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ANOTACE

Metodika je urc¢ena vsem péstitellim ovocnych strom(, producentlim potravnich
doplrik(i a kosmetickych preparatt i zajemcdm vénuijicich se trenddim v oblasti agrikultury
¢i zdravého Zivotniho stylu. Jsou uvedeny metody pro stanoveni fenolickych latek, véetné
pripravy vzorkd, podminek separace a stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity.

Hlavnim zdjmem predlozené metodiky je stanoveni fenolickych latek v rGznych
odriidach ovocnych stromd pomoci vysokoulcinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Sledovanym materialem jsou listy, klira, pupeny, kvéty a stépka. Cilem bylo
vyvinuti dvou rutinnich, jednoduchych a validovanych HPLC metod pro separaci
hlavnich fenolickych latek v jablonich (floridzin, floretin, kyselina chlorogenova,
rutin a kvercitrin) a hrusnich (arbutin, kyselina chlorogenova, 1,5- dikafeoylchinova
kyselina, 3,5- dikafeoylchinova kyselina a rutin) za pouziti detektoru diodového
pole (DAD). Soucésti metodiky je i aplikace obou metod na Siroké spektrum
vzorkU pro sledovani méniciho se fenolického profilu v rdmci vegetacniho obdobi
v jednotlivych ¢astech stromd a stanoveni celkové antioxidacni aktivity ve vSech
pripravenych extraktech pomoci metody pratokové injek¢ni analyzy.

Metodika je dale doplnéna informacemi o zdravotnich pfinosech hlavnich
fenolickych latek vyskytujicich se v rostlinné biomase jabloni a hrusni. Ze ziskanych
vysledku jsou doporuceny snadno dostupné odpadni materialy z ovocnych stromi
pro naslednou recyklaci a dalsi vyuziti, a vybrany odrady s vysokym obsahem zdravi
prospésnych bioaktivnich latek.

ANNOTATION

The described methodologyisintended for use of fruit trees growers, fruit processing
units, producers of food supplements or cosmetics and those who are interested in
current trends in agriculture or healthy lifestyle. The methodology includes analytical
methods used to determinate phenolic substances including sample preparation,
separation conditions, and determination of total antioxidant activity.

The main interest of the presented methodology is to determine phenolic
compounds in various cultivars of fruit trees with using high performance liquid
chromatography (HPLC). The studied material includes leaves, bark, buds, flowers and
woodchip. The aim was to develop routine, simple and validated HPLC methods to
separate main phenolic compounds in apples (phloridzin, phloretin, chlorogenic acid,
rutin and quercitrin) and pear (arbutin, chlorogenic acid, 1,5 and 3,5-di-caffeoylquinic
acid, and rutin) trees with using diode array detector (DAD). The methodology also
includes the application of abovementioned methods to a wide range of samples to
monitor the changing phenolic profile in individual parts of trees during vegetation
period and to determine the total antioxidant activity in all prepared extracts with
using flow injection analysis.

The methodology also contains information about health benefits of the main
phenolic substances occurring in the plant material of apple and pear trees. From the
obtained results, materials from fruit trees and selected varieties with high content of
healthy bioactive substances are recommended for subsequent recycling.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN...ccovvrvunne acetonitril

CQA...covrvn kafeoylchinova kyselina

DAD......c... detektor s diodovym polem

DCOA........... dikafeoylchinova kyselina

ECD..cvvevennn. elektrochemicky detektor

CSU.o. Cesky statistisky ufad

LCT] N glukéza-6-fosfataza

FaF UK........... Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy
FIA e pritokova injek¢ni analyza

FLD.coovrerrreeennee fluorescen¢ni detektor

HPLC.....ccooc.... vysokoucinna kapalinova chromatografie
MeOH............ metanol

Y/ hmotnostni spektrometrie

OGTT..ouevu orélni glukézovy toleran¢ni test
PTFE.....coneenne. polytetrafluorethylen

RPM ....coovrvenee otacky za minutu

(551 D relativni smérodatna odchylka

1) 5 S smérodatna odchylka



1.UvVOD

Fenolické latky jsou sekundarni metabolity rostlin a patfi do skupiny pfirodnich
antioxidantd. Od nepaméti tvofi nezbytnou soucast lidské vyzivy. Jejich
pravidelny pfijem pfispivd ke snizeni rizika karcinogeneze, kardiovaskuldrnich
chorob, neurodegenerativnich onemocnéni a chrani télo proti infekcim. Fenolické
slouceniny se nachdzi v rlznych &astech rostlin a kromé plodl je Ize nalézt
i v materialu ovocnych strom.

