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Vliv stresového faktoru sucha na obsah glykoalkaloidu

brambor (Solanum tuberosum L..)

Souhrn

Brambory jsou vyznamna a nezastupitelna plodina. Dilezité jsou jak z hlediska jejich pouziti,
tak jejich pfiznivého nutri¢niho slozeni. Déle jsou vyznacnym zdrojem vitaminti, mineralnich
latek a antioxidantti. Mimo latek zdravi prospés$nych obsahuji brambory i latky skodlivé. Jsou
to latky cizorodé nebo pfirozené se vyskytujici, kam patii toxické glykoalkaloidy.
Glykoalkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin. Glykoalkaloidy brambor maji v rostling
ochrannou funkci, zvysi svoji syntézu za stresovych podminek napf. pti napadeni skidci,
mechanickém poskozeni nebo za zvySeného svétla a tepla. V bramborach bylo zjisténo
nékolik glykoalkaloidd. Hlavni, které tvoii 95 % jejich obsahu, jsou a-chaconin a a-solanin.
Jejich toxicita spociva v inhibici acetylcholinesterdzy a porusovanim bunéénych membran.
V hlize bramboru je jejich obsah rozlozen nerovnomérné. Obsah glykoalkaloidi brambor je
ovlivnén mnoha faktory, jako jsou naptiklad stanovisté, ro¢nik, odrida, zplisob péstovani
askladovani. V Ceské republice je maximalni pfipustny limit glykoalkaloidi stanoven
legislativou na 200 mg/kg Cerstvé hmoty brambor. V bézné péstovanych odradach jejich
mnozstvi zdaleka nedosahuje stanovenému hygienickému limitu. Metody stanoveni
glykoalkaloidli v bramboru jsou hlavné chromatografické. Nejcastéji se pouziva HPLC
(vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie). V provedeném pokusu se stanovil obsah
majoritnich glykoalkaloidii a-chaconinu a o-solaninu u ¢tyf odlisnych odrid — Milva,
Marabel, Laura a Valfi. Zkoumal se stres suchem na jejich obsah za ptfedpokladu jejich
kumulace v porovnani s dvéma dalSimi variantami — z4vlaha zalévanim a kapkova zavlaha.
Obsahy glykoalkaloidii byly zméfeny metodou UHPLC/MS/MS. Ze ziskanych vysledkl se
dospélo k zavéru, Ze obsah glykoalkaloidl je odridové zavisly. Stres suchem nejspi§ miize
zvySovat jejich obsah. V nasem pokusu se to jednoznac¢né neprokazalo. Dilezity je vybér
odridy za podminek teplého a suchého ro¢niku péstovani. Vhodné pro tyto podminky se
ukazaly odridy Milva a Marabel. Za piedpokladu dodrzeni obecnych zasad pro péstovani,

skladovani a kulinarni upravy, nepiedstavuji glykoalkaloidy pro konzumenta riziko.

Klic¢ova slova: brambory, glykoalkaloidy, solanin, chaconin, UHPLC/MS/MS, stres suchem



Effect of drought stress factor on glycoalkaloid contents in

potato (Solanum tuberosum L..)

Summary

Potatoes are an important and irreplaceable crop. This kind of crop is very important not only
for it is use but also for a nutrition composition. There are also a prominent source of
vitamins, minerals and antioxidants. Outside substances beneficial to health and potatoes
contain harmful substances. These substances are foreign or naturally occurring, which
include toxic glycoalkaloids. Glycoalkaloids are secondary metabolites of plants.
Glycoalkaloids in potatoes have protective function it can increase the synthesis for example
in case of pest infestations, mechanical damage or in case of to much light and heat. The
potatoes were found several glycoalkaloides. Main, which constitutes 95 % of their content,
are o-chaconine and a-solanine. Their toxicity is inhibition of acetylcholinesterase and
breaking the cell membranes. The potato tuber is their content is distributed unevenly. The
quantity of glycoalkaloids is affected by manny factors as for example place, year, kind, the
way how the crops are grown and storage. In Czech Republic the maximum allowed limit of
glycoalkaloides in potatoes were made by legislation on 200 mg/kg fresh potato matter. In the
commonly grown varieties of the amount is far below the hygienic limit. The methods for
isolation of glycoalkaloids in potatoes are mainly chromatographic. The most commonly used
HPLC (high performance liquid chromatography). In performed experiment was determined
the content of majority glycoalkaloid a- chaconinu and a-solaninu at four different kinds -
Milva, Marabel, Laura and Valfi. Drought stress has been studied for their content, assuming
their accumulation in comparison with the other two variants - irrigation watering and drip
irrigation. The glycoalkaloides content were messured by the UHPLC/MS/MS. The obtained
results concluded that the content of glycoalkaloids is the variety dependent. Drought stress
can probably increase their content. In our experiment, it positively did not. Important is the
choice of kind in case if expectation a hot and dry year of growing. Kinds Milva and Marabel
are very good in these conditions. In the case of general principles for cultivation, storage and

cooking, the glykoalkaloids does not vision a risk for the consumer.

Keywords: potatoes, glycoalkaloids, solanine, chaconine, UHPLC / MS / MS, drought stress
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1 Uvod

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patti do ¢eledi lilkovité, péstuje se pro své hlizy
jako jednoleta rostlina. Brambory jsou velice vyznamnd a nezastupitelna plodina. Vyznamné
je jejich pouziti jako krmivo pro zvifata, pramyslové zpracovani na vyrobu Skrobu a lihu,
a Vv neposledni fadé jako potravina pro lidstvo. V Ceské republice je praméma spoticba
brambor za rok na osobu kolem 70 kg. Z nutricniho hlediska se jedn4d o velmi hodnotnou
potravinu, ma vyvazené zastoupeni sacharidli, bilkovin a tukd. Navic jsou brambory
vyznamnym zdrojem vitamint a mineralnich latek. Kromé téchto prospésnych latek obsahuji
i latky zdravy Skodlivé. A to latky pfirozené se vyskytujici v rostliné nebo latky cizorodé jako
jsou rezidua pesticidii nebo tézké kovy. Brambory syntetizuji toxické latky — glykoalkaloidy.
Glykoalkaloidy jsou sekundarni metabolity a maji v rostliné ochrannou funkci. Majoritni
glykoalkaloidy v lilku bramboru jsou a-solanin a a-chaconin. Jejich toxicky tcinek spociva
V inhibici acetylcholinesterdzy a poruSovanim bunéénych membran. Hygienicky limit téchto
sloucenin je stanoven na 200 mg/kg celych neloupanych hliz. V bézné dostupnych odriudach
brambor jejich mnozstvi zdaleka nedosahuje stanovené hranici. Na obsah toxickych
glykoalkaloidl v hlize ptisobi hned nékolik faktort. Jejich mnozstvi je ovlivnéno odriidou,
ro¢nikem, stanovistém, zpusobem péstovani, zpisobem skladovani aj. Glykoalkaloidy jsou
znacné termostabilni, k jejich sniZeni v bramboru pii kulinarni upravé dochazi zejména

odstranénim slupky.



2 Cil prace

Cilem prace bylo stanovit obsah majoritnich glykoalkaloid v riiznych odridach brambor.

Déle zhodnotit vliv stresu suchem na jejich obsah.
2.1 Védecké hypotézy

Na zaklad¢ studia odborné literatury byly navrzeny tyto hypotézy:
1. Mira akumulace glykoalkaloidli v bramborach je podminéna typem odridy.

2. Vlivem stresu suchem dochdzi k nartistu toxickych glykoalkaloidti v hlizach brambor.



3 Literarni reSerse
3.1 Lilek brambor (Solanum tuberosum L.)

Lilek brambor patii do ¢eledi lilkovité (Solanaceae), stejné tak jako lilek rajce, lilek Cerny,
durman obecny, blin ¢erny a dalsi. Je to vytrvala rostlina se svaz¢itymi kofeny a podzemnimi
oddenkovymi hlizami. Jeji vétvend hranatd lodyha doriista vysky 60 — 100 cm. Listy ma
lichozpetené s 3 az 5 pary vejCitych listkl. PétiCetné kvéty jsou bilé, riizové nebo fialové.
Doba kvétu je od cervna do srpna. Plodem je zelena az Zlutozelena 2 — 4 cm velka bobule.
Lilek brambor jakozto vyznamnad zemédélska plodina se péstuje jako jednoletd rostlina pro

hlizu (Slavik, 2000).

Brambory byly dovezeny do Evropy v druhé poloviné 16. stoleti, po objeveni Nového svéta
Spanélskymi dobyvateli. Pivodné lidé odmitali pfijmout brambor jako potravinu a vyuZzivali
je pouze jako krmivo pro hospodaiska zvitata. Bida, valky a netroda obili ptispély k rozsiteni
brambor jako lidské potraviny. Dnes patii brambory mezi zakladni nezastupitelné potraviny.
Roéni pramér spotieby brambor v Ceské republice se udava okolo 70 kg na osobu. Kromé
toho, Ze jsou brambory velmi oblibenou a chutnou potravinou, jsou i nutriéné vyznamné. Jsou
zdrojem energie, bilkovin, vitaminti a minerald. Mimo téchto prospésnych latek mohou hlizy
brambor obsahovat 1 latky Skodlivé. A to latky pfirozené se vyskytujici, kam patii
glykoalkaloidy nebo cizorodé, to jsou napf. rezidua pesticidli nebo t€zké kovy. Obsah téchto

latek je dany vnitinimi a vn&jsimi vlivy (Cepl, 2012).
3.2 Chemické sloZeni bramboru

Hliza bramboru obsahuje asi 20 % suSiny a 80 % vody v zavislosti na odriid¢, ro¢niku
a skladovani. Susinu tvofi hlavné sacharidy (11-18 %), dusikaté latky (2 %) a minimum tukd.
Brambora svym slozenim tfi hlavnich slozek odpovidé zdravé a vyvazené stravé, kdy vice jak
polovina energetického piijmu by méla byt hrazena sacharidy, bilkovin by mélo byt okolo
15 % a tuku méné¢ jak jedna tfetina. Konzumaci 100 g brambor télo piijme 300KJ, z toho 275
KJ sacharidt, 20 KJ bilkovin a 5 KJ tukt (Cepl et al., 2012).

