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Vliv kuchyniského zpracovani na obsah glykoalkaloidii

Vv barevnych odridach brambor
Souhrn

Studium obsahu glykoalkaloidd v bramborovych hlizach je dulezité ze senzorického
hlediska, protoze jiz pii obsahu nad 150 mg na 1 kg ¢erstvé hmoty mohou mit hlizy hotkou chut'.
A pfi vy$§im obsahu glykoalkaloidi v hlizach, spojenych s nadmérnou konzumaci brambor,
se mohou projevit toxické ucinky glykoalkaloida zazivacimi az neurologickymi problémy.

V této diplomové praci byl stanoven obsah hlavnich glykoalkaloidii v bramborovych hlizach
deviti odrud. Byly testovany tfi odridy se zlutou duzninou, téi odrudy s fialovou duzninou a tfi
odrudy s ¢ervenou duzninou. Vzorky hliz jednotlivych odrid byly hodnoceny za syrova a také
tepeln€ opracované, vaiené a pecené.

Pro stanoveni obsahu glykoalkaloidi v hlizach byla vyuzita kapalinova chromatografie
s detekci pomoci hmotnostniho spektrometru (UHPLC-ESI-MS/MS).

Nejvyssi obsah glykoalkaloidi zhodnocenych odrid méla zlutd odrida Bohemia
(400,44 mg/kg susiny), nasledovana fialovou odridou Valfi (347,34 mg/kg susiny). Naopak
nejnizsi obsah glykoalkaloidt byl stanoven ve Zluté odradé Dali (179,25 mg/kg susiny) a ¢ervené
odridé Red Emmalie (189,04 mg/kg susiny). Lze konstatovat, Ze barva duzniny nema vliv
na obsah glykoalkaloidi v hlizach. Toto tvrzeni je doloZené statistickym zhodnocenim vysledka.

Tepelnou tpravou hliz dochazi k ¢aste¢nému snizeni obsahu a-solaninu a a-chaconinu vici
obsahu v syrovych hlizach. Ve vafenych hlizach doslo k poklesu a-solaninu o 53,64 %
a a-chaconinu 0 44,33 %. V pecenych hlizach a-solanin klesl o 46,20 % a a-chaconin 0 34,58 %.
Vyznamnéj$i rozdily v poklesu glykoalkaloidi mezi hlizami se zlutou, fialovou a cervenou
duZninou nebyly nalezeny. Z vysledkil je ale patrny vyrazny pokles v obsahu glykoalkaloida
Vv zavislosti na odridé.

Zajimavy je také pomér mezi a-solaninem a a-chaconinem v syrovych hlizach a tepelné
opracovanych hlizach. V tepelné opracovanych hlizach doslo ke zméné poméru a-solaninu
a a-chaconinu v disledku rozdilné degradace jednotlivych glykoalkaloidt. Naptiklad v Ceské
odridé Bohemia byl stanoven pomér a-solaninu a o-chaconinu v syrové hlize na 1:1,77,
ve vafené hlize 1:2,42 a v pecené hlize 1:2,33. Tyto vysledky ukazuji na nizsi stabilitu a-solaninu

béhem tepelného zpracovani hliz.

Klic¢ova slova: Brambory, Odrudy, Glykoalkaloidy, Kulinarni upravy, UHPLC-ESI-MS/MS



The influence of culinary processing on glycoalkaloid content

In pigmented potato tubers

Summary
Study of glycoalkaloids in the potato tubers is important from a sensory viewpoint, since

already at a content of 15 mg per 1 kg of fresh material may have a bitter taste of tubers. When
a higher content of glycoalkaloids in tubers, associated with excessive consumption of potatoes,
may show toxic effects glycoalkaloids by digestive and neurological problems.

In this thesis was determined content main glycoalkaloids in potato tubers of nine varieties.
They were tasted three varieties with yellow flesh, three varieties with purple flesh and three
varieties with red flesh. Samples of tuber varieties were evaluated raw and heat treatment,
cooking and baking.

To determine the content of glycoalkaloids in tubers the liquid chromatography coupled with
mass spectrometr (UHPLC-ESI-MS/MS) was used.

The highest content of glycoalkaloids were determine by yellow variety Bohemia
(400.44 mg/kg dry matter), followed purple variety Valfi (347.34 mg/kg dry matter). The lowest
content of glycoalkaloids were determined in yellow varieties Dali (179.25 mg/kg dry matter)
and red varieties Red Emmalie (189.04 mg/kg dry matter). It can be stated that the color of flesh
does not affect the content of glycoalkaloids in tubers. This statement is supported by statistical
evaluation of results.

Heat treatment of tubers leads to partial reduction of the content of a-solanine
and a-chaconine from the contents in the raw tubers. The cooked tubers decreased a-solanine
of 53.46 % and a-chaconine of 44.33 %. In baked tubers a-solanine decreades by 46.20 %
and a-chaconine of 34.58 %. Significant differences in the decrease of glycoalkaloids between
tubers with yellow, purple and red pulp not found. The results are apparent significant decrease
in the content of glycoalkaloids in depending on the variety.

Interesting it is also the ratio a-solanine and a-chaconine between raw tubers and heat
treatment tubers. In heat treatment tubers changing the ratio of a-solanine and a-chaconine due to
differential degradation of individual glycoalkaloids. For example, in Czech variety Bohemia was
determined the ratio of a-solanine and a-chaconine in raw tubers 1:1.77, while the boiled tubers
1:2.42 and baked tubers 1:2.33. These results demonstrate the lower stability of a-solanine during
heat treatment of tubers.

Keywords: Potatoes, Variety, Glycoalkaloids, Culinary processing, UHPLC-ESI-MS/MS
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1. Uvod

Brambory jsou jednou ze zakladnich slozek lidské vyzivy. Obsahuji nutri¢né vyznamné latky
jako vitaminy, hlavné vitamin C, antioxidanty, vldkninu a mineralni latky a jsou také dilezitym
zdrojem energie. Brambory navic obsahuji toxické latky, které jsou rostlinou syntetizovany
(glykoalkaloidy) nebo pochazi z chemického oSetfeni brambor v zemédélstvi (dusi¢nany, tézké
kovy a pesticidy).

Glykoalkaloidy jsou piirozenou soucéasti ochrannych systému rostlin. Jedna se o slozité
chemické produkty sekundarniho metabolismu rostlin. Ke zvySené produkci glykoalkaloidi
dochdzi vlivem stresovych situaci, jako jsou neptiznivé klimatické podminky, poranéni
¢inapadeni Skiidci. Po chemické strance jsou glykoalkaloidy glykosidy tvoiené z bazického
aglykonu solanidinu a sacharidové casti, slozené z monosacharidi, dle konkrétniho druhu
glykoalkaloidu. Sacharidovou ¢ast a-solaninu tvofi galaktosa, glukosa a rhamnosa, v a-chaconinu
tvori sacharidovou ¢ast glukosa a dvé molekuly rhamnosy.

V bramborové hlize tvoii a-solanin a a-chaconin 95 % glykoalkaloidd, v niz§im zastoupeni
obsahuji hlizy také PB-solanin, B-chaconin, y-solanin, y-chaconin, a-solamarin a [-solamarin.
V Ceské republice je v celych neloupanych hlizich maximélni piipustné mnozstvi 200 mg
glykoalkaloidli na 1kg. Glykoalkaloidy pfi béznych koncentracich, 20-100 mg na 1 kg Cerstvych
hliz, ovliviiuji senzorické vlastnosti brambor a spoluvytvéfeji chut’ a vini tepelné upravenych
brambor.

Glykoalkaloidy jsou termostabilni, K jejich degradaci dochazi pii teplotich nad 243 °C,
odoléavaji mrazeni 1 suSeni, nerozkladaji se vafenim, peCenim ani mikrovinnym ohfevem, ptesto
béhem kulindrniho zpracovani dochazi k castecnému snizovani jejich obsahu. Znacny podil
glykoalkaloidii 1ze odstranit oloupanim hlizy. K vyraznému sniZeni obsahu celkovych
glykoalkaloidii dochazi u rozkrajenych oloupanych brambor, kdy v dusledku vyplaveni Skrobu
se ztraci 1 Cast glykoalkaloidi. Uvadi se také, Zze smazeni vyrazné snizuje celkovy obsah
glykoalkaloidi (az o 40 %), a to diky kombinaci pasobeni vysoké teploty (170 az 180 °C)
a pritomnosti oleje, ktery pronikd do duzniny a usnadnuje tak vyplaveni ¢i rozklad

glykoalkaloid.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo stanovit obsah hlavnich glykoalkaloidt ve vybranych odradach
brambor s odlisSnym zabarvenim duzniny. Porovnat a statisticky zhodnotit obsahy glykoalkaloidi
V béznych odridach brambor s odridami s netradic¢ni barvou duzniny. Dal$im cilem prace bylo
porovnat a statisticky zhodnotit retenci glykoalkaloidii v hlizach pfi rtznych kulinarnich

upravach.

2.1 Védecké hypotézy
Na zaklad¢ studia odborné literatury byly navrzeny tyto hypotézy:

1. Obsah a vzajemny pomér hlavnich glykoalkaloidt brambor je zavisly na odrade¢.
2. Cervené a fialové zbarvené odriidy vykazuji vyssi obsahy glykoalkaloidii v hlizach.

3. Vlivem kulinarnich tprav dochazi k degradaci glykoalkaloida v hlizach.



3. Literarni reSerSe

Tradi¢ni ceska kuchyné vyuzivala obiloviny (pSenici, Zito, oves, proso, pohanku), lusténiny
(hrach, fazol, ¢ocku) a zeleninu (vodnici, tufin, mrkev). Brambory se do Evropy dostaly az
po objeveni Ameriky ve 2. poloving 16. stoleti. Zpoc¢atku byly krmivem pro hospodatska zvirata.
Do lidské stravy se rozsitily v disledku valek, hladu a neurody obili. Postupné se brambory staly

vvvvvv

zkonzumuje pramérné 66 kg brambor na osobu (Anon, 2015).

3.1 Biologicka charakteristika bramboru

Brambor hliznaty (Solanum tuberosum L.) je jednoleta bylina z botanického rodu lilek
(Solanum) z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae). Spole¢nou vlastnosti vSech lilkovitych je,
ze obsahuji fadu jedovatych glykosidi a alkaloidd (Rybacek a kol., 1988). Rostlina bramboru ma
¢ast nadzemni (listy, kvéty, plody, nadzemni stonek) a ¢ast podzemni (hliza, kofeny, podzemni
stonek, stolon), viz obrazek 1 v ptiloze 1 (Schulzova a Hajslova, 2007).

Bramborova hliza slouzi jako vegetativni rozmnozovaci organ. Z matetské hlizy prvné
vyrusta listovd riizice a vytvaii se kofenova soustava. Nasleduje rdst naté¢ a tvorba pupent
na stonku. Sou€asné s tvorbou pupent dochazi k zakladani dcefinych hliz ze stolont. V obdobi
kveteni a tvorby bobuli dochazi také k nartstani hliz. Proces nartstani hliz se odviji od ranosti
odrtdy, nejrychleji rist hliz probiha u ranych odriid, pomaleji u pozdnich odriid. Béhem vegetace
se z matefské hlizy odcerpavaji zasobni latky a ta odumird. Spolu sni odumiraji vSechny
nadzemni 1 podzemni orgény aZ na semena a dcefiné hlizy (Rybacek a kol., 1988).

Podle zptsobu vyuziti rozliSujeme odridy konzumnich a primyslovych hliz. Podle délky
vegetacni doby rozliSujeme odrady velmi rané, rané, polorané, polopozdni a pozdni

(Rybégek a kol., 1988).

3.2 Latky obsaZené v bramborové hlize

Brambory jsou velmi hodnotnou zakladni potravinou, protoze obsahuji fadu nutricné
dalezitych latek (Cepl a kol., 2012).

Hliza bramboru obsahuje asi 20 % suSiny a 80 % vody, v zavislosti na odridé, dobé sklizné
a na délce a zptsobu skladovani. Susinu tvoii zejména sacharidy (11-18 %), dusikaté latky (2 %)

a malé mnozstvi tukd (0,1 %) (Cepl a kol., 2012). Hlizy bramboru obsahuji také nutri¢né



vyznamné latky jako vitaminy, zejména vitamin C, antioxidanty, vlakninu a mineralni latky
(Schulzova a Hajslova, 2007).

Brambory jsou také zdrojem nezadoucich latek, jejichz obsah zavisi na vnitinich a vnéjsich
faktorech. Mezi nezadouci latky patii latky syntetizované vlastni rostlinou (glykoalkaloidy,
kalysteginy, inhibitory proteaz, lektiny) (Cepl a kol., 2012; Tajner-Czopek a kol., 2012), latky
Z chemizace zeméd¢lstvi (dusi¢nany, tézké kovy, zbytky pesticidll) a latky vznikajici tepelnou
tpravou (akrylamid) (Cepl a kol., 2012).