Ovocné stromy, pfedevsim jabloné a hrusné, patii mezi nejoblibenéji péstované
dreviny zejména u malospotiebitell ovoce a zahradkara. Zatimco slozeni plodu je
jiz dlouhodobé zndmo, tato certifikovana metodika obsahuje cenné informace o
zastoupeni a mnozstvi fenolickych latek v materidlu ovocnych stroma - listi, kGie,
pupenech, kvétech a stépce. Tento material obsahuje vysoky obsah fenolickych
latek a jinych antioxidacnich latek, ktery je mnohdy fadové vys3si nez obsah téchto
latek v ovoci. Tento doposud nevyuzivany a hojné se vyskytujici zemédélsky
materidl by tak mohl slouzit k recyklaci jako zdroj cennych bioaktivnich latek
s pfipadnym uplatnénim v kosmetickém, potravinaiském a farmaceutickém
primyslu.

Pro stanoveni fenolickych latek se casto v praxi vyuziva technika vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC), kterd& umoznuje separaci a naslednou
kvantifikaci fenolickych latek. Pro stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity ve
sledovanych extraktech Ize vyuzit metodu pritokové injekeni analyzy.

2. CiL METODIKY

Metodika se zabyva stanovenim fenolickych latek v rGznych odridach
ovocnych stroml pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Sledovanym materialem jsou listy, klira, pupeny, kvéty a odpadni Stépka.
Cilem metodiky bylo vyvinout dvé rutinni, jednoduché a validované HPLC
metody pro separaci hlavnich fenolickych latek v jablonich (floridzin,
floretin, kyselina chlorogenova, rutin a kvercitrin) a hrusnich (arbutin,
kyselina chlorogenovd, 1,5- dikafeoylchinova kyselina, 3,5- dikafeoylchinova
kyselina a rutin). K detekci byl vyuzit vzhledem ke spektralnim vlastnostem
analyzovanych latek spektrofotometricky detektor. Dalsim ukolem byla
aplikace vyvinutych HPLC metod pro sledovani méniciho se fenolického
profilu v dostupném materialu ovocnych stromid v rdmci vegetacniho obdobi
(jaro - podzim) a v pfipravenych extraktech sledovat celkovou antioxida¢ni
aktivitu pomoci metody pritokové injekcni analyzy. Soucasti metodiky je
i uvedeni pfinost analyzovanych latek a moznosti dalsiho vyuziti sledovaného
materialu.



3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1. Fenolické latky a antioxidanty

Fenolické latky tvofi velkou skupinu sloucenin s rtiznou strukturou. Nachazi se
v riznych rostlinnych druzich a mnozstvi fenolickych latek se lisi v rlznych ¢astech
rostlin. Zdrojem téchto latek pro ¢lovéka jsou pfedevsim ovoce a zelenina. Lze je
rozdélit do tii zakladnich skupin: neflavonoidni, flavonoidni a ostatni. Jedna se
o organické latky, které obsahuji minimalné jedno aromatické jadro a hydroxylové
skupiny [1, 2].

Rozsahlou skupinu tvoti flavonoidy, jejichz zakladni strukturou je flavan. Ten se
sklada ze dvou benzenovych jader spojenych tfemi uhliky a ty spolu s kyslikem
tvofi heterocyklus (2H-pyran). Flavonoidy jsou dle struktury klasifikovany do
nékolika skupin: katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony,
flavonoly, anthokyanidiny, isoflavonoidy, déle pak chalkony a dihydrochalkony,
aurony [1, 2].

Fenolické latky a flavonoidy patfi do skupiny pfirodnich antioxidantd, které
maji vyznamny vliv na lidské zdravi, jako je napfiklad schopnost eliminovat
negativni Ucinky volnych radikdld v krvi, inhibice oxidace lipidd (reaguji
shydroperoxidovym volnym radikalem na malo reaktivni hydroperoxid, tim prerusi
fetézovou radikalovou reakci). Antioxidanty také ovliviuji i procesy regulace
krevniho tlaku a hladiny glukosy v krvi. Maji i protinddorové, antimikrobialni
a protizanétlivé vlastnosti [4].

3.1.1. Stanoveni a HPLC separace fenolickych latek

Rostlinny materiél a jejich extrakty obsahuji rizné fenolické latky a mnoho jinych
komponent. K analyze takto slozitych smési je Casto vyuzivdna vysokoucinna
kapalinovéa chromatografie (HPLC), kterd separuje slouceniny na jednotlivé
frakce. Systém kapalinové chromatografie se sklada z mobilni faze, tvofenou
organickou slozkou (metanol, acetonitril) a vodnou slozkou (okyselenou ¢asto
kyselinou fosfore¢nou, octovou, mravenci). Okyseleni pfispiva ke snizeni ionizace
fenolickych latek a zvyseni jejich retence na koloné. Témér vzdy je pfi separaci
vyuzita gradientova eluce.

K samotné separaci dochazi v koloné (100 — 300 mm; vnitini pramér 2,1, 3,0
a 4,6 mm) naplnéné ¢asticemi s reverzni staciondrni fazi. Nejcastéji jsou vyuzivany
Castice silikagelu modifikované funkénimi skupinami (C18, C8, NH2). Castice
mohou byt plné porézni ¢i povrchové porézni.

