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Nazev diplomové prace: Hodnoceni obsahu fenolickych latek v ovoci

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu vybranych fenolickych latek
(kyselinu gallovou, kyselinu chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin a
floretin). Obsah téchto fenolickych latek je hodnocen v deseti vybranych odridach
jablek pomoci optimalizované HPLC metody.

V praci je zahrnut obecny popis vybranych fenolickych latek. Dale prace
obsahuje kratkou reSerSi odbornych publikaci na téma obsah fenolickych latek v ovoci a
stru¢ny popis HPLC metody pro stanoveni fenolickych latek.

HPLC analyza probihala na pfedkoloné Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm x
5 pum), na kolon¢ Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 5 um) s povrchové poréznimi ¢asticemi
a pevnym jadrem a na kolon¢ Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm x 5 um) s pln¢
poréznimi casticemi. Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pii vinovych
délkach 255, 280, 320 a 365 nm. Nastfikovany objem byl 10 pl a pritokova rychlost
1 ml/min pfi teplot€ kolonového prostoru 30 °C. Byla vyuZita gradientova eluce mobilni
faze zacinajici na 95 % vodné slozky okyselené¢ na pH 2,8 kyselinou octovou a 5 %
acetonitrilu, celkova doba analyzy byla 18 min.

Hladiny fenolickych sloucenin byly stanovovany v plivodnim rostlinném
materialu a po 3, 5 a 7 mésicich skladovani v chladicich skladech a za nizkého ptistupu
kysliku (tzv. ULO skladovéni). Analyzovany byly extrakty homogenizovanych jablek v
methanolu s 0,1 % kyseliny octové pro dodrzeni stability fenolickych latek. Rozdily
mezi jednotlivymi odriidami jsou vyznamné jak v pivodnim rostlinném materialu, tak
v pribéhu skladovani. Ziskané koncentrace fenolickych sloucenin lze pouzit k odliSeni

kvality ptislusnych odrad.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Kristyna Bortlova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Evaluation of phenolic compounds content in fruits

This diploma thesis is focused on the analysis of selected phenolic compounds
(gallic acid, chlorogenic acid, epicatechin, rutin, quercitrin, phloridzin and phloretin).
The content of these phenolic substances was evaluated in ten selected varieties of
apples using an optimized HPLC method.

A general description of phenolic substances is included in the thesis. Further,
the thesis contains a short review of scientific publications devoted to the content of
phenolic substances in fruits and a short description of the HPLC method for
determination of phenolic substances.

HPLC analysis was performed on the guard column Ascentis Express C18 (5 x
4.6 mm x 5 pum), and separation columns Kinetex C18 (150 x 4.6 mm x 5 um) with
core-shell particles and Luna Omega Polar C18 column (150 x 4.6 mm x 5 um) with
fully porous particles. Detection was performed by a UV detector at wavelengths of
255, 280, 320 and 365 nm. The injected volume was 10 pl and a flow rate of 1 ml/min
at column temperature of 30 °C was used. A gradient elution of the mobile phase was
applied starting at 95 % aqueous component acidified to pH 2.8 with acetic acid and
5 % acetonitrile, total analysis time was 18 min.

The levels of phenolic compounds were determined and evaluated in the original
plant material and after 3, 5 and 7 months of storage in cool and ultralow oxygen
conditions (ULO storage). Extracts of homogenized apples in methanol with 0.1 %
acetic acid to keep the stability of phenolic compounds were analyzed. Differences
between varieties are significant both in the original plant material and during storage.
The obtained concentrations of phenolic compounds can be used to distinguish the

quality of the concerned varieties.
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1 Seznam pouzitych zkratek

AAPM — metoda stanoveni fenolickych latek s pouzitim aminoantipyrinu
As — faktor symetrie

CUPRAC — metoda stanoveni fenolickych latek zalozené na redukci méd’natych iontd
CGC — kapilarni plynova chromatografie

CZE — kapilarni zénova elektroforéza

DAD - detektor s diodovym polem

FCM - spektrofotometrickd metoda dle Folin-Ciocalteua

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

k — kapacitni faktor

LC — kapalinova chromatografie

LOD - limit detekce

LOQ - limit kvantifikace

MeOH — methanol

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

MW — molarni hmotnost

PBM - spektrofotometrickd metoda dle Price a Butlera

PC — papirova chromatografie

PDA — detektor s fotodiodovym polem

RP-HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Rs —rozliseni chromatografickych pikt

RSD — relativni smérodatna odchylka

TLC — tenkovrstva chromatografie

tr - retenéni ¢as



UHPLC — ultravysokouc¢inna kapalinova chromatografie (ultra - high performance

liquid chromatography)

ULO - atmosféra s nizkym obsahem kysliku (ultralow oxygen)



2 Uvod

Fenolické slouceniny predstavuji velkou skupinu latek, kterd se vyskytuje ve
velkém mnozstvi potravin (piedevsim v ovoci, zelening€, cokoladé a napojich jako je ¢aj,
vino, pivo apod.). Tvoii tedy soucast lidské stravy a maji mnoho uzite¢nych ucinkii na
lidské zdravi [1].

Nekteré fenolické latky maji vyznamné biologické ucinky, jedna se napiiklad o
antioxidac¢ni Gc¢inky, proto byvaji fazeny mezi pfirodni antioxidanty [2].

Fenolické latky tvoii ochranu proti bakteriim, plisnim a dal§im mikrobum.
Konzumace potravin obsahujicich fenolické latky muize mit protektivni ucinek pted
kardiovaskularnimi, dychacimi a neurodegenerativnimi nemocemi. Doposud vSak
nejsou plné popsany veskeré vlastnosti téchto latek [1].

Fenolick¢ latky byvaji nejCastéji stanovovany pomoci kapalinové
chromatografie. V experimentalni casti této diplomové prace byl prostfednictvim
kapalinové chromatografie hodnocen obsah vybranych fenolickych latek (kyselina
gallova, kyselina chlorogenova, epikatechin, kvercitrin, rutin, floretin a floridzin) v

cerstvych a skladovanych plodech deseti odriid jablek.



3 Cil a popis zadani prace

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bude analyza, stanoveni a
porovnani obsahu vybranych fenolickych latek (kyseliny gallové, kyseliny
chlorogenové, epikatechinu, rutinu, kvercitrinu, floridzinu a floretinu) v redlnych
vzorcich deseti vybranych odriid jablek pomoci vhodné chromatografické metody.

Bude pouzita HPLC metoda vyvinutd v predchozi diplomové praci zalozend na
vyuziti povrchové porézniho sorbentu C18, kterd bude porovnana se separaci na plné
poréznim sorbentu s Upravou pro separaci polarnich latek. Dale budou porovnavany
obsahy danych fenolickych latek, v jednotlivych odridach jablek pfi rizném zplisobu a

dobé skladovani.



4 Teoreticka cast

4.1 Fenolicke latky

Fenolické latky patii mezi organické slouceniny. Termin "fenolicky" miize byt
definovan chemicky jako latka, ktera ma jeden nebo vice aromatickych kruht nesouci
jeden nebo vice hydroxylovych substituentil, v¢etné jejich funkénich derivati (estery,
methylethery, glykosidy atd.). VétSina rostlinnych fenolickych latek méa dvé nebo vice
hydroxylovych skupin a jsou fazeny mezi bioaktivni latky. Vyskyt hydroxylovych
skupin ma vliv na polaritu latek a rozpustnost ve vodé (jednosytné a vicesytné fenoly
s kratkym postrannim fetézcem jsou dobie rozpustné ve vodé). V porovnani s alkoholy
jsou fenoly latky stabilnéjsi a kyselejsi [3, 4].

Tyto slouceniny hraji dulezitou roli v ristu a reprodukci a poskytuji ochranu
proti patogenim. Fenolické slou€eniny vykazuji Sirokou S$kalu fyziologickych
vlastnosti, maji antialergenni, antiaterogenni, protizanétlivé, antimikrobidlni,
antioxidacni, antitrombotické, kardioprotektivni, antimutagenni, antikarcinogenni a
vazodilatacni ucinky. Prospé$né ucinky odvozené z fenolickych sloucenin byly
pfi¢itany jejich antioxidac¢ni aktivité. Fenolické slouCeniny jsou molekuly
biosyntetizované Sikimatovou cestou, polyacetitovou (malonovou) drdhou nebo
smésnou drahou (Sikimat-polyacetat). Tvoii 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
zateni [5, 6, 7].

V ptirodé¢ se vyskytuje vice nez 8000 fenolickych sloucenin. Fenolické
slouceniny jsou klasifikovany na zaklad¢ obsahu rtizného poctu aromatickych kruht,

s riznym stupném glykosylace, hydroxylace, methylace apod. [5, 7, 8].

Tab. 1 Déleni fenolickych latek [7]

Fenolické latky

Fenolické . . . .
ke}llls(z:llijlye Flavonoidy Lignany Taniny Stilbeny
Derivaty
kyseliny . Hydrolyzované a
. Anth Fl ly | Katech
skoficovéa | okyany | Flavonoly | Katechiny kondenzované
benzooveé




4.1.1 Fenolické latky v ovoci

Ovoce je bohaté na fenolické slouceniny, jejichZ struktura je velmi variabilni a
pohybuje se od jednoduchych fenolickych molekul az po vysoce polymerizované
slouceniny (kondenzované taniny — MW > 1000) [9].

Fenolické latky tvofi nedilnou soucést skupiny antioxidantii, které maji velky
vliv na lidské zdravi a které ¢lovek piijima potravou. Fenolické latky jsou také ¢astecné
odpovédné za senzorické a nutricni vlastnosti ovoce. Interakce mezi fenolickymi
slouceninami (zejména proanthokyanidiny) a glykoproteiny ve slindch pfispivaji
k hotké a trpké chuti ovoce a ovocnych stav [3, 6, 9].

Mezi hlavni tfidy fenolickych sloucenin hojné se nachazejicich v ovoci patii
fenolické kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy a taniny nebo proanthokyanidiny.
Nejcastéji se ve stravé z fenolickych latek vyskytuji fenolové kyseliny (derivaty
kyseliny benzoové¢ a kyseliny skoficové) a flavonoidy, které predstavuji 30 % - 60 %
z celkového obsahu fenolickych sloucenin v potravindch. Tyto fenolické slouceniny
mohou byt spojeny s riznymi sacharidy, organickymi kyselinami a navzijem mezi
sebou. V ovoci miize dochazet k enzymatickému hnédnuti, jedna se o nechténou reakci
fenolickych latek katalyzovanou polyfenoloxidazou, ktera zptisobuje tvorbu nezadouci

barvy a chuti a ztratu Zivin [3, 9, 10].

4.1.2 Jednotlivé fenolické latky

Kyselina gallova

Kyselina gallové je bezbarvad nebo svétle Zluta, krystalickd organicka kyselina
pattici mezi fenolické kyseliny, také znamé jako kyselina 3,4,5—trihydroxybenzoova.
Kyselina gallova se nachazi v tfadé rostlin napf. ve ving, ofechach, dubové kife a
dalSich. Kyselina gallova se nachazi jak volné, tak jako soucast tfislovin. Obvykle se
pouzivd ve farmaceutickém primyslu. Kyselina gallovd se vyuzivd k syntéze
halucinogenniho alkaloidu meskalinu, znamého také jako
3.,4,5-trimethoxyfenethylamin. Soli a estery kyseliny gallové jsou nazyvany galaty [11,
12, 13].

Kyselina gallovd prokazuje antioxidaéni aktivitu tim, Ze odstraiiuje
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl a volné radikaly hydroxyli a inhibuje mikrosomalni
peroxidaci lipidt. Kyselina gallova se ¢asto pouZziva jako standard pro stanoveni obsahu
fenolu v rGznych vzorcich, napt. zkouSkou Folin-Ciocalteau (spektrofotometrické

stanoveni) [13].
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Obr. 1 Strukturni vzorec kyseliny gallove [11]

Kyselina chlorogenova

Chlorogenova kyselina patfi mezi fenolické kyseliny, je tvofena esterifikaci
skoticovych kyselin, jako jsou kyseliny kavova a kyselina chinova. Kyselina
chlorogenova se ve velkém mnozstvi vyskytuje v kave. Tato sloucenina, dlouho zndma
jako antioxidant, také zpomaluje uvoliiovani glukézy do krevniho ob&hu po jidle
(zvySuje aktivitu inzulinu). V souvislosti s jeji konzumaci byla v poslednich né€kolika
letech spojena tfada zdravotnich pfinost, jako je snizeni relativniho rizika onemocnéni

diabetes typu 2 a Alzheimerovy choroby [11, 14].

O -
/
‘d
T
Il
A
—
(=]
o
L)
—
.';
AY
\, /
‘ J’
Q
T

-0
-'\.

