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Validace a aplikace HPLC metody pro stanoveni
sacharidi a askorbové kyseliny v ovoci a zeleniné

Validation and application of HPLC method for determination
of sugars and ascorbic acid in fruit and vegetables

SOUHRN

Ovoce a zelenina jsou zdrojem fady nutricné cennych latek, mezi které patii také
kyselina askorbova a sacharidy. Kyselina askorbova je hydrofilni vitamin citlivy na teplo
a je zaroven oxylabilni. Vitamin C je pro organismus velmi dalezitym antioxidantem, tedy
latkou branici oxidaci jinych latek. Veskera potieba vitaminu C je kryta vitaminem z potravy
a to zeleninou (30 — 40 %) a ovocem (30 — 35 %). Hlavnim zdrojem energie ve vyZziveé
¢loveéka jsou sacharidy. Je to velmi pestra skupina latek a proto je tézké popsat je jednotnou
definici. V predlozené praci byly analyzovany tfi hlavni sacharidy jablek a mrkvi a to
glukosa, fruktosa a disacharid sacharosa.

Pro stanoveni kyseliny askorbové a sacharidii v ovoci a zeleniné existuje fada
analytickych metod. Kromé titracnich, spektrofotometrickych, elektrochemickych a jinych
metod je ulinné a hojn¢ vyuzivané stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC).

Pro stanoveni redlnych vzorka byla v praci vyuzita metoda HPLC, kterd byla zaroven
optimalizovana a validovana. Pro analyzu vitaminu C byl pouzit HPLC systém se
spektrofotometrickym detektorem, pro sacharidy pak refraktometrickd detekce. Ob&é metody
se po validaci ukazaly jako dostatecné spolehlivé a piesné v rozsahu namétené kalibrace.

Analyza realnych vzorkd byla provedena u sedmi odrid jablek a dvou druhd mrkvi.
Vsechny odridy byly vypéstovany ekologickym a integrovanym zptsobem produkce.
StéZejnim vysledkem experimentalni casti bylo porovnani obsahu kvalitativnich parametri
(sacharidd, vitaminu C) bio produktt s integrovanymi plodinami. Nasledné byla u vysledka
zhodnocena statisticka prikaznost. Dle predlozené prace Ize tvrdit, Ze nebyl nalezen prikazny
rozdil v obsahu kyseliny askorbové, glukosy, fruktosy a sacharosy mezi ekologickymi

a integrovanymi odriidami analyzovanych jablek a mrkvi.

Klicova slova: glukosa, fruktosa, sacharosa, askorbova kyselina, HPLC, jablka a mrkve



SUMMARY

Fruits and vegetables are the sources of many nutritionally valuable substances. These
substances include ascorbic acid and carbohydrates. Ascorbic acid is a hydrophilic heat-
sensitive vitamin and it is unstable in the air. Vitamin C is very important antioxidant for the
organism and it prevents the oxidation for other substances. The total need of vitamin C is
covered by a vitamin from food, from vegetables (30-40%) and fruits (30-35%).
Carbohydrates are in human nutrition the main source of energy. It is a very diverse group of
substances and therefore it is difficult to describe their common definition. In the thesis were
analyzed three major carbohydrates (glucose, fructose and disaccharide sucrose) in apples and
carrot.

There are many analytical methods for the determination of ascorbic acid and
carbohydrates in fruits and vegetables. Besides titration, spectrophotometric, electrochemical,
and other methods there is effective and widely used determination by high performance
liquid chromatography (HPLC).

In this thesis was the method used to determine the real samples, and has also been
optimized and validated. For the analysis of vitamin C was used HPLC system with
spectrophotometic detection and for carbohydrate refractometric detection. Both methods
after validation proved sufficiently reliable and precise in the range of measured calibration.

Analysis of real samples was conducted in seven varieties of apples and two varieties of
carrots. All varieties have been grown organic and integrated way of production. A key result
of the study was comparison of the content of qualitative parameters (carbohydrates, vitamin
C) organic products with integrated products. The results were evaluated statistical relevance.
According to these results it is evident that there are no differences in the content of ascorbic
acid, glucose, fructose and sucrose between organic and integrated analyzed varieties of

apples and carrots.

Keywords: glucose, fructose, sucrose, ascorbic acid, HPLC, apples and carrot
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1. UVOD

Zajem o ekologické zeméedélstvi se v poslednich letech velmi zvysil. Jednim z hlavnich
pozitiv ekologické produkce je Setrny piistup k zivotnimu prostfedi, s ¢imz souvisi mensi
vyskyt toxickych latek v nasem okoli a také ve stravé. Nakup biopotravin se v soucasnosti
stava trendem, 1 kdyz vefejnost nedokdze snadno rozliSit organické vyrobky od téch
konvenc¢nich. Bio produkty jsou ¢asto mnohokrat drazsi a v neposledni fadé neni prokazéana
jejich vetsi nutricni kvalita. Jednim z poznatkt, které jsou mnohymi védeckymi studiemi
se u nich vyskytuji nizs$i obsahy chemickych a toxickych latek, jako jsou na piiklad rezidua
pesticidl, tézké kovy a dusicnany. Riziko u ekologicky péstovanych plodin neni vSak uplné
nulové, nebot’ za urcitych okolnosti se mlize objevit zvySeny obsah piirodnich toxickych
latek, nebo také sekundarni metabolity plisni (mykotoxiny). Negativnim prvkem pro
zemédé€lce mohou byt nizsi vynosy u péstovanych plodin.

V soucasné dobé existuje nékolik studii zabyvajicich se posouzenim kvality plodin
z ekologické a integrované zemédélské produkce s cilem objektivné zhodnotit mozné rozdily
v jednotlivych jakostnich parametrech. Je nutné ale konstatovat, ze doposud zvefejnéné
publikace a studie jednoznaéné nepotvrdily fakt, ktery by poukazoval na vyssi nutri¢ni kvalitu
ekologickych plodin oproti plodindm z konven¢ni a integrované produkce.

Mezi nejbeznéjsi pestované druhy ovoce a zeleniny v naSich pfirodnich podminkach
patii jablka a mrkve. Tyto plodiny jsou dualezitou soucésti naSeho jidelnicku, kde maji
nezastupitelné misto. Obsahuji totiz celou fadu prospé$nych latek pro nas organismus, jako
jsou naptiklad vitaminy. Obsahuji také antioxidanty, ke kterym se fadi i kyselina askorbova.
Diky pfitomnosti sacharidli a organickych kyselin jsou i po senzorické strance velmi chutnou
potravinou. V mrkvi je navic hojné zastoupen vitamin A. Kyselina askorbova a sacharidy
patii tedy mezi nutricné cenné slozky ovoce a zeleniny. Pro vnitini kvalitu jablek, mrkvi, ale
1 ostatnich plodin jsou velmi dileZité parametry, jako napf. typ péstované odriidy, podnebi,
typ pudy a nasledné podminky skladovéani. Na vSechny vySe zminéné faktory je nutné brat

zietel a vybirat si tedy dle uvazeni vhodné plodiny a potraviny do svého jidelnicku.



2. VEDECKA HYPOTEZA A CiL PRACE

Ptedlozena diplomova prace tesila dvé zakladni hypotézy:

1. HPLC techniky jsou vhodné pro analyzu vitaminu C a sacharidii v ovoci a zelening.

2. Obsah stanovenych parametra jakosti je zavisly na zpiisobu produkce.

Cilem diplomové prace bylo podat uceleny soubor poznatki o vlastnostech
a moznostech stanoveni kyseliny askorbové, mono- a disacharidi v ovoci a zeleniné pomoci
HPLC metody s UV ¢i RI detekci. Metodu bylo tieba nejprve optimalizovat a validovat pro
nasledné ovéfeni v praxi na realnych vzorcich. Dale bylo cilem porovnat koncentrace
sacharidi a kyseliny askorbové, srovnat je s literarnimi udaji a zjistit jsou-li rozdilné
parametry v jakosti mezi ekologickymi produkty a plodinami integrované produkce. Tyto

rozdily a tvrzeni bylo tfeba nasledné statisticky prokazat.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 VITAMINY

Vitaminy fadime mezi biokatalyzatory, to jsou latky, které v organismu vykonavaji
predem dané regulacni a fidici funkce. Biokatalyzatory jsou endogenniho nebo exogenniho
puvodu. Prvni zminéné katalyzatory vznikaji pfimo v organismu, pro ktery jsou nezbytné
(jsou to enzymy a hormony). Naopak exogenni biokatalyzatory, do kterych se fadi pravé
vitaminy, musi organismus pfijimat spolu se stravou, protoze Si je neumi sam syntetizovat
(Velisek, 2002).

Z chemického hlediska jsou vitaminy exogenni esencialni nizkomolekularni slouceniny,
mezi nimiz neni zadna chemicka ptibuznost. Tim zanika moznost jejich klasifikace podle
strukturniho hlediska. Zacalo se proto pouzivat tfidéni podle fyzikalnich vlastnosti, a to
ptedevsim podle rozpustnosti. Podle ni délime vitaminy na rozpustné ve vodé (hydrofilni)
a rozpustné v tucich (lipofilni). Kromé rozpustnosti se obé skupiny 1isi jesté 1 v nékterych
zakladnich biologickych vlastnostech. Ve vod¢ rozpustné vitaminy se nemohou VvV organismu
ukladat, proto pii jejich pfijmu v nadbytku dochazi k jejich vyluCovani moc¢i. V tucich
rozpustné vitaminy naopak mohou byt v organismech skladovany (Vodrazka, 1996).

Vitaminy rozpustné ve vodé jsou vitaminy skupiny B a to thiamin (B1), riboflavin (B2),
kyselina nikotinova (B3), kyselina pantothenova (B5), pyridoxin (B6), kyselina listova (B9),
kobalamin (B12), biotin (vitamin H), kyselina lipova, bioflavonoidy (dfive fazeny jako
vitamin P), vit C (kyselina L-askorbova a L-dehydroxyaskorbova).

Mezi vitaminy rozpustné v tucich patii retinol (vitamin A), kalciferol (vitamin D),
tokoferol (vitamin E), fylochinon (vitamin K) a vitamin F (esencialni mastné kyseliny)
(Honza a Kramarova, 2006).

Kazdy vitamin se musi pfijimat denn& v optimalni davce, jinak se pfi niz§im piijmu po
case vytvoii hypovitaminoza, ktera se projevuje riznymi poruchami. Pfi Uplném nedostatku
vitaminu ve stravé vznikne avitaminodza, jejiz pfiznaky se nemusi projevit ihned, ale az za
nekolik tydnl, mésicii a dokonce 1 let. U nékterych vitamint je Skodlivé 1 nadmérné zvyseni
denni davky (napf. vit A, D), kdy miize nastat hypervitamindza. Pi{jem vitaminti mohou ve

stravé snizovat antivitaminy (Panek a kol., 2002).
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3.1.1 Vitamin C

Vitamin C je nezbytny k zivotu a v lidském téle plni mnoho dilezitych funkci. Je velmi
nestabilni, to znamena, Ze je citlivy na teplo a vysoce oxylabilni. Jeho pfesny chemicky nazev
je kyselina L-askorbova neboli L-enantiomer kyseliny askorbové, jeji sumarni vzorec je
CeHs0s (Velisek, 1999).

Zakladni biologicky aktivni slouceninou vitaminu C je kyselina askorbova. V pfirod¢ se
nachdzi ve dvou formach, kyselina askorbovd jako redukovand forma a kyselina
dehydroaskorbova jako oxidovana forma. Tato kyselina ma silné redukcni vlastnosti, lehce se
oxiduje na kyselinu dehydroaskorbovou a vytvaii tak v pfirodé dulezity oxidaéné-redukeni
systém. Hlavni funkei kyseliny askorbové je ucast na oxidoredukénich déjich v organismu.
Utastni se také biosyntézy mukopolysacharidi, prostaglandini, absorpce iontovych forem
Zeleza a jeho transportu. Stimuluje transport sodnych, chloridovych a zfejmé 1 vapenatych
iontl. Vitamin C déle hraje potfebnou tlohu pii tvorbé ervenych krvinek, je velmi dilezitym
antioxidantem, tedy latkou branici oxidaci jinych latek (reakce s volnymi radikaly). Ma
ochrannou funkci i pro labilni formy kyseliny listové. Vitamin C se uplatiiuje i v metabolismu
cholesterolu a inhibuje také tvorbu nitrosamind, piisobi tak jako modulidtor mutageneze
a karcinogeneze. Posileni imunitniho systému v souvislosti s dostate¢nym zasobenim lidského
organismu pravé Vitaminem C je vSeobecné znamo. Doporucené denni davky (DDD)
vitaminu C pfipadaji u dosp€lého ¢loveéka na 100 — 200 mg (Vodrazka, 1996), dle vyhlasky
450/2004 je pak DDD vitaminu C 80 mg. Veskera potieba vitaminu C je kryta vitaminem
z potravy, hlavn¢ bramborami (asi 20 — 30 %), zeleninou (asi 30 — 40 %) a ovocem (30 —
35 %). Celkovy obsah kyseliny askorbové v mrkvi je 50 — 100 mg.kg™?, 15 — 50 mg.kg™
obsahu vitaminu C piipada na jablka. Mléko se na kryti potieby podili z necelych 10 %
(Velisek, 1999). Kopec (1998) ve svych tabulkdch nutri¢nich hodnot ovoce a zeleniny uvadi
obsah vitaminu C u jablek 48 mg.kg™ a mrkve 49 mg.kg™. Rop a kol. (2009) stanovili
u vybranych odrid jablek obsah vitaminu C v rozmezi 9,22 — 12,38 mg.100 g™ v Gerstvé
hmoté. DalSi zdroj uvadi obsah kyseliny askorbové v mrkvich na 7,8 mg.100 g'l, odrady
mrkvi byly vybrany z riznych zemépisnych oblasti Spojenych stati a celkovy vysledek je
prumér (Klein and Perry, 2006).

Pfiznaky nedostatku vitaminu C jsou slabost, tinava, sklon k infekcim, svalové bolesti,
zhorSeni hojivosti ran a jednim z nejznaméjSich ptiznakli avitaminosy jsou kurdé¢je (scorbut)

(Stefanek, 2011).
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Askorbova kyselina ma diky svym vlastnostem Siroké pouziti jako potravindiské
aditivum predevsim v konzervarenské a kvasné technologii, v technologii masa, tukl
a v cerealni technologii. Jako konzervacni latka je kyselina askorbova vedena pod kédem E
300 a je uzite¢na napft. k zachovani barvy zpracovaného masa a vyblednuti ovocnych $tav. Je
prevenci tvorby oxidacnich zakalti a organoleptickych zmén piva, ke kterym dochazi pii
pasteraci a skladovani. Vitamin C jako aditivni latka obecné nema zadné nezadouci ucinky,
ale pfi dlouhodobém nadmérném piijmu (10 grami denné a vice) mize dojit az ke vzniku
ledvinovych kament ¢i ucpani tenkého stfeva (Naprstek, 2012).

Vitamin C se v napojich muze rychle rozkladat, proto je dulezita konzumace Cerstvé
zeleniny a ovoce. V Ceské republice je pfidavek vitaminu C povolen ke viem potravinam a to
I pfi vyrobé détskych piikrmid. Kyselina L-askorbova se primyslové vyrabi chemickou
syntézou z hroznového cukru. Lze ji také ziskat pfimou extrakci z ovoce a zeleniny, ale tato
metoda je drazsi (Naprstek, 2012).

