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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Be. Kristyna Silhava

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Anezka Adamcova

Nézev: Sledovani profilu fenolickych latek v riznych ¢astech jabloni pomoci HPLC

V této diplomové praci byla provedena kvantitativni analyza fenolickych
slouCenin v deseti riznych odridach jabloni. Konkrétné bylo sledovdno zastoupeni
floridzinu, floretinu, rutinu, kvercitrinu a kyseliny chlorogenové. U kazdé odrudy byly
analyzovany extrakty pupent, kvétt, listi a kliry ve Ctyfech riznych vegetacnich
obdobich. Déle se sledovalo zastoupeni fenolickych latek ve vzorcich Stépky.
Stanovované analyty vykazovaly rtizny obsahovy profil v zdvislosti na zkoumaném
materidlu, odrid¢ jablek a obdobi, ve kterém byl proveden jejich odbér. Dominantni
sloZku ve vSech odriidach a ve vSech materialech tvoftil floridzin. Nejvyssi celkovy obsah
fenolickych latek v odpadnich produktech jabloni byl naméfen v listech v jarnim obdobi

bfezen-duben 2020 v odridé "Rubinstep’.

Diplomova prace se zabyva aplikaci vyvinuté a validované HPLC-DAD metody
na velkém mnozstvi extraktl. Pro separaci jednotlivych analytti byla zvolena kolona
YMC-Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm % 5um, 8 nm). Byla vyuzita gradientova eluce
amobilni faze byla tvofend organickou sloZkou acetonitrilem a vodnou sloZkou
s kyselinou fosforecnou. Detekce byla provedena pomoci DAD detektoru pii vinovych
délkach 280 nm, 327 nm a 354 nm. Teplota kolonového prostoru byla nastavena na 30 °C,

nastfik byl 1 pl a pritokova rychlost 1 ml/min.

Teoretickd cast zahrnuje studie zabyvajici se farmakologickym ucinkem
floridzinu na rGzna chronickd onemocnéni a jsou zde uvedeny dostupné dopliiky stravy

obsahujici floridzin a pfibuzné latky.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Be. Kristyna Silhava

Supervisor: doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Consultant: Mgr. Anezka Adamcova

Title of Diploma Thesis: Monitoring the profile of phenolic substances in different parts
of apple trees by HPLC

This diploma thesis covers the performance of a quantitative analysis of phenolic
compounds in ten different cultivars in Malus. Specifically, the presence of phloridzin,
phloretin, rutin, quercitrin and chlorogenic acid was monitored. Extracts of buds, flowers,
leaves and bark in each species were analyzed during the four different vegetation
periods. Further, the presence of phenolic compounds in samples of wood chips and fruits
was monitored. The determined analytes displayed a different content profile depending
on the plant material, apple cultivar and the period in which they were collected. Except
for fruits, phloridzin was the dominant component in all varieties and in all materials.
The highest total concentration of phenolic compounds was found in the leaves in the

spring March-April 2020 in species 'Rubinstep .

This diploma thesis used a developed and validated HPLC-DAD method for
a large number of extracts. A YMC-Triart C18 ExRS column (150 x 4.6 mm % 5 um,
8 nm) was chosen to separate the individual analytes. The gradient elution was used. The
mobile phase consisted of the organic part of acetonitrile and the water part consisted
of the phosphoric acid. The detection was performed using a DAD detector
at wavelengths 280 nm, 327 nm and 354 nm. The temperature of the column oven was

30 °C, injection volume was 1 ul and flow rate of mobile phase was 1 ml/min.

The theoretical part includes studies of the pharmacological effect of phlorizin
on various chronic diseases. Dietary supplements with a beneficial effect based

on phloridzin and other compounds are mentioned.
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1 Seznam pouzitych zkratek

ACN
DAD
DM
FIA
GLUT
HDL
HPLC
CHOL
IFN
IL
LDL
MetOH
MF
SF
SIC
SGLT
TAA
TAG
TNF
uv
VIS

acetonitril

detektor s diodovym polem
diabetes mellitus

pratokova injek¢ni analyza
glukézovy transportér

lipoprotein s vysokou denzitou
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
cholesterol

interferon

interleukin

lipoprotein s nizkou denzitou
methanol

mobilni faze

stacionarni faze

sekven¢ni injekéni chromatografie
sodikovo-glukozovy transportér
celkova antioxidac¢ni aktivita
triacylglyceroly

tumor nekrotizujici faktor
ultrafialové zatfeni

viditelné zareni



2 Uvod

Jablong jsou vyznamné a v Ceské republice nejvice rozsifené ovocné stromy
z ¢eledi rizovitych. Dortstaji do vysky az 15 metrii a dozivaji se i vice nez 100 let.
Z posledniho Setfeni Ceského statistického ufadu (CSU) z roku 2017 jsou péstované
na celkové plose 7 819 ha (47,6 %) s primérnou hustotou 1 322 jabloni na hektar [1].
Jak vyplyva z této diplomové prace, kazdy strom piredstavuje doposud nevyuzivany

zemédelsky a hojné se vyskytujici material s potencidlnim vyuzitim.

