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ANOTACE

Metodika je urcena péstitelim jabloni, skladovatelim ovoce a obchodniktim. Zahrnuje
podrobné informace o obsahu fenolickych latek v jablkach, piipravé vzorkd pro chemické
analyzy a vlastni popis analyz. Popsany jsou podminky skladovéni, ztraty v obsahu
bioaktivnich latek v prabéhu skladovani v rozdilnych skladovacich podminkach. Doporuceny
jsou odriidy s minimalnimi ztratami obsahu fenolickych latek po péti mésicich skladovani
a nejmensimi ztratami v pribéhu skladovani. Metodika je doplnéna o poznatky souvisejici
s metodami analyz bioaktivnich latek v jablkach a snizeni ztrat pii skladovani ovoce vyplyvajici

z literarni reserSe a z poznatkii ziskanych v prabéhu feseni projektu NAZV QJ1510354.

ANNOTATION

The described methodology is intended for application of apple growers, fruit storers
and traders. It includes detailed information about the phenolic content of selected substances
in apples, preparation of samples for analysis, and description of analyzes including all steps.
Storage conditions and losses in the content of bioactive compounds during storage under
different storage conditions are described. Cultivars with minimal losses after five months of
storage and with the lower loss during the whole storage are recommended. The methodology
is supplemented with knowledge related to the methods of analysis of bioactive substances in
apples and reduction of losses during fruit storage resulting from literature research and from

the knowledge gained during the project NAZV - QJ1510354.
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1 UVOD

Jablka jsou bohatd na vladkninu a jable¢ny pektin, které ptiznivé povzbuzuji stfevni
peristaltiku, déale obsahuji jednoduché cukry (pfedevsim fruktézu a v mensi mife glukdzu
a sacharézu), které napomahaji udrzovat stabilni hladinu krevniho cukru. Mezi dalsi dilezité
latky patii bilkoviny a lipidy zastoupené zvlasté ve slupce. Neméné dulezité je zastoupeni
mineralnich latek, zejména drasliku. Ve stopovych mnozstvich se zde vyskytuje 1 vapnik,
fosfor, zelezo, méd’, mangan, zinek a selen, které jsou diilezité pro latkovou vyménu, funkci
enzymatickych systémil a ochranu bun¢k. V jablkéch jsou pfitomny také vitaminy skupiny B
a latky s antioxidac¢ni aktivitou jako je vitamin C, skupina fenolickych a karotenoidnich latek,
které se podili na ochran¢ organismu ptred poskozenim zpiisobenym Uc¢inky oxidaéniho stresu
[1-4].

Antioxidanty jsou definovany jako latky, které pifi ptisobeni v nizkych koncentracich
chrani potraviny ptfed oxidaci (zluknuti tuki a oxidace aromatickych latek) a zpomaluji oxidaci
ostatnich latek (obsazenych napf. v tkanich). Antioxidanty miizeme nachdzet prakticky ve
vSech rostlinnych materidlech (plody, listy, kofeny rostlin). Pokud se dana ¢ast rostliny zpracuje
na potravinu, antioxidanty ptechazeji i do ni. Tak je mizeme nalézt v dzusech, olejich, Stavach
a dienich. Zistavaji zachovany 1 v alkoholickych napojich, které prosly kvasnym procesem.
Nékteré antioxidanty maji schopnost ovliviiovat organoleptické vlastnosti potravin. Maji vliv
na barvu, viini nebo chut, pozitivn¢€ ovliviiyji trvanlivost potravin.

V posledni dobé se zacina obsahu antioxidantli v potravinach vénovat zvySena
pozornost. Jednak z divodu prodluzovéni trvanlivosti potravin a hlavné z diivodu jejich
prokazatelného pozitivniho pisobeni na lidsky organismus. Trendem je tedy identifikovat

antioxidanty v potravinach, a to i ve slozitych matricich.



2 CiL METODIKY

Cilem metodiky je identifikace a stanoveni jednotlivych skupin antioxida¢nich latek
v genotypech jabloni zahrnujici rozsédhlou kolekci perspektivnich novoslechténi a dalSich
castych odrd. Dale vyvinout jednoduché a rychlé separace umoziujici analyzu velkého poctu
vzorkl s pouzitim rychlé HPLC metody a jednoduchého DAD detektoru. Nasledné provést
stanoveni vybranych sedmi fenolickych sloucenin, vybrany jsou kyselina gallova, kyselina
chlorogenova, epikatechin, kvercitrin, rutin, floridzin a floretin v jable¢nych extraktech pomoci
HPLC s detekci DAD. Fenolické slouceniny byly vybrany podle ptedbéznych vysledkiit HPLC
stanoveni ziskanych extraktli z jable¢né slupky a duzniny za pouziti methanolu, acetonitrilu a
vody, vSechny s ptidavkem 0,1% kyseliny octové pro stabilizaci fenolickych sloucenin.
Zaroven cilem metodiky je monitoring vlivu skladovani a zpracovani jablek na obsah a zmény
obsahu antioxidacnich latek v Cerstvych plodech a v produktech vyrobenych z jablek. Byly
porovnany podminky skladovani a zpracovani ovoce z hlediska uchovéani vysokého obsahu

antioxidanty.



3 VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 Fenolické latky

Fenolické latky patii mezi organické slouceniny. Termin "fenolicky" miize byt
definovan chemicky jako latka, ktera ma jeden nebo vice aromatickych kruhti nesoucich jeden
nebo vice hydroxylovych substituentd, véetné jejich funkénich derivath (estery, methylethery,
glykosidy atd.). VétSina rostlinnych fenolickych latek ma dvé nebo vice hydroxylovych skupin
a jsou fazeny mezi bioaktivni latky. Vyskyt hydroxylovych skupin mé vliv na polaritu latek a
rozpustnost ve vode (jednosytné a vicesytné fenoly s kratkym postrannim fetézcem jsou dobie
rozpustné ve vode€). V porovnani s alkoholy jsou fenoly latky stabilnéjsi a kyselejsi [5, 6].

Tyto slouCeniny hraji dtlezitou roli v rlstu a reprodukci a poskytuji ochranu proti
patogenim. Fenolické slouceniny vykazuji Sirokou Skélu fyziologickych vlastnosti, maji
kardioprotektivni, antimutagenni, antikarcinogenni a vazodilata¢ni ucinky. Prospé$né ucinky
odvozené z fenolickych sloucenin byly pficitdny jejich antioxidacni aktivité. Fenolické
slouceniny jsou molekuly biosyntetizované Sikimatovou cestou, polyacetdtovou (malonovou)
drédhou nebo smésnou dréhou (Sikimat-polyacetat). Tvofi tedy derivaty pentofosfatu, Sikimatu,
a fenylpropanoidnich drah v rostlinach, jednd se proto o sekundarni metabolity. Tyto
sekundarni metabolity rostlin jsou obecné zapojeny také do obrany proti ultrafialovému zareni
[7,8,9].

V ptirodé se vyskytuje vice nez 8000 fenolickych sloucenin. Fenolické slou€eniny jsou
klasifikovany na zdkladé obsahu rGzného poctu aromatickych kruhd, s rliznym stupném
glykosylace, hydroxylace, methylace apod. [7, 9, 10]. Vzhledem k jejich Siroké a relativné
vysoké koncentraci v rostlinach jsou spolec¢nou soucésti lidské stravy. V soucasné dobé roste
zajem o tyto pfirodni latky, nebot’ jejich pfijem jako potravin je spojen se snizenim vyskytu

zavaznych onemocnéni, jako je rakovina a kardiovaskularni onemocnéni.