Obr. 2 Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové [11]

Epikatechin
Epikatechin patfi do skupiny flavanoll, kterd je soucasti chemické rodiny

flavonoidl. Vyskytuje se zejména u dievinnych rostlin. V rostlinném svété je k



dispozici nékolik tisic typid. Na uhlicich 2 a 3 se nachézeji centra chirality. Proto existuji
Ctyfi diastereoizomery. Dva z izomerii jsou v konfiguraci trans a jsou nazyvany
katechiny a dalsi dva jsou v konfiguraci cis a jsou nazyvany epikatechiny. Katechin je
silny, ve vod¢ rozpustny polyfenol a antioxidant, ktery se snadno oxiduje. Je to tanin
charakteristicky pro zelené a bilé Caje, u Cernych ¢aji byva obsah katechini snizeny
procesem oxidace. Zeleny ¢aj je vyroben z Cerstvych, nefermentovanych ¢ajovych listi,
oxidace katechinil je minimalni, a proto jsou schopny slouzit jako antioxidanty. Védci
se domnivaji, Ze katechin je u¢inny, protoze snadno interaguje s bilkovinami, tim chrani

bunécnou sténu pred jejim narusenim bakteriemi, viry apod. [11].

Obr. 3 Strukturni vzorec (-)-epikatechinu [11]

Rutin

Rutin (kvercetin-3-rutinosid) je bled¢ Zluty prasek, je fazen mezi bioaktivni
flavonoidy. Je o ném zndmo, Ze ma fadu biologickych aktivit. Vyskytuje se v mnoha
rostlinach, véetné pohanky a tabdku, je také slozkou cCerveného vina. Rutin mé velky
vyznam jako potencidlné uzZiteCné terapeutické 1éc¢ivo slouzici k inhibici volnych
radikald. Navic rutin zlepSuje odolnost a propustnost kapiladrnich cév. Pouziti rutinu je

relativné omezené, kvili jeho nizké rozpustnosti ve vodé (0,125 g/1) [11, 15].
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Obr. 4 Strukturni vzorec rutinu [11]

Kvercitrin

Kvercitrin (kvercetin-3-rhamnosid) je zluta, pevna latka znama jako bio-
flavonoidni antioxidant. Kvercitrin se nachdzi u tfady rostlin jako je cibule, jahody,
jablka, zeleny €aj, Cervené vino, dub, tfezalka atd. Pouziva se jako textilni barvivo a pro
1é¢bu fady nemoci, napiiklad diabetu, Sedého zakalu, pro 1é¢bu 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 [13, 16].

Obr. 5 Strukturni vzorec kvercitrinu [11]

Floridzin
Floridzin je glykosid floretinu (floretin 2'-B-D-glykosid), patfi do podskupiny

dihydrochalkonli. Je obsazen v nékterych rostlinach. Patii do skupiny flavonoida.



Cukernou slozku zde zastupuje P-D-glukopyranosa. Je kompetitivnim inhibitorem

ledvinového transportu glukézy [11, 17].

Obr. 6 Strukturni vzorec floridzinu [11]

Floretin

Floretin je dihydrochalkon, typ pfirodnich fenoli. Jednd se o krystalickou,
pevnou, bilou latku, o které se uvadi, Ze podporuje ucinnou antioxida¢ni aktivitu pii
zachytavani peroxynitritu a inhibici peroxidace lipidi. Bylo zjisténo, Ze floretin, ktery je
pritomen v jablkach, hruskach a rajcatech, inhibuje rast nékolika typ rakovinnych
bunék a indukuje apoptézu bunék lidské leukemie a melanomu. Floretin je biomarker
pro konzumaci jablek. Inhibuje transport glukézy (antidiabeticky Gcinek). Také inhibuje
proteinkindzu C a bylo prokdzano, Ze inhibuje vstup obalenych virG do lidskych

fibroblastt [11, 13, 18].

Obr. 7 Strukturni vzorec floretinu [11]
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Tab. 2 Prehled parametrii jednotlivych fenolickych latek

Sumarni vzorec | MW g/mol | Log P | pKa | Zdroj

Kys. gallova C7H¢Os 170,120 0,72 | 3,94 [11]
Kys. chlorogenova Ci16H1509 354,311 0,17 | 3,33 | [14, 19]

Epikatechin Ci5H1406 290,271 1,02 | 9,00 | [18]

Rutin C27H30016 610,521 0,15 | 6,43 | [20]

Kverecitrin C21H20011 466,395 1,31 | 6,43 | [20]

Floridzin C21H24010 472,443 0,44 | 7,89 | [20]

Floretin Ci5H1405 274,269 2,23 (8,00 | [19]

4.2 Metody pro analyzu a identifikaci fenolickych latek

Fenolické latky vykazuji redukéni vlastnosti, proto jsou metody pro celkové
stanoveni téchto latek postaveny na oxidané-redukénich vlastnostech. Mezi nejbeznéji
pouzivané metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek patii metody
spektrofotometrické, naptiklad stanoveni podle Folin-Ciocalteua (FCM), dale metoda
podle Price a Butlera (PBM), metoda s pouZzitim aminoantipyrinu (AAPM) a metoda
redukce méd’natych iontd (CUPRAC) [7].

V ptipadé stanoveni jednotlivych fenolickych latek se v dnes$ni dobé nejcastéji
pouziva vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) s detekci
riznych typt, jako UV-VIS detekce, detekce s diodovym polem (DAD) a hmotnostni
detekce (MS). Mezi star§i 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 plynovéa chromatografie
(CGC) a kapilarni zénova elektroforéza (CZE). V poslednich letech se do popiedi stale
vice dostavd hmotnostni spektrometrie (MS), kterd je vhodnd pro identifikaci a

objasnéni struktury téchto latek [6, 7].

4.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie neboli HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) je soucasnou analytickou metodou, kterd dominuje v separaci
a stanoveni fenolickych latek. Jednd se o separacni metodu, pii které dochézi ke stalému
ustalovani rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi (distribuce latek mezi tyto dvé

rizné nemisitelné faze), mezi fdzi mobilni (pohyblivou) a fazi stacionarni
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(nepohyblivou). Stacionarni fazi tvofi pevna latka nebo kapalina ukotvena na pevném
nosici. Tato faze je ve formé sorbentu lokalizovand v chromatografické kolon¢. Mobilni
fazi predstavuje u kapalinové chromatografie kapalina, kterd je pomoci Cerpadla za
vysokého tlaku ptfivadéna do systému a protékd sorbentem stacionarni faze. Na Obr. 8 je

znazornén pratok mobilni fize a vzorku analytickou kolonou [21, 22, 23, 26].

vzorek komponenty
A+B B A
smér toku
mobilni faze ‘]/ mobilni faze

s -

stsesess

Obr. 8 Postup vzorku analytickou kolonou [27]

V zavislosti na polarité rozpoustédla a stacionarni faze se u HPLC metody
pouzivaji dv€ varianty. U HPLC na normalni fazi je pouZita polarni stacionarni faze
(kolona je naplnéna malymi ¢asticemi oxidu kfemicitého), mobilni fazi tvoii nepolarni
rozpoustédlo napt. hexan. Typicka kolona ma vnitini primér 4,6 mm (mtize byt mensi)
a délku 100 az 250 mm. Opakem normalni faze je HPLC metoda na reverzni fazi (RP-
HPLC). V tomto ptipadé¢ je velikost kolony stejna, ale oxid kfemicity je modifikovan
tak, aby byl nepolarni, nejcastéji dochazi k ptipojeni dlouhého uhlovodikového fetézce
(fetézec s 8, nebo s 18 atomy uhliku). Mobilni fazi je polarni rozpoustédlo, napt. smés
vody a alkoholu, jako je methanol [22, 26].

K eluci latek miize dochazet pfi pouZziti mobilni faze o konstantnim (stejném)
sloZeni, jednd se o isokratickou eluci, nebo pii pouziti mobilni faze se zvySujici se
eluéni silou, jde o gradientovou eluci. Isokraticka eluce se vyuziva pfi stanoveni latek,
které maji podobné fyzikalné-chemické vlastnosti. Pfi gradientové eluci se vétSinou
stanovuji latky s riznymi fyzikaln&-chemickymi vlastnostmi (napf. fenolické latky)
[23].

Za kolonou je umistény detektor, ktery musi zaznamenat pfitomnost rtiznych
slozek vzorku, ale nemé¢l by detekovat rozpoustédlo. Z tohoto diivodu neexistuje Zadny
univerzalni detektor, ktery by fungoval pro vSechny separace. Nej€astéji pouzivanym

detektorem je detektor spektrofotometricky. Mezi dalsi detektory pouzivané pii HPLC
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stanoveni patii fluorescencni, elektrochemicky, chemiluminiscenéni a hmotnostni. Na
Obr. 9 je znazornéno schéma HPLC systému [22, 26].

Signal ziskany pii priachodu detektorem je pfenesen do chromatografického
zdznamu, chromatogramu. Na chromatogramu lze pozorovat kiivky gaussovského
tvaru, které jsou pojmenovany jako piky jednotlivych latek (elu¢ni kiivky) [23].

Identifikace analyzovanych latek (kvalitativni hodnoceni) je provadéna pomoci
retencniho casu latky (t:), ten pfedstavuje dobu od néstfiku po maximum piku.
Kvantitativni hodnoceni vychazi z urCeni plochy piku. Koncentrace analyzovanych
latek je stanovena pomoci porovnavani se standardnimi latkami. V ptipadé
kvantitativniho hodnoceni byvaji nejcastéji vyuzivany metody vné&jSiho a vnitiniho
standardu. Metoda vnéjSiho standardu (n¢kdy oznacCovand téz jako metoda kalibracni
kiivky) je zaloZena na analyze roztoki standardli o znamé, ale rtizné koncentraci, pii
které se hleda zavislost mezi koncentraci a plochou piku. Pomoci linearni kalibracni
funkce X = f (c) (X = plocha piku), je uréen obsah analyzované latky. Za optimalni se
povazuje vyuziti 5 - 7 standardil, jejichz méteni se 2 az 3 krat opakuje. Pro kalibraéni
pfimku je mozné napsat vztah:

xXi =a + bc; (1)

kde a je tsek na ose y, b je smérnice kalibra¢ni pifimky (vyjadiuje citlivost) a x;
je hodnota veli¢iny X pro koncentraci ¢;. Pro analyzu slozitych redlnych vzorkl se
metoda vnéjSiho standardu pfili§ nepouziva (nelze zanedbat vliv matrice). V tomto
pfipad¢ je Castéji vyuzivand metoda ptfidavku standardu. Tato metoda je zaloZena na
pfidavku pfesného a znamého mnoZstvi standardu stanovované latky k redlnému
vzorku. Je zndmo nékolik variant (metoda jednoho nebo vice ptidavkl standardu,
metoda piidavku standardu za konstantniho objemu atd.). V experimentalni casti této
prace byla pro hodnoceni vytéZznosti vyuzita metoda pfidavkll vybranych standardi.
Metoda vnitiniho standardu je zaloZena na ptidavku vnitfniho standardu o zndmé
koncentraci a mnoZstvi k roztoku standardu 1 k roztoku redlného vzorku o neznamé
koncentraci analytu. Jedna se o chemickou latku, ktera je svymi fyzikaln&-chemickymi

vlastnostmi podobna analyzované latce, ale ve vzorku ji neocekavame [23, 24, 25].
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Obr. 9 Schéma chromatografického systému [28]

4.2.2 Trendy v HPLC

Kapalinova chromatografie prosla béhem let riznymi upravami, které slouzily

pfedevsim k ziskani co nejrychlejsi a co nejucinnéjsi chromatografické separace. Mezi

hlavni trendy smétujici k ziskani takovéto separace patii:

zmenSovani c¢astic chromatografického sorbentu, Castice mensi neZ 2 um
(UHPLC)

upravy stacionarni faze (povrchoveé porézni Castice, monolitické stacionarni faze
= necasticové kolony apod.)

zkracovani délky kolony (50 — 100 mm) a zmenSovani jejiho vnitiniho priméru
(2,1 mm)

separace probihajici za zvySené teploty

vyssi pratoky mobilni faze

uzivani ultra-vysokych tlaka (100 MPa a vice)

spojovani s MS, dvojdimenziondlni kapalinové chromatografie (2D-LC),

miniaturizované techniky (kapilarni a nano-LC) apod. [23, 29].

UHPLC

Ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, jednd se o moderni druh

kapalinové chromatografie, ktera byla vyvinuta za uclelem =zlepSeni ucinnosti
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chromatografické separace. UHPLC vyuziva malé ¢astice sorbentu (pod 2 pum) pii ultra-
vysokém tlaku (pf. 100 Mpa). UHPLC systém musel podstoupit z diivodii prace za
ultra-vysokych tlakli 1 dal$i upravy v instrumentaci (robustni vysokotlaké cerpadlo a
davkovaci systém, presné davkovani malych objemt, vysoka frekvence sbéru dat,
minimalni mimokolonové objemy, vhodné stacionarni faze, rychlé¢ davkovaci cykly
atd.). V porovnani s HPLC systémem piinasi UHPLC systém nékolik vyhod. Separace
analyti probihd v kratSim case a k analyze jsou vyuzivany mens$i objemy vzorkda,
mobilni faze a dalSich reagencii. UHPLC systém zlepSuje u¢innost a citlivost separace
[23, 29].

Pro uc¢innou separaci je dulezitd kvalita a stabilita staciondrnich fazi, proto byl
kladen diiraz na jejich chemickou stabilitu (stacionarni faze uzivané u UHPLC jsou
stabilni v $ir§im rozmezi pH), mechanickou stabilitu (souvislost s ultra-vysokymi tlaky)
a citlivost separace (uzsi tvary piki). Stejné jako u HPLC patii mezi bézné pouzivané
stacionarni faze modifikovany silikagel, dale jsou pouzivané hybridni Castice. Krome

pln€ poréznich ¢astic jsou pouzivané i povrchove porézni ¢astice [23, 29].

