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W pracy oznaczono oraz wyznaczono wspolzaleznosci pomiedzy zawartos-
ciq witaminy C a barwq papryki o réznym zabarwieniu (czerwonym, zielonym,
pomaranczowym oraz zoltym) z zastosowaniem metody wysokosprawnej chro-
matografii cieczcowej (HPLC). Zawarto$s¢ witaminy C w paprykach o réznym
zabarwieniu obliczono jako Sredniq zawartos¢ sumy kwasow L-askorbinowego
i L-dehydroaskorbinowego w mg/100 g produktu. Najwiekszq zawartosciq wi-
taminy C odznaczala si¢ papryka czerwona (157,1 mg/100 g produktu), a naj-
mniejszq zotta (135,8 mg/100 g).

Hasta kluczowe: witamina C, papryka, pomiar barwy.
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Kwas L-askorbinowy pod wzgledem chemicznym jest pochodna sacharydow:
laktonem kwasu 2,3-dehydro-L-gulonowego, w ktdrym w pozycji 2 i 3 wystepuje
ugrupowanie endiolowe (1). W warunkach fizjologicznego pH kwas L-askorbinowy
wystepuje jako anion askorbinianowy, gdyz proton grupy hydroksylowej przy C,
(pK = 4,3) dysocjuje tatwiej w pordwnaniu z protonem grupy hydroksylowej przy
C, (pK = 11,57) (2, 3). W postaci krystalicznej jest odporny na utlenianie, nato-
miast po rozpuszczeniu ulega degradacji do produktéw nieaktywnych biologicznie.
W okres§lonych warunkach witamina C moze posiada¢ wtasciwosci pro- lub anty-
oksydacyjne (4).

Nalezy ona do najmniej trwalych witamin. W roztworach wodnych jest wrazliwa
na ogrzewanie, zwlaszcza w obecnosci tlenu oraz jonow metali takich, jak miedz,
zelazo 1 srebro. Rozpad witaminy C przyspiesza takze srodowisko alkaliczne lub
obojetne (5, 6). Rozktad kwasu L-askorbinowego powoduja rowniez procesy tech-
nologiczne takie, jak suszenie, solenie, parzenie, naswietlanie promieniami ultrafio-
letowymi oraz stosowanie srodkow konserwujacych, a takze niektére leki (1).

Witamina C jest niezb¢dnym czynnikiem biologicznym, bioracym udzial w licz-
nych procesach metabolicznych przebiegajacych w organizmach zwierzgcych (7).
Funkcje biologiczne kwasu L-askorbinowego wynikaja z jego wilasciwosci redu-
kujacych, a uktad kwas L-askorbinowy/kwas L-dehydroaskorbinowy bierze udziat
w zachowaniu potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego w komdrce, transportuje
elektrony przenikajac btony biologiczne, blony erytrocytow, lipidy i inne komorki
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tkankowe (8, 9). Kwas L-askorbinowy jest rowniez stymulatorem wielu enzymow
poprzez dostarczenie elektrondw w celu zachowania w formie zredukowanej metali
jako grup prostetycznych enzymow (1). Witamina C jest takze efektywnym ,,zmia-
taczem” reaktywnych form tlenu i jest uwazana za najistotniejszy przeciwutleniacz
pltynéw pozakomoérkowych, wazny rowniez w aktywnosci antyoksydacyjnej we-
wnatrz komorek (10).

Dla czlowieka gtownym zrodtem witaminy C sa $wieze oraz wlasciwie prze-
tworzone warzywa i owoce (1). Wsrdd warzyw duza zawartoscia witaminy C od-
znaczajq si¢ papryka, pietruszka oraz warzywa kapustne. Papryka jest niezwykle
cennym zrédtem witaminy C, gdyz wystepuje ona w formie wyjatkowo opornej na
dziatanie czynnikéw utleniajacych (11). Zawarto$é witaminy C w papryce zalezy
od odmiany, pogody w okresie wegetacji (nastonecznienia), od fazy dojrzatosci
owocdOw 1 terminu zbioru (12, 13). Barwa owocow papryki w fazie dojrzatosci
fizjologicznej jest cecha danej odmiany i moze by¢: jasnozolta, zoétta, zoto-po-
maranczowa, pomaranczowa, pomaranczowo-czerwona, czerwona, karminowa,
fioletowa lub czekoladowa (14).