Tabulka 1 Déleni fenolickych latek [9]

Fenolické latky

Fenolické
ke;ls(; 1112 ye Flavonoidy Lignany Taniny Stilbeny

Derivaty
kyseliny
skoficové | Anthokyany | Flavonoly | Katechiny

a

Hydrolyzované
a kondenzované

benzoové

3.1.1 Funkce fenolickych latek

Jedna se o ptirodni latky s antioxida¢ni aktivitou, které zabrafiuji a omezuji plisobeni
volnych radikald. Antioxidanty jsou latky, které wumoziuji zachyceni volnych
kyslikovych  radikalt, které vznikaji b&hem metabolismu, pomahaji  zabranit
oxidaci tuki, jejiz produkty mohou pozdéji poskodit bunééné membrany. Antioxida¢ni aktivita
fenolickych sloucenin zavisi na struktufe, a to zejména na poctu a poloze hydroxylovych
skupin a také na druhu substituce. Pii nedostatku antioxidacnich latek a jejich ucinki
muize dochazet k poskozeni bunck. K nékterym druhtim potravin jsou zamémné pridavany
tyto fenolické latky, které prodluzuji stabilitu.

Rostlinné fenolické latky obsazené v plodech i ovocnych Stavach dodavaji produktim
charakteristické organoleptické vlastnosti (chut, viné, barva). Na chuti se podileji
nejcastéji flavanony, katechiny a taniny, jsou vyznamné piedevSim svoji hotkou chuti.
Anthokyaniny a anthoxanthiny déavaji rostlinnym produktim jejich charakteristickou
barvu, ¢im vice téchto latek obsahuji, tim je jejich barva syt¢jsi. Anthokyaniny vytvaii spiSe
cerveno-modré zbarveni, zatimco anthoxanthiny zluté. Fenolické slouceniny hraji dilezitou roli

v ristu a rozmnozovani rostlin, poskytuji jim ochranu proti patogentim a predatoram.

3.2 Fenolické latky v ovoci

Ovoce je bohaté na fenolické slouceniny, jejichz struktura je velmi variabilni a pohybuje
se od jednoduchych fenolickych molekul aZz po vysoce polymerizované slouceniny
(kondenzované taniny — MW > 1000) [11].

Fenolické latky tvoifi nedilnou soucést skupiny antioxidantli, které¢ maji velky vliv na

lidské zdravi a které Clov€k pfijima potravou. Interakce mezi fenolickymi slouceninami



(zejména proanthokyanidiny) a glykoproteiny ve slinach ptispivaji k hotké a trpké chuti ovoce
a ovocnych stav [5, 8, 11].

Mezi hlavni tiidy fenolickych sloucenin hojné se nachazejicich v ovoci patii fenolické
kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy a taniny nebo proanthokyanidiny. Nejcastéji se ve strave
z fenolickych latek vyskytuji fenolové kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a kyseliny
skoticové) a flavonoidy, které predstavuji 30 - 60% z celkového obsahu fenolickych slouc¢enin
v potravinach. Tyto fenolické slou¢eniny mohou byt spojeny s riznymi sacharidy, organickymi
kyselinami a navzajem mezi sebou. V ovoci muze dochazet k enzymatickému hnédnuti, jedna
se o nechténou reakci fenolickych latek katalyzovanou polyfenoloxidazou, ktera zptisobuje

zménu barvy a chuti a ztratu zivin [5, 11, 12].

3.2.1 Jednotlivé fenolické latky
Kyselina gallova

Kyselina gallova je bezbarva nebo svétle zluta, krystalickd organicka kyselina pattici
mezi fenolické kyseliny, také znama jako kyselina 3,4,5—trihydroxybenzoova. Kyselina gallova
se nachazi v fadé rostlin napt. ve viné€, ofechach, dubové kiie a dalSich. Nachazi se jak volné,
tak jako soucast tiislovin. Obvykle se pouZziva ve farmaceutickém primyslu. Vyuziva se také k
syntéze  halucinogenniho  alkaloidu  meskalinu, znamého také jako  3.4,5-
trimethoxyfenethylamin. Soli a estery kyseliny gallové jsou nazyvany galaty [13, 14, 15].

Kyselina gallovd prokazuje antioxidacni  aktivitu tim, Ze odstrafuje
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl a volné radikaly hydroxylti a inhibuje mikrosomalni peroxidaci
lipidii. Pouziva se Casto jako standard pro stanoveni obsahu fenolu v riiznych vzorcich, napft.

zkouskou Folin-Ciocalteau (spektrofotometrické stanoveni) [15].

Obrazek 1 Strukturni vzorec kyseliny gallove [13]
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Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova patii mezi fenolické kyseliny, je tvofend esterifikaci
skoficovych kyselin, jako jsou kyseliny kavova a kyselina chinova. Kyselina chlorogenova se
ve velkém mnozstvi vyskytuje v kaveé. Tato slouCenina, dlouho zndma jako antioxidant, také
zpomaluje uvolnovani glukézy do krevniho ob&hu po jidle (zvySuje aktivitu inzulinu). V
souvislosti s jeji konzumaci byla v poslednich nékolika letech spojena fada zdravotnich piinost,
jako je snizeni rizika diabetes typu 2 a Alzheimerovy choroby [13, 16]. N&kolik studii
prokazalo, Ze kyselina chlorogenova je hlavni fenolicka sloucenina u jablek a jeji koncentrace
rychle roste v prvotni fazi dozravani tohoto druhu ovoce [13]. Bylo zjisténo, ze koncentrace
kyseliny chlorogenové souvisi s obsahem kyseliny askorbové v ovoci. Jeji pokles byl zptisoben,
podobn¢ jako u askorbatu, postupnymi negativnimi zménami u jablek spojenych s
dlouhodobym skladovdnim; miize byt postupné degradovana nebo dokonce vyc€erpana kvili

mobilizaci enzymatického antioxida¢niho systému.
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Obrazek 2 Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové [13]

Epikatechin

Epikatechin patii do skupiny flavanold, ktera je soucasti chemické rodiny flavonoida.
Vyskytuje se zejména u dievinnych rostlin. V rostlinném svéte je k dispozici nékolik tisic typt.
Na uhlicich 2 a 3 se nachéazeji centra chirality. Proto existuji Ctyfi diastereoizomery. Dva
z izomerl jsou v konfiguraci trans a jsou nazyvany katechiny a dal$i dva jsou v konfiguraci cis
a jsou nazyvany epikatechiny. Katechin je silny, ve vodé rozpustny polyfenol a antioxidant,
ktery se snadno oxiduje. Je to tanin charakteristicky pro zelené a bil¢ ¢aje, u Cernych ¢aji byva

obsah katechinli sniZzeny procesem oxidace. Zeleny c¢aj je vyroben z Ccerstvych,
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nefermentovanych cajovych listli, oxidace katechinti je minimalni, a proto jsou schopny slouzit
jako antioxidanty. Védci se domnivaji, Ze katechin je ucinny, protoZe snadno interaguje s

bilkovinami, tim chrani bunécnou sténu pied jejim narusenim bakteriemi, viry apod. [13].

]
-z

Obrazek 3 Strukturni vzorec (-)-epikatechinu [13]

Rutin

Rutin (kvercetin-3-rutinosid) je bled¢ zluty prasek, je fazen mezi bioaktivni flavonoidy.
Je o ném znamo, ze ma tadu biologickych aktivit. Vyskytuje se v mnoha rostlinach, véetné
pohanky a tabdku, je také slozkou cerveného vina. Rutin ma velky vyznam jako potencialné
uzitecné terapeutické 1é¢ivo slouzici k inhibici volnych radikala. Navic rutin zlepSuje odolnost
a propustnost kapilarnich cév. Pouziti rutinu je relativné omezené, kvili jeho nizké rozpustnosti

ve vodé (0,125 g/1) [13, 17].