4.2.3 Vyvoj HPLC metody pro separaci fenolickych latek

Fenolické latky jsou aromatické, sekundarni, rostlinné metabolity. Snaha o vyvoj
a optimalizaci analytickych metod stanovujicich fenolické latky vyplyva z jejich
pestrych vlastnosti (antioxida¢ni, organoleptické, vliv na kvalitu potravin atd.). Jak uz
bylo nékolikrat feCeno, pro analyzu fenolickych latek byva nejcastéji pouzita
vysokouc¢innd kapalinova chromatografie na reverzni fazi. Pfehled chromatografickych
metod pro stanoveni fenolickych latek je uveden v Tabulce 3.

Pro stanoveni fenolickych latek jsou nejbéZznéji pouZzivané kolony o délce
10 — 30 cm (delsi kolony vykazuji lepsi separaci velkého poctu latek) se stacionarni fazi
C18, jejichz vnitini primér se pohybuje v rozmezi od 2,1 do 5 mm (nejcastéji 4,6 mm).
Pii analyzach, kde dochézi ke spojeni moderni kapalinové chromatografie (UHPLC) s
hmotnostni spektrometrii (MS) jsou pouzity kolony s vnitinim primérem 2,1 mm az
1,1 mm. Soucasné pouziti hmotnostni spektrometrie umoznilo potvrdit identitu riiznych
analytl, coz predstavuje také moZzny zplisob necilené¢ analyzy. Velikost C¢astic
stacionarni faze pro HPLC analyzy je ve vétSiné ptipadt 3 - 5 um [21, 30, 31].

Linearni gradientové elucni systémy jsou castéji pouzivané nez systémy
isokratické. Mobilni fazi tvofi vodna slozka (Casto oznaCovéna jako slozka A) a slozka

organickd (B). BéZné se k vodné fazi ptidava kyselina, diivodem je snizeni pH pro
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zvySeni retence slabé kyselych latek. NejCastéji se voli jako kyseld ptisada kyselina
octova, pouzit se vsak mohou i kyselina sirova, chlorista, fosfore¢nd, trifluoroctova,
chlorovodikovd a mravenci. Organickou fazi predstavuji pievazné methanol a
acetonitril, avSak vyuzivany byvaji i propanol, butanol, tetrahydrofuran a ethylacetat.
Potadi eluce latek je od nejvice polarnich k latkdm nepolarnim [21, 30, 31].

Cas separace latek se velmi lii, od 30 do 150 min. N&které metody byly
vyvinuty tak, aby byly schopné analyzovat vétSi polyfenoly (flavonoidy) stejné jako
fenolové kyseliny, ¢imz doSlo k prodlouzeni doby analyzy. Prtokova rychlost se
pohybuje od 0,15 do 1,8 ml/min, nejbéznéjsi je pratok 1 ml/min. Davkovany objem se
pohybuje okolo 10 az 20 pl, zde zalezi na velikosti kolony a na ofekdvaném obsahu
fenolickych latek. Teplota kolony byva v rozmezi od 20 do 45 °C [21, 30, 31].

Detekéni techniku pro HPLC analyzu tvoii pievdzné UV-Vis detektor s
fotodiédovym polem (PDA), jedna se o béznou metodu, ktera sleduje vinové délky od
190 az 380 nm. Fenolové kyseliny odvozené od kyseliny benzoové maji Amax vV rozmezi
200 az 290 nm. Vybér vhodné vinové délky pro kazdou slou€eninu umoziuje ziskat
vysokou specificnost také pomoci detektoru DAD. ProtoZze je mnoho absorpcnich
spekter velmi podobnych, jsou pro identifikaci jednotlivych latek porovnavany retencni
Casy a UV-Vis spektra standardd. Vyvinuté separacni metody se ovétuji pomoci
validacnich parametr, napi. linearity, opakovatelnosti, limiti detekce (LOD) a
kvantifikace (LOQ) [21, 30, 31].

Ziskané vysledky ukazuji, Ze metody zalozené na HPLC analyze jsou piesné,
citlivé a schopné dostate¢né separovat analyzované slou¢eniny. HPLC-DAD technika se
prokézala jako vhodna metoda pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu fenolickych latek
[32].

Samotnd HPLC metoda nemusi vzdy vést k dokonalému oddéleni nékterych
derivatii, proto byvaji ve stale véts§i mife pouzivany sofistikovanéjsi pfistroje, jako je

UHPLC, coz také umoziuje zkratit dobu analyzy a spojeni s MS/MS detekci [32].
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Tab. 3 Prehled podminek separace fenolickych latek v predeslych studiich

Typ Doba analyzy
Stanovované latky Kolona (stacionarni faze) Mobilni faze Detektor Zdroj
vzorku (min)
kys.abscisova, apigenin, arbutin, kys. kavova, kys.
chlorogenova, katechin, p-kumarova kys.,
Jable¢na
epikatechin, kys. ferulova, kys. 4-hydroxybenzoova,
a ) ) o ) o ODS-3 C18
isorhamnetin-3-O-glukosid, isokvercetin, narigenin, H20 + HCOOH, HPLC-PDA 95 [33]
hruskova o . o . (250 x 4,6 mm x 5 pm) ACN + H>0 + HCOOH
floridzin, kvercetin, resveratrol, rutin, isorhamnetin-
Stava o
3-O-rutinosid
Jable¢né Zorbax 300SB-C18
H>0 + CH3COOH,
a (250 x 4,6 mmx 5 pm) a HPLC-PDA a
florizin a sorbitol ) ACN + H>0 + CH3COOH ) 35 [34]
hroznové Aminex HPX-87C ) refraktometricky
(1,5%) a voda (sorbitol)
stavy (300 x 7,8 mm)
kvercetin, epikatechin, prokyanidin B1, B2, C1,kys.
p-kumarova, kys. trans-skoficova, dihydrat
chloridzinu, kys.gallova, katechin, kys. chlorogenova, Luna C18 H>0 + CH3COOH (0,5 %),
Jablka o ) ) HPLC-DAD 160 [35]
kys. ferulova, kys. kavova, rutin trihydrat, avikularin, (250 x 4,6 mm, x 5 pum) CH3;0H
kys. protokatechova, hyperosid, isokvercitrin,
kvercitrin, prokyanidin A2, rejnoutrin, dihydrochlorid
kys. chlorogenova, kys. kavova, kys. skoficova, kys.
p-kumarova, kys. protokatechova, epikatechin,
Jable¢ny ZORBAX XDB-C18 H20 + CH3COOH (2 %),
. prokyanidin B2, kvercetin, kvercetin-3-d-galaktosid, HPLC-DAD 60 [36]
Zus

kvercetin 3-B-glukosid, floridzin

(4,6 x 150 mm)

ACN
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Typ Doba analyzy
Stanovované latky Kolona (stacionarni faze) Mobilni faze Detektor Zdroj
vzorku (min)
kys. p-hydroxybenzoova, eriodiktyol, kys. ferulova,
kys. p-kumarova, kys. gallova, kvercetin, apigenin-7-
lukosid, kys. chlorogenova, kys. syringova, kys. Agilent Eclipse XDB C18 H20 + CH3COOH (2 %),
Jablka s Y ® vS SYTREOVE, 1 s P @) HPLC-DAD 50 [37]
kavova, kys. rosmarinova, epikatechin, katechin, (250 x 4,6 mm x 5 pm) CH3;0H
rutin, resveratrol, hesperidin, naringenin, luteolin,
apigenin, akacetin
katechin, epikatechin, kvercetin-3-galaktosid,
Mightysil RP-18 ODS H>0 + HCOOH,
Jablka floridzin, prokyanidin B2, kys. chlorogenova a LC-MS 50 [38]
] (250 x 4,6 mm x 5 pm) ACN + H20 + HCOOH (2 %)
kyselina kavova
kys. gallova, kys. protokatechova, katechin,
epikatechin, floridzin, kys. p-kumarova, kys. kavova, )
) o ) Nucleosil 120 C18 H20 + CH3COOH (2 %),
Jablka kys. chlorogenova, rutin, prokyanidin B2, kvercetin HPLC-DAD 75 [39]
(250 x 4,6 mm) CH3;0H
hyperin, isokvercitrin, avikularin, kvercitrin,
rejnoutrin
kvercetin-3-O-galaktosid, rutin, kvercitrin, floridzin,
) ) ) o YMC-Pack ODS-A C18 HCOOH (2 %),
Jablka kys. chlorogenova, katechin, epikatechin, avikulin, HPLC-PDA 60 [40]
) (250 x 4,6 x 5 um) ACN
kvercetin atd.
Thermo Scientific Aquasil
Jable¢ny kys. p-hydroxybenzoova, kys. chlorogenova, ACN,
C18 HPLC-PDA 75 [41]
list isokverecitrin, hyperosid, kvercitrin ImM H3POq4
(250 x 4,6 mm x 5 pm)
hyperosid, rutin, kvercitrin, floridzin, prokyanidin B1
a B2, kys. chlorogenova, katechin, epikatechin, YMC-Pack ODS-A C18 H>0 + CH3COOH (2 %),
Jablka HPLC-PDA 55 [42]
avikulin, isokvercitrin (250 x 4,6 mm x 5 um) ACN
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Typ

Doba analyzy
Stanovované latky Kolona (stacionarni faze) Mobilni faze Detektor Zdroj
vzorku (min)
100-5 HD EC Nucleosil
epikatechin, rutin, kys. chlorogenova, floridzin, kys. H20 + H3POu,
Jablka C18 HPLC-UV-Vis 50 [43]
kavova, kys. ferulova, kys. p-kumarova ACN
(250 x 4,5 mm)
katechin, epikatechin, prokyanidin B2, kys. kavova, Xterra C18

o ) ) H20 + HCOOH (2%),

Jablka kys. chlorogenova, floridzin, kvercetin, kvercetrin (100 x 3,9 mm x CH.OH HPLC-DAD 70 [44]
3
atd. 3,5 um)
) ) ) H20 + CH3COOH (2 %),
Jable¢ny katechin, epikatechin, kys. protokatechova, kys.

) Waters xTerra MS C18 ACN + H0 + CH3COOH )

dzus a chlorogenova, kys. skoficova, kys. p-kumarova, kys. HPLC-UV-Vis 65 [45]
) o (250 mm x 4,6 mm, X 5 pm) (0,5 %)
most gallova, kys. kavova, kys. ferulova, rutin a floridzin
kys. gallové, gentisova, kdvova, p-kumarova a NovoPack C18 CH30H : H20 : CH;COOH
Jablka HPLC-DAD 30 [46]
protokatechova (150 x 3,9 mm) (B34:65:1)

19




V Tabulce 3 jsou uvedeny zdkladni podminky separaci fenolickych latek
z predchozich studii. Podobné jako vnasi studii, byl obsah fenolickych latek
stanovovan v jablkach, dale pak hruskach, vinu apod. Mezi nejb&znéji stanovované
fenolické latky patii kyselina gallova, kavova, chlorogenova, p-kumarova, ferulova,
epikatechin, floridzin, katechin, kvercetin, kvercitrin, prokyanidiny, rutin a dalsi.

Pfi porovnani téchto podminek je zjevné, Ze jsou k separaci fenolickych latek
nejcastéji pouzivany kolony s reverzni fazi C18. Délka kolony se pohybuje okolo
25 cm, divodem je vyssi pocet stanovovanych latek. Mobilni fazi tvofi nejcasteji vodna
slozka s pfidavkem kyseliny mravenci ¢i octové a slozka organicka, kterou zde
predstavuje acetonitril nebo methanol. Doba analyzy se vyrazné 1isi, pohybuje se
v rozmezi 30 — 160 min, velky podil ma na tom mnoZstvi stanovovanych latek a pratok
mobilni faze. Detekce fenolickych latek byla provedena v mnoha ptipadech pomoci
DAD nebo PDA detektoru pii riiznych vinovych délkach (ty se odviji od analyzovanych
latek).

Kromé riznych druhli ovoce, jsou fenolické latky stanovovany také napiiklad

v zeleniné, pivu, €aji, oleji a dalSich ptirodnich zdrojich antioxidanta.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pristroje a zarizeni

Pro stanoveni obsahu vybranych fenolickych latek byla v pfedchozi diplomové
praci vyvinuta vhodna chromatografickd metoda. V pribéhu optimalizace v ni byly
testovany riizné typy stacionarnich fazi a rozdilné gradienty mobilni faze. K testovani
slouzilo né&kolik vybranych standardd, jejichz pocet se postupné redukoval.
K optimalizaci metody byly pouzity i redlné, homogenizované vzorky jablek, které
obsahovaly casti jablecné slupky i duziny. Pro ziskani kompletni separace vybranych
latek byl zvolen sorbent typu C18 s povrchové poréznimi casticemi a pevnym jadrem.
Z divodu meéteni velkého poctu vzorkll byly vybrany castice o velikosti 5 um. Byl
proveden test vhodnosti chromatografického systému [47].

Optimalizovand metoda byla vyuZzita v rdmci této diplomové prace pro méteni
obsahu fenolickych latek u realnych vzorkl jablek deseti vybranych odriid. Jablka byla
skladovana dvéma riznymi zplsoby, pfi nizkych teplotach a v atmosféfe s nizkym
obsahem kysliku neboli ULO skladovani.

