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Analiza vitamina C, nitrata i nitrita u soku od
paradajza primenom visokoefikasne tecne

hromatografije
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Slavica RaZié* nitrata i nitrita u plodovima paradajza organski i konvencionalno ga-
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jenog, kao i jednog industrijskog soka od paradajza. Konvencionalno

2/Farmaceutski fakultet Univerziteta u Beogradu  9aj€N paradajz je nabavljen na Cetiri beogradske pijace i u jednom od
najvecdih beogradskih supermarketa, a organski je uzgajan u regionu
Vrsca. U analizi je primenjena reverzno-fazna visokoefikasna tecna
hromatografija sa UV detekcijom, a odredivanje sadrZaja je izvedeno
primenom eksterne kalibracije. Odredeni su limiti detekcije i kvantifi-
kacije, koji iznose 0,03 pg/mL odnosno 0,05 pg/mL za vitamin C, a
0,05 pg/mL odnosno 0,10 pg/mL za nitrite i nitrate. Dobra linearnost
za odredivanja vitamina C, nitrita i nitrata potvrdena je u opsegu kon-
centracija od 1,0 pg/mL do 20,0 ug/mL. Ispitivanjem sadrZaja vitam-
ina C u razliéitim uzorcima soka od paradajza, pokazano je da sadrzaj
istog varira u opsegu 0,26 - 20,46 mg/100 g. Analizom sadrzaja ni-
trata i nitrita u 6 razli¢itih uzoraka soka od paradajza utvrdeno je da
sadrZaj nitrata varira u rasponu 4,788 - 16,632 mg/100 g. SadrZaj
nitrita u svim analiziranim uzorcima je ispod granice kvantifikacije
primenjene metode (1 mg/kg).

Kljuéne redi: sok od paradajza, vitamin C, nitrati, nitriti, HPLC.
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Zdravstvena ispravnost i kvalitet namirnica
su veoma znacajni u oéuvanju zdravlja ljudi. Radi
zastite zdravlja neophodno je da se sprovedu una-
pred utvrdeni standardi, koji se odnose na proiz-
vodnju, distribuciju, ¢uvanje, rukovanje namirni-
cama, kao i na njihovu redovnu kontrolu, kako bi
se postigao kvalitet a time i osigurala bezbednost
zdravlja ljudi. Svetska zdravstvena organizacija
(WHO') navodi tezinu problema neispravnosti
namirnica i isti¢e ga kao jedan od najraspros-
tranjenijih zdravstvenih problema u svetu, kako
u nerazvijenim tako i u razvijenim zemljama. U
kooperaciji sa FAO? objavljen je vodi¢ [1] u ko-
jem su razmotreni mnogi faktori rizika u ishrani,
kao nacini kojim bi se sistem uredio radi o¢uvanja
zdravlja. Analiza vitamina C, nitrata i nitrita u vocu
i povréu je posebno znacajna. Vitamin C je indika-
tor sveZine proizvoda, a u ishrani zauzima posebno
mesto kao snazan antioksidans. Nitrati se mogu
nadi u biljkama kao rezultat dubrenja zemljista, ali
takode ih ima i u vazduhu i vodi. Nitriti se u indus-
triji dodaju radi konzervisanja proizvoda, a mogu
nastati u organizmu iz unetih nitrata.

Vitamin C je neophodan za rast i razvoj hr-
skavice, zuba i potpornog tkiva, sintezu steroidnih
hormona. Osim toga, snazan je antioksidans (uklan-
janje slobodnih radikala), uti¢e na stimulaciju sin-
teze i oslobadanja adrenalina i noradrenalina iz srZi
nadbubreznih Zlezda, a pojacava i apsorpciju gvozda.
Iako je svega 10mg vitamina C dnevno dovoljno da
bi se sprecila pojava skorbuta, unos manje od 50
mg vitamina C dnevno moZe znatno uvedati rizik

od bolesti srca i katarakte. Primeéeno je takode da
je kod zena sa niskim sadrzajem vitamina C u krvi
povecan rizik od nastajanja zu¢nih kamenaca [2].