Zawarto$¢ witaminy C oznaczana jest w zywnosci, tkankach i ptynach ustrojo-
wych za pomoca wielu réznych metod: chemicznych, elektrochemicznych, enzy-
matycznych, fluorymetrycznych oraz chromatograficznych. Metoda chromatografii
cieczowej jest technika, ktora odznacza si¢ wysoka specyficznoscia, czutoscia i ta-
twoscig wykonywania analizy (15).

MATERIAL I METODY

Do badan wykorzystano reprezentatywne probki czterech odmian papryki: czer-
wonej, zielonej, pomaranczowej i zottej. Papryki pochodzily z upraw rolnych w Va-
lencii w Hiszpanii. Odmiany odznaczaly si¢ pierwsza kategoria handlowa (ksztatt
graniastoshupa o wysokosci 90-100 mm). Zakupione zostaly na placu targowym
na Rybitwach w Krakowie. Badania przeprowadzono jesienia 2007 r. na §wiezym
materiale przechowywanym w warunkach chtodniczych (+4°C).

Analizg¢ zawartosci witaminy C prowadzono stosujac modyfikacje Polskiej Normy
PN-EN 14130:2003 Artykuly Zywnosciowe. Oznaczenie witaminy C metodq HPLC.
Oznaczono ja jako sumg¢ kwasu L-askorbinowego i kwasu L-dehydroaskorbinowe-
go. Modyfikacja procedury analitycznej dotyczyta zastosowania jako eluentu 0,01%
roztworu kwasu octowego w metanolu (95/5 CH,COOH:CH,;0H) zamiast buforu
fosforanowego z dodatkiem bromku N-cetylo-N,N,N-trimetyloamoniowego, ktory
powodowal niszczenie fazy stacjonarnej kolumny (16).

Rozdziat chromatograficzny prowadzono na chromatografie cieczowym (HPLC)
firmy HITACHI LaChrom Elite, Merck, Niemcy.

Parametry analizy chromatograficznej:

e temp. pracy kolumny: 22°C,
e faza ruchoma: 0,01 % roztwdr kwasu octowego w metanolu (95/5 CH,COOH :

CH,0OH),

e predkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,7 cm®/min.,
e db fali A =254 nm.
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W tych samych warunkach chromtografowano roztwor wzorcowy kwasu L-askor-
binowego oraz roztwory probek badanych.

Identyfikacji kwasu L-askorbinowego dokonano przez poréwnanie jego czasu re-
tencji w probkach badanych z czasem retencji kwasu L-askorbinowego w roztworze
WZOrcowym.

Zawartos¢ kwasu L-askorbinowego w 100 g produktu wyznaczono na podstawie
wzoru:

A, xp XV xFx100
A, xm %100

w

gdzie:

w — utamek masowy kwasu askorbinowego wyrazony w mg,

A, — powierzchnia piku dla kwasu L-askorbinowego badanej probki,

A,, — powierzchnia piku dla kwasu L-askorbinowego roztworu wzorcowego,
p — stezenie kwasu L-askorbinowego we wzorcowym roztworze (ug/ cm’),
m — masa probki (g),

V — catkowita objeto$¢ roztworu przed redukcja (cm’),

F —wspolczynnik rozcienczenia w etapie redukcji: 2,5,

1000 — wspotczynnik do przeliczenia pg na mg,

100 — wspotczynnik do przeliczenia zawartosci na 100 g.