Obrazek 4 Strukturni vzorec rutinu [13]
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Kvercitrin

Kvercitrin (kvercetin-3-rhamnosid) je zluta, pevnd latka zndma jako bio-flavonoidni
antioxidant. Kvercitrin se nachazi u fady rostlin jako jsou cibule, jahody, jablka, zeleny caj,
cervené vino, dub, tfezalka atd. Pouziva se jako textilni barvivo a pro podporu lécbu tady
nemoci, napiiklad diabetu, Sedého zakalu, pro 1écbu kardiovaskularnich chorob srdce a
krevnich cév, schizofrenie, senné rymy, pro prevenci rakoviny apod. Kvercitrin je O-glykosid
kvercetinu, ktery je substituovany alfa-L-rhamnosylovou skupinou v poloze 3 pies

glykosidickou vazbu [15, 18].

Obrazek 5 Strukturni vzorec kvercitrinu [13]

Floridzin

Floridzin je glykosid floretinu (floretin-2'-B-D-glykosid), patii do podskupiny
dihydrochalkonil. Je obsazen v nékterych rostlinach. Patii do skupiny flavonoidd. Cukernou
slozku zde zastupuje B-D-glukopyranosa. Je kompetitivnim inhibitorem ledvinového transportu

glukozy [13, 19].

=
H
T

Obrazek 6 Strukturni vzorec floridzinu [13]
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Floretin

Floretin je dihydrochalkon, typ ptirodnich fenolt. Jedna se o krystalickou, pevnou, bilou
latku, o které se uvadi, ze podporuje uc¢innou antioxidacni aktivitu pfi zachytdvani peroxynitritu
a inhibici peroxidace lipidt. Bylo zjisténo, Ze floretin, ktery je pfitomen v jablkach, hruskach a
rajcatech, inhibuje rtst nékolika typt rakovinnych bunék a indukuje apoptdzu bunck lidské
leukemie a melanomu. Floretin je biomarker pro konzumaci jablek. Inhibuje transport glukozy
(antidiabeticky ucinek). Také inhibuje proteinkinazu C a bylo prokazano, ze inhibuje vstup

obalenych virt do lidskych fibroblastt [13, 15, 20].

Obrazek 7 Strukturni vzorec floretinu [13]

Tabulka 2 Prehled parametru jednotlivych fenolickych latek

Sumarni vzorec MW (g/mol) | LogP | pKa Zdroj
Kys. gallova C7H6Os 170,120 0,72 3,94 [13]
Kys. chlorogenova Ci6H1809 354,311 0,17 3,33 | [16,21]
Epikatechin Ci15H1406 290,271 1,02 9,00 [20]
Rutin C27H30016 610,521 0,15 6,43 [22]
Kvercitrin C21H20011 466,395 1,31 6,43 [22]
Floridzin C21H24010 472,443 0,44 7,89 [22]
Floretin Ci5H1405 274,269 2,23 8,00 [21]
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C15H14O6&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C15H14O6&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H22O12&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H28O12&sort=mw&sort_dir=asc

3.3 Metody pro analyzu a identifikaci fenolickych latek

Fenolické latky vykazuji redukéni vlastnosti, proto jsou metody pro celkové stanoveni
téchto latek postaveny na oxidacné-redukénich vlastnostech. V ptipadé¢ stanoveni jednotlivych
fenolickych latek se v dnesni dob¢ nejcastéji pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie
na reverzni fazi (RP-HPLC) s detekci riznych typa, jako UV-VIS detekce, detekce s diodovym
polem (DAD) a hmotnostni detekce (MS). Mezi starSi metody se fadi papirova chromatografie
(PC) a chromatografie na tenké vrstvé (TLC), které se daji vyuzit jako orientacni. V mensi mife
jsou pro stanoveni fenolickych latek vyuzivany kapilarni plynova chromatografie (CGC) a
kapilarni zénova elektroforéza (CZE). V poslednich letech se do popfedi stile vice dostava
hmotnostni spektrometrie (MS), ktera je jako detekéni technika vhodna pro identifikaci a

objasnéni struktury téchto latek [8, 9].

3.3.1 Stanoveni fenolickych sloucenin

Radu studii popisujicich obsah a vyskyt fenolickych latek v jablkach, hruskach,
merunkach a rajéatech lze nalézt v literatuie. Stacionarni faze pouzivané v téchto separacich
jsou nejcasteji C18 a trend v pouziti kratSich kolon s mens$im primérem ¢astic je také mozno
zaznamenat. Byva vyuzita gradientova eluce k oddéleni vybranych analytli ve formé aglykoni
nebo glykosidi, které se 1isi riznou lipofilitou. Gradientova eluce typicky zacina vysokym
procentem vodné slozky vzdy okyselené na pH 2,5-2,8 za pouZiti kyseliny mravenc¢i, octové
nebo kyseliny fosfore¢né. Jako organicka sloZzka mobilni faze je v nékterych pfipadech pouZit
acetonitril a/nebo methanol. Cas analyzy odpovida podtim oddélenych analytii a délka analyzy
se pohybuje od 20 do 85 minut. Detektory pouzivané¢ pro tyto analyzy jsou diodové
spektrofotometry (detekce diodového pole [DAD]) a MS.
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Tabulka 3 Vyuziti kapalinové chromatografie s DAD a MS detekci a prehled podminek separace fenolickych latek v ovoci a zeleniné v predeslych

studiich
Délka
Typ analyzy
Stanovované latky vzorku | Pouzita kolona Mobilni faze (min) Detektor Citace
katechin, kyselina chlorogenova, procyanidin B,
kyselina p - kumaroylchinova, epikatech?n, jablka Nova-Pac C18 H>0O + CH3COOH, 20 DAD (23]
feruloylglukoza, p- kumaroylglukoza, hyperin, (30 x 3,9 mm) H>0 + ACN + CH3COOH
1sokvercitrin, rutin, avicularin, floridzin, kvercitrin
kyselina chl 4, kyselina ferulova, kyseli
yselina chlorogenové, kyselina ferulova, kyselina Luna-C18

p- kumarova, kyselina kavova, kyselina skoficova, |jablka H>O + CH3COOH, methanol |40 DAD [24]
. . .y . (250 x 4,6 mm x 5 pum)
kvercetin, rutin, floridzin, floretin

kyselina gallova, kyselina chlorogenova, kyselina

kavova, kyselina p - kumarova, kyselina ferulova, Kinetex XB-C18 0,1% HCOOH + H20,
kyselina benzoova, katechin, rutin, naringin, rajcata 0,1% HCOOH + methanol |20 DAD [25]
o - . . (150 x 4,6 mm x 2,6 pm)
hesperidin, myricetin, kvercetin, luteolin, ACN

naringenin, genistein, kaemferol

kyselina gallova, katechin, kyselina 4 -
hydroxybenzoova, kyselina kavova, kyselina

Acclaim 120, C18 ACN, H,O + CH H
syringova, vanilin, kyselina ferulov4, floroglucinol, | jablka cclaim 120, € CN, H;0 + CHsCOO

(150x3,0mmx 3 pm)  |pH 2,6 30 DAD [26]

kyselina benzoova, kyselina salicylova, floridzin,
kvercetin, floretin, kyselina skoficova

procyanidin Bi, procyanidin Ba, katechin, kyselina

chlorogenova, kyselina kdvova, epikatechin, rutin, |jablka, Nucleosil 120 C18 0,01 M kyselina
glykosidy kvercetinu, xyloglukosid floretinu, hrusky (250 x 4,6 mm x 5 pm) fosforecna, ACN
floridzin

25 DAD [27]
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arbutin, kyselina gallova, 5 -
hydroxymethylfurfural, procyanidin Bi, kyselina 4
- hydroxybenzoov4, katechin, kyselina
chlorogenovd, procyanidin B kyselina kavova,
kyselina syringova, epikatechin, kyselina p -
kumarova, kyselina ferulova, kyselina sinapova,
floridzin, floretin, kvercetin, kyselina skoficova

jablka,
hrusky

Aqua C18

(250 x 4,6 mm x 5 pm)
+ ptedkolona C18 ODS
(4 x 3,0 mm)

H>O + 2% CH3COOH,
H.O + 0,5% CH3;COOH +
ACN

60

MS

[28]
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3.3.2 Koncentrace fenolickych slouc¢enin

Diive publikované studie ukdzaly, Ze koncentrace fenolickych sloucenin béhem
dozravani klesaji a zistavaji relativné konstantni béhem skladovani v chladu. Pti dlouhodobém
skladovéni v chladu a béhem dalSich 7 dnti skladovani ovoce pii 16 °C se celkova antioxidacni
aktivita (TAA) vyrazn€ zvySuje bez ohledu na podminky skladovani [12]. Skladovéni v fizené
atmosfétre snizuje ztratu chlorofylu, karotenoidli, antokyanii a fenolickych slouc¢enin. Udrzuje
kvalitu ovoce a poskytuje spotiebitelim Cerstvé ovoce a tim udrzuje vysokou uroven piinosi
pro lidské zdravi.

