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CZESC TEORETYCZNA

Kwas askorbinowy (C,H,O,) pod wzgledem chemicznym jest
y-laktonem kwasu 2,3-dehydro-L-gulonowego i powstaje w wy-
niku przemian zwiazkow cukrowych. U roélin istnieja dwie gtow-
ne drogi biosyntezy kwasu askorbinowego: z glukozy i z galak-
tozy. Dzialanie fizjologiczne kwasu L-askorbinowego wigze sie
z ugrupowaniem endiolowym, ktérego obecno$¢ warun-
kuje wlasciwosci redukujace tego zwiazku i jego charakter
kwasowy:

— G=0CG—
| |

OH OH

Kwas L-askorbinowy ma zdolnos¢ do odwracalnego utleniania
iredukcji (por. rysunek 18.1). Dzieki temu kwas L-askorbinowy to
gléwny antyoksydant nieenzymatyczny Srodowiska wod-
nego komorki, chroniacy je przed skutkami stresu oksydacyjne-
go. Wspoldziala takze z antyoksydantami lipofilowymi komorek,
w tym tokoferolami i karotenoidami.

Formy zredukowana — kwas L-askorbinowy (AA), i utle-
niona — kwas L-dehydroaskorbinowy (DHA) (C,H,O,), two-
rza uklad oksydoredukcyjny, w ktorym kwas L-askorbinowy
jest utleniany (nieenzymatycznie lub enzymatycznie) do aniono-
rodnika askorbylowego i dalej do monodehydro- i dehydroaskor-
binianu, a ten jest regenerowany do formy zredukowanej na dro-
dze enzymatycznej przy udziale zaleznej od glutationu reduktazy
dehydroaskorbinianowe;j.
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Kwas askorbinowy odgrywa role regulacyjna w pro-
cesach wzrostu, réznicowania i w metabolizmie komorek roslin-
nych. Pelni réwniez funkcje kofaktora enzymow uczestniczacych
np. w cyklu ksantofilowym, biosyntezie giberelin, katabolizmie
glukozynolanéw (hydroliza do bioaktywnych pochodnych), bio-
syntezie etylenu, biosyntezie ekstensyny, metabolizmie tyrozy-
ny, syntezie NAD(P)H i ATP.

Kwas askorbinowy jako zwiazek chemiczny wystepuje w for-
mie bezbarwnych krysztalow o temperaturze topienia 190—
192°C, kwasnym smaku, bez zapachu. W postaci krystalicz-
nej jest stosunkowo trwaly, natomiast w roztworach wodnych
tatwo ulega oksydatywnej degradacji pod wplywem szeregu
czynnikow, takich jak: wysoka temperatura, pH > 6, obecnos$é¢
tlenu i jon6w metali ziem przejSciowych (np. miedz, zelazo),
Swiatlo, UV. Pod wplywem wymienionych czynnikéw AA utle-
nia sie do DHA, a ten dalej ulega nieodwracalnej hydrolizie do
kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego, ktéry nie wykazuje aktyw-
noéci biologicznej. Kolejne etapy katabolizmu to przeksztalce-
nie kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego do kwasu szczawiowego
i treonowego.

Dla ludzi i niektérych zwierzat, takich jak malpy, owocozerne
nietoperze, kawia domowa, ktore nie maja zdolnosci do biosynte-
zy tego zwigzku, AA i DHA jest witaming C i musi by¢ przyjmo-
wany z pozywieniem. Zrodtem witaminy C sa gléwnie produkty
roélinne.
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(DHA) jako formy
zredukowana i utleniona
witaminy C
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CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Analiza wptywu proceséw przetwarzania zywnosci na zawartosc
formy zredukowanej (kwas 1-askorbinowy, AA) i utlenionej (kwas
1-dehydroaskorbinowy, DHA) witaminy C w wybranych produktach
pochodzenia roslinnego.

2. Poréwnanie catkowitej zawartosci kwasu 1-askorbinowego (AA)
w wybranych swiezych i przetworzonych produktach pochodzenia
roslinnego.

Doswiadczenie |
Analiza jakosciowa kwasu askorbinowego i dehydroaskorbinowego
metodq chromatografii cienkowarstwowej (TLC)

Zasada metody

Analiza jako$ciowa form kwasu askorbinowego za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej (TLC): identyfikacja AA
i DHA obecnych w badanych ekstraktach na podstawie po-
rOwnania zabarwienia w §wietle UV (254 nm) i wspolezynni-
kow przesuniecia (R,) ich plam na chromatogramie wzgledem
WZOrcoOw.

