezo).

2. Przygotowanie ekstraktow

Wycisng¢ do zlewek po ok. 10 cm” soku z cytryny i kiszonej kapusty. Zwarzy¢ z
doktadnoscig do pierwszego miejsca dziesigtnego 1 zanotowac ok. 40 g papryki, pokroi¢ na
drobne kawatki 1 zhomogenizowa¢ w porcelanowym mozdzierzu. Roztarta papryke
przeciskamy przez podwojng warstwe nylonu i1 sgczymy do probowki przez lejek Biichnera.
Objetos¢ przesaczu zmierzy¢ za pomocg cylindra i zanotowac. Przesaczy¢ nalezy réwniez
dwa pozostate ekstrakty.
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2. Oznaczanie metoda HPLC

Witamina C oznaczana jest w postaci kwasu L-askorbinowego technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem kolumny RP-Cig i
detektora UV przy A=254 nm.
W celu dokonania pomiaréw nalezy przenies¢ po 4 cm® uzyskanych ekstraktow do kolb
miarowych o poj. 25 cm®. Nastepnie dodawaé po 1 cm® roztworéw Carreza I i 11, uzupetié
woda dejonizowang do kreski, wymieszac i pozostawi¢ w spokoju na 15 min. Po tym czasie
zawarto$¢ kolb wymieszaé, przenies¢ po 1 em® roztworu do probowek Eppendorfa i wirowaé
przez 10 min. przy maksymalnej sile odsrodkowej (obstuga wiréwki na podstawie osobnej
instrukcji). Osobno przygotowaé roztwor standardowy kwasu askorbinowego zawierajacy 4
mg odczynnika w 100 cm® 10 % metanolu w 0,2 M wodnym roztworze kwasu mrowkowego
(90 ml 0.2 M wodnego roztworu kwasu mréwkowego plus 10 ml metanolu do HPLC).

Analiza HPLC - Rozdziatl chromatograficzny prowadzimy w uktadzie MeOH i 0.2M roztwér
HCOOH, (10:90). Predkos¢ przeptywu 1 ml/min. Poczynajac od roztworu standardowego, probki
aplikujemy do aparatu (objgtosci probek podano w ponizszej tabeli) i rejestrujemy chromatogramy.
Obstuga wysokocisnieniowego chromatografu cieczowego na podstawie osobnej instrukcji. Czas
analizy jednej probki wynosi ok. 10 min.

Tab.1 Objetosci aplikowanych probek

Material Objeto é;rzrl))lli(lfowanej
Roztwor standardowy wit. C 50 ul
Sok z cytryny 30 ul
Sok z kapusty 40 pl
Ekstrakt z papryki (m= ..... g; V=......cm°) 20 pl

Zawarto$¢ witaminy C w probach wyliczamy na podstawie porownania powierzchni pikéw
prob i proby standardowej. Odczytanie powierzchni pikow na podstawie osobnej instrukcji.



Arkusz pracy

Imig¢ i nazwisko:

Imi¢ i nazwisko:

Oznaczanie witaminy C metoda HPLC

Material Powierzchnia Stezenie
Roztwor standardowy wit. C 4 mg/100 cm®
Sok z cytryny ... mg/100 cm?®
Sok z kapusty ... mg/100 cm?®
Ekstrakt z papryki (m= ..... g; V= ......cm°) ....Mg/100 g




Instrukcja wykonywania analiz na chromatografie cieczowym
firmy PerkinElmer.

Do wykonania analizy konieczne jest zaprogramowanie aparatu. W tym celu nalezy
uruchomi¢ komputer oraz program o nazwie TurboChrom obstugujacy urzadzenie.

FEHESTH

TurbaChrarm

Nastepnie nalezy wybra¢ w programie odpowiednie urzadzenie [LC250B - 1:A]

“'_‘_ Turbochrom Navigator
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Poprzez kliknigcie polecenia ,,RUN” uruchamiamy rozwijalne menu z ktérego wybieramy polecenie

Shart E.
Stop Eu.. ;|
[Earee] F .. I
= Eatze SEqUERCE.., =
= Hesume Sequence...
Stap .
=
Diake Earfnal..
Eeleaze anmtnal ..
Attach...
EtaEh.. . . .
»Attach...” w celu uzyskania potaczenia mi¢dzy komputerem a aparatem HPLC
Status
Status No Method
ACO: Releazed
Detached I/F: Released
Wtedy zmieni sie ,,STATUS” z odtaczony na potaczony CHD: None




Analysiz

Setup

Nastepnie klikamy - w celu zadania analizy

*%7 Turbochrom Mavigator

Build Analysiz= Bun  View BReprocess Display Appz  Help

| Instruments Build Analvsis

Build
Setup ‘J\
Setup Type oL
i T
" QuickS & Method Cs - .
[ QuickStart Hethe aequence Giaphic W polu ,,Method” wybieramy
Instrument |L[Z25I]B_—_1 A j| pllk deflnllJJ acy metod@
Method [CATCAVHPLC\METODYWITC_LCMTH <=1 u rozdziatu
Status | " : o 9
Data Path [CATCA\HPLC\DANEAWITC =1 W polu ,,Data Path
Ho Method wybieramy folder w ktorym

Base File Name -m‘ Starting File Numb L ALCQ: Released . -
209 e e I/F: Released ma hvA 7zanicany wyvnile
- \ CHMD: None

W polu ,,Base File Name”

rBuld ——— Begin Run .. .
= Quick Method I Start When Ready wpisujemy nazwe pliku pod
L Vial List ktora ma by¢ zapisany wynik

Display

analizy. Nawa nie moze by¢
" Igit Ahabama wid A onald

s W polu ,,Strarting Filr
[~ Run a User Program After Setup | I = I romatograns Spectra Number” WpiSUj emy numer

| pliku (przyktadowa nazwa
pliku witc_001)?

