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ANOTACE

Metodika je urcena konzumentim a péstitelim jabloni, zpracovatelim ovoce
a obchodnikiim. Zahrnuje podrobné informace o vyuzitych metodach pro stanoveni
obsahu fenolickych latek v jablkach a vlastni popis chemickych analyz. Popsany jsou
podminky separace, metody detekce, pfiprava realnych vzorku k analyze, stanoveni
celkové antioxida¢ni aktivity ve vybranych odradach jabloni i novoslechténi.
Z dosazenych vysledki jsou pro dal$i zpracovani doporuceny odrudy s vysokym
obsahem fenolickych latek a odpovidajici antioxida¢ni aktivitou. Metodika je
doplnéna o poznatky souvisejici s metodami analyz bioaktivnich latek v jablkach
vyplyvajicich z literarni reSerSe a z poznatkt ziskanych v pribéhu reseni projektu
TACR TJ01000151.

ANNOTATION

The described methodology is intended for use of consumers and apple growers,
fruit processing units, and dealers. It includes detailed information concerning the
methods used to determine the content of phenolic substances in apples and the
description of chemical analyzes. Separation conditions, methods of detection,
preparation of apple samples for analysis, determination of total antioxidant activity
in selected varieties of apples, and new breeding are described. The obtained results
led to varieties with both higher content of phenolic substances and antioxidant
activity recommended for further processing. The methodology is supplemented
with knowledge related to the methods of analysis of bioactive substances in apples
resulting from the literature search and from the results obtained during the work on
project TACR TJ01000151.




Seznam pouzitych zkratek

ACN
CAD
DAD
DPPH
ECD
FLD
FRAP

GC-MS
HPLC
LC-MS
LOD
LOQ
MeOH
MS
ORAC

TAA
TEAC

acetonitril

detekce na principu nabitého aerosolu

spektrofotometricky detektor s diodovym polem
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

elektrochemicky detektor

fluorescenéni detektor

Metoda pouzivand ke stanoveni antioxida¢nich vlastnosti
biologickych vzorkd. Metoda vyuzivda redukéniho potencidlu
antioxidacnich latek na tripyridyltriazin Zelezity (FeIlI-TPTZ), ktery
je za nizkého pH redukovan na svou Zeleznatou formu spolu
s intenzivnim modrym zbarvenim. (Ferric Reducting Ability of Plasma)
plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci
vysokoucinna kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci

detekeni limit

limit kvantifikace

methanol

hmotnostni spektrometr

Metoda pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity. Metoda ORAC
je zaloZena na vytvoreni peroxylového radikélu feroeritrinu a jeho
oxidaci ¢inidlem ABAP (2,2'-azobis-2-methyl-propionamidin).
Radikal se ur¢uje kvantitativné fluorimetricky a hodnoti se rychlost
ubytku signdlu po pfidani testovaného vzorku (Oxygen Radical
Absorbance Capacity)

celkova antioxida¢ni aktivita (Total Antioxidant Activity)

Metoda pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity. Testuje
schopnost vzorku ¢i  latek zhaSet kation-radikal ABTS.+
(2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)).
Vysledna  antiradikdlova aktivita vzorku je srovnavana
s antiradikdlovou aktivitou syntetické latky Trolox (Trolox Equivalent

Antioxidant Activity)



1 UVOD

Jablka jsou jednim z nejéastéji konzumovanych plodi na svété. V roce 2011 byla
podle statistik Organizace pro vyzivu a zemédélstvi [1] odhadnuta svétova produkce
jablek na priblizné 75 miliont tun. Jednd se o ovoce s vysokymi vyZivovymi
hodnotami, vysokou produkci a dobrou ptistupnosti na trhu. Diky modernim
technologiim skladovani lze v zavislosti na odrtidé skladovatelnost plodi jabloni
prodlouzit az o jeden rok.

Jablka obsahuji rizné fenolické slouceniny [2] a za pouziti analytickych metod
s vyuzitim kapalinové chromatografie ve spojeni nej¢astéji s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS) nebo plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) je
mozné identifikovat celou fadu polyfenolickych molekul, hlavnimi slozkami jsou
(+)-katechin a (-)-epikatechin (ze skupiny flavan-3-olti a flavanolt), floridzin
(dihydrochalkonové glykosidy), kvercetin (flavonoly), prokyanidiny (antokyany),
kyanidin-3-O-galaktosid (antokyany), kyselina chlorogenova (ester kyseliny
chinové a kavové), rutin (flavonoly), kyselina gallové (fenolické kyseliny) a kyselina
p-kumarova (hydroxycinnaméty) [3, 4]. Obecné se obsah polyfenoli pohybuje mezi
19,6 a 55,8 mg na plod (flavan-3-oly), 17,7-33,1 mg na plod (flavonoly) a 10,6-
floridzin (1,0-9,3 mg na plod) a antokyanin (0,1-6,5 mg na plod) [5]. Charakterizace
molekul polyfenolti jablek spojenych s jejich lokalizaci ve slupce, duzniné a semenech
dokazuje, Ze slupka a také semena jsou na tyto slou¢eniny bohaté [5, 6, 7].



2 CIL METODIKY

Cilem metodiky je stanoveni vybranych fenolickych latek v genotypech jabloni
zahrnujici rozsdhlou kolekci perspektivnich novoslechténi a dal$ich znamych
odrtid. Déle vyvinout rutinni, jednoduchou a rychlou separaci umoznujici analyzu
velkého poctu vzorkt s pouzitim rychlé HPLC metody a vybraného typu detektoru.
Nésledné provést monitoring vybranych sedmi fenolickych sloucenin (kyselina
gallova, kyselina chlorogenova, epikatechin, kvercetin, rutin, floridzin a floretin)
v jable¢nych extraktech pomoci HPLC-diode array detekce (DAD), detekce nabitého
aerosolu (CAD) a CoulArray detektoru. Zaroven je cilem metodiky porovnani
téchto detekénich technik a vybér nejvhodnéjsi, univerzalni metody pro dostate¢né
selektivni a citlivé stanoveni latek s antioxida¢ni aktivitou v plodech jabloni. Soudasti
metodiky je i pomologické hodnoceni stanovovanych odriid a novoslechténi pro
komplexnost problematiky a pro kvalitativni hodnoceni tohoto ovoce s pozitivnim
vlivem na zdravi ¢lovéka.



3 VLASTNI POPIS METODIKY
3.1 Fenolické latky

Fenolické slouceniny jsou minoritnimi slozkami rostlin a plodi. Presto vsak
maji vyznamné a lidskému organismu prospésné vlastnosti. Na lidsky organismus
maji fenolické latky priznivé ucinky, které zavisi na prijatém mnozstvi a biologické
dostupnosti. Pozitivné ovliviiuji kardiovaskuldrni systém, maji roli v prevenci
rakovinového bujeni a neurodegenerativnich onemocnéni a dale rovnéz vykazuji
antimikrobidlni, protizanétlivé a antialergické ucinky [9, 10, 12, 13, 14].

Na zakladé téchto skute¢nosti vzrostl zajem o analyzu potravin, které mohou byt
potencialnimi zdroji téchto latek. Jedna se o ovoce, zeleninu a primyslové produkty
z nich vyrobené. Mezi nejéastéji konzumované druhy ovoce se fadi jablka, ktera tedy
predstavuji vyznamny zdroj téchto latek. Fenolické latky, rovnéz také polyfenoly,
jsou slouceniny prirodniho ptivodu nachazejici se ve vSech rostlinnych tkanich.
Zakladni strukturni jednotkou fenolickych latek je aromaticky kruh obsahujici
jednu, ptipadné vice hydroxylovych skupin. Spojenim zékladnich jednotek mohou
vznikat aZ vysokomolekularni komplexni polymery. Majoritni podil téchto latek se
vyskytuje ve formé glykosidu. Dle struktury jsou polyfenoly rozdélovany do nékolika
zakladnich skupin [9, 10, 11, 12].

3.1.1 Stanoveni a HPLC separace fenolickych sloucenin

Kanalyze rostlinnych vzorku se zaméfenim na fenolické latky je nejc¢astéji vyuzivana
kapalinova chromatografie, ktera umoznuje déleni slozitych smési, kterymi rostlinné
vzorky a extrakty z nich pfipravené bezpochyby jsou. Vyuzivany jsou i rizné zpiisoby
detekee.

Pii separaci fenolickych latek je vyuzivan nejcastéji systém kapalinové
chromatografie s pouzitim kolon naplnénych reverzni stacionarni fazi. Pouzivané
kolony maji délku 150 — 250 mm a vnitfni pramér 2,1, 3,0 a 4,6 mm. Stacionarni faze
je nejcastéji tvorena casticemi silikagelu s navazanymi uhlovodikovymi retézci (C8,
C18). Mobilni fazi tvori vét§inou smés dvou kapalin — mirné kysely vodny roztok
(obsahujici kyselinu octovou, mravenci, trifluoroctovou) a organické rozpoustédlo.
Slabé kyselé prostfedi snizuje ionizaci analyt, a tim umoziuje zvysit retenci
polyfenoli (slabé kyselé latky) na koloné. Témér vzdy je zvolena gradientova eluce.
Pratokova rychlost a davkovany objem vzorku zavisi na pouzité staciondrni fazi
a velikosti kolony.