Jablka obsahuji vitaminy, [-karoten, mineraly, zdkladni stopové prvky,
polyfenolické slouceniny, vldkninu a dalsi biologicky aktivni slouceniny [2]. Chemické
sloZeni jablek a Uc¢inky na zdravi jiz byly dikladné zkoumény v n€kolika védeckych
publikacich. Bohuzel ne stejné publicité se tesi védecké publikace, které se zabyvaji
zkouménim chemického sloZeni a biologického a farmaceutického vyuziti nejedlych ¢asti

jabloni jako jsou listy, kiira, pupeny nebo kvéty.

Na rozdil od plodii akumuluji jable¢né listy vysoké mnozstvi floridzinu a v listech
tvoii majoritni fenolickou slouc¢eninu. Vzhledem k vysoké koncentraci fenolickych latek
v téchto odpadnich produktech a jejich prospéSnym U¢inklim na organismus by bylo
vhodné tento material uplatnit pro dalSi I€kafské, potravinaiské, kosmetické,

farmaceutické a védecké ucely [3].

Ke stanoveni fenolickych latek v rostlinnych matricich se nejCastéji vyuziva
vysokoucinna kapalinové chromatografie (HPLC) s riznymi zptsoby detekce [4]. HPLC
metoda byla pouzita i v této diplomové praci pro sledovani profilu fenolickych latek

ve vybranych odriidach jablek a odpadniho materialu z jabloni.
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3 Zadani a cil prace

Zadanim této diplomové prace bylo stanoveni hlavnich fenolickych latek
(floridzinu, floretinu, rutinu, kvercitrinu a kyseliny chlorogenové) v biomase jabloni
(pupeny, kvéty, listi, ktira, §t€épka) pomoci vyvinuté a validovan¢ HPLC-DAD metody.
Porovnani fenolického profilu probéhlo u 10 odrad: "Topaz’, 'Golden Delicious’,
"Angold’, "Meteor’, ‘Melrose’, 'Fuji’, ‘Bracburn’, "Lady Silvia’, "Rubinstep” a "Rubin’
v obdobich bfezen-duben, Cerven, srpen a listopad 2020. Cilem je urcit typ materilu,

odridu a obdobi s nejvyssim mnozstvim fenolickych latek.

Teoretickd ¢ast se s vyuzitim nejnovéjSich védeckych studii zabyva zakladni
charakteristikou stanovovanych fenolickych latek, jejich vyuzitim ve farmaceutickém

primyslu a moZznostmi stanoveni fenold, predevs§im floridzinu.
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4 Teoreticka cast

4.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou slouCeniny, které tvoii velmi rozsifenou skupinu latek.
V soucasné dobé¢ je zndmo vice nez 8 tisic fenolickych slouc¢enin. Jedna se o sekundéarni
metabolity rostlin, které jsou syntetizovany pomoci Sikimatové a fenylpropanoidové
cesty. Fenolické latky jsou tvofeny jednim nebo vice aromatickymi kruhy s riiznym
poctem hydroxylovych skupin. Tvofi podstatnou soucdst rostlinné potravy. Ovoce
a zelenina obsahujici tyto slozky pfispivd kudrzeni lidského zdravi a prevenci
chronickych onemocnéni jako je obezita, cukrovka ¢i kardiovaskuldrnich
onemocnéni [5]. Pfitomnost téchto sloucenin ve strave ovliviiuje funkci plic, zdravi kosti,
regulaci hmotnosti, snizuje riziko koronarnich onemocnéni a chrani pted
neurodegeneraci. Tyto latky hraji také vyznamnou roli u samotnych rostlin, kde maji vliv
na jejich rast a reprodukei, poskytuji ochranu ptred sktidci a patogeny. Bylo zjisténo, ze
po napadeni jabloni patogennimi bakteriemi nebo houbami doslo ke zménam v obsahu
fenolickych latek, zejména u floridzinu a floretinu [6]. Pfispivaji také k barevnym
a senzorickym vlastnostem rostlinnych druhii, dodéavaji charakteristické zbarveni, chut
avuni. V pfipadé¢ enzymatickych reakci katalyzovanych polyfenoloxiddzou mize
dochazet k nezddoucimu hnédnuti a ztraté chuti a zivin v ovoci i zelening€ [7]. VétSina
fenolickych latek ma antioxidaéni aktivitu, kterd vede k protizanétlivym,
antitrombotickym, antiaterogennim, neuroprotektivnim, protinadorovym,
antidiabetickym a kardioprotektivnim u¢inkiim. V alternativnim 1é¢itelstvi se ptirodni
polyfenoly vyuzivaji ve form¢ extrakti k 1é¢bé onemocnéni zazivaciho, cévniho,
vyluc¢ovaciho €i dychaciho Ustroji, v dermatologii a pfi protinddorové terapii. Mnoho
fenolickych sloucenin v potravindch ma inhibi¢ni u¢inky na mutagenezi a karcinogenezi
[8]. Pozorovany byly také pozitivni ucinky fenolickych latek na atrofii kosterniho
svalstva, kde dochazelo k prevenci tibytku svalové hmoty [9]. Uginky tchto slou¢enin
zavisi na jejich dennim pfijatém mnozstvi a jejich biologické dostupnosti. Biologicka
dostupnost také zavisi na nékolika faktorech. Prvnim je struktura a slozeni fenolickych
latek, dale technologické zpracovani potravin, dalsi faktor souvisi konktrétné s clovékem
a jeho zdravotnim stavem, aktivitou enzyml a pohlavim, poslednim faktorem

