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1. UVOD

Clovék uz davno neZije v harmonickém vztahu s piirodou. 21.stoleti je dobou
plnou modernich technologii, stresu a spéchu. Clovék neustale nékam spécha, at’ uz do
prace, Skoly ¢i na nakupy. Nejen manazeti velkych firem, ale i zaméstnanci, studenti
vysokych a stfednich Skol a zaci zakladnich kol jsou v neustalém shonu a denné
prozivaji mnoho stresovych situaci.

Stres je jednim z hlavnich faktort ovliviiujicich naSe zdravi. Stale rezistentné;jsi
bakterie napadaji nd$ imunitni systém a nase oslabené, unavené télo se jen stézi brani.
Potfebné vitaminy télu dodavame predevsim chemickymi preparaty. OvSem jako hlavni
zdroje vitamini bychom méli zachovat ovoce a zeleninu. Abychom chemické preparaty
mohli dostate¢né nahradit pfirodnimi vitaminy, jsou na hospodaiské plodiny kladeny
stale vétsi naroky. Prevazné na jejich vyzivové vlastnosti, mezi né patii i dostate¢ny
obsah L-askorbové kyseliny (vitaminu C).

L-askorbova kyselina ma bohaté antioxida¢ni ucinky, které chrani télo pred
volnymi radikaly a posiluje jeho imunitni systém.[1] Jeji zvySeny piijem je vyzadovan
pfi stalém psychickém stresu.[2]

Cilem této prace bylo stanovit kyselinu askorbovou v rostlinném materidlu,
konkrétné v roketé seté (Eruca sativa), jelikoz rostliny z Celedi Brassicaceae jsou
bohatym zdrojem askorbové kyseliny.[10] Stanoveni byla provadéna za vyuZiti
rozli¢nych analytickych metod v letnich a podzimnich odridach rokety seté. DalSim
cilem bylo statistické porovnani vysledkid ziskanych pomoci vybranych analytickych
metod s vysledky standardni metody pouZivané pro stanoveni askorbové kyseliny

(volumetrie s vizualni indikaci).



2. TEORETICKA CAST

2. 1. Brukvovité (Brassicaceae)

Taxonomické rozdéleni Celedi Brassicaceae je uvedeno v tabulce 1. Tato celed’
zahrnuje pres 350 rodi a 3500 druht jednoletych bylin.[2] Relativné mlada celed
vznikla nejspise v tretihorach z blizkych Celedi Kaparovitych (Capparaceae) v mirném
pasu severni polokoule.[4] Rostliny jsou pfizpisobivé a daji se péstovat ve vSech

ro¢nich obdobich.

Tabulka 1: Botanické zarazeni

Rige: Rostliny

PodiiSe: Cévnaté rostliny
Oddé¢leni: Krytosemenné

Ttida: Vyssi dvoudélozné

Rad: Brukvotvaré (Brassicales)
Celed: Brukvovité (Brassicaceae)

Mnohé druhy rostlin z ¢eledi Brassicaceae patii mezi vyznamné zemédélské
plodiny, které hraji podstatnou roli v lidské vyzivé. Radi se k nim oblibené druhy
zeleniny jako brukev, fedkev, fedkvicka, kvétak, kedlubna, zeli, dale pochutiny jako
kien, Cesnek a olejova semena fepky a hoicice polni.[2]

Energetickd hodnota rostlin se pohybuje mezi 24-34 kal/100 g, z toho 1,44-2,82
kal/100 g ptipadd na bilkoviny, 0,12-0,37 kal/100 g na tuky a asi 2,5 kal/100 g na
vlakninu.[2] Brassicaceae jsou piizna¢né ptitomnosti glukosinolati (hoici¢né
glykosidy), sirnych slou¢enin a enzymu myrosinazy v idioblastech. Pfi poruseni pletiv
ostrou drazdivou az palive Stiplavou vini. Nejrozsitenéjsimi glukosinolaty jsou sinigrin,
synalbin a glukokochlarin.[4] Brassicaceae jsou také bohaté na mineralni latky (K, Ca,

Mg, P), vitaminy (C, E, K) a karotenoidy (-karoten, lutein, zeaxantin).[5]

2. 1. 1. Roketa seta (Eruca sativa)

Eruca sativa znamou jako roketa setd fadime do Celedi Brassicaceae. Jedna se
o jednoletou bylinu doristajici vySky 20-100 cm. Listy jsou lyrovité zaoblené, porostlé
jednoduchymi nebo vétvenymi trichomy, stfidavé umisténé na stonku. Kvét je 2-4 cm

velky ctyicetny s chocholicnatym kvétenstvim, krémoveé az svétle zluté zbarven



s hnédofialovymi zilkami (obr. 1). Plodem je SeSule, semena jsou drobné hnédé¢ az

nacervenale zbarvené kuli¢ky usporadané ve dvou fadach.

Obrazek 1: Eruca sativa [7]

Roketa pochézi z oblasti Sttedozemniho mofte v jihozapadni Asii. Jako plevel se
rozsifila do Evropy, centralni Asie a severni Indie, kde zdomacnéla. Plané roste v jizni
Africe, severni Americe, jihovychodni Asii a Australii.[6]

Na ceském trhu nalezneme ptedevSim salat rukola, s kterym je roketa casto
zaménovana. Rukolu fadime taktéZ do celedi Brassicaceae, avSak od rokety se lisi silou
charakteristické nahotklé chuti, kterd je mnohem vyraznéjsi nez u rokety. Byliny se lisi i
tvarem listd.

Roketa setd by se méla objevit v naSem jidelnicku, nejen pro sviij bohaty obsah
Zivin a vitamini, ale také pro své potencialni protirakovinotvorné vlastnosti, o kterych
pojednévaji ve svém ¢lanku Michael a kol. [8]. Zajimava jsou také semena rokety seté.
Vylisovany olej je bohaty na erukovou a olejovou kyselinu, zastoupeny jsou také
esencidlni a neesencidlni mastné kyseliny. Vyznamné je zastoupeni flavonoidi,
alkaloidt, tfislovin, saponinll a askorbové kyseliny. Vyuziti téchto sloucenin najdeme v
tradiéni mediciné. V ¢lanku [9] byly testovany inhibi¢ni vlastnosti extrakti a oleje
z Eruca sativa na grampozitivni a gramnegativni kmeny bakterii. Olej ze semen rokety
inhiboval rlst vSech testovanych kmeni téméf ve stejném davkovani jako
Sirokospektralni antibiotikum gentamicin. Kvalitni olej ze semen rokety seté tak nabizi

moznost rozsifeni 1é€by nekterych chorob ,,zdravou cestou®.
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2. 2. L-askorbova kyselina (vitamin C)

