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1. Uvod

Clovék je slozity organismus. Kazdy den musi pfijimat fadu pro t&lo vyznamnych
latek: bilkoviny, tuky, sacharidy a také vitaminy. Proto byly stanoveny doporucené
denni davky téchto latek.

jako prekurzory, jiné jsou nezbytné pro spravnou vystavbu novych tkani a konkrétné
vitamin C chrani télo pfed nachlazenim, stresem a jinymi vlivy. VétSinu téchto
esencidlnich latek si télo neumi samo vyrobit, proto je doddvame prostfednictvim
stravy nebo vitaminovych doplnk.

Hlavnim tématem této bakalafské prace je testovat metodu pritokoveé
coulometrie pro stanoveni askorbové kyseliny v roketé seté (Eruca sativa). Tradi¢ni
metody stanoveni vitaminu C jsou volumetrie, kapalinova chromatografie,
spektrofotometrie, polarografie. Elektrochemické metody, mezi néz pritokova
coulometrie patfi, maji vyhody: rychlost, ptfesnost, spotfebu malého mnozstvi
analyzované latky, nizkonakladovost.

Cilem prace bylo ovéfit navrzeny analyticky postup pro stanoveni askorbové
kyseliny v roketé metodou pritokové coulometrie. Tato metoda by mohla byt pouzita
pro sledovani obsahu askorbové kyseliny v roketé, napf. pii sledovani jeho variability
v zé&vislosti na riznych podminkach péstovani.

V rdmci prace budou hodnoceny vybrané valida¢ni parametry: pracovni rozsah,
mez detekce a mez stanovitelnosti, opakovatelnost a vytéznost. Jako referencni metoda
bude pouzita volumetrie, kterd je oficidlni metodou pro stanoveni vitaminu C

v rostlinnych vzorcich.



2. Teoreticka cast

2.1. Roketa seta

2.1.1. Roketa seta

Roketa (Eruca sativa) je  vyS$i dvoud€loznd rostlina z celedi brukvovitych
(Brassicaceal) [1].
Jedna se o jednoletou diploidni rostlinu, kterd dortistd vysky 80 cm. Je tvofena listy
(obr. 1), kterymi je rostlina obrostla po cely rok. Kvéty vykvétaji mezi kvétnem a
srpnem. Semena, kterd jsou bohatd na oleje, a to zejména na erukovou kyselinu,
se objevuji od cervence do zaii [2].

Jako oblast ptivodu je udavéna oblast Sttedozemniho mofe a jihozapadni Asie.
Ve formé plevelu, v porostech Inu a obili byl rozsifen do dalSich zemi jako je
Afghanistan, severni Indie, Severni Amerika a Australie [3].

Je charakteristickd svoji pikantni chuti, a proto staci do jidel pfidat malé
mnozstvi [4]. Diky své vyrazné chuti ji mizeme piidavat do polévek, smetanovych

omacek k téstovinam, k masu a ptfedevsim do salati.

Obr. ¢. 1 Roketa seta



2.2.2. Latky obsazené v roketé
Pti analyze rokety vysoko uc¢innou kapalinovou chromatografii byla zjisténa

pritomnost:

1. flavonoidu : kvercetin diglukosid, kaempferol diglukosid, kvercetin
methyletherdiglucosid, kvercetin-3-(6-sinapoyl-O-B-D-gluckopyranosyl)-3,4"-di-O-
B-D-glukopyranosid, derivaty kaempferolu [5]

2. isothiokyanatl: butylisothiokyanat, 3-butenylisothiokyanat, 3-methylthiopropyliso-
thiokyanat,4-methylthiobutylisothiokyanat, 5-methylthiopentylisothiokyanat, hexyl
isothiokyanat, isohexyisothiokyanat [6]

3. nitrily: 5-methylhexanonitril, 4-methylthiobutanonitril, 2-pentanonitril,6-methylthio-
hexanonitril, 5-methylthiopentanonitril [6]

4. tékavé aglykony: methyl-vanilat, fenylmethanol, benzylalkohol, eugenol,
o-methoxyfenol [7].

2.2.3. Rozlozeni kyseliny askorbové v roketé seté

V brukvovitych rostlinach, mezi které fadime roketu setou, najdeme krom¢ askorbové
kyseliny také dehydroaskorbovou kyselinu a askorbigen.

Po prvnich hodinach kli¢eni se v roketé seté zacina tvofit malé mnozstvi
askorbové kyseliny, jejiz obsah roste az do rozkvétu a poté dochazi k jejimu ubytku.
Askorbova kyselina se nachazi prevazné v zelenych castech rostliny [8]. Askorbigen
(obr. 2) je vazana forma askorbové kyseliny tj. pfirozena forma jejiho vyskytu u rostlin
brukvovitych [8]. Patii do skupiny glukosilatt [9].

Jedna se o latku neutralni, rozpustnou ve vod¢ a alkoholech. Naopak nezpustny

je v chloroformu a benzenu [8].

HO
O 0
H” |
O+><‘“,_ :
OH §:OH
N
H

Obr. 2: Strukturni vzorec askorbigenu [10]
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2.2. Kyselina L - askorbova

2.2.1. Historie kyseliny askorbové

Na zacatku 20. stoleti se badatelé¢ Holst a Frolich ve svych studiich zabyvali nové
objevenou kyselinou, kterou pojmenovali hexuronova kyselina. Nazev vitamin C,
pod kterym je tato kyselina znama pro Sirokou vefejnost, poprvé pouzil
J. C. Drunmond vroce 1920. Az vroce 1930, po prvni uspéSné izolaci, doSlo

k pfejmenovani hexuronové kyseliny na askorbovou (obr. 3).

OH
HO @)

N\

HO OH

Obr. 3: Strukturni vzorec askorbové kyseliny [11]

2.2.2. Charakteristika kyseliny askorbové

vvvvvv

Jedna se o organickou slouc¢eninu nutnou pro velké mnozstvi biochemickych déju [12].