— Interface Data Buffering
¢ Multiple Runs ¢ Single Run

[~ Suppress Processing

[~ Suppress Reports/Plots

| Prepare the selected instrument for data acquisition, using a sequence. a method or QuickStart

| Turbochrom MNavigator

Sequence file
CATCANHPLCADANE NI TCMUGOT.SEQ
already exists.

Select "Ok" to conting with this name.
Select "Cancel” ta return to the setup
dialog ta change the path or basze name

1 Cancel |
Klikamy ,,OK” oraz potwierdzamy komunikat - 0znaczajacy ze juz zostal zapisany
plik o podanej nazwie i plik z analiza bedzie miat dopisane oznaczenie literowe (przyktadowa nazwa pliku
witc_001a).

Analyzis

Hand=s On

W celu uruchomienia aparatu klikamy



LC Hands On

—Autozampler Actions

Eluzh Autozampler |

BdusuReediE]

— Detector Actions
Current

Wavelength A [nm] 0
Abzorbance A [au]
Wavelength B [nm] 0
Abzorbance B [au]

0.0000

0.0000

Trm Lamp: WEE

]

Autozero |

Hew

L]
L]

Set etector |

Cloze |

Purge Mode___ |

— Pump Actions
Current Mew
Elow [mL/min] 0.00
Pressure [psi] 0
— Solvent Composition
# A: Methanol 10 10
%B: 1% HCOOH 90 90
xXC. C 1] 0
XD: D 1] 0
— Program
& Continue ¥ Hold
¥ Advance ¥ Reset
—Active Relays
NE1l WNE2 NE3 NE4
Set Pump Turn Pump O

| Hew zolvent flow rate [0.00 to 10.00]

W tym polu
wpisujemy warto$¢
przeptywu

Whpisujemy 0.1 i
[y —————
hanging pump program or

a@% .‘o avelenagth will alter step 0

wySwiEtTaH§
Cortipue?

komuniKat,

Nastepnie klikamy
,lurn Pump ON”
PdzZniej zwigkszamy
przeptyw do 0.2 1

Przy pomocy narzedzia ,,LC Hands On” dokonujemy uruchomienia aparatu. Pomp¢ nalezy uruchamia¢ powoli

poprzez stopniowe zwigkszanie przeptywu

Nastepnie wstrzykujemy probke przy uzyciu strzykawki do zaworu dozujacego w nastgpujacy sposob.
Wprowadzamy igle do dozownika tak zeby doszta do konca (po wyczuciu pierwszego oporu dopychamy igle
jeszcze ok. 3 mm az do wyczucia kolejnego oporu). Nie zmieniajac polozenia strzykawki przekrecamy dzwigne
zaworu na dot, sprawdzamy czy na wyswietlaczu pompy LC znajduje si¢ komunikat ,,Ready”, wstrzykujemy
probke, po czym ponownie przekrecamy dzwigni¢ zaworu do gory i dopiero w tym momencie mozemy wyjac
igle z dozownika. Nastepnie igle przeptukujemy 10 krotnie 20% wodnym roztworem metanolu. Po skonczonej

analizie musimy odczyta¢ wynik. W tym celu klikamy

zawierajacy nasza analize i klikamy OK.
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Graphic
Edit

i w menagerze plikow wybieramy plik



in Graphic Method Editor - CATCA\HPLCAMETODYAVITC_LC.MTH

File Process  Calibration  Display  QOther Help
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| C:ATCANHPLCADANENWITCAWOSADD3. RAW | 1.554 min 324 873 m¥ | 1738 pts
iR Slalll [ untitled - Pint | 7 Turbochrom Navigator ”ll"; Graphic Method Edito. CH- D 1551

Other  Help

R aw Points
i Faw Points Yith Bunching
v Lines

v Reference Chromatogram
Entire Chramatoagram
FRescale Plot...

E d Ref Chrarnat
W oknie ,,Graphic Method Editor” klikamy ,,Display” ERANT TIETETETCE SmmaeaTEn a nastepnie z

rozwinigtego menu wybieramy ,,Peak Report”.




in Graphic Method Editor - CATCA\HPLCAMETODYAVITC_LC.MTH

Report  Return Help

DEFAULT REPORT
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_________________ 1
| C:ATCANHPLCADANEAVWITCAVORADDE RAW | 2186 min -147.510 m¥ | 1798 pts
| Click on peak or ligt box entry to zelect |
iR Slalll [ untitled - Pint | 7 Turbochrom Navigator ”!f}ad Graphic Method Edito._ cf D 1552

W oknie ,,DEFAULT REPORT” wybieramy pik 0 czasie retencji odpowiadajacy witaminie C i odnotowujemy
jego powierzchnig ,,Area [LV s]”. W identyczny sposob postepujemy z probka standardu. Poprzez podstawienie
tych warto$ci do proporcji mozemy obliczy¢ stgzenie witaminy C w probie.