Analyza realnych vzorkl jablek probihala v prvé fad¢é na koloné Kinetex C18,
jedné se o kolonu s povrchové poréznimi ¢asticemi, béhem meéteni vzorkl jablek byla
testovana i1 kolona Luna Omega Polar C18, kolona spln€¢ poréznimi casticemi
upravenymi pro separaci polarnich latek. Separace na obou kolonach byla poté
porovnana. Pro hodnoceni obsahu fenolickych latek byla, pro vyssi opakovatelnost
plochy pikii, zvolena kolona s povrchovée poréznimi ¢asticemi.

Extrakce fenolickych latek probihala v ultrazvukové lazni. Samotnd analyza
latek byla provadéna pomoci chromatografického systému Shimadzu LC-10, jednotlivé

parametry jsou dale uvedeny v Tabulce 4.
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Tab. 4 Chromatograficky systém

Chromatograficky systém

Shimadzu LC-10

Cerpadlo LC-10AD VP
Autosampler SIL-HT A
Davkovany objem 10 ul
Termostat kolony CTO-10A VP

Piedkolona

Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm x 5 pm)

Kolona

Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x S5pum)
Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm x Sum)

Mobilni faze

Acetonitril a ultracista voda (pH bylo upraveno
kyselinou octovou na 2,8)

Gradientovy rezim

Gradientova eluce — mobilni fazi tvofi slozka A
(acetonitril) a slozka B (voda upravena na pH
2,8 kys. octovou).

Na zacatku 95 % slozky B a 5 % slozky A, poté
pozvolné snizovani mnozstvi slozky B do 2,5
min na 85 % a nésledné do 12. min na 50 % + 3
min ekvilibrace.

Pratok 1 ml/min
Teplota 30 °C
Detektor DAD detektor SPD-M10A VP
Detekce 255,280, 320, 365 nm
Vyhodnoceni Chromatograficky software LC solution

Déle byly pro ptipravu vzorkii pouzity analytické vahy, mikropipety s nastavitelnym

objemem, laboratorni centrifuga a stfikackové filtry PTFE 0,45 um.

5.2 Chemikalie (standardy a rozpoustédla)

Mobilni faze:

Acetonitril (HPLC, Gradient Grade, > 99,9%), Sigma-Aldrich — Praha, CR

Kyselina octova (bezvoda), Sigma-Aldrich — Praha, CR

Ultracista voda




Extrak¢ni roztok:
Methanol - MeOH (HPLC, Gradient Grade, > 99,9%), Sigma-Aldrich — Praha, CR
Kyselina octova (bezvodd), Sigma-Aldrich — Praha, CR

Standardy:

Epikatechin > 90 %, BioChemika — Praha, CR

Floretin > 99 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR

Floridzin dihydrat > 99 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR
Kvercitrin hydrat > 78 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR
Kyselina gallova 99 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR
Kyselina chlorogenova > 95 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR
Rutin hydrat 95 %, Sigma-Aldrich — Praha, CR

5.3 Analyzované vzorky

Obsah jednotlivych fenolickych latek byl testovan u deseti vybranych odrad
jablek, které dodal Vyzkumny a Slechtitelsky Ustav Ovocnaisky Holovousy s.r.o.
Hladiny fenolickych latek byly testovany v ptivodnim rostlinném materidlu a déle po 3,
5 a 7 mésicich skladovani pfi riznych podminkach (v chladu a za nizkého pftistupu

kysliku — ULO skladovani).
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Tab. 5 Testované odrudy jablek

Odriida

Popis

Angold

Zrani - druha polovina zafi nebo zac¢atkem fijna

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

Duznina - krémova, chruplava a velmi $tavnata

Chut’ - harmonicka, navinule sladka az sladka

Fragrance

Zrani - ve stejnou dobu jako odrtida Golden Delicious

Skladovani — v chladu az do jarnich mésict

Plody - stfedni aZ nadpriimérné velikosti

Duznina - krémov4, jemnd, pevna, stfedn€ Stavnata, piijjemn¢ aromaticka
Chut — sladka, vyborna

Gala

Zrani - skliziiové zralost koncem z4ii nebo zacatkem fijna

Plody - soumérné, kuzelovité az soudkovité, slupka slabé mastna, hladka nebo slab¢ sitovité rziva,
zakladni barva zpocatku nazloutla, pozd¢ji syté zlutd, kryci barva je Zihan4, jasn¢ ¢ervena
Duznina — Zlutava, pevna, chruplava a pfiméfen¢ §tavnata

Chut’ - sladsi, mirné aromaticka, velmi dobra

Golden
Delicious

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

Plody - stfedn¢ velké (od 115 do 195 g)

Duznina - Zlutava, pevna, velmi jemna, §tavnata

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

Lady Sylvia

Zrani - sklizeil na konci zafi

Skladovani - do biezna, v chladirné déle

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

Duznina - krémova, jemna, velice pevna a $tavnata

Chut’ - navinule sladka, pfijemné aromaticka, vyborna

Meteor

Zrani - prelom zafi a fijen

Plody - velké (200 - 250 g), atraktivni s vysokym obsahem cukru a kyselin
Duznina - krémové zluta, jemna, stfedné pevna, chruplava a §tavnata
Chut’ - navinule sladka, vyborna

Nikoleta

Zrani - sklizeil v druhé poloving zari

Skladovani - do inora, v chladirng vydrzi do kvétna

Plody - velké (240 g), kuzelovity tvar, zakladni barva zluta, kryci barva jasné ¢ervena na 70 %
povrchu s rozmytym Zihdnim

Duznina - zlutd, jemna, stfedné pevna a Stavnata

Chut’ - spiSe sladka, pfijemné aromatickd, velmi dobra

Opal

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

Skladovani - do dubna

Plody - kulovity az podlouhly, stfedni, slupka hladka, zlutozelené zbarveni je piekryté cervenou
barvou s zihanim

Duznina - nazloutla

Chut’ - sladce navinula az sladka, velmi dobra

Rubin

Zrani - koncem fijna, sklizi se v zafi
Plody — kulaté, relativné velké, s Cervenym zihanim na zlutém zakladé
Duzina — aromaticka, §tavnata

Rucla

Zrani - 1 tyden pied odriidou Golden Delicious

Skladovani — chladirna (do kvétna)

Plody - stfedné velké, zelenavé zluté, s purpurovou az hnédo purpurovou kryci barvou
Duznina - krémova, jemna, chruplava, dostatecné pevna a $tavnata

Chut - harmonicka, navinule sladka, pfijemné aromaticka, vyborna
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5.4 Pracovni postup

5.4.1 Priprava extrakéniho roztoku

Extrakce vzorkt, pfipravenych homogenizaci jablecné duziny vcetné slupky
ty¢ovym mixérem, probihala v 0,1% roztoku kyseliny octové v . MeOH. Roztok byl
pfipraven smisenim dan¢ho mnozstvi kyseliny octové (bezvodé) s urcitym mnozstvim
MeOH. Napftiklad na ptipravu 0,1% roztoku bylo potfeba 1,01 ml kyseliny octové
doplnény do objemu 1 1 MeOH.

5.4.2 Priprava extrakéniho roztoku s pridavky standardi

Jedna se o extrakéni rozpoustédlo, které bylo pfipraveno podle ptedchoziho
navodu (viz. 5.4.1) a pfi pfipravé do né bylo pfiddno urcité mnozstvi vybranych
standardt. Napftiklad na 200 ml extrakéniho roztoku s ptidavky standardu je tieba 2 ml
zasobniho roztoku kazdého vybraného standardu.

Roztok s pfidavky standarddi byl pfipraven pro hodnoceni vytéznosti. Byly
vybrany 3 standardni latky — kyselina chlorogenova, rutin a floretin, u kterych bylo
hodnoceni provedeno. Vysledna koncentrace téchto latek v roztoku s ptidavkem cinila

20 pg/ml kyseliny chlorogenové, 5 pg/ml rutinu a 5 pg/ml floretinu.

5.4.3 Priprava roztoku standardi

V prvni fad€¢ byla odvazend potfebna mnozstvi standardl. Takto navazené
standardy byly nasledné jednotlivé rozpuStény v 1 ml extrakéniho roztoku. Poté bylo
odpipetovano 10 pl z kazdého standardu a doplnéno extrakénim roztokem MeOH na
1 ml.

Takto byl ziskan smésny roztok standardl, ktery byl proméfen vZzdy pied sérii
vzorkll a na jejim konci znovu, aby bylo mozné co nejptesnéjsi porovnani ploch pikt
jednotlivych standardii v sérii vzorkit méfenych vétSinou ve dvou dnech (bézna délka

méteni celé série vzorkd vEetné hodnoceni vytéznosti byla 30 — 50 hodin).
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Tab. 6 Koncentrace pouzitych standardii ve smésném roztoku

Standard Koncentrace (ng/ml)
Kyselina gallova 5
Kyselina chlorogenova 20
Epikatechin 10
Kvercitrin 5
Rutin 5
Floridzin 5
Floretin 5

Koncentrace vybranych fenolickych latek byly zvoleny z hlediska obsahu
jednotlivych latek v analyzovaném materidlu. V nejvétSim mnozstvi se v jablkach

vyskytuji kyselina chlorogenova a epikatechin.

5.4.4 Priprava realnych vzorki

Jablka bylo nejprve nutné homogenizovat (vznikla tak smés duziny a slupky).
Na analytickych vahéach bylo odvéazeno potfebné mnozstvi vzorku (3 g), poté bylo ke
vzorku v 50 ml centrifuga¢ni zkumavce pfidano 15 ml extrakéniho roztoku (pro
hodnoceni vytéznosti bylo pfidano 15 ml extrakéniho roztoku s piidavky standardi).
Dale byl vzorek ponofen do ultrazvukové 14zné na 10 min, nasledovala centrifugace pfi
6000 otackach za min (rpm) po dobu 10 min a nakonec filtrace vzorkii do vialek pomoci
stiikackovych filtrdt PTFE 0,45 pm.

Vzorky jablek dodal Vyzkumny a Slechtitelsky Ustav Ovocnéaisky Holovousy
s.r.0. jiz homogenizované a zamraZene.

Takto ptfipravené vzorky, roztoky a standardy byly pro udrzeni jejich stability
prib&zné uchovavany v lednici pii teplot€¢ 4 °C, pro méfeni v ramcei nékolika dnd,

ptfipadné byly vzorky zamraZeny.
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace HPLC separace

Pro hodnoceni obsahu fenolickych latek v ovoci byla vyvinuta optimalni
separacni metoda. Stanoveni vybranych fenolickych latek bylo realizovano pomoci
HPLC systému. Podle piedchozich praci a zkuSenosti bylo vybrano nékolik
standardnich fenolickych latek: kyselina gallova, chlorogenova a kavova, katechin,
epikatechin, rutin, kvercitrin, kvercetin, floretin a floridzin, postupné byly zredukovany
na kyselinu gallovou, kyselinu chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin a
floretin. Pfi optimalizaci metody byly testovany rozdilné gradienty mobilni faze a
odlisné stacionarni faze. Nakonec byl zvolen gradient, u kterého dochézelo
k postupnému snizovani mnozstvi vodné slozky z 95 % na 85 % do 2,5 minuty a poté
na 50 % do 12. minuty. Nejvhodnéjsiho rozliSeni vybranych latek bylo dosazeno na
kolon¢ Kinetex C18 o délce 15 cm, s primérem 4,6 mm a s velikosti Castic 5 pm.
Nejidealnéjsi mobilni fazi byla vyhodnocena kombinace acetonitrilu a vody, jejiz pH
bylo upraveno pomoci kyseliny octové na pH 2,8. Analyza latek probihala pfi teploté
30 °C s prutokovou rychlosti 1ml/min. Pro detekei latek byly zvoleny vinové délky 255,
280, 320 a 365 nm [47].

V prubéhu méfeni redlnych vzorkd jablek byla kromé kolony Kinetex C18
pouzita 1 kolona Luna Omega Polar CI18, u niz byl proveden test vhodnosti
chromatografického systému. Test vhodnosti zahrnuje hodnoceni opakovatelnosti
retencniho €asu t; a plochy pod pikem A, faktoru symetrie chromatografickych piki As,
rozliSeni chromatografickych pikil Rs a separacni kapacity. Hodnoceni opakovatelnosti
bylo provedeno pro smés standardi popsanou v kapitole 5.4.3. Bylo provedeno n¢kolik
po sobé jdoucich nastfikli na kolonu a nésledn€¢ byla urCena relativni smérodatna
odchylka hodnot plochy piku a retencniho Casu ze 6 nastiiki, tyto hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 7. Vysledna hodnota by neméla pirekrocit limit 1 % [48].

V tomto ptipad¢ byly hodnoty RSD u kyseliny gallové a floridzinu vyssi, coz se

nezménilo ani pfi opakovani tohoto testu.
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Tab. 7 Hodnoceni opakovatelnosti plochy pikii a retencnich casii

Kys. gallova 5 124847 4,32 4,59 0,21
s 167355 0,57 6,42 0,08
chlorogenova 20 ’ ’
Epikatechin 10 55499 0,83 7,23 0,10
Rutin 5 59981 0,74 8,05 0,09
Kvercitrin 5 84260 0,87 9,25 0,10
Floridzin 5 64750 1,13 9,75 0,07
Floretin 5 125031 0,29 12,85 0,07

Faktor symetrie byl hodnocen ze 3 néstfiki. Vysledné hodnoty by se mély

pohybovat v rozmezi od 0,8 — 1,5. RozliSeni se stejné jako faktor symetrie hodnoti ze 3

nastiiki, jeho hodnoty by mély nabyvat vyssich hodnot nez 1,5 [48].