3.2.1 Sacharidy

Vyznamnou ¢ast suSiny brambor tvoii Skrob. Hlizy urené pro konzumni brambory ho

obsahuji 11-16 %, pro hlizy ur¢ené pro zpracovatelsky priimysl je limitni hodnota Skrobu
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18 %. Skrob ma hlavné zasobni funkci, je pohotovou zisobou glukézy. V buikach
bramborovych hliz je uloZzen v podobé micel — Skrobovych zrn. Lasturovitd skrobova zrna
jsou obvykle velka od 15 um do 50 um. Rozmisténi Skrobu je v hlize nerovnomérné, nejvyssi
obsah je v oblasti centralniho kruhu cévnich svazkd. V syrovych bramborach je $krob malo
stravitelny, je malo pfistupny pankreatickych amylazdm. Jeho stravitelnost se zvysi tepelnou
upravou bramboru. Kromé Skrobu jsou v hlize bramboru dal$i polysacharidy, které
oznacujeme jako vladkninu. Ta zajiStuje spravné rozdeleni potravy v zaludku a stfevech
a umoznuje peristaltiku stiev. Dalsi sacharidy, které se vyskytuji v hlize, jsou sachardza,

glukéza a fruktdza. Obsah téchto sacharidi je zavisly na podminkach skladovéani (Cepl et al.,
2012).

3.2.2 Bilkoviny

Stiedni hodnota obsahu dusikatych latek (hrubych bilkovin) je vétSinou uvadéna 2 %
Vv ptivodni hmoté. To je asi 10 % v suSiné. Nebilkovinné dusikaté latky (50 % zastoupeni
z celkového mnozstvi dusikatych latek) jsou déleny na volné aminokyseliny (15 %), aminy
asparagin a glutamin (23 %) a ostatni dusikaté latky (12 %). Bilkoviny jsou nejvyznamnéjSim
podilem komplexu dusikatych latek. Jejich obsah kolisd ve zna¢ném rozpéti od 34 do 70 %.
Pramérné tvoii bilkoviny 58 % z celkového mnozstvi dusikatych latek. V metabolismu
bramborové rostliny jsou nezastupitelné. Maji vyznamnou roli v interakci s ostatnimi latkami,
jako jsou cukry, fenoly, hormony aj. Bilkoviny bramboru jsou z nutricniho pohledu jedny
z nejkvalitngjSich rostlinnych bilkovin. Maji pfiznivou hodnotu indexu esencialnich
aminokyselin, které ve srovnani s vajecnym standardem dosahuji hodnoty 83 %. Brambory
jsou cenény vysokym obsahem lyzinu. Aminokyseliny cystein, methionin, nékdy i izoleucin

jsou oznagovany jako limitujici (Cepl et al., 2012).
3.2.3 Tuky

Obsah tukit v hlize brambor je velmi nizky, néco okolo 0,1 %. Nejvic se jich nachazi ve

slupce (Cepl et al., 2012).
3.2.4 Vitaminy

Brambor obsahuje n¢kolik vitamini, jak rozpustnych ve vodé (vitamin C, vitaminy fady B),
tak rozpustnych v tucich (karotenoidy - provitaminy, tokoferol, vitamin K). Vitaminy se

vyskytuji hlavné v duZiné¢ kolem cévnich svazki. Nejvyznamnéj$i obsah ma vitamin C.
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Brambory jsou jeho dostupnym a levnym zdrojem. Ptesto velmi dilezitym z hlediska kryti
celkové denni potfeby organismu. Obsah vitaminu C se béhem vegetace zvysSuje. Na podzim
po uskladnéni Cerstve sklizenych hliz jeho obsah rychle klesa, poté se jeho ubytek zpomaluje.
Na jafe pak zGstava v hlizach vitaminu jeste¢ 40 — 70 % z plivodniho obsahu. Hlizy brambor
obsahuji primérné¢ 20 mg vitaminu C/100g Cerstvé hmoty. Jeho obsah klesa v hlizach
kulinarni Upravou. Je vyznamnym antioxidantem. Obsahy vSech vitaminti v bramboru jsou

z4vislé na odradé a pocasi (Cepl et al., 2012).
3.2.5 Barviva

Duznina bramborovych hliz obsahuje rostlinné pigmenty, které jsou nositelem zbarveni.
Karotenoidy jsou nositelem zlutého zbarveni. Pisobenim svétla se barva brambor méni do
zelena. To je zpusobeno tvorbou chlorofylu. Dale se v hlizach mohou vyskytovat flavonoly,
flaviny a flavony. Odriidy, které vykazuji modré nebo Cervené zbarveni obsahuji antokyany.
Ty jsou rozpustény v bunééné §tavé bundk peridermu a ve vngjsi korové vrstvé (Cepl et al.,

2012).
3.2.6 Mineralni latky

Primérny obsah mineralnich prvki v hlize bramboru je 1,1 %. Nekteré jsou esencialnimi
katalyzatory metabolismu rostliny, jiné jsou pfitomny v hlize jen proto, ze byly pfitomny
V pidnim roztoku s esencidlnimi prvky. Vyznamny je draslik, jehoZ obsah je v priméru 1,7 —
2 % v susiné. Draslik vyvazuje pomér drasliku a sodiku ve stravé. Vztah téchto dvou prvki je
dilezity z hlediska regulace nervovych pochodi organismu. Ma vliv na utvafeni celkové chuti
brambor. Z ostatnich mineralnich latek obsazenych v hlize lze uvést vapnik, méd’, zelezo,
hoi¢ik, mangan, fosfor a zinek. Zvlastni postaveni ma selen, ktery pasobi spolu s vitaminem E
v buné&éném antioxidaénim obranném systému, tak e zastavuje reakci volnych radikalti (Cepl

etal., 2012).
3.2.7 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které omezuji aktivitu siln€ oxidativnich kyslikovych radikald, tim ze
snizuji pravdépodobnost jejich vzniku nebo je prevadeji do méne reaktivnich ¢i nereaktivnich
forem. Brambory jsou velmi bohatym zdrojem antioxidanti vzhledem k jejich spotiebé
v lidské vyzivé. Antioxidanty maji antiateroskleroticky ucinnek, inhibuji hromadéni

cholesterolu v krevnim séru, snizuji riziko koronarnich srdeénich onemocnéni a redukuji
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volné radikdly. Mezi vyznamné antioxidanty obsazené v bramborovych hlizach patii
polyfenoly, karotenoidy, vitamin C, tokoferoly, selen a kyselina a-lipoova (Lachman et al.,
2005).

3.2.8 Rizikové latky

Kromé nutriéné vyznamnych latek brambory mohou obsahovat latky skodlivé, antinutri¢ni.
Mezi né patii pfirozené se vyskytujici glykoalkaloidy nebo latky cizorodé (dusi¢nany, tézké
kovy, rezidua pesticidi) nebo latky vznikajici az tepelnou tipravou brambor jako je akrylamid.
Obsah téchto latek je ovlivnén vnéjSimi 1 vnitinimi vlivy. Dusi¢nany se do potraviny mohou

......

mohou objevit v hlizach, které byly péstované na kontaminovanych ptdach. (Cepl et al.,
2012).

3.3 Glykoalkaloidy

Glykoalkaloidy patii mezi sekundarni metabolity rostlin. Jsou to produkty metabolismu
organismu, které nemaji zasadni funkci v metabolismu producenta, ale mohou mu poskytovat
selektivni vyhody. AvSak n¢které sekundarni metabolity ziskaly béhem vyvoje i zakladni
dilezité funkce napt. rostlinné hormony. Jiné maji ekologicky vyznam jako atraktanty nebo
naopak maji ochranou funkci v téle rostliny. To jsou latky odpuzujici, obranné nebo Utocné.
Sekundarni metabolity mohou fungovat také jako kofaktory enzymdi, stavebni material
bunéénych stén nebo jako skladovaci formy uhliku a dusiku aj. (Vodrazka, 2002).
Glykoalkaloidy brambor slouzi jako pfirozena ochrana proti hmyzu a jinym sktidcum. Bylo

prokazéano, ze inhibuji rast plisné bramborové (Friedman, 2004).
3.3.1 Chemicka charakteristika glykoalkaloidii

Zakladni skelet dusikatych steroidnich glykoalkaloidt je odvozen od cholestanu (Obrazek 1),

ktery se sklada ze tfi kondenzovanych Sesticlennych kruhti a jednoho péticlenného kruhu.
Steroidni glykoalkaloidy se d¢li podle aglykonu do 5 skupin:

e solanidany
e spirosolany, spiroaminoketaly
e 22,26-epiminocholstany

e o-epiminocyklohemiketaly
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e 3-aminospirostany

Aglykony glykoalkoidi, které jsou obsazeny v rostlindch potravinaisky vyznamnych, jsou
3B - hydroxyderivaty odvozené od solanidanu nebo spirosolanu. Derivaty solanidanu jsou
solanidin a demissidin. Derivaty spirosolanu jsou solasodin a tomatidenol (Velisek
a Hajslova, 2009). Na aglykony jsou véazany cukry (linedrni a rozvétvené tetrasacharidy,
trisacharidy a také di- a monosacharidy) prostiednictvim hydroxylové skupiny v poloze C-3
(Hajslova et Schulzova, 2007).