2. 2. 1. Historie

Po 1. svétové valce zah4jilo mnoho védcti vyzkum askorbové kyseliny. V letech
1918-1923 poprvé Zilva a Hardena polemizovali nad moznosti izolace a vlastnostmi
vitaminu C.[10] Vroce 1928 vramci studia rostlinnych a zivocisnych oxido-
redukénich systémii se Albertu Szent-Gyorgyimu podafilo izolovat kyselou latku
s redukénimi vlastnostmi, sumarniho vzorce CgHgOs. Tato latka se shodovala
s ,redukénim faktorem* diive popsanym Zilvou. Pojmenoval ji hexuronova
kyselina.[10] V roce 1932 byla zjisténa shodnost askorbové kyseliny a vitaminu C.
Pozdé¢ji byl védomé izolovan Cisty vitamin C z citronu pany Kingem a Waughtem. A.
Szent-Gyorgyi byl za svlij objev ocenén v roce 1937 Nobelovou cenou za fyziologii.

[10,12]

2. 2. 2. Fyzikalné-chemické vlastnosti askorbové kyseliny

V ptirodé najdeme askorbovou kyselinu v podobé Ctyi izomerd (obr. 2), ze
kterych pouze L-askorbovd kyselina (y-lakton 2-oxo-L-gulonové kyseliny) je
fyziologicky aktivni.

CII'DiI

HD H
Cl

CH,OH CH,OH

L-askorhovi kyselina  D-iscaskorhova kyselina D-askeorhovi kkyselina L-isoaskorhovi kyselina

Obrazek 2: Struktura askorbové kyseliny

Askorbovd kyselina je bild krystalickd latka, dobfe rozpustnd v polarnich
rozpoustédlech, nerozpustnd v benzenu a petroletheru. V roztocich se chova jako slaba
kyselina (pK;=4,17 a pK>= 11,57). Jeji bod tani je 190 °C - 192 °C a molarni hmotnost
176,1 g/mol.

L-askorbové kyselina je redukujici latka, kterd podléha oxidaci v pfitomnosti
kovovych iontd (Cu*", Ag’, Fe’"), samovolné oxidaci vzduinym kyslikem (zejména
v alkalickém prostiedi), apod. Vznikla L-dehydroaskorbové kyselina se ireverzibilné

hydrolyzuje na fyziologicky neaktivni dioxogulonovou kyselinu (obr. 3).
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HC HO HO

: O = 0 : 0
Ho\/\f_zﬁ-‘fo 20 HD\/‘\Q";D Ha0 Ho\/\@:ﬂ
— AN N
HO CH g % HO o
Kyselina L-askorbova Eyselina L- dehydroaskorhova Eyselina 2 3-dioxo-L-gulonova

Obrazek 3: Schéma oxidace a hydrolyzy askorbove kyseliny

V rostlinach celedi Brassicaceae se nachdzi také derivat askorbové kyseliny,
askorbigen. Poprvé byl izolovan v r. 1954, Cisty askorbigen pak izoloval Prochazka a
spol. z kapusty.[10] Askorbigen je latka dobie rozpustna ve vodé, alkoholech a octanu
ethylnatém. Nerozpousti se v chloroformu, benzenu a dal§ich nepolarnich
rozpoustédlech. Askorbigen najdeme predev§im v brukvovité zelenin€, kde vznika pii
reakci askorbové kyseliny s degradacnimi produkty indolovych glukosinolati.[13]
Pomoci enzymu myrosinasy je glukosinolat glukobrassicin hydrolyzovan na D -glukosu,
hydrogensiranovy anion a nestdly isothiokyanat. Thiokyandtovy ion ve vzniklém
meziproduktu je nahrazen aniontem tautomerni formy L-askorbatu a nésledné vznika
askorbigen. Askorbigen je stalejsi vi¢i oxidaci nez askorbova kyselina a vykazuje
protirakovinné Uc¢inky. V lidském zaludku je askorbigen C¢éastecné piremén na
askorbovou kyselinu. V rostlinach bohatych na askorbovou kyselinu je cca 20-50%

glukobrassicinu pfeménéno na askorbigen. [13,14]

2. 2. 3. Vyznam pro ¢lovéka

L-askorbovéa kyselina je vyznamnym vitaminem rozpustnym ve vod¢. Jeji Gcast
v biologickych procesech je nenahraditelnd. Podporuje tvorbu cervenych krvinek,
sraZzeni krve, kolagenu a mnohych protilatek, dale zvySuje resorpci Zeleza v travicim
traktu. Vykazuje diilezité antioxidacni vlastnosti, které poméhaji télu Iépe se branit proti
volnym radikaliim a virovym onemocnénim. [2]

Nedostatek AA se mize projevit snizenou odolnosti k infekcim, nechutenstvim,
krvacenim a zdufenim dasni, vypadavanim zubi, celkovou slabosti organismu a
depresemi, muze také ovlivnit rist kosti a chrupavek. V nejhorSim stadiu avitamindzy
pak kurdéjemi (projevuji se poruchou tvorby pojivovych tkani, defektem tvorby
kolagenu a Spatnym hojenim ran). [2,10] Nevyuzity vitamin C je odvadén z téla ven
moci. Nahromadény vitamin C podporuje tvorbu ledvinovych kament, zplisobuje

prijem a kozni vyrazku. [2,10]
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Maximalni tolerovana hranice denniho pif{jmu je 1000 mg. Dle Vyhlasky
0 oznaCovani vyzivové hodnoty potravin ¢. 450/2004 Sb. ve znéni 330/2009 Sb.
s uéinnosti k 01.10.2009 je doporuceny denni pifjem vitaminu C 80 mg. [15] Clovék by
mél pfijem vitaminu C zvysit v piipadé chirurgického zéakroku, chronické infekce,
aterosklerozy, AIDS atd. Vyssi davky by mély pfijimat také téhotné a kojici Zeny,

kufaci, starsi lidé a divky uzivajici hormondlni antikoncepci. [10]

2. 2. 4. Askorbova kyselina v potravé

Ztratou schopnosti produkce askorbové kyseliny je lidské télo nuceno ji ptijimat
z rostlinné a zivocisné potravy. Bohat¢ je vitamin C zastoupen v ovoci a zelening (tab. 2
a 3). Rostliny askorbovou kyselinu syntetizuji béhem kli¢eni. Askorbova kyselina ma
pro vyssi rostliny nepostradatelny vyznam béhem riistu a pied kvétem. Plsobi zde jako
rustovy faktor a jeji koncentrace je v této fazi nejvyss$i.[10] V malém mnozstvi
nalezneme vitamin C také v Zivo€i$né potrav€, hlavnim zdrojem je vSak rostlinna

potrava.