Detekce je nejcastéji kombinaci DAD a fluorescen¢nich (FLD) ¢i MS detektort,
méné jsou pouzivany detektory elektrochemické. Vyuziti DAD detektoru je
umoznéno pfitomnosti aromatickych kruht ve struktufe téchto latek. FLD detektor
1ze pouzit u latek, které jsou schopné nativni fluorescence, ptipadné fluorescence po
vhodné derivatizaci. Tato skute¢nost podminuje vyssi selektivitu stanoveni danych
latek. Do popredi se dostava také MS, ale jejimu vyuziti v rutinni praxi brani nakladné
pristrojové zatizeni [15, 16].



Pti pouziti HPLC lze docilit separace $irokého spektra latek, ¢imz se tato metoda
systému HPLC s vybranym typem detekce lze ziskat kvalitativni i kvantitativnich
udaje.

Nejéastéji analyzovanymi vzorky jsou cerstvé ovoce, zelenina, Cervené vino,
pivo a rostlinné oleje. V nedavné dobé byla pozornost obracena také k pramyslové
zpracovanym produktim, jako jsou ovocné a zeleninové dzusy a $tavy pripadné
vylisky nebo susené ovoce.

Studie uvedené v Tabulce ¢. 1 byly zaméfené na stanoveni fenolickych latek
v materidlech rostlinného pavodu. Tyto studie poukazuji na moznost vyuzit pro
upravu vzorku riizné metody, ale prevazné byla aplikovéna extrakce rozpoustédly
s danou polaritou pro stanoveni vybranych extrahovanych latek.

Pro samotnou separaci vzorkd byla ve vSech pripadech pouzita kapalinova
chromatografie v reverzné-fazovém modu. Separace probihaly na kolondch, které
obsahovaly sorbent s navdzanymi C18 nebo C8 uhlovodiky. Délka kolon byla od
100 mm do 250 mm. Delsi kolony a rostouci pocet sledovanych analytti mély vliv
na celkovy ¢as separaci, ktery se pohyboval v fddu desitek minut. Uvedené studie
ukazuji, Ze pro detekei fenolickych latek lze vyuzit riznych typt detektord a jejich
kombinaci.
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3.1.2 Vyznam fenolickych sloucenin

Fenolické slouceniny jsou ditilezité pro rust a ochranu rostlin proti UV zafeni,
patogennim mikroorganismtim a predatortim. Dale ovliviiuji senzorické vlastnosti
plodt [8]. Obsah fenolickych latek v plodech a nasledné v préimyslové zpracovanych
produktech rostlinného ptivodu je ovlivnén typem odridy, podminkami péstovani,
skladovani a priimyslového zpracovani.

Fenolické latky se fadi mezi latky s antioxida¢ni aktivitou. Tato aktivita je zavisla na
strukture jednotlivych latek, zejména na poctu a pozici hydroxylovych skupin a typu
substituci na aromatickych kruzich.

3.2 Antioxidacni aktivita

Antioxida¢ni aktivita hraje duleZitou roli mezi ptiznivymi biologickymi u¢inky
potravin na zdravi ¢lovéka. V rostlinnych materidlech bylo zjisténo pres pét tisic
druhd fytonutrientd, tj. faktort s mikronutri¢ni aktivitou, které ovliviiuji fadu
biochemickych pochodii. Rozhodujici je jejich schopnost plisobit jiz v malych
koncentracich na intracelularni tirovni a zpomalovat nebo rusit nezddouci oxidaéni
reakce. Je to déno relativné vys$$im oxidaéné-redukénim potencidlem, schopnosti
rychle odstranit reaktivni formy kysliku a dalsi volné radikaly, schopnosti vazat
katalyticky aktivni prvky do neaktivnich komplext, redukovat meziprodukty
fetézovych oxidac¢nich zmén nebo stimulovat aktivity endogennich antioxida¢nich
enzymu [24].

3.2.1 Nejcastéjsi metody stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxida¢ni aktivitu latek lze zméfit metodami jednak chemickymi a jednak
fyzikalnimi. Chemické metody mohou byt zalozeny na pouziti ¢inidel, které poskytuji
s volnymi kyslikovymi radikdly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku
obsazené antioxidanty. Intenzita zbarveni se vét§inou méti spektrofotometricky [26].

Jednou ze zakladnich metod pro stanoveni antioxida¢ni aktivity je
metoda vyuzivajici zhaSeni radikalového kationu ABTS+ [2,2'-azinobis
(3—ethylbenzothiazolin—6-sulfonat)]. Radikal kationtu se pfipravuje reakci ABTS
diamonné soli s peroxodisiranem v poméru 2:1 za vzniku modrozeleného roztoku,
jehoz zbarveni je méfitelné pti 734 nm. Vlivem antioxidanti dochazi k odbarveni
modrozelené reakéni smési, pricemz ubytek absorbance je umérny antioxida¢ni
aktivité [25, 26].

Pro vzajemné porovnavani antioxida¢nich uc¢inkd rtiznych smési latek byl zaveden
pojem celkova antioxida¢ni aktivita TAA (Total Antioxidant Activity). Existuje velké
mnozstvi metod pro stanoveni TAA, pfi¢emz nejcastéji pouzivanou metodou je
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity). Antioxida¢ni aktivita se vyjadiuje
jako pomér antioxida¢niho uc¢inku vzorku k 1,0 mmol/l roztoku Troloxu - ve vodé
rozpustné formy vitaminu E [25, 27].

Pro méfeni antioxida¢ni aktivity lze také vyuzit metody zaloZené na zhaseni



fluorescence. Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) a metoda
FRAP (Ferric Reducting Ability of Plasma) jsou zalozené na principu redoxni reakce,
kde je u antioxidantu méfena spiSe reduk¢ni schopnost. Metoda FRAP je zalozena na
redukei Zelezitych komplexd, které jsou témét bezbarvé a po redukci vytvaii fialové
produkty méfitelné spektrofotometricky pfi 793 nm [25].

3.3 Metody pro chemickou analyzu a identifikaci fenolickych latek

Fenolické latky predstavuji $irokou skupinu biologicky aktivnich latek.
V soucasnosti je zndmo vice nez 8000 rtznych struktur, které patti do této skupiny
[28]. Nédro¢nost stanoveni téchto latek spociva prave v jejich strukturni riiznorodosti
a jejich vzdjemné podobnosti v jednotlivych skupinach. Z tohoto divodu vétsinou
neni mozna separace a jednozna¢nd identifikace vSech latek pomoci jediné separa¢ni
metody. Pouze specifické analyty nebo skupiny analytd typické pro dany typ vzorku,
které se zaroven dostate¢né li$i svymi vlastnostmi, mohou byt separované a detekované
jednou analytickou metodou. Navic, rostlinné vzorky a extrakty se vyznacuji velmi
bohatym zastoupenim dalSich obsahovych latek, které tvori takzvanou matrici.
Patfi sem polysacharidy, fytosteroly, proteiny, vitaminy, stopové prvky a dalsi latky.
Z téchto dtivodu se pii vyvoji separa¢ni metody klade diraz na zvysenou separa¢ni
ucinnost, selektivitu detekce a citlivost stanoveni.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze fenolické latky maji schopnost absorbovat UV zéfeni,
standardni UV detekce pfi jedné vlnové délce neni pro jejich analyzu dostatecné
selektivni. Jejich absorp¢ni spektra jsou velmi podobna, a navic je nutné jejich odliseni
od matrice obsahujici celou fadu dal$ich latek. Proto UV detekce pti jedné vlnové
délce neni dostate¢nd pro odhaleni mozné koeluce strukturné podobnych latek [29].
Pro uspésnou analyzu je tedy nutny vybér citlivé a selektivni detekéni techniky jako
napt. DAD, elektrochemickd nebo MS detekce [30]. Dale je mozné vyuzit spojeni
detekénich technik, jejichz kombinace ptinasi vyhody riiznych detekénich principti
pro feeni problémii se selektivitou stanoveni.