Vyskyt bioaktivnich fenolickych latek v rostlinach, ovoci a zelenin¢ byl dlouhodobé
studovan. V soucasné dobé jsou fenolické latky jako potencidlni antioxidanty spojeny se
snizenim vyskytu civiliza¢nich onemocnéni. Proto je jejich konzumace doporucovana, aby se

predeslo nezddoucim zdravotnim problémuim.

3.3.3 Analyzované vzorky

Obsah jednotlivych fenolickych latek byl testovan u 9 vybranych odriid jablek - 'Rucla’,
UEB 32 642, 'Lady Silvia', 'Golden Delicious', 'Meteor', 'Fragrance', 'Angold', 'Gala' a 'Rubin’.
Plody téchto vybranych odrid pochazely z experimentalni vysadby Holovousy s.r.o. a byly
sklizeny v terminu optimalni zralosti. Hladiny fenolickych latek byly testovany v ptivodnim
rostlinném materialu a déle po 3, 5 a 7 mésicich skladovani pfi riznych podminkéch (v chladu

a za nizkého pfistupu kysliku — ULO skladovani).

Tabulka 4 Testované odriidy jablek

Odrtda Popis

Zrani - druhd polovina zafi nebo zacatkem fijna

Skladovani — sklep (od listopadu do bfezna), v chladirné (do ¢ervna i déle)
Angold Plody - velké (190 - 260 g)

Duznina - krémova, chruplava a velmi §tavnata

Chut’ - harmonicka, navinule sladka az sladka

Zrani - ve stejnou dobu jako odrida ‘Golden Delicious’

Skladovani — v chladu az do jarnich mésict

Fragrance Plody - stfedni az nadprimérné velikosti

Duznina - krémova, jemna, pevna, stfedné Stavnata, piijjemné aromaticka
Chut — sladka, vyborna

Zrani - skliziiova zralost koncem zafi nebo zacatkem fijna

Plody - soumérné, kuzelovité az soudkovité, slupka slabé mastna, hladka nebo slabé sitovité rziva,
Gala zakladni barva zpocatku nazloutld, pozdgji syté zlutd, kryci barva je zihan4, jasné Cervena

Duznina — Zlutava, pevnd, chruplava a pfiméfené $tavnata

Chut’ - sladsi, mirné aromaticka, velmi dobra

Zrani - v teplych oblastech koncem zafi, stfedni polohy az v druhé poloving fijna
Skladovani - vydrzi do bfezna az dubna

Plody - stfedné velké (od 115 do 195 g)

Duznina - Zlutava, pevna, velmi jemna, §tavnata

Chut - navinule sladka, pfijemné aromaticka, pfi dobrém vyzrani plodd vyborna

Golden
Delicious
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Zrani - sklizefi na konci zafi

Skladovani - do biezna, v chladirné déle

Plody - stfedni az velké (140 — 175 g), vej¢ité az kuzelovité, zakladni barva zelenavé zluta, kryci barva
cervena (az 90 % povrchu)

Duznina - krémova, jemna, velice pevna a Stavnata

Chut’ - navinule sladka, pfijemné aromatickd, vyborna

Lady Silvia

Zrani - prelom zafi a fijen

Plody - velké (200 - 250 g), atraktivni s vysokym obsahem cukru a kyselin
Duznina - krémové zlutd, jemna, sttedné€ pevna, chruplava a Stavnata
Chut’ - navinule sladka, vyborna

Meteor

Zrani - sklizi se v zafi, dozrava v listopadu (zimni odriida)

Skladovani - do dubna

Plody - kulovity az podlouhly, stfedni, slupka hladka, zZlutozelené zbarveni je ptekryté cervenou barvou
s zihanim

Duznina - nazloutla

Chut’ - sladce navinul4 az sladka, velmi dobra

UEB 32 642

Zrani - koncem fijna, sklizi se v zari
Rubin Plody — kulaté, relativné velké, s Cervenym zihanim na zlutém zakladé
Duzina — aromaticka, $t'avnata

Zrani - 1 tyden pred odridou "Golden Delicious”

Skladovani — chladirna (do kvétna)

Rucla Plody - stfedné velké, zelenavé zluté, s purpurovou az hnédo purpurovou kryci barvou
Duznina - krémova, jemna, chruplava, dostate¢n¢ pevna a §tavnata

Chut’ - harmonicka, navinule sladka, pfijjemné aromaticka, vyborna

3.3.4 Chemikalie a ¢inidla

Standardy fenolovych sloucenin: katechin hydrat (> 96%, Fluka), epikatechin (> 90%,
BioChemika), floretin (> 99%), dihydrat floridzinu (> 99%), kvercetin hydrat (> 99%), kyselina
ferulova (99%), kyselina gallova (99%), kyselina chlorogenova (> 95%), kyselina kavova
(97%), kyselina kumarova (> 98%), myricetin (> 95%, BioChemika), prokyanidin B2 (> 90%)
a rutin hydrat (95%) byly zakoupeny od spolec¢nosti Sigma Aldrich, Praha. Kyselina octova
(99%), acetonitril (gradient HPLC), methanol (gradient HPLC) byly také dodany spole¢nosti
Sigma Aldrich.

Pouzité standardni roztoky pro optimalizaci separace byly pfipraveny rozpuSténim
sloucenin v methanolu pii konecné koncentraci 0,1 mg/ml. Pracovni standardni roztoky se pak
fedily methanolem na koncentraci 1,0 mg/ml. Standardni smé&si roztokii obsahujicich vybrané
analyty byly pfipraveny stejnym zpisobem a na stejné koncentra¢ni irovni. VSechny standardni
zasobni roztoky a extrakty vzorkd byly ulozeny pii T= 4°C.

Validace metody byla provadéna pro separaci standardli vybranych analytl a
koncentrace testovanych latek byly upraveny tak, aby odpovidaly redlnému profilu fenolickych
sloucenin ve vybranych odridach jablek. Nasledujici chemikélie byly pouZity pro ptipravu
extrakénich rozpoustédel: acetonitril HPLC (99%), kyselina mravenci (98%), kyselina

fosforecna (85%) a ultracista voda ziskané z MilliPore MilliQ systému.
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3.3.5 Priprava vzorki

Vzorek pro chemickou analyzu fenolickych latek byl slozen z 10-15 jablek a byl
odebran z riznych mist 5 oznafenych stromt. Celé plody byly homogenizovany pomoci
ruéniho mixéru. Cast homogenatu byla pienesena do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky. Takto
ptipravené vzorky byly uchovavany v mrazédku pii T= -20°C pro naslednou analyzu. Na
analytickych vahach bylo navazeno potfebné mnozstvi homogenatu (3 g), nasledné bylo ke
vzorku ptfidano 15 ml extrakéniho roztoku - 100% methanol s 0,1% kyselinou octovou (kyselina
octova pro stabilizaci) a vzorek byl umistén do ultrazvukové 1azn€¢ po dobu 10 minut. Po
centrifugaci po dobu 10 minut pii 4400 G byl supernatant piefiltrovan pies 0,45 um PTFE filtr

a ulozen pfi teploté T =4°C az do analyzy.