Clov&k, primati a moréata si AA sami syntetizovat neumi, coZ je zpiisobeno
mutaci v genetickém  koédu L-gulonolaktonoxiddzy, enzymu nezbytného
pro biosyntézu askorbové kyseliny [8]. Proto je nutné pfijimat ji z potravy. Hlavnimi

zdroji jsou pfevazné ovoce a zelenina (tab. 1) [13].
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Tabulka 1: Obsah vitaminu C ve vybranych potravinach:

Obsah vitaminu C

Obsah vitaminu C

Potravina mg/1000 g Potravina mg/1000 g
jedl.pod. jedl.pod.
Paprika 1615 Mandarinky 346
Petrzel — nat’ 1369 Maliny 225
Rybiz ¢erny 1360 Rajcata 224
Brokolice 1130 Melouny, dyné 220
Kien 1125 Ananas Zlutomasy 206
Jahody 618 Spenat zmrazeny 205
Zeli Cervené 518 Zeli bilé kysané 134
Pomerance 513 Brambory 126
Kedlubny bilé 448 Banany 99
Citrony 443 Salat hlavkovy 81
Grapefruity 416 Cibule podzimni 69
Kvétak 383 Jablka 48
Redkvicky 226 Broskve, blumy 36

Povafenim a dal$imi kulinafskymi tUpravami potraviny rychle ztraceji

vitamin C. Nastdva oxidace askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou pienosem

2 elektront [13]. Cas a svétlo patii k dalsim faktorim degradace AA [14].

Tato latka je nezbytna pro lidskou imunitu a psychiku, jelikoz mnozstvi AA

v téle se okamzité snizuje béhem agrese, vzteku a rozcileni. Také v dobé nachlazeni,

v dobé€ chladu je potfeba zvysit pfijem vitaminu C. Pomoci pravidelného piijmu denni

doporucené davky vitaminu C lze dokonce nemocem piedchazet [15].

Obecné plati, ze vyssi pfijem tohoto vitaminu maji mit kufaci v jakémkoliv

veku, protoze i jedna cigareta dokaze zniCit velké mnozstvi AA v téle, toto také plati

pro obdobi fyzické a psychické namahy, po urazech, pro zeny v obdobi téhotenstvi a

pii uzivani antikoncepce [15].
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2.2.3. Vyuziti kyseliny askorbové

Ptijem kyseliny askorbové zvySuje psychickou odolnost vii¢i stresu a zaroven posiluje
imunitni ~ systém, diky kterému se lidské télo brani proti virim a
mikroorganismim [15].

Ve form¢ askorbatu ptlisobi jako antioxidant, coz znamend, ze chrani tclo
pied nebezpecnymi volnymi radikély, které mohou zptisobovat bujeni rakovinovych
bunék. Dale vystupuje jako kofaktor enzymu pfi syntéze kolagenu a také se uplatiiuje
pii pfeméné dopaminu na noradrenalin [16].

Siroké vyuziti nachazi AA v potravinaistvi (aditivum) a jako potravinovy
dopln€k. V neposledni fad¢ dokaze zastoupit 1 kdvu, osveézi a navic prosp&je naSemu

zdravi [15].

2.2.4. Fyzikalné chemické viastnosti

Jedna o bilou, krystalickou latku. Velmi dobie se rozpousi ve vod¢, nizSich alkoholech
a dal$ich polarnich rozpoustédlech [8].

L-askorbové kyselina, chemickym nazvem vy-lakton kyseliny L-threo-hex-2-
enové, je silnou redukujici latkou, ktera se snadno oxiduje [11]. Jeji oxidovatelnost je
ovlivilovana koncentraci pfitomného kysliku a samotné AA, teploty a pH. Stalost
roztokd AA klesa s poklesem koncentrace a zvySenim pH. Uz ptipH3 -4apH4 -5
existuje rozdil v rychlosti oxidace AA a dale roste s hodnotou pH [8]. Oxida¢nim
produktem je dehydroaskorbovd kyselina a ve vazané formé& se vyskytuje jako
askorbigen. Oxidace AA je proces reversibilni, jeji oxidované formy lze vyredukovat
zpét napiiklad pomoci plynného sirovodiku [8].

Ve vodé a vodnych roztocich jsou disociacni konstanty pK; = 4,17 a pK,= 11,57 [17].

V oblasti kyselého pH ma kyselina askorbova optickou otagivost: [a]*’p = +24° [8].

2.2.5. Davkovani

Na zacatku tohoto tisicileti probéhly epidemiologické studie, na jejichz zakladé byly
stanoveny doporucené denni davky vitaminu C. Tyto davky se li$i v riznych zemich.
Naptiklad doporuceny denni ptfijem vitaminu C u muzi v USA ¢ini 90 mg/den,
v Némecku, Rakousku a Svycarsku 100 mg/den a v CR byla stanovena tato davka
na hodnotu 75 mg/den [13]. Vhodnou davku lze urcit diky tomu, ze lidsky organismus

nadbytecné mnozstvi vitaminu C vylucuje moci. Poté rozdil mezi pfijatym mnoZzstvi a
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mnozstvim vylouc¢enym je doporucend denni davka. Doporucené mnozstvi se zvysuje
v t¢hotenstvi, v dobé laktace az na 150 mg, u ziejmého skorbutu na 200 mg.
Ke zvySené potiebé dochazi také pti stresu a prijmech [8].

Nedostatek vitaminu C u dospé€lych jedincti zptsobuje kurdéje. Tato nemoc
byla rozSitena mezi namoiniky v dob¢ dlouhych plaveb a v dob¢ valek. U déti je tato

nemoc oznacovana jako Mollerova — Barlowova [8].

2.2.6. Stabilizace

Jelikoz se askorbova kyselina snadno oxiduje, je tfeba ji pro analyzy stabilizovat.

V minulosti bylo vyzkouSeno velké mnozstvi kyselin pro stabilizaci, napiiklad
trichloroctova, octovd, metafosforecnd, Stavelova kyselina. Nejlepsi vlastnosti
pro stabilizaci vykazovala kyselina metafosforecna, kterd je ovSem draha a obtizné
ziskatelna. Proto byla hleddna ndhrada, kterou se stala Stavelova kyselina, jez
poskytuje stabilni, snadno ziskatelny a levny extrakt. Ob¢ tyto kyseliny diky své silné
acidit¢ a také diky komplexotvornym 1redukénim vlastnostem dobie

stabilizuji AA [18].

2.2.7. Metody stanoveni

Od objeveni AA pribyvaji nové a nové metody, jak vitamin C stanovit. Mezi
nejpouzivanéjsi metody patii volumetrie, elektrochemické metody, vysokoucinna
kapalinové chromatografie (HPLC) a spektrofotometrie.

HPLC dnes patii mezi nejpouzivanéjsi metody. Ale jeji hlavni nevyhodou je
Casova narocnost [12]. Jako stacionarni faze se pouziva C18 [19], slaby anex NH; [20].
Mobilni f4zi tvoii deionizovana voda s pifidavkem amoniové soli upravena na pH = 5
pomoci roztoku hydroxidu sodného nebo 1% mravenci kyseliny [19], smés acetonitrilu
s fosfatem a merkaptoetanolem popt. dithiotreitolu (posledni 2 latky se pouzivaji
k potlaceni oxidace askorbové kyseliny) [20]. K detekci se nejcastéji pouzivaji
UV detektory [11] a elektrochemické detektory [21].