Tabulka. 2: Obsah vitaminu C ve vybraném ovoci a zeleniné [ 10]

. Obsah vitaminu C . Obsah vitaminu C
Potravina Potravina
[mg/kg] [mg/kg]

Paprika 1615 Jahody 618

Petrzelova nat’ 1369 Pomerance 513

Cerny rybiz 1360 Rajéata 224

Brokolice 1130 Grapefruity 416

Kien 1125 Jablka 48

V rostlinné celedi brukvovitych se nachazi askorbigen v primérném obsahu
10-20 mg/100g. Askorbigen je ucinny za ptedpokladu, Ze se v organismu $tépi na
volnou L-askorbovou kyselinu. Zelenina z této Celedi je bohatym zdrojem vitaminu C

(tab. 3).

Tabulka 3: Obsah vitaminu C v rostlinach rodu Brassicaceae [10]

Zelenina mg/100g Zelenina mg/100g
Kapusta hlavkova 344 Zeli bilé 329
Kapusta rtzickova 787 Zeli Cervené 518

Kedlubna bil4 448 Redkvicky 226
Kvétak 383

13



2. 3. Metody stanoveni vitaminu C

2. 3. 1. Odmérna analyza - volumetrie

Volumetrie patii mezi jednoduché metody kvantitativni chemické analyzy. Je
zalozena na principu rychlé reakce stanovované slozky s odmérnym roztokem.
V okamziku rovnovahy (vyrovnani stechiometrie reakce mezi analytem a cinidlem)
nastdva bod ekvivalence, ktery muzeme sledovat vizudln¢ (pfidavkem vhodného
indikatoru) nebo instrumentidlné, napf. spektrofotometricky, polarograficky,
potenciometricky. Potenciometricky bod ekvivalence indikujeme vhodnymi elektrodami
na zaklad¢ zmén hodnot potencialu. Stanoveni  askorbové  kyseliny v rostlinném
materialu je zalozeno na jeji oxidaci na dehydroaskorbovou kyselinu. J.Tillmans poprvé
pouzil pro stanoveni askorbové kyseliny redoxni barvivo 2,6-dichlorfenolindofenol
(DFIF).[16] Touto reakci dochazi k reverzibilni oxidaci askorbové kyseliny (rovnice

1).[17,18,19]

I HO

0
HsC I cl HO HsC
O o0 HaC =0
+ H,C = — + p
— 7
N| | g N
\©\ HO OH H \©\
OH

Rovnice 1: Reakce DFIF s askorbovou kyselinou

OH

Askorbovou kyselinu mizeme také stanovit pfimou titraci roztokem jodu na

Skrobovy maz, kdy titrujeme do modrofialového zbarveni (rovnice 2). [17]

HO HO
HsC - 3 +  2H
+ h =

— O// \\O

HO OH

Rovnice 2: Oxidace AA jodem

Rostlinny material je potieba zpracovavat peclivé a rychle, aby nedoslo
k oxidaci askorbové kyseliny vzdusnym kyslikem. Je nutné extrakt stabilizovat
kyselinou metafosforecnou nebo Stavelovou kyselinou. Ptfidavkem stabiliza¢niho
roztoku omezime mnozstvi interferujicich latek, které by mohly ovlivnit vlastni

stanoveni askorbové kyseliny.[18]
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2. 3. 2. Prutokova coulometrie

Moznou elektrochemickou metodou pro stanoveni askorbové kyseliny je
pratokova coulometrie. Obecné je tato metoda zalozena na méfeni spotiebovaného
elektrického nédboje pii oxidaci ¢i redukci analytu. Dle Faradayova zakona je latkové
mnozstvi (hmotnost) analytu pfimo imérné proslému elektrickému naboji Q, ktery je

funkei proslého proudu / a casu ¢.[21]

M M
m=Q-—=1[1t— 1
© zF zF (1)

0 elektricky naboj [C]

1 elektricky proud [A]

t doba elektrolyzy (ptechodovy cas) [s]
z pocet elektront ucastnicich se reakce
F Faradayova konstanta [C mol']

M molarni hmotnost analytu [g mol]

Coulometrické stanoveni askorbové kyseliny v pfirodnim materidlu vychazi

z oxidace askorbové kyseliny na dehydroaskorbovou kyselinu (rovnice 3).

HO HO
-2¢ - 2H" O

0
= . HaC

H5C

HO OH
Rovnice 3: oxidace AA na DHAA

V pritokové coulometrii tato reakce probihd uvnitt porézni uhlikové elektrody
za konstantniho proudu. Na porézni pracovni elektrodé¢ zaroveii méfime zménu

potencidlu zpisobeného probihajici oxidaci.

2. 3. 3. Polarografie

Tato elektrochemicka analytickd metoda byla vynalezena roku 1922 Jaroslavem
Heyrovskym a vroce 1959 ocenéna Nobelovou cenou za chemii.[22] Vychazi
z elektrolyzy vzorku v elektrochemickém c¢lanku s polarizovatelnou pracovni

elektrodou a nepolarizovatelnou referentni elektrodou. Pracovni elektrodou je rtutova
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kapkova elektroda, referentni elektrodou mize byt napt. rtutové dno. Mezi elektrody se
vklada stejnosmérné napéti, které se scasem méni. MEfi se zavislost proudu 7,
prochazejiciho elektrochemickym clankem, na potencidlu pracovni elektrody E.

V pritomnosti elektroaktivni latky ma tato zavislost tvar polarografické viny (obr. 4).

L1..