3.3.6 HPLC systém

Pro stanoveni analytt byl pouzit systém HPLC Shimadzu LC-10 obsahujici LC-10AD,
termostat CTO-10A, autosampler SIL-HT a detektor DAD SPD-MI10A ovladany LC,
vyhodnocovaci software LabSolutions byl pouzit v pribéhu celé studie (Shimadzu, Kjoto,
Japonsko). Na zaklad¢ reserSe obsahu latek v jablcich byly vybrany standardy pro identifikaci
hlavnich obsahovych latek. Po analyze redlnych vzorkd bylo vybrano celkem pét hlavnich
obsahovych latek. Pro separaci byla vyuzita na zakladé vysledkli optimalizace separace v
systému HPLC pro toto stanoveni kolona Kinetex C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um) od firmy
Phenomenex (Torrance, USA). Kolona a pfedkolona Ascentis Express C18 (50 mm x 4,6 mm,
5 um) byly temperovany pii 30°C, pritokova rychlost byla udrzovana na konstantni rychlosti
1 ml/min a objem vzorku byl 10 ul. Mobilni faze A sestavala z vodné sloZky s pH 2,8 - upraveno
kyselinou octovou, a mobilni fazi B byl 100% acetonitril. Pro separaci byla vyuZita gradientova
eluce pii téchto podminkéch: 0-2,5 min - 95% A: 5% B; 2,5-12 min - 85% A: 15% B; 12-15
min - 50% A: 50% B; 15-18 min - 95% A: 5% B. Detekce a kvantifikace byla provedena pfti
255 nm (rutin), 280 nm (kyselina gallova, epikatechin, floridzin), 320 nm (kyselina
chlorogenovd) a 365 nm (kvercitrin). Optimalizace separacnich podminek byla podrobné
popsana v publikaci [28]. Identifikace sloucenin byla provedena srovnanim hodnot jejich
retenéniho ¢asu a UV spektra s hodnotami standardi. Cistota piku byla vyhodnocena
v ovladacim softwaru. Koncentrace fenolickych sloucenin byly vypocteny z integrovanych

ploch pikti odpovidajicich jednotlivym vybranym standardiim.

3.3.7 Podminky skladovani

Pro testovani a monitoring zmén obsahu fenolickych latek v plodech jabloni byly

pouzity dvé technologie skladovani — chlazeny sklad a sklad s fizenou atmosférou (ULO).
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Jablka byla odebrana z vybranych stromtl v obdobi optimalni zralosti a mnozstvi bylo rozdéleno
na 2 ¢asti pro vybrané typy skladovani. Zaroven byl odebran vzorek cerstvého ovoce pro
analyzu profilu fenolickych latek a srovnani obsahu polyfenolii v Cerstvém a skladovaném
ovoci ruznych kultivard. V chlazeném skladu byly vzorky ovoce uchovavany v piepravkach o
hmotnosti 15 kg. Teplota ochlazeného prostoru se pohybovala od 1,2 do 1,6 °C. Jablka
skladovana v podminkach ULO byla skladovana téz v ptepravkach o objemu 15 kg a umisténa
do boxi ULO s koncentraci plynt (O2 + CO2, 2% + 1%) a teplotou 1,5 - 2 °C, vlhkosti 99%.
Pro sledovani zmén fenolického profilu latek ve skladovanych plodech dochazelo
k vyskladnéni plodi v pravidelnych terminech po 3, 5 a 7 mésicich. Nékteré odrady vykazovaly
znamky hniloby a ztraty vody po péti mésicich ('Rucla’, 'Golden Delicious', 'Fragrance'), plody,
skladované v chlazeném skladu nékterych odrud byly svrastélé (‘Gala', 'Lady Silvia', UEB
32 642). Plody postizené hnilobou nebyly pouzity k dalsi analyze. Na poc¢atku odbéru vzorkt
bylo proto ulozeno vétsi mnozstvi ovoce vybrané odriidy. Plody skladované v podminkach

ULO nevykazovaly Zadné znamky poSkozeni v pribéhu skladovani.

3.4 Komentar k ziskanym vysledkiim

3.4.1 Analyza ¢erstvych plodi jabloni a stanoveni obsahu polyfenoli

Obsah fenolickych latek v jablkach je charakteristicky pro dany kultivar a zavisi na typu
skladovani a daldim zpracovani. Urovné fenolickych latek byly monitorovany v paivodnim
rostlinném materialu a po tfech, péti a sedmi mésicich skladovani.

Fenolicky profil, ktery zahrnoval kyselinu chlorogenovou, epikatechin, rutin, floridzin
a kvercitrin byl stanoven u téchto odrtud jablek 'Rucla', UEB 32 642, 'Lady Silvia', 'Golden
Delicious', 'Meteor', 'Fragrance', 'Gala' a 'Rubin' ve vzorcich erstvého ovoce. U vétSiny
testovanych odriid byla nalezena hlavni fenolicka slouc¢enina kyselina chlorogenova na nejvyssi
urovni, po niZ nasledoval kvercitrin a epikatechin. Jiné fenolické slouceniny se objevovaly v
niz§ich mnoZstvich nebo dominovaly pouze v jednom z kultivarl. Kyselina gallovd se

nevyskytovala u Zadného z testovanych kultivarii. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 Obsah fenolickych latek v cerstvych plodech ve vybranych odriiddch jablek.

Obsah fenolickych latek, pug/g

Odruda Kyselina

chlorogenova Epikatechin Rutin Kvercitrin ~ Floridzin
UEB 32 642 4,6 52 16,8 11,3 1,9
Gala 52,5 6,8 0,8 6,3 3,1
Angold 99,6 5,7 1,9 6,1 13,6
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Rucla 14,9 21,3 2,5 6,2 4,7

Lady Silvia 33,0 3,5 0,6 7,9 2,5
Meteor 11,4 5,3 1,6 6,4 53
Rubin 4,0 1,5 0,7 2,2 0,7
Golden Delicious 15,7 2.9 0,5 6,1 33
Fragrance 1,4 0,8 1,5 24 2,3

Kyselina chlorogenova se tedy objevila ve vSech odridéach, pouze v piipad¢ 'Fragrance'
byl jeji obsah velmi nizky a celkové se pohyboval v rozmezi od 99,6 pg/g pro 'Angold' do 1,4
ug/g pro odradu 'Fragrance'. Epikatechin nebyl zjistén u odridy 'Fragrance', jinak byla zjisténa
Sirokd variabilita obsahu, ktery se pohyboval od 1,5 pg/g pro 'Rubin' az 21,3 nug/g u UEB
32 642. Nejvyssi obsah rutinu byl nalezen u odriidy 'Golden Delicious' - 6,8 pg/g. Kvercitrinu
obsahovala nejvice odriida UEB 32 642, floridzinu bylo nejvice nalezeno 13,6 pg/g u odrudy
'Angold'".

VétSina flavonoidii byla pfitomna v pfirodni formé jako O- nebo C-glykosidy.
Ptitomnost glykosidi pfipojenych k flavonoidnim aglykonlim, jako je flavonol nebo
antokyanidin, snizuje antioxidacni aktivitu samotného flavonoidu. Tato studie prokazala
ptitomnost glykosidickych sloucenin kvercitrinu a floridzinu.