Vyssi obsah glykoalkaloidi maji hlizy vystavené silnému osvétleni ¢i hlizy poranéné. Tezké
kovy se do hliz dostavaji béhem péstovani na kontaminovanych pudach, dusi¢nany pii silném
piehnojeni dusikem (Schulzova a Hajslova, 2007) a rezidua pesticida pfi jejich nadmérné aplikaci
(Cepl a kol., 2012).

3.3 Glykoalkaloidy v rostliné bramboru

Vétsina pletiv bramboru obsahuje toxické, hotké glykoalkaloidy (Cepl a kol., 2012), které
patii k ochrannym mechanismim rostliny proti chorobam a Skiidcim. Nejvyznamnéjsi
glykoalkaloidy izolované z listi a hliz druhu Solanum jsou uvedeny v tabulce I. Po chemické

strance jsou glykoalkaloidy glykosidy tvofené z aglykonu a sacharidové ¢asti (Zrist, 2004).
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Tabulka I: Glykoalkaloidy izolované z bramboru (Zrtst, 2004)

Glykosid Aglykon Sacharidova
Cast
a-solanin solanidin solatriosa
B-solanin solanidin solabiosa
y-solanin solanidin galaktosa
a-chaconin solanidin chacotriosa
B1-chaconin solanidin chacobiosa
B2-chaconin solanidin chacobiosa
y-chaconin solanidin glukosa
dehydrocommersonin | solanidin commertetraosa
demissin demissidin lycotetraosa
commersonin demissidin commertetraosa
solasonin solasodin solatriosa
a-tomatin tomatidin lycotetraosa

Glykoalkaloidy se vyskytuji v ruznych c¢astech rostliny, v listech, stoncich, kvétech,
bobulich, hlizach i kliécich (Opletal a Simerda, 2008). Jejich distribuci v rostling uvadi tabulka 1.
V rostliné jsou glykoalkaloidy rozdéleny nerovnomérné, nejvice jich je soustfedéno na mistech
svysokou metabolickou aktivitou. Nadzemni c¢ast rostliny obsahuje 10x az 20x vice
glykoalkaloidli nez hliza. Velmi mnoho glykoalkaloidd je obsazeno v bobulich (Zrist, 2004), az
4200 mg na 1 kg ¢erstvé hmoty (Schulzova a Hajslova, 2007).

Tabulka Il: Vyskyt alkaloidi v rostliné v mg na kg ¢erstvé hmoty (Zrist, 2004)

Cast rostliny | Obsah alkaloidi (mg/kg) | Cast rostliny Obsah alkaloidt (mg/kg)
kvét 3000-5000 velké hlizy nad 40 g | 10-150

stonek 20-40 malé hlizy 10-40 g 90-400

list 400-1000 tenka slupka 300-650

kotfen 700-1000 duZnina 1-100

matecna hliza | 20-200 klicky 2000-10 000
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Hliza bramboru obsahuje 20 az 100 mg glykoalkaloidi na 1 kg Cerstvé hmoty. Jejich
koncentrace je nejvyssi v povrchovych vrstvach, smérem do stiedu klesa (Schulzova a Hajslova,
2007). Nejvice glykoalkaloid obsahuje slupka, korova vrstva pod slupkou, oblasti o¢ek na hlize,
mista poranéni hlizy a klicky (Cepl a kol., 2012). Schématicky prafez bramborovou hlizou je
znézornén na obrazku 2 v piiloze 1.

Ve slupce, ktera predstavuje 2 az 3 % hmotnosti hlizy, je obsazeno 83 az 96 % vSech
glykoalkaloidli, coz odpovida 300 az 640 mg glykoalkaloidi na 1 kg brambor. Korova vrstva
pfedstavuje 10 az 12 % hlizy a obsahuje 3 az 14 % glykoalkaloidd, ¢ili 150 az 1068 mg
glykoalkaloidli na 1 kg brambor. A dien obsahuje 1 az 3 % glykoalkaloidd, coz je 1 az 100 mg
glykoalkaloidi na 1 kg brambor. V o¢kach a kli¢cich je vysoky obsah glykoalkaloidi,
az 5500 mg na 1 kg brambor (Zrist, 2004). Rozlozeni glykoalkaloidi v hlize je pro piehlednost
shrnuto do tabulky I1I.

Po oblasti ocek ma vysoky obsah glykoalkaloidi korova vrstva. V prstenci cévnich svazkt
obsah glykoalkaloidii klesa a ve vné&j§i a vnitini dfeni dosahuji nepatrnych hodnot. Mezi
korunkovou a pupkovou ¢asti hlizy nebyly zjiStény vyznamné rozdily v obsahu glykoalkaloid
(Zrust, 2004). Pti dlouhodobém skladovani dochazi k migraci glykoalkaloidi smérem do stfedu
hlizy (Wolfe, 1987).

Tabulka I1l: Rozlozeni glykoalkaloidu v hlize (Zrist, 2004)

Cast hlizy Obsah GA v mg/kg ¢isté hmoty
Cela hliza 11-150

Slupka, 2-3 % hlizy 300-640

Korova vrstva, 10-12 % hlizy 150-1068

Dien 1-100

Ocka a klicky az 5500

3.3.1 Charakteristika a vlastnosti glykoalkaloida
Glykoalkaloidy jsou ptirodni dusikaté latky. Jedna se o toxické latky, které jsou piirozenou
soucasti ochrannych systému rostlin (Schulzova a Hajslova, 2007). Glykoalkaloidy jsou slozité

chemické produkty sekundarniho metabolismu rostlin (Aniszewski, 2007). K jejich zvysené
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produkci dochazi vlivem stresovych situaci, jako jsou nepfiznivé klimatické podminky c¢i
napadeni $ktdci (Schulzova a Hajslova, 2007).

Alkaloidy obsazené v bramborové hlize patfi do skupiny steroidnich alkaloida
tzv. solanidiny. Jedna se o hoiké, termostabilni slouceniny nerozpustné ve vodé, K jejichz
degradaci dochazi az pti teplotach nad 230 °C (Schulzova a Hajslova, 2007). Barceloux (2008)
uvadi, ze je mozné v 1 litru vody pii 25 °C rozpustit 1,38 mg a-solaninu. Glykoalkaloidy
odolévaji mrazeni i suSeni, naopak v kyselém prosttedi dochazi k jejich hydrolyze (Schulzova
a Hajslova, 2007).

Glykoalkaloidy pfi béznych koncentracich (20-100 mg/kg) ovliviji senzorické vlastnosti

brambor a spoluvytvaieji chut’ a viini tepelné upravenych brambor (Schulzova a Hajslova, 2007).

3.3.2 Struktura glykoalkaloidii
Molekula steroidniho glykoalkaloidu ma 3 strukturni ¢asti:
e polarni hydrofilni sacharidovou cast
e nepolarni lipofilni steroidni ¢ast

e heterocyklickou bazickou ¢ast (Zrast, 2004).

Smés piibuznych glykoalkaloidii obsazenych v bramborovych hlizach ma spole¢ny aglykon
(solanidin, viz obrazek 1), tudiz shodnou lipofilni a bazickou c¢ast. Lisi se sacharidovou casti
molekuly (Zrtst, 2004). Sacharidovou ¢ast solanint tvoii galaktosa, glukosa a rhamnosa, u
chaconini tvoii sacharidovou ¢ast glukosa a thamnosa, viz tabulka IV (Barceloux, 2008).

Hlavnimi glykoalkaloidy jsou a-solanin, viz obrazek 2 a a-chaconin, viz obrazek 3, které
tvori asi 95 % celkového obsahu glykoalkaloidi v konzumnich bramborach. Pomér a-solaninu

a a-chaconinu byva 1:1,25 (Cepl a kol., 2012).
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HO
Obrazek 1: Chemicka struktura solanidinu (Smith a kol., 1996)

OH  OH

Obrazek 2: Chemicka struktura a-solaninu (Schulzova a Hajslova, 2007)
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Obrazek 3: Chemicka struktura a-chaconinu (Schulzova a Hajslova, 2007)

Kulturni odridy brambor obsahuji vedle hlavnich glykoalkaloidl (a-solaninu a a-chaconinu)
také minoritni glykoalkaloidy, napf. B-solanin, B-chaconin, y-solanin, y-chaconin a dalsi
(Schulzova a Hajslova, 2007). Forma ,,* nebo ,,y* se od formy ,,a“ 1i§i poctem vazanych
molekul sacharidt, viz tabulka IV (Zrtst, 2004). V planych druzich brambor mohou tyto

minoritni slozky tvofit podstatnou ¢ast celkovych glykoalkaloidii (Schulzova a HajSlova, 2007).

Tabulka IV: Struktura solaninu a chaconinu (Zrust, 2004)

Glykosid Struktura

a-solanin solanidin + galaktosa + glukosa + rhamnosa
B1-solanin solanidin + galaktosa + glukosa

B2-solanin solanidin + galaktosa + rhamnosa

y-solanin solanidin + galaktosa

a-chaconin solanidin + glukosa + rhamnosa + rhamnosa
Bi-chaconin solanidin + glukosa + rhamnosa
B2-chaconin solanidin + glukosa + rhamnosa

y-chaconin solanidin + glukosa
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3.3.3 Syntéza glykoalkaloidi

Biosyntéza glykoakaloidii zac¢ind béhem kliceni a vrcholu dosahuje v obdobi kvétu
(Friedman, 2006). Centrem biosyntézy glykoalkaloidti jsou buniky felodermu, které se nachazeji
ve slupce (peridermis) (Vinter, 2006). Vychozi latkou pro syntézu steroidnich glykoalkaloidu je
cholesterol. Syntéza solanidinu z cholesterolu probiha rychle, zatimco jeho pfeména na glykosid
probiha pomalu, v zavislosti na dostupnosti glykosidovych cukernych slozek. Kromé toho je
vyzadovana piitomnost enzymil solanidin galaktosyltransferazy a solanidin glukosyltransferazy,
které umozni glykosylaci solanidinu na y-solanin a y-chaconin. A také pfitomnost enzymu
rhamnosyltransferazy, jejimz prostfednictvim dochézi k pfeméné B-solaninu a B-chaconinu na
a-solanin a a-chaconin (Ginzberg a kol., 2009).

Vznik solanidinu je zahajen hydroxylaci cholesterolu na C22 a C26 za vzniku dormantinolu,
ktery se oxiduje na C22 na dormantinon. Aminaci dormantinonu na C26 vznikd verazin
s uzavienym kruhem F. Z verazinu se postupné syntetizuje etiolin, teinemin a nakonec dochazi
k uzavteni kruhu E za tvorby solanidinu, viz obrazek 4 (Ginzberg a kol., 2009).

Navazanim galaktosy na solanidin pomoci enzymu solanidin galaktosyltransferazy vznika
y-solanin. Navazanim glukosy, za katalyzy enzymem solanidin galaktosyltransferazy, vznika
Z y-solaninu B-solanin, ze kterého navazanim rhamnosy za pomoci enzymu rhamnosyltransferazy
vznika a-solanin. Analogicky ve stejném potadi vznika ze solanidinu také y-chaconin, B-chaconin
a o-chaconin. Enzym solanidin glukosyltransferaza katalyzuje syntézu y-chaconinu z glukosy
asolanidinu. Stejny enzym také umoziiuje pfipojeni rhamnosy za vzniku -chaconinu.
Navazanim dal$i molekuly rhamnosy na B-chaconin pomoci enzymu rhamnosyltransferdzy
vznika a-chaconin (McCue a kol., 2007). Syntéza a-solaninu a a-chaconinu ze solanidinu je

zn4zornéna na obrazku 5.
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Dormantinol

Dormantinon Verazin

HO

Etiolin Teinemin

HO HO

HO Solanidin

Obrazek 4: Syntéza solanidinu z cholesterolu (Attia, 2012; Guidechem, 2017; Ferrer-Hernandez
a kol., 2016; Pubchem, 2017a, b; ChemSpider, 2015)
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HO Solanidin

Galaktosa + enzym
solanidin
galaktosyltransferaza

Glukosa + enzym
solanidin
glukosyltransferaza

(D-Gal) -solanin i
o v (D-Glu)~_ y-chaconin
o
Glukosa + enzym Rhamnosa + enzym
solanidin solanidin
galaktosyltransferaza glukosyltransferaza

H3C
H;C

(D—Gal)\o B1-solanin

(D-(‘Blu)\o B1-chaconin

(L-Rha)
(L-Rha)

H3C

CHj,

D-Glu)-(D-Gal : :
( )-( )\o B2-solanin (L-Rha)-(D-GIu)\O B2-chaconin
Rhamnosa + enzym Rhamnosa + enzym
rhamnosyltransferaza rhamnosyltransferaza
H3C HC

CHj

D-Glu)-(D-Gal - i .
( )-( )\O a-solanin (L-Rha)-(D-Glu)\o o-chaconin

(L-Rha) (L-Rha)

Obrazek 5: Syntéza a-solaninu a a-chaconinu ze solanidinu (McCue a kol., 2007; Barceloux,
2008)
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3.4 Faktory ovliviiujici obsah glykoalkaloidii v hlizach

Nejveétsi vliv na mnozstvi steroidnich glykoalkaloidii v hlizach bramboru ma odrada
(Schulzova a Hajslova, 2006). V zavislosti na odridé vykazuji bramborové hlizy rizny obsah
a-solaninu a a-chaconinu (Ruprich, 2010). Na druhém misté je vliv stanovisté, tedy pudni
a klimatické podminky (Zrtst, 2004). Dale obsah glykoalkaloida v hlizach ovliviuje fyziologicka
zralost hliz, mechanické poskozeni hliz, intenzita a typ svételného zateni, podminky skladovani,
teplota apod. Ke zvySeni obsahu glykoalkaloidi pfispiva sucho, nadprimérna délka slunec¢niho
svitu nebo hnojeni dusikatymi hnojivy (Schulzova a Hajslova, 2006).