Obrazek 4. Polarograficka vina [23]

Kvalitativné lze polarografickou vlnu vyhodnotit zhodnot pilvinového
potencidlu Ej, (obr. 4). Tyto hodnoty jsou tabelovany. Kvantitativni vyhodnoceni je
zalozeno na ur¢eni limitniho difizniho proudu 7, resp. vysky polarografické viny, ktera
je pfimo umérna koncentraci analytu ve vzorku.[24]

Podle literatury [10] podléha endiolova skupina askorbové kyseliny anodické
dvouelektrodové ireverzibilni oxidaci. Vzniklou polarografickou vinu Ize kvantitativné

vyhodnotit. [16,20,23]

2. 3. 4. Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Metoda HPLC je hojné vyuZivanou instrumentdlni separacni metodou.
K separaci jednotlivych slozek vzorku dochazi na zaklad¢ jejich rtizné afinity k mobilni
a stacionarni fazi. Vzorek je undSen proudem mobilni faze do kolony, kde jsou
jednotlivé slozky vzorku rizné zadrzovany na stacionarni fazi. Rozd¢lené slozky jsou
pak vhodnou metodou detegovany. Stanoveni askorbové kyseliny v rostlinném
materidlu je zalozeno na extrakci kyselinou metafosfore¢nou a nasledné redukci DHAA
na AA. Askorbovou kyselinu detekujeme pii vinové délce 265 nm UV/VIS detektorem.

Kvalitativni vyhodnoceni provedeme na zakladé hodnoty reten¢niho casu,
pomoci které identifikujeme pik askorbové kyseliny mezi ostatnimi piky. Integraci

plochy piku ziskame kvantitativni idaj.[1,8,25,26]
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2. 3. 5. Papirova chromatografie

Papirovou chromatografii fadime k instrumentdlnim separaénim metodam.
Latky jsou separovany na zéklad¢ odliSné rozpustnosti ve vyvijecim roztoku/smeési.
Vzorek je adsorbovan na stacionarni fazi a po ni unasen fazi mobilni.

Kvalitativné lze askorbovou kyselinu detegovat pomoci standardi, které
naneseme na start spolecné se vzorkem (obr. 5). Roztokem DFIF identifikujeme skvrnu
AA. Pomoci retardac¢niho faktoru (vztah 2) a porovnanim skvrny se standardem AA se

presvéd¢ime o ptitomnost AA ve vzorku.

d,
R, =—t 2
vy &
d, vzdalenost stfedu skvrny od startu
d vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu

@ OCIL

* la
8] m

20

s dj

Obrdazek 5: Vypocet retardacniho faktoru[ 27 ]

Kvantitativni udaj vyhodnotime napt. z obvodu skvrny (je imérny koncentraci)
nebo denzitometrem (ze stupné ztmavnuti skvrny), jehoz odezvu Ize snadno vyhodnotit

pomoci vhodného pocitacového programu.

2. 3. 6. Spektrofotometrie

Absorpéni spektrofotometrie patfi k optickym metodam. Lze stanovit latky,
které jsou schopny absorbovat elektromagnetické zateni o urcité vinové délce. Méteni
se provadi pti konstantni vinové délce, kterd odpovidd maximu absorpce stanovované
latky. Priichod monochromatického zafeni vzorkem je charakterizovan propustnosti

(transmitaci T) dle vzorce:

T:go (3)
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@ prosly zativy tok
D, dopadajici zarivy tok
Zaporny dekadicky logaritmus 7 vyjadiuje absorbance A:

Az—logTzlog% (4)

Kvantitativné Ize analyzu vyhodnotit pomoci Lambert-Beerova zékona dle vzorce:

A=¢,-c-l (5)
g, molarni absorpéni koeficient méfené latky [dm’ mol™ cm™]
c latkova koncentrace [mol dm™]
[ tloust’ka absorbujici vrstvy [em] [20]

Spektrofotometrické stanoveni askorbové kyseliny v rostlinném materidlu
vychazi ze sledovani postupného odbarveni oxida¢niho ¢inidla DFIF. Standardni roztok
askorbové kyseliny odbarvi roztok ¢inidla okamzité, extrahovany vzorek ho odbarvuje
pomaleji. Stanoveni lze zalozit na sledovani rychlosti odbarveni c¢inidla, kdy se
srovnava pokles absorbance smési Cinidla se standardem a Ccinidla se vzorkem

v zavislosti na ¢ase. Deteguje se spektrofotometrem pii vinové délce 520 nm. [18]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace bylo porovnat metody stanoveni AA. Askorbova kyselina byla
stanovena témito metodami: volumetricky s vizudlni a potenciometrickou indikaci,
pratokovou coulometrii a HPLC s UV/Vis detekci. Jako vzorek byl vybran salat roketa
seta (Eruca sativa), protoze rostliny cCeledi Brassicaceae jsou bohatym zdrojem
AA.[10] Mnozstvi AA zjisténé v podzimnim salatu bylo porovnano se salatem
letnim. Namétena data jsem statisticky porovnala s oficialni metodou pro stanoveni AA

(volumetrie s vizualni indikaci). [29]

3. 1. Pouzité chemikalie a roztoky

3. 1. 1. Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: PouzZité chemikalie

Nézev chemikalie Vyrobce Cistota
2,6-dichlorfenolindofenol Lachema, Brno p.a.
Kyselina citronova Lachema, Neratovice p.a.
NaOH Lach-Ner, Neratovice p.a.
Kyselina metafosfore¢na MERCK, Darmstadt, Némecko p.a.
Uhli¢itan sodny Lachema, Brno p.a.
Askorbova kyselina Penta, Chrudim p.a.
L-cystein SIGMA-Aldrich Chemie, p.a.
Steinheim, Némecko

Dihydrogenfosforecnan draselny Lachema, Neratovice p.a.
Methanol Penta, Chrudim p.a

Pufr pH 4 WTW, Weilheim, Némecko technicky
pufr

Pufr pH 7 WTW, Weilheim, Némecko techngzky
Kyselina Stavelova, dihydrat Lachema, Neratovice I1?)1.121.
H;POy4 Lachema, Neratovice p.a.
NacCl Lachema, Neratovice p.a
35% HCl Penta, Chrudim p.a.
N-cetyl-N,N-trimethylamonium MERCK, Darmstadt, Némecko p.a.

bromid
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3. 1. 2. Pouzité roztoky

Stanoveni askorbové Kkyseliny v rostlinném materialu vysokotcinnou kapalinovou

chromatografii

Standardni roztok askorbové kyseliny 10 g I — byl piipraven z navazky
0,010 mg askorbové kyseliny, kvantitativné ptevedené do odmérné baiky 10 ml
a doplnéné rysku destilovanou vodou.

2 % Kkyselina metafosforeéna - byla pfipravena z navazky 5,0013 g pevné
kyseliny metafosforecné, kvantitativné prevedeno do odmérné banky 250 ml a
doplnéno po rysku destilovanou vodou.

Mobilni faze — byla pfipravena ze dvou roztoki A a B. Roztok A byl piipraven
z navazky 6,8031 g dihydrogenfosforecnanu draselného rozpusténého v 450 ml
redestilované vody. Roztok B byl pfipraven z navazky 0,9109 g N-cetyl-N,N,N-
trimetylamonium bromid rozpuSténém v 50 ml methanolu. Roztoky byly
smichény, filtrovany a odplynény.