Sprawdzono takze doktadno$¢ metody, to jest wykazano zgodnos¢ pomigdzy uzy-
skanym wynikiem pomiaru a wartoscia oczekiwana. W tym celu wykonano 5 row-
noleglych oznaczen.

Pomiaru barwy w celu jej obiektywiazacji dokonano z zastosowaniem aparatu
»color i 5 firmy X-rite (d/8, obserwator dodatkowy CIE 1964, iluminat D65). Wy-
konujac pomiary uzyto przestony o srednicy 10 mm (MAV). Pomiar prowadzono
w dwoéch wariantach z odblyskiem (SPIN — specular component included) i bez
odblysku (SPEX — specular component excluded). Oprogramowanie: X-RiteColor®
Master (wersja 8.1). Pomiaru barwy dokonano w paprykach o 4 kolorach zabarwie-
nia, po dziesi¢¢ probek dla kazdej barwy.

W przypadku analizy barwy wszystkie obliczenia opierajq si¢ na wyznaczeniu
wspotrzednych tréjbodzcowych (z ang. tristimulus values) X, Y1 Z, ktére okreslaja
ilos¢ trzech podstawowych barw w barwie analizowanego obiektu. Ponadto, barwe
obiektu najczgsciej wyraza si¢ za pomoca jego jasnosci (Y) i wspdtrzednych chro-

X

matycznych okreslanych przez zmienne x = Yr7x2Y " X577 iz=1-x.

Barwa okreslona przez x, y, i Y jest zwana jako system CIE xyY. Parametry X, y,
z oraz X, Y 1 Z sg rowniez uzywane w obliczeniach w celu opisania barwy obiektu
w systemie CIE L*a*b (CIELab), ktory jest uznawany za najbardziej pelny system
opisywania barwy obiektéw. W systemie CIELab jasnos$¢ barwy wyrazana jest jako
parametr L*, ktory przyjmuje wartosci 0 w przypadku barwy czarnej i wartos¢ 100
dla bieli. Natomiast potozenie danej barwy w przestrzeni barw w systemie CIELab
wyrazane jest przez parametry a* i b*. Parametr a* okresla jej polozenie migdzy
barwa czerwong (magenta) i zielona (wartosci ujemne wskazuja na wigkszy udziat
w barwie obiektu koloru zielonego a wartosci dodatnie na wigkszy udzial w barwie
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koloru czerwonego (magenta). Parametr b* z kolei okresla jej potozenie migdzy barwa
76ta i niebieska (wartosci ujemne wskazuja na wickszy udzial w barwie obiektu kolo-
ru niebieskiego a wartosci dodatnie na wigkszy udziat w barwie koloru zo6ltego).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Sprawdzono doktadnos¢ metody HPLC. W tab. I przedstawiono teoretycznie ob-
liczong zawarto$¢ witaminy C dodang do prébek papryki oraz obliczono dla nich
prawdopodobienstwo istotnosci.

Tabela I. Sprawdzenie dokiadnosci metody HPLC (n = 5)
Table I. Verifying the precision of the HPLC method (n = 5)

Nazwa orobki Zawartos¢ witaminy C* | Obliczona zawartos$¢
P (mg/100 g) wit. C (mg/100 g)** P
Probka z dodatkiem wzorca 1 cm?® 20 19,4 0,77
Probka z dodatkiem wzorca 2 cm?® 40 39,7 0,73

* — teoretycznie obliczona zawarto$¢ witaminy C dodanej do probek, ** — obliczona zawarto$¢ witaminy C doda-
nej do probek (réznica $redniej zawartosci witaminy C probki blank i odpowiedniej prébki z dodatkiem wzorca),
p — prawdopodobienstwo istotnosci.