je dostupnost potravin [10]. Kromé potravinovych vyrobktl se fenolické latky vyuzivaji
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k vyrobé kosmetickych piipravkll a doplikt stravy. Napiiklad floretin a arbutin

se vyuzivaji jako ptirodni bélici prostiedky pokozky [6, 82].
4.2 Fenolické latky v jabloni

Jablka jsou bohatym zdrojem fenolickych latek. Hlavnimi fenolickymi latkami
jsou kvercetin a jeho glykosidy, katechin, epikatechin, kyselina chlorogenova, kvercitrin,
floridzin a jeho derivaty [11]. Kvantitativni a kvalitativni profil fenolickych latek
v jablcich se lisi v zavislosti na jejich odrid€, zemi péstovani €i jejich osetfovani [12].
Také zralost plodi miize vyznamné ovlivnit chemické slozeni, obsah fenolickych latek

a jejich antioxidac¢ni aktivitu [10, 13].

Fenolické latky jsou bohaté zastoupené i v rostlinnych organech. Stejné jako
uplodii se u téchto rostlinnych casti lisi jak kvalitativni, tak kvantitativni profil
fenolickych latek u riznych odrid a riznorodé je i jejich uplatnéni v lécitelstvi.
V jable¢nych listech je nejvétsi zastoupeni floridzinu [85]. Podle studie Yildirim a kol.
(2017) je v kvétech nejvice zastoupena kyselina chlorogenova. V nasi studii byl majoritni
fenolickou latkou floridzin, ktery ve zminéné studii v kvétech stanovovan nebyl. DalSimi
vyznamnymi slouceninami v kvétech jsou napiiklad: apigenin, kvercetin, kyselina

kofeinova, kyselina p-kumarova, a kyselina gallova [14].

Slozeni starych odrid v porovnani snovymi neni jednoznacné. Prikladem
je vyzkum, kde kiira a §t’dva ze staré Spanélské odriidy "Verde Doncella” méla niZsi obsah
fenolickych latek ve srovnani se soucasnou odridou 'Red Delicious” [19]. Jind studie
vSak potvrdila vyssi vyskyt fenolickych latek u starych odriid oproti “Golden Delicious’
¢1 "Granny Smith” [15]. V této diplomové praci bylo analyzovano mnozstvi fenolickych
latek ve tiech starych odriidach. Ukéazalo se, Ze odriida "Sampatiské reneta’ obsahovala

az na jednu vyjimku vice fenolickych slou¢enin nez ostatni nov¢jsi odridy.
4.3 Stanovované fenolické latky a jejich vlastnosti

4.3.1 Floridzin

Molekulovy vzorec: C21H24010 [16]

Strukturni vzorec:
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HO OH OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec floridzinu [17]

Glykosid floridzin, oznacovany také jako floretin-2’-p-D-glukopyranosid,
je ptirodni fenolickd latka, ktera se fadi mezi dihydrochalkony. Floridzin je tvotfeny
z floretinu tak, ze pii syntéze dojde k navazani gluk6zové skupiny na floretin (floretin
je aglykon floridzinu) [18]. Floridzin byl poprvé izolovéan z ktiry jabloni [19]. Je hojné
zastoupeny v ruznych rostlinach zceledi Rosaceae a FEricaceae [20], nejvySsi
koncentrace se vSak nachéazi v prvotnich stadiich vegeta¢niho obdobi v listech ¢i ke
jabloni [21], jak dokazuje i tato diplomova prace. V plodech je koncentrace floridzinu
o néco bohatsi zastoupeni [22]. Jeho mnozstvi se znatelné méni v zavislosti na ro¢nim

obdobi, typu materialu a v jednotlivych odridach.
Vlastnosti floridzinu

Floridzin je pfi pokojové teploté stala bila az zluta krystalicka latka pevného
skupenstvi, hotké chuti. Prispiva k charakteristické vini jablecného mostu. Je Spatné
rozpustny v etheru a teplé vodé&. Floridzin je relativné stabilni slouceninou. Jeho teplota
tani je 110 °C a rozklada se pfi teploté¢ nad 200 °C [23]. Floridzin je tvofen dvéma
benzenovymi jadry s navazanymi hydroxylovymi skupinami. Mezi sebou jsou jadra
spojena tfi uhlikatym fetézcem, na kterém je dvojna vazba s navazanym kyslikem