Fosfore¢nan trisodny — byl pfipraven z navazky 10,0140 g kvantitativné
pfevedené do odmérné banky 50 ml a doplnéné destilovanou vodou po rysku.
L-cystein - byl pfipraven z navazky 2,0246 g kvantitativné ptevedené do

odmérné banky 50 ml a doplnéné destilovanou vodou na pozadovany objem.

Stanoveni askorbové kyseliny v rostlinném materialu priitokovou coulometrii

Zakladni elektrolyt: 0,1 M NaCl - byl pfipraven z navazky 5,8448 g NaCl
kvantitativné pfevedené do odmérné banky 1000 ml, okyseleny 35% HCI na
pH =3.,0.

Zasobni roztok askorbové kyseliny 10 g I'' — byl pfipraven z navazky 0,0100
mg askorbové kyseliny o koncentraci 10 g/l. Navazka byla kvantitativné
prevedena do 10 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou vodou na
pozadovany objem.

Standardni roztok askorbové Kyseliny 20 mg 1" — byl piipraven zfedénim

zasobniho roztoku zékladnim elektrolytem.

Volumetrické stanoveni askorbové kyseliny v rostlinném materialu titraci 2,6-

dichlorfenolindofenolem s vizualni a potenciometrickou indikaci
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e Standardni roztok askorbové kyseliny 1 g/l — byl pfipraven z navazky 0,0100
g rozpusténé v malém mnozstvi 2% kyseliny metafosfore¢né, kvantitativné
prevedené do odmérné banky 10 ml. Banka byla doplnéna na pozadovany objem
2% kyselinou metafosfore¢nou.

o 2% kyselina metafosforecna - 2% roztok kyseliny metafosforecné byl
pfipraven z navazky 10,0112 g, kvantitativné¢ pievedené do odmeérné banky
500 ml a dopInéné po rysku destilovanou vodou.

e 0,001 mol/l 2,6-dichrolfenolindofenol - byl piipraven znavazky 0,1409 g
pevné latky, rozpusténé ve 125 ml horké vody a filtrované pres skladany filtr do

odmérné banky 250 ml.

3. 2. PomiicKky a pristroje

e pH metr InoLab WTW level-1 (WTW GmbH & Co. K, Weilheim, Némecko)

e HPLC: Waters 600S Controller, Waters 486 Tunable Absorbance Detector,
Waters 616 Pump (Waters Corporation, Massachusetts, USA)

e Centrifuge 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e Analytické vahy AB 204 (Mettler-Toledo, Praha)

e Coulometr EcaFlow, model 120 GLP, s autosamplerem ALS 254 (Istran,
Bratislava)

e Ultrazvuk (KRAINTEK 10), Kraintek czech s. r. o.

e Potenciometr MULTIMETR MIT 242), Metra Blansko

e Michacka MM?24 (Laboratorni ptistroje, Praha

e Filtra¢ni aparatura

e Titra¢ni aparatura

e Mikrofiltr 0,45 pm

e Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

3. 3. Popis vzorku

Rostliny byly vypéstovany a dodany Vyzkumnym ustavem rostlinné¢ vyroby,
obor genetiky a Slechténi produkce, Centrem aplikovaného vyzkumu zeleniny a
specidlnich rostlin Olomouc. Semena byla nejprve vysazena do perlitu. Po vyraseni (cca
tyden) byly rostlinky pfepichany do sadbovacii s univerzalnim substratem B (RaSelina

Sobéslav). Jakmile sazenicky zakotenily, byly pfesazeny do truhlikd, pro analyzu byly
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odebrany po 9. tydnu. Reprezentativni vzorek (tabulka 5) ze salatu roketa setd (Eruca
sativa) byl ptipraven vybranim stfedné velkych listkti a jejich natrhanim na mensi
kousky.

Tabulka 5: Vzorky Eruca sativa

Datum zpracovani Popis vzorku Metoda

vzorku

Zdrava rostlina, velké zelené
28.6.2011 listy, vyrazné Stiplava a ostra HPLC

chut, vypéstovana v 1été

Zdrava rostlina, velké zelené
21.10. 2011 listy, vyrazn€ Stiplava a ostra Prttokova coulometrie

chut’, vypéstovana na podzim

Zdrava rostlina, velké zelené
21.10. 2011 listy, vyrazn€ Stiplava a ostra Titrace s vizudlni indikaci

chut’, vypéstovana na podzim

Zdrava rostlina, velké zelené
21.10. 2011 listy, vyrazné Stiplava a ostra Titrace s potenciometrickou

chut’, vypéstovana na podzim indikaci

3. 4. Priprava a analyza vzorku rokety seté (Eruca sativa)

3. 4. 1. Stanoveni AA v rostlinném materialu metodou HPLC

Pouzity pracovni postup byl pievzat z literatury [19] a upraven dle potieby.

Ze standardniho roztoku askorbové kyseliny (10 g I'") byly p¥ipraveny kalibragni
roztoky o koncentraci 0,005-0,03 mg/ml: Standardni roztok byl nejprve 10 krat zfedén
vodou na koncentraci 1 g1 a z tohoto roztoku bylo pipetovano 0,05 ml az 0,3 ml do
odmérnych ban€k 10 ml spolecné s 1 ml 2% kyseliny metafosfore¢né a nafedéno na
pozadovany objem.

Z pftipraveného reprezentativniho vzorku bylo odebrano 0,5084 g. Navazka byla
homogenizovana v tfeci misce spolecné s 10 ml 2% kyseliny metafosfore¢né piiblizné
1 minutu. Homogenizovany vzorek byl kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné
baiiky a doplnén po rysku redestilovanou vodou. Asi 40 ml bylo pielito do 4 plastovych
zkumavek a odstfed’ovano 10 minut pfi rychlosti 4400 otacek/minutu. Obsah zkumavek
byl filtrovan pfes vatu a mikrofiltr 0,45 um. Do 50 ml kadinky bylo pipetovano 20 ml

extraktu spoleéné¢ s 10ml roztoku L-cysteinu. Za stilého michani smési na
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elektromagnetick¢é michacce byla provedena redukce dehydroaskorbové kyseliny
v pritomnosti fosfore¢nanu trisodného, jehoz roztokem bylo upraveno pH na hodnotu
7,0-7,2. Po 5 minutach bylo pH upraveno zpét na hodnotu 2,5-2,8 piidavkem kyseliny
trihydrogenfosforecné. Roztok byl pfeveden do odmérné baiiky 50 mla doplnén po
rysku destilovanou vodou. Takto upraveny vzorek byl pouzit k nastiiku. [19]
Pred zacatkem kazdé analyzy bylo nutné chromatograficky systém promyt