V Tabulce 8 jsou uvedeny ziskané hodnoty faktoru symetrie, rozliSeni a

separacni kapacity.

Tab. 8 Parametry testu vhodnosti chromatografického systéemu

Faktor _ Separacni

ymetric A. Rozliseni R kapacita
Kys. gallova 0,91 4,69 30
Klys. chlorogenova 1,31 11,78 53
Epikatechin 1,24 6,95 54
Rutin 1,24 6,37 56
Kvercitrin 1,22 2,02 53
Floridzin 1,23 3,36 50
Floretin 1,18 24,87 46

Reélné vzorky jablek byly méfeny na obou kolonéch, ale kone¢né porovnavani a

hodnoceni vyslednych hodnot koncentraci bylo provadéno z méteni na koloné Kinetex

C18, protozZe u testu vhodnosti pro kolonu Luna Omega Polar C18 byl piekrocen limit

pro opakovatelnost plochy piki.
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Dal$im hodnocenym valida¢nim parametrem, ktery se vaze na extrakci
fenolickych latek zredlnych vzorkt, byla vytéznost. Pro hodnoceni vytéznosti byl
pripraven extrakéni roztok s pridavky standarda. V Tabulce 9 jsou uvedeny primérné
hodnoty vytéznosti pro jednotlivé stanovované latky. Byly pozorovany rozdily mezi
jednotlivymi odridami, které byly pravdépodobné zplisobené odliSnostmi matrice
vzorkd. Vytéznost se pohybovala vrozmezi 83,67 — 107,54 % a byla opakované
hodnocena pro kazdé meétfeni vzorkii. Byly vybrany 3 standardni latky — kyselina

chlorogenova, rutin a floretin, u kterych bylo hodnoceni provedeno.

Tab. 9 Prumeérna vyteznost fenolickych latek

Fenolicka latka Vyteznost (%)
Kyselina gallova 105,26
Kyselina chlorogenova 101,12
Epikatechin 95,56
Rutin 97,30
Kvercitrin 83,67
Floridzin 107,54
Floretin 105,94
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6.2 Stanoveni obsahu fenolickych latek v realnych vzorcich

jablek

Tato prace je zamétena predevSim na hodnoceni obsahu fenolickych latek ve
vybranych odridach ovoce, zejména jablek, orienta¢né byly fenolické latky stanoveny i
ve vzorku tfe$ni (u dvou odrid — Rum a Svesti¢kova). Mnozstvi fenolickych latek
v jablkach se odviji od odrady jablka, skladovani plodl a jejich zpracovani. Jak jiz bylo
feCeno, byly sledovany hladiny fenolickych latek v ptivodnim rostlinném materialu a
dale po tiech, péti a sedmi mésicich skladovani. Jablka byla skladovana dvéma zptisoby,
v chladném prosttedi a za nizkého ptistupu kysliku (ULO podminky). Byly pozorovany
rozdily v hladinach fenolickych sloucenin, jak mezi jednotlivymi kultivary, tak v dobé¢ a
zpusobu skladovani.

Separace fenolickych latek probihala na koloné s povrchové poréznim
sorbentem Kinetex C18 a v pribéhu méfeni skladovanych vzorkli byla testovana i
kolona s pln€ poréznimi Casticemi s Gpravou pro separaci polarnich latek Luna Omega
Polar C18. Na zacatku kazdého méteni (poté i na jejim konci) byl proveden opakovany
nastfik smési standardd, ktery nadale slouzil k identifikaci a porovnavani obsahu
jednotlivych fenolickych latek u riznych odrid jablek. Na Obr. 10 a 11 je zndzornéna

separace jednotlivych standardnich latek.

absorbance (mal)

o T
retencni cas (min}

Obr. 10 Chromatogram separace smési standardnich fenolickych latek na koloné

Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min
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Poradi pikii: 1 - kyselina gallova, 2 — kyselina chlorogenova, 3 — epikatechin, 4 — rutin,
5 — kvercitrin, 6 - floridzin, 7 — floretin

absorbance (mal)
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Obr. 11 Chromatogram separace smési standardnich fenolickych latek na koloné Luna
Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min
Poradi pikii: 1 - kyselina gallova, 2 — kyselina chlorogenova, 3 — epikatechin, 4 — rutin,

5 — kvercitrin, 6 - floridzin, 7 — floretin

Potadi pikd na obou kolonach je shodné. Lisi se retencni Casy latek a mirné i
tvar pikl.. Separaci na koloné¢ Luna Omega Polar C18 byly ziskdny symetrictéjsi a
Stihlej$i piky s mirné posunutymi retencnimi ¢asy oproti retencnim c¢asim pikd
vznikajicich separaci na koloné Kinetex C18 (rozdil mezi povrchové a pln€ poréznimi
casticemi). Navazand faze C18 zplisobuje hydrofobni interakce, polarni modifikace
povrchu poskytuje vyssi selektivitu a retenci zejména pro polarni latky (zpozdéni eluce

prvniho piku kyseliny gallové a jeho vyssi symetrie).

6.3 Obsah fenolickych latek v cerstvych plodech

Vzorky Cerstvych jablek byly méfeny na koloné Kinetex C18. Identifikace latek
byla provedena pomoci porovnavani retencnich ¢ast a UV spekter danych latek. Obsah

byl stanoven podle plochy piki pfi porovnani se standardy.
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Tab. 10 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odriid jablek

Kolona Obsah fenolickych latek (pg/ml)
Kinetex C18
Odriida Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 0,92 1,04 0,35 2,26 0,37 0,00
Opal - dolni 0,00 0,99 1,30 0,59 1,49 0,35 0,00
Opal - horni 0,00 1,62 2,82 0,60 2,23 1,07 0,00
Gala 0,00 10,49 1,35 0,15 1,26 0,62 0,00
Nikoleta 0,00 3,66 3,34 0,40 2,97 1,86 0,01
Angold 0,00 19,92 1,14 0,38 1,21 2,72 0,00
Rucla 0,00 2,97 4,26 0,49 1,23 0,94 0,00
Lady Sylvia 0,00 6,60 0,70 0,12 1,58 0,49 0,00
Meteor 0,00 2,28 1,06 0,31 1,27 1,06 0,00
Rubin 0,00 0,79 0,30 0,13 0,43 0,13 0,00
Golden 0,00 3,13 0,57 0,09 1,21 0,65 0,00
Fragrance 0,00 0,27 0,15 0,29 4,80 0,45 0,00

6.3.1 Porovnani obsahu fenolickych latek v ¢erstvych plodech

Kys. gallova — nevyskytuje se u zadné z vybranych odrtd jablek.

Kys. chlorogenova — vyskytuje se ve vSech odrtidach, pouze u odridy Fragrance je jeji
obsah velmi nizky. U dalSich odrid je jeji obsah znac¢né odlisny, nejvyssi hodnoty byly
nalezeny u odriid Gala (vice nez 50 pg/g), Angold (cca 100 pg/g), Lady Sylvia (méné
nez 50 pg/g) a Golden (méné nez 50 pg/g).

Epikatechin — nevyskytuje se u odridy Fragrance, velmi nizky obsah se vyskytoval u
odrid Lady Sylvia, Rubin a Golden, vyS$i obsah byl nalezen u odriidy Opal (horni
koruna, méné nez 25 pg/g), Nikoleta (méné nez 25 pg/g) a Rucla (cca 25 pg/g).

Rutin — nenachazi se u odriidy Gala a Golden, velmi malé mnozstvi se nachazi u odrtd,
Lady Sylvia a Rubin, vyssi obsah se nevyskytuje u zadné z odrtid, v nejvét§im mnozstvi
se vyskytuje u Opalu (okolo 3 pg/g).

Kvercitrin — vyskytuje se u vSech odrid, ve velmi malém mnozstvi se nachazi u

Meteoru, vyssi obsah u odrtid Opal, Nikoleta (pod 15 pg/g) a Fragrance (mén¢ nez
25 pg/g).
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Floridzin — vyskytuje se u vSech odrad, vyssi obsah byl nalezen u Angoldu a Nikolety
(méné nez 15 pg/g).
Floretin — nebyl nalezen u zaddné zodrtid. Tato latka by se neméla vyskytovat

v Cerstvém materialu, protoZe vznika pti rozkladu floridzinu pfi nesetrném skladovani.

6.3.2 Porovnani jednotlivych odrid

Opal (cela koruna) - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin,
floridzin a dal$i neidentifikované latky (pravdépodobné glykosidy fenolickych latek).
Nejvyssi obsah vykazuje kvercitrin.

Opal - (dolni ¢ast koruny) — Opal dolni ¢ast koruny obsahuje niz$§i mnozstvi
fenolickych latek nez horni ¢ast koruny, pomérné zastoupeni jednotlivych latek je vSak
stejné. Nejvyssi obsah opét vykazuje kvercitrin.

Opal - (horni ¢ast koruny) — Opal horni ¢ast koruny obsahuje vys$si mnozstvi
fenolickych latek, zptisobeny lepSim pfistupem sluneéniho svétla, vyssi zralosti,
zastoupeni latek je stejné, nejvyssi obsah vykazuje kvercitrin.

Gala - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, kvercitrin, floridzin a latky, které
nebyly identifikovany a pravdépodobné patii mezi glykosidy fenolickych latek. Ve
znaéné vysokém obsahu se vykytuje kys. chlorogenova. Vyssi obsah déle vykazuji i
epikatechin a kvercitrin.

Nikoleta — Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin.
Nejvyssi obsah vykazuje kys. chlorogenova, epikatechin a kvercitrin.

Angold - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin a floridzin.
Nejvyssi obsah vykazuje kys. chlorogenova (ze vSech analyzovanych odrtd). Floridzin
je zde také obsazen v nejvétsim mnozstvi v porovnani s ostatnimi odriidami.

Rucla - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin. Nejvyssi
obsah vykazuje epikatechin (ze vSech analyzovanych odrtd).

Lady Sylvia - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin.
Nejvyssi obsah vykazuje kys. chlorogenova a kvercitrin.

Meteor - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin.
Nejvyssi obsah vykazuje kys. chlorogenova.

Rubin - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, kvercitrin a floridzin. Ze vSech
odrtd obsahuje nejmensi mnozstvi fenolickych latek.

Golden - Obsahuje kys. chlorogenovou, epikatechin, kvercitrin, floridzin. Nejvyssi

obsah vykazuje kys. chlorogenova.
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Fragrance - Obsahuje rutin, kvercitrin, floridzin. Nejvys$si obsah vykazuje kvercitrin.

6.3.3 Souhrn - obsah fenolickych latek v ¢erstvych plodech jablek

U vétSiny odrud se z fenolickych latek v nejvétsim mnozstvi vyskytovala kys.
chlorogenova, dale pak kvercitrin a epikatechin. Ostatni fenolické latky se vyskytovaly
v mens$im mnozstvi, nebo pievazovaly pouze u nékteré z odrud.

Fenolické latky se v nejvétSim mnozstvi vyskytovaly u odriid Nikoleta, Opal
(horni 1 dolni ¢ast koruny) a Angold, ktery ma vyrazné odlisny profil fenolickych latek
s prevazujicim obsahem kyseliny chlorogenové.

Na Obr. 12 jsou uvedeny chromatogramy separace fenolickych latek realnych
vzorku jablek. Pfi porovnani chromatogrami je ziejmé, Ze obsah fenolickych latek je u
jednotlivych odriid zna¢né odliSny. U odridy Angold vyrazn€ pievazuje kyselina
chlorogenova. Ostatni fenolické latky jsou v pfiblizné stejném zastoupeni. U odridy
Opal jsou na chromatogramu kromé standardnich latek ztetelné dalsi latky, které nebyly
identifikovany (pravdépodobné glykosidy fenolickych latek). Znédmi vybranych

fenolickych latek je v nejveétsim mnozstvi u této odrudy zastoupeny kvercitrin.
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Obr. 12 Chromatogram separace fenolickych latek na koloné Kinetex C18 (150 x 4,6
mm x 5 um) u odrud jablek Angold a Opal
Poradi piku: 2 — kys. chlorogenova, 3 — epikatechin, 4 — rutin, 5 — kvercitrin,

6 - floridzin, A, B a C — neidentifikované glykosidy
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6.4 Obsah fenolickych latek po 3 mésicich skladovani

Tab. 11 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych

po 3 mesicich skladovani v chladu

Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (ng/ml)
Odrtda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 0,27 1,19 0,20 0,81 0,79 0,01
Gala 0,00 4,77 1,57 0,48 1,39 0,47 0,01
Nikoleta 0,00 2,37 3,10 0,22 1,14 2,74 0,01
Angold 0,00 44,28 3,96 1,65 1,30 1,27 0,01
Rucla 0,00 1,83 4,06 0,00 0,73 1,06 0,01
Lady Sylvia 0,00 14,19 3,81 0,18 1,36 0,97 0,00
Meteor 0,00 16,39 22,89 1,16 9,83 6,65 0,01
Rubin 0,00 4,75 4,32 0,18 1,14 0,76 0,01
Golden 0,00 18,10 6,94 0,35 2,27 2,26 0,00
Fragrance 0,00 0,09 2,15 0,53 10,49 2,78 0,01
Tab. 12 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych
po 3 mésicich skladovani ULO
Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (pg/ml)
Odrtda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 0,21 2,43 0,08 1,31 1,29 0,00
Gala 0,00 5,42 1,83 0,24 1,23 0,62 0,00
Nikoleta 0,00 5,05 5,14 1,60 0,00 3,59 0,00
Angold 0,00 47,85 3,95 2,63 1,73 1,49 0,14
Rucla 0,00 1,97 3,89 0,00 0,94 1,13 0,02
Lady Sylvia 0,00 30,14 9,05 0,12 3,15 1,55 0,00
Meteor 0,00 12,60 13,25 2,05 7,23 3,66 0,00
Rubin 0,00 1,35 1,81 0,15 0,49 0,36 0,01
Golden 0,00 13,21 5,13 0,22 1,81 2,09 0,01
Fragrance 0,00 1,86 6,41 20,22 1,92 0,02 0,00
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6.4.1 Porovnani obsahu fenolickych latek po 3 mésicich skladovani
Kys. gallova — nebyly zaznamendny zadné zmény, i nadéle se nevyskytovala u zadné z
odrid.