Vitamin C je velmi nestabilni a reaguje na vzduch, teplo a vlhkost mimoiadné citlivé.
Jako obecné pravidlo plati, Ze ztraty vitaminu C jsou o tolik vyssi, o kolik tepleji a del§i dobu
se potraviny skladuji. Je tfeba mit na mysli, Ze zelenina reaguje z hlediska ztraty vitaminu C
ruzné citlivé. Hlavkové zeli 1ze uchovavat dokonce ne¢kolik mésict beze ztraty vitaminu C.
Teplo ale odbouravani vitaminu C urychluje, tomu napomahaji specialni enzymy, které jsou
zvlast G¢inné pii teplotach kolem 40 °C, pii 70 °C dochazi vsak k jejich inaktivaci. Proto by
se méla zelenina rychle ptivést do vysSich teplot a pak pomalu pfipravovat. Pfitom sice ztrata
vitaminu pokracuje, ale zna¢n€ pomaleji. Jednim UCinnym postupem je napiiklad
blansirovani.

Pii kuchynské tpravé se mize obsah vitaminu C v potravinach snizit o dalSich 70 %.
Kratké omyti syrové nenakrajené zeleniny vétSinou nezpusobuje zddné zmény v obsahu
vitaminu. Naproti tomu namaceni, které se casto pouziva ve velkokapacitnich kuchynich,
vede ke ztratim vitaminu C vyluhovanim. Cim déle toto vyluhovéani trva, tim jsou ztraty
vitaminu C vétsi. Pii rozmélilovani, krdjeni, strouhani nebo mixovani ovoce a zeleniny se
diky zvySenému mnozstvi ploch a zaroven diky poruSeni bunécéné tkané urychluje
enzymatické odbouravani vitaminu C. Pfi rychlém a peclivém zmrazeni lze ztraty vitaminu
udrzet relativné nizké, coz znamend, ze hluboko zmrazend zelenina Casto vykazuje vice
vitaminu C nez Cerstvé ovoce a zelenina, které je skladovano mnohem kratsi dobu (Leskova

a kol., 2006; Velisek, 1999).
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3.1.2 Struktura vitaminu C

Obrazek 1. Chemicka struktura vitaminu C

Vitamin C
HO
E 0
0
How
HO OH
CsHsO0s

(Navratilova, 2009)

Kyselina L-askorbova je y-lakton hexonové kyseliny s endiolovou strukturou na
druhém a tfetim uhliku, viz obrazek 1. Lze ji odvodit od nékolika riznych hexos. Nazvem
vitamin C se vSak oznacuje nejen kyselina L-askorbova, ale také cely jeji reverzibilni redoxni
systém, ktery zahrnuje jeji L-askorbylradikal (kyselinu L-monodehydro- askorbovou)
a kyselinu L-dehydroaskorbovou (Honza a Kramatova, 2006).

Ze ¢ty moznych stereoisomert, které jsou uvedeny na obrazku 2 (L- a D-askorbova
kyselina, L- a D-isoaskorbova kyselina) vykazuje aktivitu vitaminu C pouze L-askorbova

kyselina a jeji isomer D-askorbova kyselina.

Obrazek 2. Chemické izomery vitaminu C

*CH,0H CH,0H
o o
HO H o o
0 S .
0 OH OH OH OH
— H OH HO H
HO OH CH,0H CH,OH

L-askorbova kyselina ~ D-isoaskorbova kyselina D-askorbova kyselina L-isoaskorbova kyselina

(Jancaf a Sichova, 2005)

3.1.3 Reakce vitaminu C
Nejvyznamnéjsi reakei kyseliny askorbové je autooxidace, jinak feceno oxiduje na
vzdusném kysliku a to zptsobi ztratu vitaminu C pii zpracovani potravin. Reakce probiha jak

Vv pfitomnosti tak i1 nepfitomnosti iontti pfechodnych kovi, kdy jsou nejvice problematickymi

14



kovy trojmocné Zelezo a dvojmocnd méd’. Velmi dilezitym faktorem pro reakci je také pH
prostiedi, v kyselém prostiedi je totiz reakce pomala a v alkalickém naopak.

Mezi dal$i vyznamné reakce kyseliny patii reakce s volnymi radikély, coz jsou latky,
které zpiisobuji oxidaci tukl a jinych oxylabilnich slozek v potravinach. Pravé touto reakcei je
vitamin C povazovan za antioxidant, protoze brzdi fetézovou autooxidaci lipidi.

Ke ztratdm vitaminu C vSak muaze dojit i v konzervovanych potravinach za nepftistupu
kysliku a to diky kyselému prostiedi, které zptisobi dekarboxylaci a dehydrataci kyseliny.
Mezi dalsi ztraty vitaminu C zpusobené reakcemi jsou fazeny reakce kyseliny askorbové
s chinony vznikajicimi pfi enzymovém hnédnuti, reakce s dusitany a hemovymi barvivy

Vv mase a masnych vyrobcich (Velisek, 2002; Vodrazka, 1996).

3.1.4 Analytické stanoveni vitaminu C

Stanoveni vitaminid v potravinach je velmi slozity ukol, nebot’ jejich koncentrace jsou
ve srovnani s ostatnimi slozkami analyzovaného vzorku velmi nizké. Vitaminy jsou rovnéz
latky ve vétSin€ pripada velmi citlivé k oxidaci a svételnému zateni.

V literarnich zdrojich je uvedena fada metod, které byly vypracovany pravé ke
stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové v riznych typech vzorkii. V praxi se
uplatnily ale jen n¢které. Jde predevsim o titracni, fotometrické a chromatografické techniky,

ale je mozné pouzit i polarografii, voltametrii, potenciometrii ¢i fluorimetrii (Kuban, 2007).

3.1.4.1 Titra¢ni metoda

Sichové a Jancar (2005) uvadéji, Ze jde o titracni stanoveni askorbové kyseliny pomoci
2,6-dichlorfenolindofenolu, kdy se askorbova kyselina v kyselém prostiedi oxiduje oxida¢né-
redukénim indikatorem 2,6-dichlorfenolindofenolem na dehydroxyaskorbovou kyselinu,
2,6-dichlorfenolindofenol se redukuje na bezbarvou bazi. Metoda je pouzitelnd pro vétSinu
potravinaiskych vyrobkl. Neni vSak specificka a je ruSena pfedevSim latkami obsahujicimi
thiolové skupiny a reduktony. Titratni metoda je velmi rychld a vhodnd ptfedevSim pro
sledovani ubytku askorbové kyseliny béhem technologického procesu. Pro vzorky s nizkym

obsahem askorbové kyseliny dava relativné nejlepsi vysledky.
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3.1.4.2 Potenciometrie

Potenciometrie je ¢asto pouzivanou objektivni metodou k zjisStovani bodu ekvivalence
pfi titracnim stanoveni. Potenciometrické titrace jsou zalozené na méfeni zavislosti potencialu
vhodné indikacni elektrody na objemu titra¢niho ¢inidla ptidaného do titrovaného roztoku.
Metoda je vyuzivana ke stanoveni obsahu vitaminu C ve vzorcich, které jsou vyrazné

zabarvené a vizualni detekce bodu ekvivalence tak neni mozna (Arya et al., 2000).

3.1.4.3 Elektrochemické metody

Mezi elektrochemické metody fadime metodu polarografickou. Tato metoda vyuziva ke
stanoveni kyseliny askorbové jeji oxidaci na rtutové kapkové elektrodé a redukci
chinoxalinového derivatu, ktery vznika kondenzaci kyseliny dehydroaskorbové
s o-fenylendiaminem. Metoda je vhodna pro vétSinu potravin, je zna¢né specificka a neni
rusena ostatnimi latkami pfitomnymi ve vzorku. Lze ji pouZit pro stanoveni v ovoci, zelening,
bramborach syrovych i tepelné upravovanych, v mase a masnych vyrobcich. Polarograficka
metoda je ale v praxi vyuzivana jen ztidka pro relativné velkou spotiebu rtuti pii vlastni

analyze a také diky jejim toxickym vyparim (Arya et al., 2000).

3.1.4.4 Spektrofotometrické metody

Princip metody je  zalozen na  reakci  kyseliny  dehydroaskorbové
s 2,4-dinitrofenylhydrazinem za tvorby nerozpustného produktu osazonu, ktery se stanovi
spektrofotometricky pii vinové délce 520 nm. Ve vzorku se askorbova kyselina zoxiduje na
dehydroaskorbovou a stanovi se souhrnné s 2,3-dioxogulonovou kyselinou. Nebo lze také
kyselinu dehydroxyaskorbovou stanovit po redukci na askorbovou kyselinu (pomoci H»S,

cysteinu, homocysteinu) titracné 2,6-dichlorfenolindofenolem (Kuban, 2007).

3.1.4.5 Chromatografické metody

Papirova chromatografie TC slouzi pouze pro orienta¢ni méteni. Princip této metody
spoc¢iva oddélenim askorbové kyseliny chromatografii na papife od ostatnich rusivych latek.
Skvrny se vyeluuji a askorbova kyselina se stanovi kolorimetricky z ubytku absorbance
modrého zbarveni 2,6-dichlorfenolindofenolu. Pro plynovou chromatografii GC je nutné
pfevedeni askorbové kyseliny na trimethylsilylderivat, pro stanoveni kyseliny
dehydroaskorbové metylace po redukci pomoci H3S. Nejvhodnéjsi metodu je vSak HPLC

s reverzni fazi, tedy RP-HPLC. Nepolarni stacionarni faze je vétSinou zastoupena uhlovodiky
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C4, C8 a Cl18 zakotvené na silikagelu. Pro zjisténi obsahu vitaminu C ve vzorcich je
nejvhodnéjsi pouzivat detektory meéfici absorbanci v UV oblasti nebo elektrochemické

detektory (ECD). Také zde neni nutnost specialni tpravy vzorki (Jancat a Sichova 2005).

3.1.5 Priklady analytického stanoveni vitaminu C metodou HPLC

Svycariti védci zkatedry jakosti v Lausanne stanovili celkovy obsah vitaminu C
v obohacenych (fortifikovanych) potravinach pomoci metody HLPC-UV. Tato metoda byla
vyvinuta pro kvantifikaci celkového obsahu kyseliny askorbové (AA) a kyseliny isoaskorbové
(isoAA). Dilezitym krokem metody je kysela extrakce AA v ptritomnosti redukcniho ¢inidla
TCEP (tris [2-karboxyethyl] fosfin) a tim je kyselina askorbova udrzovana ve své redukované
formé. Separace byla provedena na kolon¢ C18 a mobilni fazi o sloZeni octanu sodného (pH
5,4) spridavkem TCEP a decylaminu. Vysledky byly detekovany UV detektorem. Mez
detekce byla stanovena na 0,1 mg/100 g, relativni smérodatna odchylka a reprodukovatelnost
byly stanoveny z hodnot 9 riznych laboratoii a pohybovaly se mezi 2,0 % - 8,0 %. Metodu
lze pouzit pro stanoveni AA v riznych typech potravinatskych vyrobkll a zaroven pro
kontrolu pfitomnosti isoAA (Fontannaz et al., 2006).

V Jizni Korei stanovili védci ztamni univerzity Inha soucasn€ vSechny vitaminy
rozpustné ve vod¢, které byly vylouceny lidskou moc¢i po zamérném piedavkovani
vitaminovymi komplexy. Pro stanoveni latek byla pouzita metoda HPLC s UV detekci,
oddé¢leni latek probihalo za gradientové eluce pii poméru mobilni faze 90/10 (v/v %)
methanol / voda s 0,1% kyselinou trifluoroctovou (TFA). Separace byla uskute¢néna na
kolon¢ typu MBondapak C18 (250 x 4,6 mm, Su) pii pokojové teploté. Rychlost pritoku
mobilni faze &nila 1 ml. min™. VInova délka detektoru byla nastavena na 254 nm. Védci
pfisli na to, ze po predavkovani vitaminy roste rychle jejich koncentrace v moc¢i az do
maxima, které nastalo mezi 2 h — 3 h po aplikaci vitamint. Poté koncentrace rychle klesa, viz

obrazky 3. a 4.
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Obrazek 3. Chromatogram vitamind po aplikaci  Obrazek 4. Chromatogram vitaminti po 3h
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Ve Spanélsku v roce 2007 srovnavali védci z Lleidské univerzity 2 metody HPLC pii
UV detekci. Pfi prvnim pokusu byla pouzita kolona C18 s mobilni fazi v podobé kyseliny
sirové (0,01%) upravené na pH 2,6 a v druhém pfipad€é védci pouzili kolonu s NH; fazi
a zvolili mobilni f4zi o slozeni fosfatovy pufr (dihydrogenfosfore¢nan draselny) upravujici pH
na 3,5 spolu s acetonitrilem v poméru 60:40. V obou metodach byla detekce vitaminu pii 245
nm. Byly pouzity také dva zptsoby redukce rostlinného materidlu a to kvili odliSeni AA od
1S0AA. Jako prvni redukéni €inidlo zvolil tym védct [DL-1,4-dithiotreitol (DTT) a druhé
2,3-dimerkapto-1-propanol (BAL). Ve vyzkumu zkouseli v§echny mozné typy analyz a to
kombinaci kolon spolu s redukénimi cCinidly nebo bez nich. Z vysledku vyplynula jako
nejlep$i metoda ta, kde byla pouzita kolona C18 (mobilni faze kyselina sirova) spolu
s redukénim ¢inidlem DTT. Tato metoda s uvedenymi parametry se jevi pro analyzu vitaminu
C v jahodach, jablkach a rajcatech jako nejlepsi a nejsnadnéjsi zptisob, mez detekce byla
stanovena pii pouziti C18 kolony na 0,18 mg.100 g'l, relativni smérodatna odchylka se
pohybovala od 0,6 % do 3,9 % a vytéznost mezi 93,6 % a 104,4 % (Odriozola-Serrano et al.,
2007).

Jian-Ping Yuan a Feng Chen (1999) uvade¢ji ve své studii, ze za pouziti dvou detektorti
lze pomoci HPLC metody stanovit soucasné jak sacharidy, tak kyselinu askorbovou

I furanové slouceniny. Pro separaci byla zvolena kolona Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm),
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mobilni faze o slozeni acetonitril a 0,005M kyselina sirova (16:84, v/v %). Analyza sacharida
a alkoholickych napoji probihala na refraktometrickém detektoru, naproti tomu kyselina
askorbova byla stanovena pomoci detektoru s diodovym polem o zvolené vinové délce
254 nm. Touto metodou byly stanoveny ovocné $tavy nealkoholické i alkoholické napoje
(Feng Chen and Jian-Ping, 1999).

Na pracovisti biologickych a biochemickych véd fakulty Chemicko-technologické
Vv Pardubicich pouzivaji pro stanoveni plazmatické hladiny vitaminu C metodu iontové-
parovou HPLC s elektrochemickou detekci. Pro separaci kyseliny askorbové z klinickych
vzorkl byla pouzita kolona Discovery - C18, 150 x 4 mm (velikost ¢astic 5 um, Supelco),
mobilni faze o slozeni dihydrogen fosfore¢nan sodny, octan sodny, dodecyltrimetyl amonium
chlorid, tetraoktyl amonium bromid, 15% metanol a pH mobilni faze ¢inilo 5,4. Prutok byl
nastaven na hodnotu 0,5 ml.min™. Zakova (2003) uvadi, Ze vitamin C byl detekovan pomoci
elektrochemického detektoru Coulochem II (ESA). Potencial na kanalu 1 analytické cely5010
byl nastaven na -200 mV a na kanalu 2 na +300 mV. Citlivost byla 5 pA. Na ochranné cele
5020 m¢l hodnotu +350 mV. Analyticka citlivost, ptesnost a linearita byly dostacujici.