30 minut destilovanou vodou a 30 minut mobilni fazi. Detekce byla provadéna pii
vlnové délce 265 nm (tato hodnota odpovidd maximu kyseliny askorbové). Pro separaci
byla pouzita kolona 205 x 4 I.D. 5 pm Tessek Seladon C18. Parametry méteni:

e Prutok mobilni faze: 0,45 ml/min

e Tlak: 2300 Pa

e Teplota: 17-20° C

e Nastfik: 20 pl

e Detekce: 265 nm

Porovnédnim chromatogramu standardniho roztoku AA s chromatogramem
vzorku byl rozpoznan pik askorbové kyseliny. Kvantitativni vyhodnoceni bylo
provedeno metodou kalibrac¢ni kiivky. Nastavenim integracnich mezi byla provedena
integrace a urcena plocha piku v programu CLARTY LITE.

Z ploch pikli kalibraénich roztokli AA byly vypocitany parametry regresni

pfimky (vzorec 6):
y=ax+b (6)

y plocha piku
X koncentrace standardniho roztoku
a smérnice kalibra¢ni pfimky

b usek kalibraéni pfimky

Dle vzorce 7 byla vypocitana koncentrace askorbové kyseliny ve vzorku:

. _(By =b)-F-100

a-my,

(7)

P,  plocha piku askorbové kyseliny ve vzorku
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m,, mnavazka vzorku
a smérnice kalibracni piimky
b usek kalibraéni ptimky

F faktor zfedéni

3. 4. 2. Elektrochemické stanoveni AA v rostlinném materialu

Pouzity pracovni postup byl ptevzat z literatury [28] a upraven dle potieby.

Z pripraveného reprezentativniho vzorku byl odebran 1 g s analytickou
presnosti. Navazka saladtu roketa setd byla v tfeci misce rozetfena spolecné s 0,5 g
kyseliny $tavelové a 20 ml zékladniho elektrolytu cca 1 minutu. Homogenizovany
vzorek byl kvantitativné pteveden do 100 ml odmérné bainky a doplnén po znacku
zakladnim elektrolytem. Asi 40 ml vzorku bylo odstfedéno 10 minut pii rychlosti 4400
otaCek/minutu a nasledné zfiltrovano ptes vatu a mikrofiltr 0,45 um.

Pied analyzou byl promyt pratokovy systém elektrochemického analyzatoru a
ovéfena prutokova rychlost. Déale byla nastavena metoda ¢. 36 (analyza askorbové
kyseliny) a parametry podle tabulky 6. Ptivodni hadicky byly ponotfeny do roztoku

zakladniho elektrolytu a naplnény.

Tabulka 6: Parametry nastavené na piistroji EcaFlow 2. 3 [28]

Potencial [mV] Delay at [s] Volume [ml]
Depos: 0 Quiesc: 10 Sample: 3

From: 0 Regen: 10 Bcekgr: 3

To: 800 Current [pA] Rinze: 0

Regen: 0 Timeout: 60 Flow rate [ml/min]
Stndby: 0 I-strip: 50 Flow: 5

Pump at stripping: OFF Pump at Standy: OFF

Po nastaveni parametri méfeni byla hadi¢ka pfivadgjici vzorek do systému
ponofena do odmérné banky s roztokem standardu a tlacitkem START byla spusténa
kalibrace pfistroje na standardni roztok AA. Naméfené signaly standardu byly
integrovany v nastavenych mezich. Nasledné byla pfivodni hadicka ponotfena do
roztoku vzorku a opétovnym stisknutim tlacitka START byla zahajena analyza vzorku.
Plocha pikt odpovidajici ptechodovému casu, ktery je pfimo umérny koncentraci

askorbové¢ kyseliny ve vzorku, byla zjisténa integraci naméfenych chronopotenciogramii
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v programu EcaFlow 2.3 ZjiSténd koncentrace analytu ve vzorku (v pg/l) byla

v ~ror J v r ’ 7 1v -1
prepocitana na navazku Cerstvého salatu a vyjadiena v mg g~

3. 4. 3. Volumetrické stanoveni AA v rostlinném materialu s vizualni
indikaci

Pouzity pracovni postup byl pfevzat z literatury [19].

Z ptipraveného reprezentativniho vzorku bylo odebrano 5 g s analytickou
presnosti. Do tieci misky se saldtem roketa setd bylo odpipetovano 20 ml 2% kyseliny
metafosforecné a tfeno cca 1 minutu.

Homogenizovany vzorek byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiiky 100 ml
a nafedén kyselinou metafosfore¢nou na pozadovany objem, nasledné byl filtrovan ptes
slozenou gazu. K analyze bylo odebrano 10 ml filtratu a 10 ml kyseliny metafosfore¢né.
Pfipravend smés byla titrovana 0,001 mol/l roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu do
rizového zbarveni, stalého nejméné piill minuty.

Koncentrace askorbové kyseliny byla vypoctena ze vzorce 8:

L _V2-f-100-100

" (8)

v, objem spotiebovaného roztoku DFIF [ml]

hmotnost vzorku [g]

<

objem extraktu pouzitého k titraci [ml]

titr odmérného roztoku (mg kyseliny askorbové na 1 ml DFIF)

Byla provedena standardizace roztoku DFIF na standardniho roztok askorboveé
kyseliny. Do vysoké kadinky byl pipetovan 1 ml standardniho roztoku AA a 9 ml 2%
kyseliny metafosfore¢né. Smés byla titrovana 0,001 mol/l DFIF do rizového zbarveni,

stalého 30 s. Titr byl vypocten dle vzorce (9).
Titr udavajici mg askorbové kyseliny na 1 ml DFIF:

4

= (9)
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V44 1 mlstandardniho roztoku askorbové kyseliny

V. spotfeba roztoku DFIF [ml]

3. 4. 4. Volumetrické stanoveni AA v rostlinném materialu
s potenciometrickou indikaci

Pouzity pracovni postup byl ptevzat z literatury [19] a modifikovan dle potieby.

Z ptipraveného reprezentativniho vzorku bylo odebrano 5 g s analytickou
presnosti. Do tfeci misky se salatem roketa setd bylo odpipetovano 20 ml 2% kyseliny
metafosforené a tfeno cca 1 minutu.