Kys. chlorogenova — doslo k poklesu hodnot u odrid Opal, Gala a Rucla u obou
zpusobl skladovani (nizka teplota a nizky pfistup kysliku). Naproti tomu u odrad
Angold, Lady Sylvia, Meteor, Rubin a Golden doslo k vzriistu hodnot u obou zptisobu
skladovani. Nartst obsahu dané fenolické latky pfitom mulze byt zplsoben jejim
uvolnénim z glykosidické formy. U odrid Nikoleta a Fragrance doslo k poklesu hodnot
pfi skladovani v chladném prostiedi a naopak ke vzriistu hodnot pii skladovani za
nizkého pfistupu kysliku. Obsah kys. chlorogenové byl velice odlisSny. Ve velkém
mnozstvi se nachazela u odridy Angold (vice nez 200 pg/g). Ve vysSsim mnoZstvi se
vyskytovala i u odrid Lady Sylvia, Meteor a Golden.

Epikatechin — zde byl zaznamenan nartst hodnot u vsSech odrid u obou typt
skladovéni, pouze pfi skladovéani v chladném prostiedi se hodnoty u odrid Nikoleta a
Rucla nijak vyrazné nezménily. Nejvyssi ndrhst byl zaznamenan u odridy Meteor
(ULO sklad vice nez 50 pg/g, skladovani v chladu vice nez 100 pg/g), dale pak u odrid
Lady Sylvia (ULO sklad pod 50 pg/g), Golden a Fragrance (ULO sklad nad 25 pg/g).
Vyraznéjsi vzrist hodnot byl pozorovan u skladovéni za nizkého ptistupu kysliku.
Rutin — u jednotlivych odrid se vyskytuje ve velmi malém mnozstvi, po tfimési¢nim
skladovani nebyl detekovan u odridy Rucla. Nejvyssi obsah rutinu se nachazi u odrid
Angold a Meteor (ptedevsim skladovani ULO, cca 10 pg/g). U jednotlivych zptisobt
skladovani nebyly pozorovany vyznamné rozdily. Velmi vysoké hodnoty byly nalezeny
u odriidy Fragrance, ale tam zfejm¢é doSlo k chybé méfeni. Vysledky mohou byt
zpusobené dobou méteni, vzorek této odriidy byl méten vzdy posledni (byl delsi dobu
v autosampleru, ktery byl chlazen pouze provizorn€), a proto u n¢j mohlo dochazet
k pomalému rozkladu latek (uvolnéni z glykosidické formy).

Kvercitrin — vyznamny nariist byl zaznamendn u Meteoru u obou typt skladovani
(ptiblizne€ 40 pg/g), u Lady Sylvia pfi ULO skladovéani a u Fragrance pii skladovani
v chladu. U ostatnich odriid doslo pouze k mirnému narastu nebo poklesu.

Floridzin — vyrazngj$i nartst hodnot byl detekovan u odridy Meteor a to predevsim
skladovani v chladném prostiedi (okolo 30 pg/g) a odridy Golden (vice nez 10 pg/g). U
ostatnich odrid se nevyskytovaly zaddné vétsi rozdily, dochazelo bud® k mirnému

poklesu, nebo nartstu.
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Floretin — nenachazel se u zadné z odrud.

6.4.2 Porovnani jednotlivych odriid po 3 mésicich skladovani

Opal — Hodnoty obsahu fenolickych latek se po tfimési¢nim skladovani vyrazné
neliSily. Pfi skladovéani v chladném prostiedi dochédzelo castéji k mirnému snizeni
hodnot. K nejvyssimu poklesu doslo u kvercitrinu. Pti skladovani za snizeného piistupu
kysliku dochézelo také cCastéji k mirnému snizovani obsahu. Vyssi koncentrace byly
nalezeny pouze u epikatechinu.

Gala — Obsah fenolickych latek se po tifimési¢nim skladovani vyrazné lisil pouze u kys.
chlorogenové, kde doslo k vyraznému snizeni koncentrace. Pro ostatni fenolické latky
byl zaznamenan mirny nariist hodnot u obou typti skladovani.

Nikoleta — U této odridy byl zaznamendn rozdil v hodnotdch mezi jednotlivymi
zpusoby skladovani. Pfi skladovani v chladném prosttedi dochédzelo ke sniZzovani
hodnot, naproti tomu pii skladovani za nizkého pfistupu kysliku dochézelo vice
k narGstu koncentraci fenolickych latek, zplsobené jejich postupnym uvolnénim z
glykosidickych forem a dal§imi metabolickymi procesy.

Angold — Velmi vyrazny narGst mnozstvi kys. chlorogenové i oproti ostatnim odradam.
Ke zvySeni mnozstvi dochazelo i u ostatnich fenolickych latek s vyjimkou floridzinu,
kde dochazelo k poklesu u obou zptisobti skladovani. Nebyly zaznamendny néjaké
vyrazné rozdily mezi zpiisoby skladovani.

Rucla — Po tfimési¢nim skladovani jiz nebyl detekovan rutin u obou typi skladovani. U
ostatnich fenolickych latek doSlo cCastéji k mirnému poklesu koncentraci, pouze u
floridzinu byl zaznamenan mirny narist.

Lady Sylvia — K vyznamnému zvySeni hodnot doSlo u kys. chlorogenové a
epikatechinu pfi skladovani v chladném prostiedi. Ke zvyseni obsahu doslo 1 u dalSich
fenolickych latek.

Meteor — U této odridy byl zaregistrovan nejvétsi nartist obsahu fenolickych latek a to
kys. chlorogenové, epikatechinu, kvercitrinu a floridzinu u obou zplsobt skladovéni.
Koncentrace rutinu byly zvySeny pouze mirné.

Rubin — Byl zaregistrovan vzestup obsahu vSech fenolickych latek. Nejvétsi zvySeni
bylo pozorovéno u kys. chlorogenové a epikatechinu. Hodnoty pii skladovani ULO byly
o néco niz8i ve srovnani se skladovanim v chladu.

Golden — Doslo ke zvySeni koncentraci u vSech fenolickych latek. Nejvétsi vzrast byl

zaznamenan u kys. chlorogenové a epikatechinu. Skladovani pii nizkych teplotach bylo
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mén¢ Setrné, doSlo k vyS$im narGstim obsahu jednotlivych fenolickych latek (vyssi
rozklad glykosidickych forem).

Fragrance — Hodnoty obsahu fenolickych latek se liSily u riznych typt skladovani. Pfi
skladovani za nizkého ptistupu kysliku doslo k vyraznému zvyseni obsahu epikatechinu
a rutinu, ke snizeni doslo u kvercitrinu a floridzinu. Naproti tomu pfi skladovani za
chladnych podminek doslo k vyraznému zvySeni koncentrace kvercitrinu, obsah kys.

chlorogenové a epikatechinu byl zvySeny pouze mirng.

6.4.3 Souhrn - obsah fenolickych latek po 3 mésicich skladovani

Tti mésice skladovani mély vliv na hodnocené fenolické latky, jejich obsah se
v mnoha ptipadech zvysil. Narast obsahu fenolickych latek je zplisobny metabolickymi
procesy latek v plodech jablek. Velké mnozstvi fenolickych latek se v ptirode
(rostlinném materialu) vyskytuje v glykosidické formé, kterd se po sbéru rozklada a
poté se uvoliluje sama aktivni latka, zejména u odrud, kde byly ve fenolickém profilu
cerstvych plodl nalezeny neidentifikované latky.

Nejveétsi nartist zaznamenaly odridy Meteor, Angold, Lady Sylvia a Golden. U
ostatnich odrid dochézelo k men$imu nartistu mnozstvi fenolickych latek, nékdy i
k poklesu mnozstvi. Pokles fenolickych latek byl pozorovan predevsim u odridy Rucla.

Nartst koncentraci byl zaznamenan u kys. chlorogenové, epikatechinu,
kvercitrinu a floridzinu. Rutin vykazoval jak pokles, tak nartst, ale ve vSech odridach
se vyskytuje ve velmi malém mnoZstvi, proto na n¢j nebyl kladen zvlastni diraz.

Skladovani v chladném prosttedi se projevilo uvolnénim vétStho mnozstvi
kvercitrinu, rutinu a floridzinu zpiisobenym pravdépodobné enzymatickou ¢innosti. Pti
ULO skladovani dochéazelo k vétSimu naristu kys. chlorogenové a epikatechinu.
Skladovani za nizkého ptistupu kysliku se jevilo jako vice Setrné pii uchovani obsahu

fenolickych latek oproti skladovani v chladu.
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6.5 Obsah fenolickych latek po 5 mésicich skladovani

Tab. 13 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych

po 5 mesicich skladovani v chladu

Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (ng/ml)
Odrtda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 0,51 3,76 0,24 2,55 1,31 0,01
Gala 0,00 5,70 1,53 0,35 1,31 0,77 0,03
Angold 0,00 46,98 1,97 2,60 3,19 1,97 0,00
Rucla 0,00 1,11 5,83 0,06 0,75 0,62 0,00
Lady Sylvia 0,00 13,65 2,71 0,06 2,62 1,13 0,01
Meteor 0,00 9,00 8,43 1,12 8,51 6,16 0,01
Rubin 0,00 2,79 2,37 0,45 2,15 0,77 0,01
Golden 0,00 6,00 1,57 0,21 1,47 1,19 0,00
Fragrance 0,00 0,38 1,70 0,89 11,40 2,69 0,02
Tab. 14 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych
po 5 mésicich skladovani ULO
Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (pg/ml)
Odruda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 1,08 9,88 0,03 2,80 3,22 0,02
Gala 0,00 9,24 1,71 1,22 2,80 0,96 0,00
Angold 0,00 52,81 1,39 3,00 2,41 2,57 0,00
Rucla 0,00 1,82 11,49 0,00 0,81 1,55 0,00
Lady Sylvia 0,00 11,20 3,05 0,06 3,19 1,15 0,00
Meteor 0,00 7,11 4,34 2,04 5,71 2,76 0,01
Rubin 0,00 4,21 3,70 0,32 2,04 1,26 0,00
Golden 0,00 8,97 1,66 0,21 1,66 2,09 0,02
Fragrance 0,00 2,10 6,32 0,01 7,29 1,95 0,01
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6.5.1 Porovnani obsahu fenolickych latek po 5 mésicich skladovani
Kys. gallova — opét nebyly zaznamenany zadné zmeény, i nadale se nevyskytovala u
zadné z odrid.

Kys. chlorogenova — po péti mésicich skladovani doslo jak k poklesu, tak i naristu
obsahu kys. chlorogenové ve vzorcich jablek. K mirnému zvySeni doSlo u odrad
Angold, Rubin a Fragrance u obou zptsobti skladovani. U odrad Opal a Gala doslo k
narGstu obsahu kys. chlorogenové vici hodnotdm naméfenym po tfech meésicich
skladovani, avSak tyto hodnoty byly niz$i, nez hodnoty obsahu kys. chlorogenové u
cerstvého ovoce. K poklesu obsahu oproti hodnotdm naméfenym po tiimési¢nim
skladovani doslo u odrid Lady Sylvia, Meteor a Golden, avSak tento obsah byl vyssi,
nez obsah naméfeny u Cerstvého ovoce.

Epikatechin - po pétimésicnim skladovani jablek byl zaznamenan ptevazné pokles
obsahu epikatechinu. Ke zvySeni obsahu doslo pouze u odridy Opal (a to v obou
ptipadech skladovéni), Rucla u obou typil skladovani (vice nez 50 pg/g ULO sklad) a
Rubin (cca 13 pg/g).

Rutin — jeho uz tak nizké hodnoty se u vétSiny odrud jeste snizily, a proto nebyl témer
detekovan. Nejvyssi obsah byl nalezen u Angoldu (do 15 pg/g).