Podle fenolického profilu a stanoveni vybranych fenolickych sloucenin byla odrida
antioxidacéni aktivitou. Naproti tomu nejvyssi obsah ptislusnych latek byl nalezen v odrtidach
'Angold' (kyselina chlorogenova a floridzin), 'Rucla’ (epikatechin) a UEB 32 642 (rutin a

kvercitrin).
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Obrazek 8 Chromatogramy separace jednotlivych fenolickych latek v odriidach "Angold” a UEB 32
642" pomoci HPLC. Kyselina gallova 1, kyselina chlorogenova 2, epikatechin 3, kvercitrin 4, rutin 5,
floridzin 6; cerna linie — 270 nm, rizova linie — 280 nm, modra linie — 327 nm, and hnéda linie — 353
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3.4.2 Stanoveni fenolického profilu skladovanych plodi jabloni

Jablka byla skladovana dvéma zpisoby, v chlazeném skladu a v boxu s fizenou
atmosférou s nizkym obsahem kysliku (podminky ULO). Byly pozorovany rozdily v urovnich

fenolickych sloucenin mezi odriidami jablek, jakoz 1 v Case a za riznych podminek skladovani.

3.4.2.1 Obsah fenolickych latek po 3 mésicich skladovani

Tabulka 6 ukazuje zmény obsahu fenolickych slou¢enin béhem skladovani za podminek
chlazeného skladu a ULO po 3 mésicich skladovani. Doslo k rapidnimu vzestupu obsahu
kyseliny chlorogenové u vétsiny testovanych odriidd. Hodnoty obsahu byly vétSinou zvySeny pfi
skladovani jablek v podminkach chlazené¢ho skladu od 2 do 7-ndsobku plvodni hodnoty
obsahu. U ¢ty odrid doSlo ke sniZzeni obsahu. V podminkdch ULO se obsah kyseliny
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chlorogenové téz zvysoval. U odrudy 'Fragrance' byla zjisténa vice nez 6-krat vyssi hladina, na
rozdil od poklesu pozorovaného v podminkach chlazeného skladu. Pouze u tii odriid se hodnota
snizila na 22,8 a 66,3% piivodniho obsahu. ZvySeni obsahu kyseliny chlorogenové bylo patrné
zpisobeno uvolnénim z glykosidickych forem. Kromé odridy 'Fragrance' byl stejny trend
nalezen u vSech kultivart v podminkach skladovani chlazené¢ho a ULO skladu.

V ptipad¢ epikatechinu se jeho obsah zvysil ve vSech odrtidach pii skladovani v podminkéach
chlazeného skladu v rozmezi od 2 do 20-nasobku ptivodnich hodnot u 'Meteoru'. Podobné byl
zaznamenan narist u jablek skladovanych v podminkach ULO. V porovnani s podminkami
chladirny byly nalezeny jesté vyssi hladiny, tykalo se to odriidy 'Fragrance', kde bylo
pozorovano 42-nasobné zvySeni obsahu epikatechinu.

Ve vsech testovanych odriadach, s vyjimkou 'Rucla’, kde nebyl zjistén rutin, se jeho
obsah zvysil 2-4-krat v podminkéch chladirny, u ULO podminek 2 az 7-krat. Ve dvou ptipadech
byl podstatny pokles oproti ptivodnimu obsahu, a to u UEB 32 642 v podminkach chladirny a
ULO, pouze 6,0 a 2,4%.

Rozdily obsahu kvercitrinu u plodii jabloni skladovanych v podminkéch chladirny byly
zjistény v rozmezi od 37,6% do 334,9%. Vyrazny nartst byl nalezen u odridy 'Meteor', kde
obsah vzrostl vice nez sedmkrat. V podminkdch ULO byly v pfislusnych kultivarech
pozorovany podobné zmény jako u chlazeného skladu. Pti stanoveni floridzinu v podminkach
chlazeného skladu se obsah zvysil v rozmezi od 112,8% do 657,8%. Ve dvou odriidach se obsah
snizil na polovinu. Zatimco ULO podminky byly mirnéjsi, velké rozdily v urovnich nebyly

viditelné.
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Tabulka 6 Srovnani obsahu fenolickych latek vyjadieno jako procento piivodni koncentrace
v Cerstvych plodech ve vybranych odruddach béhem skladovani v podminkdach chlazeného skladu
(CW) a podminkach rizené atmosféry (ULO) po 3 mésicich

Zmény obsahu fenolickych sloucenin po 3 mésicich skladovani, %

Odrida Kyselina Epikatechin Rutin Kvercitrin Floridzin
chlorogenova

Cw ULO CWwW ULO Cw ULO CW ULO CwW ULO

UEB 32 642 293 228 114,4 2337 6,0 2,4 37,6 58,0 21,5 0,0

Gala 45,5 51,7 116,3 135,6 320,0 160,0 1103 97,6 75,8 100,0
Angold 222,3 240,2 3474 346,5 4342 692,1 107,4 143,0 46,7 54,8
Rucla 61,6 66,3 953 91,3 0,0 0,0 594 76,4 112,8 120,2

Lady Silvia 215,0 456,7 5443 12929 150,0 100,0 86,1 199,4 198,0 316,3

Meteor 717,5 552,6 2159,4 1250,0 3742 661,3 774,0 5693 6274 34573
Rubin 146,8 350,6 390,0 700,0 138,5 1154 3349 114,0 584,6 2770
Golden 578,3 422,0 1217,5 900,0 388,9 2444 187,6 149,6 347,7 321,5
Delicious

Fragrance 33,3 688,99 1493,3 42733 193,1 69,0 228,1 40,0 657,8 489

3.4.2.2 Obsah fenolickych latek po 5 mésicich skladovani

V nésledujici Tabulce 7 jsou vidét zmény obsahu vybranych fenolickych sloucenin
b&hem 5 mésict skladovani plodt jabloni. Ve vétsin€ odriid nebyl obsah kyseliny chlorogenové
béhem této doby skladovani vyrazn¢ zménén. U odrid 'Gala' a '"Rucla’ se obsah snizil u obou
typt skladovani. Vyznamny 7-ndsobny nartist byl zaznamenan u odriidy 'Fragrance'. Co se tyce
epikatechinu, byly zjiStény zvySené hladiny pfi skladovani v podminkach chlazeného skladu 1
ULO. Nejvice znatelné zmeény byly zjistény v podminkach ULO u odridy UEB 32 642 (9-krat),
'Rubin' (12-krat) a 'Fragrance' (42-krat vyssi uroven, podobnéd hodnoté pfi skladovani po dobu
3 mésici). V podminkach chlazené¢ho skladu bylo pozorovano desetinasobné zvySeni obsahu
epikatechinu u odriidy 'Fragrance'.

Obsah rutinu se béhem skladovani za podminek chlazeného skladu zvysil 2 az 3-krat
ve srovnani s pivodnim obsahem u vétSiny odrid. Tendence sniZzovani obsahu byla pozorovana
v podminkach ULO u odriid UEB 32 642 a 'Rucla", kde byl rutin prakticky rozloZen. Podobné
vysledky byly ziskany pfi skladovani za podminek chlazeného skladu. Zna¢ny nartist obsahu

byl pozorovan u odrid 'Meteor' pfi ULO skladovani a u odridy 'Angold' v podminkach
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chlazeného skladu (6-nasobny nartst). Nejvyssi obsah byl nalezen u odriid 'Gala' a 'Angold' v
podminkach ULO (8-ndsobny nartst).

Jak je patrné z naméfenych hodnot kvercitrinu a floridzinu, ze skladovéani ploda jabloni
v chlazeném skladu odhalilo podobny trend zmén obsahu. ZvySené hladiny téchto latek se
pohybovaly v rozmezi 104,0% az 670,1% u kvercetinu, od 124,2% do 597,8% u floridzinu.
Vyssi hladiny byly zjistény pro podminky skladovani v podminkach ULO, 9-ndsobné zvyseni
bylo pozorovano u odridy UEB 32 642 a 'Rubin'.