Homogenizovany vzorek byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiky 100 ml,
nafedén kyselinou metafosfore¢nou na pozadovany objem a filtrovan ptes slozenou
gazu. Do kadinky bylo pipetovano 5 ml ¢irého extraktu, 5 ml kyseliny metafosforecné a
20 ml destilované vody. Soustava elektrod platinové a argentchloridové byla upevnéna
do elektrodového stojanu a ponoifena do roztoku.

Michany roztok byl titrovan 0,001 mol/l roztokem 2,6-dichlorfenolindofenolu
zpocatku po 1 ml, pfed bodem ekvivalence po 0,1 ml. Po kazdém piidavku titracniho
¢inidla byla zaznamenéana hodnota napéti elektrochemického ¢lanku.

Ze zavislosti napéti ¢lanku na objemu odmérného roztoku byl uréen bod ekvivalence V',

dle vzorce 10:
AU
V.=V +AV —— " — 10
! AU +NU (19)

V*  spotifeba odmérného roztoku [ml]

AV konstantni ptidavek odmérného roztoku [ml]
ANU" posledni kladna hodnota druhé diference napéti [V]

AU~ prvni zaporna hodnota druhé diference potencialu [V]

Pro vypocet koncentrace AA byl pouzit vzorec (11) a standardizace roztoku AA

byla provedena stejné€ jako v kapitole 3. 4. 3. Titr byl vypocten dle vzorce (9). [19]
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4. VYSLEDKY

4. 1. Stanoveni AA v roketé seté metodou HPLC

Askorbova kyselina byla kvalitativné vyhodnocena na zakladé¢ porovnani
retencnich ¢ast piki AA zméfenych pro kalibra¢ni roztoky (obr. 6) a pro vzorek
(obr. 7). Plochy pikti byly vyhodnoceny integraci v programu CLARTY LITE. Z ploch
pikt kalibra¢nich roztokt (tabulka 7) byla sestrojena kalibracni zavislost, kterou byla
prolozena regresni piimka (obr. 8). Z rovnice regresni ptimky byla po dosazeni plochy
piku AA namétené pro vzorek vypoctena koncentrace askorbové kyseliny a vyjadiena

v mg/g salatu (tab. 8).
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Obrazek 6: Chromatogramy kalibracnich roztokii AA
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Time [min]

Obrazek 7: Chromatogram vzorku saldtu Eruca sativa
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Tabulka 7: HPLC méreni kalibracnich roztoki

Koncentrace AA [mg/ml] Plocha piku
0,005 648,163
0,01 1374,692
0,025 3070,169

Kalibracni krivka

Plocha piku
3500,

3000
2500
2000
1500
1000 y = 11924x + 107,83
500 RP=0,9971
0 : ‘ : : ‘ ‘
0 0,005 0,01 0015 0,02 0025 0,03

Koncentrace AA [mg/ml]

Obrazek 8: Kalibracni krivka standardu AA

Tabulka 8: Vysledky HPLC stanoveni AA v roketé seté

Meéfteni Plocha piku Obsah AA

[mg/g]

1. 552,938 1,8356

2. 532,003 1,7493

3. 557,534 1,8546

4. 557,96 1,8563

5. 560,124 1,8653

6. 544,545 1,8010

7. 543,451 1,7965

8. 546,17 1,8077

9. 547,292 1,8123
10. 562,851 1,8765
Primérny obsah AA ve vzorku [mg/g] 1,8255
Smérodatna odchylka 0,0392

Reprezentativni vzorek byl pfipraven z letniho saldtu. V tomto vzorku bylo

metodou HPLC stanoveno (1,83 +0,04) mg/g AA. Jak uvadi literatura [31], je
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mnozstvi AA ovlivnéno zplisobem péstovani a terminem sklizné.

Separacni metody jsou vysoce selektivni a vhodné pfedev§im pro analyzu
komplexnich vzorkli se slozitou matrici.[26] V pouzitém postupu stanoveni AA je
problematicky tenzid CTAB v mobilni fazi, ktery mé tendenci modifikovat
oktadecylsilikagelovou staciondrni fazi kolony. Tyto prabézné zmény ve slozeni
separacni soustavy maji za nasledek postupny posun reten¢nich Casti slozek vzorku

(obr. 6).

4. 2. Stanoveni AA v roketé seté pritokovou coulometrii

Koncentrace askorbové kyseliny v podzimnim salatu byla vyhodnocena
v aplikaci EcaFlow 2.3 a nasledné piepoctena a vyjadiena v mg/g salatu (tab. 9).

Vysledky méfeni jsem pievzala od kolegyné Evy Zoulové, kterd toto méfeni provedla.

[29]
Tabulka 9 : Vysledky stanoveni AA v roketé seté pritokovou coulometrii
M¢fteni Obsah AA [mg/g]
1. 0,7883
2 0,7983
3 0,8263
4, 0,8046
5 0,8125
Primérny obsah AA ve vzorku [mg/g] 0,8060
Smérodatna odchylka 0,0144

Primérny obsah askorbové kyseliny zjistény v podzimni roketé je (0,81 = 0,01)

O v *v

mg/g. Tento obsah AA je srovnatelny s rizi¢kovou kapustou (tabulka 3) ktera obsahuje

0,787 mg/g. [11]

4. 3. Volumetrické stanoveni AA v roketé s vizualni a

potenciometrickou indikaci

4. 3. 1. Standardizace odmérného roztoku DFIF

Titr odmérného roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu byl vypocten dle vzorce 7,

ze spotieb DFIF na standardni roztok AA (tabulka 10).
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Tabulka 10: Standardizace roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu na AA

Vizualni indikace Potenciometricka indikace
Titrace kyseliny Spotieba odmérného Titrace kyseliny Spotieba odmérného
askorbové roztoku [ml] askorbové roztoku [ml]
1. 9,6 1. 9,4
2. 9,6 2. 9,3
3. 9,7 3. 9,3
Primeér (V;) 9,63 Primeér (V) 9,33
Smérodatna odchylka 0,06 Smérodatna odchylka 0,06
Vypocet titru DFIF: Vypocet titru DFIF:
(vizualni indikace) (potenciometrickd indikace)
A A
Vi Vi
- "
9,6333 93333
J =0,1038 f=01071

Bod ekvivalence byl indikovan vizudln¢ a potenciometricky. Primérna spotieba

DFIF na standardni roztok ¢inila (9,63 + 0,06) ml s vizualni indikaci a (9,33 £+ 0,06) ml

s indikaci potenciometrickou.