Imajuéi ovo u vidu, vazno je saznanje o
preporuc¢enim dozama vitamina C (RDA*). RDA
predstavlja prose¢nu koli¢inu koja je neophodna
da bi se zadovoljile potrebe organizma za vitamin-
ima ili mineralnim sastojcima kod zdravih pojedi-
naca i mogu varirati u zavisnosti od pola, godina
ili posebnih stanja kao $to je trudnoca. Agencija
za hranu i lekove (FDA®) preporucuje optimalan
dnevni unos od 60 mg/dan. Kako pu$a¢i imaju
smanjenu koli¢inu vitamina C, potreban im je unos
dodatnih koli¢ina i do 100 mg dnevno. Upotreba
kontraceptiva kortizona ili estrogenska terapija u
menopauzi takode povecava potrebu za dodatnim
unosom. Vitamin C deluje brzo, tako da telo “is-
koristi” potrebnu koli¢inu, a ostatak u kratkom roku
eliminide. Stoga ukupan unos treba rasporediti u
nekoliko (4 do 6) doza tokom celog dana [3].

Odredivanje sadrzaja vitamina C u razlic¢itim
namirnicama je izuzetno znadajno. Shimada i Ko
[4] su primenili metodu visokoefikasne te¢ne hro-
matografije za odredivanje sadrzaja askorbinske
kiseline u povréu. Posle homogenizacije i redukcije
dehidroaskorbinske u askorbinsku kiselinu DL-homo-
cisteinom uradena je (HPLC®) analiza, primenom UV
detektora, a apsorbancija je merena na A = 265 nm.
Pokazalo se da biber i brokoli sadrze vise od 80 mg
vitamina C na 100 g proizvoda, dok pojedino povrée
kao paradajz ima manje od 20 mg/100g. Sadrzaj vi-
tamina C varira u zavisnosti od vrste povréa i uslova
uzgajanja. Dobijenim podacima je ukazano na post-
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ojanje razlika u sadrzaju askorbinske i dehidroas-
korbinske kiseline u razli¢itom povréu. Askorbinska
kiselina se brzo pretvara u dehidroaskorbinsku kise-
linu pomoc¢u oksidaze askorbinske kiseline. Autori
nisu uocili znacajniju razliku u ukupnom sadrZaju
askorbinske kiseline jer dehidroaskorbinska kiselina
pokazuje istu fiziolosku aktivnost kao i askorbinska.
Ismail i Fun [5] su odredivali vitamin C, kao i dru-
ge vitamine, u organski i konvencionalno gajenom
povréu. Primenom reverzno-fazne HPLC dobili su
rezultate kojima je ukazano da nije sve povrée or-
ganski gajeno bogatije vitaminima. U literaturi je
zabeleZena primena cikli¢ne voltametrije, kao i ti-
trimetrijske metode primenom N-bromsukcinimida
za odredivanje vitamina C u lisnatom povrcu [6] i na
osnovu dobijenih rezultata data procena o relevant-
nosti medicinske upotrebe pojedinih vrsta.

Neorganski nitriti su jedinjenja kristalne forme,
rastvoreni u vodi, pokazuju redukcione osobine i
apsorbovani u organizmu brzo se oksidiSu u nitrate.
U krvotoku nastaje oksidacija hemoglobina. Visak ni-
trita Evrsto se vezuje za oksidisano gvozde, ¢ime se
spredava transport kiseonika. Uneseni nitrati se brzo
i u potpunosti apsorbuju u gornjem delu tankog cre-
va, a mogu i direktno iz Zeluca. Zbog vezivanja joda,
mogu da uti¢u na poremecaj rada tireoidne Zlezde.
Ako se hranom unosi dovoljno joda (150 do 300mg
dnevno), efekat nitrita je manje izrazen [7].