Tabulka 7 Srovndni obsahu fenolickych latek vyjadreno jako procento puvodni koncentrace

v cerstvych plodech ve vybranych odruddach behem skladovani v podminkach chlazeného skladu

(CW) a podminkdch rizené atmosféry (ULO) po 5 mésicich

Zmeény obsahu fenolickych sloucenin po 5 mésicich skladovani, %

Odrada Kyselina Epikatechin Rutin Kvercitrin Floridzin

chlorogenova

Cw ULO CW UuLOo Ccw ULO Cw ULo Cw ULO
UEB 32 642 554 1174 361,5 950 7,2 0,9 112,8 1239 354,1 8703
Gala 543 88,1 113,3  126,7 233,3 813,3 1040 2222 1242 1548
Angold 235,8 265,1 172,8 121,9 684,2 789,5 263,6 199,2 72,4 945
Rucla 37,4 613 1369 269,7 122 0,0 61,0 659 66,0 1649
Lady Silvia 206,8 169,7 387,1 4357 50,0 50,0 1658 201,9 230,6 2347
Meteor 394,77 311,8 7953 4094 361,3 658,1 670,1 449,6 581,1 2604
Rubin 353,2 5329 790,0 1233,3 346,2 246,2 500,0 4744 5923 969,2
Golden 191,7 286,6 2754 291,2 2333 2333 121,5 137,2 183,1 321,5
Delicious
Fragrance 140,7 777,8 11333 4213,3 3069 3,5 237,5 151,9 597,8 4333

3.4.2.3 Obsah fenolickych latek po 7 mésicich skladovani

Tabulka 8 dokumentuje zmény v poslednim obdobi skladovéani. Obecné byl obsah

kyseliny chlorogenové v testovanych odrtidach v obou typech skladovani mirn€ zvySeny oproti
puvodnimu obsahu. Znatelny nartst byl zaznamenan u odridy 'Rubin' (6-krat) v podminkach
chlazeného skladu. Polovina a tfetina ptivodniho obsahu byla pozorovana u odridy 'Rucla’ u
obou typt skladovani.

Na druhé strané byly pozorovany rtizné hladiny obsahu epikatechinu pro podminky
chlazeného skladu i ULO, zatimco vyznamnéj$i zmény byly nalezeny pii podminkach

skladovani ve skladu chlazeném. Nejvyznamnéjsi rozdil byl pozorovan u odriidy 'Rubin' (14-
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krat vyssi uroven) v podminkach CW. U stejné odrudy uskladnéné v podminkach ULO se jeho
obsah zvysil 6-krat.

Nejnizsi obsah rutinu byl naméfen v podminkdch CW a ULO u UEB 32 642 (25-krat
nizsi obsah nez ptivodni koncentrace). Stejné jako u odridy 'Rucla’ byl obsah snizen v rozmezi
2,5 az 4-krat. V jinych odridach bylo zjisténo zvyseni obsahu rutinu. Nejvyssi hladiny rutinu
byly zjistény u odriid 'Angold' 7-krat vyssi hladina pfi podminkach chlazeného skladu a 'Gala'
odriady 10-krat vyssi obsah v podminkach ULO.

Hladina kvercitrinu se zvySovala pti obou typech skladovani, ale zmény nebyly tak
vyznamné. Zvyseny obsah od 2 do 4-nasobného nartistu pivodniho obsahu byl zjistén u odridy
'Meteor'. Obsah kvercitrinu u odrady 'Rucla' byl pro oba typy podminek skladovani snizen na
polovinu ptivodni urovng.

Zvysené hladiny byly pozorovany u floridzinu pti obou typech skladovéani. Hladina
floridzinu pfi skladovani v chlazeném skladu byla v priméru 3-krat vyssi nez ptivodni obsah.
Nejvyssi obsah byl pozorovan u odridy UEB 32 642, odpovidal desetkrat vy$§imu obsahu
oproti ptivodni hodnoté. Co se tyka skladovéani v podminkach ULO, byl pozorovan vzristajici
trend obsahu této fenolické slouceniny, zmény obsahu byly v rozmezi 2—6-nasobném. Nejvyssi
obsah byl naméfen u odriidy 'Rubin’, hodnota byla témét 7-krat vyssi. Jediny pokles obsahu byl
nalezen u odridy 'Angold', pfiblizné 50% pti obou typech skladovani.
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Tabulka 8 Srovnani obsahu fenolickych latek vyjadieno jako procento piivodni koncentrace

v Cerstvych plodech ve vybranych odruddach béhem skladovani v podminkdach chlazeného skladu

(CW) a podminkach rizené atmosféry (ULO) po 7 mésicich

Zmény obsahu fenolickych slouc¢enin po 7 mésicich skladovani, %

Odrida Kyselina Epikatechin Rutin Kvercitrin Floridzin

chlorogenova

Cw ULO CW ULO CW ULO CwW ULO CW ULO
UEB 32642 315,2 152,2 5799 4173 48 33 128,3 73,0 11243 635,1
Gala 122,3 136,1 2682  263,7 260,0 1093,3 135,7 158,7 259,7  230,7
Angold 173,3 212,5 1184 192,1 736,8 402,6 103,3 129,8 52,6 65,1
Rucla 56,2 333 93,0 1099 429 26,5 61,0 59,4 1064 137,2
Lady Silvia 203,3 1744 338,6 2614 200,0 125,00 117,1 114,6 249,0 326,5
Meteor 212,3 2009 709,4 4425 5194 290,3 458,33 227,6 301,9 197,2
Rubin 601,3 170,9 1440,0 603,3 276,9 246,2 2442 3349 330,8 684,6
Golden 205,8 316,0 349,1 573,7 211,1 2333 96,7 164,5 209,2 318,5
Delicious
Fragrance 259,3 103,7 446,7 100,0 551,7 231,1  302,5 231,5 4222 664,4

3.4.3 Vliv doby skladovani a podminek na obsah fenolickych latek

Na zaklad¢ vysledkt ziskanych béhem skladovani po dobu 7 mésicii 1ze konstatovat, ze
fenolické slouceniny se chovaji odlisné po dlouhou dobu skladovéni s ohledem na podminky
skladovani. Pokud jde o kyselinu chlorogenovou, obsah kolisal vice za podminek skladovani
plodi v chlazeném skladu. Procentni zmény obsahu kyseliny chlorogenové v pribéhu doby
skladovéani jsou zdokumentovany na Obrazku 9. U odrid UEB 32 642, 'Gala', 'Rubin' a
'Fragrance' byl pozorovan nartist obsahu kyseliny chlorogenové bcéhem skladovani
v chlazenych podminkach. U ostatnich testovanych odrid doSlo k poklesu obsahu béhem
5 mésict skladovani a nasledné ke zvySeni obsahu nebo k Zadné zméné béhem 7 mésict
skladovani. Pokud jde o podminky ULO, byl pozorovan podobny trend jako u podminek
chlazeného skladu u vétSiny odrid. Dochéazelo ke zvysSeni hladiny kyseliny chlorogenové po
5 mésicich skladovani. Po 7 mésicich skladovani u ne¢kterych odrtiid doslo ke zvyseni obsahu,
u nékterych naopak ke snizeni. Porovnani hodnot obsahu kyseliny chlorogenové v odriidach
jablek skladovanych v podminkach chlazeného skladu a ULO je zndzornéno na Obrazku 9. Na
dal$ich obrazcich jsou znazornény hodnoty a jejich zmény dalSich fenolickych sloucenin

v danych odridach pii obou typech skladovani.
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Obrazek 11 Obsah rutinu a procentni zmeny béhem skladovani v podminkach chlazeného

skladu a ULO
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Obrazek 12 Obsah kvercitrinu a procentni zmeny béhem skladovani v podminkdch chlazeného
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3.4.4 Celkovy souhrn ziskanych vysledki

Obsah fenolickych latek v jablkach se odviji od odridy jablka a jeho zptsobu
skladovani a zpracovani. Rozdily v obsahu fenolickych latek byly nalezeny jak pfi porovnani
jednotlivych odrad, tak pifi porovnani doby a zptsobu skladovéani u stejné odriidy. Podle
koncentrace danych fenolickych latek u ptislusnych odriid, mtizeme tyto odriidy jablek rozd¢lit
podle jejich kvality a obsahu antioxidant.