Materiat

owoce i warzywa, w zalezno$ci od sezonu i dostepnosci, w formie
surowej oraz poddane procesom przetwarzania w celu przygoto-
wania do spozycia (np. gotowanie) lub po okresie przechowywania
(np. zamrazanie, pasteryzacja, inna konserwacja):

a) warzywa, np. ziemniak gotowany, natka pietruszki, liScie
kopru, brokul i brukselka — $wieze i zamrozone, papryka
czerwona i zielona, ogérek §wiezy, kiszony, konserwowy,
cebula i szczypior, groch mrozony i konserwowy, bulwy
i kietki rzodkiewki

b) owoce, np. jabltko, gruszka — surowe i przechowywane
w formie kompotu, truskawka, maliny $wieze i zamrozo-
ne, owoce cytrusowe, owoce dzikiej rozy
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Odczynniki

3% kwas szczawiowy (lub 2—-5% kwas metafosforowy lub 1% HCI),
roztwory wzorcowe AA i DHA o stezeniu 0,05 mg cm~3, miesza-
nina butanol—-pirydyna—woda (4:6:3; v/v/v)

Sprzet laboratoryjny

noz, deseczka do krojenia, tarka, saczki z miekkiej bibuly, mro-
zone mozdzierze porcelanowe, pipety (0,01-5 cm?®), cylindry mia-
rowe 25150 cm? (w liczbie zaleznej od iloéci materiatu do badan),
bagietki, lejek Biichnera + kolba ssawkowa, zlewki 100 cm?, waga
laboratoryjna, pompa, markery

Do analizy TLC: komora chromatograficzna, minutnik, lam-
pa UV, suszarka, plytka chromatograficzna pokryta zelem krze-
mionkowym ze znacznikiem fluorescencyjnym (Merck 60 F,,),
pipety kapilarne do nanoszenia prébek na plytki chromatogra-
ficzne, linijki, otowki

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie ekstraktow

Ekstrakcja kwasu askorbinowego z badanych prob 3% roz-

tworem kwasu szczawiowego (lub 2—5% kwasem metafos-

forowym lub 1% HCI) ma na celu stabilizacje AA i przeciw-
dzialanie jego utlenianiu i dalszej degradacji.

a) Odwazy¢ 5 g materialu roélinnego.

b) Tkanki rozdrobni¢ i dokladnie zhomogenizowadé
w mozdzierzu porcelanowym z dodatkiem 25 cm?®
3% kwasu szczawiowego. Kwas szczawiowy dodawac
porcjami po okoto 5 cm?. Roztarty material przeniesé
ilo$ciowo do cylindra miarowego o objetosci 50 cm?
i uzupetnié¢ kwasem szczawiowym do 50 cm?. Deli-
katnie i doktadnie wymieszaé bagietka, pozostawié¢ na
5 minut.

¢) Homogenat przesaczy¢ przez saczek z bibuly przy
uzyciu lejka Bilichnera podlaczonego do pompy (lejek
Biichnera wsunaé w szyjke kolby ssawkowej, doklad-
nie docisnaé gumowa uszczelke, zapewniajac szczelne
polaczenie, kolbe ssawkowg podlgczy¢ do pompy, na
lejku Biichnera umieScié zwilzony wodg destylowana
krazek bibuly filtracyjnej, wlaczyé pompe, upewnié
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sie, ze filtr calkowicie zakrywa wszystkie otwory lej-
ka, przesaczy¢ ekstrakty), przelac¢ do opisanych zlewek
na 100 cm?.

2. Analiza TLC

UWAGA: Wszystkie czynnosci wykonac pod pracujgcym dygestorium.

Przygotowanie chromatogramu i nanoszenie substancji jak

w rozdziale VI (pkt 1.B):

a) Na plytce chromatograficznej zaznaczy¢ odpowiednio
dwa punkty startowe dla wzorcow AA i DHA, pozostale
dla badanych ekstraktow.

b) Wybraé pary ekstraktow badanych materiatéow roslin-
nych w taki sposob, aby w kazdej parze jeden ekstrakt
pochodzil z materialu surowego, a drugi — z odpowia-
dajacego mu materiatu przetworzonego.

¢) Na punkty startowe kolejno nakropic¢ pipeta kapilar-
ng porcjami tacznie po 0,05 cm? ekstraktéow oraz po
0,025 cm?® roztwordéw wzorcowych AA i DHA.

d) Plytke umie$ci¢ w komorze chromatograficznej wy-
syconej faza ruchomg o skladzie butanol-pirydyna—
woda (4:6:3; v/v/v), chromatogram rozwija¢ okolo
60 minut.

e) Po wyjeciu chromatogramu z komory natychmiast
zaznaczy¢ olowkiem czolo rozpuszczalnika, pltytke
wysuszyé.