Obsah glykoalkaloidl v hlize zavisi na fyziologickém stavu rostliny. Nejvyssi obsah byl
zjistén u malych hliz v ¢asném stadiu jejich tvorby. Predpoklada se, Ze obsah glykoalkaloida
Vv hlize se neméni, dochdzi pouze k jejich natedéni. Béhem vegetace se hmota hliz zvySuje
a koncentrace obou hlavnich glykoalkaloida klesa (Zrust, 2004).

Vyznamny vliv na produkci glykoalkaloidi mé mechanické poskozeni hliz, napt. nakopnuti,
narazeni, prekrojeni, oloupani. Lehce poskozend hliza mize obsahovat 2x az 3x vice
glykoalkaloidli. Vlivem vyoravani nebo mechanického poranéni se mize obsah glykoalkaloida
zvysit béhem nasledujicich 7 hodin ze 100 mg na 1 kg Cerstvé hmoty na 150 mg na 1 kg Cerstvé
hmoty, jsou-li brambory ve tmé&. Pokud jsou poranéné hlizy ponechany na svétle, mize se obsah
glykoalkaloidd ze 100 mg na 1 kg ¢erstvé hmoty zvysit na 300 az 750 mg na 1 kg Cerstvé hmoty
(Opletal a Simerda, 2008).

Utinkem svétla dochédzi, v zavislosti na intenzité a délce expozice, k zezelenani hlizy.
Souvisi to se syntézou chlorofylu, ktera je intenzivnéjsi za vyssi teploty (Zrust, 2004). Syntéza
chlorofylu je doprovazena tvorbou a tedy zvySovanim obsahu glykoalkaloidii. Jejich naridst zavisi
na intenzité svétla, délce expozice (Schulzova a HajSlova, 2006) a také odrud¢, jelikoZ byla
dolozena velka variabilita mezi odridami v tvorbé glykoalkaloidii vlivem svétla (Friedman,
2006). Zelené hlizy obsahuji az 2x vice glykoalkaloidi nez nezelené. Dennimu svétlu jsou hlizy
vystaveny po silnych destich, které odplavi navrSenou hlinu a také béhem sklizn€. Tvorba
glykoalkaloidu je za svétla 3x az 4x rychlejsi nez za tmy (Zrtst, 2004).

Také délka skladovani a skladovaci teplota ovliviiuji syntézu glykoalkaloidl v hlize.
Pii nizké teploté (0 az 8 °C) se glykoalkaloidy tvofi méné nez pii skladovani hliz pfi teploté
15 az 24 °C (Zrist, 2004). Béhem skladovani dochéazi k nejvétsimu nartstu glykoalkaloid ve
vngjsich vrstvach hlizy (Friedman, 2006). Vhodn¢ uskladnéné brambory (teplota do 10 °C, tma
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a relativni sucho) obsahuji glykoalkaloidy pod 100 mg na 1 kg cerstvé hmoty. Problémem je také
kliceni béhem skladovani. Klicky mohou obsahovat az 10 g glykoalkaloidi na 1 kg Cerstvé
hmoty (Opletal a Simerda, 2008).

Ideélni zplisob skladovani bramborovych hliz je pfi teploté 3 az 4 °C a vlhkosti vV rozmezi
87 az 95 %. Béhem doby skladovani hliz je dulezité také dobré vétrani (Schulzovéa a Hajslova,

2007).

3.5 Povolené mnozstvi glykoalkaloidu v hlizach a jejich ucinky

Potravinaiské tufady v mnoha zemich schvalily maximalni limit 200 mg celkovych
glykoalkaloidi na 1 kg Cerstvé hmoty neloupanych bramborovych hliz, které jsou uréeny pro
lidskou spotebu (Petersson a kol., 2013). V Ceské republice je obsah glykoalkaloidii regulovan
vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 53/2002 Sb. Vyhlaska urcuje ptipustné mnozstvi 200 mg
glykoalkaloidt na 1 kg celych neloupanych hliz (Schulzova a Hajslova, 2007). Konzumni odridy
brambor maji obsah glykoalkaloidi pod timto limitem. Pfi dodrZeni vhodnych podminek
péstovani, sklizné a skladovani, nejsou konzumenti vystaveni riziku otravy.

V evropskych zemich pfijme primérny konzument denné asi 1 mg glykoalkaloidi na 1 kg
télesné hmotnosti. Otravu miiZze vyvolat denni pfijem 2 az 5 mg glykoalkaloidi na 1 kg télesné

hmotnosti, smrtelna davka je 3 az 6 mg na 1 kg télesné hmotnosti (Friedman, 2006).

3.5.1 Nezadouci ucinky glykoalkaloidi

Skute¢na toxicita glykoalkaloidti zavisi na tom, zda jsou pfijimany v malych davkach
dlouhodobé nebo jednorazové ve velkém mnozstvi. Jednorazovy piijem glykoalkaloidu je
mohou ucinek glykoalkaloidli potladovat nebo potencovat (Friedman, 2006). Dlouhodoby piijem
nizkych davek glykoalkaloidii mlZe zpusobit toxicitu v disledku kumulace glykoalkaloidi
v organismu (Ginzberg a kol., 2009).

Rozdil mezi davkou glykoalkaloidii pfijatou z béznych a tzv. nebezpecnych (nezralych
nebo kligicich) brambor je velmi maly (Opletal a Simerda, 2008). Napiiklad z porce 500 g
brambor pifijme dospé€ly cloveék 0,7 az 0,9 mg glykoalkaloidi na 1 kg télesné hmotnosti, coz

odpovida pouze jedné Ctvrting toxické, poptipade smrtelné davky (Zrast, 2004).
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Piiznaky otravy se dostavuji v rozmezi pil hodiny az 12 hodin (Opletal a Simerda, 2008).
P1i intoxikaci vyvolavaji glykoalkaloidy nejprve zaZivaci potize (nevolnost, zvraceni, zalude¢ni
kiece, prijem) (Benda a kol., 2000) v dusledku naruseni membrany zazivaciho traktu (Schulzova
a Hajslova, 2006). Mechanismus vedouci k naruSeni bunééné membrany glykoalkaloidy je
nasledujici, aglykon glykoalkaloidu vytvoii komplex se steroly v bunééné membrané, ¢imz
zpisobi zménu V jeji struktufe. Zménou struktury bunééné membrany dochdzi k naruseni
membrany, uniku buné¢ného obsahu a smrti burniky (Friedman, 2006).

Posléze se pii otravach objevuji i neurologické potize (bolesti hlavy, halucinace, zavrat¢,
ospalost) (Benda a kol., 2000), které jsou zpusobeny inhibici enzymu acetylcholinesterazy v
centrdlni nervové soustavé (Schulzovda a Hajslovd, 2006). Podminkou pro inhibici
acetylcholinesterdzy je ptitomnost postranniho sacharidového tetézce (Friedman, 2006).

Kromé¢ stievni sliznice jsou poskozovany dalsi tkané, do kterych jsou vstiebané alkaloidy
transportovany (Opletal a Simerda, 2008). Obecné byvaji alkaloidy soustiedény predevsim do
jater, dale do ledvin, srdce, plic a mozku (Friedman, 2006). a-Solanin ma tendenci hromadit se v
ledvinach, sleziné, plicich, tuku, srdci, mozku a krvi. a-Chaconin se hromadi pfedevs§im Vv plicich,
jatrech, slezing, kosternim svalstvu, ledvinach a slinivce (Wolfe, 1987).

Z gastrointestinalniho traktu se 1épe vstfebava a-chaconin (Wolfe, 1987), a ma na lidsky
organismus vyrazné toxi¢tejsi ucinek nez a-solanin (Rytel, 2012).

Toxicita glykoalkaloidi klesa v kyselém prostfedi, protoze za téchto podminek nemohou
glykoalkaloidy se steroly membran tvofit komplexy (Zrust, 2004). V kyselém prostiedi zaludku
podléhaji glykoalkaloidy hydrolyze kyselinou chlorovodikovou. Prvné vznikaji z a-solaninu
a a-chaconinu ptislusné PBi- a Po-glykosidy, ze kterych dale vznikaji piislusné y-glykosidy
a konecnym produktem hydrolyzy je aglykon solanidin, ktery je v kyselém prostiedi stabilni
(Schulzova a Hajslova, 2007). Experimenty bylo prokazéano, Ze aglykon ma slabsi toxické ucinky
vstiebava z gastrointestinalniho traktu nez glykosid, aglykon prochazi stievy a ve velké mife se
vyluéuje stolici (Opletal a Simerda, 2008).

a-Chaconin je vylu¢ovan zluci a stolici (Barceloux, 2008), a-solanin je vylucovan také moci
(Wolfe, 1987). Eliminace glykoalkaloidii probihd v opa¢ném portadi jejich syntézy, t0 znamena,
7e dochazi k rozkladu od a-chaconinu a a-solaninu k jejich aglykonu, solanidinu (Barceloux,
2008).
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3.5.2 Priznivé ucinky glykoalkaloidi

Friedman (2006) uvadi také pfiznivé ucinky glykoalkaloidi a aglykond, jako je sniZeni
hladiny cholesterolu, u morc¢at pasobily tyto latky antipyreticky a antiflogisticky. Pti injek¢nim
podavani solaninu do bficha potkanti, bylo pozorovano snizeni hladiny cukru v Krvi.

a-Solanin a a-chaconin také posiluji odolnost proti mikrobialni a virové infekci. Inhibuji rist
ruznych bakterii, naptiklad Salmonella, Corynebakterie, také byl prokazan jejich ucinek na
inhibici viru Herpes. a-Chaconin potlac¢uje vaginalni kandidozy zpusobené kvasinkou Candida
albicans. Antimikrobialni ucinek je vysledkem narusovani buné¢nych membran mikroorganismii,
vyse popsanym mechanismem (Friedman, 2006).

U a-solaninu, a-chaconinu, B-chaconinu, y-chaconinu a solanidinu byl dale zkouman vliv na
nieni nddorovych bunck. VSechny uvedené slouceniny inhibovaly rist naddorovych bunék,
samostatné i v synergické smési (Friedman, 2006).

Jedinou nevyhodou je, ze tyto ptiznivé ucinky glykoalkaloidli nejsou zatim prokazany po
peroralnim podani, neboli po konzumaci brambor. K docileni téchto ucinkit u laboratornich

zvitat, musely byt izolované glykoalkaloidy podany injekéné (Friedman, 2006).

3.6 Metody analyzy glykoalkaloidi

Pro ziskéani objektivnich vysledki je dalezité analyzovat vzorky co nejdiive po jejich odbéru
nebo zvolit takové podminky skladovani, které omezi zmény v obsahu glykoalkaloidi

Vzorkovani, extrakce a ¢isténi vzorkl je u vSech metod stejné. Aby vysledky analyz byly
dostate¢né reprezentativni, doporucuje se odebrat minimaln€ 15 hliz od jedné odrudy (Zrust,
2004). Pied extrakei je potieba provést homogenizaci vzorku. Pfi homogenizaci nema dochazet
ke zbytetnému zahiivani materialu. Poté nasleduje vlastni extrakce, kdy soucasné dochazi
k precisténi vzorku (Dobsikova a kol., 2012).

Casto pouzivanym extrakénim &inidlem pro vyluhovani glykoalkaloiddi je smés methanolu
avody, kterd se nekdy okyseluje kyselinou octovou nebo smes chloroformu a methanolu
v poméru 2:1. Doba extrakce glykoalkaloidil v ultrazvukové 1azni u €erstvych hliz se doporucuje
na dobu 2 minut, u lyofilizovanych vzorki muze byt doba extrakce az 15 minut (Zrist, 2004).

Metody pro stanoveni glykoalkaloidli mizeme rozdélit do dvou skupin. V prvni skupiné jsou

metody pro stanoveni celkového obsahu glykoalkaloidd, jednd se o gravimetrii, titrace nebo
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spektrofotometrii. Metody ve druhé skupiné slouzi ke stanoveni obsahu individualnich
glykoalkaloid, jedna se o chromatografii, hmotnostni spektrometrii a imunochemické metody

(ELISA, RIA) (Zriist, 2004).