Spektrofotometrickd metoda je zalozena na redukci ionth Zelezitych
na Zeleznaté, pomoci 4-(2-pyridylazo)resorcinolu a nasledné extrakce n-butanolem.
Meéieni absorbance probihalo pii vinové délce 710 nm [22]. Dal§i moZnost ptredstavuje
oxidace askorbové kyseliny bromem na dehydroaskorbovou kyselinu, ktera s 2,4-

dinitrofenylhydrazinem tvofi barevny produkt [11].
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Polarografie, kterd patiti mezi elektrochemické metody, byla objevena
Jaroslavem Heyrovskym. Roku 1959 za ni ziskal Nobelovu cenu. Tato metoda je
zalozena na elektrolyze mezi polarizovatelnou a nepolarizovalnou elektrodou
pfi plynulém zvySovani napéti [23]. Askorbova kyselina se chova jako endiol a
poskytuje na rtutové kapkové elektrod¢ irreversibilni dvouelektronovou anodickou
vinu [17]. Pfi stanovovani AA se vyuziva méfeni vysky anodické viny, ktera je pfimo
umérna koncentraci AA vroztoku. Jinou metodu predstavuje kondenzace
dehydroaskorbova kyselina v mirn¢ kyselém prostiedi s o- fenylendiaminem za vzniku
derivatu chinoxalinu, ktery se redukuje na rtutové kapkové elektrodé v jediné
katodické vIné. V dal$im podilu vzorku se stanovi AA po piedchozi oxidaci roztokem
2,6-dichlorfenolindofenolu. Z rozdilu obou stanoveni se vypocte mnozstvi AA [11].

Prtokova coulometrie je rychld a nizkondkladové elektrochemickd metoda.
OvSem béhem meéieni dochdzi k zanaSeni elektrody. U titrace se jedna o oficialni
metodu [12]. Jeji podstatou je oxidace askorbové kyselinyna dehydro-
askorbovou kyselinu [24]. Tyto dv€é metody jsou podrobné&ji popsany v nésledujicich

odstavcich.

2.3. Volumetrie

2.3.1. Charakteristika

Volumetrie je analytickd metoda, jejimz principem je stanoveni mnozstvi urované
latky z objemu spotiebovaného titracniho c¢inidla. Koncentraci analytu ve vzorku
zjistime z bodu ekvivalence.

Bod ekvivalence lze stanovit méfenim potencialu titrovaného roztoku
nebo vizualné, kdy dochazi ke zméné barvy roztoku v titracni barice.

Dle probihajicich reakci rozd€lujeme titraci na neutraliza¢ni, oxida¢né-

reduk¢ni, srazeci a komplexotvorné [25].

2.3.2. Volumetrické stanoveni askorbové kyseliny

Pii volumetrickém stanovovani kyseliny askorbové se vyuziva oxidacné-redukéni
reakce, pfi niz dochazi k oxidaci askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou pomoci

titracnich ¢inidel. Podstatou je vymeéna elektroni mezi titracnim Ccinidlem a
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stanovovanou latkou. V tomto piipadé se jedna o oxidimetrii, kdy titracni Cinidlo
analyt oxiduje [26].

Jako titracni ¢inidlo se pouziva bud’ roztok 2,6-dichlorfenolindofenolu (obr. 4)
a titruje se do slabé rGzového zbarveni nebo se pouziva roztok jodu, kde se titruje

na Skorobovy maz do modrofialového zbarveni [11].
OH a
Ho\/ﬁo o cl
HO 0. o
+ O:®:N OH =
HO oH \/k\/_\r + HO@NH OH
Cl O// \O
Cl

askorbova kyselina 2,6-dichlorfenolindofenol dehydroaskorbova kyselina leukobaze
2,6-dichlorfenolidofenolu

Obr. 4: Oxidace kyseliny askorbové 2,6-dichlorfenolindofenolem [11]

2.4. Coulometrie

2.4.1. Historie

V Ceskoslovensku se tato metoda b&Zné pouzivala ke stanovovani organickych latek
mezi 50. a 80. 1éty minulého stoleti. V 50. letech tuto metodu pouzili naptiklad F. Ciita
se spolupracovniky pro stanoveni vysSich mastnych kyselin, fenoll, styrolu a
methyloleatu.

Pospisil, Kita a Zuti¢ byli jedni z mala, kteti se v 70. letech minulého stoleti
zabyvali coulometrii. Studovali organické komplexy kobaltu chronocoulometricky.

V 80. letech tuto metodu pouzivali J. Barek a A. Berka se spolupracovniky.
Pomoci této metody stanovili napt. hyrochinon, benzidin, azobenzenové derivaty a

organicka barviva [27].

2.4.2. Charakteristika

Coulometrii fadime mezi elektrochemické metody. Jednad se o analytickou techniku,
ktera je zalozena na elektrolyze [28].

Pfi vyuziti v anorganické stopové analyze nachézime urcité nevyhody, jako
spolehlivé stanoveni jen pro urCitou skupinu prvkti a dals$i. Pro tuto skupinu

se uptednostiuji jiné metody, jako naptiklad atomové absorbcni spektrometrie (AAS).
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Pokud tuto metodu ovSem pouzijeme pro stanovovani organickych latek, stava se z ni
metoda rychla a ptfesnd. Pti fddném méfeni mizeme povazovat vysledky za piesné a
spravné. Navic tato metoda umoziluje meéfit mald latkovd mnozstvi a nizké
koncentrace [28].

Podstatou coulometrie je kvantitativni pfeména stanovované latky, ke které
dochazi na pracovni elektrodé [29]. Sledujeme zavislost proudu na Case. Z velikosti
proslého nédboje je mozné vypocitat mnozstvi stanovované latky za pouziti
Faradayovych zakont [30].

Pti pfimé coulometrii udrzujeme na pracovni elektrodé konstatni potencial.
Pracovni elektroda, na které dochazi k oxidaci, je zapojena do tfielektrodového

systému (obr. 5). KdyZ je anylyt odstranén z roztoku, proud se snizi na nulu [31].