Nitrati su jedinjenja kristalne strukture, ras-
tvoreni u vodi i ponasaju se kao jaka oksidaciona
sredstva. Upotrebljavaju se mnogo kao mineralna
dubriva, eksplozivi, boje kao i u medicini. Nivo nitra-
ta u hrani je veoma nizak, naj¢esce ispod 10 mg/kg
i retko prelazi 100 mg/kg. Izuzetak je povrée koje je
bilo oSteceno, lose uskladisteno, ili uskladisteno duze
vreme od propisanog, kao i konzervisano i fermen-
tisano povrée. U takvim uslovima nivo nitrata moze
biti i 400 mg/kg. Povrée i voce uz konzervisano meso
su glavni izvor nitrata i nitrita. UV - zraenje u stak-
lenicima uti¢e na poja¢ano stvaranje nitrata i nitrita
u povrtarskim kulturama.

Sadrzaj nitrata u povréu zavisi od nacina ob-
rade zemljiSta (primena vestackih dubriva), uslova
rasta (narolito temperature zemljidta i intenziteta
dnevne svetlosti), zatite namirnica u toku rasta i
obrade hrane. Procenjeno je da se povréem unosi
priblizno 80 do 92% nitrata i 16 do 43% nitrita.
Zato se i nitrati i nitriti obavezno odreduju pri kon-
troli kvaliteta namirnica. Metaboli¢kim reakcijama u
organizmu iz nitrata i nitrita nastaju nitrozoamini koji
su karcinogeni i za koje se smatra da izazivaju met-
hemoglobinemiju.

Evropska komisija je 1997. utvrdila maksima-
lan dozvoljeni nivo nitrata i nitrita koji moze da se
nalazi u povréu. Ove vrednosti su prihvatile mnoge
zemlje kao Velika Britanija i Kina, gde su definisani
maksimalni nivoi do 3000 mg/kg/dan. Osim toga
GAP” propisuje posebne zahteve za proizvodace
povréa, kako bi se obezbedilo smanjenje nivoa ni-
trata a time i zastitilo zdravlje potrosaca.
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Nitrati i nitriti se ¢esto dodaju kao aditivi da
produze svezinu proizvoda i ostvare dejstvo konzer-
vansa, $to se koristi kod proizvoda od mesa i nekih
vrsta sireva [8]. Upotreba nitrata i nitrita kao aditiva
je regulisana zakonima [9] i znacajna je u preven-
ciji botulizma, tj. rasta vrste Clostridium botulinum
koja kao produkt svog metabolizma proizvodi toksin
botulinum. Clostridium botulinum je G(+) anaerobna
bakterija Cije su spore prisutne u zemljistu i vodi,
a prirodni rezervoar su domace i pojedine divlje
Zivotinje. U spoljnu sredinu dospeva putem fekalija
i kontaminira meso, ribu, voce, povrée. Najéesce se
trovanja ovim toksinom desavaju nakon konzumi-
ranja konzerviranih i suhomesnatih proizvoda kao
i suvog mesa.

Cheng i Tsang [10] su odredivali sadrzaj ni-
trata i nitrita u povréu primenom HPLC metode UV-
detekcijom. Apsorbanca je merena na A = 213 nm.
Ispitivanjem rezultata 12 razli¢itih uzoraka povréa
sa trzista HPLC metodom zakljuceno je da vrednosti
sadrZaja nitrata i nitrita znatno variraju u rasponu
od 225 do 4410 mg/kg . Elektrohemijski senzori su
takode primenjeni za detekciju nitrata i nitrita [11],
ali u uzorcima voda koji su svakako jednostavniji i
rastereéeni potencijalnih smetnji kakve postoje u
slozenijim uzorcima. Gaya i Alimi [12] su nitrate u
povréu odredivali spektrofotometrijski merenjem
apsorbancije natrijum-nitrofenoksida nastalog u
reakciji nitarata iz povréa sa fenolom u prisustvu
sumporne kiseline. Iako su dobijeni relativno dobri
procenti prinosa (76 do 123%), metoda zahteva vise
vremena u poredenju sa HPLC metodom.