Z dosud publikovanych praci je zfejmé, ze vyuziti DAD jako samostatné detekéni
techniky pro hodnoceni obsahu fenolickych latek v rtiznych druzich ovoce, zeleniny
adal$ich rostlin je velmi bézné [31-35]. Také spojeni separace s MS, elektrochemickou
detekci (ECD) nebo CAD detekci je pro tyto analyzy typické [30, 36-39]. Pro citlivé
stanoveni latek obsahujicich fluorofory, jako jsou kyselina gallova a epikatechin,
miize byt vyuzito FLD detekce [40]. Potvrzeni specifického slozeni smési fenolickych
latek byva zalozeno na MS detekci. Pro dalsi identifikaci latek se vyuziva MS/MS
fragmentace, zejména kdyz nejsou k dispozici pfislusné standardy téchto latek. Na
druhou stranu, MS identifikace a kvantifikace latek ve sloZitém rostlinném extraktu je
¢asto spojena s neo¢ekdvanymi matricovymi efekty a pak je potieba vyuzit izotopicky
znacené standardy, coz zvy$uje cenu takové analyzy.

DAD detekce umoznuje soucasny sbér dat napti¢ celym UV-VIS spektrem. Ziskané
vysledky ve formé 3D grafu mohou byt vyuzity pro kontrolu ¢istoty piku a tim
i k odhaleni mozné koeluce latek. Fenolické slouceniny maji ve své struktufe



minimalné jeden aromaticky kruh, coz umoznuje UV-DAD detekci pti specifickych
vlnovych délkach. Také je mozné zkombinovat DAD detekci s dal$im detektorem
zaloZzeném na jiném detek¢nim principu.

Dalsi spektrdlni metodou, ktera se vyuziva pro detekci nékterych fenolickych
latek je FLD. Hlavni vyhodou je nastaveni excita¢ni a emisni vlnové délky a timto
zpusobem zlepseni selektivity, ale také citlivosti detekce v porovnani s DAD detekci.
Ze skupiny bézné se vyskytujicich fenolickych latek muze byt FLD detekce pouzita
pro stanoveni kyseliny gallové a katechinu/epikatechinu.

Kromé spektralnich metod miize byt vyuzita také CAD detekce. Jeji hlavni
vyhodou je kvantifikace netékavych analytt v¢etné téch, které nevykazuji vyraznéjsi
absorpci v UV spektru. Dale je tato detekce nezavisld na spektralnich a chemickych
vlastnostech latek a je vhodnd pro neutrdlni, bazické i kyselé, a také velmi polarni
analyty. VSeobecnou nevyhodou CAD detekce je absence spektralnich dat a tim
moznosti lepsiho rozliSeni jednotlivych latek, coz miZe byt vyreSeno spojenim
s DAD detekci.

Dal$im pristupem je vyuziti ECD detekce (CoulArray), ktera patfi do skupiny
elektrochemickych detekénich metod. Tento typ umoziuje detekci vSech
oxidovatelnych latek ve vzorku, takze je velmi citlivy pro stanoveni elektro-aktivnich
latek. Kazda latka ve vzorku, kterd muze byt oxidovana na detek¢ni elektrodé, tedy
potencidlni antioxidant, poskytuje urcity signal. Takto je ziskdana dalsi informace
nejen o identifikovanych fenolickych latkach, ale také o dalsich latkach, které nemusi
byt jednozna¢né identifikované, ale presto vykazuji antioxida¢ni aktivitu. Tak je
zjistén celkovy obsah latek s antioxida¢ni aktivitou v daném vzorku.

3.3.1 Stanovované fenolické latky

Pro stanoveni fenolickych latek v cerstvych jablkach byly vybrany tyto hlavni
obsahové slouceniny: kyselina gallova, kyselina chlorogenova, (-)-epikatechin, rutin,
floridzin, kvercetin a floretin. Jedna se o aglykony (kyselina gallova, (-)-epikatechin,
kvercetin, floretin), estery kyselin (kyselina chlorogenova) a o glykosidy (floridzin
a rutin). Struktury téchto latek jsou ukazany v Obrazku 1.

Kyselina gallovd se radi mezi fenolové kyseliny. Jedna se o derivat kyseliny
benzoové obsahujici hydroxylové skupiny v pozicich 3, 4 a 5. Kyselina gallové tvori
zakladni jednotku hydrolyzovanych tanini, zaroven m4 antiangiogenni, antioxida¢ni
a antikancerogenni u¢inky [41-43].

Kyselina chlorogenova je ester kyseliny chinové a kavové. Vysoky obsah této
slou¢eniny maji kavova zrna. V jablcich je tato sloucenina hlavni obsahovou latkou
s antioxida¢nimi vlastnostmi. Tato kyselina m4 $iroké spektrum pozitivnich tc¢inkt
na lidsky organismus od antioxida¢ni aktivity po ovlivnéni metabolismu lipidii
a glukdzy [41, 42, 44].

(-)-Epikatechin je antioxidant zatazeny mezi flavonoly. Vyskytuje se v mnoha
druzich rostlin, v ovoci i v zeleniné. Ptikladem zdroje flavonolt je zeleny ¢aj, kakao,
¢okolada nebo ¢ervené vino [41, 42].
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Obrazek 1. Struktury vybranych fenolickych litek stanovenych v jablkdch [41]
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Rutin je fazen mezi flavonoly. Jedna se o glykosid vytvoreny spojenim kvercetinu
a rutindzy. U¢inné vychytavda NO a snizuje fragilitu kapildr. Tento flavonoid se
nachazi v mnoha rostlinach, v ovoci i zeleniné [41, 42].



Floridzin, floretin glykosylovany [-D-glukopyranézou, se fadi mezi
dihydrochalkony. Mimo antioxida¢nich a dalsich vlastnosti spole¢nych pro vétsinu
flavonoidii pusobi floridzin jako kompetitivni inhibitor rendlni reabsorpce glukézy.
Je obsazen v jable¢nych slupkach [41, 42].

Kvercetin je zastupcem skupiny flavonolt. Pfi konzumaci stravy bohaté na
kvercetin, ma tento flavonoid vyznamné protirakovinné a antioxida¢ni ucinky, dale
ptiznivé ovliviiuje agregaci trombocytil, inhibuje oxidaci LDL lipoproteinti a sniZuje
plazmatickou hladinu lipidd. Diky témto vlastnostem ma kvercetin protektivni
ucinky na kardiovaskuldrni systém [41, 44, 45].

Floretin je aglykon floridzinu a fadi se rovnéz mezi dihydrochalkony. Je obsazen
v jablkach, hruskdch a rajéatech. Uplatiiuje se pfi vychytavani peroxynitritu a inhibici
peroxidace lipidt. Dale je mu pripisovana schopnost inhibovat rist nékolika typt
rakovinovych bunék a indukovat apoptézu u bunék leukemickych a bunék melanomu
(41, 42].

3.3.2 Analyzované vzorky

Stanoveni obsahovych latek bylo provedeno u 16 odriid a 11 novoslechténi.
K chemickym analyzdm vybranych obsahovych latek byly vybrany tyto odrudy
a novoslechténi "Santana’, "Angold’, "Artiga’, ‘Golden Delicious’, "Lady Silvia’,
"Melrose’, ‘Meteor’, ‘Red Jonaprince’, ‘Reluga’, ‘Rubinstep’, “Topaz’, ‘Benet’,
‘Golida’, "Jarka’, ‘Resista’, ‘Rubinola’, "HL 53", 'HL 72", '"HL 207, 'HL 648, "HL
1194, "HL 1199°,"HL 1343", "HL 1592", 'HL 1651°, "HL 2010" a "HL 2350°. Jablka
pochazela z vysadby Vyzkumného a $lechtitelského ustavu ovocnaiského Holovousy, s.r.o.
Jablka byla sklizena v terminu od 11. zafi do 18. fijna 2018, v dobé optimalni zralosti
plodt. Vzorkybyly pfed samotnym zpracovanido podoby extraktu skladované po dobu
3 mésict v lednici pii teploté 3-5°C.

3.3.3 Chemikalie a ¢inidla

V nasi studii byly vyuzity tyto standardy fenolickych latek: kyselina gallova
(97,5-102,5%), kyselina chlorogenova (295%), (-)epikatechin (290%), rutin hydrat
(294%), kvercetin (295%), floridzin (299%), floretin (299%). VSechny pochazely od
dodavatele Sigma Aldrich (Praha). Dale byla pouzita rozpoustédla kvality ,,HPLC-
grade® acetonitril (ACN) a methanol (MeOH), obé od dodavatele Sigma Aldrich
(Praha). Kyselina octova (= 99%), kyselina mravenci (= 95%) a octan sodny byly
dodany také firmou Sigma Aldrich (Praha). Vechny pouzité chemikalie odpovidaly
Cistoté p.a. Ultra-¢istd voda byla vyrobena ptistrojem Milli-Q (Millipore, USA).
Dusik plyn 5.0 v ¢istoté 99.999% pro CAD detekci byl dodan firmou Linde gas
(CZ). Cinidla pro stanoveni TAA - (+)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-karboxylova kyselina (Trolox) a 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) byla dodana
firmou Sigma Aldrich (Praha).