2zdro|
napéti

Obr. 5 Ttielektrodové uspotradani ¢lanku pro coulometrii za konstantniho potenciélu:

r - referentni elektroda, a - pomocnou elektroda, w - pracovni elektroda [29]
Pro vypocet se pouziva Faradaytiv zakon [28]:

_Q
n_zF M

kde z je pocet vyménenych elektront béhem elektrolyzy, O - elektricky naboj
spotfebovany na elektrochemickou pfeménu latky, » - latkové mnozstvi,

F - Faradayova konstatnta, ktera je rovna 96485,3415 C . mol™.

Naéboj v Case ¢ se ur¢i z plochy pod i - ¢ kiivkou:

o) = [ i(t)dr )

kde i(¢) je proud v Case.

Existuji zpisoby jak urychlit elektrolyzu. Jednou z moznosti je zvétsit plochu

elektrody, ovSem zv¢Etsi se ndm také proudy pozadi. Existuje zde i moznost zmensit
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objem roztoku, ale tim padem bude 1 niz§i mnozstvi analytu a tim mensi analyticky
vyuzitelny signal [28].

Pokud jsou dodrzeny vSechny analytické postupy pii odebirani vzorku, ptiprave
vzorku a samotném méteni, ziskdvame dobte reprodukovatelné vysledky [28].

Jeden z moznych postupd, jak stanovit coulometricky AA v tuhych vzorcich, je
uveden v aplikacnim listu firmy ISTRAN. Vytvoii se smés vzorku a 10 ml roztoku
R-020T (0,1M-NaCl, 1ml/I TritonX100, 1g/l stavelové kyseliny), ktera se dokonale
rozmicha. Poté se pfidda 30 — 40 ml roztoku R-020T a roztok se pfefiltruje
nebo se podle potieby odiedi a proces se opakuje ptidanim dal$iho podilu roztoku
R-020T. Nakonec se objem ciré¢ho roztoku doplni na 100 ml roztokem R-020T. Princip
metody popisuje obr. 6. [32].

CsHsOs — 2 e — CsHsOs + 2 H™
Obr. 6 Oxidace AA na dehydroaskorbovou kyselinu ztratou 2 elektronti [32]

2.6. Validace

2.6.1. Charakteristika

Validace se definuje jako ,,proces, pii némz se urcuje vhodnost pouziti dané¢ho
analytického systému pro ziskani relevantnich dat.“ [33] Cilem validace analytického
postupu je experimentalné ovéfit pfedem definované analytické parametry a prokézat,
ze bylo dosazeno pozadované urovné téchto parametri. Do validacnich parametri
byva zahrnut pracovni rozsah, mez detekce, mez stanovitelnosti, opakovatelnost,
vytéznost a robustnost [34]. Vysledkem validace analytického postupu je potvrzeni,

ze dany postup spliiuje pozadavky na specifické zamyslené pouziti [33].

2.6.2. Kalibrace (pracovni rozsah)

Kalibrace je definovana jako ,,soubor ukond, kterymi se stanovi za specifikovanych
podminek vztah mezi hodnotami veliCin, které jsou indikovany meéficim pfistrojem
nebo meéficim systémem, hodnotami reprezentovanymi ztélesnénou mirou nebo
referencnim materidlem a odpovidajicimi hodnotami, které jsou realizovany

etalony.“ [33]
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2.6.3. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce byva oznaCovana zkratkou LOD, pochézejici z anglického nazvu limit
of detection. ,,Mezi detekce individudlniho analytického postupu rozumime obecné
kvantifikovatelné jako exaktni hodnota.* [33]

Mez stanovitelnosti (LOQ) z anglického nazvu limit of quantification, chdpeme
jako ,,nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku, které¢ jsme schopni stanovit jako exaktni

hodnotu se stanovenou ptesnosti*. [33]

2.6.4. Opakovatelnost
Jedna se o hodnoceni preciznosti metody. Preciznost je definovana jako ,,tésnost shody
mezi naméfenymi hodnotami veliiny ziskanymi opakovanymi méfenimi na stejném

objektu nebo na podobnych objektech za specifikovanych podminek®. [35]

2.6.5. Vytéznost

Pod pojmem vytéznost se rozumi ,,schopnost méficiho postupu postihnout meéfenym
signalem veskery analyt pfitomny ve vzorku®. [33] Hodnoty vytéznosti méteni ziskané
pfidanim méfené¢ho analytu ke vzorku méfeného materidlu kvantifikuji vychyleni

méteni [34].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie

Ptehled pouzitych chemikalii je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Pouzité chemikalie

Nazev chemikalie Vzorec Mr ¢ Cistota Vyrobce
[mol/l]
Askorbova kyselina CeH1205 176,12 p.a. Penta
y C,H,04.2H,0
Stavelova kyselina 126,07 p.a. Ing. Petr Lukes
Kyselina chlorovodikova HCl
Chlorid sodny NaCl 58,45 p.a. Lachema
2,6-dichlorfenolindofenol | ¢,,H,0,CILN 268 p.a. Lachema
Hydroxid sodny NaCl 0,2
Ftalatovy pufr Ustav sér a
pH =7 + 0,02°",20 °C o¢kovacich latek
Ftalatovy pufr Ustav sér a
pH = 4 + 0,02°", 20 °C o¢kovacich latek
Kyselina metafosfore¢na HPO; 79,98 p.a. Merck s.r.o.
Destilovana voda

3.2. Pouzité pristroje a pomucky

1. pH metr

e WTW inboLab s kombinovanou sklenénou elektrodou SenTix 41

e WTW, Weilheim

2. Coulometr (obr. 7)

e Elektrochemicky analyzator EcaFlow 120 GLP

e Istran, Bratislava

e PocitaCovy program: Ecaflow 2.3

Obr. 7: Coulometr
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3. Centrifuga
e Eppendorf, centrifuge 5702 (Hamburg, Némecko)

4. Aparatura pro titrace

5. Analytické vahy
e Mettler toledo, AB 204 (US)
6. Ultrazvuk
e KRAINTEK 10 (Kraitek Czech s.r.0.)

7. Elekromagnetickd michacka

e Laboratorni pfistroje Praha, MM24

8. Bézné laboratorni sklo
3.3. Priprava roztoku

3.3.1. Zakladni elektrolyt pro coulometrii

Pfipravila jsem si roztok o koncentraci 0,1 mol.I" do litrové odm&mé baiiky. Tento
roztok jsem poté upravila pfidavkem koncentrované 35% HCI pomoci pH metru

na pH =3 (£0,2).

