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Souhrn:

V této uloze je testovdna pouZzitelnost nové detekéni techniky pii stanoveni antioxidantu
resveratrolu v rostliné Kfidlatce metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Vysledky obsahu resveratrolu naméfené obéma detekénimi technikami byly podrobeny
exploratorni analyze. Moznost pouZiti nové metody byla provétena parovym testem a rovnéz
byla provedena validace.

Uvod:

V nasi laboratofi je sledovan obsah znamého piirodniho antioxidantu resveratrolu v rostling
Kfidlatce (Polygonum cuspidatum). Obsah této latky je stanovovan metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) se spektrofotometrickou detekei.

Vzorky oddenkii Kiidlatky jsou dodavany Botanickym ustavem Akademie véd Ceské
republiky. Vzhledem k tomu, ze Kftidlatka je zatazena do kategorie karanténnich pleveli a
m¢éla by byt likvidovana, je pro ucely vyzkumu Botanického ustavu péstovana jen na polich
soukromych zeméd¢lct, kde jsou u€inéna opatieni, aby se nekontrolované nesifila dale do
okoli. Nasim ukolem bylo zjistit, zda jsou rostliny na jednom z poli homogenni, tzn., zda je
homogenni obsah resveratrolu. Testovani bylo provedeno na 15 reprezentativné odebranych
vzorcich.

DalSim ukolem v nasi laboratofi bylo provéfit moznost pouziti elektrochemického detektoru
po separaci latek kapalinovou chromatografii. Resveratrol je totiz v kiidlatce obsazen ve
stopovych koncentracich, takze vznikla potfeba nalézt a aplikovat srovnavaci metodu. Pro
toto testovani bylo pfipraveno 15 extrakti, které byly méfeny paralelné na dvou kapalinovych
chromatografech, jeden byl vybaven UV-VIS detektorem a druhy -elektrochemickym
CoulArray detektorem. V tabulce jsou uvedeny obsahy resveratrolu v mg/g vzorku, které byly
ziskany dvéma metodami.



Tab. 1. Obsah resveratrolu (mg/g)

Vzorek | UV-VIS detekce | CoulArray detekce
1 0,135 0,126
2 0,182 0,198
3 0,491 0,457
4 0,123 0,127
5 0,182 0,171
6 0,387 0,371
7 0,234 0,224
8 0,196 0,199
9 0,481 0,496
10 0,173 0,195
11 0,095 0,106
12 0,126 0,109
13 0,322 0,341
14 0,252 0,268
15 0,204 0,195

ReSeni:

Bylo provedeno testovani v programu ADSTAT a QC Expert, byla pouzita jednorozmérna
zékladni statistika. Testovani na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Vysledky:

Vyber A Vyber B

Aritmeticky primér 0,239 Aritmeticky pramér 0,239
Spodni mez 0,169 Spodni mez 0,170
Horni mez 0,309 Horni mez 0,307
Smérodatna odchylka 0,126 Smérodatna odchylka 0,124
Rozptyl 0,016 Rozptyl 0,015
Median 0,196 Median 0,198
Sikmost 0,964 Sikmost 0,891
Spicatost 2,702 Spicatost 2,616

Retrans. pramér 0,203 Retrans. pramér 0,203
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Obr. 5. Digram rozptyleni vybéru A

Obr. 6. Diagram rozptyleni vybéru B
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Obr. 7. Odhad hustoty vybéru A
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Obr. 8. Odhad hustoty vybéru B
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Obr. 9. Krabicovy graf vybéru A

Obr. 10. Krabicovy graf vybéru B
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Obr. 11. Kvantilovy graf vybéru A

Obr. 12. Kvantilovy graf vybéru B
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Obr. 13. Graf rozptyleni s kvantily- vybér A
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Obr. 15. Graf polosum vybéru A
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Obr. 17. Graf symetrie vybéru A
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Obr. 14. Graf rozptyleni s kvantily- vybér B
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Obr. 16. Graf polosum vybéru B
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Obr. 18. Graf symetrie vybéru B
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Obr. 19. Graf Spicatosti vybéru A
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Obr. 20. Graf Spicatosti vybéru B
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Obr. 21. Kruhovy graf vybéru A

Parové testovani dvou detek¢nich technik:

Provedeno v programu ADSTAT.

Parovy t-test

Préim. rozdil 9,934.107"°
Rozptyl 7,159.107
Tab. kvantil 2,1448
t-statistika 5,3739.10°®
Hladina vyznamnosti 1,000

Obr. 22. Kruhovy graf vybéru B

Zaveér: Priméry se povazuji za shodné, hypotéza Hj je pfijata.




Validace metody:

Byl navrzen regresni model pfimky y=f,+ fB,x, u kterého budeme testovat nulovou
hypotézu Ho: Bo =0, 1 = 1.

Program ADSTAT, modul linearni regrese, regresni diagnostika.
Byl nalezen vhodny regresni model s nasledujicimi charakteristikami.

Parametr Odhad  Smérodatnd Test Hp: bj=0vs. Ha:bj#0 Spoctena hladina

Odchylka t-kritérium hypotéza Hpje  vyznamnosti
Bo 1,731.10° 8,865.10°  0,1953 prijata 0,848
if 0,9847 0,05712 19,417 zamitnuta 0,000

Statistické charakteristiky regrese

Vicenasobny korelacni koeficient, R 0,9832
Koeficient determinace, R* 0,9667
Predikovany korelaéni koeficient, R 0,9754
Stfedni kvadraticka chyba predikce, MEP 2,4555.10™
Akaikeho informacni kritérium, AIC -126,45

Zhodnoceni kvality modelu

Test useku
Intervalovy odhad parametrt useku Bo:

bo — 1 1-2.ND(bo) < Bo < bg + £ 1.02.VD(bo)
-0,0174 < By < 0,0208
Tento interval spolehlivosti iseku obsahuje nulu, proto Ize usek By povazovat za nulovy.
Test smérnice

Intervalovy odhad parametri smérnice f3;:

b1 — 1 1.2 ND(b1) < B < by + £ 1.2 VND(b1)
0,8613 <B;<1,1081

Tento interval spolehlivosti smérnice obsahuje jednicku, proto 1ze smérnici 3; povazovat za
rovnou jedné.



Zavér:

V prvni ¢asti ulohy bylo dokdzano, Ze obsah resveratrolu v rostlindich na zkoumaném poli je
homogenni, z toho Ize usoudit, Ze i rostliny by mély byt homogenni.

V druhé casti ulohy bylo provedeno parové testovani dvou typu detektort pouzivanych
v kapalinové chromatografii. Testovani bylo provedeno na 15 extraktech pfipravenych
z rostliny Kiidlatky. NaSim testem bylo prokazano, Ze rozdily pii analyze resveratrolu jsou
nevyznamné, tudiz lze pouZit elektrochemickou CoulArray detekci jako srovnavaci metodu
k detekci spektrofotometrické. Po navrzeni vhodného regresniho modelu a jeho zhodnoceni
lze uzavtit, ze vysledky nové metody (elektrochemicka detekce) se statisticky vyznamné
nelisi od pivodni, spektrofotometrické metody.
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