Nejcastéjsim typem detekce je spektrofotometrickd detekce pomoci
detektoru diodového pole (DAD), ktery umoznuje analyzu fenolickych
latek obsahujici chromoforové jadro. Fluorescencni (FLD) detektory jsou
vyuzivany u latek schopnych fluorescence. Elektrochemicky detektor (ECD) je
pouzivan u elektroaktivnich latek. Modernim trendem je vyuziti hmotnostné-
spektrometrickych detektort (MS) [3]. Studie zaméfené na stanoveni fenolickych
latek v materialech rostlinného plavodu jsou uvedeny v tabulce 1.
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3.1.2. Hlavni stanovované fenolické latky a jejich zdravotni pfinos

Arbutin

Arbutin (4-hydroxyfenyl-pB-D-glucopyranosid) je hydrochinonova slouc¢enina
se dvéma epimery, a a B arbutinem. Je chemicky stabilni a mGze byt vyroben
synteticky nebo muze byt ziskan z rostlin a vykazuje antioxida¢ni aktivitu.

Arbutin mUze uc¢inné inhibovat aktivitu tyrosindzy v koznich burkach
(a-arbutin je silnéjsim inhibitorem) a blokovat tak tvorbu melaninu, aniz by
ovlivnil bunécnou proliferaci. Kromé toho by mohl urychlit rozklad a vylu¢ovani
melaninu, a tim snizit pigmentaci kGize a eliminovat pihy. Diky této své vlastnosti
se pouziva hlavné v kosmetickych ptipravcich, napfiklad jako soucast krémi pro
zesvétleni klze. Vzhledem k tomu vzristd mnozstvi vyzkum, které se zabyvaji
ucinky arbutinu pfi vyrovnani nestejného odstinu pleti [11].

Déle je arbutin hlavni soucasti pfipravkll pro Iécbu popélenin a opafreni.
Vyznacuje se rychlym odstranénim bolesti a otoku. Urychluje hojeni, nezanechava
zadné jizvy a mize zmirnit akné. M baktericidni a protizanétlivé ucinky. Maze
ulevit od kasle a astmatu [11, 12].

Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova (kyselina 3- kafeoylchinovd, 3-CQA) je ester tvoreny
kyselinou kdvovou a kyselinou L-chinovou. Mezi izomery kyseliny chlorogenové
patfi napfiklad kyselina 4- kafeoylchinova (4-CQA) a kyselina 5- kafeoylchinova
(5-CQA). Molekuly s vice nez jednou skupinou kyseliny kavové se oznacuji
jako isochlorogenové kyseliny (dikafeoylchinové kyseliny). Existuji v nékolika
isomerech jako jsou naptiklad kyselina 3,4- dikafeoylchinova (3,4-DCQA),
kyselina 3,5- dikafeoylchinova (3,5-DCQA) a kyselina 1,5- dikafeoylchinova (1,5-
DCQA) [13].

V hruskach tvofi nejdilezitéjsi antioxidacné aktivni slozku. Je potencialni
chemoprotektivni latka, mdze podporovat prevenci chronickych onemocnéni,
jako je rakovina, kardiovaskularni onemocnéni a snizuje relativni riziko vzniku
Alzheimerovy choroby. Dale mize podporovat protinddorovou aktivitu,
posileni imunitniho systému a snizeni toxickych uUc¢inkli chemoterapie. Mezi
jeji dalsi zdravotni vyhody patii zlepseni vazoreaktivity, antihypertenzni icinek
a inhibi¢ni u¢inek na hromadéni tuku. Také ma antibakterialni a protizanétlivé
ucinky [12, 13].

Kyselina chlorogenovd se podili na snizovani rizika diabetu typu 2. Ma
hypoglykemicky ucinek, diky kterému snizuje koncentraci glukézy v krvi (pUsobi
na glukéza-6- fosfatazu (G6P), enzym zasahujici do kontroly krevni glukézy). Déle
ma stimula¢ni Ucinek na transport glukézy v kosternim svalu. Stimuluje transport
glukézy v kosternim svalu mechanismem nezavislym na inzulinu [14].

Rutin

Rutin (kvercetin-3-rutinosid) je bioaktivni rostlinny flavonoid. Nékdy nazyvan
jako vitamin P. Flavonoidy jsou exogenni antioxidanty a plsobi v rliznych fazich



oxidacnich procesu, veetné plsobeni jako vychytavace radikald, donory vodiku,
donory elektrond, rozkladace peroxidd, singletové kyslikové zhasece, inhibitory
enzym a latky chelatujici kovy. Flavonoidy jsou ucinné v prevenci kapildrniho
krvaceni a kiehkosti kapilar. Kromé toho ma tato skupina slouc¢enin znac¢né siroké
spektrum farmakologickych vlastnosti, véetné antioxidacnich, antialergickych,
protizanétlivych, antidiabetickych, hepatoprotektivnich, gastroprotektivnich,
antivirovych a antineoplastickych [15].

Pouziti rutinu je omezené, jelikoz je mélo rozpustny ve vodé (0,125 g/l). Pouziva
se v potravinach v raznych formach, jako jsou barviva, antioxidanty, konzerva¢ni
latky, stabilizatory a absorbenty UV zafeni. Pouziva se také jako aktivni slozka
v rlznych multivitaminovych pfipravcich, kosmetickém a chemickém primyslu
a v krmivech pro zvirata [15, 16].