Wartosci obliczonych zawartosci witaminy C w przypadku dodania do probki
112 cm’ wzorca, tj. 19,4 mg/100 g oraz 39,7 mg/100 g, sa bardzo bliskie wartos-
ciom 20 i 40 mg/100 g czyli warto§ciom zatozonym teoretycznie. Aby wykazac
doktadnos¢ metody poréwnano obliczona zawartos¢ witaminy C (tab. I) z zatozo-
nymi wartosciami teoretycznymi (20 i 40 mg/100 g) za pomoca testu ¢-Studenta.
Prawdopodobiefistwo istotnosci w probee z dodatkiem 1 cm’ roztworu wzorcowe-
go wynosita p = 0,77, w prébce z dodatkiem 2 cm’ p = 0,73. W obu przypadkach
prawdopodobienstwa sa wieksze od zatozonego poziomu istotnosci a = 0,05. Tym
samym nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej, dlatego tez mozna stwier-
dzi¢, ze zastosowana metoda jest doktadna.

Zawarto$¢ witaminy C w paprykach o réznym zabarwieniu to jest zielonym,
76ltym, pomarafnczowym i czerwonym obliczono jako srednig zawarto$¢ kwasu L-
askorbinowego w mg/100 g produktu (tab. II).

Tabela Il. Srednia zawarto$¢ witaminy C w papryce o réznym zabarwieniu (n = 5)
Table Il. Mean vitamin C content in peppers with different colors (n = 5)

Barwa papryki Srednia zawarto$¢ witaminy C (mg/100 g) SD RSD (%)
Zielona 155,9 4,3 2,7
Zotta 135,8 11,2 8,3
Pomaranczowa 139,4 4,2 3,0
Czerwona 157,1 6,5 4,2

Najwigkszg zawartoscig witaminy C, bo az 157,1 mg/100 g produktu odznaczata
si¢ papryka czerwona, pdzniej zielona, w ktorej zawarto$¢ witaminy C wynosila
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155,9 mg/100 g produktu, dalej papryka pomaranczowa (139,4 mg/100 g) oraz zotta
(135,8 mg/100 g produktu). Wartosci wzglednego odchylenia standardowego nie
przekraczaty wartosci 10%, z czego wynika, Zze zastosowana metoda oznaczania
witaminy C jest precyzyjna.

Kunachowicz 1 wspdtpr. (17) oznaczyli podobng ilos¢ tej witaminy w czerwone;j
papryce wynoszaca 144 mg/100 g. Davey i wspdtpr. (18) podaja szerokie granice
zawarto$ci badanego sktadnika od 62 do 151 mg/100 g produktu. Badania Kuna-
chowicz 1 wspolpr. (17) wykazaty nizsza zawarto$§¢ witaminy C w zielonej papryce,
bo 91 mg/100 g. Natomiast Davey 1 wspotpr. (18) podaja zawartos¢ tej witaminy
w przedziale od 62 do 175 mg/100 g. Zawarto$¢ witaminy C w zbltej papryce wy-
nosita 135,3 mg/100 g. Badania Davey i wspdlpr. (18) wykazaly nizsze ilosci tej
witaminy w badanym produkcje (od 90 do 110 mg/100 g).

Okreslajac barwe poszczegolnych papryk oznaczono wartosci srednie parame-
trow L*, a*, b* dla kazdej z nich i zamieszczono w tab. I11.

Tabela lll. Wartosci $rednie parametréw L*, a*, b* dla papryk o r6znym zabarwieniu (n = 10)
Table lll. Mean values of L*, a*, b* for peppers with different colours (n = 10)

Barwa papryki
Parametr - -
zielona z6tta pomaranczowa czerona
L* 34,33+2,91 42,51+2,06 43,86+1,82 37,15+1,46
a* -5,06+0,51 1,27+0,78 11,56+3,11 19,83+2,91
b* 9,30+1,59 24,33+4,57 26,45+3,42 15,45+1,30

L* — parametr wyrazajacy jasnos¢ barwy w systemie CIELab,
a* — parametr okreslajacy potozenie danej barwy w przestrzeni barw w systemie CIELab miedzy czerwong i zielona,
b* — parametr okreslajgcy potozenie danej barwy w przestrzeni barw w systemie CIELab miedzy zéltg i niebieska.