Zasobni roztoky standardu kyseliny gallové, floretinu, floridzinu, kvercetinu
a rutinu byly pfipraveny rozpusténim v extrakénim rozpoustédle v koncentraci



0,5 mg/ml. Zasobni roztok kyseliny chlorogenové byl piipraven v koncentraci
2 mg/ml, roztok epikatechinu 1 mg/ml, oba také v extrakénim rozpoustédle. Vsechny
zasobni roztoky byly pfed pouzitim uchovavany pfi 4 °C a ve tmé.

Smésny roztok standardu byl pripraven smisenim 10 pl zdsobniho roztoku kazdého
standardu a doplnénim do 1 ml extrakénim rozpoustédlem. Vysledné koncentrace
analyti ve smésném roztoku byly 5 pug/ml pro kyselinu gallovou, rutin, floridzin,
kvercetin a floretin, 20 pg/ml pro kyselinu chlorogenovou a 10 ug/ml pro epikatechin.
Tyto koncentrace byly zvoleny podle oc¢ekdvaného obsahu analytd v jable¢nych
extraktech. Smésny standard byl pouzit pro optimalizaci metody. Na test vhodnosti
chromatografického systému byl pouzit smésny standard o koncentraci 5 pg/ml.

Extrakéni rozpoustédlo bylo pripraveno smisenim methanolu s kyselinou octovou.
Vysledny obsah kyseliny octové v methanolu byl 0,1% v/v. Octanovy pufr pro
CoulArray detekei byl pfipraven v 10 mmol/l koncentraci. Hodnota pH pufru byla
upravena kyselinou mravendi na 3,0 a roztok byl zfiltrovan membranovym filtrem
s pory o primeéru 0,22 pm.

3.3.4 Priprava vzorku

Reprezentativni vzorek ur¢ité odriidy a novoslechténi byl pfipraven homogenizaci
3-5 plodu véetné slupky pomoci vysokootackového stolniho mixéru Sencor (Praha).
Dale bylo odvazeno mnozstvi 3 g homogendtu a vlozeno do centrifuga¢ni zkumavky
o objemu 50 ml. K homogenitu bylo pfiddno 15 ml extrakéniho rozpoustédla,
methanol s kyselinou octovou 0,1% (v/v), a zkumavka byla umisténa na 10 min do
ultrazvukové ldzné. Po extrakei probéhla centrifugace po dobu 10 min pii 4400 G
a 4 °C, ziskany supernatant byl piefiltrovan pres teflonovy filtr s velikosti port
0,45 pm a roztok byl pred vlastni analyzou uchovavan pfi 4 °C.

3.4 Chemicka analyza fenolickych latek
3.4.1 HPLC-DAD-CAD

Pro analyzu fenolickych profili byl pouzit HPLC/UHPLC systém od Thermo
Scientific, Dionex UltiMateTM 3000 RSLC system (Kalifornie, USA) slozeny
zbindrniho ¢erpadla, autosampleru, kolonového termostatu, ,diode array“ detektoru
(DAD) a detektoru nabitého aerosolu (CAD) - Corona ultra (ESA Biosciences, part
of Thermo Fisher Scientific, CA, USA). Ovladani systému, sbér a zpracovani dat bylo
provedeno pomoci softwaru Dionex-ChromeleonTM 7.2 Chromatography Data
System (Thermo Fischer Scientific, CA, USA).

Pro separaci fenolickych latek byla pouzita analytickd kolona Luna Omega Polar
C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) s predkolonou Ascentis Express C18 (50 x 4,6 mm;
5 pm). Separace byla provedena s vyuzitim linearniho gradientu v némz slozka
A byla ultra-¢istd voda okyselena na pH 2,8 kyselinou octovou a slozka B acetonitril.
Priabéh gradientu byl nasledujici: 0 min 10% B, 10 min 50% B, 10,2 min 10% B,
10,2-12,5 min 10% B pfi priitokové rychlosti 1 ml/min a teploté 30 °C. DAD detekce
byla hodnocena pti téchto vinovych délkéch: 254 nm (rutin), 280 nm (kyselina gallova,



epikatechin, floridzin, floretin), 320 nm (kyselina chlorogenova) a 365 nm (kvercetin).
Stejny chromatograficky systém byl pouzit také pti CAD detekci, ktera byla spojena
v tandemu s DAD detekci. Nebulizator CAD detektoru byl nastaven na 25°C. Teplota
autosampleru byla nastavena na 10 °C pro udrzeni stability testovanych latek. Objem
nasttikovaného vzorku byl 10 pl, aby byla dodrzena dostate¢na citlivost stanoveni
téchto latek. Identifikace fenolickych sloucenin ve vzorku byla dosazena porovnanim
reten¢nich casti se standardy a v pripadé DAD detekce také porovnanim absorp¢nich
spekter v pribéhu daného chromatografického piku. Koncentrace fenolickych latek
byly vyhodnoceny na zakladé integrované plochy piku identifikovaného analytu
v jable¢ném extraktu porovnanim se standardem. Pro ziskdni spravnych vysledki
stanoveni téchto latek byla vyuzita ,valley-to-valley“ integrace.

3.4.2 HPLC CoulArray

Pro CoulArray detekci elektro-aktivnich latek byl vyuzit 8-kanalovy CoulArray
5600A detektor (ESA, Chelmsford, MA, USA). Tento detektor byl zapojen v HPLC/
UHPLC systému LC Agilent 1260 Infinity (Kalifornie, USA), ktery obsahoval kvartérni
¢erpadlo a autosampler. Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit CoulArray 3.10
software. Pouzitd metoda odpovidala doporuceni vyrobce - maximadlni tlak 20 MPa
amaximalné 50 % obsah organické slozky v mobilni fazi. Na za¢atku analyzy probéhlo
nulovani detektoru a na konci analyzy ¢isténi detekéni cely. Potencidl 8-kandlového
detektoru byl nastaven v rozsahu 200-900 mV s pravidelnym prirtstkem 100 mV.
Hodnota 200 mV zajistila oxidaci silné redukujicich interferujicich latek z matrice
vzorku nebo z mobilni faze. Vysoky potencial do 900 mV pak zajistil oxidaci pfirozené
se vyskytujicich antioxidantt ve vzorcich jable¢nych extraktii. Vodivost mobilni faze
byla zajisténa obsahem octanového pufru o pH 3,0 upraveného kyselinou mravenci,
ktery tvoril slozku A a acetonitril byl pouzit jako slozka B v gradientové eluci.
Pro separaci byl pouzit nasledujici priibéh gradientu: 0 min 5% B, 15 min 30% B,
25 min 50% B, 27 min 50% B, nasledovan poklesem na 5% B pro ekvilibraci.
Priitokovd rychlost byla 1 ml/min. Separace probihala na stejné koloné Luna Omega
Polar C18 (150 x 4,6 mm; 5 um) s predkolonou Ascentis Express C18 (50 x 4,6 mm;
5 um) pti teploté 35 °C. Byl rovnéz pouzit stejny objem nasttikovaného vzorku 10 pl.
Plochy pik ziskané z odezvy 8-kanalového detektoru byly hodnoceny jako suma pro
porovnani celkového obsahu antioxidantt v jednotlivych odraidach.

3.4.3 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxida¢ni aktivita bylahodnocena na zakladé tzv. ,Trolox equivalent antioxidant
capacity assay“ (TEAC) v 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach se stejnymi
methanolickymi jable¢nymi extrakty, které byly pouzity pro HPLC separaci. TEAC
poskytuje informace o obsahu latek s antioxida¢ni aktivitou. Mira antioxida¢ni
aktivity latek ve vzorku se standardné vyjadfuje jako mnozZstvi Troloxu. Timto
zpusobem je mozné porovnavat jednotlivé druhy ovoce, zeleniny, ¢i potravin. Pro
vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity byl pouzit radikal 2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazylu



(DPPH). V pribéhu analyzy bylo smiseno 15 ul vzorku s 235 pl roztoku DPPH
o koncentraci 610 pmol/l. Nejprve byla proméfena kalibraéni zavislost v rozsahu
odpovidajicim o¢ekdvanému obsahu antioxidantt v jable¢nych extraktech. Kalibrace
byla hodnocena s pomoci Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-karboxylova kyselina), 15 ul roztoku Troloxu s koncentraci v rozsahu 1-400 pmol/L
reagovalo s 235 pl roztoku DPPH. Mikrotitra¢ni desti¢ky s napipetovanymi roztoky
byly zakryty a ponechany ve tmé pti laboratorni teploté po dobu 1 hod. Absorbance
byla poté zméfena pomoci spektrofotometru EPOCH (BioTek), upraveného pro
detekci v mikrotitra¢nich destickdch (micro UV reader) pfi 515 nm proti slepému
roztoku. Aktivita extraktt zaloZend na vychytavani DPPH radikdlu byla vynesena
do grafu proti ménici se koncentraci Troloxu a vysledky byly vyjadieny jako TEAC
v jednotkach ug Trolox/ml jable¢ného extraktu. Kazdy extrakt byl proméren tfikrat
a hodnocen byl primér.