U ovom radu je opisana analiza vitamina C,
nitrata i nitrita u paradajzu, nabavljenog na nekoliko
beogradskih pijaca, plodova uzgajanih bez dodatnog
hemijskog tretmana u regionu Vrica, kao i u jed-
nom komercijalnom proizvodu industrijskog soka od
paradajza. Analiza je izvedena primenom visokoefi-
kasne te¢ne hromatografije (HPLC).

METOD RADA

Za odredivanje sadrzaja vitamina C, nitrata i
nitrita u soku od paradajza upotrebljeni su plodovi
paradajza sa Cetiri beogradske pijace, iz jednog su-
permarketa, jedne baste gde je gajen bez hemijskog
tretmana, kao i komercijalnog proizvoda, industri-
jskog soka Tomatina™.

Rastvori i reagensi

U analizi su primenjene standardne supstan-
cije vitamina C, natrijum-nitrita i natrijum-nitrata
proizvodaca Sigma Co (St Louis, MO, USA), od
kojih su pripremani rastvori za ispitivanje limita
detekcije i limita kvantifikacije (serija rastvora od
0,01 do 0,5 pg/mL), kao i rastvori za kalibracionu
krivu (1,0, 2,5, 5,0, 10,0 i 20,0 pg/mL). Koridéeni
su organski rastvaraci HPLC Cistoce (Merck, Darm-
stadt, Germany), voda HPLC ¢&istoce (sistemski
dobijena demineralizovana voda preci$¢ena na ko-
mercijalnom ,Millipore Milli-Q" sistemu), a ostale

1 World Health Organization
2 Food and Agriculture Organization of the United Nations

4 Recommended Daily Allowance
5 Food and Drug Administration
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hemikalije &istoce za analizu (p.a.).
Operativni uslovi rada HPLC sistema su prika-
zani u tabeli 1.

Tabela 1 - Operativni uslovi HPLC sistema

Waters M600 E,
izokratsko eluiranje

Pumpa:

Injektor: Rheodyne 7125, petlja 20 pl

Analiti¢ka kolona:

za vitamin C RP-HPLC C18, promera 5 um,

za nitrite i nitrate RP-C8 , promera 5 um,

Detektor: Waters UV/VIS

Mobilna faza:

za vitamin C 50 mM KH2PO4 pH = 3,0

za nitrite i nitrate 0'01",&;"{“;"“;"6“'10'1 M
Protok 1,0 mL/min
Temperatura kolone ~20 °C
Talasne duzine:

za vitamin C A =245 nm,

za nitrite nitrate A =210 nm
Aktivacija/ Clarity chromatography

obrada podataka: station for Windows

Priprema uzoraka paradajza za analizu
vitamina C

Priprema uzorka mora biti efikasna i brza, a
vreme izmedu merenja mora biti Sto krace zbog
nestabilnosti vitamina C. Posle homogenizacije uzor-
ci se podvrgavaju ekstrakciji. Deset grama uzorka
odmeri se na analiti¢koj vagi i doda se 90 mL 0,1%
oksalne kiseline. pH vrednost je podesena na 3,0
upotrebom fosfatnog pufera7 (50 mmol/L KH,PO,).
Filtriranje se izvodi kroz nabrani i membranski filter
promera 0,45 pm.

Analiza vitamina C

Ukupno vreme hromatografske anlize je iznosilo
5 min., a retenciono vreme vitamina C 2,13 min. Sig-
nal je obraden ,Clarify” softverom, a na osnovu up-
oredne analize pikova standarda i uzoraka izracunat
sadrzaj vitamina C.

Priprema uzoraka za analizu nitrita i
nitrata

Posle homogenizacije uzoraka paradajza
uradena je ekstrakcija vodom radi dobijanja 10%
rastvora (10 g uzorka na 100 g rastvora). Potom
se rastvori filtriraju kroz nabrani i membranski fil-
ter-papir pre¢nika pora 0,45 pm, i radi se njihovo
injiciranje.