H

Obrazek 1 Cholestan

3.3.2 Glykoalkaloidy brambor

Steroidni glykoalkaloidy lilku brambor jsou ¢asto oznaCovany jako pseudoalkaloidy nebo
glykosidy. Glykoalkaloidy jsou sloZeny ze tfi ¢asti. Z polarni hydrofilni sacharidoveé ¢asti,
nepolarni lipofilni steroidni ¢asti a heterocyklické dusikaté baze. Steroidni ¢ast s dusikatou
bazi tvoii tzv. aglykon. Tyto slouceniny jsou u bramboru vétSinou oznaCovany hromadnym
nazvem solanin. Doposud je jich znamo ptes dvacet. Hlavni glykoalkaloidy bramboru, které
tvoii 95 % z celkového mnozstvi, jsou a-solanin a a-chaconin (Obrazek 2 a 3). Obé tyto
slouceniny maji stejny aglykon solanidin (Obrazek 4), 1isi se jen v sacharidové casti (Zrist,
2004a). Pomér a-chaconinu/a-solaninu se udava v rozmezi 0,82 — 2,62 (Andre et al., 2009).
Vedle a-formy téchto sloucenin existuji 1 B- a y- formy, které se 1iSi v poctu navazanych
molekul sacharidt (Zrast, 2004a). V Tabulce 1 je uvedena struktura alkaloid vyskytujicich

se v rostlinach brambor.
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Tabulka 1 Struktura jednotlivych glykoalkaloidt (Zrust, 2004a)

Sloucenina Struktura

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

2-solanin soladinin + galaktosa + rhamnosa

y-solanin soladinin + galaktosa

a-chaconin soladinin + glukosa + rhamnosa + rhamnosa
B1-chaconin soladinin + glukosa + rhamnosa
2-chaconin soladinin + glukosa + rhamnosa

y-chaconin soladinin + glukosa

3.3.3 Distribuce glykoalkaloidi v rostliné

GA se v rostlin€ bramboru vyskytuji velice nerovnomérn€. Vyssi hodnoty jsou typické hlavné
pro zény zvysené metabolické aktivity. V nadzemnich castech je jejich obsah 10-20krat vyssi
nez v hlizach (Juzl et al., 2008). V hlize jsou hlavni glykoalkaloidy nejvice zastoupeny
V prvni 1 mm vrstvé od vnéjSiho povrchu, jejich obsah klesd smérem ke stfedu. Zastoupeni a-
solaninu a a-chaconinu je nerovnomeérné, ale nejvyssi obsah je kolem ocek na povrchu hliz.
Odstranénim 3 — 4 mm slupky pfed vafenim se odstrani téméf vSechny glykoalkaloidy.
Celkové mnozstvi klesa s rostouci velikosti hliz (Friedman, 2006). Distribuci glykoalkaloidi

v riznych ¢astech rostliny bramboru znazornuje Tabulka 2.

Tabulka 2 Obsah glykoalkaloidti v riznych ¢astech rostliny (Milner et al., 2011)

Cast rostliny obsah glykoalkaloidi v mg/kg

cerstvé hmoty
kvéty 2150-5000

listy 230-1000
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stonek 23-33

koteny 180-400
hotka hliza 250-800
cela hliza 10-150

slupka (2-3 % z hlizy) 300-640

korova vrstva (10-12 % z hlizy)  150-160
duzina 12-100

klicky 2000-7300

3.3.4 Toxicky ucinek

Na toxicitu glykoalkaloidii bylo upozornéno jiz v roce 1924, kdyz byly objeveny rtzné
koncentrace pravé steroidnich glykoalkaloidii v sérech lidi v zavislosti na mnoZstvi
zkonzumovanych brambor. V minulosti bylo zaznamenano nékolik otrav i smrtelnych,
steroidnimi glykoalkaloidy. Posledni piipad je z Némecka z roku 1951, kdy dvouleté dité
zemfelo tfinact dni po poziti bobuli bramboru. Od té doby se pocet otrav snizil, diky rozsahlé
osveéteé o nebezpecnosti zelenych a naklicenych brambor. Diky pokusiim na laboratornich
zvitatech byl zjistén mechanismus u¢inku GA (Juzl et al., 2008). Inhibuji acetylcholinesterazu
a butyrylcholinesterazu, tim piisobi na centralni nervovou soustavu. Také ovliviiuji ¢innost
travici soustavy tim, Ze porusuji funkci membran (Linhart, 2012). Otrava se u c¢lovéka
projevuje zvracenim, bolestmi bficha, prijmem a neurologickymi pfiznaky jako je neklid
blouznéni, otupéni a halucinace. Dalsi doprovodné symptomy mohou byt horecka, rychly
a slaby puls, zrychleny dech, nizky tlak krevni, zmény barvy pokozky a vidéni. Letalni davka
pro Clovéka se udava 3 az 6 mg/kg télesné hmotnosti. To je srovnatelné se strychninem nebo
arsenikem. Zvifata jsou mnohem méné citlivd na U¢inky GA nez lidé (Jizl et al., 2008).
Vstiebani glykoalkaloidi v gastrointestindlnim traktu je nizké. Intestindlni bakterie
napomahaji jejich detoxikaci tak, Ze je hydrolyzuji za vzniku aglykonu solanidinu, ktery se
témef nevstiebava. Glykoalkaloidy jsou z téla vylouceny moci a vykaly pomérné rychle,

béhem 12 hodin (Lachman et al., 2001). Pokusy na zvifatech bylo zjisténo, ze a-chaconin je
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(Andre et al., 2009).

V Ceské republice je v zdkon& o potravinach stanoven hygienicky limit glykoalkaloidd na
200 mg/kg Cerstvé hmoty. Je to maximalni pfipustné mnozstvi Sumy a-solaninu a a-chaconinu

Vv celych neloupanych hlizach.
3.3.5 Priznivé ucinky

Mezi pfiznivé ucinky glykoalkaloidii patii inaktivace viru herpes simplex. U mysi byla
prokdzana ochrana proti infekci Salmonella typhi. Glykoalkaloidy také zvySuji Gcinnost
anestetik, tim ze inhibuji cholinesterazu. Dale bylo prokazano snizeni cholesterolu v plazmé

u kfeckt a inhibice ristu rakovinovych bun¢k tracniku a jater (Friedman, 2004).
3.3.6 Faktory ovliviiujici obsah glykoalkaloidi v bramboru

Obsah glykoalkaloidi v béZné pouzivanych odridach je 20 — 100 mg/kg. Na jejich obsah
v hlizach ma vliv hned nékolik faktoru: stanoviSt€, roCnik, odrida, vliv svétla, doba

skladovani, dale také mechanické poskozeni hliz, nakliceni nebo zplisob péstovani.

Podle doposud provedenych pokust bylo zji§téno, Ze stanovisté je jednim z nejvyznamnéjSich
faktord. Brambory péstované na suchych a teplych stanovistich vétSinou obsahuji vétsi

mnozstvi glykoalkaloid (Mazurczyk, 1998).

Dale je vyznamny i ro¢nik, tedy podminky pro rist rostlin. Stres sucha, vysoké teploty
a nadprimérné doba slunecniho svitu ve vegetaci tvoii se vzajemnym piisobenim typu odridy
predpoklad pro kumulaci GA v hlizach (Jizl et al., 2008). Z provedeného pokusu bylo
pozorovano vyznamné zvySeni koncentrace GA za suchem stresovanych podminek u vétSiny

pouzitych odrid a to o0 43 az 50 % (Bejarano et al., 2000).

Vliv odridy je vétSinou v literatufe kladen na prvni misto. Hodnoty GA se u riznych odrad
znacné¢ lisi. Z provedeného pokusu, kdy byl zkouman vliv odriidy, barva duziny, stanovisté
arocnik byl prokdzan jako rozhodujici vliv na obsah celkového mnozstvi glykoalkaloidii
genotyp brambor (Hamouz et al., 2014). Hodnota GA je zavisla nejen na ro¢niku, stanovisti

a odradg, ale také na vzajemné interakci odriida x stanovisté a odrida x ro¢nik (Zrist, 2004b).

Dalsim faktorem je svétlo. To indukuje tvorbu GA v hlize soucasné a nezavisle na sobé se

syntézou chlorofylu. K zezelenani hliz a tedy nartistu obsahu GA dochazi hlavn€ po silnych
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destich, kdy je splavena ornice a hlizy jsou tak vystaveny dennimu svétlu. V zelenych hlizach
je vzdy vyssi obsah GA nez v nezelenych. Pisobeni svétla na tvorbu GA a chlorofylu se lisi
podle vinové délky a intenzity svétla. S pribyvajici svételnou intenzitou se mnozstvi
chlorofylu v hlize zvySuje. Obsah GA k tomu piibyva paralelné. Nejsilngjsi syntézu GA
vyvolava emise svétla spektralnich barev modré az fialové. Ozateni UV svétlem ma za
nasledek také vyssi obsah GA v hlize, zazelenani zde nebylo zpozorovdno. Kromé intenzity
a délky svétla puisobi i doba osvétleni, teplota a typ odridy (Jazl et al., 2008). To potvrzuje
i provedeny pokus, kdy svétlem indukovana syntéza glykoalkaloidi byla také vyznamné
ovlivnéna odridou. K nartstu glykoalkaloidd doslo v odrtidach, které jsou typické svym

vysokym pfirozenym obsahem glykoalkaloidti (Hejtmankova, 2011).

Jelikoz hlizy brambor vétSinou nejsou ihned po sklizni zpracovany, dal§Sim vyznamnym
faktorem je doba skladovéani. To souvisi i1 s teplotou skladovacich podminek (Juzl et al.,
2008). Obecné se pro prevenci tvorby glykoalkaloidii doporucuje vyssi teplota a nizsi relativni
vihkost. Pfi dlouhodobém skladovani nebyl prokazan narust glykoalkaloidu (Hejtmankova,
2011).

Vyznamnym faktorem, ktery zvysuje syntézu GA, je mechanické poskozeni hlizy. Nakopnuti,
narazeni, piekrojeni brambory zpusobi dvojnasobny az trojnasobny narist GA. Poskozeni

nejspis vyvola syntézu glykoalkaloida ve stresovanych pletivech (Jizl et al., 2008).

U ekologicky péstovanych brambor se piedpoklada, Ze rostlina bude produkovat vétsi
mnozstvi pfirozenych toxickych latek. Musi se branit sama proti napadeni. Brambory takto
péstované dosahuji vy$Sich hodnot nez brambory péstované konvencné. AvSak rozdily se

nepokladaji za statisticky vyznamné (Friedman, 2006).

Nebyl prokazan ani vliv hnojeni dusikem v konvekénim zeméd€lstvi na obsah GA (Divis,

2007).
3.3.7  Vliv kulinarniho zpracovani na obsah glykoalkaloidi v bramboru

Glykoalkaloidy jsou velmi termostabilni. K jejich tepelné degradaci dochézi pfi teplotach
230-280 °C. Aglykony nepodléhaji rozkladu ani pfi teplotach 280-320 °C. Glykoalkaloidy
odolavaji mraZeni 1 suSeni, nerozkladaji se ani vafenim, peCenim, pafenim ¢i mikrovinnym

ohievem (Juzl et al., 2008).
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Nejvyraznéj§im snizenim glykoalkaloidd v bramboru a vyrobcich z nich se dosdhne
oloupanim hlizy, tedy odstranénim slupky. Snizenému obsahu se docili i vyluhem. Vyluhem
délenych hliz do oplachovych vod nebo vyluhem pfi vafeni. Pfidavkem 0,3% kyseliny octové
se zvy$i obsah solaninu ve vyluhu a tak se snizi jeho mnozstvi ve vatfenych hlizdch az o 84 %

(Velisek a Hajslova, 2009).