Kvercitrin — u této glykosidické formy fenolické latky kvercetin byl zaznamenéan
Castéji narlGst nez pokles naméfenych hodnot obsahu (enzymaticka aktivita). Obsah
kvercitrinu vzrostl u odridy Opal, Angold, Rubin a Fragrance (pod 60 pg/g) u obou
zpusobu skladovani. K poklesu mnozstvi fenolické latky doslo u odridy Meteor, ale i
pfes to byl obsah kvercitrinu u této odridy pomérné vysoky (okolo 35 pg/g).

Floridzin — zde byl zaznamenan pfevazné nariist obsahu fenolické latky (predevsim pfi
ULO skladovani — vyssi enzymaticka aktivita), avSak jejich zvySeni bylo jen velmi
mirné. Nejvyssi hodnoty obsahu méla odriida Meteor u obou zptisobti skladovani
(skladovéani pifi nizké teploté- cca 30 pg/g), u této odridy vsSak doSlo k mirnym
poklestim oproti méfeni po tiimésicnim skladovani. Dale pak Rucla (okolo 13 ng/g) pii
skladovani v chladnych podminkach, Opal a Angold (okolo 13 pg/g) pti ULO
skladovani.

Floretin — nenachazel se u Zadné z odrud.

6.5.2 Porovnani jednotlivych odrid po 5 mésicich skladovani
Opal — Obsah fenolickych latek se po pétimésicnim skladovani navySoval (metabolické

procesy). Vyssi nartist obsahu byl nalezen u epikatechinu pii ULO skladovani.
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Gala — Obsah fenolickych latek se po pétimési¢nim skladovani vyrazné nelisil, pouze u
kys. chlorogenové doslo k vyraznéjSimu opétovnému zvyseni koncentrace (pfedevsim
pii ULO skladovani). Ostatni fenolické latky zaznamendvaly mirny narist nebo pokles
obsahu u obou typti skladovani.

Nikoleta — Tato odrida jiz nebyla méfena, byla vyfazena ze skladovani kvuli
plesnivéni.

Angold — Doslo k dalSimu mirnému navysSeni hodnot obsahu vSech fenolickych latek,
kromé epikatechinu, u kterého doslo naopak k poklesu obsahu. Nebyly zaznamenany
vyrazné rozdily mezi zpiisoby skladovani.

Rucla — U této odridy byly zaznamenany vyraznéjsi rozdily pouze u epikatechinu, kde
doslo k vyraznému nértGstu obsahu pfi skladovéni za nizkého pfistupu kysliku (cca
55 ng/g).

Lady Sylvia — U této odridy doslo k poklesu koncentraci vétSiny fenolickych latek u
obou zpiisobil skladovani. Vyrazny pokles byl u kyseliny chlorogenové a epikatechinu
pti ULO skladovani.

Meteor — U této odriidy byl nalezen pokles koncentraci u vSech fenolickych latek.
K nejvétsimu poklesu doslo u kys. chlorogenové a epikatechinu u obou typt skladovani.
Rubin — Byl zaregistrovan mirny nartist obsahu u vétSiny fenolickych latek. Snizeni
mnozstvi bylo nalezeno pouze u kyseliny chlorogenové a epikatechinu pti skladovani za
nizkych teplot.

Golden — Doslo ke snizeni koncentraci u vSech fenolickych latek. Nejvétsi pokles byl
zaznamenan u kys. chlorogenové a epikatechinu u obou typl skladovani.

Fragrance — Zde nebylo jednoznacné, zda po pétimési¢nim skladovani doslo ke
zvyseni &i snizeni obsahu fenolickych latek. Cast fenolickych latek zaznamenala

vzestup, jiné pokles.

6.5.3 Souhrn - obsah fenolickych latek po 5 mésicich skladovani
Souhrnné vysledky jsou hodnoceny z méfeni provadénych na kolon¢ Kinetex
C18. Po péti mésicich dochazelo jak k poklesu, tak nartistu obsahu fenolickych latek.
Nejveétsi pokles byl zaznamenan u epikatechinu, naopak k CastéjSim nartstim doSlo u
kvercitrinu a floridzinu.
Pokles fenolickych latek se nejvice projevil u odriid Meteor a Golden. Naproti
tomu vzrist stdle zaznamenavaly odridy Opal, Angold a Rubin (stalé probihajici

metabolické procesy).
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6.6 Obsah fenolickych latek po 7 mésicich skladovani

Tab. 15 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych

po 7 mesicich skladovani v chladu

Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (ng/ml)
Odrtda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 2,90 6,00 0,16 2,90 4,16 0,00
Gala 0,00 12,83 3,62 0,39 1,71 1,61 0,00
Angold 0,00 34,52 1,35 2,80 1,25 1,43 0,00
Rucla 0,00 1,67 3,96 0,21 0,75 1,00 0,00
Lady Sylvia 0,00 13,42 2,37 0,24 1,85 1,22 0,00
Meteor 0,00 4,84 7,52 1,61 5,82 3,20 0,00
Rubin 0,00 1,16 1,17 0,36 1,05 0,43 0,00
Golden 0,00 6,44 1,99 0,19 1,17 1,36 0,00
Fragrance 0,00 0,70 0,67 1,60 14,52 1,90 0,02
Tab. 16 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych
po 7 mésicich skladovani ULO
Kolona
Kinetex C18 Obsah fenolickych latek (pg/ml)
Odruda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 1,40 4,34 0,11 1,65 2,35 0,00
Gala 0,00 14,28 3,56 1,64 2,00 1,43 0,00
Angold 0,00 42,33 2,19 1,53 1,57 1,77 0,00
Rucla 0,00 0,99 4,68 0,13 0,73 1,29 0,00
Lady Sylvia 0,00 11,51 1,83 0,15 1,81 1,60 0,00
Meteor 0,00 4,58 4,69 0,90 2,89 2,09 0,00
Rubin 0,00 2,73 2,10 0,32 1,44 0,89 0,00
Golden 0,00 9,89 3,27 0,21 1,99 2,07 0,00
Fragrance 0,00 0,28 1,15 0,67 11,11 2,99 0,01

43




Tab. 17 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych

po 7 mesicich skladovani v chladu

Kolona

Luna Omega

Obsah fenolickych latek (ng/ml)

Polar C18
Odrtda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 3,21 3,69 0,16 2,51 3,24 0,00
Gala 0,00 14,85 2,71 0,70 1,39 1,41 0,00
Angold 0,00 39,51 0,77 2,68 1,10 1,29 0,00
Rucla 0,00 2,09 2,41 0,08 0,58 0,82 0,00
Lady Sylvia 0,00 15,72 1,36 0,18 1,52 1,04 0,00
Meteor 0,00 4,94 2,96 1,63 4,14 1,75 0,02
Rubin 0,00 1,39 0,35 0,35 0,70 0,18 0,00
Golden 0,00 6,61 0,79 0,08 0,96 0,78 0,00
Fragrance 0,00 0,45 0,35 2,13 12,32 1,00 0,03
Tab. 18 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek u riiznych odrid jablek mérenych
po 7 mésicich skladovani ULO
Kolona
Luna Omega Obsah fenolickych latek (pg/ml)
Polar C18
Odruda Kys. Kys. Epikatechin Rutin Kvercitrin | Floridzin | Floretin
gallova chlorogenova
Opal 0,00 1,77 2,30 0,13 1,39 1,94 0,00
Gala 0,00 16,53 2,41 1,48 1,64 1,39 0,00
Angold 0,00 48,09 1,02 1,35 1,14 1,58 0,00
Rucla 0,00 1,44 2,47 0,10 0,47 1,03 0,00
Lady Sylvia 0,00 13,11 1,01 0,19 1,56 1,31 0,00
Meteor 0,00 4,38 2,41 1,15 1,97 1,22 0,02
Rubin 0,00 291 0,74 0,39 1,02 0,38 0,00
Golden 0,00 10,12 1,14 0,15 1,69 1,17 0,00
Fragrance 0,00 0,32 0,26 0,81 9,06 1,72 0,00
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6.6.1 Porovnani obsahu fenolickych latek po 7 mésicich skladovani
Kys. gallova — nenachazela se u zadné z odrad.

Kys. chlorogenova — po sedmi mésicich skladovani doslo k vyraznému zvySeni
koncentraci u odrid Opal, Gala (nejvyraznéjsi narast — cca 65 pg/g), Rubin a Golden u
obou zptsobi skladovani. U ostatnich odrid doslo spiSe ke sniZzeni koncentrace kys.
chlorogenové.

Epikatechin — ve vétSin¢ piipadd dosSlo k poklesu obsahu této fenolické latky. Ke
zvySeni obsahu doslo u odridy Opal a Rubin pii skladovani za nizkych teplot, Gala
(méné nez 20 ng/g) a Golden u obou zpiisobii skladovani a k mirnému zvyseni obsahu
doslo u odrady Angold (pii skladovani ULO).

Rutin — ve vSech odridach se vyskytuje ve velmi malém mnozstvi. Nékteré odridy
zaznamenaly velmi mirny vzrist koncentraci, jiné pokles. V nejvys$$§im obsahu se
vyskytuje u odridy Angold (okolo 13 pg/g) a Meteor (cca 10 pg/g).

Kvercitrin — u této fenolické latky byl po sedmimési¢nim skladovani zaznamendn
ptevazné pokles obsahu. K vyraznym poklesiim hodnot obsahu doslo u odridy Meteor.
Pouze u odridy Fragrance stoupaly hodnoty obsahu velmi vyrazné (okolo 60 ng/g),
ztejm¢ zde doslo k chybé v analyze vzorku, vzhledem k ¢asové ndrocnému méieni a
provizornimu chlazeni autosampleru.

Floridzin — byl zaznamenan pfevazné pokles mnozstvi této fenolické latky. K nartstu
obsahu doslo u odrid Gala a Fragrance, avSak jejich zvySeni bylo jen velmi mirné.

Floretin — tato fenolicka latka nebyla detekovana u zadné z odrad.

6.6.2 Porovnani jednotlivych odrid po 7 mésicich skladovani

Opal — Obsahy fenolickych latek se po sedmimési¢nim skladovani navySovaly u vzorkt
jablek skladovanych v chladném prostfedi. U vzorkl jablek skladovanych ULO, byl
zaznamenan castéji pokles obsahu fenolickych latek.

Gala — U obou zplsobu skladovani byl zaznamendn nartist koncentraci fenolickych
latek. K nejvétSimu vzristu doslo u kys. chlorogenoveé.

Angold — Doslo ke sniZzeni obsahu vétSiny fenolickych latek. Nebyly zaznamenany
vyrazné rozdily mezi zpiisoby skladovani.

Rucla — Zde také doslo pfevazné k poklesu koncentraci vSech fenolickych latek. Mirny
narast byl zaznamenan pouze u kys. chlorogenové a epikatechinu pii skladovani v

chladu.
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Lady Sylvia — U této odridy nedoslo k vyrazné zméné¢ v mnozstvi fenolickych latek.
Pouze u kvercitrinu byl zaznamendn pokles mnozstvi této fenolické latky u obou
zpusobt skladovani.
Meteor — Po sedmi mésicich skladovani doslo k dalsimu vyraznéjSimu poklesu
mnozstvi fenolickych latek. Pouze u epikatechinu se nevyskytovaly vyrazngj$i zmény.
Obdobné tomu bylo u obou zpiisobii skladovani.
Rubin — Doslo k poklesu koncentraci vSech fenolickych latek u obou zpilisobu
skladovani.
Golden — U této odrudy nedoslo k vyraznéjsim zménam. Pouze u kys. chlorogenové a
epikatechinu doslo k nartstu hodnot obsahu, ptedevsim pii ULO skladovani.
Fragrance — pokles obsahu zaznamenaly kys. chlorogenova a epikatechin u obou typl
skladovani. Vyrazny naruast obsahu byl detekovan u kvercitrinu.

Nékteré vysledné hodnoty koncentraci a obsahu se odchyluji od ostatnich
vysledkd, divodem byla pravdépodobné dlouhd doba méfeni (cca 30 - 50 hodin),
vzorkd bylo velké mnozstvi, a proto mohlo dochazet k pomalému rozkladu latek u

pozd¢ji métenych extraktlh danych odrid.

6.6.3 Souhrn - obsah fenolickych latek po 7 mésicich skladovani

Po sedmi meésicich skladovani dochazi vétSinou k poklesu koncentraci
fenolickych latek nebo se jejich obsah neméni, jen v nékterych ptipadech dochézi stale
k narGstu (odridy Opal a Gala). Nejvétsi pokles mnozstvi fenolickych latek byl
zaznamenan u odriidy Meteor.

Obsahy fenolickych latek u vzorki jablek skladovanych v chladném prostiedi
jsou ve vétSin€ piipadl vyssi oproti hodnotam ziskanym z méfeni jablek skladovanych
za nizkého pfistupu kysliku. Skladovani v chladném prostiedi je pro uchovani obsahu
fenolickych latek méné u€inné a metabolické procesy zde probihaji ve vétsi mitfe. Proto
se ULO skladovani jevi jako vyhodné&jsi a SetrnéjSi pro uchovani hladin a stability
fenolickych latek.