3.5 Porovnani metod na zakladé vybranych valida¢nich parametra

Test vhodnosti chromatografického systému byl hodnocen pro sedm testovanych
fenolickych latek v jable¢ném methanolickém extraktu. Validace probéhla
v souladu s EMA doporudenim [46]. Kvtili porovnani detek¢nich metod byl duraz
kladen zejména na hlavni parametry detekce tedy linedrni rozsah a limity detekce
a kvantifikace.

3.5.1 Test vhodnosti systému

Pro vyhodnoceni valida¢nich parametrti v ramci testu vhodnosti chromatografického
systému byl proveden $estkrat opakovany nastfik smésného roztoku standardu.
Vyvinuta chromatografickd metoda byla charakterizovana nésledujicimi parametry:
opakovatelnost retencniho casu (t,), opakovatelnost plochy piku, faktor symetrie
(S), rozlideni (R,), kapacita piku (PC) a retencni faktor (R,). Shrnuti vysledk testu
vhodnosti pro oba detektory (DAD a CAD) jsou uvedeny v Tabulkdch 2 a 3.

3.5.2 Linearni rozsah, detek¢ni a kvantifika¢ni limit

Linearni rozsah vyvinuté metody byl testovan v rozsahu 0,05 - 20 pg/ml pro
kazdy analyt. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci linedrni regrese a metody
nejmensich ¢tvercti pro kalibraéni zavislost plochy piku dané latky na koncentraci.
Testovany kalibra¢ni rozsah odpovidal o¢ekdvanému obsahu sedmi analyzovanych
latek v jable¢nych extraktech. Kazdy bod kalibra¢ni kfivky byl zméfen trikrat
ktivky, ktery odpovidal 10-nasobku signalu v porovnani s Sumem zakladni linie byl
vyhodnocen jako limit kvantifikace (LOQ). Detekéni limit (LOD) byl vypoéitan
ze vztahu mezi LOQ a LOD limity, kdy LOD je odvozen jako 3,3-nasobek signalu
k $umu. Kalibra¢ni kfivky pro DAD detekei byly hodnoceny pti tfech vinovych
délkach - 254, 280 a 320 nm. Vysledky ziskané pro oba detektory (DAD a CAD) jsou

uvedeny v Tabulkach 4 a 5.



Tabulka 2 Test vhodnosti pro DAD detektor; 5 ug/ml, (n=6)

Kyselina gallova 25 2,81 0,16 0,20 0,91 = 139,89 | 0,63
Kyselina chlorogenova ™™ 4,47 0,00 0,62 0,96 | 17,64 | 126,00 | 1,60
Epikatechin 202 5,19 0,00 0,66 0,82 | 24,53 | 114,64 | 2,02
Rutin »4mm 6,09 0,15 0,44 0,94 9,48 | 139,89 | 2,54
Floridzin #0mm 7,60 0,11 0,16 0,87 | 21,90 | 114,64 | 3,42
Kvercetin 9,57 0,11 0,86 1,19 | 18,61 | 114,64 | 4,56
Floretin #0™ 10,48 0,10 0,53 091 | 26,56 | 114,64 | 5,09
* retenéni Cas; ® faktor symetrie; © rozlieni; * kapacita piku; © reten¢ni faktor

Tabulka 3 Test vhodnosti pro CAD detektor; 5 ug/ml, (n=6)

Kyselina chlorogenova 4,50 | 042 0,40 0,93 | 18,75 | 126,00 | 1,62
Epikatechin 522 0,33 0,36 0,86 7,51 | 126,00 | 2,04
Rutin 6,12 0,25 0,42 0,95 9,66 | 157,25 | 2,56
Floridzin 7,64 0,20 0,67 0,87 | 1593 | 126,00 | 3,44
Kvercetin 9,60 0,20 0,39 1,16 | 18,35 | 114,64 | 4,58
Floretin 10,51 | 0,16 0,09 0,91 8,54 | 126,00 | 5,11
* retenéni Cas; ® faktor symetrie; © rozli$ent; “kapacita piku;  reten¢ni faktor




Tabulka 4 Detekcni a kvantifikacni limit, linedrni rozsah a parametry linedrni regrese pro fenolické
latky hodnocené pomoci DAD detekce

Kyselina gallové * 0,03 0,10 0,10-20 0,2405x - 0,0175 | 0,9992
Kyselina chlorogenova® 0,03 0,10 0,10-20 0,2255x - 0,0342 | 0,9987
Epikatechin® 0,07 0,25 0,25-20 0,0882x - 0,0143 | 0,9992
Rutin*© 0,07 0,25 0,25 - 20 0,1947x - 0,0217 | 0,9990
Floridzin * 0,03 0,10 0,10-20 0,2175x - 0,0114 | 0,9992
Kvercetin© 0,03 0,10 0,10 - 20 0,3982x - 0,0908 | 0,9980
Floretin ® 0,03 0,10 0,10-20 0,3793x - 0,0187 | 0,9992
Vlnova délka detekce: * 280 nm; ® 320 nm; € 254 nm; R? koeficient determinace

Tabulka 5 Detekcni a kvantifikacni limit, linedrni rozsah a parametry linedrni regrese pro fenolické
latky hodnocené pomoci CAD detekce

Kyselina gallova 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0059x - 0,0044 | 0,9953
Kyselina chlorogenova 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0099x - 0,0063 | 0,9957
Epikatechin 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0166x - 0,0067 | 0,9997
Rutin 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0147x - 0,0039 | 0,9988
Floridzin 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0196x - 0,0024 | 0,9996
Kvercetin 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0230x - 0,0200 | 0,9874
Floretin 0,15 0,50 0,50 - 20 0,0224x - 0,0115 | 0,9997
R?* koeficient determinace




3.5.3 Linearita TEAC stanoveni

Pro testovani linearity byly pfipraveny roztoky v koncentra¢nim rozsahu 1-400 pg/ml.
Testované kalibraéni rozmezi odpovidalo oc¢ekdvanému obsahu antioxidant
v jable¢nych extraktech. Kazdy bod kalibraéni ktivky byl zméfen tiikrat a pro
vyhodnoceni byla pouzita primérnd hodnota. Rovnice kalibraéni zavislosti
a koeficient determinace jsou uvedeny na Obrazku 2.
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Obrazek 2. Kalibracni ki'ivka pro TEAC stanoveni

3.6 Komentar k ziskanym vysledkiim
3.6.1 Porovnani detekcni technik

Cilem této metodiky bylo vyvinout screeningovou HPLC metodu pro rychlé
stanoveni vybranych fenolickych latek v komplexni matrici jable¢ného extraktu
pomoci DAD a CAD detekce. Stanoveni bylo provedeno pro detailni porovnani
detekénich technik a jejich vyhod, a naopak omezeni ve vztahu k selektivité a citlivosti
hodnoceni obsahu fenolickych latek. Diskutovdny byly také moznosti detekce
z pohledu $irokého rozsahu fyzikalné-chemickych vlastnosti analytti a obsahu dal$ich
latek v komplexni matrici. Porovnani detekénich technik bylo provedeno na zakladé
vysledku stanoveni obsahu sledovanych latek v realnych vzorcich. Déle byly vysledky
porovnany také s CoulArray (CA) detekei a s konvenénim stanovenim antioxida¢ni
aktivity (TEAC).

Pii porovnani fenolickych profild jable¢nych extrakttl ziskanych s DAD
a CAD detekci byly nalezeny dva hlavni trendy. V pfipadé CAD detekce dochazelo
k nadhodnoceni, resp. podhodnoceni obsahu nékterych latek. V pripadé kyseliny
chlorogenové byly nalezeny oba pfipady, vliv na rozdil v obsahu nalezeném pii
pouziti CAD detekce maji zejména dalsi obsahové latky eluované v blizkosti piku



kyseliny chlorogenové a neni tak mozné jejich rozliseni diky chybéjicim spektralnim
datim. Vétsina vysledkt stanoveni obsahu kyseliny chlorogenové byla ve srovnani
s DAD detekci podhodnocena. U odrad "HL 648, "HL 1343, "HL 2350", "Melrose’
a ‘Red Jonaprince’ bylo vSak nalezeno mirné nadhodnoceni jejiho obsahu. Tyto
rozdily jsou zplsobeny dal$imi minoritnimi slozkami v jable¢nych extraktech
jednotlivych odrtid, které ovliviiuji signal univerzdlniho CAD detektoru. Navic,
u Ctyt testovanych odrid "HL 1592°, "Meteor’, ‘Rubinstep” a “Golida” byla kyselina
chlorogenova detekovana pomoci DAD detekce pti 320 nm, ale CAD detektor jeji
obsah vtibec nezaznamenal. Pokud byla kyselina chlorogenova nalezena pouze
v nizkych koncentracich s pomoci DAD detektoru, pak byl u CAD detekce jeji signal
prekryt dal$imi obsahovymi latkami a nebylo ji tedy mozné pomoci CAD detekce
vyhodnotit. Pouze pokud byl jeji signal u DAD detekce pti 320 nm vy$si, jeji pik bylo
mozné snadno vyhodnotit i se zaznamu CAD detektoru. Na zakladé téchto vysledki
je mozné konstatovat, ze DAD detekce kyseliny chlorogenové pfi 320 nm je presnéjsi
a zaroven dostate¢né citlivd pro jeji stanoveni v komplexni matrici jable¢ného
extraktu, i kdyz je jeji obsah u nékterych odrud relativné nizky.