Floridzin

Floridzin (floretin-2"-3-D-glukopyranosid) patfi do skupiny flavonoidd,
tridy dihydrochalkont. Jeho aglykon se nazyva floretin. Pfiznivé se uplatriuje
zejména pii Upravé glykémie. Studie poukazuji na jeho anti-hyperglykemickou
aktivitu u mysi [17]. Rovnéz byla provedena studie u dobrovolnikd, u kterych
byl sledovan efekt floridzinu na snizeni krevni glykémie. Po provedeni ordlniho
glukézového toleran¢niho testu (OGTT) se soucasnym podanim floridzinu bylo
zjisténo vyznamné snizeni glykémie [18]. Tyto studie poukazuji na vyznamnou
schopnost floridzinu snizovat postprandidlni glukézu a zlepsit tak zdravi
pacientt s diabetem.

3.1.3. Analyzované vzorky

Stanoveni fenolickych latek bylo provedeno u 10 odriid jabloné a 10 odrid
hrusné. Sledovanym materidlem bylo listi, klra, pupeny, kvéty a stépka. Pro
sledovani méniciho se fenolického profilu byly vzorky odborné odebirany 4krat
rocné s ohledem na dostupny material.

Rostlinny material jabloné byl odebran v obdobi bfezen - duben 2020, ¢erven
2020, srpen - zafi 2020 a fijen - listopad 2020. Vzorky hrusné byly odebrany
v obdobi srpen - zafi 2019, Fijen - listopad 2019, bfezen — duben 2020 a cerven
2020.

Chemicka analyza byla provedena u odrid jabloni ("Topaz’, ‘Golden Delicious’,
‘Angold’, ‘Meteor’, ‘Melrose’, ‘Fuji’, ‘Braeburn’, ‘Lady Silvia’, ‘Rubinstep’,
‘Rubin’) a hrusni (‘Lucasova’, ‘Thirriotova’, ‘Grosdemange’, ‘Charneuska’,
"Highland’, "Wiliamsova’, ‘Wiliamsova ¢ervend’, ‘Konference’, ‘Clapova’, ‘General
Leclerc’). Ovocné stromy pochézely z vysadby Vyzkumného a Slechtitelského
ustavu ovocnaiského Holovousy, s.r.o. lhned po odbéru byly vzorky ususeny pfi
pokojové teploté a takto skladovany do doby zpracovani. Smésny vzorek stépky
byl ptipraven smichanim rliznych odrdd jabloni (‘Golden Delicious’, ‘Lady Silvia’,
‘Rubinola’, Angold’) a hrusni ("Konference’, ‘Clapova’, ‘Lucasova’, ‘Charneuskd’).



3.1.4. Chemikalie a ¢inidla

Ve studii byly pouzity tyto standardy: floridzin dihydrat (99%), floretin (=99%),
kyselina chlorogenova (=95%), kvercitrin (=78 %), rutin (>94%), arbutin (=98%),
kyselina dihydroxybenzoova (98%) od dodavatele Sigma Aldrich (Praha). Kyselina
3,5- dikafeoylchinova (=98%) a kyselina 1,5- dikafeoylchinova (=98%) byly dodany
Chem Faces (China). Mezi pouzité rozpoustédla (kvality HPLC Gradient Grade)
a chemikalie patfily kyselina mravenci, metanol a acetonitril rovnéz od dodavatele
Sigma Aldrich (Praha). Ultra-cista voda byla vyrobena pfistrojem Milli-Q (Millipore,
USA). Pfi méreni celkové antioxidac¢ni kapacity (TAA) byl vyuzit standard kyseliny
dihydroxybenzoové (DHBA) od Sigma Aldrich (Praha).

3.1.5. Pfiprava vzorki

Rostlinny material ovocnych strom (listi, klira, pupeny, kvéty, stépka) byl ususen
pfi pokojové teploté. Listi bylo diikladné zhomogenizované pomoci mixeru a byly
odstranény prebytecné ¢asti (fapik). Ostatni vzorky byly homogenizovany ve treci
misce. Klra byla ziskana sloupnutim vrchni ¢asti vétvicek jednoletych obrosta.
Po dukladné homogenizaci bylo na analytickych vahach navazeno 0,05 g vzorku
do 2 ml centrifugacni eppendorf zkumavky. Nasledné byla provedena extrakce
2mLmetanolus pfidavkem0,1% (v/v) mravencikyseliny. Nasledovala ultrazvukova
lazeri po dobu 30 minut (s protfepanim po 10-ti minutach), centrifugace (15 minut,
5000 rpm), a filtrace pres 0,22 um PTFE stfikackovy filtr do vialky. Do analyzy byl
extrakt skladovan v lednici pfi 4 °C.