(Obrazek 1).
Floridzinem proti obezité

Obezita je celosvétovym zdravotnim problémem u dospélych i déti a Gzce s ni
souvisi metabolické poruchy jako inzulinova rezistence, cukrovka, hypertenze, zanét
nebo dyslipidémie. Ve studiich se védci zabyvali zkoumdnim stravy obohacené

o floridzin na obezitu vétSinou u mysi.
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V jedné studii byl zkouman ucinek floridzinu u obéznich mysi, kde byli samci
rozdeleni do tfi skupin a po dobu 16 tydnl jim byla podévana ptislusné strava. Prvni
skupina dostavala normalni stravu s 5 % tuku, druha skupina dostavala stravu s vysokym
obsahem tuku (20 %) a tfeti skupin¢ se podéavala strava bohatd na tuky s pfidanym
floridzinem. M¢tily se hodnoty celkového CHOL, TAG, HDL, LDL, volné mastné
kyseliny, hladiny inzulinu a glukagonu, leptinu, adipsinu, TNF, IFN a IL. Vysledkem
bylo vyznamné snizeni visceralniho tuku a celkové hmotnosti bilé tukové tkané. Dale

doslo ke snizeni hladiny prozanétlivych adipokinti, TNF-a, interferonu a IL-6 [63].

Vysledky studii naznacuji, ze floridzin mize byt prospé$ny pro prevenci obezity,

steatozy jater, zdnétu, inzulinové rezistence a jinych komplikaci [24, 25, 26, 60].
Floridzinem proti diabetu typu 2

Diabetes mellitus (DM) je chronické metabolické onemocnéni charakterizované
neschopnosti zpracovavat glukozu. Toto onemocnéni je obvykle spojené s dalSimi
komplikacemi jako je obezita, hypertenze, metabolicky syndrom ¢&i rdzna
kardiovaskularni onemocnéni. Pfi tomto onemocnéni dochédzi k dysfunkci B-bunék
pankreatu, které maji za kol vyluCovat inzulin, ktery sniZzuje hladinu glukoézy v krvi.
Velky vliv na prevenci a 1é€bu maji nutriéni faktory. Konzumace ovoce, zejména ovoce
bohaté na fenolické latky, je spojené s niz$im rizikem vyskytu DM u populace [27]. Bylo
provedeno velké mnoZstvi studii [28, 29, 60], které se zabyvaly pfiznivym U¢inkem
floridzinu na DM. Hlavnim biologickym uc¢inkem floridzinu je kompetitivni inhibice
absorpce glukozy ve stievé a resorpce glukézy ledvinami prostiednictvim transportérii
glukozy SGLT1 a SGLT2 v proximalnich tubulech ledvin, ¢imz dochéazi ke snizeni
hladiny gluk6zy v plazmé. Déle byl pozorovan piiznivy ucinek floridzinu pfi prevenci
proteinurie, hypertenze, hyperfiltrace a hypertrofie ledvin u mysi s vyvolanym

onemocnénim [23].
Floridzinem proti osteoporoze

Osteopordza je chronické onemocnéni kosti, které se projevuje redukci kostni
tkan€ a zvySenym rizikem zlomenin. Dochézi pfi ni k nerovnovaze mezi novotvorbou
a ubytkem kostni hmoty. Hlavni pfi¢inou a rizikovymi faktory tohoto onemocnéni jsou
nedostate¢ny piijem vapniku z potravy, nedostatek vitaminu D, vék a pohlavi (ohrozené
jsou hlavné zeny) [30]. Vzhledem k tomu, ze fada 1¢kii vykazovala nezddouci ucinky,

bylo nutné hledat alternativni cestu k terapii tohoto onemocnéni. Vyzkumy [31, 32]
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popisuji pfiznivé t€inky polyfenolickych latek na zdravi kosti. Tyto latky stimuluji tvorbu
kosti a brani tubytku kostni hmoty. Byly také pozorovany ucinky floretinu
na postmenopauzalni osteoporézu zplsobenou nedostatkem estrogenu zpomalenim

aktivace osteoklastil. Osteoklasty odbouravaji kostni tkan [30].

=)

alSi ucinky floridzinu

FARMAKOLOGICKE UCINKY FLORIDZINU

Ochrana jater

* Pomaha Iécit poskozena jatra a sniZuje riziko dalSiho poskozeni zplsobené
chemickymi latkami
¢ Zmirfiuje steatdzu a fibrézu jater

Ochrana proti rakoviné

e Zpomaluje rlst rakovinovych bunék
* Plisobi preventivné proti rakoviné klze, prsu, tlustého streva a plic

Ochrana srdce

e Prevence proti aterosklerdze, ICHS a dalsim kardiovaskuldrnim onemocnénim
* Prevence hypertenze

Redukce cholesterolu

* Regulace metabolismu lipidQ
* Pomaha zvysit hladiny HDL a sniZit celkovy cholesterol

Zpomaleni starnuti a antioxidac¢ni ucinky

* Podporuje zdravi bunék kiiZze, podporuje rist vlasd
¢ Plsobi proti volnym radikalim

Antimikrobidlni aktivita

* Pfiznivé Ucinky proti bakterialnim kmentm Staphylococcus aureus, Enterococcus
feacalis a Candida glabrata