4. 3. 2. Stanoveni askorbové kyseliny ve vzorcich rokety seté

Vzorek podzimniho

razového zbarveni

stalého 30 vtefin.

salatu byl titrovan 2,6-dichlorfenolindofenolem do

Spotteby <¢inidla pfi jednotlivych

titracich jsou uvedeny v tabulce 11. Primérny obsah AA v podzimnim salatu

je 0,81 mg/g (titraci s vizualni indikaci) a 0,81 mg/g (titraci s potenciometrickou

indikact).

Tabulka 11: Vysledky volumetrického stanoveni AA v roketé seté

Vizualni indikace Potenciometricka indikace
Titrace Spotfeba odmérného Titrace Spotfeba odmérného
roztoku [ml] roztoku [ml]
1. 8,6 1. 8,2978
2. 8,6 2. 8,5596
3. 8,7 3. 8,2506
Primér (V;) 8,63 Primér (V;) 8,37
Primérny obsah AA 0.8137 Primérny obsah AA 0.8132
[mg/g] [mg/g]
Smérodatna odchylka 0,0057 Smérodatna odchylka 0,0162
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Primérny obsah AA v 1 g salatu stanoveny titraci s vizudlni indikaci ¢ini
(0,81 £0,01) mg. Titraci s potenciometrickouindikaci bylo stanoveno (0,81+ 0,02)
mg/g AA.

4. 4. Statistické porovnani vysledki

Vzhledem k tomu, Ze je volumetrie uznana jako oficidlni metoda pro stanoveni
vitaminu C [30], byly s ni porovnany vysledky z dalSich pouzitych metod. Statisticka
analyza byla provedena v programu TriloBite QC.Expert 2.7.

Tabulka 12: Vysledky pouzité pro statistické hodnoceni

Metoda Primérny obsah AA Smérodatna odchylka Pocet méteni
[mg/g] [me/e]
Volumetrie

s potenciometrickou 0,8132 0,0162 3
indikaci

Volumgtrlp S \flzualm 0.8137 0,0057 3
indikaci

Pratokova coulometrie [29] 0,8060 0,0144 5

4. 4. 1. Porovnani vysledkt volumetrickych metod s vizualni a
potenciometrickou indikaci

Nejprve byl v TriloBite QC.Expert 2.7. proveden F-test, kterym byla testovana
shoda rozptyld obou vybéri. Méteni poskytlo hodnotu poméru smérodatnych odchylek
9,01, kriticka hodnota je vétsi (F = 19). Testovanim shody priméra obou vybért byla
zjiSténa hodnota parametru ¢ = 2,21, kterd je mensi neZ kriticka hodnota ¢- testu 2,77.
Rozptyly 1 priméry obou vybérli jsou statisticky shodné na hladin€ vyznamnosti 5 %.

Dvouvybérovym jednostrannym z-testem byla otestovana spravnost vysledku
volumetrickych stanoveni. Vzhledem k tomu, Ze vypoctena hodnota parametru ¢t = 0,01
je mensi nez kriticka hodnota 2,77, poskytuje volumetrie s potenciometrickou indikaci

shodné vysledky jako volumetrie s vizualni indikaci na hladin€ vyznamnosti 5 %.
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4. 4. 2. Porovnani volumetrie s vizualni indikaci a prutokové

coulometrie

Nejprve byl v programu Microsoft Office Excel 2003 proveden F-test, kterym
byla testovana shoda rozptyli obou vybéri. Hodnoty priméru a smérodatné odchylky
byly ptevzaty z [29]. Rozptyly obou vybéri jsou statisticky shodné na hladiné
vyznamnosti 5 %.

Dvouvybérovym jednostrannym ¢-testem byla otestovana spravnost vysledku
pritokové coulometrie. Vzhledem k tomu, ze #-statistika 0,11 je men$i nez kriticka
hodnota 2,77, poskytuje pratokova coulometrie shodné vysledky jako volumetrie

s vizudlni indikaci na hladin¢€ vyznamnosti 5 %.
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5. ZAVER

21. stoleti je stoletim biopotravin a zdravé vyzivy. Lidé si vice potrpi na
kvalitni suroviny zemédélské vyroby, obsahujici dilezité nutricni slozky. ZvySeny
obsah antioxidantli v potravinach je dilezitym parametrem pro vybér ovoce a zeleniny.
Na cCeském trhu se objevily jiz zapomenuté rostliny Celedi Brassicaceae, popularni
salat rukola charakteristicky silnou hotkou az Stiplavou chuti ktery a méné zndma

roketa (Eruca sativa) jejiz specificka nahotkla chut’ je mnohem slabsi.

V letnim salatu bylo metodou HPLC stanoveno 1,83 mg/g AA. Tato hodnota se
lisi od hodnoty stanovené v podzimnim saldtu cca o 1 mg/g. Volumetricky s vizualni
indikaci bylo v podzimnim salatu stanoveno 0,81 mg/g AA a stejny obsah byl nalezen
volumetrii s potenciometrickou indikaci. Metodou prutokové coulometrie bylo

stanoveno 0,80 mg/g AA.

Statistickym porovnanim metod jsem dospéla k zaveru, Ze metoda pritokoveé
coulometrie a volumetrie s potenciometrickou indikaci poskytuje na hladiné

vyznamnosti 5 % shodné vysledky jako volumetrie s vizualni indikaci.
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6. SUMMARY

21" century is a century of organic food and healthy diet. People are more
seeking after high-quality organic ingredients that contain important nutritive
components. High content of antioxidants in foodstuffs is one of the important
parameters for a choice of buying fruit and vegetable. Again there are plants of
Brassicaceae family that were already forgotten on the Czech market, popular wild
rocket salad that is characteristic of its strong bitter and spicy taste and less known

,roketa salad (Eruca sativa), whose specific slightly bitter taste is weaker.

Ascorbic acid was analyzed by selected analytical methods. In fresh summer
salad was determined 1,83 mg/g AA by HPLC. Content of ascorbic acid in summer
salad is more than two times higher than concentration in autumnal salad. In autumnal
salad was determined amount of ascorbic acid equal to 0,80 mg/g (flow coulometry),
0,81 mg/g (titration with visual indication), and 0,81 mg/g (potential measurement

indication) respectively.

The data achieved by different analytical methods were compared by statistical
program QC. Expert 2.7 and by Microsoft Office Excel by F-test and t-test. Statistical

evaluation of the collected data implies that the methods give identical results.
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