3.2SACHARIDY

Sacharidy jsou ve vyzivé ¢lovéka hlavnim zdrojem energie potfebné pro normalni
¢innost svali a mozku, jsou také zakladnimi jednotkami nékterych bunék a chrani je pred
pusobenim vnéjsich Skodlivych vlivii (Clarkova, 2000). Vyskytuji se ve volné nebo vazané
formé, napt. glykoproteiny nebo glykolipidy. V organismu mohou c¢asteéné vznikat
z glycerolu nebo aminokyselin. Pfitomnost sacharidi ve stravé je nutna zejména kvili
zabranéni odbourdni tkanovych proteini a rychlé oxidaci tukd spojené se vznikem
ketoacidozy (Velisek, 2002).

Sacharidy jsou velmi pestra skupina latek, a proto je tézké je popsat jednoduchou
definici. Mohou mit strukturu polyhydroxy aldehydut, ketont, alkohold, kyselin, nebo mohou
byt také jejich jednoduchymi derivaty a polymery (Copikova, 1997).

Biologicky vyznam sacharidi je mnohostranny, napf. jsou stavebnim materidlem pro
vSechny rostlinné bunky a tkang, jsou dilezitou slozkou potravy a zdrojem energie zivoCicha
a rostlin, tvofi klicové sloucCeniny pro biosyntézu proteind a lipidi, jejich nemalé vyuziti je
I vmediciné jako 1éCiva a diagnostika. Kromé& jmenovanych vyznamnych funkci jsou
sacharidy hojné¢ vyuzivany v chemickém, textilnim, potravinaiském a biotechnologickém

pramyslu. Po vy€erpani béznych fosilnich paliv 1ze se sacharidy pocitat jako s perspektivnimi
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a neustale se obnovujicimi zdroji chemické energie a také jako se surovinami pro chemicky
pramysl.

Dle poctu sacharidovych jednotek se sacharidy déli na monosacharidy (jedna cukerna
jednotka), oligosacharidy (dv€ az deset monosacharidovych jednotek) a nakonec
polysacharidy (vice nez 10 monosacharidovych jednotek). Mono- a oligosacharidy se nékdy
oznacuji pod nazvem cukry a to diky jejich sladké chuti a jejich spolecnym vlastnostem
(Cerny a kol., 2010).

V lidské stravé by mély byt sacharidy zastoupeny v poctu 50 - 60 % denniho
energetického piijmu, ale pfi redukci hmotnosti jen okolo 40 az 50 %. Jednoduché sacharidy
(monosacharidy) jsou latky, které zvySuji produkci inzulinu a tim pfispivaji k naslednému
ukladani tukli, coz muze mit za nasledek rozvoj obezity. Mezi potraviny, které obsahuji
jednoduché sacharidy, patii naptiklad sladkosti, pecivo z bilé mouky a alkohol. Pfed témito
cukry je tedy lepsi dat ptednost slozitym sacharidim (polysacharidim), nebot po jejich
konzumaci se prudce nezvysuje sekrece inzulinu a neuklada se tak piebyte¢ny tuk. Mezi tyto
potraviny patii celozrnné pecivo, ovoce, zelenina, mléko, brambory, atd. (Sullivan, 1999;

Svacina a BretSnajdrova, 2003).

3.2.1 Rozdéleni sacharidua

Monosacharidy jsou latky z chemického hlediska chapané jako aldosy a ketosy, které
ve své molekule obsahuji pouze jednu cukernou jednotku a také dale podle poc¢tu uhlikl
Vv fetézci jsou déleny na triosy, tetrosy, pentosy a hexosy. Posledni zminéné pentosy a hexosy
se v prirodé vyskytuji nejcastéji (Cejpek a Velisek, 2008). Zakladni monosacharidy jsou
odvozené od glyceraldehydu nebo dihydroxyacetonu. Jsou to latky linearni povahy. Ve
skutecnosti vSak existuji monosacharidy pievazn€ v cyklickych strukturach hemiacetalové
povahy a jsou heterocyklickymi slou¢eninami. Monosacharidy lze zapisovat Fischerovou
nebo Haworthovou projekci a diky tomuto schematickému znazornéni jsme schopni
vysledovat pfitomnost chirdlniho uhliku v jednoduchych cukrech. V praxi tato skute¢nost
znamend, ze pro dany monosacharid existuje podle poctu chirdlnich uhliki vzdy urcité
mnozstvi konfiguraénich isomert (Cerny a kol., 2010).

Miillerova (2003) fadi mezi hlavni monosacharidy lidské stravy glukosu (hroznovy
cukr), fruktosu (ovocny cukr) a galaktosu (soucasti mlécného disacharidu laktézy).

Oligosacharidy jsou tvofeny dvéma az deseti monosacharidovymi jednotkami, které
jsou mezi sebou vzajemné pospojovany glykosidickymi vazbami vzniknutymi odstépenim
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vody ze struktur cyklickych monosacharida. Oligosacharidy mohou byt bud’ redukujici, nebo
cukrti. Neredukujici cukry maji skupinu zaclenénou v glykosidické vazbé. Podle poctu
monosacharidovych jednotek se dale oligosacharidy déli na di-, tri-, tetra-, penta- az
dekasacharidy. Monosacharidy se v oligosacharidech vyskytuji ve form¢ pyranosy nebo
furanosy, ale nejcast&ji se objevuji ve formé hexosy (Copikova, 1997; Velisek, 2002).

a je vnasi stravé zastoupena z veétsi Casti. Sachardza je neredukujici cukr, ktery je slozen
z D-glukosy a D-fruktosy. Druhym neméné dilezitym oligosacharidem je laktdza (D-glukosa
a D-galaktosa), ktera je obsazena v mléce (KlimeSova, 2006).

Polysacharidy jsou pfirodni nebo syntetické makromolekuly slozené z vice nez deseti
monosacharidi ¢i jejich derivatii, monosacharidy mtzou byt stejné nebo rtizné povahy a jsou
opét spojeny glykosidickou vazbou do cyklické pyranosové formy. Pocet jednotek se obvykle
D-galaktosa a D-fruktosa. Polysacharidy patii v pfirodé k nejrozsifenéjSim slouc¢eninam
a maji fadu velmi vyznamnych funkci jako je stavebni (celulosa, chitin), zdsobni (glykogen,
skrob) a také napiiklad ochrannou (gumy, slizy) (Cerny a kol., 2010). Polysacharidy lze
rozdelit na tfi slozky dle chemického slozeni a to na homoglykany (sloZzené pouze
z monosacharidi — glykogen, Skrob, celuldza), nebo heteroglykany (2 nebo 3 riizné stavebni
slozky - heparin, kyselina hyaluronova) a posledni sloZzené slou¢eniny jako glykolipidy (lipidy
s cukernou slozkou v molekule) a glykoproteiny (proteiny s navazanou sacharidovou slozkou)
(Velisek, 2002). V potravinaistvi jsou pouzivany jako zahustovadla a Zelirujici latky, ¢i jako
arabska guma, alginaty, karagenany, agar a pektin (Copikova, 1997).

Dle Panka a kol. (2002) se daji sacharidy d¢lit podle jejich funkce ve vyzive:

A) Sacharidy vyuzitelné - patii mezi né vétSina monosacharidi (glukoéza, fruktéza,
rib6za), disacharidl (sachardza, maltoza, laktdza), nékterych polysacharidt (Skrob, dextriny,
jaterni a svalovy glykogen) a také derivaty sacharidli napf. aminocukry, alkoholické cukry.

B) Sacharidy Spatné vyuzitelné — za tyto latky se povazuji monosacharidy (xyloza,
arabindza), nékteré oligosacharidy (rafin6za, stachyoza — flatuentni latky v lusténinach) a také
polysacharid inulin (inulinovy sirup jako nédhrada cukru pro diabetiky).

C) Sacharidy nevyuzitelné (balastni) — mezi balastni monosacharidy patii mandza

a sorboza, celuldza a hemicelul6za, dale také rezistentni Skrob a pektiny.
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Ptedlozena diplomova prace je zaméfena na stanoveni hlavnich vyuzitelnych sacharida

V jablkach a mrkvich rizné kvality. Mezi tyto cukry patii hlavné glukosa, fruktosa

a sacharosa, a proto jim bude nadale vénovana vétsi pozornost.

Glukosa — (hroznovy cukr), glukosa je tedy aldohexo6za s jednou aldehydickou
skupinou, viz obrazek 5. V ovoci a zelenin€ se vyskytuje v mnozstvi kolem 1 —
6 %, dale je obsazena v rostlinnych $tavach, medu a krvi. Solitérn¢ je glukosa
bild krystalickd latka sladké chuti, dobfe rozpustna ve vodé a lehce
krystalyzujici, coz se v potravinarstvi povazuje za nezddouci jev. Naopak jednim
ze z4doucich jevi V potravinafstvi a konzervarenstvi je, aby potraviny obsahujici
tento monosacharid t¢inkem mikroorganismi dokazaly glukosu pfeménit na
ethanol a kyselinu mlé¢nou. Glukosa je v organismu dobie vstiebatelna, stava se
vyznamnym zdrojem energie pro organismy a podili se také na stavbé mnoha
dialezitych oligosacharidli, jako jsou sacharosa, laktosa a z polysacharidi
celulosa (Kodicek, 2012; Velisek, 1999).

Obrazek 5. Chemicka stavba glukosy

D-glukosa
H O CH.OH CH.OH
o o 0 oH
OH OH
H oH HO
OH OH
(oe-Di-glukopyrarosa) (p-D-glukopyranosa)
CH2;OH

(Davidova, 2007)

Fruktosa — obrazek cCislo 6, jinak také nazyvana ovocny cukr, je nejsladSim
pfirodnim cukrem. Z téchto tfech zminénych sacharidi méa pravé fruktosa
nejvetsi sladivost a je rychleji stravitelna nez glukosa. Patii mezi nejrozsirené;si
ketohexosu s jednou ketoskupinou, ktera vykazuje redukéni ucinky. VSechny
vyznamné monosacharidy se v pfirodé objevuji v D konfiguraci a u fruktosy
tomu neni jinak. Jedinou zménou je vSak to, Ze ota¢i rovinu polarizovaného
svétla vlevo, tudiz tedy nazev levulosa. Fruktosa se vyskytuje v rostlinnych

Stavach a medu, tvofi také, jak uz bylo zminéno spolu s glukosou disacharid
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sacharosu a je nedilnou soucasti glykolysy, glukogenese, pentosového

a Calvinova cyklu jako meziprodukt pii reakcich (Kodicek, 2012).

Obrazek 6. Chemicka stavba fruktosy

D-fruktosa
Cl:HgOH HOHC O OH
=0 HCI
CH.OH
OH
CH-OH
CSH 1206

(Davidkova, 2007)

Sacharosa — ziskava se ze stébel cukrové titiny nebo z bulev fepky cukrovky.
Jejim synonymem je tedy také titinovy ¢i fepny cukr. Sacharosu fadime mezi
neredukujici cukry. Dokdze se velmi snadno hydrolyzovat na glukosu
a fruktosu, coz je oznacovano jako invertni cukr. Hydrolyza je podminéna
kyselym prostiedim. Stejnou reakci mize také vyvolat enzym sacharasa (nebo-li
invertasa). Chemicky je sacharosa velmi nestabilni, je dobie rozpustna ve vode,
bod tani se pohybuje v rozmezi 182 °C az 192 °C. Ve vSech zelenych rostlinach
se sacharosa stava dulezitym metabolickym produktem slouzicim jako
transportni sacharid. Dulezité vyuziti tohoto neredukujicitho cukru se naslo
V potravinafstvi a to jako sladidlo, nebo konzerva¢ni latka (napf. pro
marmelady) (Copikova, 1997). Chemicka stavba sacharosy je uvedena na
obrazku 7.

Obrazek 7. Chemicka stavba sacharosy

Sacharosa
beta-D-fruktofuranosyl-alfa-D-glukopyranosid
HOH-C
o CH,OH CH,OH
Q Q
OH HO
HO o CH,OH
O OH OH
HOH-C
O
CHQOH C12H22011

(Davidkova, 2007)
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Kopec (1998) ve svych tabulkdch nutricnich hodnot ovoce a zeleniny uvadi obsah
sacharidii v jablkach 144 g.kg? a u mrkve je to hodnota 97 g.kg™. SloZeni sacharidd
v ¢erstvych jablkdch analyzovali také Suni a kol. (2000). Celkovy obsah sacharidii byl
stanoven na 615 — 716 g.kg™ v susing, kdy byla z 57 % zastoupena dominantni fruktosa. Soria
kol. (2009) stanovili obsah sacharidii obsazenych v mrkvich kvantitativné metodou plynové
chromatografie. Koncentrace fruktosy vykazovala hodnoty vrozmezi 20 — 244 mg.g™,

glukosy 17 — 245 mg.g™* a sacharosy 137 — 689 mg.g™ susiny.

3.2.2 Reakce sacharidu

Kas a kol. (2006) uvadi ze, chemické reakce sacharidlii jsou zalozeny na reaktivité
hydroxylovych a karbonylovych skupin a na schopnosti tvofit dehydrataci mineralnimi
kyselinami heterocyklicky aldehyd furfural nebo jeho derivat.

Jednou z reakci, ktera se déje i v naSem travicim systému je hydrolyza sacharidi. Jde
0 Stépeni slozitéjSich cukrt, jako je naptiklad sacharosa, na jednoduché cukry glukosu
a fruktosu, naCez se pro organismus stavaji rychlym zdrojem energie. Hydrolyza se dé€li na
kyselou, kde je rozpad sacharidu zpusoben kyselym prostfedim, tepelnym pusobenim
a alkalickym prosttedim. Tato hydrolyza je také nazyvana inverzi. Jako velkd vyhoda
hydrolytické reakce se jevi jeji pouziti pro komeréni vyrobu Skrobovych sirupd (napft.
Z kukuftice).

Dalsi vyznamnou reakci sacharidi je jejich redukce, kterd probihd plsobenim
redukénich podminek nebo enzymatickym piasobenim. Aldosy i ketosy mohou byt
zredukovany na polyhydroxyalkoholy, jinak také feceno alkoholové cukry (alditoly). Obvykle
se provadi reakce dan¢ho sacharidu s plynnym vodikem za pfitomnosti kovového
katalyzatoru (nikl, palladium) (Alexander, 1998).

V neposledni fad¢ je dulezitou reakci oxidace sacharidi pro stanoveni redukujicich
cukri. Tato reakce je zalozena na redukujicim ucinku volné karbonylové skupiny.
Aldehydova skupina aldos se oxiduje na karboxyl a u ketos dochézi k oxidaci spojené se
Stépenim fetézce. Sacharidy bez volné karbonylové skupiny takto nereaguji. Vznikem
karboxylové skupiny vznikaji takzvané aldonové kyseliny (napf. oxidaci glukosy vznikne
kyselina glukonova). Specialni oxidaci alkoholové skupiny na Sestém uhliku aldos vznikaji
uronové kyseliny. Nejbeznéjsi zkouSkou pro ptitomnost redukujicich cukri je Fehlingova

zkouska (Kas a kol., 2006).
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Sacharidy jsou stabilni za norméalnich podminek, pokud ale dojde ke zvySeni teploty,
muze dojit k nezadoucim reakcim, jako jsou tieba degradace na jiné slouceniny ¢i
karamelizace, nebo dokonce reakce s jinymi slouceninami pii Maillardové reakci, kdy
sacharidy reaguji s proteiny a aminokyselinami. Tato skute¢nost zahrnuje také zménu

sladivosti cukrd, ktera je nepostradatelna pro potravinaisky pramysl (Alexander, 1998).