3.6.1 Extrakce

Pfi zpracovani vzorka rostlinného ptivodu se pouzivaji rizné extrakéni metody. Extrakci

prechéazi smés slozek z jedné faze do druhé. Podle typu slozek rozlisujeme:

e Extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE) — metoda umoziuje rozdélit slozky mezi dvé
nemisitelné kapaliny, sledovand slozka ptfechdzi do rozpoustédla, v némz je Iépe
rozpustna (Dobsikova a kol., 2012). LLE se dnes vyuziva méné, protoze vyzZaduje velké
mnozstvi organickych rozpoustédel. Z této metody se vyvinuly metody nové: extrakce
malym mnozstvim rozpoustédla (n€kolik ml) ve specidlni naddobé, extrakce malym
mnozstvim rozpoustédla za vysokého tlaku a teploty, extrakce horkou vodou pod tlakem
a dalsi (Pico, 2012).

e Extrakce z kapaliny na pevnou fazi (LSE) — sledovana slozka kapalného vzorku ma vyssi
afinitu k pevné fazi nez krozpoustédlu (Dobsikova a kol.,, 2012). Pii extrakci
se na povrchu pevné faze mize zachytit analyt a necistoty poté zistavaji v kapalné fazi
nebo se na pevné fazi zachyti neCistoty a analyt ziistdva v kapalné fazi (Zaruba a kol.,
2016).

e Extrakce z pevné faze do kapaliny (SLE) — vzorek se sledovanou slozkou tvoii pevnou
fazi a rozpousti se ve vhodném rozpoustédle (poldrnim nebo nepolarnim) (Dobsikova
akol., 2012) nebo tekutinou v nadkritickém stavu (CO2 nebo smés CO2 a methanolu)
(Zéruba a kol., 2016).

3.6.2 Chromatografické metody

Moderni chromatografické metody vychazeji z principu papirové chromatografie, kterou
poprvé pouzil k analyze M. S. Cvét roku 1903 pii GspéSné separaci smeési rostlinnych barviv
(Pico, 2012).

Chromatografie je fyzikalné-chemicka metoda uréena k separaci viceslozkovych smési.
Slozky jsou separovany mezi dve¢ faze, z nichz jedna je staciondrni a druha mobilni. Mobilni faze

se pfesouva pres vrstvu stacionarni faze (Pico, 2012). Kolonou jsou pomaleji unaseny analyty,
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které jsou stacionarni fazi poutdny siln€ji a tim dochézi k rozseparovani slozek ve vzorku
(Klouda, 2003).

Optimalizace chromatografické metody zahrnuje volbu chromatografickych podminek tak,
aby latky ve smési byly dokonale separovany a citlivé detekovany v co nejkratSim case.

Optimalizace metody je pfevazné experimentalni proces (Novakova a kol., 2013).

3.6.2.1 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Pii tenkovrstvé chromatografii dochazi k separaci latek vtenké vrstvé stacionarni faze
ucinkem mobilni faze. Sorbentem obvykle byva silikagel, ktery mtize byt modifikovany latkami
o ruzné polarité. Sorbent je nanesen v rovnomérné vrstvé na sklenéném, kovovém ¢i plastovém
podkladu. Mobilni fazi byva smés rozpoustédel o riizné polarité, casto s ptidavkem kyseliny nebo
amoniaku pro potla¢eni ionizace sledovanych analyti (Dobsikova a kol., 2012).

Tenkovrstva chromatografie je velmi vhodnd pro separaci, analyzu a cisténi alkaloid
(ajejich metaboliti). Poskytuje analyzu kvalitativni a ¢astecné i kvantitativni. Vzorek uréeny

pro TLC by m¢l obsahovat alespon 50 az 100 pg alkaloidd (Aniszewski, 2007).

3.6.2.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinovou chromatografii délime na chromatografii na normdalni fazi (NPC), kde ma
mobilni faze mensi polaritu nez faze stacionarni. Zachyt slozek narusta s rostouci polaritou.
U kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RPC) mad mobilni faze véEtsi polaritu nez
staciondrni faze. Zachyt slozek nariista s rostouci hydrofobnosti (Pico, 2012).

V kapalinové chromatografii je analyzovany material absorbovdn stacionarni fazi
a vyluhovan fazi mobilni (Dobsikova a kol., 2012). Za separaci slozek mezi dvé faze je
zodpovédna povrchova absorpce, iontova vymeéna, relativni rozpustnost a dal$i mechanismy
(Aniszewski, 2007).

Mobilni fazi je kapalina, nejcastéji to byvaji organicka rozpoustédla a voda (Dobsikova
akol., 2012). Pii pfipravé mobilni faze je potieba pouzit rozpoustédla a aditiva ptidavana do
mobilni faze nejvyssi Cistoty. Volba mobilni faze =zavisi na typu analytu a jeho
fyzikalné-chemickych vlastnostech, na zvoleném chromatografickém modu a na stacionarni fazi

(Novakova a kol., 2013). Stacionarni fazi tvofi napln chromatografické kolony. Nejbéznéjsi
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stacionarni faze jSou na bazi silikagelu, ktery mize byt rizn¢ modifikovan (Dobsikova a kol.,
2012).

Soucasti kapalinového chromatografu jsou: zasobnik mobilni faze s vysokotlakym
Cerpadlem, manudlni ¢i automaticky dévkova¢ vzorku, chromatografickd kolona, detektor
a zaznamové zafizeni, viz obrazek 3 v ptiloze 1 (Dobsikova a kol., 2012).

Klasicka kapalinova chromatografie nema potiebnou Gc¢innost, proto byla vyvinuta metoda
vysoce ucinné kapalinové chromatografie (HPLC) (Klouda, 2003). Pro separaci slozek vzorku je
vyzadovana stacionarni faze s velmi malymi ¢asticemi (2 az 10 um), které kladou prostupujici
kapaliné zna¢ny odpor. Proto je nutné pracovat za vysokého tlaku az 35 MPa (Dobsikova a kol.,
2012; Klouda, 2003; Zaruba a kol., 2016).

Nejrozsifenéj$i chromatografickou metodou pro stanoveni glykoalkaloidi Vv syrovych
¢1 zpracovanych hlizach je vysoce Uc¢inna kapalinova chromatogratie (HPLC) na reverzni fazi
(Barceloux, 2008). Jako mobilni faze se pouziva smés acetonitrilu, methanolu a vody a jako
stacionarni faze se pouziva silikagel C18 (Novakova a kol., 2013). Nejcastéji pouzivanym
detektorem je fotometricky detektor méfici pii vinové délce do 215 nm (Zrast, 2004) nebo

se vyuziva detekce pomoci hmotnostniho spektrometru (Novakova a kol., 2013).

3.6.2.3 Plynova chromatografie (GC)

U plynové chromatografie mizeme rozliSit uspoiadani plyn-pevna latka (GSC), které
se pouziva pii separaci permanentnich plynt a nizkovroucich uhlovodikl. K analyze alkaloidl
se pouziva plynova chromatografie v uspotadani plyn-kapalina (GLC) (Aniszewski, 2007).

Plynova chromatografie umoznuje kvalitativni i kvantitativni zptsob analyzy alkaloida
(Aniszewski, 2007). Nevyhodou této metody je piipadna castena degradace analyzovanych
alkaloidli za vysokych teplot (asi 300 °C) b&hem nastfiku a separace slozek (Schulzova
a Hajslova, 2007).

U plynové chromatografie se jako mobilni faze pouziva nosny plyn (dusik, helium apod.).
Stacionarni fazi mulZe byt pevny absorbent (oxid hlinity, oxid kfemicity) umistény
v chromatografické kolon& nebo kapalnd faze chemicky navazana na wvnitini sténu kolony.
Vzorek je vstfikovan do proudu zahtatého nosného plynu a prechazi tak do plynné faze (Zaruba

akol., 2016).
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S mobilni fazi prochazi vzorek chromatografickou kolonou, jejiz teplota udrzuje plynny stav
vzorku. Cas nutny k rozseparovani jednotlivych slozek smési (retenéni ¢as) je pro danou slozku
charakteristicky. Vystupem naméfenych dat je chromatogram (Zaruba a kol., 2016).

Plynovy chromatograf tvofi zdroj a regulatory pritoku nosného plynu, davkovaci zafizeni,
chromatografickd kolona, termostat, detektor, zesilova¢ signdlu a zadznamové zafizeni, viz

obrazek 4 v ptiloze 1 (Dobsikova a kol., 2012).

3.6.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je vyuzivana pro identifikaci a studium chemické struktury
organickych sloucenin. Umoznuje urcovani hmotnosti atoml, molekul a jejich fragmentt
po pievedeni na kladn€ nebo zaporné nabité ionty. lonty se poté separuji podle hodnoty podilu
jejich hmotnosti a naboje (m/z) (Dobsikova a kol., 2012).

K separaci iontli dochazi pii prichodu vzorku elektromagnetickym polem, proto musi byt
vzorek nejprve ionizovan (Pico, 2012). Kiionizaci vzorku se bézné vyuziva elektronova
a chemicka ionizace. Pii elektronové ionizaci (EI) jsou molekuly vzorku v plynném stavu
ionizovany interakci s proudem vysokoenergetickych elektronii emitovanych zhavenym vldknem
a urychlenych elektrostatickym polem. Piedana energie vede ke ztraté elektronu a vzniku
molekularniho ion-radikalu M™ (M + e — M™ + 2 e) (Zaruba a kol., 2016). U chemické
ionizace (Cl) vznikaji ionty chemickou reakci (Klouda, 2003). Zde je do iontového zdroje kromé
vzorku pfivadén tzv. reakéni plyn, napf. methan, ktery je proudem vysokoenergetickych
elektronli ionizovan diive nez vzorek. Molekuly vzorku jsou nésledné ionizovany prenosem
protonu z ionizovaného reak¢niho plynu (Ma + CHs* — Ma* + CH4) (Zaruba a kol., 2016).
Vyhovujici ionty jsou po separaci detekovany detektorem a pomoci vyhodnocovaciho zatizeni
se stanovuje jejich Cetnost (Dobsikova a kol., 2012).

Hmotnostni spektrometrie obsahuje vstup vzorkil, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator,
detektor iontll a vyhodnocovaci zatizeni, viz obrazek 5 v ptiloze 1. Spektrometr se ¢asto pouziva
Vv kombinaci se separa¢nim zafizenim, napt. chromatografickou kolonou (Pic6, 2012). Takovéto
spojeni dovoluje fesit problémy chemické a strukturni analyzy, piredevSim pfirodnich materiali

a bioproduktii (Zaruba a kol., 2016).
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3.6.3.1 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC/MS)

Plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii se uspé€$né vyuziva pii
separaci komplexnich smési alkaloidii. Tato metoda vyzaduje oba piistroje, chromatograf 1
spektrometr. Plynova chromatografie je vhodna k separaci, zatimco hmotnostni spektrometrie

umoznuje identifikaci analytt (Aniszewski, 2007).

3.6.3.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS)

Pomoci kombinace HPLC/MS Ize také stanovit obsah minoritnich glykoalkaloidu
(Schulzova a Hajslova, 2007). Nejbéznéjsi metodou ionizace pii analyze organickych latek
ve smési nebo pii stopové analyze jsou techniky ionizace za atmosférického tlaku, naptiklad
ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace (APCI) a fotoionizace (APPI) (Zaruba a kol.,
2016).

Dalsi zptsob ionizace vzorkli predstavuje metoda desorpéni ionizace za ucasti matrice
MALDI (Matrix-assisted laser desorption/ionization). Jedna se o kombinaci HPLC/MALDI-MS,
¢ili kombinaci separac¢ni kapalinové metody s hmotnostni spektrometrii, za ionizace vzorku
pomoci laseru a vhodné matrice. Metoda vyzaduje zafizeni schopné akceptovat vypatovani
rozpoustédla pfi ionizaci analytu (Zaruba a kol., 2016).

V metodé¢ MALDI slouzi k tvorbé iontti pro hmotnostni analyzu paprsek pulzujiciho laseru.
Méteny vzorek z kolony se smisi s velkym mnozstvim substratu, ktery je schopen absorbovat
foton z UV-laseru. Smés substratu a vzorku se nanese na desticku, na které vykrystalizuje.
Energie =ziskana zpulzniho laseru zplsobi desorpci molekul vzorku, které vstupuji
do hmotnostniho spektrometru, viz obrazek 6 v ptiloze 1 (Zaruba a kol., 2016).

Metodou MALDI-TOF MS lze stanovit jednotlivé glykoalkaloidy (Schulzova a Hajslova,
2007).

3.6.4 Imunochemicka analyza

Imunochemické metody vyuZzivaji interakce antigenu se specifickymi protildtkami za vzniku,
vétSinou barevného, imunokomplexu antigen-protilatka. Nékteré protilatky jsou velmi specifické
a vazou se pouze k jedné substanci, jiné reaguji se skupinou latek podobné chemické struktury.
Urceni vzniklého imunokomplexu je umoZznéno navazanim oznaceného analytu, kterym muze byt

enzym, fluorescencni latka ¢i radioaktivni izotop (Dobsikova a kol., 2012).
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Imunochemické metody umoznuji stanovit celkovy obsah glykoalkaloidl, ale nerozlisi
a-solanin od a-chaconinu. Tyto metody nevyzaduji extrakei ani ¢isténi vzorku. Jedna se o rychlé,
specifické a vysoce citlivé metody (Schulzova a Hajslova, 2007).