Analiza nitrita i nitrata

Komponenta sa najmanjim afinitetom ¢e se

prva detektovati. Sistem je povezan sa “Clarify” soft-
verom. Analiziranjem dobijenih pikova i njihovim

poredenjem sa pikom standarda odreden je sadrzaj
analita u uzorcima. Odredeni su limit detekcije i limit
kvantifikacije, specifi¢nost metode, zbog mogucée in-
terferencije, linearnost odnosa povrsine pika i kon-
centracije za standardne rastvore vitamina C, kao i
nitrita i nitrata u rasponu od 1,0 pug/mL do 20 pg/
mL, ispitana je preciznost za koncentraciju od 5,0
Hg/mL, kao i analiticki prinos metoda. Na trzistu se
javlja sve veci broj zdravstveno neispravnih proiz-
voda usled izrazene nesavesnosti proizvodaca, te je
stoga kontrola kvaliteta i ispravnosti proizvoda os-
novna karika bez koje se ne moze obezbediti zdraviji

Visokoefikasna hromatografija je veoma mo¢na
analiticka tehnika u analizi brojnih analita i u ovom
radu su prikazani rezultati kvantitativne analize vi-
tamina C, nitrata i nitrita soka od paradajza.

REZULTATI I DISKUSIJA

Sadrzaj vitamina C je u vedini uzoraka prilicno
ujednaden (slika 1) osim u industrijskom soku od
paradajza ¢iji je sadrzaj znatno nizi od ocekivanog i
iznosi 0,26 mg/100 g.

Ispitivanjem sadrzaja vitamina C u razli¢itim
uzorcima soka od paradajza pokazano je da sadrzaj
varira u rasponu 0,26 do 20,46 mg/100g. Na osnovu
ovih podataka mozemo zakljuciti da su sve vrednosti
u opsegu prosecnih, ali je sadrzaj dva uzorka znat-
no ispod ocekivanog i iznosi 9,49 mg/100 g i 0,26
mg/100 g, $to znali da je ovakav paradajz manje
svezine od ostalih. Ipak, mora se imati u vidu da
je jedan od glavnih uzroka niZeg sadrzaja vitami-
na C u industrijskom soku od paradajza tehnoloski
postupak pripreme koji uklju¢uje i termi¢ki obradu
(blansiranje, pasterizacija).

Vitamin C. mg/100 &

Slika 1. Sadrzaj vitamina C u uzorcima paradajza

Za detekciju vitamina C, nitrita i nitrata primen-
jena je reverzno-fazna, odnosno jonska te¢na hro-
matografija visoke performanse uz UV/VIS detektor,
dovoljno osetljiva i specifi¢na metoda za odredivanje
prihvatljivih vrednosti vitamina C, nitrita i nitrata u
povréu i proizvodima od povréa. Postupak tecno-
tecne ekstrakcije 0,1% oksalnom kiselinom vitamina
C, odnosno vodom, nitrata i nitrita i filtriranje kroz
membran filter dovodi uzorke u stanje pogodno za
odredivanje. Odredeni su limit detekcije i limit kvan-
tifikacije, koji iznose 0,03 pg/mL odnosno 0,05 pg/
mL za vitamin C, a 0,05 pg/mL odnosno 0,10 pg/
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mL za nitrite i nitrate. Linearnost odnosa koncen-
tracija i povrsina odgovarajucih pikova je odredena
analizirajuci Sest standardnih rastvora vitamina C, ni-
trita i nitrata koncentracija od 1,0 ug/mL do 20,0 ug/
mL. Kalibracione krive su dobijene kao rezultat Cetiri
injiciranja za svaki koncentracioni nivo i odredeni su
koeficijent korelacije: r = 0,99937 za vitamin C, r =
0,9991 za nitrite, odnosno r = 0,99924 za nitrate.
Tacnost metode je ispitana odredivanjem procenta
prinosa na standardne rastvore koncentracije 10,0
Hg/mL i izvosi 98,4% za vitamin C, 97,2% za nitrite,
odnosno 97,5% za nitrate. Svi ispitani parametri val-
idacije za nitrite i nitrate potvrdili su dobru preciznost
i reproduktivnost metode (RSD = 1,43%, 2,11%,
odnosno 0,78% ), sa visokim prinosom, linearnos¢u
u Sirem opsegu od ocekivanih vrednosti.