3.2.3 Analytické stanoveni sacharidii

Pro stanoveni monosacharidti (hlavné glukosy, fruktosy) a oligosacharidii (sacharosy,
maltosy, laktosy) jsou vyznamné reakce jejich funk¢nich skupin (-OH, -CHO, -CO)
s chemickymi ¢inidly na barevné, oxida¢ni nebo redukéni produkty. Kromé kolorimetrikych
stanoveni se také vyuzivaji fyzikalné-chemické, fyzikalni (index lomu, optickd otacivost,
NIRS nebo-li metoda blizké infracervené spektroskopie) a biologické vlastnosti (enzymatické
vlastnosti). Pro stanoveni jednotlivych cukrl se pouzivaji pfedev§im separacni metody jako

kapalinové a plynova chromatografie.

3.2.3.1 Titra¢ni metoda

Z titranich metod se nejbéznéji vyuziva stanoveni dle Bertrada, toto stanoveni spociva
ve tvorbé oxidu médného diky redukci Fehlingovym ¢inidlem a naslednou
manganometrickou titraci, kdy se titruje do ¢erven¢ho zabarveni a vysledek je pfepocitan na
spotfebu manganistanu draselného. Dalsi titraéni metodou je Schoorleho metoda, ta je shodna
s pfedchozi az po vylouceni oxidu méd’ného. Poté ale nasleduje jodometrické stanoveni
nezredukovaného Cu®* po okyseleni vzorku kyselinou sirovou. Titruje se thiosiranem sodnym

z Sedomodrého zbarveni do krémového (Kuban, 2007).

3.2.3.2 Denzitometricka metoda

Denzitometrické méfeni patii mezi fyzikdlni metody, pficemzZ se k méfeni pouzivaji
pristroje jako hustomér (sacharometr) a pyknometr. Pyknometr je standardizovana nadoba
o definovaném objemu pii teplot¢ 20 °C vztazeno na specifickou hmotnost vody, touto

nadobkou jsme schopni naméfit hmotnost objemové jednotky vzorku.

3.2.3.3 Refraktometricka metoda
Pfi metodé se stanovi index lomu vzorku pii 20 °C a ten se poté dle tabulek ptevede na

obsah  suSiny. Vzorky se méfi pomoci pfistroje zvaného  refraktometr.
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Paprsek z monochromatického zafeni prochazi rozhranim dvou transparentnich prostiedi,
méni se tudiz rychlost a smér paprsku a diky tomu se lame. Index lomu je roven poméru

rychlosti svétla v téchto dvou prostiedich (vzduch, analyzovana latka) (Opekar a kol., 2002).

3.2.3.4 Polarimetricka metoda

Polarimetricka metoda se stejn¢ jako refraktometricka fadi do metod optickych, kdy
zakladnim principem je schopnost latek otacet rovinu polarizovaného svétla. Tyto latky se
nazyvaji opticky aktivni (obsahuji asymetricky uhlik). Mezi uvedené latky se svymi
vlastnostmi fadi také sacharidy. Méfeni je uskuteCnovdno pomoci pfistroji zvanych
polarimetr a sacharimetr. Z technického hlediska jde o stejny pfistroj, rozdil spociva
V pouzitém zdroji zareni a odliSné optické aktivité¢ analyzovaného vzorku. Sacharimetr uz dle
nazvu slouzi ke stanoveni sacharosy ve vzorku a nejvétsi uplatnéni tedy tato metoda nachazi

Vv cukrovarnictvi a potravinaistvi (Klouda, 2003; Zyka, 1979).

3.2.3.5 Chromatografické metody

Pokud je zapotiebi stanovit ve vzorku jednotlivé cukry vyuzivaji se separacni metody
jako chromatografie na tenké vrstvé (TLC), vysokoucinné kapalinova (HPLC) a také plynova
(GC) chromatografie. TLC byla pievazné z vétsi €asti nahrazena novéjSimi metodami HPLC
a GC, to diky jejich efektivni separaci, kvantifikaci a rychlosti stanoveni analytu. Pokud pijde
jen o kvalitativni analyzu vzorku, poté je volba TLC metody vyhodnd. Detekce rozdelenych
zon spo€iva V napousténi tenké vrstvy roztoky Cinidel, které poté reaguji s analyzovanymi
cukry za vzniku barevné reakce. Z intenzity zbarveni je mozné spocitat koncentraci
pozadovanych sacharidii. Pomémé ziidka se také pouzivd metoda GC a to kvili nizké
tékavosti cukri, které je nutné prevést na t€kavejsi estery €i ethery. V soucasné dobé je tedy
Vv laboratofich pro stanoveni mono- a disacharidi pouzivana metoda HPLC. Jako
nejvyhodnégjsi se jevi iontovd chromatografie (IC) s pouzitim kyseliny borité a komplext
sacharidli. Nasledna detekce je obvykle spektrofotometrickd, elektrochemickd nebo

refraktometricka (Eliasson, 2006; Kuban, 2007).

3.2.4 Priklady analytického stanoveni metodou HPLC
Wilson et al. (1981) v ¢asopise Journal of Food Science stanovili sacharosu, glukosu
a fruktosu v bramborach pomoci HPLC metody. Systém HPLC se skladal z kolony typu

puBondapak, mobilni faze byla smési acetonitrilu a vody v poméru 75 : 25, pritok mobilni
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faze Cinil 1,8 ml.min™. Analyzované sacharidy byly vyhodnocovany refraktometrickym
detektorem, a celkova doba analyzy i s pfipravou vzorku byla odhadnuta na 30 min. Vysledné
hodnoty varia¢nich koeficientii se pohybovaly v rozmezi 1,39 - 13,31 %.

Dalsi HPLC metodu s refraktometrickou detekci testovali v Italii, ale tentokrat pro
stanoveni sacharosy, glukosy a fruktosy v matefi kaSi¢ce. Italsti védci vyhodnotili metodu
jako dostatecné citlivou, dobfe opakovatelnou, rychlou, jednoduchou a také vhodnou pro
rutinni kontrolu kvality slozeni sacharidi v matefi kasi¢ce. Metoda piedstavuje i alternativu
k plynovym chromatografickym metodam, které pro svou analyzu vyzaduji slozitéjsi ¢isténi
a zpracovani vzorku (Sesta, 2006).

Na pekingské univerzité v Ciné analyzovali soucasné pét sacharidii v potravinach
(fruktosu, glukosu, sacharosu, maltosu, laktosu) s vyuzitim ELSD detektoru. Jako kolona byla
zvolena voda-NH; (4.6 mm x 250 mm, 5 um) vytemperovana na 30 °C. Kolonou protékala
mobilni faze o slozeni 75 % voda ku 25 % acetonitrilu pfi pritokové rychlosti 1,0 ml.min™,
Cela analyza trvala necelych 20 min a koncentrace analytli se pohybovaly v rozmezi od 50 do
2000 pg/ml. Vytéznost sacharidl z realnych vzorkl predstavovala vice nez 80,3 % (Luo et al.,
2010).

Velmi zajimavym vyzkumem se zabyvali Rahman a kol., kdy pfi stanoveni glukosy
a fruktosy pomoci HPLC metody pouZili misto refraktometrického detektoru (RI, ktery je pfi
detekci sacharidi bézny) detektor DAD. Metoda byla provedena pti nastavené vlnové délce
195 nm. Jako kolona byla zvolena Supelco Kromasil NH; (250mm x 4,5 mm,
5 mm), a aby nedochazelo k ucpani kolony, byla pouzita pfedkolona také od firmy Supelco.
Kolona byla vytemperovana na 30 °C. Mobilni faze ptedstavovala smés acetonitrilu
a deioizované vody (80 : 20) a slozky se v kolon€ eluovaly pii pritoku mobilni faze
0,6 ml.min. Reten¢ni ¢as fruktosy byl stanoven na 14,2 min a glukosy 16,25 min.
Z vysledkl tohoto vyzkumu také vyplynulo, ze detekci glukosy a fruktosy pomoci UV (195
nm) s pouzitim vody a acetonitrilu jako rozpoustédla je mozno b&ézné€ pouzivat v laboratorni

praxi, nebot’ se metoda potvrdila jako statisticky spolehliva (Rahman et al., 2008).
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3.3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE HPLC

Kapalinova chromatografie je obecny nazev pro procesy, pfi kterych se pouzivé kapalna

mobilni faze (Weston, 1997). Podle pokusného uspofadani rozliSujeme chromatografii
sloupcovou neboli kolonovou a chromatografii v ploSném uspotadani, tedy papirovou nebo
tenkovrstevnou (Mikes, 1980). Kolonova kapalinova chromatografie je nejstar$i ze vSech
chromatografickych metod. Byla objevena Cvétem jiz v roce 1906 (Cvet, 1906).
Vzhledem k pracnosti, zdlouhavému procesu a malé Gc¢innosti tak zpocatku zlstavala na
pokraji zajmu analytické chemie. Do popiedi pozornosti se postupné dostavala az ve druhé
polovin¢ 20. stoleti. V soucCasnosti patii k progresivnim, rychle se rozvijejicim metodam,
které nachazeji uplatnéni nejen pfi analyzach potravin, ale i vzorkl Zivotniho prostiedi, ve
farmaceutickych laboratofich a celé fadé dalsich oblasti (Stulik, 2004).

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) je vhodna zejména pro analyzy méné té€kavych, tepelné nestabilnich, ale
i vysokomolekularnich latek zejména organickych, ale i nékterych anorganickych (Opekar
a kol., 2002).

HPLC se tfadi mezi separacni metody, které jsou zaloZzeny na rozdilné distribuci
délenych latek mezi dvé riizné, vzajemné nemisitelné faze. Stacionarni fazi, ktera je plnéna do
chromatografické kolony, byvaji ¢astice kulovitého tvaru. Jsou bud’ homogenniho kulového
charakteru jako napf. silikagel, ptfipadné sestavajici z nosice, ktery je pokryt chemicky
navazanou fazi, jako jsou napf. nej€astéji pouzivané faze typu C18, C8, kyano, amino a dalsi.
V poslednich letech nachazeji uplatnéni stacionarni faze tvofené Casticemi s pevnym jadrem,
které skytaji fadu vyhod (Microsolv, 2012).

Mobilni fazi byva rozpoustédlo, castéji smés rozpoustédel. Podminkou pro dobrou
separaci je pozadavek, aby analyzované latky byly v mobilni fazi dobte rozpustné. Podle
vlastnosti staciondrni a mobilni fize délime analyzy na systém normalnich (NP) nebo
reverznich fazi (RP). V prvém piipad¢ je v kolon€ naplnén sorbent polarniho charakteru
a mobilni fidze je tvofena nepolarnim rozpoustédlem s malym mnozstvim polarngjSiho
rozpoustédla. Systém RP vyuZiva nepolarni stacionarni faze a polarniho rozpoustédla jako
fazi mobilni. Pratok mobilni faze je zajiStén vysokym tlakem, proto je tato metoda
oznacovana jako vysokotlaka kapalinovd chromatografie. HPLC lze vyuzit pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu (Cvacka, 2011).

Mezi vyhody pii optimalizaci podminek analyzy patii Sirokd nabidka HPLC kolon,

moznost ovliviiovat separaci slozenim mobilni faze, vyuziti gradientové eluce vedle
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jednoduché eluce izokratické, volba teploty kolony, ale i moznost volby vhodného detektoru
(Klouda, 2003). Na mobilni fazi jsou kladeny vysoké pozadavky z hlediska ¢istoty, nizké
viskozity, chemické inertnosti, stanovené analyty v ni musi byt dobie rozpustné a dale

i kompatibilni s detektorem (Helan, 2005; Stulik, 2004).

3.3.1 Instrumentace HPLC metody

Obrazek 8. Schéma pfistroje pro HPLC
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(Stormann, 2003)

Moderni kapalinovy chromatograf na obrazku ¢islo 8 se sklada ze zasobniki mobilni
faze s odplyniovacim systémem, pistovych Cerpadel, manudlniho nebo automatomatického
davkovani vzorku, chromatografické kolony, detektoru a vyhodnocovacim systémem. Césti,
které prichazeji do kontaktu se vzorkem nebo mobilni fazi, musi byt vyrobeny z inertnich
materiala, jako je  nerez, PEEK  (polyetheretherketon), pfipadné  teflon

(polytetrafluoroethylene). Tim se zabranuje nezadouci kontaminaci vzorku (Cvacka, 2010).

A. Chromatografické kolony a piedkolony:

Volba vhodné kolony je v HPLC velmi dulezita. U&innost separace zavisi na typu
pouzitého sorbentu, na délce kolony, vnitinim priméru i vnitinim povrchu kolony. Dilezita je
1 volba piedkolony, ptfipadn¢ predkolonové frity, ¢i filtru. Nejpouzivangjsi materialy k vyrobé
kolon jsou nerezova ocel, piipadné¢ PEEK (polyetheretherketon) (Dousa, 2008).

Klasické HPLC kolony jsou dlouh¢é 50 — 300 mm a jejich vnitini pramér je 2 — 5 mm.

Velikost ¢astic byva b&zné 3 nebo 5 um, v n&kterych piipadech i mensi. Cim je kolona delsi,

29



tim se zvysSuje ucinnost separace, ale roste také doba pottebna k provedeni analyzy a separace

probiha za vyssiho tlaku (Stulik, 2004).

Stacionarni faze:

Stacionarni faze délime podle charakteru na polarni a nepolarni, podle struktury na

celoporézni ¢astice s pevnym jadrem, pripadné monolytické kolony (Coufal, 2004).
e Polarni adsorbenty:

Nejrozsifenéj$im zastupcem polarnich fazi je silikagel. Povrch silikagelu je slabé kysely,
takze zadrzuje vice bazické latky nez latky kyselé a neutralni. Hodnota pH mobilni fize nesmi
nepiesahnout 8, jinak dochazi k nezadoucimu rozpousténi silikagelu (Dousa, 2008).
Specialnim typem silikagelu je tzv. Silica TYPE-C, ktery umoZziuje diky patentované
struktufe, kde jsou silanolové skupiny Si-OH nahrazeny nepolarnimi skupinami Si-H pouziti
i vodné mobilni faze. Vyrobcem tohoto typu sorbentu je firma Microsolv Technologies

(Microsolv, 2012). Srovnani obou typt silikagelu je na obrazku 9.

Obr 9. Srovnani obou typt silikagelu

Klasicky silikagel Silikagel TYPE-C
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Dal§im, méné cCastym polarnim sorbentem pouzivanym v HPLC je oxid hlinity
(Alumina). Vedle hydroxylovych skupin jsou na jeho povrchu centra s elektron-
akceptorovymi vlastnostmi, které mohou vstupovat do interakce s molekulami bohatymi na
elektrony. Pro chromatografii se nejlépe hodi neutralni oxid hlinity (Helan, 2005).

Dalsi, podstatné vice pouzivané faze normalniho charakteru jsou chemicky vazané
polarni stacionarni faze: aminopropyl, kyanopropyl, diol, pentafluorfenylpropyl, piipadné
nitrofenyl (Sebela, 2012). Pentafluorfenylpropylova fize je vhodnd zejména pro
donor/akceptorové interakce s vhodnym analytem. Vykazuje vyS§i selektivitu vici
aromatickym solutim. Na téchto fazich je mozné pouzivat az 100% vodné mobilni faze

v rozmezi pH 2,0 - 8,0 do teplot az 70 °C (Dousa, 2008).
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e Chemicky vazané nepolarni staciondrni faze

Stacionarni faze chemicky vazané na nosici jsou vyhodné zejména proto, Ze u nich
nedochazi k vymyvani staciondrni faze z nosice ani k rozpousténi v mobilni fazi, jsou odolné
I vaéi zmén¢ teploty. Stacionarni chemicky vazané faze etherového typu -Si-O-C maji
charakter monomerti. Tento typ vazby neni stabilni vi¢i hydrolyze, proto v mobilni fazi
nesmi byt pfitomna voda. Stacionarni chemicky véazana faze typu -Si-N-C je stabilngjsi
k hydrolyze, je pouzitelna pii pH 4 az 7,5. Zcela odolné vici hydrolyze je tieti typ vazby
-Si-O-Si-C (Nollet, 1992).