3.3.2. Zasobni roztok askorbové kyseliny pro coulometrii

Zasobni roztok AA o koncentraci 10 g/l jsem pfipravila navazenim 0,250 g askorbové
kyseliny, kvantitativnim pfevedenim do25ml odmémé bailky a doplnénim
destilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny roztok byl béhem analyzy skladovam
v lednicce.

Pro kalibraci jsem tento roztok zfedila 10krat na koncentraci 1 g/l: ze zasobniho
roztoku jsem pipetou odmétila 1 ml, prevedla jej do 10 ml odmérné baiiky a doplnila

zékladnim elektrolytem po rysku.
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3.3.3. Kalibraéni roztok askorbové kyseliny pro coulometrii

Pti ptipravé kalibra¢niho roztoku koncentrace 1 g/l jsem vzdy odpipetovala 100 pl
zasobniho roztoku do 100 ml odmérné banky a doplnila zédkladnim elektrolytem

po rysku.

3.3.4. Standardni roztok askorbové kyseliny pro titraci

Byl pfipraven v koncentraci 0,0057 mol/l (1 g/lI) navdzenim 0,0100 g krystalické AA,
naslednym rozpusténim v 10 ml odmérné bance ve 2% roztoku metafosforecné

kyseliny a doplnénim po rysku destilovanou vodou.

3.3.5. Titracni cinidlo 2,6-dichlorfenolindofenol

Navézila jsem 0,1340 g 2,6-dichlorindofenolu a rozpustila ve 350 ml destilované vody.
Nasledné jsem pfidala 1 kapku hydroxidu draselného (¢ = 0,1 mol/l). Takto pfipraveny
roztok jsem prefiltrovala pfes skladany papir a doplnila vodou do 500 ml odmérné

baiky. Latkova koncentrace odmé&rého roztoku byla priblizné 4,53 -10™* mol/l.

3.3.6. Roztoky 1% HCIl a 10% HCI

Tyto roztoky kyseliny jsem pfipravila zfedénim z koncentrované 35% HCI.
Pro 1% HCI jsem odpipetovala 2,4 ml koncentrované HCl do 100 ml odmérné baiiky.
Pro 10% HCI jsem odpipetovala 6,2 ml koncentrované HCI do 25 ml odmérné baiiky.

3.4. Priprava rostlinného materialu

3.4.1. Podminky pro péstovani analyzované rokety seté

Roketa byla vypéstovana ve Vyzkumném ustavu zelindfském v Olomouci. Semena
byla piepichana do perlitu, po tydnu piesdzeny do sadbovace s raselinou Sobéslav.
Po zakotenéni byly rostlinky pfesazeny do kontejnerti, kde dorostly do dostatecné

velikosti na analyzu.

3.4.2. Priprava rostlinného materialu pro coulometrické stanoveni

Navazila jsem 1 g rokety seté s analytickou pfesnosti. Tento rostlinny material jsem

homogenizovala ve tfeci misce, vzdy po dobu 1 minuty, ke které jsem pftidala
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0,5 g pevné Stavelové kyseliny a 20 ml zdkladniho elektrolytu. Takto pfipravenou
smés jsem prevedla do kaddinky (obr. 8) a doplnila 80 ml zakladniho elektrolytu.

Obr. 8: Roztok rokety seté
Pfed analyzou jsem nechala roztok odstfedit v centrifuze pti 4400 ot/min na 10
minut (obr. 9 a 10). Zbytky listli ze supernatantu jsem odd¢lila pies vatu a ziskany

filtrat protlacila pies stiikackovy mikrofiltr do 100 ml odmérné baiiky.

Obr. 9 a 10: Roztok obsahujici roketu setou pied odstiedenim a po ném

U vytéznosti jsem vzorek rokety piipravila stejnym postupem, pouze navic
jsem piidala 100 pl zadsobniho roztoku (viz. kapitola 4.4.).
Pro zjisténi, které pH je pro analyzu nejlepsi, byl vzorek upraven stejnym

zpusobem, pouze byl ptidan zakladni elektrolyt o pH = 2 nebo pH = 4.

3.4.3. Priprava rostlinného materialu pro titraci

Navazku 1,0033 g rokety jsem dukladné rozetiela se sklenénou vatou v porceldnové
misce po dobu 1 minuty. K takto homogenizované smési jsem piidala 10 ml 1% HCl a

nechala 15 minut stat. Po uplynuti této doby jsem extrakt ptefiltrovala ptes skladany
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papirovy filtr. Z filtratu jsem odebrala 1 ml, pievedla do titra¢ni baiiky, ziedila 10 ml

destilované vody a pfidala 1 ml 10% HCI.
3.5. Postup méreni

3.5.1. Coulometrie

Pfed kazdym meétfenim jsem vymeénila filtr a odvzdusnila systém. VSechny piivodni
hadicky jsem vsunula do nddoby se zékladnim elektrolytem, jimZz jsem provedla
promyti celého systému. Dale jsem zvolila metodiku 36 (stanoveni askorbové
kyseliny) a zkontrolovala nastaveni parametri: napéti (pocatecni 0 mV,
konecné 800 mV), rozpoustéci proud (50 pA), objem odebiraného vzorku (3 ml),
prutokova rychlost (5 ml), kalibrani mod a méfeni pozadi pred kazdym novym
vzorkem.

Zlutou piivodni hadi¢ku pro vzorek jsem piemistila ze zékladniho roztoku
do odmérné baiiky se standardnim roztokem kyseliny askorbové o koncentraci 10 mg/1
a nasledné spustila kalibraci pfistroje. Po ukonceni analyzy jsem vyhodnotila signal
vhodnym nastavenim integra¢nich mezi. Hadi¢ku pro pfivod vzorku jsem umistila
do odmérmné baiky s analytem a spustila méteni vzorku. Po ukonceni vSech méfeni
jsem nastavila integracni meze v chronopotenciogramu a vyhodnotila namétené plochy
pikt danych vzork.

Po ukonceni vSech méfeni jsem cely systém diukladné proplachla destilovanou

vodou.

3.5.2. Volumetrie

Obsah titracni banky z kapitoly 3.4.2. byl titrovan odmérnym roztokem a 2,6-
dichlorfenolindofenolu do slabé riizového zbarveni, které bylo stalé nejméné
po dobu 30 s.