V metod¢ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) se k oznaCovani pouziva enzym
peroxidaza, B-D-galaktosidaza nebo alkalickd fosfataza. Aktivita enzymu je pifimo Umérna
koncentraci volného alkaloidu ve vzorku (Aniszewski, 2007).

RIA metoda (Radioimmunoassay) je zalozena na reakci antigenu se specifickou protilatkou
Vv piitomnosti radioaktivné¢ znaceného antigenu jako indikatoru, ktery umoziuje kvantifikaci.
Znaleny antigen soupefi s neznaenym antigenem o vazebna mista na protilatce (Anon, 2016a).
Protilatka reaguje s pfitomnymi antigeny za tvorby znafeného a neznaceného komplexu
antigen-protilatka (Aniszewski, 2007). Mnozstvi znafeného komplexu je nepfimo uUmeérné
mnozstvi stanovovaného neznacené¢ho antigenu. Nevyhodou této metody je prace s radioaktivni

latkou (Anon, 2016a).

3.7 Vliv kulinarnich dprav na obsah glykoalkaloidi v hlizach

Woolfe (1987) ve své studii uvadi porovnani riznych zpisobu tepelné Gpravy brambor
(klasické a mikrovlnné vareni, peceni, smazeni na tuku). Zavérem studie bylo, Ze vyrazné sniZeni
celkovych glykoalkaloidi nastalo pouze pii smazeni. Friedman (2006) uvadi, ze domaci
kulinatské procedury jako jsou vafeni, pefeni a smazeni, nevedou k vyznamnym zméndm
v obsahu glykoalkaloidi. Tyto procedury snizuji obsah glykoalkaloidi v hlizdch bramboru
mnohem méné nez jejich oloupani (Rytel, 2012).

Kulinarni upravy snizuji mnoZzstvi vody v hlizach, takZe se obsaZené latky zahuStuji
a skutecné zmény b&hem piipravy nelze posoudit, je-li obsah latek vyjadien na Cerstvou hmotu.
Proto se obsah latek v upravenych bramborach ptevadi na susinu (Woolfe, 1987).

Pti vafeni hlizy ve slupce je obsah vody sniZzen o 1 aZ 2 %, vatfené oloupané nebo nakrajené
hlizy maji vyssi % ztraty vody (Woolfe, 1987). U hranolek klesa smazenim obsah vody o 24 %
(Anon, 2017), u lupinkt az 0 97 az 98 % (Rybacek a kol., 1988).
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3.7.1 Loupéani a krajeni hliz

V hlizach jsou glykoalkaloidy lokalizovany ve slupce nebo té€sné pod ni ve vrstvé
1,5az 3 mm silné. Ve slupce je 3x az 10X vyssi koncentrace glykoalkaloidii nez v duzniné
(Ostry a kol., 2010). Proto lze oloupanim odstranit az 80 % celkovych glykoalkaloidd
(Tajner-Czopek a kol., 2014). Cim ten¢i vrstva se loupanim odstrani, tim v hlize ziistava vice
glykoalkaloidii (Tajner-Czopek a kol., 2012). Slupka syrovych brambor obsahuje primérné
30 az 1000 mg glykoalkaloidi na 1 kg slupek (Ostry a kol., 2010). Autoii Rytel a kol. (2005)
upozoriuji, ze samotné loupani nestaci k odstranéni velké cCasti glykoalkaloidi. A to hlavné
v odriidach hliz, které maji tendenci glykoalkaloidy hromadit.

Jednou z prvnich ¢innosti pfi domacim i primyslovém zpracovani brambor byva loupani.
Rovnomérné odstranéni slupky do hloubky 1,5 mm sniZi hmotnost malé hlizy (50 g) asi o 50 %
a hmotnost velké hlizy (200 g) se snizi asi o 10 % (Woolfe, 1987).

Oloupanim skrabkou vznikne odpad predstavujici 5 % z hmotnosti hlizy. Pfi primyslovém
zpracovani hliz musi byt loupani efektivni, aby se minimalizovaly ztraty syrové hmoty
a produkce odpadl. Ztraty loupanim zaviseji na velikosti a tvaru hlizy, hloubce ocek a délce
skladovani (Woolfe, 1987). Pouziva se loupani mechanické, loupani louzenim, to je loupani
v 5 az 20% roztoku hydroxidu sodného o teploté 75 az 95 °C, a déle se pouziva parni loupéni,
coz je loupani pod vysokym tlakem, 0,6 az 0,9 MPa, kde doba pusobeni pary pii loupani
se pohybuje v rozmezi 5 az 70 s nebo lze pouzit kombinaci loupani louzenim a parou (Rytel
a kol., 2011; Rytel, 2012; Woolfe, 1987).

Ke krajeni brambor pfi primyslovém zpracovani hliz slouzi mechanicky kraje¢ nebo vodni
kraje¢, jehoz konstrukce odpovida vyslednému produktu (prouzkiim, kostkam apod.) (Rytel
a kol., 2011). Pti vyrobé hranolkt se brambory krajeji na prouzky o prifezu 1 x 1 cm a délce
6 aZ7 cm, pii vyrob€ lupinkli se brambory kréajeji na platky o tloustce 1,2 az 2 mm (Rybacek
a kol., 2007).

Nakrajenim hliz lze pouze nepatrné snizit obsah glykoalkaloidti v meziproduktech nebo
hotovych produktech (Rytel a kol., 2011). Nakrajenim se vSak zvétSuje povrch vystaveny vodé

a zvysuji se ztraty zivin vyluhovanim (Woolfe, 1987).
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3.7.2 Varené hlizy

Nejbéznéjsi formou domaci ptipravy brambor je jejich uvafeni bud’ ve slupce, nebo
po oloupani. Experimenty prokazaly, Ze brambory uvaiené ve slupce a poté oloupané obsahuji
vice zivin nez brambory oloupané pfedem (Woolfe, 1987).

Vareni brambor ve vod¢ pfiliS§ nesnizuje obsah glykoalkaloidl, z divodu jejich nizké
rozpustnosti. Obsah glykoalkaloid v uvafenych bramborach se slupkou byl snizen o 4 az 6 %,
pifi mikrovinném vaieni brambor ¢inil pokles glykoalkaloidi az 15 % (Ostry a kol., 2010).
Vatenim brambor bez slupky klesl obsah glykoalkaloidii v priméru o 45,7 % (Zrist, 2004).

Ve studii, kterou provedli Nema a kol. (2008), je uvedeno, ze vafené brambory nemohou
zezelenat ani vytvaret a-solanin, protoze vafenim jsou zni¢eny enzymy nutné k témto reakcim.
Avsak chlorofyl a a-solanin vznikly pted vafenim neni touto tepelnou tipravou ovlivnén.

Zrist (2004) se zabyval pokusy, pfi kterych sledoval zmény obsahu glykoalkaloidd vlivem
vateni v bramborach ¢eskych odrid. Vafenim bramborovych hliz ve slupce klesl obsah
glykoalkaloidi v praiméru o 23,2 mg na 1 kg Cerstvé hmoty. Praimérny pokles glykoalkaloidu
ve vafenych hlizach bez slupky ¢inil 50,9 mg na 1 kg ¢erstvé hmoty, viz tabulka V (Zrast, 2004).

Tabulka V: Vliv vafeni na celkovy obsah glykoalkaloidi v hlizach (Zrtst, 2004)

Celkovy obsah glykoalkaloidii v mg/kg cerstvé hmoty
Syrové hlizy se Varené hlizy se Varené hlizy bez
Odrtda
slupkou slupkou slupky
Velmi rana 90,2 70,5 493
Rana 75,5 57,4 31,8
Polorana 84,0 67,4 37,8
Polopozdni a pozdni 123,3 84,7 50,7

3.7.3 Pecené nebo smazené hlizy

Studie prokézaly, Ze smazeni usnadiiuje prinik oleje do duzniny, pii vysoké teploté
170 az 180 °C a dochazi tak k odstranéni vyplavenim ¢i rozkladem asi 40 % glykoalkaloida.
Glykoalkaloidy difunduji z brambor do oleje a vnikaji do dal§ich brambor, je-li stejny olej znovu
pouzit ke smazeni, mize zplsobit navySeni obsahu glykoalkaloidi v kone¢nych vyrobcich.

Obsah glykoalkaloidi v hranolcich i lupincich lze minimalizovat pouzivanim oloupanych,
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nakrajenych, omytych brambor a Castymi vyménami oleje na smazeni (Nema a kol., 2008).
Pfi zpracovani barevnych hliz na hranolky doslo k vyraznému poklesu v obsahu glykoalkaloidt
ve srovnani s obsahem v syrovych oloupanych hlizach (Tajner-Czopek a kol., 2014).

Podle Friedmana (2006) nevede smazeni pii teploté 150 °C k vyznamné zméné v obsahu
glykoalkaloidu, ale pii teplot¢ 210 °C muze ubytek glykoalkaloidi po 10 minutach smazeni
dosahnout az 40 %. Prahova teplota, nad kterou obsah glykoalkaloidi vyrazn¢ klesa, je 170 °C.
Glykoalkaloidy jsou termostabilni, k jejich degradaci je nutnd vysoka teplota a také horky olej
(Rytel, 2012).

Rytel a kol. (2005) zkoumali vliv riznych fazi vyroby hranolkii na obsah glykoalkaloidd.
Béhem procedur pii vyrob¢é hranolkti doslo k poklesu obsahu glykoalkaloidtt v meziproduktech
i v kone¢ném produktu ve srovnani se surovinou, viz tabulka VI. Nejvice glykoalkaloidd bylo
odstranéno b&hem loupéni, blanSirovani a smaZeni. Hotové hranolky obsahovaly pouze 7 %

glykoalkaloidi vzhledem k suroving (Rytel a kol., 2005).

Tabulka VI: Obsah glykoalkaloidi béhem vyroby hranolkti v pramyslu (Rytel a kol., 2005)

] ] Celkovy obsah
a-Solanin a-Chaconin
Faze zpracovani _ _ glykoalkaloidti
(mg/kg susiny) | (mg/kg susiny) _

(mg/kg suSiny)
syrovy neloupany brambor 57 152 209
brambor po oloupani 36 91 127
brambor po ptredehiivani 29 71 100
brambor po krajeni 26 60 86
prouzky po 1. fazi blansirovani 18 45 63
prouzky po 2. fazi blansirovani 17 38 55
prouzky po suSeni 14 29 43
hranolky po 1. fazi smaZeni 7 13 21
hranolky po 2. fazi smaZeni 6 8 14

Sizer a kol. (1980) zjistili, ze béhem smazeni bramborovych lupinki nedochazi k poklesu

glykoalkaloidii, naopak dochazi ke zvyseni jejich koncentrace vlivem ztraty vody. Prokazali také,
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ze odstranénim slupky z platki brambor se vyrazné snizil celkovy obsah glykoalkaloidi
V hotovych lupincich.

Tajner-Czopek a kol. (2012) uvadi, ze u smazenych vyrobki, jako lupinkd byl pokles
glykoalkaloidli o 83 % a u hranolkl po 1. smazeni 0 92 %, po 2. smazeni o 94 %. K obdobnému
zavéru dosli ve své studii autoti Rytel a kol. (2005). Uvadi, ze smazenim hranolkt v 1. fazi doslo
ke sniZeni obsahu glykoalkaloidii 0 90 % a po 2. fazi smazeni 0 93,3 %.

Stl, olej a jiné aromatické latky ptfidavané do lupinkiit mohou piekryvat hotrkou chut

vyrobku, a tim také vyssi obsah glykoalkaloid v piivodnich hlizach (Wolfe, 1987).
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4. Material a metody
Experimentalni c¢ast této diplomové prace je zamefend na stanoveni obsahu glykoalkaloidi
v bramborovych hlizach syrovych a tepelné upravenych (varenych a pecenych). Glykoalkaloidy

byly ve vzorcich brambor stanoveny pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni

detekci (UHPLC-ESI-MS/MS).

4.1 Odruady vybrané pro experiment a jejich charakteristika

Pro experiment bylo vybrano 9 odrid brambor s rGznou barvou duzniny, které byly
vypéstovany na experimentalnim pozemku Vyzkumného ustavu bramboraiského ve ValeCové.
Brambory byly péstovany podle zasad bézné agrotechniky.

Pro experiment byla vybrana némeckd odrida Salome, coz je velmi rand konzumni odrida
S nizkym vynosem kratce ovalnych az ovalnych hliz (Kofinkova-Selfertova, 2005). Odrida
Salome ma svétle zlutou duzninu a zlutou slupku, viz obrazek 7 v pfiloze 1. Je charakterizovana
jako varny typ AB. Hlizy po uvafeni netmavnou (Anon, 2014). Odrida Salome je odolna proti
napadeni virovymi chorobami a mechanickému poskozeni (Kotinkova-Selfertova, 2005).