Protizanétlivé ucinky

* SniZzeni exprese prozanétlivych cytokind

Neuroprotektivni ochrana, zlepseni paméti

Imunomodulaéni a radioprotektivni Uc¢inky

Tabulka 1: Farmakologické ucinky floridzinu [23]



Floridzin byl ve svych pocatcich nejcastéji pouzivan pii 1écbé horecky, infekénich
chorob a proti malarii. Nasledovaly dalsi vyzkumy, diky kterym se floridzin zatadil
na seznam potencialnich 1é¢ivych ptipravki, naptiklad proti zminénému DM, z divodi
inhibi¢ni aktivity na SGLT1 a SGLT2. Uvadi se vSak, ze ma i urcitd omezeni jako
je Spatnd absorpce ve stfevé Ci nizkd biologickd dostupnost. V tenkém stievé savcl
se nachdzi enzym laktaza-floridzinhydroldza, ktery se podili na pfeméné floridzinu
na floretin a v disledku toho se poté do krve dostava mensi mnozstvi ptivodné piijaté
latky. Dalsi studie naznacuji mozné vyuziti v kosmetickém ¢i potravinarském prumyslu

jako konzervacni a ptidatné latky [23].
4.3.2 Floretin

Molekulovy vzorec: C1sH140s5 [33]

Strukturni vzorec:

O OH

HO HO OH

Obrazek 2: Strukturni vzorec floretinu [17]

Floretin, aglykon floridzinu, je pfirodni fenolickd sloucenina, ktera patii
do skupiny dihydrochalkonti. Floretin je slouc¢enina se spoustou pozitivnich biologickych
ucinkl jako naptiklad antioxida¢ni, antibakteridlni, protizanétlivé, antikarcinogenni,
hepatoprotektivni ¢i antivirové ucinky, které zabraiiuji navazani a replikaci virti. Floretin
ma také schopnost zvysit fluiditu biologickych membran a tim zvySit penetraci

podavanych 1&ki [34, 35].
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4.3.3 Rutin

Molekulovy vzorec: C27H30016[36]

Strukturni vzorec:

Obrazek 3: Strukturni vzorec rutinu [17]

Rutin, zndmy také jako rutosid ¢i vitamin P, se fadi mezi flavonoly [37], coz jsou
latky, které se vyskytuji v rostlindch (hlavné v listech, kvétech, kiife a slupce) jako
barevné pigmenty [38]. Rutin je glykosid, ktery vznik4 spojenim rutin6zy a kvercetinu
[36]. Je to vyznamny antioxidant s fadou farmakologickych ucinkt, vyuziva se pii 1écbé
ruznych chronickych onemocnéni jako napiiklad diabetes, rakoviny nebo hypertenze,
pomaha zlepSovat elasticitu cév a snizuje fragilitu kapilar [39]. Jeho nevyhodami jsou
omezena biologickd dostupnost z ditvodu jeho nizké rozpustnosti ve vodé a Spatné

stability [40]. V tabulce jsou stru¢né shrnuty jeho farmakologické ucinky.
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FARMAKOLOGICKE UCINKY RUTINU

Centralni nervova soustava

* Neuroprotektivni Géinek na ischemii mozku
* Antidepresivni ucinky
* Lécba hyperkinetické pohybové poruchy

Endokrinni systém

¢ Antidiabetické Gcinky
* Antihypercholesterclemické ucinky
* Podpora absorpce jodidu Stitnou Zlazou

Kardiovaskularni systém

¢ Antihypertenzni Géinek
» Kardioprotektivni tGcinek

Gastrointestinalni systém

* Proti Zalude¢nim viedim

Dychaci systém

* Antiastmaticka aktivita

Reprodukéni systém
* Vliv na kvalitu spermii a muzské reprodukéni organy
Dalsi

¢ Protinadorové, antibakterialni,antivirové, antiretrovirové, antimalarické a antifungalni
* Pfiatopické dermatitidé, proti inavé, hojeni ran, imunitni Gcinky

* Hepatoprotektivni a nefroprotektivni aktivita

» Analgetické a antiarthritické ucinky, antiosteoporotické ucinky

Tabulka 2: Farmakologické ucinky rutinu [37, 41]

Rutin je casto vyuzivany v kosmetickém, chemickém ¢i farmaceutickém
primyslu, kde je slozkou dopliki stravy ¢asto v kombinaci s vitaminem C. Flavonoidy
mayji také fotoprotektivni charakter, vyzkum naptiklad popisuje potencialni vyuziti rutinu
v opalovacich krémech [42], dale naptiklad ve formé& barviv, konzervacnich latek nebo
stabilizatorti jako soucést potravinového primyslu [84]. V jedné studii byl zkouman
potencialni U¢inek rutinu na inhibici dilezitych proteinit SARS-CoV-2. Studie tohoto
typu by mohly byt odrazovym mistkem pro vyvoj novych terapeutik pro 1écbu
onemocnéni COVID-19 [43].
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4.3.4 Kbvercitrin

Molekulovy vzorec: C21H20011 [44]

Strukturni vzorec:

HO O

OH

OH

Obrdzek 4: Strukturni vzorec kvercitrinu [17]