V ptipadé stanoveni epikatechinu a rutinu bylo pozorovano nadhodnoceni jejich
obsahu v porovnani s DAD detekci. Ziskané vysledky z CAD detekce pak byly
vyrazné vy$$i nez u DAD detektoru. Stejné tak byl nadhodnocen obsah floridzinu
v $esti odriiddch "HL 53, "HL 72, ‘Red Jonaprince’, ‘Rubinstep’, ‘Benet” a “Golida’.

Obecné byly vysledky ziskané s CAD detekei vyssi v porovnani s DAD. Hlavnim
divodem je nedostate¢né rozliSeni dal$ich obsahovych latek a nizs$i citlivost
univerzalni CAD detekce, kterd vede ke snadnému prekryvani signdlt jednotlivych
latek. Napiiklad pro dostate¢né rozliSeni neidentifikovanych latek eluovanych mezi
6. a 8. minutou, tedy blizko reten¢niho ¢asu floridzinu, by bylo potteba daleko delsi
separace pro jeho dostate¢né odlideni a tim také presné stanoveni jeho obsahu
pomoci CAD detekce.

3.6.2 HPLC analyza jable¢nych extrakta

Porovnani vysledkt stanoveni obsahu vybranych fenolickych latek a také jejich
celkového obsahu vyhodnoceného DAD a CAD detekci je shrnuto v Tabulce 6.



9¢‘6e | TEee | 00°0 | 000 | OOT> | LST | ¥¥8 | €9°¢ | ODOT>| 000 | T69T | TI°LT ,produy,
6661 | €56T | 00°0 | 61T | OOT> | 85€ | OOT> | 8.T |OOT>| 000 | 6661 | 86°IC RsialiINg
10T | S9€€ | 000 | 8TT | OOT> | S¥T | DOT> | 88T | 1L¥T | 66TT | 0£9 | ¥0°S ,0SET TH,
7988 | 6£16 | 000 | 000 | TS | 6%'S | OOT> | L¥FT1 | 000 | 000 | 068 | ¥¥¥8 ,010T TH,
ISLET | 8EFTT | 000 | 000 | 6TFT | TOCT | £L0T | 98°S | 08°6C | OLTT | S9CL | 61°€6 ,1S9T TH,
€TIC | 1691 | 000 | 91T | OOT> | LI‘T | 80CI | 799 | SI'6 | 68C | 000 | LOF ,T6ST TH,
TLET | STEL | 00°0 | LI'T | ODOT> | #I'T | OOT> | 94T | £89 | 8¢S | 989 | €8¢ LEPET TH,
€5°9¢ | TTSF | 000 | 9T'T | DOT> | 0€F% | OOT> | SST | STLT | 66F1 | 8€61 | 1T€T L6611 TH,
866S | ¥6°9F | 000 | 61T | 4SS | 0T | 6¥'6 | TT'€ | STLL | ¥¥°0OT | 99°4T | 68°8C ,¥611 TH,
6£6€ | 6T°0C | 000 | 000 | OOT> | SLT | T¥OT | T€S | 840T | L0T | OTFI | 9I‘TT ,8%9 TH,
L89% | ¥00F | 000 | 00°0 | DOT> | €0°€ | €T8 | ¥T¢ | 686 | ¥T'€ | SL8T | ¥S0¢ ,L0T TH,
€8°GS | T06E | 000 | €TT | €I°0T | CO% | £SOT | 61°9 | TOST | T1TL | T1°0T | 9€°0¢C JTLTH,
VSV | 9%8T | 00°0 | OET | S6% | €b°€ | L8FT | SS°S | 8¥OT | 92T | €T€T | T6°ST €S TH,

(£=u) B/3n 4 guasoupoyda 20y219p qVD ¥ QY 1ouiod auaaouvys yvsqo Laoyjao youal v v yoslyoouaf yoduvigda yvsqO 9 enqer,




76°$6 | 16F0T | 000 | 000 | 984 | 1I8Z | 000 |OOT>| ¥061 | 861 | T069 | TLLL ,ejourqny,
SL9L | SETE | 000 | STT | S€9 | 96C | 06FC | 668 | S9€€ | ¥9T | ¥8IT | 0STI ,eIsIsaYy,
LYLY | FOPT | 000 | TTT | 9%‘6 | S8T | 6¥'6 | 08C | ¥STI | 78T | 86°ST | 9¢'ST Jepre
TIP% | 8€TT | 000 | OTT | $OTI | SST | 16F1 | 168 | LILT | 999 | 000 | 90C ,BPIOD),
VLTS | €€F%T | 000 | 000 | 8S‘C€T | ¥6S | ¥TTI | 8FT | 68T | 000 | $O'ST | 06°GT U9,
68T | 90%T | 000 | 000 | OOT> | €TT | OOT>| 68T | 0LL | 06°€ | 61°G | ¥0°O ,zedog,
9L'S €6FT | 000 | ST'T | 94 | ZIT | DOT> | S¥T | OOT>| 6€€ | 000 | €£9 ,doysurqmy,
8E€T | 09T | 000 | ITT | OOT>| Te€ | TI'S | $S€ | LTST | 19€T [ DOT>| €6°€ ,esnpy,
66°GT | TE€T | 000 | 000 | 906 | TI¥T | OOT>| 080 |OOT>| 000 | T60T | II°0T ,ooutideuof pay,
LLL €02 | 000 | 000 | OOT>| 8T | OOT> | 09T | £LL | 000 | 00°0 | 19C ROCIE) NS
SL9T | 8%0CT | 000 | 61T | T10S | 99% | OOT>| OFT | 896 | TST | LOTT | OLTI ,3SOIPIN,
G907 | 048T | 000 | 0T°T | OOT> | 1T°€ | OOT> | OOT> | 16L | 0€0T | FLTI | 66°€I JRIATIS ApeT,




3.6.3 CoulArray analyza jable¢nych extrakti

Vysledky ziskané s CA detekci jsou shrnuty na Obrazku 3. Jsou patrné rozdily
mezi jednotlivymi testovanymi odriidami a vy$si obsah latek s antioxida¢ni aktivitou
u odrid "HL 16517, "HL 72, "Artiga’, 'Resista” a "HL 53’, u kterych je obsah
vy$si nez 400 pC. Pti porovnani celkového obsahu latek hodnocenych pomoci DAD
a CAD detekce je ztejmé, ze tyto odridy patfi také ve vétsiné piipada k odradam
s vy$$im obsahem fenolickych latek, ale ne vzdy je korelace téchto vysledki jasna.
Je to dano rtiznou antioxida¢ni aktivitou jednotlivych latek, kdy i nizsi obsah latky
s vys$si aktivitou vede k narastu signdlu CA detektoru, zatimco pti DAD a CAD
detekei je zjistén pouze jeji nizky obsah.
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Obrazek 3. Vysledky stanoveni celkového obsahu ldtek s antioxidacni aktivitou hodnocené pomoci

CoulArray detekce

Pro ilustraci ziskanych vysledkd jsou na nésledujicich Obrazcich 4-10 uvedeny
chromatogramy separace fenolickych litek a stanoveni antioxidaéni aktivity
u vybranych odrad.
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Obrazek 4. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"Angold’; a) DAD - 280 nm, b) CAD, c¢) CoulArray detekce
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Obrazek 5. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"Santana’; a) DAD - 280 nm, b) CAD, ¢) CoulArray detekce
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Obrazek 6. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"Lady Silvia’; a) DAD - 280 nm, b) CAD, ¢) CoulArray detekce
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Obrazek 7. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidaéni aktivity v " Topaz';
a) DAD - 280 nm, b) CAD, c) CoulArray detekce



a)

Cas (min)

U1A2IAY
o
<
[
=1
=
[
uizpuioyy urZpLioyy
=1
=)
[ -5
=
=
2]
1
0
=1
unnt S unnl
(o
uryageyida W uryoajeyida
rw
eAOUIB0I0[TD "SAY PAOUDSOIO[UD 'SAY
=1
<
[
0_ 0, T T T T T T 5 - T T T T T T T T T T T T
= =] =1 = =] = = = =] =
Q = A S 0 S = S 9 > Q b
= = ~ n o~ o o~ o~ — i o o
(nyur) @dueqIoSqy (vd) Teusis

b)



<)

8.0

6.0

Signal (pA)

0.0 m\;ﬂ/\/\r__/\_f “

5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Cas (min)