3.2. Chemicka analyza fenolickych latek z biomasy

3.2.1. HPLC-DAD

Pro analyzu hlavnich fenolickych latek v biomase studovanych ovocnych
stromU byl pouzit HPLC systém Shimadzu LC-10 (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan) slozeny z binarniho cerpadla (LC-10AD VP), autosampleru (SIL-HT A),
kolonového termostatu (CTO-10A VP). Sbér a zpracovani dat bylo provedeno
pomoci Shimadzu “LC Lab-Solution” software (Shimadzu Corporation, Kyono,
Japan).

Pro separaci fenolickych latek z jabloné byla pouzita analytickd kolona YMC-
Triart C18 ExRS (150 x 4.6 mm X 5um, 8 nm). Separace byla provedena s vyuzitim
linedrniho gradientu v némz slozka A byla ultracistad voda okyselena na pH 2,2
kyselinou fosfore¢nou a slozka B acetonitril. Pribéh gradientu byl nasledujici:
0,01 - 10 min 10% B, 10 — 10,2 min 50% B, 10,2 - 12,5 min 90% B pfi pratokové
rychlosti 1 ml/min a teploté 30 °C. DAD detekce byla hodnocena pfi vinovych
délkach: 280 nm (floridzin a floretin), 327 nm (kyselina chlorogenovd), 354 nm
(rutin a kvercitrin). Objem nastfiku extraktu byl 1 pl.

Pro separacifenolickych latek z hrusné byla pouzita analyticka kolona ASCENTIS
Express RP-Amide (150 x 4.6 mm, 2.7 uym). Separace byla provedena s vyuzitim
linedrniho gradientu v némz slozka A byla ultracista voda okyselena na pH 2,2



kyselinou fosfore¢nou a slozka B acetonitril. Priibéh gradientu byl nasledujici: 0,01
—8min 10% B, 8 — 8,20 min 55% B, 8,20 — 10,50 min 90% B pfi pritokové rychlosti
1 ml/min a teploté 30 °C. DAD detekce byla hodnocena pfi vinovych délkach:
220 nm (arbutin), 327 nm (kyselina chlorogenova a jeji derivaty), 354 nm (rutin).
Objem nastfiku extraktu byl 1 pl.

Koncentrace fenolickych latek byly hodnoceny na zdkladé integrované
plochy piku identifikovaného analytu v extraktu porovnanim se standardem
a absorpc¢nim spektrem.

3.2.2. Prutokova metoda pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Pro hodnoceni antioxidac¢ni aktivity odpadnich produktl ovocnych strom0
byla pouzita pratokova injek¢ni analyza (FIA) s vyuzitim multikandlového
elektrochemického detektoru CoulArray (ESA Inc, Chelmsford, MA, USA),
autosampleru (Model 542 HPLC, ESA, USA), cerpadla (Model 582 ESA Inc.,
Chelmsford, MA). Zpracovani vysledkd analyzy probihalo v programu CoulArray®
for Windows®32.

Byla pouzita mobilni faze fosfatového pufru o koncentraci 0,05M s pfidavkem
10% acetonitrilu o celkovém pH 4,7. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Nastfikovany
objem extraktu byl 5 pl. Potencidly na pracovnich elektrodach aplikované proti
suché referentni hydrogen-palladiové elektrodé byly 200, 400, 600 a 800 mV.
Antioxidacni aktivita byla spocitdna integraci plochy piki odezvy na potencialech
200, 400, 600 a 800 mV. Nejprve byl vypocten naboj pfi jednotlivych potencidlech
a nasledné celkovy naboj vztazeny na navazku pfi zohlednéni fedéni (20x)
a objemu nastriku.

Pro kontrolu spravnosti méfeni a funkénosti senzoru byla pred kazdou sadou
provedena kalibrace pomoci roztokl kyseliny dihydroxybenzoové (DHBA)
o koncentracich 1 -5 ug/ml.

3.3.Valida¢ni parametry

Mezi stanovované validac¢ni parametry u obou metod pro separaci fenolickych
latek ovocnych stroma patfily: linearita, vytéznost, presnost a opakovatelnost.
Linearita a opakovatelnost byla provedena na smésném roztoku standard.
Vytéznost a presnost byla provedena na redlnych extraktech listi. U obou metod
byly stanoveny testy vhodnosti chromatografického systému. Byl proveden ttikrat
nastfik smésného roztoku standard(. Vyvinutda metoda byla charakterizovana
nasledujicimi parametry: retencni cas (tR), rozliseni chromatografickych piku (RS),
sitka piku v 50% vysky (w50), pikova kapacita (Pc) a faktor symetrie (AS).

U metody pro separaci fenolickych latek z jabloné byl linearni rozsah testovan
v rozsahu 2 - 250 mg/l pro floretin, kyselinu chlorogenovou, rutin, kvercitrin
a 1000 — 8000 mg/I pro floridzin.

U metody pro separaci fenolickych latek z hrusné byl linedrni rozsah testovan
v rozsahu 2,5 — 250 mg/I pro rutin, 1,5-DCQA a 3,5-DCQA a 100 - 1250 mg/I pro

arbutin a kyselinu chlorogenovou.