Ceska odrida Bohemia je rand az polorand konzumni odriida s vysokym vynosem
kulovito-ovalnych hliz s mélkymi ocky (Kucera, 2012). Slupka je Zluta, jemna a hladka. Duznina
syté Zlutd, pevné konzistence, viz obrazek 8 v pfiloze 1. Odrida Bohemia je vhodna pro piimy
konzum, na prani, loupani a baleni. Jedna se o varny typ BA, hlizy netmavnou po oloupani, ani
po uvateni (Anon, 2010). Odrida Bohemia je vysoce odolna proti rakoving brambor a had’atku
bramborovému. Vysokou odolnost vykazuje tato odrida také proti virovym a skladkovym
chorobam, plisni a strupovitosti (Kucera, 2012). Pfi péstovani vyzaduje piidy s rovnomérnym
zasobenim zivinami a vyrovnanym vldhovym rezimem (Anon, 2010).

Holandska rana konzumni odriida Dali poskytuje vysoky vynos velkych ovalnych hliz. Hlizy
maji hladkou zlutou slupku a zlutou duzninu, viz obrazek 9 v ptiloze 1. Varny typ této odrudy
je BA (Kubicek, 2016). Hlizy jsou vhodné ke konzumaci, peceni ve slupce, pro salaty a vareni
ve slupce i po oloupani. Po uvafeni jsou hlizy pevné a netmavnou. Odrada Dali je odolna vuci
had’atku bramborovému a rakoviné brambor (Anon, 2016b).

Ceska odrtida Valfi je polorana az polopozdni konzumni odriida. Brambor mé modrofialovou

slupku s modife mramorovanou duzninou, viz obrazek 10 v ptiloze 1. Hlizy jsou ovalné, stfedné

vvvvvvv
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Z hlediska obsahu zdravi prospéSnych latek je odrida Valfi vhodnéjsi nez zlutomasé odrudy
brambor. Hlizy jsou zdrojem anthokyanovych pfirodnich barviv, které se vyznacuji antioxidacni
aktivitou. Odrida Valfi je méné odolna ke strupovitosti a je nachylna k plisni bramboru v nati
(Domkarova, 2010).

Némecka odrida Violette (Blaue Elise) ma stfedné rané ovalné hlizy a velmi dobry vynos.
Odrtuda je charakteristickd modrou slupkou a fialovou duzninou, viz obrazek 11 v pfiloze 1
(Anon, 2016c).

Vitelotte je francouzska odrtida brambor znama také pod ndzvem modry francouzsky lanyz.
Odrida ma dlouhé ovalné, stitedné velké hlizy s hlubokymi ocky. Silna slupka ma ¢erno-modrou
barvu a duznina je fialovo-modra s bilym nepravidelnym mramorovanim, viz obrazek 12
v ptiloze 1. Jedna se o pozdni odrudu s nizkymi vynosy (Anon, 2016d).

Skotské stfedné pozdni odrida Highland Burgundy Red (Red kardinal) poskytuje dobré
vynosy. Hliza je dlouze ovalna s ¢ervenou slupkou a Cerveno-bile mramorovanou duzninou,
viz obrazek 13 v ptiloze 1 (Anon, 2016g).

Odrida Herbie 26 je ¢eska rana odrida, kterd ma stfedné velké ovalné hlizy. Slupka je svétle
vinové barvy zakryvajici zluté-rizovou mramorovanou duzninu s vyraznou kortikédlni vrstvou,
viz obrazek 14 v ptiloze 1 (Anon, 2016f).

Red Emmalie (Rote Emma) je némecka stfedné¢ rana odrida majici podlouhlé hlizy
s plochymi oky. Hlizy maji cervenou lesklou slupku a cervenou duzninu, viz obrazek 15

v piiloze 1. Vynosy této odrudy jsou velmi nizké (Anon, 2016e).

4.2 Zpisob péstovani bramborovych hliz

Uvedenych devét kultivarti brambor (Solanum tuberosum L.) bylo péstovano standardnimi
postupy na poli ve Vale¢ové v Ceské republice (49°38°49,6"'N 15°29°48,9"'E) od srpna do fijna
2014 (Kotikova a kol., 2016).

Po sklizni byly hlizy mechanicky vyciStény, omyty a zkontrolovany na mechanické
a fyziologické poskozeni nebo onemocnéni. Pro experiment byly pouzity pouze mechanicky
a fyziologicky neposkozené zdravé hlizy o hmotnosti 20 az 100 g. VVzorek z pole piedstavovalo
30 kg nahodné vybranych hliz vzdy od dané odrudy, ze kterého byl v laboratofi pfipraven dil¢i
vzorek skladajici se z 20 hliz (Kotikova a kol., 2016).
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Nasledn¢ byl vSechen rostlinny material uskladnén na 5 mésici v chlazené komote

pfi teploté 4 °C, relativni vlhkosti 85 az 90 % a temnu (Kotikova a kol., 2016).

4.3 Zpracovani hliz laboratorniho dil¢iho vzorku

Laboratorni dil¢i vzorek kazdé odridy byl tvofen 20 hlizami v rozmezi hmotnosti 20-100 g.
Laboratorni vzorky byly analyzovany syrové nebo po kulinaiské uprave, varené a pecené.

Hlizy byly omyty, osuSeny a neoloupané roz¢tvrceny. Z kazdé hlizy dané odridy byla
pouzita jedna ctvrtina na syrovou variantu, druhd Ctvrtina na variantu urenou k vareni, treti
¢tvrtina na variantu uréenou k peceni a ¢tvrta ¢tvrtina byla vyrazena (Kotikova a kol., 2016).

Varianta syrovych hliz byla dana do igelitového sdcku a zamrazena na -22 °C. Varianta hliz
uréend na vatreni byla vlozena do vrouci vody na 20 minut. Po vyjmuti materidlu a jeho
ochlazeni, byly hlizy vlozeny do igelitového sacku a zamrazeny na -22 °C. Varianta hliz
na peceni byla rozlozena na plech a pecena v horkovzdusné troubé Venticell 111 (BMT, Medical
Technology, Ltd., Brno, Ceska republika) pii 180 °C po dobu 45 minut. Po upeéeni a jejich
vychladnuti byly hlizy vlozeny do igelitového sacku a zamrazeny na -22 °C (Kotikova a kol.,
2016).

Vsechny zmrazené vzorky byly nasledné lyofilizovany (Lyovac GT2, Steris, Hiirth,
Némecko). Lyofilizace syrovych i kulinarné upravenych vzorka trvala 100 hodin, ¢imz se ziskal
pozadovany suchy material s konstantni hmotnosti. Déle byly vzorky pomlety na laboratornim
mlynku HR 2185 (Philips, Amsterdam, Nizozemi), homogenizovany a analyzovany (Kotikova
a kol., 2016).

4.4 Chemikalie vyuzité na pripravu vzorki a jejich analyzu
a-Solanin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
a- Chaconin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
Methanol p.a. (Lachner, Ceska republika)
Acetonitril HPLC grade, (Lachner, Ceska republika)
Kyselina mravenci 99 % (Acros Organics, USA)
Octan amonny 99,999 % (Sigma-Aldrich, USA)

Deionizovana voda
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4.5 Postup pripravy vzorki pro analyzu na UHPLC

Na analytickych vahach (Kern&Sohn GmbH, Némecko) bylo navazeno piiblizné 0,3 g
lyofilizovaného homogenizovaného vzorku do plastové uzaviratelné kyvety. Do kyvety
se vzorkem bylo ptfidano 20 ml 80% methanolu. Kyveta byla promichdvana na vortexu (Basic 3,
IKA, KG, Staufen, Némecko) 1 minutu a poté byla na 10 minut umisténa do ultrazvukové 1azné
(PS 04, Powersonic-Notus, Ltd., Vrable, Slovensko) k podpofeni homogenizace a rozpustnosti
Castic vzorku. Nasledovalo odstfedéni vzorku na odstfedivce (5810R, Eppendorf, Hamburg,
Némecko) po dobu 7 minut pti 5000 rpm a 20 °C. Supernatant byl pfeveden do 50 ml odmérné
baiiky, ke zbylému sedimentu bylo pfidano dalSich 20 ml 80% methanolu a cely postup extrakce
byl proveden jesté jednou. Supernatant v 50 ml odmérné bafice byl doplnén po rysku
80% methanolem a faddn¢ promichén. V dal§im kroku byl vzorek zfiltrovan ptfes nylonovy
mikrofiltr NY 0,22 pm a Vv poméru 1:1 byl nafedén 80% methanolem do vialky. Kazdy vzorek
byl ptipraven ve tfech opakovanich.

Obsah a-solaninu a a-chaconinu ve vzorcich byl stanoven metodou UHPLC-ESI-MS/MS.

4.6 Podminky analytické metody
Analyticka kolona: Kinetex C18 (30x2,1 mm, S 1,7 pm)
Mobilni faze: acetonitril : methanol : voda : 0,1M octan amonny (100 : 50 : 275: 25 viv/viv),
pH = 4 (pomoci kyseliny mravenci), izokraticka eluce
Pritok: 0,3 ml/min
Nastrik: 1 pl
Teplota kolony: 40 °C
Doba analyzy: 6 minut
Detekce: ESI-MS/MS
Podminky MS detekce glykoalkaloidt jsou uvedeny v tabulce VII a VIII.
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Tabulka VI1I: Podminky ve zdroji

Ochranny plyn 30 psi
Kolizni plyn stredni
Napéti zdroje 5500 V

Teplota 650 °C

Zmlzovaci plyn 60 psi

Turboplyn 60 psi

Tabulka VI1II: Parametry MS metody pro stanoveni glykoalkaloidt

MRM pozitivni iontovy mod

Q3
Q1
hmot das DP EP CEP CE CXP
analyt piechod hmota
(D] a [ms] [V] [V] [V] [V] [V]
[Da]
kvantifikaéni | 852,64 | 98,2 100 166 10,5 32 121 4
a-chaconin
konfirma¢ni | 852,64 | 380,4 100 166 10,5 32 101 4
kvantifikaéni | 868,62 | 98,1 100 136 10,5 46 121 4
a-solanin
konfirma¢ni | 868,62 | 398,5 100 136 10,5 46 97 6

DP — deklasteracni potencidl; EP — vstupni potencidl; CEP — vstupni potencidl do cely;, CE - kolizni energie;

CXP - vystupni potencial z cely
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4.7 Identifikace a kvantifikace

Identifikace analyti ve wvzorcich byla provedena porovnanim kvantifika¢niho
a konfirmac¢niho ptechodu a reten¢niho ¢asu vzorkl a retencnich Cast standardu. Vysledky byly
vyhodnoceny metodou kalibracni pfimky. Rozsah kalibraéni piimky byl 0,05-5 pg/ml

pro a-chaconin i a-solanin.

4.8 Statistické vyhodnoceni dat

Vysledky a-solaninu a a-chaconinu ziskané analyzou na UHPLC-ESI-MS/MS byly
zpracovany Vv programu STATISTICA 12. Ke statistickému zhodnoceni dat byla pouzita metoda
analyzy rozptylu (ANOVA) dvojného tfidéni na hladiné vyznamnosti a = 0,05. K podrobnéjsimu
vyhodnoceni vysledkl byl pouzit Tukeytv HSD test.
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5. Vysledky

Primérné obsahy a-solaninu a a-chaconinu stanovené ze tiech paralelnich opakovani vSech

27 vzorku jsou shrnuty v tabulce IX.

Tabulka 1X: Vysledky obsahu a-solaninu a a-chaconinu v hlizach

syrova hliza varena hliza pecena hliza
Odrida a-solanin | a-chaconin | a-solanin | a-chaconin | o-solanin | a-chaconin
(mg / kg susiny) (mg / kg susiny) (mg / kg susiny)
Salome 68,84 143,47 37,78 93,55 37,74 87,13
Bohemia 144,38 256,06 55,71 134,83 63,05 147,12
Dali 51,55 127,70 27,89 75,92 31,95 89,14
Valfi 142,24 205,10 47,90 81,35 70,81 112,11
Violetta 55,15 158,80 29,03 90,38 36,12 122,30
Vitelotte 133,04 175,49 68,88 99,78 62,73 110,95
HBR* 94,53 206,23 63,90 156,06 73,72 179,54
Herbie 26 89,10 181,98 31,95 80,63 38,05 95,13
RE** 82,62 106,43 36,32 56,70 49,33 77,99

* HBR Highland burgundy red
**RE Red Emmalie

Mezi hlizami vybranych odrid byly pfi statistickém hodnoceni potvrzeny rozdily v obsahu
a-solaninu i a-chaconinu v zavislosti na odrudé, viz tabulka | a 1V v ptiloze 2. Z tabulky IX
a Violetta (55,15mg/kg
(144,38 mg/kg susiny) a Valfi (142,24 mg/kg susiny).

cvwvr

susiny). Nejvice a-solaninu bylo nalezeno v odridé Bohemia

aDali (127,70 mg/kg suSiny), naopak nejvyssi obsah a-chaconinu byl stanoven v odridé
Bohemia (256,06 mg/kg susiny) a Highland burgundy red (206,23 mg/kg susiny).