SNW RN DN®

Obrazek 8. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"HL 72’; a) DAD - 280 nm, b) CAD, c¢) CoulArray detekce
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Obrazek 9. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"HL 2350°; a) DAD - 280 nm, b) CAD, c) CoulArray detekce



a)

=
=
[
=
<
[
urzpuopy uizplioy
=
=
[~
—
g
=}
[ =
2}
<
o
unna S
[©
unpajeyids m urydageyida
Fuws
BAOURZ0I0[1D SAY r BAOURS0.I0[YD SAY
=
=
[ <
w W W N <) o =] [=) o =) o o
~ N B — @ < = = =2 = = =
< (3] o~ — (=)
(nvur) soueqrosqy

(vd) rpusis

b)

8.00 9.00

7.00

Cas (min)

5.00 6.00

4.00




<)

4.0

3.0

Signal (pA)

0.00 V 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Cas (min)

Obrazek 10. Chromatogramy stanoveni obsahu fenolickych ldtek a antioxidacni aktivity v odriidé
"HL 1651'; a) DAD - 280 nm, b) CAD, c) CoulArray detekce

3.6.4 Stanoveni TEAC

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity hodnocené metodou TEAC jsou
uvedené na Obrazku 11. Z vysledkt vyplyva jasna korelace mezi CA detekcia TEAC
stanovenim. Odrady, které vykazuji vyssi obsah téchto latek jsou z nové vyslechténych
odrtad opét "HL 1651, "HL 72", "HL 53" anové také "HL 1194 . Z bézné péstovanych
odrtd dosahuji vyssich vysledk ‘Rubinola’ a ‘Reluga’, ale odriidy vyhodnocené
v CA detekci patfi i v této metodé k tém s vys$im obsahem antioxida¢né aktivnich
latek. Korelace mezi témito dvéma technikami je tedy velmi vyrazna. Zatimco TEAC
metoda je bézné pouzivand, ale nepfinasi informace o sloZeni jable¢ného extraktu,
tak CA detekce ve spojenti se separaci kombinuje jak sloZeni, tak aktivitu téchto latek.
Sama o sobé¢ je ale nedostate¢né citliva a selektivni pro rozliSeni jednotlivych latek
a opét je potteba zkombinovat jeji vysledky s dalsi detekei, nejlépe s DAD.
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Obrazek 11. TEAC stanoveni antioxidacni aktivity u jednotlivych testovanych odriid

3.6.5 Celkové porovnani vysledki pouzitych technik

Vysledky analyz jable¢nych extraktt jednotlivych odrtid byly pro tcel objektivniho
porovnani normalizované, viz Obrdzek 12. Z grafu vyplyva, ze pro hodnoceni
celkového obsahu bioaktivnich latek s antioxida¢nimi vlastnostmi jsou nejvhodnéjsi
metody CoulArray a TEAC, které dokdazou citlivé reagovat na pritomnost latek
s reduk¢nim Gc¢inkem a latek schopnych neutralizovat volné radikaly. Tyto metody
jsou vzajemné komplementarni. Korelace s dal$imi detekénimi technikami je ale
nizkd. Vyjimku mtzeme nalézt u odrid "HL 2010°, "Angold’, "Jarka” a "Rubinola’,
kde byl celkovy obsah vybranych fenolickych litek podobny, piipadné prevysoval
obsah latek stanovenych pomoci CoulArraya TEAC. V téchto piipadech mély vybrané
kvantifikované fenolické latky hlavni podil na bioaktivnich uéincich dané odrudy
a vliv dal$ich neidentifikovanych obsahovych latek byl minoritni.

Pro porovnani odrid vzhledem k moznému benefitu z ptijmu bioaktivnich latek
jejich konzumaci, byly vysledky z DAD, CAD a CoulArray detekce prepocitané na
vysledky TEAC, viz Obrazek 13. Divod prepoctu vysledka ostatnich detekénich
technik na TEAC vyplyva z principu metody. V Obrazku 13 odpovida hodnota
vysledkii TEAC sto procentlim, ostatni vysledky jsou k ni dopocitané v poméru
z normalizovanych dat. Na zakladé vysledk je i v tomto ptipadé vidét, ze TEAC
a CoulArray detekce poskytuji nejpfesnéjsi obraz o mozné zdravotni prospésnosti
jednotlivych odrad.

Samotné mnozstvi kvantifikovanych fenolickych litek pomoci DAD, ptipadné
CAD detekce, nemusi byt nejlepsim vypovédnim parametrem pro volbu odridy
s potencidlné nejvétsim zdravotnim benefitem. Sedm fenolickych latek, které byly
stanoveny v testovanych odrtidach, se lisi mirou antioxida¢niho ucinku. Navic je
dulezité prihlédnout i k obsahu neidentifikovanych latek, které mohou k celkovému
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Odrady "HL 16517, "HL 2010°, “Artiga” a ,Rubinola’ se vyznacovaly vysokym
obsahem identifikovanych fenolickych latek a stejné tak vysokou aktivitou biologicky
aktivnich latek pri CoulArray detekci a také v TEAC vysledcich. Na druhé strané,
odrady "HL 53", "HL 72°, "HL 1343, "Meteor’, ‘Reluga” a "Rubinstep’ obsahovaly
malé mnozstvi identifikovanych fenolickych latek, ale navzdory tomu byly jejich
vysledky TEAC a CoulArray detekce porovnatelné. To poukazuje na dvé moznosti.
Bud identifikované fenolické latky patfi mezi silné antioxidanty, nebo se v danych
extraktech nachazeji jiné, neidentifikované latky, které vyznamnym zptisobem
ptiznivé ovliviuji antioxidacni aktivitu.

Z praktické stranky, metoda TEAC umoziuje nejrychlejsi stanoveni celkového
obsahu bioaktivnich latek, av§ak je manualné naro¢na a nachylnd na vznik ndhodnych
ndhodnych chyb pri automatizovaném nastfiku extraktd je minimalizovany. Metody
DAD a CAD zaujimaji samostatné postaveni v analyze ovoce, z diivodu identifikace
konkrétnich obsahovych latek. Vyraznym omezenim pouziti CAD detekee je jeji
univerzalni odpovéd na obsah eluovanych latek ve stejném retenénim ¢ase. CAD
detekce vyzaduje pro analyzu vzorkt s komplexni matrici jako jsou pravé rostlinné/
ovocné vzorky pouzivani del$ich gradientdl, aby doslo ke kompletni separaci
i minoritnich slozek extraktu.

3.7 Pomologické hodnoceni plodi jabloni

Pro komplexnost fesené problematiky bylo jako doplikové provedeno také
hodnoceni pomologickych a fenologickych znaku. Porovnani zédkladnich znaka je
uvedeno v Tabulce 7, kde jsou uvedeny hodnoty pro viini, tloustku slupky, konzistenci,
$tavnatost, kyselost, chut a celkovy vzhled. Co se ty¢e hodnoceni viiné, stupnice je
vrozmezi 1-9, kde 1 znadi neptijemnad, 5 nevyraznd a 9 ptijemnd. Celkem u 15 vzorkil
byla viiné hodnocenad jako nevyraznd. Nejptijemnéjsi viiné byla pozorovana u "HL 72"
a "HL 1651".
zastoupeni u vybranych odrtid a novoslechténi mé stfedni tloustka slupky. Odrtida
‘Golida’ a "HL 1194" vykazovaly silnou tloustku slupky. U konzistence ptevazovalo
hodnoceni ¢islem 6, coz znamena stfedné jemna, nebot 3 je hrubozrnna, 5 stfedni
a 7 jemnd. Déle byla hodnocena $tavnatost, ktera byla nejvétsi u odrady ,Artiga’
a "HL 72°. Vétsina vzorka dosahovala hodnot 5 a 6, kdy 5 znamena stfedné $tavnata.
Kyselost byla hodnocena na $kale 1 az 9, kdy 1 znamena velmi kysela a 9 velmi
sladka. Vétsina vzorkut byla charakterizovana jako sladce navinula (5) resp. navinule
sladka (6). Odrudy 'Rubinstep” a "HL 1651 byly oznaceny za nasladlé. U chuti
prevazovalo hodnoceni 6 (dobrd) a 7 (velmi dobra). Celkovy vzhled byl nejlepsi
u odridy “Angold’, déle pak u odriidy ‘Santana’, "HL 1199, 'HL 1343" a "HL 72".

Z dosazenych vysledkt pomologického a fenologického hodnocenti je patrné, ze
nejlepsi vlastnosti vykazovaly odridy “Angold’, "Meteor’, ‘Lady Silvia’, ‘Santana’,
z novoslechténi "HL 727, "HL 207, "HL 2350" a "HL 1343".