U obou metod bylo vyhodnoceni provedeno pomoci linedrni regrese
a metody nejmensich ¢tvercl pro kalibracni zavislost plochy piku dané latky
na koncentraci. Testované kalibra¢ni rozsahy odpovidaly o¢ekavanému obsahu
analyzovanych latek v extraktech. Kazdy bod kalibra¢ni kfivky byl zméren tfikrat
a pro vyhodnoceni byla pouzita primérna hodnota plochy.

3.3.1.Validac¢ni parametry HPLC metody pro separacifenolickych latek v jabloni
Tabulka 2: Validacni parametry Jablori: Test vhodnosti chromatografického systému, linearita,
vytéznost, presnost, opakovatelnost

Test vhodnosti systému

Floridzin Floretin

Chlorogenova k. Rutin Kvercitrin

7,45 10,38 4,35 5,76 6,89
1,19 1,19 1,15 1,25 1,23
4,34 22,23 21,20 10,58 8,82
0,07 0,07 0,07 0,06 0,07

40 37 37

Linearita, vytéznost, pfesnost

Floridzin Floretin Chlorogenova k. Rutin Kvercitrin

Linearita R? 0,993 0,998 0,997 0,998 0,996

Vytéznost [%] 88,74 90,44 123,21 97,25 86,54

RSD Presnost

[%] 4,56

3,23

2,07 2,40

Opakovatelnost (n=6)
RSD [%]

Koncentracni
hladiny Floridzin Floretin Chlorogenova k. Rutin Kvercitrin

20 mg/I - 0,47 1,37 0,46 1,16

100 mg/I = 0,68 0,72 0,91 0,90

250 mg/I - 1,62 1,59 1,67 1,75

1000 mg/I 0,34 - - - -

4000 mg/l 0,51 - - - -

8000 mg/I 0,76 = = = =

Zkratky: retencni cas (tR), rozliseni chromatografickych piku (RS), Sitka piku v 50% vysky (w50),
pikovd kapacita (Pc) a faktor symetrie (AS).
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3.3.2.Valida¢ni parametry HPLC metody pro separaci fenolickych latek v hrusni
Tabulka 3: Validac¢ni parametry Hrusen: test vhodnosti chromatografického systému, linearita,
vytéznost, presnost, opakovatelnost

Test vhodnosti systému

Arbutin 3,5-DCQA 1,5-DCQA Rutin

Chlorogenova k.

2,28 5,635 8,171 8,275 7,361
1,843 1,577 1,64
7663 27,004 0,937 0,937 16,632
0,071 0,051 0,053 0,057 0,05

56

59

56

Linearita, vytéZnost, pfesnost

Arbutin Chlorogenova k. 3,5-DCQA 1,5-DCQA Rutin
Linearita R? 0,999 0,998 0,999 0,999 0,997
Vytéznost 102,68 88,67 131,61 96,20 114,26

[%]

=l L 0,83 2,69 142 3,10
[%]

Opakovatelnost (n=8)

RSD [%)]

Koncentracni
hladiny Arbutin Chlorogenova k. 3,5-DCQA 1,5-DCQA Rutin

20 mg/l - - 2,03 1,46 1,15

100 mg/I 1,22 0,49 2,63 3,09 1,28

250 mg/I - - 2,28 2,78 0,81

500 mg/I 0,63 0,56 = = =

1000 mg/I 0,81 0,62 - ; }

Zkratky: retencni cas (tR), rozliseni chromatografickych piku (RS), Sitka piku v 50% vysky (w50),
pikovd kapacita (Pc) a faktor symetrie (AS).
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3.4.Vysledky

Z kazdého pfipraveného extraktu (postup pfipravy v kap. 3.1.5.) byly provedeny
tfi nastriky na kolonu, ze kterych byla stanovena primérna hodnota plochy piku.
Z primérnych hodnot ploch pikd jednotlivych analyt(ia standard(i byla vypoctena
koncentrace jednotlivych fenolickych latek v mg/l dle nasledujiciho vzorce:

Ax
Cx: A_* Csr

Y p—— primérnd plocha piku analytu

Aq;ewnnnnprimérnd plocha piku standardu
(Gpe— koncentrace analytu
Corrrr koncentrace standardu

Koncentrace standardu se vypocita:
— * ) SNni
C,,= C,,, *zfedéni

— *
CST_ CZAS Vza’sobm’ch roztokd” ~ celkovy
G koncentrace zdsobniho roztoku

ZAS

Vyslednd koncentrace analytd v nasledujicich tabulkach je uvedena v mg/g
susiny rostlinného materialu. Nejprve se proved| pfepocet obsahu na mnozstvi
pouzitého rozpoustédla, tj. na 2 ml (2 ml metanolu s 0,1% kyselinou mravenci).
Vysledkem byla koncentrace v mg/ml. Ta byla dale pfepocitana na hodnotu realné
navazky vzorku a déle na mg/g s korekci na Cistotu daného standardu.