Analizom sadrzaja nitrata i nitrita u Sest razli¢itih
uzoraka soka od paradajza HPLC metodom, utvrdeno
je da sadrzaj nitrata varira u opsegu 4,788 do
16,632 mg/100 g (slika 2). Sadrzaj nitrata varira u
zavisnosti od uslova uzgajanja, a posebno tretiranja
zemljista vestackim dubrivom. Ova metoda se po-
kazala kao veoma efikasna u odredivanju nitrata, a
dobijene vrednosti su u granicama prihvatljivih.

Nitrati, mg/100 g

Slika 2. Rezultati odredivanja sadrzaja nitrata u uzorcima
paradajza.

Sadrzaj nitrita u svim analiziranim uzorcima
je ispod granice kvantifikacije primenjene metode
(1 mg/kg).

ZAKLIUCAK

Zivot savremenog ¢oveka je veoma stresan,
zagadenost Zivotne okoline je sve veca a briga o
sopstvenom zdravlju zanemarljiva. Na trzistu se ja-
vlja sve veci broj zdravstveno neispravnih proizvoda
usled visoke nesavesnosti proizvodaca, te je stoga
kontrola kvaliteta i ispravnosti proizvoda, osnov-
na karika bez koje se ne moze obezbediti zdraviji i
kvalitetniji Zivot.

Visokoefikasna hromatografija je veoma moc¢na
anliticka tehnika u analizi brojnih analita i u ovom
radu su prikazani rezultati kvantitativne analize vi-
tamina C, nitrata i nitrita soka od paradajza. Ova
metoda se pokazala kao veoma efikasna i precizna,
sa velikom brzinom izvodenja, te se stoga sve vise
primenjuje u ovakvim ispitivanjima. Za sveobuhvat-
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niju sliku bilo bi potrebno analizirati ve¢i broj uzor-
aka, sa razli¢itih lokaliteta i pijaca. Odredivanjem
sadrzaja vitamina C, nitrata i nitrita u povrcu ispun-
javaju se osnovni uslovi bez kojih ovakvi proizvodi ne
mogu biti plasirani na trziste Evropske unije. Iako su
analize bitnih komponenata hrane danas neophodne,
one se, na Zalost, u praksi nedovoljno primenjuju.
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Analysis of vitamin C, nitrates and
nitrites in tomato juice with highly
efficient liquid chromatography

Z. Basi¢!, 1. The Institute for Hygiene, Military Medical Academy, Belgrade
J. Bumbié? 2. Faculty of Pharmacy, University of Belgrade
S. Razi¢®

Summary: The results of analysis of vitamin C, nitrates and nitrites
in tomato organically and conventionally grown as well as one com-
mercial tomato juice are reported. Conventionally grown tomato was
provided from four markets in Belgrade and one of the largest hy-
permarkets. Organically grown tomato originated from Vrsac region.
Analysis was performed by high performance liquid chromatography
with UV detection and determination of analytes content was done
by external calibration. Limit of detection and limit of quantification
limits were determined for vitamin C (0, 03 pg/mL and 0,05 ug/mL),
nitrates and nitrites (0,05 ug/mL and 0,10 pg/mL). Good linearity
for all analytes was confirmed in the range 1,0 - 20,0 pg/mL. Accord-
ing to the results, content of vitamin C in analyzed samples varied
from 0,26 mg/100g to 20,46 mg/100 g. Concentration of nitrates in
6 different samples of tomato juice was in the range between 4,788
and 16,632 mg/100 g. Concentration of nitrites were below limit of
quantification of applied method (1 mg/kg).

Key words: vitamin C, nitrates, nitrites, tomato juice, liquid chro-
matography.
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