Tabulka 7 Pfehled zdkladnich pomologickych znakii testovanych novoslechténi a odriid jablek
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4 ZAVER

Byla vyvinuta nova screeningovda HPLC-DAD-CAD metoda pro rychlé
vyhodnoceni fenolického profilu methanolickych extraktd raznych odrtd
jablek. Validace byla provedena v souladu s doporu¢enim EMA. Bylo provedeno
podrobné porovnani vysledkit DAD a CAD detekce pro stanoveni fenolickych latek
v komplexni matrici pomoci vybranych validaénich parametrti. Byla diskutovana
rizika nadhodnoceni, resp. podhodnoceni obsahu fenolickych latek pfi pouZiti
CAD detekce. Nadhodnoceni je spojeno zejména s nekompletni separaci analytt
a dalsich obsahovych latek pritomnych v extraktu. Timto zptisobem byl zkreslen
obsah epikatechinu a rutinu. Na druhou stranu v pfipadé analyt pritomnych pouze
v nizkych koncentracich byl jejich signél prekryt dalsimi eluovanymi latkami. Tento
jev byl pozorovan u kyseliny chlorogenové, kterou bylo mozné v nizkém obsahu
detekovat pomoci DAD detekce pfi 320 nm, ale nebyla detekovana pii pouziti CAD
detekee.

V této praci je dolozeno, Zze samotna CAD detekce neni vhodnd ve spojeni
srychlou screeningovou separa¢ni metodou pro hodnoceni obsahu latek v komplexni
matrici. Ale spojeni s DAD detekci, ktera dopliuje metodu o jiny princip detekce
nebo pti prodlouzeni doby chromatografické separace pro dokonalé rozliSeni
vSech obsahovych latek, je jeji aplikace vhodna zejména pro potvrzeni obsahu dalsi
detekéni technikou. V pripadé DAD detekce je jeji vyuziti dostate¢né selektivni
a citlivé pro stanoveni vybranych sedmi fenolickych sloucenin v jable¢ném extraktu.
Dopliwujici informace o spektru latky eluované v daném retenénim case pak slouzi
k odhaleni pfipadné koeluce a tim jsou odstranény pfipadné chyby stanoveni. Ackoliv
je separace v této metodé relativné kratka, trva pouhych 12,5 min, bylo mozné odlisit
jednotlivé analyty mezi sebou i mezi dal$imi obsahovymi latkami.

Dalsi informace byly doplnény pro stanoveni latek s antioxida¢ni aktivitou, kde
byly porovnany CoulArray detekce a nesepara¢ni TEAC metoda. Byla ziskana uzka
korelace mezi vysledky obou technik. Pro rychlé stanoveni obsahu bioaktivnich latek
byla TEAC metoda dostacujici. Pro doplnéni podrobnéjsich informaci o vzorcich
ovocnych extraktd je vhodné zkombinovat DAD a CA detekci, kdy mohou byt
identifikované hlavni obsahové slozky, stanoven jejich obsah a dale urcena i jejich
antioxida¢ni aktivita. Timto zptisobem je komplexné popsano sloZeni téchto vzorka
a mohou tak byt rozliSeny odriidy, které obsahuji vice bioaktivnich latek, resp. latek
s vét§i antioxida¢ni aktivitou, a také dokazou tento obsah udrzet i pti skladovani
nebo zpracovani plod.

5 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Sepsana metodika komplexné zpracovava problematiku vyuziti riiznych detekénich
technik vybranych fenolickych latek v odrtidach jabloni a novoslechténi ve spojeni
s kapalinovou chromatografii. Zamér metodiky je cilen nejen na vlastni chemickou
analyzu vybranych antioxidantd, ale uvadi do souvislosti mnoho aspekti, které jsou
klicové pro feseni komplexnosti dané problematiky a uplatnéni vysledku v praxi.



Publikace, kterd shrnuje konkrétni problematiku nebyla dosud poskytnuta
péstiteliim, osobam, zabyvajici se kvalitou ovoce ¢i zpracovatelim. Jednd se
o komplexni porovnani dostupnych metod a jejich kritické hodnoceni z pohledu
stanoveni obsahu zdravi prospé$nych latek a antioxida¢ni aktivity. Vysledky jsou
vyuzitelné zejména organizacemi zabyvajicimi se kvalitou ovoce a ndslednym
prodejem jablek. Znalosti o kvalité a obsahu antioxidac¢nich litek ve vybranych
odrtdach i novoslechténi jabloni mohou byt vyuzity pro marketing ovoce, pro
zpracovatelské produkty a zaroven je to moznost, jak zékaznikovi nabidnout ovoce
s vysokym obsahem zdravi prospésnych sloucenin s antioxida¢ni aktivitou.

6 POPIS UPLATNENI METODIKY

Certifikovanad metodika je urcena péstitelim, konzumentim a distributorim
jablek. Metodika je prospé$nym zdrojem informaci pro péstitele, spotiebitele
a obchodniky. Rovnéz komplexné fesi problematiku vybranych chemickych metod
pro detekci latek s antioxida¢ni aktivitou a doporucuje vhodné rutinni metody
jejich stanoveni v praxi. Vzhledem ke skute¢nosti, kterou je zvy$eny zdjem o ovoce
s vysokym obsahem antioxida¢nich latek, vzrostl zdjem o analyzu potravin, které
mohou byt potencidlnimi zdroji téchto latek. Spotiebitelé zacinaji sledovat obsah
zdravi prospésnych latek v jablkach k udrzeni dobrého zdravotniho stavu soucasné
populace déti, dospélych i star$ich osob. Na zdkladé ziskanych vysledkti a popisu
dané metodiky lze fici, Ze vysoky obsah fenolickych latek a zdroven vysokou hladinu
zdravi prospésnych latek s antioxida¢nimi t¢inky maji odrady "Angold’, “Artiga’,
"Lady Silvia” a "Rubinola’, "Topaz’, ‘Jarka’, z novoslechténi "HL 1651, "HL 2010’
a "HL 207’. Ziskané informace mohou byt vyuZity ve zpracovatelském primyslu
pro vznik a vyrobu zpracovatelskych produktt napt. mostt, $tav, susenych kiizal pfi
zachovani vysoké hladiny téchto latek. Tyto produkty pak predstavuji jiny zpusob,
jak prenést do téla latky s antioxida¢nim u¢inkem oproti konzumaci ¢erstvého ovoce.

7 EKONOMICKE ASPEKTY

Ovoce je velmi duleZitou soucasti zdravé vyzivy, je zdrojem mnoha vitamind,
minerald, vlakniny a dal$ich zdravi prospésnych latek. Napriklad, tfesné a merunky
jsou velmi oblibenym sezénnim ovocem a jablka jsou popularni pro svou celoro¢ni
dostupnost.

Z pohledu uplatnéni metodiky a jejiho dopadu na ekonomické aspekty vychazime
ze soucasné priimérné ro¢ni produkce ovoce v CR. Celkovd vyméra ovocnych sadii
v CR se meziro¢né opétovné zvysila, k 31. 5. 2018 dosahuje podle CSU 17 440 ha, tj.
0 329 ha vice. Co se tyce jabloni, celkova vymeéra plodnych produkénich vysadeb ¢ini
v CR aktudlné 6 800 ha, s primérnych vynosem 15,37-19,57t/ha (v tfiletém obdobi,
Vyroéni zprava 2018 MZe CR). To vytvaii ro¢né produkci 100-135 tis. t jablek pti
realiza¢ni cené kolem 16 K¢é/kg v hodnoté 1,6-2,1 mld. K¢ ro¢né. Lze predpokladat,
ze u 10 % produkce bude zvySena realiza¢ni cena o 10 % vlivem nabidky odrad



jabloni s vysokou antioxida¢ni aktivitou pro pfimy konzum, ale i pro vyuziti ve
zpracovatelském pramyslu pro vyrobu zpracovatelskych produktt se zachovanim
vyznamnych antioxida¢nich latek.

Podle vyvoje trhu s lokdlnim ovocem a situace v okolnich, zejména
zapadoevropskych zemich lze oéekavat, Ze podil produkce plodt a zpracovatelskych
produktt odrtid jabloni, tfe$ni a merunék s vysokym obsahem zdravi prospé$nych
latek vzroste. Ziskané poznatky pomizou péstitelim a zpracovatelim ovoce k vyrobé
vysoce kvalitnich produkttl s vysokym benefitem pro zdravi populace a pro jejich
vyuziti v nabidce pro déti do $kol z diivodu zvyseného poptavky po zdravém ovoci
a vyrobcich z nich. Pfedpoklada se téZ zvySeny zdjem prodejcti a obchodnich fetézctt
o prodej odrtid vybranych ovocnych druhti s detekovanym mnozstvim zdravi
prospésnych latek a vysokym antioxidaénim potencidlem a zvy$eni uplatnéni tohoto
ovoce na trhu i ve zpracovatelském priimyslu. Nepfimym ekonomickym ptinosem
je zlep$eni zdravi souc¢asné populace konzumaci vysoce kvalitniho ovoce a vyrobku
z nich.
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