Naopak ke zvysenému obsahu glykoalkaloidii mtize dojit u mechanicky zpracovanych hliz,
které jsou dale tepelné¢ opracované s delsi casovou prodlevou. Vyssi obsah maji vyrobky
snizkym obsahem vody napf. extrudované. Pii suSeni dochdzi k pétindsobnému

zakoncentrovani glykoalkaloida oproti syrovym hlizam (Juzl et al., 2008).

Byl proveden pokus, ve kterém byl zkouman vliv loupani a tfi druht tepelné Upravy brambor
(vafeni, peceni a mikrovlnny ohfev). U vSech tifi metod bylo pozorovano snizeni celkového
obsahu glykoalkaloidu, ale jako nejvyhodnéjsi tedy nejvyssi sniZzeni obsahu GA se prokazalo
u uvaieni loupanych hliz (Lachman et al., 2013).

Podobny pokus byl proveden u brambor s barevnou duzinou. Kromé vlivu loupani, vafeni
apeceni na obsah GA u modrych a cervenych brambor byl zkoumén jejich obsah ve
zpracovanych vyrobcich. Celkovy obsah GA se sniZil o 8 % u neloupanych varenych hliz,
039 % u oloupanych vafenych hliz v porovnani se syrovou bramborou. Nejvyssi pokles
obsahu GA byl zaznamenan u smazenych bramborovych lupinkd (primér asi 83 %
Vv porovnani s pivodni hodnotou suroviny) a smazenych hranolkt (o 94 %) (Tajner-Czopek
et. Al 2012).

Kulinarnimi upravami se obsah glykoalkaloidli méni rozdiln€ v zavislosti na odridé i rocniku

(Juzl et al., 2008).
3.3.8 Doporuceni
Doporuceni pro Slechtitele, péstitele, prodejce a spotiebitele (Jazl et al., 2008):

e Ovlivilovat a kontrolovat hladinu glykoalkaloidii v novych odrtidach.

e Stanovit limit 100 mg glykoalkaloidli na 1 kg Cerstvé hmoty hliz pro nové Slechténé
konzumni odriidy bramboru.

e Pé&stovat odridy s nizsSim (80 mg GA/kg ¢.h.) az nejvySe stfednim obsahem (80-160
mg GA/kg ¢.h. hliz).

e DodrZovat spravnou agrotechniku.
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e Sklizet hlizy az po fyziologickém dozrani.

e Zabranit mechanickému poskozeni pfi sklizni.

e Nevystavovat zbytecné hlizy svétlu.

e Skladovat hlizy za optimalnich podminek.

e Vyhnout se konzumaci netradi¢nich a neregistrovanych odriid, silné mechanicky
poskozenych a zelenych hliz.

e QOdstranovat slupky a vykrajovat ocka.

e Oloupané, rozkrajené a nastrouhan¢ hlizy ihned tepeln€ zpracovat.

3.4 Metody stanoveni glykoalkaloidi

3.4.1 Chromatografické metody

Chromatografie je separacni analytickd metoda, kterd vyuzivd mnohokrat opakované
ustanoveni rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fdzemi. Jednd se o kvalitativni
| kvantitativni analyzu slozitych latek. Podstata metody je distribuce slozek smési mezi

nepohyblivou stacionarni fazi a pohyblivou mobilni fazi (Scott, 1994).

Chromatografie se d¢li:
e podle typu fazi (kapalinova, plynova, superkritickd)
e podle typu uspofadani (sloupcova, papirova, na tenké vrstve)

e podle principu déleni (adsorp¢ni, gelova, iontova, afinitni)
3.4.1.1 Tenkovrstva chromatografie

Principem této metody je separace jednotlivych latek mezi postupujici pohyblivou (mobilni)
fazi rozpoustédla a pevnou (stacionarni) fazi na tenké vrstv€. Stacionarni faze je nejcCastéji
hlinikova desti¢ka pokryta silikagelem. Pro stanoveni glykoalkaloidl se jako mobilni faze se
pouziva chloroform-methanol v poméru 19:1, chloroform-ethanol- 1% amoniak v poméru
2:2:2 a etylacetat-pyridin-voda v poméru 3:1:3. Pro detekci se pouziva Dragendorffovo
¢inidlo (smés bazického dusi¢nanu bismutitého, kyseliny octové a jodidu draselného), chlorid

antimonity a jod (Zrist, 2004a).
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3.4.1.2 Plynova chromatografie

Mobilni fazi je plyn, nazyvan také nosny plyn. Nejcastéji je jim vodik, dusik a helium.
Stacionarni faze je umisténa v kolon¢. U kolon napliiovych to muze byt bud’ pevna latka
(aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity) nebo vysokovrouci kapalina. Stacionarni faze u kapilarni
kolony je nanesena v tenké vrstv€é pifimo na upravenou vnitini sténu kiemenné kapilary
(Poole, 2012). Tato separa¢ni metoda je vyuzivana pro kvalitativni i kvantitativni stanoveni
glykosidl i1 aglykonii. Nevyhoda této metody je potfeba zafazeni derivatizace u analyzy
glykosidii a pouziti vysokych teplot néstfikii a separace. Pti vysSich teplotach dochazi
k ¢astecné degradaci analyzovanych latek. Podminky analyzy také negativné ovliviuji
vazanymi fazemi. V soucasnosti je nejvice rozsifena technika spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC/MS). Toto spojeni vyuziva vysokou separacni ucinnost plynové
chromatografie a cenné strukturni informace hmotnostni spektrometrie. U GC/MS se

pouzivaji tzv. tvrdé ioniza¢ni techniky, kam patii elektronova a chemicka ionizace (Zrust,

2004a).

3.4.1.3 Kapalinova chromatografie

Podstata separace latek v kapalinové chromatografii je rlizna afinita sloZzek analytu k mobilni
a stacionarni fazi. Cim vé&tsi afinitu latka ke stacionarni fazi ma, tim vice je zbrzd'ovén jeji
pohyb chromatografickym systémem. Postupovanim vzorku kolonou se vytvateji rovnovazné
stavy na zakladé rliznych interakci mezi vzorkem a staciondrni fazi, vzorkem a mobilni fazi
ataké mezi stacionarni a mobilni fazi. Nejvyznamnéj$i z kapalinové chromatografie je
bezpochyby vysoko u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC High Performance Liquid
Phromatography). Mobilni fazi je kapalina. Stacionarni fazi je film pfislusné latky na povrchu
nosi¢e nebo pevny absorbent. Metoda HPLC se déli na chromatografii na normalni fazi
a chromatografii na reverzni (obracené) fazi. U normdalni HPLC je staciondrni faze vice
polarni nez faze mobilni. Reversni HPLC ma stacionarni fazi méné poldrni neZ mobilni fazi.
Chromatografie na reversni fazi je vice vyuzivanou metodou. Jako mobilni faze se u této
metody pouziva napi. voda, metanol, acetonitril a jejich smési v riznych pomérech, pufry
a dalsi. Jeji slozeni mize vyznamnym zplisobem ovliviiovat celou analyzu, hlavné kvalitu

separace (Fanali et al., 2013).
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Stacionarni faze je tvofena mikrocasticemi silikagelu o velikosti 3-10 pum, na kterych je
navazana vlastni stacionarni faze. Tou mohou byt nepolarni uhlovodiky C8- oktan, C18-

oktadekan nebo uhlovodiky s polarnéjsi funkéni skupinou (napi. —CN).

Kapalinovy chromatograf tvoii tyto hlavni Casti: zadsobni lahve s mobilni fazi, vysokotlaka
pumpa, davkovac, kolona a detektor. Mobilni faze je ze zasobnich lahvi vedena pies
vysokotlakou pumpu do kolony, pot¢é do detektoru a nakonec do odpadu. Davkovac
nadavkuje vzorek do proudu mobilni faze, vzorek je ji unasen do kolony, kde se jednotlivé
slozky vzorku separuji. Z kolony vede vystup do detektoru, kde dojde k detekci jednotlivych

slozek. Signal z detektoru je zaznamenam pomoci pocitace.

U HPLC metody se pouZivaji tyto detektory: spektrofotometricky, hmotnostni spektrometr,
fluorescencni a refraktometricky detektor a dal§i. LiSi se od sebe principem funkce,

konstrukei, selektivitou, citlivosti a mezi detekce (Fanali et al., 2013).

UHPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatography)

Ultra-vysokotéinna kapalinova chromatografie je soucasnym trendem v kapalinové
chromatografii. U UHPLC se vyuzivaji kolony s ¢asticemi mensimi jak 2 um. Cely separacni
proces probiha za velmi vysokych tlaki (okolo 100 MPa). Vyhody oproti HPLC jsou: kratsi
doba analyzy, mensi spotieba rozpoustédla, zvySeni separacni Uc¢innosti, zvySeni citlivosti

(Roge et al., 2011).
3.4.2 Kapilarni izotachoforéza

Kapilarni izotachoforéza (CIPT, ITP = Capillary Isotachophoresis) je elektromigra¢ni
separacni technika, kterd déli ionty na zdklad€ jejich rozdilnych elektroforetickych mobilit.
Roztok délenych iontl je davkovan jako rozhrani dvou rozdilnych pufri. Jeden pufr pied
vzorkem se nazyva vedouci (leading) a obsahuje iont majici naboj stejného znaménka, ale
vétsi elektroforetickou pohyblivost nez vSechny separované ionty. Druhy pufr za vzorkem se
nazyva koncovy (terminating). Ten obsahuje iont stejného znaménka jako délené ionty, ale
ma mensi elektroforetickou pohyblivost nez vSechny délené ionty. Kazdy separovany iont
vytvaii béhem analyzy vlastni zoénu. Zény vSech délenych iontl jsou uzavieny mezi vedouci
a koncovy pufr a jsou sefazeny bezprostiedn¢ za sebou podle klesajici elektroforetické

pohyblivosti d€lenych iontd. ITP je technika pouzitelna pro molekuly pouze s nabojem.