Po HPLC analyzach byly extrakty ziedény a zméreny priitokovou metodou pro
stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity.
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3.4.1.1.11. Stépka jabloni
Tabulka 14: Koncentrace fenolickych Idtek ve vzorku stépky v mg/g

Stépka

Floridzin

Floretin

Kyselina chlorogenova

Rutin

Kvercitrin

Celkem
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3.4.2.1.11. Stépka hrusni
Tabulka 26: Koncentrace fenolickych Idtek ve vzorku stépky v mg/g

Stépka

Arbutin

Kyselina chlorogenova

3,5-DCQA

Rutin

Celkem
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3.5.1. Jablon

Vseobecné byl zaznamenan nejvétsi zachyt fenolickych latek v jarnim obdobi
a to zejména v listi a pupenech. Napfi¢ celym vegetacnim obdobim bylo nejvétsi
zastoupeni fenolickych latek zaznamenano v listi. V 10 odradéach byla zjisténa
koncentrace 164,25 mg/g - 228,85 mg/g v listech, 48,76 mg/g - 73,01 mg/g v kiife,
96,57 mg/g — 176,45 mg/g v pupenech a 74,91 mg/g - 132,43 mg/g v kvétech
v jarnim obdobi. V tomto obdobi byla zjisténa i nejvyssi celkova antioxidacni
aktivita. S jistotou lze fici, ze majoritni fenolickou latkou byl ve viech pfipadech
floridzin. Nejvic bohatou odridou z hlediska fenolickych latek je selektovana
odrida ‘Rubinstep’, ktera vykazuje i vysokou antioxidacni aktivitu a ma tedy
i nejvy3di zdravotni potencial pfi zpracovani rostlinného materialu. Stépka
obsahovala v priméru 50,73 mg/g.

3.5.2. Hrusen

U materidlu z hrusné bylo vieobecné zjisténo nejvétsi mnozstvi fenolickych
latek rovnéz v jarnim obdobi. V tomto obdobi byla zjisténa i vysoka celkova
antioxidacni aktivita, ta ale byla vy3si v letnim obdobi. Nejvétsi zastoupeni fenol(
bylo zaznamendno opét v listi. V 10 odrdach byla zjisténa koncentrace 85,04
mg/g- 161,69 mg/g v listech, 15,74 mg/g - 40,49 mg/g v kife, 48,28 mg/g - 71,01
mg/g v pupenech a 45,44 mg/g - 63,43 mg/g v kvétech. Hlavnimi fenolickymi
latkami ve viech vzorcich byly arbutin a kyselina chlorogenova. Naopak v zadném
vzorku nebyla nalezena 1,5-dikafeoylchinova kyselina. Nejvic bohatou odridou
z hlediska fenolickych latek je odrida ‘Konference’, kterd vykazovala i vysokou
antioxidac¢ni aktivitu a ma tedy i potencidlné velky zdravotni pfinos. Smésny
vzorek stépky obsahuje nezanedbatelné mnozstvi fenolickych latek (23,08 mg/qg).

4. ZAVER

Byly vyvinuty a validovany dvé nové screeningové HPLC-DAD metody pro
separaci hlavnich fenolickych latek v materidlu pochézejiciho z ovocnych strom.
Pro stanoveni celkového mnozstvi antioxidantl byly metanolické extrakty
zméreny pomoci priitokové metody s elektrochemickou detekci pro rychlé
meziodrldové porovnani.

Studovanymi ovocnymi stromy byly jabloné a hrusné. Sledovanym materidlem
bylo listi, klra, pupeny, kvéty a stépka. Ve zminovaném materidlu je enormni
mnozstvi fenolickych latek s velkou antioxida¢ni aktivitou. Koncentrace
fenolickych latek v biomase ovocnych strom( je mnohondasobné vyssi nez
v samotnych plodech. Nase studie odhalila az stovky mg/g v listech a dal3im
materidlu ovocnych strom(, coz je nékolikandsobné vic nez v plodech. Nejvétsi
koncentrace se vyskytuji v jarnim obdobi. NejpiinosnéjSimi odradami zjisténych
v této studii jsou ‘Rubinstep” (jablori) a ‘Konference’ (hrusen), které tak maji
nejvétsi prinos pro lidské zdravi.



Majoritnimi fenolickymi latkami jsou floridzin (jablon), arbutin a kyselina
chlorogenovd (hrusen). Velky potencidl floridzinu spocivd ve snizeni
hyperglykemie. Arbutin se pouzivd hlavné pro snizeni pigmentace kize a k
eliminaci pih. Své uplatnéni nachézi hlavné v kosmetickém pramyslu. Kyselina
chlorogenovéa ma ptiznivé ucinky pfi hypertenzi a vyuziva se pfi hubnuti. Je také
¢astou majoritni slozkou potravnich doplrikd pro redukci hmotnosti, a tudiz jeji
levny zdroj ve formé listi z hrusni ma zna¢ny ekonomicky potencial. Viechny
analyzované latky jsou zaroven antioxidanty a eliminuji volné radikdly a maji

Oproti jinym materidlim je listi snadno dostupné a jeho odbér nenarusuje
vyvin strom. Listi pochazejici pfedevsim z jarniho obdobi by tak mohlo poslouzit
k recyklaci a tvorbé nového produktu, napfiklad ve formé extraktq, ¢i ¢ajovych
smési a potravnich suplementd s nasledujicim vyuzitim v potravinarském,
farmaceutickém ¢i kosmetickém primyslu a posilit tak ekonomickou situaci
péstitelskych podnikd.

5. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Predlozena metodika popisuje originalni nové vyvinuté a validované analytické
metody pro chromatografickou separaci hlavnich fenolickych latek v biomase
ovocnych stromd. Obé metody vyuzivaji efektivni separaci na modernich
stacionarnich fazich s technologii ¢astic s pevnym jadrem a nejsou pro tuto
aplikaci dosud v odborné literatuie popsany. Zamér nové metodiky je cilen nejen
na chemickou analyzu vybranych fenolickych latek a dalSich antioxidantd, ale
hlavné seznamuje se zemédélskym materidlem bohatym na bioaktivnilatky, ktery
se hojné vyskytuje, ale neni doposud témér viibec vyuzivan. Takova publikace
nebyla dosud poskytnuta péstiteldm ovocnych strom(, zpracovatelskym
podnikim ¢i producentiim kosmetiky a doplnku stravy.

6. POPIS UPLATNENI METODIKY

Predlozena metodika je urc¢ena péstiteliim ovocnych stroma, zpracovatelskym
podnikiim a producentiim potravnich doplikld ¢i kosmetickych preparata.
Metodika je uzite¢nym zdrojem souhrnnych informaci o analytickych metodach
stanoveni fenolickych latek a antioxidantd az po mozné vyuziti materidlu
z ovocnych strom(. Vzhledem ke zvySené poptavce o produkty s vysokym
obsahem zdravi prospésnych latek, Ize ocekdvat i zvyseny zdjem o analyzu
rostlinného materialu, ktery je potencidlnim zdrojem téchto latek. Roste zajem
o zdravy zivotni styl ¢&i recyklaci nevyuzitych materidl( s cilem S3etfit Zivotni
prostredi. Spotiebitelé hledaji moznosti prevence proti nemocem. Na zakladé
ziskanych vysledkd a popisu dané metodiky Ize fici, Ze material ovocnych stromd,
predevsim listi v jarnim obdobi, je bohatym zdrojem bioaktivnich latek. Tento
materidl Ize tedy déle vyuzit ve formé extrakt(, vyluh(, ¢ajovych smési a pro
pfipadny vyvoj dalsich doplnkd stravy. Vysoky potencial diky obsahu bioaktivnich



latek ma mezi testovanymi jablonémi odrdda ‘Rubinstep” a mezi testovanymi
hrusnémi odriida ‘Konference’. Rostlinné produkty ziskané z téchto odpadnich
materidll predstavuji dalsi moznost, jak pfinést do lidské vyzivy alternativnim
zpUsobem latky podporujici lidské zdravi.

7. EKONOMICKE ASPEKTY

Fenolické latky a jiné antioxidanty tvori dilezitou slozku zdravé vyzivy a jejich
konzumace prokazatelné ptiznivé ovliviiuje lidsky organismus. Jejich hlavnim
zdrojem je v soucasné dobé predevsim ovoce a produkty z néj. Jejich spotieba
roste, nicméné jejich produkce je ovlivnéna klimatickymi vlivy. Z posledniho
Setfeni Ceského statistického Gradu (CSU) z roku 2017, které zahrnovalo 1 755
péstiteltiovoce, je celkova vyméra ovocnych ploch cca 15473 ha. Nejvyznamnéjsim
ovocnym druhem byly jabloné péstované na celkové plose 7 819 ha (47,6 %)
s primérnou hustotou 1 322 jabloni na hektar. Vyméra hrusnovych sadi
predstavuje 870 ha (5,3 %). Kazdy strom nabizi material s ndslednym potencidlnim
vyuzitim.

Biomasa ovocnych stromU predstavuje doposud nevyuzivany zemédélsky
a hojné se vyskytujici material. Oproti jinym materidlim je vsak listi snadno
dostupné a jeho odbér nenarusuje vyvin ovocnych strom. Listi by tak mohlo
slouzit jako zdroj cennych bioaktivnich latek ve formé extraktli ¢i potravnich
suplementl s uplatnénim v kosmetickém, potravinaiském ¢i farmaceutickém
pramyslu.

Spotfeba doplfikd stravy v CR stoupa kazdym rokem. Dle studie za né Cesi zaplatili
v roce 2015 zhruba 2,2 mld. K¢ a predikce na rok 2020 byla 2,5 mld. K¢ [19].

Tyto informace mohou byt vyuzity péstiteli ovocnych strom0 a zpracovatelskymi
podniky, které tak mohou zvysit nabidku svych sluzeb o distribuci svych novych
produktd do kosmetickych, farmaceutickych a potravinarskych firem a zlepsit
svou ekonomickou situaci.
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