Kvercitrin je ptirodni flavonoid Zluté barvy, ktery se bézné vyskytuje v kvétinach,
listech a plodech riznych rostlin [45]. Ziskava se Casto z kliry rtiznych druhi dubt [46].
Jedna se o glykosid hotké chuti, jehoz hydrolyzou vznika dal$i rozSitend fenolicka latka
kvercetin. Kvercitrin je tvofeny dvéma benzenovymi kruhy a velkym mnoZstvim
hydroxylovych skupin (Obrazek 6), diky kterym je vysoce polarni. V kombinaci s jinymi
ma dale pozitivni G€inky na rast vlas tim, Ze stimuluje energeticky metabolismus
v mitochondriich a pomaha zvySovat produkci ristovych faktorii, které jsou nezbytné
pro rist vlast [48]. Kvercitrin také vykazuje biologické ucinky na kosti a gingivalni
buniky. Ve studii byl hodnocen vliv titanovych implantati kovalentné potazenych
kvercitrinem na aktivitu osteoklastli. U né&kterych pacientd s riznymi periodontalnimi
onemocnénimi, se zhorSenym hojenim kosti, u star§i populace trpici cukrovkou,
osteopordzou ¢i jinymi potizemi dochazi k nepfijeti zubnich implantathi. Takto potazené
implantaty nevykazovaly zaddné cytotoxické G¢inky a mohly by byt vyuZivany v praxi

prave pro pacienty s potizemi piijmout klasicky zubni implantat [49].
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4.3.5 Kyselina chlorogenova

Molekulovy vzorec: Ci6H1309 [50]

Strukturni vzorec:

O

HO._O O = OH

OH

OH
OH

Obrdzek 5: Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové [17]

OH

Kyselina chlorogenova je pfirodni antioxidant, ktery se nachazi v riznych druzich
kavovych zrn vcetné kavy zelené [51]. Vyskytuje se také v ovoci a zeleniné jako jsou
jablka, hrusky, mrkev, rajcata a brambory [52]. U vétSiny latek se zkoumaji pozitivni
biologické a farmakologické U€inky na lidsky organismus. V jedné studii byl pozorovan
antioxidacni ucinek kyseliny chlorogenové proti oxida¢nimu stresu pfimo v rostlinach,
konkrétné v listech jabloni. Kyselina chlorogenova tvoii ochranu proti houbam a dalSim
patogeniim, podili se na odolnosti vli€i hmyzu a brani enzymatickému hnédnuti ovoce
a zeleniny [53]. Mezi vyznamné pozitivni U€inky kyseliny chlorogenové na zdravi
hepato a kardioprotektivni, neuroprotektivni, antihypertenzni ¢i antidiabetické. Tato
fenolicka latka miZe hrat roli v metabolismu lipidi a glukézy a tim byt prospéSna
pro lé€bu riznych patologii, napiiklad kardiovaskuldrnich onemocnéni, cukrovky

¢1 obezity [54].
4.4 Doplnky stravy s obsahem floridzinu a dalSich
stanovovanych latek

Fenolické latky jsou Castymi slozkami raznych doplnki stravy (nutraceutik).
Na rozdil od lé¢ivych ptipravkl jsou definovany jako potraviny, které slouzi k doplnéni

bézné stravy za ucelem piiznivého ovlivnéni zdravi. Vyznacuji se vysokym podilem
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izolovanych mineralnich latek, vitamind, antioxidantd a jinych prospé$nych latek [55].
Existuji v tekutych nebo sypkych formach jako naptiklad kapsle, tablety, pilulky, ampule
[56]. Dopliky stravy podléhaji zdkonu o potravindch a plati pro né vyhlaska
¢. 58/20018 Sb. (VyhlaSka o dopliicich stravy a sloZeni potravin) [55]. Dopliky lze

zakoupit v 1ékarnach, obchodech s potravinami, drogériich ¢i na internetu [56].
4.4.1 Dopliiky stravy obsahujici floridzin a floretin

Celkové neni vyrobki s obsahem téchto fenolickych latek na trhu dostupnych
mnoho. V Ceské republice lze zakoupit zestihlujici olej ELANCYL Slim Design, kde
jeho slozky floridzin, kofein a dalsi latky slibuji zeStihlujici U¢inek po jednom tydnu

aplikace. Cena tohoto produktu se pohybuje kolem 700 K¢ [57].

Kratky text

ELANCYL Slim Design ZeStihiujici olej 150 ml. Inovace 2 v 1- Celuliida a strie. = ELANCYI

Zestihleni, redukce stni, drenaz.

Uziti

ELANCYL Slim Design Zestihlyjici olej 150 ml. Inovace 2 v 1- Celuliida a stre
Zestihlyjici ocinek jiZ po 7-mi dnech.

Zestihleni, redukce strii, drenaz:

1. Zestihleni: odbourava a eliminuje tuky [floridzin + kofein]

2. Redukce: pfispiva korekci nové vzniklych stnji

3. Drenaz: [bfeftan + masaz]

Davkovani

Pred pouZitim dikladné protfepejte. KrouZivymi pohyby masirujte stehna, boky a bficho.
Nelepi, po aplikaci se miZete hned obléct.