23



Béhem jednoho pokusu lze d¢lit a detekovat jen jeden druh iontd, kladné nebo zaporné
(Cazes, 2001).

Je to separacni technika, kterd vyuziva vlastnosti heterocyklické dusikaté ¢asti molekuly
glykoalkaloidii. Odd¢luje vedle sebe glykoalkaloidy a jejich aglykony. Neumi vSak separovat

solanin od chaconinu. Vyhodou této techniky jsou nizké provozni naklady (Zrist, 2004a).
3.4.3 Biochemické metody

Tyto metody vétSinou nepotiebuji extrakei ani Cisténi vzorku, pfitom jsou rychlé, velmi
specifické a citlivé. Nevyhodou je vysoka cena. Nelze jimi odd¢lit solanin od chaconinu.
Pouzivaji se pro screening velkého mnozstvi vzorki, hlavné pro Slechtitelské ticely. Patii sem
metody ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) a RIA (Radioimmunossay)
(Hajslova et Schulzova, 2007).

344 MALDI-TOF MS

MALDI (Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization) je ionizace laserem za Gcasti matrice.
Patfi mezi me&kké ionizacni techniky. UrCena pro ionizaci molekul s velkou molekulovou
hmotnosti. Vzorek je spolecné s matrici nanesen na MALDI teréik. Energie kratkého
laserového pulsu je absorbovana matrici a nasledné dojde Kk lokalni desorpci matrice
a analytu. Excitované molekuly matrice jsou stabilizovany pfenosem protonu na analyt nebo
dochazi ke kationizaci molekul analytu za vzniku iontt analytu. Ionty jsou nasledné urychleny
do hmotnostniho analyzatoru. Nejéastéji ve spojeni s TOF (Time-of-flight) analyzatorem
(Hol¢apek, 2016).

Metoda nevyzaduje ¢iSténi a koncentrovani vzorku pted analyzou. Tato technika umozinuje
stanoveni jednotlivych glykoalkaloidi za pomérné kratkou dobu a to 10 az 15 vzorkii béhem

dvou hodin. Nevyhoda je vysoka potizovaci cena pfistroje (HajSlova et Schulzova, 2007).

3.5 UHPLC-ESI-MS/MS

3.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry (MS) jako detektory patii v HPLC do skupiny spojenych technik.
Jsou velmi specifické. Poskytuji udaje z chromatogramu a krom toho i1 spektralni udaje o

identité latky. Jsou pouzivany jako standardni detektory pro bioanalytické a environmentalni
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aplikace, potravinovou analyzu, metabolomiku, proteomiku, v neposledni fadé¢ jsou

vyuzivany pro vyvoj a vyzkum novych 1ékovych struktur (Novékova et Dousa, 2013).

Cely proces identifikace a kvantifikace latek hmotnostnim spektrometrem se skladda ze ttech
krokti. Jako prvni musi dojit k ionizaci vzorku, kdy jsou neutrdlni molekuly pfevedeny na
ionty pomoci iontového zdroje. Poté nésleduje rozdé€leni ionti dle poméru hmotnost/naboj
(m/z) ve hmotnostnim analyzatoru. Nakonec dojde k detekci iontl a zesileni signalu v
detektoru. Zaroven dochazi ke sbéru dat pomoci sofistikované¢ho softwaru jako u kazdé

instrumentalni metody (Novakova et Dousa, 2013).

Soucast pristroje je i vakuovy systém, sonda pro zavadéni vzorki, iontova optika slouzici pro

urychleni a fokusaci iontll a pocita€ na ovladani a ladéni pfistroje, sbér a zpracovani dat.

Pro ionizaci analytii existuje Sirok4 Skdla ioniza¢nich technik. Voli se podle tékavosti latky,
tepelné stability, molekulové hmotnosti a polarity latky. Neexistuje univerzalni iontovy zdroj.
Ve spojeni s HPLC se pouzivaji techniky ionizace za atmosférického tlaku tzv. mékké
ioniza¢ni techniky. Znamend to, Ze pii ionizaci vznikaji protonované [M+H]" molekuly
(zdznam kladnych iontd) a deprotonované molekuly [M—H] (zdznam zapornych iontd).
Nedochazi tak k silné fragmentaci jako u tvrdych ionizacnich technik. Mezi ionizace za
atmosférického tlaku (APl — atmospheric pressure ionization) patéi ionizace
elektrosprejem (ESI — electrospray ionization), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI — atmospheric pressure chemical ionization) a fotoionizace za atmosférického tlaku
proto je pouzivana pro analyzu velkych molekul, jako jsou proteiny a jiné biomolekuly

(Novéakova et Dousa, 2013).
Typy hmotnostnich analyzatori (Novakova et Dousa, 2013):

e Q kvadrupol

e QqQ trojity kvadrupdl

e [T iontova past

e LIT linearni kvadrupo6lovéa iontova past
e Orbitalni past

e TOF analyzator doby letu

¢ B magneticky sektorovy analyzator

¢ |ICR iontova cyklotronova rezonance
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Vybér analyzatoru urcuji tyto dilezité parametry:

e Hmotnostni rozsah neboli maximalni méfitelna hodnota m/z
e Rozliseni — schopnost separovat dva sousedni ionty

e Utinnost

e Spravnost hmoty

e Linearni dynamicky rozsah

e Rychlost a citlivost

Trendy v oblasti hmotnostnich analyzatori jsou tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) a vyvoj hybridnich analyzatord. Tandemova hmotnostni spektrometrie je spojeni
dvou hmotnostnich analyzatorii. Prvni analyzéator provadi vybér prekurzoru. Poté dochazi
k jeho kolizné indukované disociaci a fragmentaci. Druhy analyzator provadi hmotnostni
analyzu produktovych iontl. Hmotnostni tandemova spektrometrie je provadéna bud’ v Case,
nebo v prostoru. Pokud jsou vSechny tii kroky provedeny ve tfech odliSnych zonéch, jedna se
o provedeni v prostoru. Takto je to u multisektorovych magnetickych analyzatorti, u trojitého
kvadrupdlu nebo u hybridnich analyzatori. Pokud se jednd o provedeni v ase, jsou kroky
procesu ve stejném prostoru, ale v jiné ¢asové naslednosti. Sem patii linearni iontova past,
kvadrupolova iontova past a iontova cyklotronova rezonance. Hybridni analyzator je spojeni
dvou raznych typl analyzatorii s cilem ziskat ty nejlepSi vlastnosti z obou analyzatord.
Vznikaji tak spojeni sektorovych analyzatort a kvadrupolu, spojeni kvadrupdlu a analyzatoru
doby letu, kvadrupolu a iontové cyklotronové pasti, linearni iontové pasti s iontovou

cyklotronovou pasti nebo linearni iontova past a orbitrap (Novakova et Dousa, 2013).

Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator se sklada ze ¢tyr stejnych kovovych ty¢i kruhového priifezu o délce
20-30 cm. Na dvé€ protilehlé tyce je vlozeno kladné stejnosmérné napéti. Na dvé protilehlé
zbyvajici je vloZzeno zaporné stejnosmérné napéti. Na vSechny je superponovano
vysokofrekvenc¢ni stiidavé napéti. Ion je pfeveden do stiedu osy kvadrupolu, kde zacne
oscilovat. Oscilace jsou stabilni pouze pro ion s urcitou hodnotou m/z v dany casovy
okamzik a urcity pomér U/V, ten projde kvadrupdlem a dostane se na detektor. VSechny
ostatni ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupolu. Plynulou zménou hodnot stejnosmeérného

napéti U a amplitudy V jsou po sobé propustény vSechny ionty na detektor (Hol¢apek, 2016).
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4 Material a metoda stanoveni
4.1 Rostlinny material

Do pokusu byly vybrany c¢tyii rozdilné odridy brambor: Marabel, Milva, Laura a Valfi.
Vsechny testované odraidy byly dodany katedrou rostlinné vyroby CZU v Praze. Sadba odrtid
Marabel, Milva a Laura byla zakoupena od Europlant Slecht. spol. s.r.o., Valfi od
Vyzkumného tstavu bramboraiského Havlickiiv Brod. V Tabulce 3 je uvedena podrobna

charakteristika testovanych odrad.

Tabulka 3 Odridy (Vokal, 2003)

Odruda Délka Varny Zemé Tvar Barva Barva Hlavni
vegetaéni  typ pivod hlizy slupky  duZiny uziti
doby u
Marabel rana BA-A D ovalny zluta Zluta konzum
Laura polorana B-BC D dlouze Cervena tmavé zluta konzum
ovalny
Milva polorana  A-B D kulovito-  Zluta Zluta konzum
ovalny
Valfi polorana B-C CZ ovalny modra  modrostrakatad Specialni
az vyuziti
polopozdni K vyrobé
barevnych
pokrmil

4.2 Popis stanoviSté pokusu

Pokus byl proveden na demonstraénim poli CZU v Praze. Pole se nachazi 290 m.n.m. Piidni
druh je hlinity. Padni typ pole je ¢ernozem. Jedna se o vyrobni oblast fepaiskou. Hodnota pH

pudy je 7,5. Obsah humusu je 2,75 %. Priimérny ro¢ni thrn srazek na stanovisti ¢ini 590 mm.
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4.3 Podminky pokusu

Na demonstracni pole bylo vysazeno 15 ks sadbovych brambor od kazdé odridy a od kazdého
typu zavlahy (zavlaha zalévanim, kapkova zavlaha, stres suchem). Sadba byla provedena ve
dvou opakovanich. Spon vysadby ¢inil 30 cm x 70 cm. Pole bylo rozdé€leno na tii ¢asti. Prvni
¢ast pole byla zavlazovana zalévanim. Zalévalo se primémeé 3 x tydné¢ v mnozstvi vody 10
I/m? dle pocasi. Druha &ast pole byla zavlaZovana kapkovou zavlahou stejnym objemem
vody. Kapkova zavlaha byla spusténa vzdy pies noc. Tteti ¢ast pole byla stresovana suchem,
tedy nebyla nijak jinak zavlazovana nezli srazkami. V Piiloze 1 je uvedena mapa pokusného
pole. Sadba probéhla 16.4.2015, sklizen pak 26.8.2015. Brambory byly péstovany dle zasad
bézné agrotechniky. Na pole bylo aplikovano 500 kg NPK /ha pted vlastni vysadbou. Béhem
vegetace byl aplikovan postiik proti plisnim Ridomil a postiik proti mandelince bramborové

Spintor.