Reakei silanolovych skupin Si-OH za specifickych podminek mohou byt pfipravovany
stacionarni faze s riznymi typy ligandd, které se vyznacuji riznou polaritou a tim i rozdilnou
selektivitou (C8, C18, fenyl, alkylfenyl) (Vavrova, 2012).

Na nepolarnich fazich jsou reten¢ni ¢asy polarnich latek velmi kratké, retenéni Casy
nepolarnich latek rostou se vzristajici délkou ligandu (alkylového fetézce) a celkovym
obsahem chemicky vazaného uhliku (Sebela, 2012).

Nezadouci zbytkové polarni silanolové skupiny na nepolarnich fazich mohou
interagovat s analytem i mobilni fazi, coz negativné ovliviiuje separaci. Dochazi ke
chvostovani piktl. K eliminaci téchto nezddoucich vlastnosti faze se pouziva n¢kolik zpisobi
uprav, tzv. endcappingu (Dousa, 2008). Jedna se o fyzikalné-chemicky proces, ktery redukuje
pocet volnych silanolovych skupin na nepolarni fazi bud’ chemickou reakci nebo stérickym
stinénim volnych OH skupin, modifikaci ligandu, ptipadné zalenénim polarni skupiny do
organického uhlikového tetézce stacionarni faze mezi povrch silikagelu a nepolérni vrstvy
(Tatarkovicova, 2012, pers. Comm.).

Né&které nevyhody staciondrnich fazi pfipravovanych na bazi silikagelu (rozpustnost
v alkalické oblasti pH) odstrafiuji polymerni stacionarni faze, pfipravené zpravidla na bazi
styrendivinyl benzenovych kopolymerti. Tyto polymerni stacionarni fidze jsou pouzitelné
v celém rozsahu pH, coZ je jejich velika vyhoda (Helan, 2005).

Specifickou skupinu stacionarnich fazi tvofi ¢astice s pevnym jadrem. Pro ilustraci je na
obrazku 10 uvedena struktura ¢astice s pevnym jadrem a na obrazku 11 je schematicky

vvvvvv

¢asticemi s pevnym jadrem a celoporéznimi ¢asticemi.
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Obrazek 10. Struktura ¢astice s pevnym jadrem 2,7 um
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Obrazek 11. Srovnani Sitky pika

|

(Labicom, 2012)

Kolony s témito fazemi se vyznacuji vybornou reprodukovatelnosti riznych vyrobnich
Sarzi, vykazuji vysoké rozliSeni v kratkém retencnim Case pti zachovani nizkého tlaku. Délka
analyz na téchto kolonach se oproti kolonam klasickym zkracuje az 10x. Dalsi vyhodou je
vynikajici teplotni i pH odolnost v silné kyselych i bazickych oblastech. Tento typ stacionarni
faze se vyrabi v riznych modifikacich. Délka kolon byva od 50 do 150 mm, vnitini primér od
2 do 4,6 mm. Jsou plnény &asticemi < 2 pm, velikost pord byva 90 A. Vybrané typy jsou
pouzitelné i v systémech UHPLC. (Advanced Materials Technology, 2013; Cvacka, 2011).

Pfi snizeni priméru ¢astic pod 2pum uz standardni tlakovy limit 40 MPa nedostacuje,
proto byla na trh uvedena nova generace kapalinové chromatografické instrumentace,
oznacovana jako UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography) nebo UHPLC (Ultra-
High Performance Liquid Chromatography), umoznujici pracovat pii vysSim tlaku
(Caslavsky, 2010). UPLC a UHPLC lze povaZovat za synonyma, jelikoZ technologii UPLC
uvedla poprvé na trh firma Waters, ktera si zkratku UPLC ochranila jako ,trade mark®,
obecné se pro tuto technologii, pfistroje a kolony dalSich vyrobct piijalo spolecné oznaceni
UHPLC (Jurkova a OlSovska, 2012).

UPLC je nov¢jsi alternativou klasické HPLC metody. Analyzy probihaji za vysokych tlaki —
15 000 psi (1000 bar, 100 MPa), ptipadné¢ az 18 000 psi. Tyto podminky piinaseji fadu
prednosti, jako jsou napf. krat$i doba analyzy a tim 1 vyssi produktivita, snizuje se spotieba
rozpoustédel, zvySuje se separacni ucinnost, dochdzi ke sniZzeni meze detekce a zvySeni
citlivosti (Dousa, 2009). Maximalni pratokova rychlost je 5 ml/min, pouzivaji se
chromatografické kolony s casticemi < 2pum. Tim Ze doSlo ke zméné geometrie

chromatografické kolony (délky a vnitiniho priméru) a zmensenim ¢astecek sorbentu dochazi
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k vyraznému zvysSeni citlivosti metody. UPLC kolony jsou 5 az 10 cm dlouhé a s primérem
nejéastéji 2,1 nebo 1 mm. Pouzivaji se sorbenty anorganického (silikagel) nebo organického

typu (polymer, uhlik) (Hakova, 2012).

B. Detektory:

Diilezitou soucasti chromatografti jsou detektory, které sleduji slozky vychazejici
z kolony. Vysledkem analyzy je zaznam chromatografické separace tzv. chromatogram. Ve
spojeni s kapalinovou chromatografii se pouzivaji Univerzalni (napt. UV/VIS), ale i selektivni
detektory (napt. fluorescencéni). Mohou byt destruktivni nebo nedestruktivni. Pro
vicenasobnou detekci je 1ze kombinovat a fadit je za sebou (Opekar a kol., 2002).

Typy HPLC detektora:

- fotometricky UV/VIS — nejéastéji pouzivany selektivni detektor, ktery mize pracovat

pfi urcité vinové délce, nebo mohou byt vinové délky v pribéhu analyzy ménény. UV/VIS
detektory vykazuji Sirokou oblast linearni odezvy na zménu koncentrace (Mikes, 1980).

- spektrofotometricky detektor s diodovym polem (DAD) — poskytuje trojrozmérny

zaznam. Odezva detektoru v zavislosti na ¢ase je doplnéna sou¢asnym snimanim absorp¢niho
spektra (Opekar a kol., 2002).

- fluorimetricky (FLD) — velmi citlivy selektivni detektor pouzitelny pro latky pfimo

fluoreskujici nebo fluoreskujici po derivatizaci. Fluorescence se méti ve sméru kolmém
k paprsku primarniho zateni (Coufal, 2004).

- refraktometricky (RI) — zaloZen na méfeni indexu lomu. Detektor je tim citlivé;si, ¢im

vétsi je rozdil mezi indexem lomu analytu a rozpoustédla. RI detektor nelze pouZit pfi
gradientové eluci. Dulezita je skutecnost, ze index lomu zavisi na teploté (Klouda, 2003).

- detektor ELSD — je univerzalni detektor, ktery slouzi k detekci latek neobsahujicich ve

své molekule Zadny chromofor nebo fluorofor. Pti vstupu eluentu do zmlZovace dojde k jeho
zmlZeni inertnim plynem, zpravidla dusikem. Mlha eluentu nasledné vstupuje do evaporacni
komurky, kde dojde k odpafeni mobilni faze a vytvoieni Caste¢ek méné tékavého solutu.
V optické komtrce dojde k rozptylu svétla pochazejiciho ze zdroje zafeni na CasteCkach
solutu a odezva fotodetektoru je pak ptimo tmérna hmoté prochazejici optickym paprskem
(Opekar a kol., 2002).
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- hmotnostné-spektroskopicky (MS) - je univerzalni, vysoce selektivni a citlivy detektor,

ktery umoznuje identifikaci analyti na zaklad¢ jejich hmotnostnich spekter. Detekuje ionty,
které vznikaji urCitym typem ionizace analyti. Jedna se naptiklad o elektrickou (EI) nebo
chemickou ionizaci (CI), ionizaci rychlymi ionty (SIMS), desorp¢ni fotoionizaci (MALDI),
vyuziti termospreje (TS) nebo elektrospreje (ES), pfipadné dalSimi zpisoby. Prvnim krokem
v hmotnostnim detektoru je pfevod analyti rozpuSténych v mobilni fazi na ionty
v plynné fazi. Dale se ionty analyzuji, uréuje se pomér hmotnosti ku naboji (m/z) (Nollet,
1992).

V soucasnosti je na trhu nékolik typli hmotnostnich detektorii, jejichz principy se
vzajemné odliSuji. Jedna se napiiklad o hmotnostni detektory s jednoduchym nebo trojitym
kvadrupdlem, detektor pracujici na principu iontové pasti nebo priletového analyzatoru TOF
(Time-of-Flight), Q-TOF (Quadrupole Time-of-Flight), MALDI-TOF a tada dalsich. Volba
konkrétni varianty zavisi zejména na charakteru provadénych analyz (Cajka a kol., 2008).

V praxi jsou ve spojeni s HPLC vyjimecné pouzivany i dalsi typy detektort, jako jsou
napiiklad AAS, FTIR, vodivostni detektor, aerosolovy detektor nabitych ¢astic, radiometricky
detektor a dalsi (Nollet, 1992).

Stanoveni sacharidi se nejéastéji provozovalo na HPLC systému s RI detekei. Jako
vyhody refraktometrické detekce se uvadi vysoka linearni odezva, ale naopak jeji nevyhodou
je nizka citlivost, nemoznost pouZiti chromatografie s gradientovou eluci. Proto se v souc¢asné
dob¢ vice vyuzivda HPLC ve spojeni s ELSD detektorem, kdy je citlivost o fad vyssi nez u RI
detektoru a je kompatibilni s gradientovou eluci (Rogatsky et al., 2005).

3.3.2 Analytické vyhodnoceni chromatogramu

Vysledkem analyzy vzorku metodou kapalinové chromatografie je chromatogram.
V nejjednodussim piipad€ se jedna o zavislost signalu detektoru na ¢ase — napt. pii pouziti
UV/VIS detektoru (Klouda, 2003).

Pro kvalitativni analyzu (identifikaci latek) se v kapalinové chromatografii vyuziva
zejména shody retenc¢nich Casti sledovaného analytu se standardem.

Retencni (elucni) Cas tR predstavuje ¢asovy interval od nastfiku vzorku do okamziku

detekce. Je odecitan z chromatogramu jako vzdalenost mezi okamzikem nastfiku a maximem
pfislusného chromatografického piku. Hodnoty reten¢niho c¢asu jsou udavany vétSinou

v minutach nebo sekundach.
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Redukovany retencni Cas (t'R) - Cas, ktery ptisluSny analyt stravi ve stacionarni fazi.

Potom plati: t'‘R=tR -tM

Mrtvy Cas kolony tM - vyjadfuje ¢asovy interval od nastfiku vzorku do okamziku

detekce slozky, ktera neni zadrzovana stacionarni fazi a pohybuje se stejnou rychlosti jako tok
mobilni faze.

Retencni (kapacitni) faktor (k) - definovan jako pomér redukovaného retencniho ¢asu ku

mrtvému retenénimu Casu. k=t'R/tM
(Opekar a kol., 2002)

Ukolem kvantitativniho stanoveni je nalezeni vztahu mezi plochou, vyjimeéné vyskou
piku a mnozstvim eluované latky. Plati, Ze metoda, kterd byla pouzita pro vyhodnoceni
plochy standardu, musi byt pouzita i pro vyhodnoceni plochy stanovované latky. Pro
kvantitativni vyhodnoceni chromatografickych dat je vyuzivano rGznych typa software.
Kazdy z nich obsahuje fadu zplsobl integrace, ktery je pak mozné zvolit k optimalizaci
integracnich udalosti. Pfi analyzdch redlnych vzorkl jsou vyuzivdny metody eliminujici
v maximalni mozné mife nepiesnosti, ke kterym mutize dojit pii Gpraveé, zpracovani i vlastni
analyze vzorku. Pro vyhodnoceni lze vyuzit metodu vnéjsiho standardu, metodu standardniho
pfidavku, metodu vnitiniho standardu nebo metodu vnitini normalizace. Vzdy se snaZime
volit pokud mozno co nejpiesnéjsi a nejjednodussi metodu vyhodnocovani (Klouda, 2003).

Pro kvantitativni vyhodnoceni je vhodné charakterizovat nékolik dilezitych pojmi,
které¢ je nutno pifi vyhodnoceni respektovat. Idedlni pro kvantitativni vyhodnoceni je
symetricky tvar piku, tzv. Gausovsky tvar (obr. 12 A). Pokud nejsou spravné zvoleny
podminky HPLC analyzy, mtze dochazet k deformaci tvaru piku (obr. 12 B, C). V tomto

pfipad¢ je nutno upravit podminky separace.

Obrazek 12. Tvary piku v chromatogramu

Gaussovsky pik rozmyty pik rozmyty
pik vzadu e
(s chvostem) vpreau

(Coufal, 2004)
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Uginnost chromatografické kolony charakterizuje, do jaké miry se zony separovanych

latek na koloné rozsiiuji. Mirou uc¢innosti chromatografické kolony je pocet teoretickych pater

dané kolony a vyskovy ekvivalent teoretického patra.

Rozliseni charakterizuje miru relativni separace popt. miru vzajemného prekryvani dvou

sousednich pikii. Na obr. 13 jsou uvedeny piiklady rizného rozliseni.

Obrazek 13. Piiklady rtizného rozliseni

odezva detektoru

o

.

b3

=]

Atg

Win= 2,3540

w=4c

Ri,=15
prekryti 0,1 %

R]_:z = ].,0
piekryti 2 %

(Coufal, 2004)

Pro kvantitativni vyhodnoceni jsou dilezité¢ také pojmy jako citlivost, coz je smérnice

kalibra¢ni kfivky, linearita, mez detekce (LOD — limit of detection), pfipadné¢ mez

stanovitelnosti (LOQ — limit of quantification), které spolu velmi tzce souvisi.

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné

odli$ny od Sumu. Vyjadiuje jako trojnasobek Sumu zékladni linie

Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pii které je piesnost stanoveni takova, ze

dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. BéZné se mez stanovitelnosti uvadi jako desetindsobek

Sumu zakladni linie.

Linearita je chapana jako ptimkova zavislost mezi dvéma proménnymi, tj. odezvou

detektoru a koncentraci analytu. V soucasné dobé se k hodnoceni linearity pouziva téméf

vyhradné korela¢ni koeficient. Zavisi na rozlozeni bodl na piimce.

Spravnost metody je definovédna jako stupeni, do jakého stanovena hodnota analytu ve

vzorku odpovidéa dané referen¢ni hodnoté.

Ptesnost metody vyjadiuje shodu mezi nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi za

pfedem piesn¢ definovanych podminek. Pfesnost se vyjadiuje jako smérodatna odchylka

respektive jako relativni smérodatnd odchylka (RSD). Zakladnim pozadavkem je skutecnost,

aby se RSD co nejvice blizila nule.

Interval spolehlivosti

je

interval, ve kterém

S

vysokou, predem zvolenou

pravdépodobnosti lezi hodnota hledaného parametru (Ctita, 1986; Opekar a kol., 2002).
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3.4 NUTRICNI JAKOST EKOLOGICKE SUROVINY VERSUS
INTEGROVANA SUROVINA

Vzhledem k rostoucimu vyznamu bezpecCnosti potravin a zvySujicimu se Setrnému
zem&délstvi se snazi eliminovat pouzivani zemédélskych chemikalii a pouzit piirodni
materidly a to jak v piipravcich na ochranu rostlin, tak také v lidské vyzive. Bioprodukty maji
mnohem niz§i mnozstvi rezidui pesticidi ve srovnani s integrovanou nebo konvenéni
produkci (Roth et al., 2007).