Zlutomasé odriidy (Salome, Bohemia, Dali) maji pfiblizn& stejny obsah glykoalkaloidii jako
odridy s fialovou (Valfi, Violetta, Vitelotte) a ¢ervenou duzninou (Highland burgundy red,

Herbie 26, Red Emmalie), jak také znazoriiuje obrazek 6. Toto tvrzeni bylo také prokazano
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statistickou analyzou. Tabulka VIl a XI v ptiloze 2 doklada, ze barva duzniny hliz nehraje roli

V obsahu a-solaninu, ani v obsahu a-chaconinu.

400 T

E 300 1 I
E
[T 1] I
EE.D 250
E
g | I
S 200
= I
= I
=
2 150
=l
100
50
0
Salome Bohemia Dali Valfi Violetta Vitelotte HBR Herbie 26 RE
Odrida

Obrazek 6: Celkovy obsah glykoalkaloidi u odrid se Zlutou, fialovou a ¢ervenou duzninou

* HBR Highland burgundy red; ** RE Red Emmalie

Nejvyssi  obsah  glykoalkaloidi byl  stanoven  ve zlut¢é  odridé  Bohemia
(400,44 mg/kg susiny), za kterou nasledovala fialova odrida Valfi (347,34 mg/kg susiny).
Naopak nejnizsi obsah glykoalkaloidi byl stanoven u Zluté odridy Dali (179,25 mg/kg susiny)
acervené odridy Red Emmalie (189,04 mg/kg suSiny). Dle uvedenych vysledkd Ize fici,
Ze obsah glykoalkaloidil v hlizach nezéavisi na barvé duzniny, ale na odrad¢.

Pomér a-solaninu a a-chaconinu v susiné syrovych hliz se pohyboval v rozmezi 1:1,29
az 1:2,88, v zavislosti na odrude¢. Nejvyssi pomér a-solaninu a a-chaconinu byl nalezen v odridé

Violetta (1:2,88) a naopak nejnizsi v odridé Red Emmalie (1:1,29).
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5.1 Vliv kulinarnich aprav na obsah glykoalkaloidu

Na obrazku 7 je patrné, ze tepelnou upravou hliz lze vyrazné snizit obsah a-solaninu oproti
hlizam syrovym. Rozdil v poklesu a-solaninu mezi hlizami vafenymi a pe¢enymi neni statisticky
prukazny, jak doklada tabulka Il ze statistického hodnoceni Vv ptiloze 2. Nejvétsi pokles
a-solaninu u vafenych hliz, piisrovnani s hlizami syrovymi, byl stanoven v odradé Valfi
(0 94,33 mg/kg suSiny). Nejnizsi Gbytek a-solaninu vafenim byl zaznamenan v odrad¢ Dali
(0 23,65 mg/kg susiny). U pecenych hliz byl obsah a-solaninu sniZen nejvice v odradé Salome
(0 81,33 mg/kg susiny), nejméné Vv odrudé Violetta (o 19,03 mg/kg susiny). Variabilita obsahu
a-solaninu v syrovych, vatfenych apeCenych hlizach vybranych odrid je znazornéna

na obrazku 8.

Uprava; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(2, 72)=36,859, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 7: Porovnani ubytku a-solaninu mezi syrovou a tepelné upravenou hlizou
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Obrazek 8: Obsah a-solaninu v hlizach vybranych odrid

Podle tabulky XII v piiloze 2 nebyly nalezeny statisticky prikazné rozdily v poklesu
a-chaconinu mezi tepelné upravenymi hlizami. VéEtSi ubytek o-chaconinu byl nalezen
ve vatenych hlizach, nez v hlizach peCenych, viz obrazek 9. Nejvétsi pokles a-chaconinu
ve vatenych hlizach byl nalezen v odrudé Valfi (o 123,75 mg/kg suSiny), nejnizsi byl stanoven
v odridé Red Emmalie (049,72 mg/kg susiny). PeCenim hliz byl pokles a-chaconinu nejvice
zaznamenan V odridé Bohemia (o 108,94 mg/kg susiny), naopak nejnizsi pokles byl stanoven
v odrad¢ Highland burgundy red (o 26,69 mg/kg suSiny). Variabilita obsahu a-chaconinu

v syrovych, vafenych a pe¢enych hlizach vybranych odrid je znazornéna na obrazku 10.
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Uprava; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(2, 72)=32,266, p=,00000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 9: Porovnani tbytku a-chaconinu mezi syrovou a tepelné upravenou hlizou
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Obrazek 10: Obsah a-chaconinu v hlizach vybranych odrad
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Zajimavou oblasti experimentalni ¢asti prace bylo zhodnoceni poméru a-solaninu
a a-chaconinu v susiné¢ syrovych a tepelné upravenych hliz dle tabulky X. Pomér a-solaninu
a a-chaconinu su$iny syrovych hliz se pohyboval vrozmezi 1:1,29 az 1:2,88, v zavislosti
na odrud¢. V susiné vatenych hliz byl nalezen pomér a-solaninu a a-chaconinu v rozmezi 1:1,45
az 1:3,11 avsuSin¢ peCenych hliz se pomér a-solaninu a a-chaconinu pohyboval v rozmezi

1:1,58 az 1:3,39, taktéz v zavislosti na odriadeé.

Tabulka X: Pomér a-solaninu a a-chaconinu v hlizach

syrova hliza varena hliza pecena hliza
Odriada a-solanin | a-chaconin | a-solanin | a-chaconin | a-solanin | a-chaconin
pomer pomer pomer
Salome 1 2,08 1 2,48 1 2,31
Bohemia 1 1,77 1 2,42 1 2,33
Dali 1 2,48 1 2,72 1 2,79
Valfi 1 1,44 1 1,70 1 1,58
Violetta 1 2,88 1 3,11 1 3,39
Vitelotte 1 1,32 1 1,45 1 1,77
HBR* 1 2,18 1 2,44 1 2,44
Herbie 26 1 2,04 1 2,52 1 2,50
RE** 1 1,29 1 1,56 1 1,58

* HBR Highland burgundy red
**RE Red Emmalie

V tepelné opracovanych hlizach doslo ke zméné poméru a-solaninu ku a-chaconinu. Tato
zména je dusledkem vyssi tepelné degradace a-solaninu nez a-chaconinu, coz lze dolozit
tabulkou 1X a XII v pfiloze 2. Prepocitanim uvedenych hodnot, mezi syrovou a vafenou hlizou
pro procentualni porovnani poklesu a-solaninu a a-chaconinu, byl ucinén zavér, ze pokles
a-solaninu ve varenych hlizach ¢inil v priméru 53,64 %, zatimco pokles a-chaconinu jen
44,33 %. Taktéz pokles a-solaninu a a-chaconinu mezi syrovou a pecenou hlizou je znatelny.

Pecenim byl obsah a-solaninu snizen v praméru o0 46,20 % a obsah a-chaconinu o 34,58 %.
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6. Diskuze

Barceloux (2008) uvadi, ze potravinaiské upravy jako vafeni, peCeni a smazeni vyrazné
neméni obsah glykoalkaloidti v hlizach. Autofi Tajner-Czopek a kol. (2012) ve své studii tvrdi,
ze tepelnym opracovanim hliz, jako je vafeni, peceni, smazeni nebo suseni, lze odstranit jen
urcité mnozstvi glykoalkaloidi.

Ostry a kol. (2010) dosli k zavéru, Ze vafeni brambor ve vodé pfili§ nesnizuje obsah
glykoalkaloidi. Varem Ize snizit obsah glykoalkaloidi maximaln¢ o 3,5 % (Barceloux, 2008).
Ostry a kol. (2010) uvadi, ze vatenim brambor ve slupce Ize snizit obsah glykoalkaloid 0 6 %.
Zatimco v pokusu, ktery provedl Zrust (2004), byl u brambor vaienych ve slupce pokles
glykoalkaloidl az o 24,2 %.

Nema a kol. (2008) ve své praci uvadi, Zze vafeni brambor nakrajenych na kostky ¢i prouzky
vyrazn¢ snizuje obsah glykoalkaloidii. Protoze béhem vafeni nakrajenych hliz dochazi
k vyluhovani rozpustnych latek z otevienych bunék hlizy a soucasné s tim dochazi ke zvySovani
obsahu nerozpustnych latek v susiné hliz (Rytel a kol., 2011).

Po uvaieni oloupanych hliz byl podle studie Tajner-Czopek a kol. (2012) nalezen pokles
glykoalkaloidli o 39 % ve srovnani se syrovou neloupanou hlizou. Zrast (2004) ve své studii
dosahl vafenim oloupanych hliz snizeni glykoalkaloidl o 54,3 %. V experimentu této prace bylo
vafenim syrovych neloupanych rozkrojenych hliz dosaZeno poklesu glykoalkaloidli o 55,6 %.
Velka variabilita mezi vysledky od uvedenych autorii je dana analyzovanim odlisnych odrud,
rozdilnych velikosti hliz a jejich odliSnou Gpravou.

Velmi zajimavou oblasti je také moznost porovnat pokles glykoalkaloidi pii vafeni hliz
se zlutou, fialovou a Cervenou barvou duzniny. Mezi odridami se Zlutou (Salome, Bohemia,
Dali), fialovou (Valfi, Violetta, Vitelotte) a ¢ervenou duzninou (Highland burgundy red, Herbie
26 a Red Emmalie) nebyl dle statistického hodnoceni, dolozeného tabulkou VIII a X1 v ptiloze 2,
nalezen rozdil. To znamend, Ze sniZzeni obsahu glykoalkaloidii mezi riznobarevnymi odridami
je srovnatelné. Lachman a kol. (2013) ve své studii pro hodnoceni poklesu glykoalkaloida
Vv hlizadch s fialovou a cervenou duzninou, pouzil odlisSny zplsob vafeni hliz. Pro analyzu
si uvafili oloupané hlizy, zatimco do experimentu v této praci byly pouzity hlizy vafené
rozétvrcené a neoloupané. Lachman a kol. (2013) pouzili odrady s fialovou duzninou (Valfi,
Violetta a Blaue St. Galler), kde pokles glykoalkaloida byl 70,7 %. Podobné na tom byly odrudy

s cervenou duzninou (Highland burgundy red a Red Emmalie), u kterych mnozstvi celkovych

45



glykoalkaloid bylo snizeno o 70,3 %. Dulezité je, ze rozdily v poklesu celkovych
glykoalkaloidii mezi hlizami s fialovou a ¢ervenou duzninou ve studii autord Lachman a kol.
(2013) byly rovnéz srovnatelné.

Lachman a kol. (2013) ve své studii také sledovali pokles glykoalkaloidii béhem peceni.
Peceni zpisobilo primérné snizeni obsahu glykoalkaloidi o 49 %. V experimentu této prace byl
obsah glykoalkaloidii pe¢enim snizen o 40,4 %. Pokles glykoalkaloidl pti peceni mezi odridami
se Zlutou, fialovou a ¢ervenou duzninou nepiedstavuje statisticky vyrazny rozdil, viz tabulka V1II
a Xl v priloze 2.

Barceloux (2008) tvrdi, Ze vyznamnéj$i degradace glykoalkaloidii zacina pii teplotach
nad 170 °C. Zahtev hliz na 210 °C po dobu 10 minut redukuje obsah glykoalkaloidi 0 40 %.
Ostry a kol. (2010) uvadi, Ze procesy jako peCeni a smazeni nesnizi obsah glykoalkaloidi,
protoze jsou tepelné stabilni. Naproti tomu, v experimentalni ¢asti této prace bylo prokazano,
ze pecenim lze obsah glykoalkaloidt snizit o 40,4 % a ve studii autort Lachman a kol. (2013)
bylo pe¢enim degradovano az 49 % glykoalkaloidi. V experimentu této prace a ve studii autori
Lachman a kol. (2013) byly pouZity stejné podminky peceni hliz, horkovzdus$na trouba se 180 °C
a doba peceni 45 minut, ale podminky se liSily upravou hliz. Jelikoz autoti Lachman a kol.
(2013) pekli neloupané hlizy roziezané na kousky o velikosti 1,5x1,5x1,5 cm, bylo plsobeni
tepla na glykoalkaloidy intenzivné&jsi nez ptisobeni tepla na glykoalkaloidy pouze v roz¢tvrcenych
neloupanych hlizach a tudiZ doslo k vyrazngjsimu poklesu obsahu glykoalkaloidi.