Nasledujici Tabulka 4 uvadi pramérné teploty vzduchu a sumu srazek za kazdy mésic v roce
2015. Data jsou ziskana z Meteorologické stanice CZU v Praze. Tabulka 5 uvadi
dlouhodobou charakteristiku pocasi na pokusném stanovisti Praha — Suchdol. Z porovnani
hodnot teploty vzduchu naméfenych v roce 2015 a hodnot dlouhodobych se mésic duben
ukazal jako teply, kvéten a Cerven jako normalni, Cervenec byl siln€ teply a srpen dokonce
mimotadné teply. V porovnani uhrnu srdzek se duben ukazal jako normalni, kvéten az

cervenec jako suchy a srpen byl normalni (KozZnarova et Klabzuba, 2002).

Tabulka 4 Primérna teplota a thrn srazek za mésice duben az srpen 2015

Mésic duben  kvéten Cerven Cervenec Srpen

Primérna 10,79 13,65 16,77 21,55 22,61
teplota[°C]

Suma 222 31,9 38,6 31,6 59,7
srazek

[mm/mésic]
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Tabulka 5 Dlouhodoba charakteristika pocasi na stanovisti Praha — Suchdol (Koznarova,
2005)

Mésic duben  kvéten Cerven Cervenec Srpen
Primérna teplota 9,1 14,2 17,6 19,3 18,7
[°C]

Uhrn srazek 35 58 66 78 67
[mm/mésic]

4.4 Priprava laboratorniho vzorku

Ze sklizenych brambor byly vybrany zdravé hlizy primérné velikosti a tvaru, tak aby byl
zajistén reprezentativni vzorek. Na pfipravu laboratorniho vzorku byly odebrany 4 hlizy od
kazdé odrady a od kazdého typu zavlahy. Celkem bylo vybrano 48 hliz. VSechny hlizy byly
omyty vodou a osuSeny na filtraénim papiru. Poté byly hlizy rozdé€leny na Ctvrtiny, z kazdé
rozdélené hlizy byla odebrana jedna Ctvrtina, tj. Ctyfi Ctvrtiny hliz, které tvotily laboratorni
vzorek. Takto pfipravené vzorky brambor byly zmrazeny a poté vlozeny do lyofilizatoru na
120 hodin. Lyofilizované vzorky byly rozkrajeny na drobno a nasledné¢ homogenizovany v
laboratornim mlynku. Po homogenizaci byly pfevedeny do plastovych uzaviratelnych sacki a

Vv této podob¢ byly ulozeny do exikatoru do doby analyzy.

4.5 Stanoveni suSiny

Piiprava vzorku na stanoveni susiny probéhla obdobnym zptisobem. Ctvrtky umytych a
osusenych brambor byly nakrajeny na drobno. Na kazdy vzorek bylo pouzito 7,5 nakrajenych

brambor.

Vzorky brambor umisténé ve vazenkach byly vlozeny do susarny, kde byly suseny pti 105 °C
do konstantni hmotnosti (48 hodin). Procento suSiny bylo stanoveno z rozdilu hmotnosti

¢erstvého a suchého vzorku.
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4.6 Pristroje a chemikalie

4.6.1

4.7 Stanoveni obsahu a-solaninu a a-chaconinu metodou UHPLC-ESI-

4.7.1

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,3 g lyofilizovaného homogenizovaného vzorku do
plastové uzaviratelné kyvety. Ke vzorku bylo pfidano 20 ml 80% metanolu. Vzorek byl
promichdn na vortexu, poté byl umistén na 10 minut do ultrazvukové lazn€ k podpote
homogenizace a rozpustnosti ¢astic. Nasledovalo odstfedéni vzorku po dobu 7 min pii 5000

rpm a 20 °C. Supernatant byl pfeveden do 50 ml odmérné banky. Ke zbylému sedimentu bylo

Seznam chemikalii

a-Solanin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)
a-Chaconin > 95 % (Sigma-Aldrich, USA)

Metanol p.a. (Lachner, Ceska republika)

Acetonitril HPLC grade, (Lachner, Ceska republika)
Kyselina mravenci 99 % (Acros Organics, USA)
Octan amonny 99,999 % (Sigma-Aldrich, USA)

Deionizovana voda
Seznam pristroji

Analytickd vaha (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

Susarna Venticell 111 (BMT, Medical Technology, Ltd., Brno, Ceska republika)
Lyofilizator (Lyovac GT2, Steris, Hiirt, Némécko)

Laboratorni mlynek HR 2185 (Philips, Amsterdam, Nizozemsko)

Vortex (Basic 3, IKA, KG, Staufen, Némecko)

Ultrazvukova lazen (PS 04, Powersonic-Notus, Ltd., Vrable, Slovensko)
Centrifuga (5810R, Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Simplicity UV (Merck Millipore, KGaA, Darmastadt, Némecko)

kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RS (Thermo Fisher Scientific, USA)
kvadrupolovy hmotnostni spektrometr 3200 QTRAP (AB Sciex, Danaher, USA)

MS/MS

Priprava vzorku
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pfidano dalSich 20 ml 80% metanolu a cely postup extrakce byl proveden jeste¢ jednou.
Supernatant v 50 ml odmérné baiice byl doplnén po rysku 80% metanolem a tadné
promichan. V dalsi fazi byl vzorek prefiltrovan pfes nylonovy mikrofiltr NY 0,22 um
a v poméru 1:1 byl nafedén deionizovanou vodou do vialky. Obsah a-solaninu a a-chaconinu
ve vzorcich byl stanoven metodou UHPLC-ESI-MS/MS. Kazdy vzorek byl analyzovan ve

ttech opakovanich.
4.7.2 UHPLC-ESI-MS/MS metoda

Obsah glykoalkaloidi ve vzorcich brambor byl stanoven metodou UHPLC-ESI-MS/MS.
Analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu Ultimate 3000 RS (Thermo Fisher
Scientific, USA) ve spojeni s kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem 3200 QTRAP (AB
Sciex, Danaher, USA). Analyty byly ionizovany pomoci ESI ionizace (ionizace

elektrosprejem) v pozitivnim modu.

Podminky UHPLC-ESI-MS/MS analyzy:
Analyticka kolona: Kinnetex C18 (30x2,1 mm; S 1,7 um) (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
Mobilni faze: acetonitril : methanol : voda : 0,1 M octan amonny (200:100:550:50)

(vIviviviv), pH=4 (mravenci kyselina), izokraticka eluce

Prutok: 0,3 ml/min

Nastrik: 1 pl

Teplota kolony: 40 °C

Doba analyzy: 6 min

MS Podminky detekce glykoalkaloidi ve vzorcich brambor jsou uvedeny v Tabulce 6 a 7.

Tabulka 6 Podminky ve zdroji

Ochranny plyn 25 psi
Kolizni plyn stiedni
Napéti zdroje 5500 V
Teplota 650 °C
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ZmlZovaci plyn 60 psi

Turboplyn 60 psi

Tabulka 7 Parametry metody pro stanoveni glykoalkaloidt

MRM pozitivni iontovy méd

analyt ptechod Q1 Q3 cas DP EP CEP CE CXP
hmota hmota [ms] [V] [V] [V] [V] [V]

[Da]  [Da]

o- kvantifikacni 852,64 98,2 100 166 10,5 32 121 4
chaconin ,

konfirmaéni 852,64 380,4 100 166 10,5 32 101 4
a- kvantifikacni 868,62 98,1 100 136 105 46 121 4
solanin

konfirmacni 868,62 398,5 100 136 105 46 97 6
DP — deklasteracni potencial;, EP — vstupni potencial;, CEP — VStUupni potencidl do cely; CE - kolizni

energie; CXP — vystupni potencidl z cely

4.7.3 Ildentifikace a kvantifikace

Identifikace analytli ve vzorcich byla provedena porovnanim kvantifika¢niho a konfirmac¢niho
prechodu a reten¢niho ¢asu vzorkl a retenénich Cast standardd. Vysledky byly vyhodnoceny
metodou kalibra¢ni pfimky. Rozsah kalibra¢ni ptimky byl 0,05 — 5 pg/ml pro a-chaconin i

a-solanin.

4.8 Statistické vyhodnoceni

Nameétené hodnoty chaconinu a solaninu byly zpracovany v programu Statistica CZ. Pro
statistické zhodnoceni byla pouzita dvoufaktorovda ANOVA s interakcemi na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Hodnocené faktory: odriida a zpisob zavlahy. Vysledky statistické

analyzy jsou uvedeny v Ptiloze 2.
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5 Vysledky

Naméfené hodnoty a-solaninu a a- chaconinu jsou v celém textu uvedeny v ug/g suSiny.
Vsechny vysledky jsou uvedeny v Pfiloze 3. Stanovena suSina vSech testovanych variant je

uvedena v Tabulce 8.

Obsah glykoalkaloidti v bramboru (syrova hliza se slupkou) se déli na velmi nizky (< 50
mg/kg), nizky (50 — 79 mg/kg), stiedni (80 — 159 mg/kg), vysoky (160 — 200 mg/kg) a velmi
vysoky (> 200 mg/kg) (Zrist, 2004). Odrady Milva a Marabel patii do odrid s nizkym

obsahem GA. Odridy Laura a Valfi jsou nékde na rozhrani nizké a stfedni trovné GA.

Primérna naméiena hodnota glykoalkaloidii v odridé Marabel varianta zavlahy zalévanim
byla 583 pg/g chaconinu a 390 pg/g solaninu, u stresované varianty 345 pg/g chaconinu a 169
ug/g solaninu a u kapkové zavlahy 576 pg/g chaconinu a 275 ug/g solaninu. Ve varianté
naopak ve variant¢ zdvlahy zalévanim, kde se po pfepoctu na cerstvou hmotu blizila

stanovené hygienické hranici 200 mg/kg ¢erstvé hmoty.