V soucasné dobé je velmi diskutovanou otdzkou, zda je kromé SetrnéjSiho ptistupu
K Zivotnimu prostiedi také vyssi nutri¢ni kvalita bio produktti oproti integrovanému péstovani.
A zda existuji dolozitelné ditkazy a studie, jestli tomu tak doopravdy je.

Weibel a kol. v roce 2000 testovali odrtidu jablka Golden Delicious. Péstovali souc¢asné
5 part organickych/integrovanych jablek v podobném mikroklimatu a jejich maximalni
vzdalenost Cinila 180 km. Pfi méfeni vnitini kvality jablek zkoumali nésledujici parametry:
pevnost, obsah sacharidii, kyselinu jablecnou, minerdlni prvky, fenoly, selen, vlékninu,
vitamin C a E. Byla také provedena senzoricka analyza. Jako vysledek studie uvadéji, ze
vSechny ovocné vzorky organickych sadii mély vyrazné pevnéjsi duzninu plodu a mély také
vys$si chutové zndmky nez konvenc¢ni. Bio jablka obsahovala vice fosforu a fenolickych latek.
Tyto vysledky poukazuji na to, Ze organicky pé&stovana jablka mohou mit vynikajici vnitini
kvalitu. Nicméng, pro zobecnéni vysledku by byla zapotiebi rozsahlejsi studie.

Ve trech riznych regionech Belgie byly sebrany odridy jablka Janagold, v kazdém kraji
byly odebrany odriidy z organické a integrované produkce se stejnymi klimatickymi
a pudnimi vlastnostmi. Ovoce bylo ulozeno po dobu 6 mésici v ochranné atmosfére. Uréena
doba skladovani experimentu méla simulovat podminky v obchodnim fetézci. Jakostni
parametry (pevnost, obsah kyselin a sacharidii, aroma profilu) byly analyzovany ihned po
sklizni a skladovani. Analyza neprokazala fakt, ze existuje piresvédCivy dikaz rozdilu
V obsahu Zivin mezi ekologickym a konvencnim pfistupem k péstovani a také uvadi, Ze
vetejnost nedokaze snadno rozlisit organické vyrobky od téch konvencénich (Roth et al.,
2007).

V roce 2002 byl proveden vyzkum ve srovnani organickych a konvencnich druhi
potravin, ktery se piimo zabyval nutriéni kvalitou (hlavné vitamin C) a také toxicitou
(pesticidy a nitraty) u riznych druhti ovoce a zeleniny. Pti experimentu byl analyzovan rozdil
v konkrétnich vnitinich a vnéj$ich parametrech kvality organickych a konvené¢nich jablek
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odridy Golden Delicious. Vyznamné rozdily byly zjistény u obsahu kyselin a také u objemu
a barvy odridy. Naopak zadny rozdil nebyl zjistén u sacharidu, pH, suSiny a pevnosti jablka.
Pti tomto vyzkumu byl uveden zavér, ze existuji rozdily mezi ekologickymi a konven¢nimi
potravinami pouze pro nékteré parametry, ale kvalita je ovlivnéna i jinymi faktory. Jako jsou
odrida, podnebi, typ pudy a podminky skladovani (Bordeleau, 2002).

Rembialkowska (2003) se zabyvala studii ekologického zemédélstvi jako systému,
ktery poskytne lepSi rostlinné kvality produkti. Ekologické zeméd¢€lstvi je obycejné
povazovano za systém zlepSujici kvalitu zeleniny. Cilem jeji studie bylo analyzovat dopady
ekologickych metod na kvalitu zeleniny béhem vyroby, skladovani a na cesté¢ ke spotiebiteli.
Analyza byla provedena pro nutriéni a senzorické parametry kvality mrkvi a brambor
z ekologického zeméd€lstvi, které byly srovnavany s kvalitou konvencnich protéjski. Bylo
zjisténo, ze organicka zelenina méla nizsi vynosy, ale vétsina jejich nutricnich a smyslovych
atributll jakosti byla lepsi nez u béznych plodin. Niz§i Groven dusi¢nand a zaroven vyssi
obsah vitaminu C v organickych bramborach by mohla mit vyznamny anti-karcinogenni vliv
na lidsky organismus. Biozelenina dokaze také snadnéji splnit potieby pro kojeneckou vyzivu
a stravu malych déti.

Zda se, Ze jednim z hlavnich divodl pro nékup biopotravin je dojem zdkaznikl, Ze
potraviny jsou vyzivnéj$i nez konvencni. S ohledem na rostouci zajem o bio produkty, je
nutné piezkoumat a ur€it, do jaké miry je o¢ekavani spotiebiteld splnéno. EXistuje jen malo
studii, které jsou schopny dolozit plnohodnotné srovnani, a proto je obtizné zobecnit a uvést
zaveér, Ze ekologické potraviny maji lepsi kvalitu. Pres tyto omezeni, se vSak mohou nékteré
rozdily vyskytovat. Napf. existuje mirna tendence k vys$s§im obsahtim Kkyseliny askorbové
v organicky péstovanych bramborach a listové zelenin€. S ohledem na zbytek Zivin a dalSich
kvalitativnich parametrii jsou stavajici dikazy nedostate¢né. Kone¢né experimenty, kde byla
zvifata krmena organickym krmivem, ukazuji, Zze zdravi zvifat a jejich reproduk¢ni schopnost
se mirn¢ zlepsila. Podobné zjisténi ale nebylo dosud identifikovano u ¢lovéka (Magkos et al.,
2003).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 STANOVENI SUSINY U OVOCE A ZELENINY

Susina byla stanovena u vSech odrid jablek a mrkvi pomoci suSicich vah typu
Precisa HA 300 od vyrobce Precisa Instruments AG, Switzerland. Navazka kazdého ze
vzorkl Cinila 1 g s pfesnosti na jednotky miligramti. Na suSicich vahach byl navolen program
pro stanoveni susiny ovoce a zeleniny. SuSeni vzorkil probihalo pfi teploté 105 °C, kdy cely
susici program trval piiblizné 20 min. Cas analyzy byl zavisly na obsahu vody ve vzorku
a vysledek byl uveden procentudlnich hodnotach. Kazd4 odrida vzorku byla proméiena
tiikrat a spolu s hodnotami jsou v tabulkach ¢islo jedna a dvé uvedeny i pfislusné smérodatné

odchylky.

4.2 STANOVENI VITAMINU C

4.2.1 Pouzity material

Analyza vitaminu C byla provadéna na sedmi odriidach jablek, z nichZ kazda odriida
byla v bio (ekologické) a nebio (integrované) varianté. Jmenovité to byly odrudy Florina,
Zvonkové, Topaz, Sampion, Ontario, Melrose a ldared. Jablka z certifikované ekologické
produkce byla ptivodem z Radimi a Luze u Chrudimi. Jabloné¢ mély vyssi kmenné tvary
a tento sad obhospodatuje Ekofarma Bily mrak se sidlem v Sachové. Druh4 skupina stejnych
odriid a to tedy integrovanych byla z produkce ze sadu zékrski a vieten CZU na Suchdole.
Byly to predevsim starsi, ale dosud péstované odridy. Velmi dulezitym parametrem péstovani
bylo také to, ze na obou stanoviStich byla v lofiském roce (2012) vyrovnana, velmi dobra
nasada plodu.

Analyza vitaminu C byla provedena na osmi typech mrkvi, které byly odli$né
péstovany. Pokusy byly realizovany na Demonstraéni a vyzkumné stanici v Praze Troji
(detaSované pracovisté katedry zahradnictvi — Fakulta agrobiologie, potravinovych
a piirodnich zdroji v Praze). Jmenovité byly péstovany dvé odrudy mrkvi, Afalon F1
a Cortina F1. Jejich vysev byl uskuteénén v kvétnu 2012 a sklizeni probéehla v fijnu 2012.
Hustota porostu ¢inila bud’ 600 tis. rostlin/ha, nebo 900 tis. rostlin/ha, kdy byly vysévany ve
dvojtadcich se vzdalenosti mezi fadky ve dvojfadku 10 cm. Kazda odrida byla péstovana

v integrované produkci (intenzita hnojeni 80 kg/ha) a také v ekologické produkci
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(1,5 t Organica/ha). Kone¢né rozdéleni a pojmenovani vSech typti mrkvi bylo nasledujici:
ITA 600 (Integrovany/ Troja/ Afalon F1) péstovany pfi hustoté 600 tis. rostlin/ha ve étyfech
opakovanich, stejny typ je ITA 900, ktery byl ale vypéstovan pii hustoté 900 tis. rostlin/ha.
Dalsim typem jsou mrkve typu ITC 600 a ITC 900 (Integrovany/ Troja/ Cortina F1). Jako
jejich ekologicky protéjsek byly stanovovany odrady mrkvi s nazvem ETA 600, ETA 900
(Ekologicky/ Troja/ Afalon F1) hustota péstovani 600 a 900 tis. rostlin/ha a také ve ¢tyfech
opakovanich. Dale pak ETC 600, ETC 900 (Ekologicky/ Troja/ Cortina F1).

4.2.2 Pouzité pomiicky a pristroje
Pomticky
e bezné laboratorni sklo
e filtracni papir Filtrak 388, 15 cm
e injek¢ni stiikacky (objem 10 pl)
Ptistroje
. analytické vahy AND ER-180A (A and D Company, Tokyo Japan)
o ultrazvukova lazen (Tesla, Czech republic)
. pH metr Snail Instruments pH 12
o ruéni mixér B-515M (500W) FAGOR (Electrodomésticos, Spain)
o HPLC systém INGOS skladajici se z:
- pumpa LCP 5020
- analyticka kolona LiChroCart 125-4 Purospher Star RP-18e (5 pum), teplota kolony
25°C
- spektrofotometricky detektor LCD 5000, vinova délka 254 nm

- prittok mobilni faze 1 ml.min™

4.2.3 Pouzité chemikalie

e demineralizovand destilovana voda

e Kyselina askorbové (Penta s.r.o. Chrudim)

e Kyselina metafosfore¢na 85% (Lachema Neratovice)
e Methanol p.a. (Lach-Ner s.r.o. Neratovice)

e Kyselina fosfore¢na 85% (Lachema Neratovice)

40



4.2.4 Priprava roztokii k analyze

Pfiprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim 760 ml destilované vody spolu s 40 ml methanolu.
Pro upraveni hodnoty pH na 3 byla pfiddna také kyselina fosfore¢na a to v nepatrném
mnozstvi (0,2 ul). Takto pifipravena mobilni fadze byla v zasobni ldhvi odplynéna

Vv ultrazvukové lazni po dobu pfiblizné deseti minut.

Piiprava extrakéniho ¢inidla

Pro extrakci standardd a vzorkd byl pouzit 3% roztok kyseliny metafosforeéné, ktery byl

pfipraven rozpusténim 15 g pevné kyseliny metafosforecné v 500 ml demineralizované vody.

Piiprava standardnich roztoka

Nez bylo postupné pfipraveno deset standardnich roztokd ve zvySujici se koncentraci, byl
nejprve namichan zasobni roztok kyseliny askorbové o koncentraci 1 mg/ml v extrakénim
¢inidle. Maximalni doba pouzitelnosti zasobniho roztoku i standardi ¢inila pouze jeden den.
Standardy slouzily ke zji§téni a stanoveni reten¢nich Cas vitaminu C a také pro odezvu
detektoru ptislusné koncentrace. Z namétenych hodnot byla dale sestrojena kalibracni pfimka,
pomoci niz byly pocitany koncentrace redlnych vzorkil. Pro stanoveni kalibra¢ni pfimky
kyseliny askorbové byly sestrojeny standardy o koncentracich 0,01; 0,02; 0,04; 0,1; 0,3; 0,5;
1; 15; 2 a 25 mg/50 ml. Do 50 ml odmérmych banék bylo tedy postupné pipetovano
0,005 ml; 0,01 ml, 0,02 ml, 0,05ml, 0,15 ml, 0,25 ml, 0,5 ml, 0,75 ml, 1 ml a 1,25 ml
zasobniho standardniho roztoku kyseliny askorbové. Poté byly odmérné baiikky doplnény po
znacku extrakénim cinidlem. Z takto pfipravenych standardi byla odebrana c¢ast roztoku
injekéni stiikackou a poté aplikovana do smycky HPLC pfistroje.

Kalibraéni kiivka pro vitamin C, viz obrdzek 14, byla sestavena z vySe popsanych
standardnich roztoki, které meély postupnou zvysujici se koncentraci. Kazdy z téchto
standardii byl prométen 3krat. Kalibraéni kiivka je zavislosti odezvy detektoru na koncentraci

roztoku. Detekce vitaminu byla stanovena v reten¢nim ¢ase 1,80 min.

4.2.5 Priprava vzorki

VSechny plody byly pied vlastni analyzou ociStény a zbaveny casti, které se
nekonzumuji, vzorky byly zprvu nahrubo nakrajeny, byl vybran reprezentativni vzorek a ten
nasledné rozmixovan na jemnou drt’, ktera byla poté zamrazena pii -18 °C. Nasledné byla drt
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jablek a mrkvi pied analyzou rozmraZena a na vahach bylo navazeno do 100 ml odmérné
banky 10 g vzorku s pfesnosti na jednotky miligrami. Poté se do banky doplnilo po rysku
extrakéni Cinidlo a takto pfipraveny vzorek byl vlozen na 5 min do ultrazvukové ldzné
prefiltrovan ptes filtracni papir a vysledny filtrat byl injek¢ni sttikackou davkovan do smycky

HPLC pfistroje. Analyza jednoho vzorku trvala 5 min.

4.3 STANOVENI SACHARIDU

4.3.1 Pouzity material

Byl pouZzit stejny material jako u stanoveni vitaminu C, viz kapitola 4.2.1.

4.3.2 Pouzité pomtcky a pristroje
Pomiicky
e bézné laboratorni sklo
e filtra¢ni papir Filtrak 388, 15 cm
e filtr Simplepure NY 0,45 pm
e injekéni stiikacky (objem 10 ml)
Ptistroje
o analytické vahy AND ER-180A (A and D Company, Tokyo Japan)
o ultrazvukova lazen (Tesla, Czech republic)
. ruéni mixér B-515M (500W) FAGOR (Electrodomésticos, Spain)
J HPLC systém Varian Star 9010 skladajici se z:
- pumpa Varian 9010
- smyCka Rheodyne pii objemu nastiiku 20 pl
- analyticka kolona Aminex HPX- 87H, 300 mm na 7,8 mm, teplota kolony 55 °C
- refraktometricky detektor Varian RI-4, pracovni teplota 35 °C

- pratok mobilni faze 0,6 ml.min™
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4.3.3 Pouzité chemikalie
e demineralizovana destilovana voda
e D(+) glukosa, monohydrat p.a. (LABCHEMA Brno)
e D(-) fruktosa (KEBO Lab)
e Sacharosa p.a. (Lach-ner s.r.o. Neratovice)
e 96% H,SO, p.a. (Penta s.r.o. Chrudim)

4.3.4 Priprava roztokii k analyze

Pfiprava mobilni faze

Mobilni fazi u stanoveni sacharidi metodou HPLC tvofil 0,005M roztok kyseliny sirové,
ktery byl pfipraven smichanim 0,5585 ml 96% kyseliny sirové spolu s 2 1 demineralizované
vody. Takto pfipravena mobilni faze byla v zasobni ldhvi odplynéna v ultrazvukové 1azni po

dobu piiblizné deseti minut.