Obrazek 6: Ukdzka produktu ELANCYL Slim Design [57, 58]

DalSim ptikladem je potravni dopln€k ptivodem z USA. Jednad se o vyrobek
snazvem Life Extension AppleWise Polyphenol Extract, ktery je tvofen extraktem
polyfenoltia 5 % floridzinu z plodi a slupky jablek. Tento doplnék stravy by mél pomoci
se snizenim oxidac¢niho stresu, podpofit funkci kardiovaskularniho systému a udrzet

v rovnovaze hladinu cukru. Cena tohoto dopliku je 299 K¢ [59].

Supplement Facts

b

Serving Size 1 Vegetarian Capsule
Amount Per Serving

Apple (Malus domestica)
extract (fruit and skin) [std.
to 50% polyphenols (300 mg)
and 5% phloridzin (30 mg),
from organically grown apples

9, Daily Valué
goomg

"Daily Value not established

Obradzek 7: Ukdzka produktu LifeExtension [59]
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Dalsim vyrobkem z Ciny je Phloridzin Pure, ktery obsahuje 95,0 % floridzinu.

Tento dopln€k stravy vznikl na zdkladé testovani potkantli, u nichz byl indukovany

diabetes 1. typu podavanim streptozocinu. Tento doplnék stravy by tak mohl byt vyuzit

pii diabetu a obezit¢. [60].

| GOOD
YG-BIOTECH

Obrazek 8: Ukdzka produktu Phloridzin Pure [60]

Poslednim piikladem je vyrobek Green Apple 10:1 dostupny na americké webové

strance. Jednd se o kapsle s obsahem Ccistého extraktu ze zelenych jablek. Hlavnimi

ucinnymi latkami jsou zde polyfenoly, floridzin a floretin. Tento dopln€k stravy by mél

pomoci snizit krevni tlak, zlepSit rast a zdravi vlast, zabranit vzniku zubniho kazu,

odstranit zapach z ust a pfedchazet alergiim. Cena produktu je 326 K¢ [61].

: Take 2 capsules daily, oras

afs Pvt. Ltd.
90, HSIIDC Industrial Estate Rai,
Sonipat 131029, Haryana, INDIA
Email: contact@kanphytochem.com
Website: www.kanphytochem.com

fsai

Lic. No.: 1087020000146

Supplement Facts
Serving Size: 1 Capsule
Serving Per Container: 60

100% NATURAL ‘

maple life  sciences™
Green Apple

Standardized Herbal Extract
Contains Phloretin & Phloridzin

* Highly Effective Antioxidant -~
* Maintain Healthy Heart '
* Helps Remove Toxins \

Dietary Supplement

Amount Per Serving

Green Apple 10:1 Extract 500 mg *

* Daily Value is not established

Other ingredients: Vegetable Cellulose (Veggie Capsule)

NO Yeast, Wheat, Corn, Milk, Egg, Artificial Flavors,
‘Added Sugar or other additives.

Natural colorvariations may occur in this product
Store in a cool, dry place. Keep out of reach of Children.

Obrdzek 9: Ukdzka produktu Green Apple 10:1 [61]

Doplnék stravy s 98 % vytazkem z floretinu ze slupek jablek byl vyrobeny v Cing.

Jedna se o bily prasek. Floretin ma stejn¢ jako floridzin antidiabeticky a antioxida¢ni

ucinek, muze snizit tvorbu kozniho mazu, slouzi k zachytavani volnych radikald,

ma ochranny vliv na srdce a také potlacuje tvorbu melaninu, ¢imz redukuje vznik

tmavych skvrn na pleti [62].
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4.4.2 Dopliiky stravy s ostatnimi fenolickymi latkami zminénymi v diplomové
praci

Dopliiky stravy s obsahem ostatnich fenolickych latek jsou na tom s dostupnosti
o néco Iépe. V cCeské 1ékarne lze poridit napiiklad vyrobek Vito Life kyselina
chlorogenova. Jedna se o tobolky, které jsou vhodné pro redukci vahy, dale pro pacienty
trpici problémy se zlucovymi kameny, diabetem nebo Alzheimerovou chorobou [64].
Dostupné na internetovych strankach ¢i v 1ékarnach jsou i vyrobky s rutinem. V USA

bylo k roku 2017 prodavano ptes 860 produkti obsahujici rutin [40].

[ 2 -
-

vito¥LFe

Obrdzek 10: Ukdzka doplrikii stravy s kyselinou chlorogenovou a rutinem [64, 65]

4.5 Stanoveni a extrakce fenolickych latek

Stanovovani latek v rostlinném materidlu je vicekrokovy proces. Mezi tyto kroky
patii spravny odbér vzorku, zpracovani, extrakce, separace a kvantifikace s vyuzitim
riznych instrumentalnich metod. Nejpouzivanéj$i metodou pro stanoveni fenolickych
latek je vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi. Vyuzivaji se také rizné
zpisoby detekce, nejcastéjSimi  jsou detektor diodového pole (DAD),
spektrofotometricky (UV/VIS) ¢i hmotnostni detektor. Diive se pro jejich stanoveni
vyuzivaly plynova, papirovd chromatografie nebo chromatografie na tenké vrstve [66].