Na podstawie tych wynikdéw, mozna stwierdzi¢, ze wykonane pomiary w sposob
obiektywny potwierdzily, ze widziany przez obserwatora kolor papryki zwiazany
jest z wystgpowaniem w niej odpowiedniego barwnika, a nie jest zwiazany z efek-
tami fizycznymi (np. rozproszenie). W przypadku gdyby za barwg byly odpowie-
dzialne tylko efekty fizyczne, to oznaczone wartosci L*, a*, b* lokowatyby probke
w przestrzeni CIELab w obszarze dla barwy biale;j.

W celu sprawdzenia czy oznaczone wartosci witaminy C w analizowanych pa-
prykach roznia si¢ istotnie poddano ocenie za pomocg testu F nastepujaca hipoteze
Zerows;:

Hy=c,=c,=c,=c,
gdzie:
Cgs €,y €y, C, - STednia zawartos¢ witaminy C odpowiednio w papryce koloru zielone-
go (g), czerwonego (1), zottego (y) oraz pomaranczowego (0).

W wyniku wykonanej analizy uzyskano wartos¢ prawdopodobienstwa istotnosci (p)
réwna 0,0002. Warto$¢ ta jest zdecydowanie mniejsza niz najczgsciej stosowany poziom
istotnosci (av), tj. 0,05. Tym samym oznaczone w tej pracy zawartosci witaminy C w pa-
prykach sa dowodem na to, ze zawarto$¢ witaminy C w paprykach réznej barwy jest
statystycznie rozna. Niemniej jednak przyczyna odrzucenia H, moze by¢ zaréwno fakt,
ze tylko jedna ze $rednich wyraznie odstaje od pozostatych trzech $rednich lub, ze dwie,
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trzy lub cztery $rednie roznia si¢ migdzy soba. W celu sprawdzenia, co byto powodem
odrzucenia H, dokonano analizy za pomoca tzw. testdw post-hoc w wersji testu Tukey ‘a.
W tescie tym wykonuje si¢ grupowanie srednich, w celu ustalenia, ktore srednie wy-
kazuja do siebie statystycznie istotne podobienstwo. W tym celu, $rednie porzadkuje
si¢ wg wzrastajacej wielkosci i dzieli si¢ na grupy w tych miejscach, w ktorych rézni-
ca mi¢dzy dwiema kolejnymi $rednimi jest wigksza od obliczonej najmniejszej istotnej
réznicy (a):

a:tm~sik-\/7
gdzie:
t., — warto$¢ wspotczynnika t-Studenta odczytana z tablic dla poziomu istotnosci
o = 0,05 oraz odpowiedniej liczby stopni swobody.

Jezeli w wyniku takiego podzialu zadna z grup nie zawiera wigcej niz dwie $rednie,
to proces grupowania Srednich uwaza si¢ za zakonczony, a dwie srednie w obrebie
grupy uwaza si¢ za nieistotnie roézne, tzn. tworzace jednorodng grupe na zalozonym
poziomie istotnosci a.. W przypadku, gdy w jakiejkolwiek grupie znajduja si¢ wigcej
niz dwie $rednie, to wowczas nalezy dalej bada¢, czy takie grupy sg jednorodne,
za pomocy testu F. W przypadku przyjecia hipotezy zerowej o réwnosci wartosci
srednich stanowiacych taka grupe, nastepuje zakonczenie analizy testem post-hoc
Tukeya. W przeciwnym przypadku, w obrebie takiej grupy srednich postegpuje si¢
wg procedury opisanej powyzej, tj. ponownie oblicza si¢ najmniejszg istotna roz-
nicg, tworzy nowe grupy i testuje ich jednorodnos¢. Procedure te¢ wykonuje sie, az
wszystkie grupy Srednich uznane zostana za jednorodne, tj. tworzace je srednie sa
uznane za statystycznie rowne. W toku wykonanej analizy statystycznej ustalono,
ze zawarto$¢ witaminy C w papry- .
kach barwy zoltej i pomaranczowej 158 °
sa zblizone mi¢dzy soba podobnie, '
jak jej zawarto$§¢ w paprykach bar-
wy zielonej i czerwone;.