Pro zjisténi pfesné koncentrace titratniho cinidla jsem odpipetovala 1 ml
standardniho roztoku kyseliny askorbové 0,0057 mol/l, ke kterému jsem piidala 10 ml
destilované vody a 1 ml 10% HCI. Obsah barky jsem titrovala do svétle rizového

zbarveni, které bylo stalé po dobu 30 s.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Kalibrace (pracovni rozsah)

Kalibra¢ni ktivku jsem vytvofila pomoci softwaru MS Excel. Jedna se o zdvislost
plochy chronopotenciometrického piku na koncentraci kalibra¢nich roztokt. Kalibrace
byla provedena vrozpéti 1 — 20 mg/l zjednoho zifedéného zasobniho roztoku
standardu askorbové kyseliny. Plocha piku po integraci odpovidd vypocitané

koncentraci v mg/l. Kalibra¢ni data jsou uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3: Data ke kalibracni kiivce askorbové kyseliny

Davkované

mnoZstvi Koncentrace Vypocitana
zasobniho standardu AA Plocha piku koncentrace

roztoku (1 g/l) do [mg/1] [mg/1]

50 ml

1 20 18,642 19,6172

0,9 18 17,157 18,0622

0,8 16 15,456 16,2811

0,6 12 11,691 12,3386

0,5 10 9,668 10,2203

0,4 8 7178 7,6130

0,3 6 5,359 5,7083

0,1 2 2,261 2,4643

0,05 1 0,5717 0,6954
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Obr. 11: Kalibra¢ni kiivka kyseliny askorbové

Kalibra¢ni model (viz. obr. 11) byl linedrni s nasledujicimi parametry: smérnice
0,9550 1/mg (smérodatna odchylka 0,0182 1/mg), absolutni ¢len -0,0924 (smérodatna
odchylka 0,2212), korelacni koeficient 0,9987. Tyto hodnoty byly vyhodnoceny
pomoci aplikace QC Expert. Absolutni ¢len modelu je statisticky nevyznamny.

V ramci kalibrace byla otestovdna také homogenita rozptyli krajnich bodl

kalibra¢ni pfimky pomoci F - testu. CoZ je dal§i podminka linearity.

F= 3)

h|0:
lall ) | S 1N S

s — smerodatné odchylky krajnich boda

Rovnici jsem zvolila dle velikosti hodnot. Do Citatele jsem dostadila vétsi
hodnotu. Kritickou hodnotu F (0,05; n — 1; n — 1) jsem stanovila pomoci
softwaru MS Excel.

Vsechny prométfované koncentrace lezely v linedrni oblasti.

Po odmeéfeni byla otestovana homogenita rozptyld, pomoci F —testu. Byla
splnéna podminka F' < Fii: (1,0900 < 5,0503) a tim je potvrzena hypotéza o rovnosti
rozptylt.
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4.2. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro stanoveni meze detekce (LOD) jsem pouzila kalibra¢ni zavislost (kapitola 4.1.).
Z 9 namétenych kalibra¢nich hodnot uvedenych v tabulce 4 jsem stanovila smérnici

kalibra¢ni pfimky a smérodatnou odchylku, pomoci nichz jsem dopocitala LOD a
LOQ ze vztahi:

LOD =223 (4)
a

LOO =210 (5)
a

sp — smerodatna odchylka tseku, a — smérnice kalibra¢ni piimky

Tabulka 4: Data k uréeni meze detekce a meze stanovitelnosti

Koncentrace

standardniho Plocha piku

roztoku [mg/l]
20 18,642
18 17,157
16 15,456
12 11,691
10 9,668
8 7,178
6 5,359
2 2,261
1 0,5717

Pro vyhodnoceni jsem pouzila software QC Expert. Pfimou metodou signalu,
IUPAC byly zjistény hodnoty meze detekce 1,4 mg/l a mez stanovitelnosti 2,1 mg/1.
V ptipadé vypoctu podle vzorct (4) a (5) je LOD rovno 0,7 mg/l a
LOQ 2,2 mg/l.

4.3. Opakovatelnost

V ramci tohoto parametru byla sledovéna jednak opakovatelnost méfeni AA
coulometrickou metodou se dvéma roztoky standardu AA o koncentracich 8 mg/l a
10 mg/1 (tabulka 4), jednak opakovatelnost celého analytického postupu (tabulka 5)

zahrnujiciho pfipravu rostlinného materialu, jeho navazeni, homogenizaci, extrakci,
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dvojstupniovou filtraci a pfipravu definovaného objemu analytického vzorku. Cely
postup piipravy vzorku byl opakovan celkem Skrat. Piiprava vzorki i jejich méteni

bylo provedeno v jeden pracovni den.

Tabulka 5: Data z méfeni standardu

Plocha piki
Cislo opakovani 8 mg/l 10 mg/1
1 7,189 9,668
2 7,202 9,723
3 7,182 9,756
4 7,184 9,754
5 7,213 9,753
Primér 7,194 9,7308
Smérodatna odchylka 13,17 37,65
Relativni smérodatna
odchylka [%] 018 0.39
Tabulka 6: Data z méteni realného vzorku
Plocha piku AA
Hmotnost salatu
[mg/l] [mg/g]
1,0385 8,3617 0,8052
0,9963 9,4516 0,9487
1,0479 7,6974 0,7346
0,9983 8,1170 0,8131
0,9902 9,0295 0,9119
1,0524 8,2711 0,7859
1,0335 8,8292 0,8543
1,0240 7,8440 0,7660
1,0335 8,8292 0,8543
1,0240 7,8434 0,7660
Prameér 0,8240
Smérodatna odchylka 0,07
Relativni smérodatna odchylka [%] 8,27
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V ramci tohoto parametru jsem zjistila, ze chyba v ramci méfeni je

zanedbatelnd, coz vyplyva pii porovnani tabulek 5 a 6. Pii ptipraveé realného vzorku

nastava chyba pfi homogenizaci vzorku, kdy rizné listy obsahuji odlisné mnoZzstvi

askorbové kyseliny.

4.4. VytéZnost

Nejprve byly prométeny 2 vzorky salatu bez ptidavku zadsobniho roztoku

(tabulka 7) a poté 3 vzorky salatu s ptidavkem 100 pl zasobniho roztoku (tabulka 8).