Opracowanie wynikéw

1. Oglada¢ chromatogram w $wietle UV, przy dlugosci fali
254 nm, na $ciezkach wzorcow i ekstraktow obrysowaé
oléwkiem plamy odpowiadajace AA i DHA.

2. Obliczy¢ wspolezynnik przesuniecia (R,) dla obu zwigz-
kow, dzielac odleglo$é srodka plamy od linii startu [cm]
przez odlegloé¢ czola fazy ruchomej od linii startu [cm].

3. Zidentyfikowa¢ AA i DHA w ekstraktach badanych mate-
rialow w oparciu o poré6wnanie wspo6tczynnikéw R, plam
prob badanych i wzorcow.
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4. Wykona¢ rysunek chromatogramu, uwzgledniajac wiel-
kos$¢ plam (por. rozdzial XXI, rysunek 21.1).

5. W oparciu o uzyskane wyniki oceni¢ wplyw procedur
przetwarzania zywnosci na zawarto$¢ kwasu askorbino-
wego i dehydroaskorbinowego.

Doswiadczenie Il
Jodometryczne oznaczenie zawartosci kwasu askorbinowego

Zasada metody

Przygotowane ekstrakty miareczkowane sa roztworem I w KI
w obecnosci roztworu skrobi. Obecny w probach AA ulega utle-
nieniu do DHA, po zakonczeniu reakeji nadmiar jodu wybarwia
skrobie na niebiesko:

CHO +I,—-CHO,+2HI

677876 677676

AA+1,— DHA + 2 HI

Odczynniki

1% Kkleik skrobiowy, 0,001 M roztwoér I w KI, roztwor wzorcowy
AA o stezeniu 0,05 mg cm™3

Sprzet laboratoryjny
zlewki (25—-50 cm?), pipeta 5 cm?, biureta, lejek z cienka n6zka

Wykonanie doswiadczenia

1. Miareczkowanie roztworu wzorcowego: do 3 zlewek (25—
50 cm?®) wlaé po 5 cm® wzorcowego roztworu AA, dodaé
3—4 krople 1% kleiku skrobiowego. Biurete napehi¢ 0,001 M
roztworem I w KI. Roztwory wzorcowe AA miareczkowaé
roztworem I w KI do momentu pojawienia sie trwalego nie-
bieskiego zabarwienia. Zapisac, jaka objetos¢ I w KI zuzyto
do zmiareczkowania wzorca, uzyskane wyniki uérednic.

2. Miareczkowanie badanych ekstraktow (por. Dos§wiad-
czenie I): do 3 zlewek (25 cm?®) wla¢ po 5 cm? ekstraktu
badanego materiatu, dodaé¢ 3—4 krople 1% kleiku skro-
biowego. Dalej postepowac tak jak przy miareczkowaniu
wzorca.
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UWAGA: Jezeli pierwsze miareczkowanie wykaze, ze badany materiat ma niskq
zawartos¢ AA, do ponownego miareczkowania nalezy wzig¢ 10 cm? ekstraktu.

Opracowanie wynikow

1. Obliczy¢ zawarto$ci AA w miligramach w przeliczeniu na
100 g §. m. materiatu roslinnego [mg 100 g §. m.], korzy-  Tabela 18.1. Zawartos¢

. . . : kwasu askorbinowego
stajac z przykladu obliczenia podanego w zalaczniku 4. (AA) w badanych

Wyl’liki pI‘ZEdStaWié w tabeli 18.1. owocach i Warzywach
Badany Objetos¢ [em®] I w KI zuzytego Zawarto$¢ AA
material na zmiareczkowanie 5 cm?® ekstraktu [mg 100 g1 §. m.]

2. W oparciu o uzyskane wyniki ocenic¢ roznice w zawarto$ci
AA w badanych materialach oraz wplyw procedur prze-
twarzania zywnoSci na jego utlenianie i degradacje. Po-
réwnac z danymi w zalaczniku 4.

Bartosz G., Druga twarz tlenu. Wolne rodniki w przyrodzie,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2013.

Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Fizjologia roslin, Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2019.

Lewak S., Kopcewicz J., Jaworski K., Fizjologia roslin. Wpro-
wadzenie, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2019.

Moszczynski P., Pyé R., Biochemia witamin, cz. 2: Witami-
ny lipofilne i kwas askorbinowy, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 1999.

Sikorski Z. E. (red.), Chemia zywnosci, t. 3: Odzywcze i zdro-
wotne wiasciwosci skladnikow zywnos$ci, Wydawnictwo
WNT, Warszawa 2007.

201