Ponadto, zawarto§¢ witaminy C
W papryce o barwie zottej i poma-
ranczowej s3 mniejsze niz w papryce
zielonej i czerwonej (tab. II). Jedno-
cze$nie, biorac pod uwagg kolejnosé
barw wystepujacych w widzialnej
czedci promieniowania elektromag-
netycznego, tj. barwa: zielona, z6t-
ta, pomaranczowa i czerwona, nie
stwierdzono wspodtzaleznosci po-
miedzy barwa papryki, a zawartos-

Zawartos¢ witaminy C

Ryc. 1. Wykres ilustrujacy potozenie punktu okre-
Slajacego zawartos¢ witaminy C w analizowanej

cia w niej Witaminy C. Gdyby taka papryce w przestrzeni opisujacej barwe tej papryki

korelacja istniata, to mozna by si¢ oznaczonej w systemie CIELab (pod uwage wzigto
. , . ’r . 1 1 * 1 ¥

spodziewaé, ze np. zawarto$¢ wita- parametry definiujace barwe, . a* i b¥).

miny C w papryce wzrastataby (lub F(ilg. 1. Graph %llust.ratcing the po.sitionlof t}clle point that
malaia) W szeregu barw: zielona, etermines Vltgrr.nn content ln, analysed pepper in
o, . . the space describing that pepper’s colour determined
z0fta, pomarar'lf:zoyva 1 Czerwona: in the CIELab system (colour- defining parameters,
W celu ilustracji opisanych powyzej ie. a * and b * have been taken into consideration).
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obserwacji uzyskane wyniki analizy zawartosci witaminy C w paprykach réznej
barwy oraz wyniki pomiaru barwy tych papryk w systemie CIELab przedstawiono
graficznie w formie wykresu tréjwymiarowego (ryc. 1).

WNIOSKI

1. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz najwigksza zawartos-
cig witaminy C odznacza si¢ czerwona papryka, nastepnie zielona i pomaranczowa.
Najmniejsza zawarto$¢ witaminy C oznaczono w papryce koloru zéitego.

2. Ustalono, ze optymalny czasem homogenizacji probki papryki wynosi 5 min.

3. Ustalono, ze zawartos¢ witaminy C w paprykach barwy zéttej i pomaranczo-
wej sa zblizona migdzy sobg podobnie, jak jej zawartos¢ w paprykach barwy zielo-
nej i czerwone;.

4. Jednoczesnie, biorac pod uwage kolejnos¢ barw wystepujacych w widzialnej
czgsci promieniowania elektromagnetycznego nie stwierdzono wspdétzaleznosci po-
miedzy barwa papryki a zawartosciag w niej witaminy C.

M. Surma-Zadora, E. Cieslik, E. Grzych-Tuleja, A. Bodzioch

AN ATTEMPT TO FIND A CORRELATION BETWEEN THE CONTENT
OF VITAMIN C AND PEPPER COLOUR

Summary

The aim of this study was to determine the content of vitamin C in red, orange, green and yellow pepper
grades by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) and find a possible correlation between
the content and pepper colour. The content of vitamin C in peppers of different colours was calculated in
terms of mean content of total L-ascorbic and L-dehydroascorbic acids in 100 g of the product. The deter-
minations were performed in three replications and each sample was analysed by HPLC three times. The
highest content of vitamin C was detected in red pepper (157.1 mg/lI0Og product), and the lowest level of
vitamin C was found in yellow pepper (135.8 mg/I00g product). The results of the determinations were
compared by the Student t test, and it has been found that the applied method is accurate. Pepper colours
were determined and described in an objective way using the CIELab system.
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