Velmi sledovanym faktorem u hliz je pomér a-solaninu a a-chaconinu. Divodem je vyssi
toxicita a-chaconinu nez a-solaninu. Proto je také zadouci, aby pomér a-solaninu a a-chaconinu
(2008) uvadi pomér a-solaninu a a-chaconinu 1:3. Tajner-Czopek a kol. (2012) tvrdi, Ze pomér
a-solaninu a a-chaconinu je zavisly na odridg, s ¢imz se také shoduji vysledky experimentu této
prace uvedené Vv tabulce X. V experimentu byl pomér a-solaninu a a-chaconinu v syrovych
hlizach v rozmezi 1:1,3 az 1:2,9.

V tepelné opracovanych hliz si Ize v§imnout zmény poméru a-solaninu a a-chaconinu oproti
obsahu glykoalkaloidi v syrovych hlizach. Ve vatenych hliz doslo ke zméné poméru a-solaninu
a a-chaconinu z rozmezi 1:1,3 az 1:2,9 na 1:1,5 az 1:3,1 a u pecenych hliz na 1:1,6 az 1:3.,4, vzdy
v zavislosti naodrudé. Tato zména je dusledkem snadnéj$i degradace a-solaninu nez

a-chaconinu, coz lze dolozit tabulkou IX a XII ze statistického hodnoceni vysledkt v ptiloze 2,
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kdy po ptepocitani uvedenych hodnot, mezi syrovou a vaienou hlizou pro procentualni porovnani
poklesu a-solaninu a a-chaconinu, byl u¢inén zavér, ze pokles a-solaninu ve vafenych hlizach
¢inil v praméru 53,6 %, zatimco pokles a-chaconinu jen 44,3 %. Také pokles a-solaninu
a a-chaconinu mezi syrovou a pe¢enou hlizou je znatelny. PeCenim byl obsah a-solaninu snizen
Vv priméru 0 46,2 % a obsah a-chaconinu o0 34,6 %.

Limit glykoalkaloidii v konzumnich hlizach je stanoven maximaln¢ na 200 mg na 1 kg
Cerstvé hmoty. Cilem S$lechtitela tedy je, aby nové odrudy mély nizky obsah glykoalkaloidu,
nejlépe do 100 mg na 1 kg &erstvé hmoty. Slechtitelé tak vytvareji rezervu v maximalnim obsahu
glykoalkaloidli pro péstitele brambor. Protoze pii péstovani brambor mize dojit ke zvySeni
obsahu glykoalkaloidl v disledku sucha a ptisobenim svétla na odhrnutou hlizu, poté také pti
vyoravani hliz mize dojit k poskozeni hlizy a nartistu obsahu glykoalkaloida.

Dilezité je zminit, Ze kdyz jsou dodrZeny spravné podminky péstovani, sklizné a skladovani,
nejsou konzumenti vystaveni riziku otravy, protoze konzumni odridy brambor obsahuji
glykoalkaloidy pod uvedenym limitem. Navic obsah glykoalkaloidt je snizen pti oloupani hliz

nebo jejich tepelném opracovani.
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7. Zavér

Z informaci ziskanych v experimentalni ¢asti, doloZenych statistickym vyhodnocenim, lze
fici, ze obsah a pomér hlavnich glykoalkaloidi (a-solaninu a a-chaconinu) zavisi na odrade.
Z literatury lze doplnit, Ze obsah glykoalkaloidi je dale ovlivnén podminkami péstovani brambor,
mechanickym poskozenim hliz béhem jejich sbéru a také podminkami skladovani hliz.
Ze sledovanych faktorti obsah glykoalkaloidii nezavisi jedin€ na barvé duzniny hliz.

Pomér a-solaninu a a-chaconinu v susiné syrovych atepelné¢ upravenych hliz je taktéz
odrudovou zalezitosti. Pomér a-solaninu a a-chaconinu v susiné syrovych hliz se pohyboval
vrozmezi 1:1,29 az 1:2,88. V tepelné opracovanych hlizach, vi¢i hlizam syrovym, doslo
ke zméné poméru a-solaninu a a-chaconinu. Tato zména je dusledkem vyssi tepelné degradace
a-solaninu nez a-chaconinu.

Odrudy hliz s fialovou a ¢ervenou duzninou nemaji vyssi obsah celkovych glykoalkaloida
nez odridy se zlutou duzninou. Dle statistické vyhodnoceni je jejich obsah srovnatelny.

Tepelnou upravou hliz lze vyrazné snizit obsah a-solaninu a a-chaconinu oproti jejich
obsahu v hlizach syrovych. Pokles a-solaninu ve vafenych hlizach ¢inil v priméru 53,64 %,
zatimco pokles a-chaconinu jen 44,33 %. PeCenim byl obsah a-solaninu sniZzen v pruméru o
46,20 % a obsah a-chaconinu o 34,58 %.
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9. Prilohy
Priloha 1: Obrazky

a: matef'ska hliza

b: nadzemni stonek
c: kiidleni stonku
d: list

e: vrcholovy listek
f: postranni listek
g: mezilistky

h: srast listkd

i: kvétenstvi

J: plodenstvi

k: plod se semeny
I: dcefiné hlizy

m: podzemni stonek
n: stolon

o: soustava kofenu

Obrazek 1: Trs bramboru se svymi organy (Benda a kol., 2000)
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Obrazek 2: Schématicky priifez bramborovou hlizou
Dostupné z <http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/print.php?page=6888&typ=html|>.
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Obrazek 3: Schéma kapalinové chromatografie

Dostupné z <https://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html>.
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Obrazek 4: Schéma plynové chromatografie
Dostupné z <http://slideplayer.cz/slide/3648503/>.
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Obrézek 5: Schéma hmotnostniho spektrometru (Dobsikova a kol., 2012)
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Obrazek 6: Princip ionizaéni metody MALDI, zd. 39
Dostupné z <https://www.slideshare.net/aksharanaidu967/maldi-37542167>.
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Obrézek 7: Hlizy odridy brambor Salome, 115
Dostupné z <http://www.katalogbrambor.cz/katalog/detail/203>.

Obrazek 8: Hlizy odrudy brambor Bohemia, 114, 102
Dostupné z <www.sadbovezemiaky.sk/cz/vyber-brambor/item/165-zemiaky-bohemia>,

<http://www.vesa-velhartice.cz/cz/bohemia.htm>.

Obrazek 9: Hlizy odridy brambor Dali, 105, 116
Dostupné z <http://www.prodejnazahradkar.cz/SadbBram.php>,

<http://www.agrahb.cz/rane.php>.
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Obrazek 10: Hlizy odrtidy brambor Valfi, 117, 118
Dostupné z <http://www.vubhb.cz/cs/clanky/brambory/valfi-varny-typ-bc>,

<http://www.katalogbrambor.cz/katalog/detail/154>.

Obrazek 11: Hlizy odrady brambor Violette, 108, 119
Dostupné z <https://www.kartoffel-mueller.de/Exotische-Sorten/Violetta.html>,

<http://www.garden-shopping.de/shop/artikel _206468.html|>.
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Obrazek 12: Hlizy odrady brambor Vitelotte, 109
Dostupné z <http://www.farmpirate.com/cs/varieties/brambor-vitelotte>.

Obrazek 13: Hlizy odrtidy brambor Highland Burgundy Red, 122,112
Dostupné z <http://www.garden-shopping.de/shop/artikel_100004.html>,
<https://www.kartoffel-mueller.de/Exotische-Sorten/Highland-Burgundy-Red.html>.
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Obrazek 14: Hlizy odridy brambor Herbie 26, 121.
Dostupné z <http://tomaten.bplaced.net/Kartoffelfotos/>.

Obrazek 15: Hlizy odrady brambor Red Emmalie, 120, 110
Dostupné z <https://www.erlesene-kartoffeln.de/produkt/rote-emma-vf-aus-franken/893,

<http://www.kartoffelvielfalt.de/onlineshop/produkte.php?show=detail &cat=1&subcat=&rt=75>.
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Priloha 2: Statistické vyhodnoceni

Tabulka |
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Solanin
(mg/kg) (Tabulkal)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
SC Stupné PC F p
Efekt (volnosti)
gzi 330350,3 1{330350,3 | 1865,051 | 0,000000
Odrada 32261,0 8| 4032,6 22,767 |0,000000
Uprava 41775,9 2| 20888,0| 117,927 |0,000000
Chyba 12398,9 70 177,1
Odrtida; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 54)=176,06, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
100
9 f
80 f
D 707t
4
Es)
E
c 60r
[
s
@ 50}
40 f
30t
20 ' ' ' ' '
Salome Dali Violetta HBR RE
Bohemia Valfi Vitelotte Herbie 26
Odrida
Obrazek 1
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Tabulka 11

Tukeydv HSD test; proménna Solanin

(mg/kg) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 177,13, sv =

70,000

Odrtida

Solanin

(mg/kg)
(Prdmeér)

1

2

Dali

37,12889

*kkk

Violetta

40,09889

*kkk

Salome

48,11556

*kkk

Herbie
26

53,03111

*kkk

RE

56,08778

*kkk

HBR

77,38556

*kkk

Valfi

86,98333

*kkk

Bohemia

87,71333

*kkk

OIN|A”|N|O©| 0 (FP(O1|W|)x

Vitelotte

88,21667

*kkk

Tabulka 1

Tukeylv HSD test; proménna Solanin

(mg/kg) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 177,13, sv =

70,000

Uprava

Solanin

(mg/kg)
(Prameér)

1

2

varené

44,37333

*kkk

pecené

51,49889

*kkk

syrove

95,71481

*kkk

Tabulka IV

Efekt

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Chaconin
(mg/kg) (Tabulkal)

Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotéz

SC

Stupné
(volnosti)

PC

Abs.
¢len

1323914

1

1323914

5018,264

0,00

Odrtida

82012

8

10252

38,858

0,00

Uprava

88182

2

44091

167,125

0,00

Chyba

18467

70

264
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Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

Odrtida; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(8, 54)=233,59, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy

200
180 ¢
160
°
=
o
£ 140 ¢
£
c
3 120t
@
e
(@)
100 ¢
80
60 . . . . ;
Salome Dali Violetta HBR RE
Bohemia Valfi Vitelotte Herbie 26
Odruda
Obrazek 2
Tabulka V
Tukeydv HSD test; proménna Chaconin (mg/kg) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 263,82, sv = 70,000
Odruda | Chaconin 1 2 3 4 5
(mg/kg)
C. buiky (Pramér)
9 RE| 80,3733 Kkkk
3 Dali| 97,5856 ek —
1 Salome | 108,0511 *kkk Hkkk
8 Herbzig 119,2456 ik -
5 Violetta | 123,8267 Hhkk Fokkk
6 Vitelotte | 128,7378 kkkk Hkkk
4 Valfi| 132,8478 Fohokk
2 Bohemia | 179,3356 m—
7 HBR | 180,6111 -
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Tabulka VI

Tukeylv HSD test; proménna Chaconin (mg/kg)

(Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 263,82, sv = 70,000

Uprava

Chaconin

(mg/kg)
(Prameér)

1

2

3

varené

96,5756

*kkk

pecené

113,4878

*kkk

syrové

173,4748

*kkk

Tabulka VI

Efekt

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Solanin
(mg/kg) (Tabulkal)
Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC

Stupné
(volnost

i)

PC

F

p

Abs. ¢len

330350,3

1

330350,3

599,8547

0,000000

Uprava

41775,9

2

20888,0

37,9287

0,000000

Barva
duzniny

2805,4

2

1402,7

2,5470

0,084982

Chyba

41854,5

7

6

550,7

Tabulka VIII

Tukeylv HSD test; proménna
Solanin (mg/kg) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa =

,05000

Chyba: meziskup. PC =
550,72, sv = 76,000

Barva
duZniny

Solanin

(mg/kg)
(Prdmeér)

Zluta

57,65259

*kkk

cervena

62,16815

*kkk

fialova

71,76630

*kkk
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Tabulka 1X

Tukeydv HSD test; proménna Solanin

(mg/kg) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa = ,05000

Chyba: meziskup. PC = 550,72, sv =

76,000

Uprava

Solanin

(mg/kg)
(Prdmeér)

1

2

varené

44,37333

*kkk

pecené

51,49889

*kkk

syrové

95,71481

*kkk

Tabulka X

Efekt

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Chaconin
(mg/kg) (Tabulkal)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotéz

sC

Stupné
(volnost

1)

PC

F

p

Abs. ¢len

1323914

1

1323914

1001,868

0,000000

Uprava

88182

2

44091

33,366

0,000000

Barva
duzniny

50

2

25

0,019

0,981435

Chyba

100430

7

6

1321

Tabulka XI

Tukeydv HSD test; proménna
Chaconin (mg/kg) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa =

,05000

Chyba: meziskup. PC =
1321,4, sv = 76,000

Barva
duzniny

Chaconin

(mg/kg)
(Prameér)

céervena

126,7433

*kkk

Zluta

128,3241

*kkk

fialova

128,4707

*kkk
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Tabulka XII

Tukeyuv HSD test; proménna Chaconin

(mg/kg) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =,05000
Chyba: meziskup. PC = 1321,4, sv =

76,000

Uprava

Chaconin

(mg/kg)
(Prdmeér)

1

varené

96,5756

*kkk

pecené

113,4878

*kkk

syrové

173,4748

*kkk
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