Méteni bylo provadéno na obou kolonach se stejnymi extrakty, které byly
rozdéleny vzdy do dvou vialek pro méfeni na prvni 1 druhé kolon€. Pii porovnani
hodnot koncentraci mezi obéma kolonami je mozné pozorovat rozdil n€kterych hodnot
koncentraci ziskanych pii méfeni na koloné¢ Luna Omega Polar C18 oproti hodnotdm
ziskanym pii méteni na koloné Kinetex C18. Tyto hodnoty koncentraci se vSak nelisi

vyrazné.
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6.7 Celkovy souhrn
Obsah fenolickych latek v jablkach se odviji od odrudy jablka a jeho zptisobu

skladovani a zpracovani. Rozdily v obsahu fenolickych latek byly nalezeny jak pfi
porovnani jednotlivych odrid, tak pii porovnani doby a zpisobu skladovani u stejné
odrtdy. Podle koncentrace danych fenolickych latek u ptislusnych odrid, mizeme tyto
odrtdy jablek rozd¢lit podle jejich kvality a obsahu antioxidantii.

K poklestim koncentraci fenolickych latek zacalo dochézet ve vétsing ptipadi po
peti mésicich skladovani, at’ uz pii skladovani ULO nebo pii skladovani za nizké
teploty. Pti skladovani v chladném prostiedi byl pokles obsahu fenolickych latek
vyrazn€j$i (po vyrazngj$im ndardstu koncentraci fenolickych latek zplsobenym
uvolnovanim  z glykosidickych forem a enzymatickou aktivitou, dochazelo
k vyraznéjSim poklesiim obsahu fenolickych latek).

Na podminky skladovani byly nejvice citlivé kyselina chlorogenovd a
epikatechin, u téchto latek dochdzelo k nejvyraznéj$im narastim a poklesim
koncentraci vlivem doby a zplsobu skladovani. Fenolické latky kvercitrin a rutin
vykazovaly vyssi stabilitu.

Odridy, u kterych se vyskytoval pomérné vysoky obsah fenolickych latek a
které nejlépe zachovaly jejich obsah a tim i1 vysokou hladinu antioxidantii i po delsi
dobé¢ skladovani, byly odridy Angold, Gala, Lady Sylvia a Meteor (avSak u této odrudy
je s narUstajici dobou skladovani nejvice patrné kolisani koncentraci fenolickych latek).
Naproti tomu u odrid Fragrance, Rubin a Rucla jsou méfené fenolické latky zastoupeny
v menSim mnoZstvi, proto je miZeme oznacit jako méné kvalitni z hlediska obsahu

antioxidantu.
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6.7.1 Porovnani vybranych odrid

Pro porovnani stability fenolickych latek v prib&hu obou typu skladovani byly

vybrany odridy Angold a Meteor.

Angold

Tab. 19 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek mérenych na kolondach Kinetex C18

— skladovani pri nizkeé teploté

Angold
Chlazeny sklad
Koncentrace Kys. Kys. _ ) _ o o )
Epikatechin | Rutin | Kvercitrin | Floridzin | Floretin
ug/ml gallova | chlorogenova
Cerstve ovoce 0,00 19,92 1,14 0,38 1,21 2,72 0,00
3 mésice
0,00 4428 3,96 1,65 1,30 1,27 0,01
skladovani
5 mésict
0,00 46,98 1,97 2,60 3,19 1,97 0,00
skladovani
7 mésict
0,00 34,52 1,35 2,80 1,25 1,43 0,00
skladovani
Angold
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Obr. 13 Stabilita fenolickych latek u odriidy Angold skladované p7i nizké teplote




U odridy Angold dochéazelo k nejvétsimu vzestupu koncentraci po tfech a péti
mésicich skladovéani. Po sedmi mésicich skladovéani v chladicich skladech doslo ke
snizeni koncentraci fenolickych latek. Tato odrida je pomérné bohatd na obsah
fenolickych latek. Ve velmi vysokych koncentracich je zde obsazena kyselina
chlorogenova, kterda ma zde nejvyssi hodnoty ze vSech zkoumanych odrid jablek (az
nad 200 pg/g). Ve vys$im mnozstvi v porovndni s ostatnimi odridami je zde obsazen i
rutin.

Pti porovnani hodnot koncentraci naméienych na obou kolonach, je mozné vidét
mirné odchylky u kyseliny chlorogenové po tfech mésicich skladovani a epikatechinu
po tfech a péti mésicich skladovani.

Na Obr. 13 je dobfe zachycena pfevaha kyseliny chlorogenové nad ostatnimi
latkami. Ostatni fenolické latky jsou obsaZeny v menSim mnoZstvi v porovnani s kys.

chlorogenovou a jejich mnozstvi jen mirné narista nebo klesa.

Tab. 20 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek meérenych na kolondch Kinetex C18
- skladovani ULO

Angold - ULO
ULO skladovani
Koncentrace Kys. Kys. ) ] ] o o ]
Epikatechin | Rutin | Kvercitrin | Floridzin | Floretin

ug/ml gallova chlorogenova
Cerstvé ovoce 0,00 19,92 1,14 0,38 1,21 2,72 0,00
3 mésice

0,00 47,85 3,95 2,63 1,73 1,49 0,14
skladovani
5 mésicu

0,00 52,81 1,39 3,00 2,41 2,57 0,00
skladovani
7 mésicu

0,00 42,33 2,19 1,53 1,57 1,77 0,00
skladovani
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Obr. 14 Stabilita fenolickych latek u odridy Angold - skladovani ULO

Skladovani za nizkého pfistupu kysliku vedlo k udrzeni vysSich koncentraci
fenolickych latek u odridy Angold. ZvySeni oproti hodnotdm ziskanym pii méfeni
jablek skladovanych v chladu ale nebylo vysoké. Ke zvySeni obsahu fenolickych latek
doslo predevsim po tfech a péti mésicich skladovani a po sedmi mésicich skladovani
zacalo dochazet k poklesu téchto latek.

Obr. 14 — stabilita fenolickych latek odridy Angold skladované v ULO
podminkach se podoba Obr. 13 (stabilité¢ fenolickych latek ziskané métenim vzorki
odridy Angold skladovanych v chladicich skladech). Ale je patrny rychlejsi pokles
hladiny kyseliny chlorogenové po sedmi mésicich pii skladovani v chlazeném skladu v

porovnani s ULO podminkami.
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Meteor

Tab. 21 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek meérenych na kolondch Kinetex C18

— skladovani pri nizkeé teploté

Meteor
Chlazeny sklad
Koncentrace Klys. Klys.
Epikatechin | Rutin | Kvercitrin | Floridzin | Floretin
pg/ml gallova | chlorogenova
Cerstvé ovoce 0,00 2,28 1,06 0,31 1,27 1,06 0,00
3 mésice
0,00 16,39 22,89 1,16 9,83 6,65 0,01
skladovani
5 mésict
0,00 9,00 8,43 1,12 8,51 6,16 0,01
skladovani
7 mésici
0,00 4,84 7,52 1,61 5,82 3,20 0,00
skladovani
Meteor
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Obr. 15 Stabilita fenolickych latek u odridy Meteor skladované pri nizké teploté

Odrida Meteor obsahuje velké mnozstvi fenolickych latek. K nejvys$Sim

nartistim koncentraci fenolickych latek dochazi po tfech mésicich skladovani, poté

jejich obsah mirn€¢ klesd. NejvySSich koncentraci dosahuje epikatechin (vice nez

100 pg/g) a kyselina chlorogenova (okolo 80 pg/g). Ve srovndni s jinymi odridami
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obsahuje 1 vysoké mnozstvi kvercitrinu, floridzinu a rutinu. Na Obr. 15 je znazornén

nartist i pokles jednotlivych fenolickych latek.

Tab. 22 Koncentrace jednotlivych fenolickych latek mérenych na kolondch Kinetex CI18
— skladovani ULO

Meteor - ULO
ULO skladovani
Koncentrace Klys. Klys.
Epikatechin | Rutin | Kvercitrin | Floridzin | Floretin
pg/ml gallova | chlorogenova
Cerstvé ovoce 0,00 2,28 1,06 0,31 1,27 1,06 0,00
3 mésice
0,00 12,6 13,25 2,05 7,23 3,66 0,00
skladovani
5 mésicu
0,00 7,11 4,34 2,04 5,71 2,76 0,01
skladovani
7 mésicu
0,00 4,58 4,69 0,90 2,89 2,09 0,00
skladovani
Meteor ULO
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Obr. 16 Stabilita fenolickych latek u odriidy Meteor - skladovani ULO

Pti skladovani za nizkého pfistupu kysliku (ULO skladovani) nedochéazelo k tak

vysokym narGstim a poklesim fenolickych latek, jako tomu bylo pii skladovani

v chladu (lepsi pro udrzeni obsahu fenolickych latek). I zde dosahovaly fenolické latky

nejvyssich hodnot koncentraci po tfimésicnim skladovani, poté dochazelo k jejich

ubytku. Opét 1ze na Obr. 16 dobfe vidét narist a pokles jednotlivych fenolickych latek.
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6.7.2 Porovnani obsahu fenolickych latek

Pro porovnani obsahu fenolickych latek byla vybrana kyselina chlorogenova,

ktera vykazovala vysoky obsah u vSech sledovanych odrad.

Kyselina chlorogenova

Tab. 23 Koncentrace kyseliny chlorogenové mérenych na kolonach Kinetex C18 u

Jjednotlivych odriid skladovanych pri rozdilnych podminkach

Kyselina
Skladovani v chladu (m¢s.) Skladovani ULO (mégs.)
chlorogenova
Koncentrace
0 3 5 7 0 3 5 7
ug/ml
Opal 0,92 0,27 0,51 2,90 0,92 0,21 1,08 1,40
Gala 10,49 4,77 5,70 12,83 10,49 5,42 9,24 14,28
Angold 19,92 44,28 46,98 34,52 19,92 47,85 52,81 42,33
Rucla 2,97 1,83 1,11 1,67 2,97 1,97 1,82 0,99
Lady Sylvia 6,60 14,19 13,65 13,42 6,60 30,14 11,20 11,51
Meteor 2,28 16,36 9,00 4,84 2,28 12,60 7,11 4,58
Rubin 0,79 1,16 2,79 4,75 0,79 2,77 4,21 1,35
Golden 3,13 18,10 6,00 6,44 3,13 13,21 8,97 9,89
Fragrance 0,27 0,09 0,38 0,70 0,27 1,86 2,10 0,28

V Tabulce 23 jsou uvedeny koncentrace kyseliny chlorogenové ziskané z méteni
na kolon¢ Kinetex C18 vSech testovanych odrud jablek u obou zptsobt skladovani. Uz
na prvni pohled z ni vyplyva, Ze tato fenolicka latka se v jablkdch nach4zi v pomérné
zna¢ném mnoZzstvi, nejvyssi obsah kyseliny chlorogenové se nachézel u odridy Angold.
Vys8i mnozstvi kyseliny chlorogenové se déle vyskytovalo u odriid Gala, Lady Sylvia a
Golden. Pii porovnani koncentraci ziskanych riznym zpusobem skladovani, nebyly
zaznamenany vyrazn€j$i odchylky, proto nelze jednoznacné fict, ktery zplsob
skladovani je vyhodné;jsi pro udrZeni obsahu této fenolické latky.

Na Obr. 17 a 18 lze snaze porovnat koncentrace kyseliny chlorogenové u
jednotlivych odrtid ptfi razn€ dlouhém skladovani. U vétSiny odrad dochézelo
k nejvétsim narastim koncentraci kyseliny chlorogenové po tfech mésicich skladovani,
poté jeji obsah u nékterych odrid stale stoupal, u dalSich zacal postupné klesat, avSak
jeji obsah ani po sedmi mésicich skladovéani neklesl pod urovei, které dosahoval u

Cerstvého ovoce, vyjimku tvoii odrida Rucla.
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Obr. 17 Koncentrace kyseliny chlorogenové v riiznych odridach jablek skladovanych
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Obr. 18 Koncentrace kyseliny chlorogenové v riiznych odridach jablek pri ULO
skladovani
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7 Zavér

Pomoci HPLC metody byly stanovovany a hodnoceny hladiny zvolenych
fenolickych latek v homogenizovanych extraktech deseti vybranych odrad jablek.
Hladiny fenolickych latek byly stanoveny v Cerstvém rostlinném materidlu a po 3,5 a 7
mésicich skladovéani v chladném prostfedi a za ultra-nizkého pfistupu kysliku. HPLC
metoda je vhodnou metodou pro stanoveni téchto latek.

Vzorky byly méfeny na koloné Kinetex C18 (kolona s povrchové poréznimi
Casticemi) a na koloné Luna Omega Polar C18 (kolona s pln€ poréznimi ¢asticemi). Pro
lepsi opakovatelnost plochy piku se pro samotné hodnoceni vyuzivaly vysledky ziskané
meéfenim na koloné Kinetex C18.

Z vysledkli méteni vyplyva, Ze obsah fenolickych latek v jablkdch zavisi na
jejich odrad¢, skladovani a zpracovani. Rozdily mezi odriidami byly vyznamné jak
v puvodnim, cerstvém rostlinném materialu, tak s odstupem casu skladovani.
Koncentra¢ni urovné pfislusnych fenolickych sloucenin lze pouzit k rozliSeni kvality
jednotlivych odrid. Vys$$i mnozstvi fenolickych latek obsahovaly odridy Angold,
Meteor a Lady Sylvia. Na podminky skladovani byly, co se tyce fenolickych latek,
nejvice citlivé kyselina chlorogenova 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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