Odrida Milva péstovana ve varianté¢ zavlaha zalévanim obsahovala primérné 407 pg/g
chaconinu a 188 pg/g solaninu, ve varianté stres suchem 336 pg/g chaconinu a 158 ug/g

susiny solaninu a u kapkové zavlahy obsahovala praimérné 525 ug/g chaconinu a 210 pg/g

cvwr

V odridé Laura byla stanovena primérna hodnota 382 pg/g chaconinu a 209 pg/g solaninu u
zavlahy zalévanim, ve stresové varianté 699 pg/g chaconinu a 388 pg/g solaninu a u kapkové
zavlahy 522 pg/ g chaconinu a 285 pg/g solaninu. Ve varianté stresované suchem vykazovala
odriida Laura nejvyssi obsah glykoalkaloidii. Dokonce byl piekrocen i hygienicky limit o vice

jak jednu ¢tvrtinu (253,94 mg/kg).

Odrida Valfi obsahovala praimérné 351 pg/g chaconinu a 199 pg/g solaninu u typu zavlahy
zalévanim, ve varianté stresované suchem 616 pg/g chaconinu a 314 pg/g solaninu,
ve varianté kapkova zavlaha Valfi primérné obsahovala 315 pg/g chaconinu a 172 ng/g
solaninu. Nejvyssich hodnot glykoalkaloidii dosahla odrida Valfi ve varianté stres suchem,

kde mirné piesahla i stanovenou hygienickou hranici (207,03 mg/kg).

Nameétené hodnoty pro chaconin a solanin jsou graficky vyjadiené na Obrazku 5 a 6.

Statistické vysledky uvadi Obrazek 7 a 8 a Ptiloha 2. Z Obrazku 7 a 8 je patné, ze odrudy
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Milva a Marabel jsou prikazné odolnéjsi vici stresu suchem. Za to odridy Laura a Valfi jsou
mén¢ odolné vuci stresu suchem, jejich hodnoty jsou zvySené ve varianté stresované suchem.

Byly prokazany vyznamné interakce odriida x varianta zavlahy (Obrazek 4 a 12 v Ptiloze 2.

v

Obrazek 2 v Priloze 2). Stejné tomu tak bylo u solaninu (Obrazek 8 v Piiloze 2). Typ odrudy
se ukazal jako statisticky prikazny (Obrazek 5 a 10 v Ptiloze 2).

Z hlediska varianty nejvyssich hodnot chaconinu dosdhla varianta stres suchem a nejnizsich
zavlaha zalévanim (Obrazek 3 v Ptiloze 2). Nejvyssich hodnot solanin dosahl také ve varianté
jako statisticky neprtikazna (Obrazek 6 a 11 v Ptiloze 2). Neprikazna byla pravé diky

vyznamnym interakcim, kdy na stres suchem reagovaly odridy velmi rozdilnym zptisobem.
Vyznamné jsou interakce mezi odriidou a variantou zavlahy (Obrazek 4 a 12 v Ptiloze 2).

Byl pozorovan pomér chaconin/solanin. V pokusu se pohyboval od 1,47 (Marabel zavlaha
zalévanim) do 2,53 (Milva kapkova zavlaha). Coz odpovidd obecné uddvanym hodnotdm
Vv literatufe. Primér pomért u varianty zavlaha zalévanim je 1,81, u stresované 1,98 a u
kapkové zéavlahy 2,06. Primérné odrida Marabel dosdhla poméru chaconin/solanin 1,88,
odrida Milva 2,26, Valfi 1,85 a odrida Laura 1,81. VSechny poméry jsou uvedeny ve

vysledcich v Ptiloze 3.
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Odrida*Varianta; Primeny MNC
Soucasny efekt: F(8, 24)=11,287, p=,00001
Dexompozice efektivnl hypotézy
Vertikalni sloupce cznaduji 0,85 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 7 Obsah chaconinu
Odrida*Varianta; Primény MNGC
Soucasny efekt: F(8, 24)=17,705, p=,00000
Dexompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce cznaduji 0,25 intervaly spolehlivosti
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Sus$ina

Mnozstvi susiny v hlize bramboru se udava okolo 20 %, je zavislé na druhu odrudy, terminu
sklizn¢, délky a zpiisobu skladovani. V pokusu bylo stanoveno mnozstvi susiny vzork, které
se pohybovalo od 18,11 % (Marabel kapkova zavlaha) do 23,36 % (Laura stres suchem).
Jednotlivé hodnoty susiny uvadi Tabulka 8.

Tabulka 8 Obsah susiny

Odrida Typ zavlahy % suSiny
Marabel zalévani 20,30
Milva zalévani 20,37
Laura zalévani 23,09
Valfi zalévani 19,52
Marabel stres suchem 21,26
Milva stres suchem 19,38
Laura stres suchem 23,36
Valfi stres suchem 22,53
Marabel kapkova zavlaha 18,11
Milva kapkova zavlaha 20,73
Laura kapkova zavlaha 21,28
Valfi kapkova zavlaha 19,99
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6 Diskuze

V provedeném pokusu byly zméteny obsahy a-solaninu a a-chaconinu v lyofilizovanych
vzorcich brambor. Jak jiz bylo vySe zminéno na jejich obsah ma vliv nékolik faktort, jako je
odriida, ro¢nik, stanovi$té a skladovani. Glykoalkaloidy se v rostliné tvoii na obranu ve
stresovych podminkach, proto napadeni Skiidci nebo mechanické poskozeni zvysi jejich
syntézu. V pokusu byl zkouman vliv stresového faktoru sucha, kde se predpoklada zvyseny
obsah GA, v porovnani s dvéma dal$imi variantami — zavlaha zalévanim a kapkova zavlaha.
Zkoumany byly ¢tyfi rizné odridy — Milva, Laura, Marabel a Valfi. Tyto odrudy patii mezi
brambory s nizkym az stfednim obsahem GA. Tedy nepfedstavuji zdravotni riziko pro

konzumenta.

Z pozorovaného stresového faktoru sucha nejvyssich hodnot a-solaninu i a-chaconinu dosahla
odrida Laura. Podobnych hodnot dosahovala i odrida Valfi. Laura a Valfi jsou odridy malo
odolné vuci stresu suchem. Stres suchem se neprojevil na odridach Milva a Marabel. Tyto
odridy jsou odolné vuci stresu suchem. RlUzné projevy odriid na stres suchem potvrzuji
odridovou zavislost. U varianty zavlaha zalévanim dosahla nejvysSich hodnot odrida
Marabel. Kapkova zavlaha nezpusobila mezi odridami vyznamné rozdily v obsahu

glykoalkaloidt.

Ke stejnému zavéru dospéli i autoii Papathanasiou et al. (1999) v pokusu provedeném na
trech odliSnych odriidach, kde byly brambory vystaveny nizkym teplotdm, chladu, vysokym
teplotam, podmaceni, stresu Suchem a kombinaci stresi. Pouze u jedné odridy vzrostl
vyrazn¢ obsah glykoalkaloidd pii stresu suchem i pfi stresu zamokienim. Autofi dosli k
podobnému zavéru, ze odolnost vici stresu je do velké miry zavisla na odrad¢. Ke stejnému
zjisténi dospéli i autofi Hamouz et al. (2014), ktefi zkoumali vliv odridy, barvu duziny,
stanovi$té a ro¢nik na celkovy obsah glykoalkaloidd. Jako rozhodujici faktor se projevil

genotyp brambor.

Z nami provedeného pokusu a z vysledkl jinych studii vyplyva, Ze obsah glykoalkaloidl je

zavisly na typu odriidy brambor.

Dalsi obdobny pokus s péti andskymi odridami byl proveden autory Andre et al. (2009).
Reakce odrud na stres suchem byla velice odridové specifickd. Na dvou odridach se stres
nijak neprojevil, naproti tomu u ostatnich trech vzrostl jejich obsah 2,4 krat, 3,3 krat a 3,9 krat

V porovnani s kontrolnim vzorkem. Byl pozorovan i pomér a-chaconinu/a-solaninu. Zda se,
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ze stres suchem nema vliv na tento pomér. Stres suchem je predpokladem pro zvysSenou
tvorbu glykoalkaloidi. Potvrzuje to i pokus, kde byl obsah GA zvysen o 43 — 50 % (Bejarano
et al., 2000).

V naSem pokusu byly namétené hodnoty celkové zvysené. Klimatické podminky obdobi rtistu
pokusu byly teplejsi a sussi v porovnani s dlouhodobym priimérem. Proto se zvySené hodnoty
GA u provedeného pokusu mohly ptedpokladat. Odridy s deklarovanym nizkym obsahem
dosahovaly hodnot vyssich, dokonce byl piekrocen i hygienicky limit u odrid Laura a Valfi.
Stres suchem ovlivitluje mnozstvi glykoalkaloidu, statisticky se to podafilo prokazat u dvou

odrtd. Jednoznacné se to, ale prokazat nepodarilo.

Kromé sucha i vysoka teplota miize zvysit obsah glykoalkaloidi. Nasimulované podminky
32 °C ptes den a 27 °C Vv noci pii péstovani tfi rozdilnych odrid zvysily obsahy celkovych
glykoalkaloida v listech bramboru v porovnani s kontrolnimi podminkami 22 °C pies den
a 17 °C pres noc. Vliv teploty na pomér glykoalkaloidt nebyl potvrzen (Lafta et Lorenzen,
2000).

Obecné sucho a vysoké teploty snizuji vynos a kvalitu brambor vSude ve svété. Bylo
provedeno mnoho vyzkumu na fyziologii, biochemii a genetiku brambor s cilem pochopit
zaklad pro toleranci stresu a tim vyteSit problém produkce za sucha. Mezi faktory zplsobujici
sucho patii nedostatek destovych srazek, nadmérné mnozZstvi soli v ptidnim roztoku nebo
zvySené vyuziti omezenych sladkovodnich zdroji na méstské a pramyslové pouziti. Do
budoucna se predpoklada, Ze se globalni oteplovani bude stupniovat. Proto velkou vyzvou

zustava Slechténi novych odrud, které jsou odolné vuéi suchu (Obidiegwu et al., 2015).