Piiprava standardnich roztoka

Pro kazdy sacharid byly postupné ptipraveny Ctyfi standardni roztoky ve zvysujici se
koncentraci. Standardy slouzily ke zjisténi a stanoveni reten¢nich casti daného sacharidu
a také pro odezvu detektoru pro piislusnou koncentraci. Z naméfenych hodnot byla dale
sestrojena kalibra¢ni ptimka, pomoci niZ byly pocitany koncentrace realnych vzorki. Pro
stanoveni kalibracni pifimky glukosy, fruktosy a sacharosy byly sestrojeny standardy
o koncentracich 0,25; 0,5; 1; 1,5 g/50 ml, které byly pfipraveny smichanim piesné
navazeného mnozstvi pfislusného sacharidu spolu s demineralizovanou vodou, ta byla
doplnéna po rysku 50 ml odmérné baiiky. Roztok byl dikladn€ promichdn do Uplného
rozpu$téni. Z takto pfipravenych standardii byla odebrana ¢ast roztoku injekéni stikackou
a poté aplikovana do smycky HPLC pfistroje.

Kazdy standard o jedné koncentraci byl pomoci metody promeéten 2krat. Kalibraéni
pfimka je zavislosti plochy piku na koncentraci roztoku. Retencni ¢as u analyzy sacharida této
metody byl stanoven pro sacharosu 8,088 min, pro glukosu 9,62 min a pro fruktosu 10,45

min.
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4.3.5 Priprava vzorki

Vsechny plody byly pied vlastni analyzou ociStény a zbaveny casti, které se
nekonzumuji, vzorky byly zprvu nahrubo nakrajeny, byl vybran reprezentativni vzorek a ten
nasledn¢ rozmixovan na jemnou drt’, kterd byla poté zamrazena pfi -18 °C. Nésledné byla drt’
jablek a mrkvi pid analyzou rozmrazena a na vahach bylo navazeno do 250 ml kadinky 30 g
vzorku spiesnosti na jednotky miligramt. Poté byla do kazdé zkadinek dovazena
demineralizovana voda do 60 g a vse bylo dikladn¢ promichano. Nasledovala prvni filtrace
vzorku pomoci filtratniho papiru, ziskany filtrat byl pfeveden do 50 ml kadinky
a pomoci injekéni stiikacky s filtrem Simplepure NY 0,45 um podruhé zfiltrovan. Poté byl
injekéni stiikackou davkovan do smycky HPLC pfistroje a analyza jednoho vzorku trvala 15

min.

4.4 POUZITY SOFTWARE
Vysledky, grafy, tabulky, smérodatnd odchylka, interval spolehlivosti a aritmeticky
primér byly sestrojeny a vypocteny pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.
Statistickd priikaznost stanovena Tukeyho testem byla vyhotovena pomoci softwaru

Statistica 10 (StatSoft Inc.)

44



5. VYSLEDKY

5.1 STANOVENI SUSINY V PLODECH JABLEK A MRKVI

Vysledné hodnoty suSiny jablka znézornuje tabulka €. 1, v niz jsou zaneseny tii hodnoty

susiny a nasledn¢ pramér téchto hodnot u kazdé ze sedmi odriid jablek a odlisSném zplisobu

pestovani. V tabulce €. 2 jsou uvedeny Ctyfi hodnoty susiny pro ob¢ odridy mrkvi, zvIast’ pak

pro hustotu 600 a 900 i pro odlisny typ produkce.

Tabulka 1. Vysledné hodnoty susiny jablka

1. méfeni (%) | 2. méfeni (%) | 3. méfeni (%) Primér X | Smerodatnd odchylka

IDARED I.P. 9,28 9,53 10,09 9,63 s=0,34
IDARED BIO 13,35 13,53 13,60 13,49 s=0,11
MELROSE I.P. 12,65 12,67 12,51 12,61 s=0,07
MELROSE BIO 15,73 16,17 15,94 15,95 s=0,18
ONTARIO I.P. 17,61 17,32 17,29 17,41 s=0,14
ONTARIO BIO 13,47 13,49 13,67 13,54 s=0,09
SAMPION I.P. 13,39 13,34 13,38 13,37 s=0,02
SAMPION BIO 15,56 15,96 15,42 15,65 s=0,23

TOPAZ I.P. 15,51 15,11 15,43 15,35 s=0,17

TOPAZ BIO 14,67 14,23 14,32 14,41 s=0,19
7ZVONKOVE I.P. 13,39 13,70 13,51 13,53 s=0,13
ZVONKOVE BIO 14,36 14,49 14,73 14,53 $= 0,15
FLORINA I.P. 13,42 13,61 13,71 13,58 s=0,12
FLORINA BIO 13,86 13,56 13,57 13,66 s=0,14
Tabulka 2. Vysledné hodnoty susiny mrkvi

1. opakovani | 2. opakovani | 3. opakovani 4. opakovani _ Smérodatna
(%) (%) (%) (%) * odchylka

ETA 600 11,20 11,79 10,55 9,75 10,82 s=0,76
ETA 900 9,55 11,45 11,54 10,43 10,74 s=0,81
ITA 600 15,72 14,25 13,86 13,74 14,39 s=0,79
ITA 900 13,34 14,06 13,64 13,13 13,54 s=0,35
ETC 600 13,17 12,80 13,56 12,10 12,91 s=0,54
ETC 900 12,32 14,60 13,75 13,64 13,58 s=0,82
ITC 600 11,86 10,86 12,57 10,65 11,49 s=0,78
ITC 900 14,21 14,07 12,87 12,45 13,40 s=0,76
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5.2 VALIDACE METODY

5.2.1 Sestrojeni kalibrac¢nich kiivek

Pro wvalidaci metody byly pro kyselinu askorbovou piipraveny standardni roztoky od
koncentrace 0,02 do 5 mg.100 g*. Pro sacharosu, glukosu a fruktosu pak hodnoty
od 0,5 do 3 g.100 g™*. Tyto standardni roztoky byly zaneseny do kalibragnich piimek, které

jsou zndzornény na obrazcich 14, 15, 16 a 17.

Obrizek 14. Kalibra¢ni kiivka vitaminu C
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5 7 R*=0,9928
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Obrazek 15. Kalibra¢ni kiivka sacharosy
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Obrazek 16. Kalibra¢ni kiivka glukosy
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Obrazek 17. Kalibra¢ni kiivka fruktosy
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Odezva detektoru na zvySujici se koncentrace standardi byla linedrni, kdy korelacni

koeficient R byl u vitaminu C roven hodnoté 0,9928, u sacharosy to pak bylo 0,9932, glukosa

méla hodnotu 0,9973 a nakonec fruktosa (0,996).
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Mez detekce pro kyselinu askorbovou byla stanovena na 0,33 mg.100 g™, pro sacharosu
1,11 g.100 g™, hodnota meze detekce glukosy byla 0,27 g.100 g™ a posledni hodnota pro
fruktosu ¢inila 0,25 g.100 g™

Dalsim ukazatelem je mez stanovitelnosti, kterd byla stanovena pro kyselinu
askorbovou 1,11 mg.100 g*, sacharosu 3,71 g.100 g*, glukosu 0,89 g.100 g*, fruktosu
0,839.100 g,

Oba ukazatele mezi byly stanoveny dle Dousi (2008), jako prvni byl uren Sum, ktery
byl posléze vyndsoben hodnotou 3 (pro mez detekce), nebo hodnotou 10 (pro mez
stanovitelnosti) a vydélen hodnotou smérnice kalibra¢ni pfimky (kde je v zavislosti vyska
piku na koncentraci standardnich roztok).

Pfesnost naméfenych hodnot je vyjadiena pomoci smérodatnych odchylek, u kazdého
jablka ze 3 vyslednych hodnot u mrkve pak ze 4 hodnot. Pro pfesny vysledek by se méla
smérodatnd odchylka co nejvice blizit nule.

Pfesnost metody byla stanovena paralelnim méfenim jednoho vzorku, ktery byl
navazen, zfiltrovan a proméfen desetkrat stejnou metodou. Smérodatna odchylka (SD) byla
0,22 mg.100 g’ (kyselina askorbovd), 0,01 (sacharosa), 0,28 (glukosa), 0,07 £.100 g™
(fruktosa). Interval spolehlivosti (IS) pak + 0,14 mg.100 g™ (kyselina askorbova), £ 0,01
(sacharosa), + 0,17 (glukosa) a + 0,04 g.100 g™ (fruktosa).

Spravnost metody, ktera je definovana jako stupenn shody deklarované a naméfené
hodnoty u referen¢niho certifikovaného materialu. Tento validacni parametr nebyl proméien,

nebot’ referenéni material nebyl k dispozici.

5.3 STANOVENI VITAMINU C V PLODECH JABLEK A MRKVI METODOU HPLC

5.3.1 Stanoveni vitaminu C u realnych vzorki vybranych odrid jablek
Kazda odrtda jablek byla prométena tiikrat, vysledna koncentrace je tedy primérem 3
analyz. Pomoci kalibra¢ni rovnice byla vypoctena odpovidajici koncentrace vzorku v nastiiku
a nasledné byla vypocitana koncentrace v pivodnim vzorku.
Koncentrace kyseliny askorbové u vSech sedmi odriild jablek v bio kvalit¢ byla
stanovena jako hodnota men$i neZ mez stanovitelnosti 1,11 mg.100 g*. U jablek

z integrované produkce (I.P.) byl obsah vitaminu C u odrid Topaz, Zvonkov¢ a Florina taktéz
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mensi neZ mez stanovitelnosti. Namétené koncentrace u zbyvajicich odriid jsou uvedeny

v tabulce 3.

Tabulka 3. Vysledna koncentrace vitaminu C odrid Topaz, Zvonkové, Florina

Topaz I.P. 35,2 16,8 249 25,6 7,5 +85
Zvonkové 1.P. 37,3 35,4 67,5 46,7 14,7 +16,6
Florina 1.P. 15,5 30,9 11,3 19,2 8,4 +95

Aftalon ET (600) 198,0 112,0 103,0 184,0 149,0 42,2 +41,3

5.3.2 Stanoveni vitaminu C u realnych vzorki vybranych odrid mrkvi

Analyza kazdé zodrid byla provedena ctyiikrat, protoze dané typy mrkvi byly
pestovany ve Ctyfech opakovanich. Zvlast’ jsou také uvedeny hodnoty ekologické a naopak
integrované produkce a rozdily u hustoty rostlin. Déle byl postup stejny jako u stanoveni
vitaminu C u jablek.

Koncentrace kyseliny askorbové u obou odriid mrkvi v hustot¢ 900 rostlin na hektar,
dale také u odriidy Cortina ekologické produkce a odridy Aftalon integrované produkce, byla
hodnota mensi neZ mez stanovitelnosti 1,11 mg.100 g™. V tabulce &islo 4 je uvedena
koncentrace vitaminu C u zbylych analyzovanych vzorkd, kde byla hodnota koncentrace

VySSi.

Tabulka 4. Vysledna koncentrace vitaminu C odrady ETA 600, ITC 600

Cortina IT (600) 60,6 109,0 89,2 93,2 88,0 17,5 +17,1

(ET) Ekologicka produkce, (IT) Integrovana produkce, (600) rostlin/ ha, (900) rostlin/ ha
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5.4 STANOVENI SACHARIDU V PLODECH JABLEK A MRKVI METODOU HPLC

5.4.1 Stanoveni sacharidi u realnych vzorki vybranych odriid jablek

Vypocet koncentrace v ptivodnim vzorku byl proveden stejné jako u vitaminu C, viz

kapitola 5.3.1. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢islo 5, 6 a 7.

Tabulka 5. Vysledné koncentrace sacharosy u analyzovanych odrud jablek

Idared 1.P. 121 113 107 114 57 +6,5
Idared BIO 133 113 127 124 8,4 +9,5
Melrose I.P. 40 48 47 45 3,6 +4,0
Melrose BIO 50 37 43 43 53 +6,0
Ontario 1.P. 13 15 15 14 0,9 +1,1
Ontario BIO 4 4 3 4 0,5 +0,5
Sampion I.P. 49 46 45 47 1,7 +1,9
Sampion BIO 75 87 76 79 54 +6,2
Topaz I.P. 231 244 237 237 53 +6,0
Topaz BIO 212 159 183 185 21,7 + 245
Zvonkové I.P. 54 57 54 55 14 +1,6
Zvonkové BIO 29 25 25 26 1,9 +2,1
Florina I.P. 174 162 150 162 9,8 +11,1
Florina BIO 42 42 42 42 0,0 +0,0
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Tabulka 6. Vysledné koncentrace glukosy u analyzovanych odrtd jablek

Idared I.P. 1382 1282 1199 1288 74,8 +84,7
Idared BIO 1963 1573 1 868 1801 166,1 +187,9
Melrose I.P. 2927 3089 2931 2982 75,4 +85,4
Melrose BIO 3616 3671 3479 3589 80,7 +91,4
Ontario I.P. 1270 1177 1163 1203 47,5 +53,7
Ontario BIO 949 760 800 836 81,3 +92,0
Sampion I.P. 1063 1113 777 984 148,0 +167,5
Sampion BIO 2636 2579 2493 2569 58,8 +66,5
Topaz I.P. 677 573 603 618 43,7 +49,5
Topaz BIO 263 173 209 215 37,0 +419
Zvonkové I.P. 517 637 650 601 59,9 +67,8
Zvonkové BIO 633 783 827 748 83,1 +94,0
Florina I.P. 1643 1610 1620 1624 13,8 +15,6
Florina BIO 570 590 443 534 65,1 +73,7

Tabulka 7. Vysledné koncentrace fruktosy u analyzovanych odrtd jablek

Idared I.P. 7990 7697 7355 7681 259,5 +293,6
Idared BIO 9291 7349 9551 8730 982,5 +1111,8
Melrose I.P. 8298 8717 8 342 8452 188,0 +212,8
Melrose BIO 10 792 12732 10 137 11 220 1101,0 +1245,9
Ontario I.P. 10 640 7206 8 692 8 846 1 406,0 +1591,0
Ontario BIO 8 186 7701 7781 7889 212,3 +240,2
Sampion I.P. 10 305 9821 9 660 9929 2741 +310,2
Sampion BIO 13 826 13424 12 652 13 301 487,2 +551,3
Topaz I.P. 6 532 6 565 6 581 6 559 20,4 +231
Topaz BIO 6 196 6173 5923 6 097 123,6 +139,9
Zvonkové I.P. 5780 6 286 5697 5921 260,3 +294,6
Zvonkové BIO 8225 8730 8 595 8517 213,55 +241,6
Florina I.P. 7416 7655 7153 7408 205,0 +231,0
Florina BIO 6 646 7005 6 280 6 644 296,0 +334,9
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Graf 1. Vysledné stanoveni koncentrace sacharidt u vSech odrid jablek
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Z grafu €. 1 je patrné, ze u vSech odrud je v nejvyssim poctu obsazena fruktosa, dale
pak glukosa a nejméné je zastoupena sacharosa. Z porovnavanych vzorkid méla nejvyssi

obsah sacharidii odriida Sampion BIO a naopak nejnizsi hodnota byla naméfena u odridy
Topaz BIO.