Konkrétni navazky a obsahy AA jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Tabulka 7: Data z méteni nespikovaného vzorku

Koncentrace AA Obsah AA
[ng/100 ml] [ng/g]

1,0034 g 791 788,3197
1,0034 g 801 798,2858
Pramér 793,3028
1,0045 g 830 826,2817
1,0045 g 808,2 804,5794
1,0045 g 816,2 812,5436
Primér 814,4683
Prumérny obsah AA 803,8855
STD 14,3900
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Tabulka 8: Data z méteni spikovaného vzorku

Koncentrace AA Obsah AA
[1g/100 ml] [ng/gl
1,0060 g 1716,9 1706,6600
1,0060 g 1864,1 1852,9821
Primér 1790,5 1779,8211
1,0059 g 1810,5 1799,8807
Pramér 1810,5 1799,8807
1,0060 g 1681,7 1671,6700
1,0060 g 1615,5 1605,8648
Pramér 1716,9 1638,7674
Primérny obsah AA 1739,4897
STD 99,1604
Tabulka 9: Data pro stanoveni vytéznosti
Plocha nespikovaného | Plocha spikovaného Rozdil VytéZnost STD
vzorku [pg/g] vzorku [pg/g] [%]
803,89 1739,49 935,6 93,56 10,02

U pridavku 100 pl je vytéznost 93,56 %. Tato hodnota byla zjiSténa odectenim

namétfenych hodnot nespikovaného vzorku od spikovaného vzorku 100 ul (tabulka 9)

a podélenim 1000 ug, coz byl ptidavek AA. Hodnotu jsem piepocitala na procenta.
Smérodatna odchylka ¢inila 10,02 %.

4.5. Volumetrie

Pted samotnou titraci vzorku jsem provedla standardizaci na standardni roztok

askorbové kyseliny. Tabulka 10 obsahuje spotfebu titracniho C¢inidla nejprve

na standardni roztok a nasledn¢ na analyt.
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Tabulka 10: Data pro vyhodnoceni volumetrie

Objem DCFIF [ml] na Objem DCFIF [ml]
standardni roztok na analyt
1 12,6 1,1
2 12,6 1,1
3 12,5 1,0
Primér 12,57 1,066

Presna koncentrace 2,6-DCFIF:

m, 001
M, -V, 17612-0,01

Cau =

=0,0057 mol/l  (6)

ny _ 0,0057
Voerw 12,57

=4,5207-10™* mol/l (7)

Cpcrir =

Hmotnost AA v 1 g salatu:

_ oere Vo M, 10 _ 4,5207-10™-1,066-176,12-10
1,033 1,033

=0,8221 mg/g (8)
Vzorek byl titrovan do svétle riizového zbarveni, které bylo stalé po dobu 30
sekund. Volumetricky byl stanoven obsah vitaminu C v roketé na 0,8221 mgv 1 g

salatu.

4.6. Porovnani coulometrie s volumetrii
Coulometrie byla porovnéana s béZn¢ pouzivanou titraci (tabulka 11), aby byla zjisténo,
zda poskytuje odpovidajici vysledky.

Pro porovnani je bran coulometricky vysledek zjistény pii vytéznosti.

Tabulka 11: Data pro srovnani volumetrie a coulometrie

X s n
Volumetrie 0,8221 0,058 3
Coulometrie 0,8039 0,144 5

Nejprve byla zkontrolovdna homogenita rozptyld F -testu na hlading

vyznamnosti 5 % pomoci softwaru MS Excel. Jelikoz F < Fj (6,164 < 19,247).
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Za tohoto predpokladu jsem testovala hypotézu, ze 2 nezavislé veliCiny jsou shodné.
Tato hypotéza platila,jelikoz ¢ < #;,4, (0,204 < 2,447). Pro vypocet jsem pouzila software
QC Expert.

Coulometrii tedy miizeme povazovat za spolehlivou metodu pro méfeni AA

v rostlinném materialu.
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5. Zaveér

V ramci této bakalaiské prace jsem stanovila mnozstvi askorbové kyseliny v roketé
seté (Eruca Sativa) prutokovou coulometrii, dale tuto metodu porovnala s oficialni
metodou pro stanoveni vitaminu C (volumetrii) a stanovila nékteré valida¢ni
parametry. Témito parametry byly pracovni rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti,
opakovatelnost a vytéznost.

V ramci pracovniho rozsahu byla pomoci softwaru MS Excel a statistického
softwaru TriloByte QC.Expert 2.7 zjiSténa linearita v koncentra¢nim rozsahu
1 -20mg/l askorbové kyseliny. Z naméfenych hodnot jsem pomoci sofwaru
QC Expert stanovila mez detekce na hodnotu 1,4 mg/l, mez stanovitelnosti 2,1 mg/l a
dosazenim do vzorci (4) a (5) bylo LOD 0,7 mg/l a LOQ 2,2 mg/l. Pfi méfeni
opakovatelnosti standardniho roztoku 10 mg/l €inila relativni smérodatnd odchylka
0,39 % a u 8 mg/l dokonce jen 0,18%, zatimco u redlného vzorku dosahovala 8,27 %.
Z cehoz vyplyva, ze nejvetsi vliv na variabilitu vysledkli ma piiprava analytického
vzorku, ktery zahrnuje jeho homogenizaci, extrakci s dvoustupniovou filtraci.
Vytéznost metody byla 93,56 % + 10,02 %.

Pro porovnani, zda coulometrie dava spolehlivé vysledky, byla pouzita
volumetrie jako oficidlni metoda, pomoci niz jsem stanovila mnozstvi vitaminu C
na 0,8221 mg v 1 g salatu.

Pfi porovnani vysledki obou metod mohu potvrdit, Ze coulometrie je metoda
vhodné a spolehliva pro stanoveni vitaminu C v roketé seté, jelikoZ splnila podminku,
ze rozdily vysledkli dvou nezavislych stanoveni jsou statisticky nevyznamné, coz
plyne z F' - testu a toto tvrzeni platilo po otestovani Studentova ¢-rozdé€leni.

Roketa setd ma vysoké mnozstvi vitaminu C, fadime ji mezi kien (1,125 mg/g)
a jahody (0,618 mg/g), jelikoz obsahuje 0,8039 mg/g vitaminu C. A dokonce obsahuje

témet dvojnasobné mnozstvi askorbové kyseliny nez citron (0,443 mg/g).
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6. Summary
In this thesis, I determined of amount of ascorbic acid in rocket (Eruca sativa) by

flow — trough coulometry. For comparison, if coulometry gives reliable results, I used
volumetry like the official method. I evaluated of selected validation parameters
(linearity, limit of detection, limit of quantification, repeatability and bias).

Using by software TriloByte QC.Expert 2.7 linearity was determinated
in concentration range 1 — 20 mg/l of AA. Using by software limit of determination
was determinated 1,4 mg/l, limit of quantificatin 2,1 mg/l, using by formula (4) was
LOD 0,7 mg/l and formula (5) was LOQ 2,2 mg/l. Repeatability of standard solution
10 mg/l was standard deviation 0,39 %, 8 mg/l even only 0,18 %, while the real sample
amounted to 8,27 %. So preparation of analytical sample, includes its homogenization
and extraction with two-stage filtration, has the greatest influence on the variability.
Yield of method was 93,56 % + 10.02 %. For comparison, whether coulometry gives
reliable results, volumetry was used as an official method. Using by volumetry
I determined amount of vitamin C to 0,8221 mg in 1 g of rocket.