Glykoalkaloidy sice mohou byt pro konzumenta toxické, ale v rostliné maji nezastupitelnou
funkci. Cilem $lechtiteld snizit obsah GA v hlize bramboru z diivodu bezpecnosti potravin ma
za nasledek sniZzeni GA v listech a tim se sniZi odolnost rostliny vii¢i Skiidctim a patogentim.
Z pozorovani vyplyva, Ze mnozstvi a zastoupeni GA se v Castech rostliny lisi. Proto je zdjem
o vyslechténi nového kultivaru s nizkym obsahem GA v hlize a zachovanim vysoké Grovné

GA v listech rostliny (Ginzberg, 2009).

Pro tplnost pokusu by bylo vhodné provést pokus znovu se stejnymi odridami, na stejném

stanovisti a zhodnotit vliv ro¢niku.
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[ Zavér

Cilem prace bylo stanovit obsah majoritnich glykoalkaloidi v riznych odriiddch brambor a
zhodnotit vliv stresu suchem na jejich obsah. Byl proveden pokus se ¢tyfmi odridami —
Milva, Laura, Mararbel a Valfi. VSechny odrady byly péstovany ve variantdich — zavlaha
zalévanim, kapkova zavlaha a varianta stresovana suchem. Stresovana varianta nebyla

zavlazovana nijak jinak nez srdzkami. Obdobi péstovani bylo spiSe suché a teplé. Stres

suchem je ptedpoklad pro zvysenou hladinu glykoalkaloid v bramboru.

Vliv odridy se ukazal jako rozhodujici faktor ovliviujici obsah glykoalkaloidi v bramboru.
Odrudy odlisné reagovaly na typ zavlahy. Odolnost vici stresu suchem projevily odrady
Milva a Marabel. Horsi odolnost a vyssi obsahy glykoialkaloidi byly zjistény u odrad Laura a
Valfi, které presahly stanoveny hygienicky limit 200 mg/kg. Proto je nutné peclivé vybrat
odridu za predpokladu suchého a teplého ro¢niku péstovani nebo v lokalitich, kde tyto
podminky bézné hrozi. Hypotéza, Zze mira akumulace glykoalkaloidii v bramborach je

podminéna typem odrudy, byla potvrzena.

Stres suchem se ukdazal jako faktor, ktery miize hladinu glykoalkaloidl ovlivnit, ale statisticky
se to jednoznaéné prokazat nepodafilo. Vechny hodnoty byly zvysené, na ¢em se do znaéné
miry mohlo podepsat i abnormalné teplé pocasi na stanovisti v roce 2015. Hypotéza, ze
vlivem stresu suchem dochazi k narustu toxickych glykoalkaloidti v hlizach brambor, byla
zamitnuta. Tuto hypotézu se nepodafilo potvrdit z divodu rozmanitého chovani odrid
péstovanych v podminkach sucha. Byly zjiStény vyznamné interakce odriida x varianta

zavlahy.

Zaveérem lze konstatovat, ze dodrzovanim obecnych doporuceni tj. vybér odridy, dodrZzovani
zasad spravné agrotechniky, spravné skladovéani aj., neptfedstavuji brambory z hlediska
obsahu glykoalkaloidli pro konzumenta nebezpeci. Navic odstranénim slupky pii kulindrni
upraveé se odstrani vétsSina glykoalkaloidd v hlize a mozné riziko pro konzumenta se snizi na

minimum.
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Priloha 2 Statistické vyhodnoceni

Jednorozmémé testy vyznamnosti pro chaconin (Tabulka dat)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. €len 7998124 1) 7998124 1209121 0,000000
Odrida 52378 3 27459 4,151 0,016710
Varianta 30977 2 15488 2341 01TTTA
Odrada*Varianta 448364 B TA727 11,297 0.000005
Chyba 168756 24 6615
Obrazek 1
Odriida; PriméryMNC
Soulasny ek Fi3, 24)=4,1512, p= 01671
D ekompozi ce efektivii hypatézy
Wertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervalyspolehlivost
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Obrazek 2




Varianta; Primény MMNG
Soucasny efekt: F(2, 24=2,2415, p=,11778
Dexompozice efektivnl hypotézy
Vertikalni sloupce cznaduji 0,85 intervaly spolehlivosti
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zavlsha stres suchem kapkowa zavlaha
Varianta
Obrazek 3
Tukeylv HSD test; proménna chaconin (Tabulka dat)
Homogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 66148, sv =24 000
. Odrida Varianta chaconin 1 2 3 4
C. buriky Pramér
12 Valfi kapkova zaviaha| 3146598
5 Milva stres suchem 3356714 T
2 Marabel stres suchem 3451817 T FEE
10 Valfi zavlaha 3507420  we we
7 Laura zavlaha 3815763 v wew wem
4 Milva zavlaha 407 4083w wew) wes
9 Laura kapkova zavlaha 5216858 T v wem owew
G Miva  kapkova zavlaha 624 B4g2 T weew weem owe
3 Marabel| kapkova zaviaha 576,0072 TR wEEm| wE
1 Marabel zavlaha £83.2678 i OO i
11 Valfi stres suchem 616,3444 TEER| e
8 Laura stres suchem 698 9001 i

Obrazek 4




Tukeyiv HSD test; proménna chaconin (Tabulka dat
Homaogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 66148, sv = 24,000
Odrida || chaconin 1 2
C. buriky Pramér
2 Miva| 4226420 =
4 Valfi| 4272457
1 Marabel| 5014856 = ==
3 Laura] 534,0207 e
Obrazek 5
Tukeyiv HSD test; proménna chaconin (Tabulka dat)
Homaogenni skupiny, alfa= 05000
Chyba: meziskup. PC = 6614 8, sv = 24000
\arianta chaconin 1
C. buiiky Primér
1 zavlahal| 4307486
3 kapkova zavlaha 484 2745
2 stres suchem| 4930244 ™=
Obrazek 6
Jednorozméme testy vyznamnosti pro solanin (Tabulka dat)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. €len 2184593 1 2184593 1479646 0,000000
Odrida GE033 3 22013 14,909, 0,000011
Warianta 2880 2 1445 0,979 0,390257
Odrida*Varianta 156840 B 26140 17,706 0.000000
Chyba 35434 24 1476

Obrazek 7




240

Cdriida; Priméry MNG
Soucasny efekt: F(3, 24/=14,202, p=,00001
Dexompozice efektivnl hypotézy
Vertikalni sloupce cznaduji 0,85 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 8

Varianta; Priméry MMC
Scucasny efekt: F{2, 24/= 597871, p=28020
Dekompozice efeltivni hypotézy

Wedtikalni sloupees cznaduji 0,95 intervaly spolehlivosti

solanin

zavlaha stres suchem kapkova zavlsha

Varianta

Obrazek 9




Tukeyiv HSD test; proménna solanin (Tabulka dat)
Homaogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 14764, sv = 24,000
Odrida solanin 1 2 3
. bufiky Priimér
2 Milva| 1852070 =
4 Valfi| 2281913 == =
1 Marabel| 277,9699 il I
3 Laurall 293 9896 =
Obrazek 10
Tukeyiv HSD test; proménna solanin (Tabulka dat)
Homaogenni skupiny, alfa= 05000
Chyba: meziskup. PC = 14764, sv = 24,000
Varianta solanin 1
. bufiky Primér
3 kapkova zaviaha| 2354183 =
1 zavlahal| 2452345
s stres suchem| 257 3650 ™
Obrazek 11
Tukeyiv HSD test; proménna solanin (Tabulka dat)
Homaogenni skupiny, alfa = 05000
Chyba: meziskup. PC = 1476.4, sv = 24_000
Odrida Varianta solanin 1 2 3 4 5 B
. buiiky Primér
5 Milva stres suchem| 1579363 =
P Marabel stres suchem| 1692730 == ™=
12 Valfi kapkova zavlaha| 1718375 =  w wee
4 Milva zavlaha| 187 7564  F we wme
10 Valfi zavlaha| 1986437 7 e e
[ Laura zavlaha| 2089785 T e wme o wme
B Milva kapkova zavlahal| 2098283 ™= = w we
3 Marabel| kapkova zavlahal| 2750772 il Il Il I
9 Laura, kapkova zaviahal| 2845323 il Il il I
11 Valfi stres suchem| 314.0927 i il i
B Laura stres suchem|| 388.1580 e
1 Marabel zavlaha| 3895595 e

Obrazek 12




Piiloha 3 Vysledky méfeni pokusu

odrGda typ zavahy chaconin pg/g susiny solanin ug/g susiny chaconin/solanin
Marabel zavaha zalévanim 539 355 1,52
Marabel zavaha zalévanim 628 416 1,51
Marabel zavaha zalévanim 583 397 1,47
Milva zavaha zalévanim 396 185 2,14
Milva zavaha zalévanim 474 212 2,23
Milva zavaha zalévanim 352 166 2,12
Laura zaviaha zalévanim 392 212 1,85
Laura zaviaha zalévanim 407 220 1,85
Laura zavaha zalévanim 345 195 1,77
Valfi zavaha zalévanim 359 195 1,84
Valfi zavaha zalévanim 350 208 1,68
Valfi zavaha zalévanim 343 193 1,78
Marabel stres suchem 327 168 1,95
Marabel stres suchem 364 171 2,13
Marabel stres suchem 345 170 2,03
Milva stres suchem 315 150 2,10
Milva stres suchem 355 161 2,20
Milva stres suchem 337 162 2,07
Laura stres suchem 540 328 1,65
Laura stres suchem 570 310 1,84
Laura stres suchem 987 526 1,88
Valfi stres suchem 638 327 1,95
Valfi stres suchem 603 322 1,87
Valfi stres suchem 608 294 2,07
Marabel kapkova zavaha 652 301 2,17
Marabel kapkova zavaha 576 276 2,09
Marabel kapkova zavaha 500 249 2,01
Milva kapkova zavaha 483 192 2,52
Milva kapkova zavaha 537 212 2,53
Milva kapkova zavaha 554 226 2,45
Laura kapkova zavaha 500 267 1,87
Laura kapkova zavaha 557 290 1,92
Laura kapkova zavaha 508 297 1,71
Valfi kapkové zavaha 332 172 1,93
Valfi kapkova zavaha 330 177 1,86

Valfi kapkova zavaha 282 166 1,69