5.4.2 Stanoveni sacharidi u realnych vzorki vybranych odrid mrkvi
Vypocet koncentrace v plivodnim vzorku byl proveden stejné jako u vitaminu C, viz

kapitola 5.3.2. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 8, 9 a 10 viz nize.
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Tabulka 8. Vysledné koncentrace sacharosy u analyzovanych odrid mrkvi

Aftalon ET (600) 150 117 63 47 94 41,3 +40,5
Aftalon ET (900) 24 25 28 25 26 1,5 +15
Aftalon IT (600) 38 36 45 58 44 8,6 +84
Aftalon | IT (900) 36 26 26 35 31 4,8 +4,7
Cortina ET (600) 47 40 42 34 41 4,7 +4,6
Cortina | ET (900) 56 63 38 58 54 9,4 +9,3
Cortina IT (600) 34 23 11 4 18 115 +11,2
Cortina | IT (900) 60 46 40 29 44 11,2 £11,0

Tabulka 9. Vysledné koncentrace glukosy u analyzovanych odrid mrkvi

2041 1558 867 1312 | 1445 424.2 +415,7
Aftalon | ET (900) | 706 696 795 631 707 58,4 +572
Aftalon | IT (600) | 1119 604 482 417 656 276,0 +270,4
Aftalon | IT (900) | 627 533 633 829 656 107,7 +105,6
Cortina | ET (600) | 594 671 688 584 634 458 + 44,9
Cortina | ET (900) | 477 499 615 439 508 65,7 +64.4
Cortina | IT (600) | 271 244 180 309 251 47,1 +461
Cortina | IT (900) | 506 485 267 467 431 95,8 +93,9

Tabulka 10. Vysledné koncentrace fruktosy u analyzovanych odriid mrkvi

Aftalon | ET (600) | 1730 1452 774 605 1140 465,2 +4558
Aftalon | ET (900) | 1144 1089 1404 1056 | 1173 136,9 +134,1
Aftalon | IT (600) | 921 1143 870 659 898 172,1 +168,7
Aftalon | IT (900) | 928 751 1023 1271 | 993 187,7 +184,0
Cortina | ET (600) | 922 927 847 730 857 79,6 +78,0

Cortina | ET (900) | 441 537 935 562 619 188,1 +1843
Cortina | IT (600) | 540 514 434 707 549 99,4 +974

Cortina | IT (900) | 594 598 264 675 533 1585 +1553

(ET) Ekologicka produkce, (IT) Integrovana produkce, (600) rostlin/ ha, (900) rostlin/ ha




Graf 2. Vysledné stanoveni koncentrace sacharidl u vSech odriid mrkvi
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V grafu ¢islo dva je uveden celkovy obsah sacharidi u vSech typt mrkvi. Z tohoto grafu

1ze odvodit nejvyssi hodnotu sacharidl a tu vykazovala mrkev s oznaCenim ETA 600. Tedy

odrida Aftalon F1 zekologické produkce. Odrida ETA 600 se také od ostatnich

analyzovanych vzorkl li§i nejvysSim obsahem glukosy, kterd je dokonce vys$$i neZ obsah

cvwr

vychazela pro odridu z integrované produkce ITC 600. V kone¢ném vysledku pfi srovnani

vSech typi mrkvi je nejvice zastoupena fruktosa, poté glukosa a v nejniz$im poctu sacharosa,

coz odpovida stejnému zastoupeni jako u analyzovanych jablek.
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6. DISKUZE

Stézejni ¢asti predlozené diplomové prace bylo validovat a optimalizovat HPLC metodu
pro stanoveni kvalitativnich parametri, jako jsou obsah sacharidi a kyseliny
askorbové, v riznych odradach jablek a mrkvi v bio a nebio podobé€. Stanovit u nich susinu,
a Vneposledni fadé porovnat vnitini kvalitu ekologickych produkti oproti produktim
integrovanym, kterd byla dolozena a statisticky zhodnocena Tukeyho testem na hladiné

vyznamnosti a = 0,05 nebo a = 0,01 (95% ¢i 99% statistickd prikaznost).

Vysledky stanoveni suSiny u odrud jablek jsou o néco niZsi, nez uvadi Kopec (1998).
U mrkvi se hodnoty suSiny s literaturou shoduji. Dle vysledkl této prace neni statisticky
prikazny rozdil mezi obsahem suSiny u bio a integrovanych jablek (hladina prikaznosti
p = 0,1361). U mrkvi nebyla stanovena priikaznost rozdilu mezi odliSnou hustotou rostlin na
hektar (600/900) (p = 0,4485) a také mezi odridou Aftalon a Cortina (p = 0,3911). Mezi
suSinou ekologické a integrované produkce mrkvi je 95% statisticky prukazny rozdil (p =
0,0232) pro vyssi hodnotu susiny z mrkvi integrované produkce. Prugar (2000) stanovil, ze
u obsahu susiny (vazkové i refraktometricky), obsahu celkovych cukrii (mono-, di-sacharidit),
organickych kyselin, vitamini (B1, B2, C) a minerdlnich latek nebyly zjistény zadné
prikazné rozdily mezi ekologickym a konvenénim systémem péstovani. Vysledky

experimentalni ¢asti prace s literarnimi se tedy shoduji.

Dulezitym krokem bylo sestaveni kalibra¢ni pfimky u obou stanovovanych parametrii
s dostate¢nou piesnosti. Dle korelaéniho koeficientu R, ktery se blizi hodnoté + 1, Ize odvodit,
ze linearita kalibra¢ni funkce byla zachovéna a hodnoty splnily poZzadovanou piesnost pro
nasledujici analyzu realnych vzorki. HPLC metoda se pro stanoveni vitaminu C a sacharida
V ovoci a zelenin€ projevila jako metoda piesna a spolehliva. Vysledky validace predlozené
prace se shoduji i s védeckymi udaji. Napt. vyzkum ze Spanélska od védct Odriozola-Serrano
et al. (2007), kteti ohodnotili metodu HPLC s UV detekci pro stanoveni kyseliny askorbové
vV ovoci a zeleniné jako spolehlivou, rychlou a metodu s vysokou vytéznosti. Déle vyzkum
tymu védct Wilson et al. (1981) a Sesta (2006) poukazuje na piesnost, spolehlivost, dobrou
opakovatelnost a rychlost HPLC metody s RI detekci pro stanoveni glukosy, fruktosy

a sacharosy v zelening, ovoci a matefi kasicce.
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Koncentrace kyseliny askorbové u vSech sedmi odrid jablek v bio kvalit¢ byla
stanovena jako hodnota mensi neZ mez stanovitelnosti pouzité metody. V nebio (integrované
produkci) kvalité jablek byl taktéz obsah vitaminu stanoven na hodnotu mensi nez mez
stanovitelnosti, ale pouze u ¢ty ze sedmi odrid. Odriida TOPAZ L.P. (nebio) méla vysledny
obsah kyseliny askorbové v priméru 26 mg.kg'l. Dalsi odridou kde se podatilo koncentraci
stanovit byla odriida ZVONKOVE I.P., kdy obsah vitaminu vykazoval primérnou hodnotu 47
mg.kg'. A posledni odridou byla FLORINA LP. sprimémou hodnotou 19 mgkg™.
V porovnani s literaturou se nejlépe svym obsahem kyseliny askorbové blizi odrida
ZVONKOVE 1.P., pondvadZ se hodnota shoduje s tabulkami autora Kopce (1998). Velisek
(1999) uvadi hodnotu 15 — 50 mg.kg™, Rop a kol. (2009) 92 - 124 mg.kg™. Zbylé odriidy
mély tedy vyznamné nizsi koncentraci kyseliny askorbové nez uvadéji literarni zdroje. Tato
odrudou, zpusobem sklizng, skladovanim pied analyzou, i kdyz byly vzorky homogenizovany
a zmrazeny. Tento krok by mél pfipadnym ztratdm ptredchazet. Celkovée tedy dle vysledka
nelze porovnat obsah vitaminu C u analyzovanych vzorka jablek z ekologickych nebo
integrovanych produkci a nelze také urcit zda se vnitini parametry lisi v zavislosti na odlisné

produkci.

Podobny vysledek vySel i u analyz kyseliny askorbové u stanovovanych odriid mrkvi.
Opét to byly odridy z ekologického nebo integrovaného zemédélstvi, kdy byly oproti
jablkim testovany pouze, ale v rozli$né hustoté rostlin na hektar (600, 900). Stejné tak jako
u vysledkt jablek, tak 1 u mrkvi nelze ve vysledku tvrdit, ze se jakkoliv kvalitativné 1i8i typy
mrkvi z ekologického péstovani od typi z integrované produkce. A stejné tak nelze porovnat,
jestli byla koncentrace vyssi u hustéjSiho porostu rostlin, ¢i naopak u méné hustého porostu.
JelikoZ u vétSiny druhi byla naméfena hodnota niZ8i neZ mez stanovitelnosti u pouZzité
metody, pouze u odridy Aftalon F1 v ekologické kvalit¢ (ETA 600) byla naméfena
koncentrace vitaminu C 149 mg.kg™ a u odridy Cortina F1 v integrované kvalité (ITC 600)
88 mg.kg™. Literarni zdroje uvadgji obsah vitaminu C v mrkvich Velisek (1999) 50 — 100
mg.kg™, Kopec (1998) 49 mg.kg?, Klein and Perry (2006) 78 mg.kg™. Odrida ETA 600
vykazuje vyssi hodnotu nez uvadeéné zdroje a ITC 600 se od zdrojii nelisi. Vysledky kyseliny
askorbové v jablkach ani mrkvich nelze statisticky ohodnotit, protoze vétSina vykazuje

hodnotu niz8i neZ mez stanovitelnosti.
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Analyza sacharidi (sacharosa, glukosa, fruktosa) byla provedena u stejnych druht
jablek i mrkvi, jen za pouziti jiné HPLC soustavy s odliSnym detektorem (RI). Z vysledki
analyzy vyplyva, ze pfevazujicim sacharidem v jablkéach byla fruktosa, tento fakt se shoduje
se studii tymu Soria a kol. (2009). Druhym nejvice zastoupenym sacharidem byla glukosa
a vmalé¢ mife byla analyzovdna pfitomnost disacharidu sacharosy. Nameéfeny obsah
koncentrace sacharidi odpovida hodnotam uvedenych v tabulkach Kopce (1998), Suni a kol.
(2000) Z porovnavanych vzorktl jablek méla nejvyssi obsah sacharidti odrida SAMPION
BIO (160 g.kg™?), naopak nejniz§i hodnota byla naméfena u jablka druhu TOPAZ BIO
(65 g.kg™). Po srovnani viech sedmi bio a nebio odriid mezi sebou, nelze u obsahu sacharosy,
glukosy a fruktosy statisticky prokazat odli$nost ve zptisobu produkce. Potvrzuji to vysledky
predlozené prace, kdy hladiny prikaznosti pro sacharosu p = 0,2573, pro glukosu
p =0,6479, pro fruktosu p = 0,0909 jsou vyssi nez hladina vyznamnosti a = 0,05. Toto tvrzeni
se shoduje s vysledky Prugara (2000), ktery také nezjistil zadné prukazné rozdily v obsahu

sacharidi mezi bio a nebio systémem.

Obsah sacharidi v mrkvi je nizS§i nez uvadéji literarni zdroje Soria a kol. (2009)
a Kopec (1998). V celkovém srovnani kvality ekologické versus integrované produkce
u mrkve, co se tyce obsahu sacharidi, lze jako u jediného ze vSech stanoveni tvrdit, ze
vSechny bio odridy maji vySS$i koncentraci sacharidi nez ty nebio. Po statistickém
zhodnoceni je 95% statisticky prikazny rozdil mezi bio a nebio mrkvemi u sacharosy (p =
0,0470) a glukosy (p = 0,0144). U fruktosy rozdil prikazny neni (p = 0,0781). To neni
pfiznivé ohodnoceni pro kone¢ny vysledek, protoZe pii srovnani vSech typi mrkvi je nejvice
zastoupena fruktosa, poté glukosa a V nejniz§im poctu sacharosa, coz odpovida stejnému
zastoupeni jako u analyzovanych jablek. Na vnitini kvalité se také podilel fakt, v jaké hustoté¢
rostlin na hektar byly mrkve péstovany. Po srovnani hodnot nevySel Zadny statisticky
prikazny rozdil, ze by rozli€na hustota péstovani, méla vyznam na vyssi obsah sacharidi
v mrkvi. V neposledni fad¢ je také pro vyslednou kvalitu velmi dilezité, o jakou odrudu se
jedna. VztaZzeno na zpracovdvané téma piedlozené prace, vykazuje vétSi koncentraci
sacharidti druh Aftalon F1 u fruktosy na hladin¢ vyznamnosti a = 0,01 (p = 0,000084),
u glukosy na hladin€ vyznamnosti a = 0,01 (p = 0,001416), u sacharosy nebyl rozdil v odradé

statisticky prikazny, ve srovnani s Cortina F1.
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Obecné tedy nelze tvrdit a ani zobecnit vysledek, Zze konven¢ni potraviny (v tomto
piipadé jablka a mrkve) maji vyssi kvalitativni parametry (obsah sacharidt a vitaminu C) nez
potraviny integrované. Vysledek vyplyva ze zpracovaného tématu v literarni reSersi, kde
samy vysledek uvadéji Roth et al. (2007), Bordeleau (2002), a taky naslednym potvrzeni faktu
ve vysledcich v experimentalni ¢asti. Jak uz bylo naznac¢eno vyse, kvalita mize byt ovlivnéna
i jinymi faktory. Jako jsou napi. typ péstované odrudy, podnebi, typ pudy a nasledné
podminky skladovani. Tyto parametry maji na kvalitu potravin pomérné vétsi vliv, nez jestli
byl produkt osetfovan ekologicky ¢i chemickymi prostfedky (Bordeleau, 2002). Vysledky
predlozené prace neprokazaly shodu s Rembialkowskou (2003), ktera stanovila vyssi obsah

vitaminu C u ekologickych plodin nez u integrovanych.

V poslednich letech se zvySuje poptavka po nakupu biopotravin, i kdyz vetejnost
nedokéaze snadno rozliSit organické vyrobky od téch konvencnich a bio produkty jsou asto
latky, jejichz pouziti je levnéjsi) a v neposledni fad¢ neni prokazana vétsi kvalita biopotravin.
Na zavér lze tedy fict, ze nakupem biopotraviny si pofizujeme hlavné odlisny zpiisob

produkce dané potraviny.

58



7. ZAVER

Z literarni reSerSe vypracované v prvni ¢asti predlozené diplomové prace bylo zjisténo,
ze pouziti HPLC systému s RI detekci je vhodnou, rychlou a dobfe reprodukovatelnou
metodou pro stanoveni sacharidl, pro stanoveni kyseliny askorbové zase HPLC systém s UV
detekci.

Pti validaci metody vykazovaly parametry piiznivé hodnoty, proto se metoda muze
oznacit za presnou, s linearni odezvou, spolehlivou a také citlivou. HPLC metoda je tedy
postacujici pro stanoveni kvalitativnich parametra redlnych vzorka jablek a mrkvi.

Ovéfenim metody v praxi bylo proméfeno sedm odrad jablek z ekologické
a integrované produkce a dvé odrudy mrkvi, které byly péstovany v odlisné hustoté a to 600
nebo 900 rostlin na hektar, opét z ekologického zemédélstvi nebo integrované produkce.
Vysledné koncentrace kvalitativnich parametri (kyseliny askorbové, sacharidi) bio a nebio
plodin byly porovnavany mezi sebou a nasledn¢ statisticky vyhodnocovany. Naméteny obsah
sacharidi se shoduje s literarnimi poznatky =z reSerSe. Obsah kyseliny askorbové byl
V porovnani s literaturou nizsi.

Dle vysledkii experimentalni ¢asti 1ze tvrdit, Ze nebyl nalezen prikazny rozdil v nutri¢ni
kvalit¢ (vitamin C, sacharosa, glukosa, fruktosa) mezi ekologickymi a integrovanymi
odridami analyzovanych jablek a mrkvi. U mrkvi nebyl statisticky prikazny ani rozdil mezi

rozli¢nou hustotou péstovani (600/900 rostlin na hektar).
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