K poklesim koncentraci fenolickych latek zacalo dochéazet ve vétsin€ ptipadi po péti
meésicich skladovani, at’” uz pti skladovani ULO nebo pii skladovani za nizké teploty. Pti
skladovani v chladném prostfedi byl pokles obsahu fenolickych latek vyrazngj$i (po
vyrazn¢j$im naristu koncentraci fenolickych latek zptisobenym uvoliiovanim z glykosidickych
forem a enzymatickou aktivitou, dochdzelo k vyraznéjsim poklestim obsahu fenolickych latek).

Na podminky skladovani byly nejvice citlivé kyselina chlorogenova a epikatechin, u
téchto latek dochazelo k nejvyraznéj$im nardstim a poklesim koncentraci vlivem doby a
zpusobu skladovani. Fenolické latky kvercitrin a rutin vykazovaly vyssi stabilitu.

Odrtdy, u kterych se vyskytoval pomémé vysoky obsah fenolickych latek a které
nejlépe zachovaly jejich obsah a tim 1 vysokou hladinu antioxidantt i po delsi dob¢ skladovani,
byly odriidy 'Angold', 'Gala', 'Lady Silvia' a 'Meteor' (avSak u této odrtidy je s nartstajici dobou
skladovéani nejvice patrné kolisdni koncentraci fenolickych latek). Naproti tomu u odrid
'Fragrance', 'Rubin’ a 'Rucla’ jsou métené fenolické latky zastoupeny v menSim mnozstvi, proto

je mizeme oznacit jako méné kvalitni z hlediska obsahu antioxidantd.

4 ZAVER

Pomoci HPLC metody byly stanovovany a hodnoceny hladiny zvolenych fenolickych
latek v homogenizovanych extraktech 9 vybranych odrid jablek. Hladiny fenolickych latek
byly stanoveny v Cerstvém rostlinném materialu a po 3, 5 a 7 mésicich skladovani v chladném
prostiedi a za ultra-nizkého ptistupu kysliku. HPLC metoda je vhodnou metodou pro stanoveni
téchto latek.

Ze ziskanych vysledkii méfeni vyplyva, Ze obsah fenolickych latek v jablkach zavisi na
jejich odradé, skladovani a zpracovdni. Rozdily mezi odridami byly vyznamné jak
v pavodnim, Cerstvém rostlinném materidlu, tak s odstupem casu skladovani. Koncentra¢ni
urovné prislusnych fenolickych sloucenin Ize pouzit k rozliSeni kvality jednotlivych odrad.
Vys$§i mnozstvi fenolickych latek obsahovaly odridy Angold, Meteor a Lady Silvia. Na

podminky skladovani byly, co se tyce fenolickych latek, nejvice citlivé kyselina chlorogenova
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a epikatechin. Naproti tomu kvercitrin a rutin vykazovali vyssi stabilitu. Skladovani za ultra-

nizkého pfistupu kysliku se jevi jako ucinnéjsi pro udrzeni stability fenolickych latek.
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5 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodika komplexné zpracovava problematiku detekce vyznamnych obsahovych latek
v plodech jabloni metodou kapalinové chromatografie s vyuzitim DAD detektoru s ohledem na
rizné podminky skladovani. Publikace v takovém rozsahu nebyla dosud péstitelam v CR
poskytnuta. Zamér metodiky je cilen nejen na vlastni chemickou analyzu vybranych
antioxidantli, ale uvadi do souvislosti mnoho aspektti, které jsou klicové pro feSeni
komplexnosti dané problematiky a uplatnéni vysledki v praxi. Velmi dilezitou soucasti
metodiky je i publikace, zahrnujici podrobnou optimalizaci metody pro detekci vyznamnych
obsahovych latek v plodech jabloni. Vysledky jsou vyuzitelné zejména organizacemi
zabyvajicimi se skladovanim ovoce a naslednym prodejem jablek. Znalosti o pribéhu zmén
v obsahu fenolickych sloucenin v jablkach mohou byt vyuzity pro marketing ovoce, kdy je
moznost nabidnout zdkaznikovi jablka v optimélni fazi skladovani s vysokymi obsahy zdravi

prospésnych sloucenin s antioxidacni aktivitou.
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6 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je urCena péstitelim, skladovatelim a distributorim jablek. Metodika je
vitanym zdrojem informaci pro péstitele, skladovatele a obchodniky. Uchovani vysokého
obsahu bioaktivnich latek v jablkach je v souCasné dobé pozadavkem spotiebitelt. Pocet
konzument jablek, ktefi se zajimaji o obsahy nejen Skodlivych latek v ovoci (rezidua pesticida,
mykotoxiny apod.), ale i o obsahy zdravi prospésnych latek v posledni dobé narista.
Spotiebitelé zaCinaji sledovat obsah zdravi prospésnych latek v jablkach k udrzeni dobrého
zdravotniho stavu soucasné populace déti, dospélych 1 starSich osob. Na zéklad¢ ziskanych
vysledkd a popisu v dané metodice lze fici, Ze vysoky obsah fenolickych latek a zaroven
vysokou hladinu antioxidantd i po dlouhodobém skladovani si uchovavaji odriidy 'Angold’,
'Gala', 'Lady Silvia' a '"Meteor'. Proto je skute¢nosti, ze tyto odridy mohou byt doporuceny pro
dlouhodobé¢ skladovani po dobu 5 mésicii se zachovanim vysoké hladiny antioxidant. Na
druhou stranu odrudy 'Fragrance', 'Rubin' a 'Rucla jsou odridy s niz§im obsahem vybranych

fenolickych sloucenin, tyto odridy nejsou doporucovany k dlouhodobému skladovani.
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7 EKONOMICKE ASPEKTY

Podle vyvoje trhu s jablky a situace v okolnich, zejména zapadoevropskych zemich lze
ocekavat, ze podil produkce jablek mirné¢ vzroste. Celkovd vyméra plodnych produkcénich
vysadeb jabloni &ini v CR pfiblizné 9000 ha, s primérnych vynosem 9,18-16,6t/ha (v pétiletém
obdobi, MZe CR). To vytvaii roéné produkei 110-130 tis. t jablek pi realiza¢ni cené kolem 10
K¢&/kg v hodnoté¢ 1,1-1,3 mld. K¢ ro¢né. Lze predpokladat, ze u 10 % produkce bude zvysena
realizacni cena o 20 % vlivem nabidky optimalné€ skladovanych jablek bez ztrat cennych zdravi
prospésnych latek s antioxida¢ni kapacitou.

Na zaklad¢ vysledkl projektu a této metodiky lze péstitelim, skladovatelim a obchodnikiim
doporucit odridy jablek, optimalni dobu skladovani a terminy vyskladnéni jablek dle
jednotlivych odrid. Nové poznatky mohou pfispét k lepSimu marketingu jablek, kdy prode;j
jablek s vysokymi obsahy zdravi prospé$nych latek piispéje ke zvySenému zajmu zékaznik,
za zlep$i se prodejnost jablek, ptipadné bude vyhodnéjsi realiza¢ni cena. Poptavka po zdravém
ovoci bez rezidui pesticidil a zaroven s vysokym obsahem zdravi prospésnych latek je neustale
rostouci. Ekonomicky ptinos metodiky je piimo vycislitelny zvySenou realiza¢ni cenou
skladovanych jablek se zachovanim vysokého obsahu latek s antioxida¢ni aktivitou, nepiimo
zvySenim zdravi souc¢asné populace konzumaci jablek se zvySenym obsahem latek s pozitivnim

vlivem na lidské zdravi.
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