When comparing the results of the both methods, I can confirm that coulometry
is suitable and reliable method for determination of vitamin C in rocket. Because
coulometry provides same results as volumetry on the significance level of 5 %.

Rocket has high amount of vitamin C. It belongs between horseradish
(1,125 mg/g) and strawberries (0,618 mg/g) because rocket contains 0,8039 mg/g

of vitamin C. It is almost twice the amount of ascorbic acid than lemon (0,443 mg/g).

34



7. Literatura

10.

11.
12.

13.
14.

15.

. http://www.biolib.cz/cz/taxonposition/id39233/, stazeno 23. 8. 2011

Rani 1., Akhund S., Suhail M. and Abro H.: Pakistan J Bot 42, 2949 — 2953,
(2010).

. http://www2.zf.jcu.cz/~moudry/databaze/Roketa_seta.htm, stazeno

23.8.2011

Jin J., Koroleva O. A., Gibbon T., Swanston J., Magan J., Zhang Y., Rolland L.
R.: J Agr Food Chem 57, 5227 (2009).

HEIMLER D., ISOLANI L., VIGNOLINI P., TOMBELLI S., ROMANI A.: J
Agr Food Chem 55, 1724 (2007).

Miyazawa M., Maehara T., Kurose K.: Compositon of the Essentials oil from
the leaves of Eruca sativa, Flavour FragrJ /7, 187 — 190, (2002).

Blazevi¢ 1., Masteli¢ J.: Free and bound volatiles of rocket (Eruca sativa Mill.),
Flavor FragrJ 23, 278 — 285 (2008).

Santavy F., Protiva M., Hebky J. a kolektiv: Vitaminy, jejich chemie a
biochemie. Ceskoslovenska akademie véd, Praha 1961.

Wagner A. E., Rimbach G.: Ascorbigen: chemistry, occurrence, and biologic
properties, Clin Dermatol 27, 217 — 224 (2009).

Hrncirik K., Valusek J., Velisek J.: Investigation of ascorbigen as a breakdown
produkt of glucobrassicin autolysis in Brassica vegetables, Eur Food Res
Technol 212, 576 — 581, (2001).

Burianek T., Hamersky S.: Analyza potravin. MZ1LU v Brn¢, Brno 2006.
Pénicaud C., Peyron S., Bohuon P., Gontard N., Guillard V.: Ascorbic acid in
food: Development of a rapid analysis technique and application to diffusivity
determination, Food Res Int 4, 838 - 847 (2010).

Hlubik P., Oporova L.: Vitaminy. Grada Publishing, Praha 2004.

Antonelli M. L., D’Ascenzo G., Lagana® A., Pusceddu P.: Food analyses:
a new calorimetric method for ascorbic acid (vitamin C) determination,
Talanta 58, 961 - 967 (2002).

Jordéan V., Hemzalovd M.:Antioxidanty zdzracné zbrané, vitaminy, mineraly,
stopové prvky, aminokyseliny a jejich vyuziti pro zdravy Zivot. JOTA, Brno
2001.

35



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

Stipek S. a kolektiv: Antioxidanty a volné radikaly ve zdravi a nemoci. Grada
Publishing, Praha 2000.

Knobloch E.: Fysikdlné chemickée metody stanoveni vitaminu. Nakladatelstvi
Ceskoslovenské akademie véd, Praha 1956.

Ponting J.D.: Extraction of Ascorbic Acid from Plant Materiéle, Ind Eng Chem
15,389 —391, (1943).

Sood, S. P., Sartori L. E., Wittmer D. P., Haney W. G.: High-Pressure Liquid
chromatographic Deremination of Ascorbic Acid in Selected Foods and
Multivitamin Products, Anal chem 48, 796 — 798, (1976).

Vavrova J. a spolupracovnici: Vitaminy a stopové prvky, Ceska spoleénost
klinické biochemie, Pardubice, 2007.

Wilson Ch. W., Shaw P. E.: High-Performance Liquid Chromatographic
Determinationof Ascorbic Acid in Aseptically Packaged Oranze Juice Using
Ultraviolet and Electrochemical Detectors, J Agric Food Chem 35, 329 — 331,
(1987).

Arya S.P., Mahajan M., Jain P.: Spectrophotometric determination vitamin C
with iron (II)-4-(2-pyridylazo)resorcinol komplex, Anal chim acta 427, 245
(2001).

Novotny V.: Fyzikalni chemie pro 3. rocnik strednich primyslovych skol
chemicky a s chemickym zameérenim. SNTL, Praha 1984.

Novotny F.: Metodiky chemickych rozborii pro hodnoceni kvality odrid II.
Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, Brno 2006.

Votisek J. a kol.: Analyticka chemie. Statni zemédélské nakladatelstvi, Praha
1965.

Garaj J., Bustin D., Hladky Z.: Analyticka chémia. ALFA, Bratislava 1987.
Jindra J.: Déjiny elektrochemie v ceskych zemich 1882 — 1989. Libri, Praha
20009.

Cakrt M. a kolektiv: Elektroanalytické metody, sbornik predndsek z kurzu. 2
THETA, Cesky T&in 2001.

Barek J., Opekar F., Stulik K.: Elektroanalyticka chemie. Karolinum, Praha
2005.

Bartusek M.: Uvod do elektroanalytickych metod. Statni pedagogické
nakladatelstvi, Praha 1984.

36



31.

32.

33.

34.

35.

Trojanowicz M.: Flow injection analysis, World Scientific Publishing,
Singapore 2000.

Istran, s.r.o.: Aplikacni list ¢. 36: Stanovenie kyseliny askorbovej. Istran,
Bratislava 2011.

Suchanek M., Plzak Z., Subrt P., Koruna L: Validace analytickych metod.
EURACHEM-CR, Praha 1997.

Friedecky B., Sprongl L., Kratochvila J., Plzak Z.: Doporu¢eni k provadéni
validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratofich. Klinicka
biochemie a metabolismus, 2011, 36-44.

Plzak Z., Milde D.: Nazvoslovi v oblasti metrologie a zabezpeCovani kvality.

Chem. Listy 106, 41-44, 2012.

37