Extrakce je proces, pii kterém dochazi k oddéleni analytu od zbytku matrice.
Je zavisld na charakteru slouceniny, jejich chemickych a fyzikalnich vlastnostech,
koncentraci a dalSich faktorech. NejcastéjSimi extrakénimi ¢inidly jsou methanol,

ethanol, aceton nebo dimethylsulfoxid [67].
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4.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC se tadi mezi nejpouzivanéjsi separacni analytické metody, kdy dochazi
k rozdélovani latek na zaklad€ ustalovani rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi
a separovanymi latkami: pohyblivd mobilni (MF; kapalina) a nepohybliva stacionarni
(SF; sorbent uvniti kolony). Kolonou protéka MF ulozena v zasobnicich mobilni faze,
ktera je ptrivadéna za vysokého tlaku do systému pomoci Cerpadla. VétSinou dochazi
k oddélenému Cerpani organické a vodné slozky a nasledné€ pomoci smésovace dochazi
k miseni slozek MF. Ruzné analyty jsou na koloné rozdiln¢ zadrzovany a diky tomu
dochazi k separaci. Rychlost separace zavisi na tom, zda zvolime isokratickou
¢i gradientovou eluci. Isokraticka eluce vyuziva po celou dobu stejné slozeni mobilni
faze. Pokud chceme separaci urychlit, zvolime eluci gradientovou, kdy dochézi ke zméné
ve slozeni MF a roste elu¢ni sila. Nejen, Ze dojde ke zkraceni analyzy, ale snizime také
spotfebu organickych rozpoustédel. Mobilni fazi je nutné pfed vpusténim do kolony
odplynit v degaséru, aby se v kolon€ neuvoliiovaly bublinky plynd, které mohou mit
za nasledek Spatnou opakovatelnost retenénich ¢ast, jiné objemy nadavkovanych vzorkt
¢1 kolisani tlaku pfedevsim pii gradientové eluci. Vzorky se do systému davkuji pomoci
injektoru. Nejjednodussi metodou je pouziti stiikacky, pomoci které se vzorek zavede
do MF. Moderni techniky vyuZivaji autoinjektory (autosamplery), které umoZiluji
opakované davkovani v nastaveném cCasovém intervalu. Dal$i soucasti instrumentace
je termostat, jehoz funkci je zamezeni teplotnich vykyvia. Tésné za chromatografickou
kolonou se nachdzi detek¢ni systém, ktery zaznamenava signaly pii prichodu mobilni
faze s analytem. Detektor sniméd zmény sloZeni MF méfenim fyzikalnich ¢i chemickych
veli¢in. NejcastéjSimi detektory pouzivanymi v HPLC jsou UV/VIS. V diplomové praci
byl pouzity DAD detektor, ktery snima celé spektrum v redlném case bez pteruseni
chromatografické separace, umoziiuje detekovat latky pii jakékoliv vilnové délce
a porovnavat spektra s knihovnou spekter. Dal§imi moznymi detektory v HPLC jsou
fluorescen¢ni, elektrochemické, amperometrické, vodivostni, refraktometrické,
univerzalni detektory na bdzi aerosolu nebo hmotnostni detektory. Posledni casti
jepocitaC se softwarem, ktery fidi cely HPLC systém. Vysledkem procesu

je chromatogram, ktery umoznuje identifikaci a kvantifikaci analyzovanych latek [68].
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Obrazek 11: Jednotlivé komponenty kapalinového chromatografu (1- zasobniky MF, 2- sméSovaci zarizeni, 3- Cerpadilo,
4- ddvkovaci zarizeni, 5- vicecestny ventil, 6- pfedkolona, 7- analytickd kolona, 8- detektor, 9- pocitac se softwarem,
10- nddoba na odpad) [69]

4.7 Kolony
471 Udrzba kolon

Pro zajisténi spolehlivych vysledkii separace je klicovy vybér vhodné kolony.
Pii vybéru spravné kolony zélezi na povaze latek, které chceme analyzovat, na jejich
rozpustnosti a polarité [70]. Abychom zajistili, Ze bude mit kolona dlouhou Zivotnost,
je vhodné dodrzovat doporuceni, kterda jsou pfiloZena u kolony pii jejim zakoupeni.
Zivotnost kolony je obecn& zavisla na fyzikalnich vlastnostech jako je teplota, slozeni
apH pouzivané MF. Celkov€ milZe pouzivani vysokych teplot ¢i koncentrovanych
organickych rozpouStédel zkratit Zivotnost kolony. Pokud je to moZné, je vhodné
rozpustit vzorek v rozpoustédle, které ma stejné slozeni jako mobilni faze. Pouziti jiného
rozpoustédla mize ovlivnit symetrii pikd analyzovanych latek, zejména pii pouZiti
rozpoustédla s vy$$i elucni silou. Neni také vhodné pouzivat kolonu opakované
na hornich tlakovych limitech kolony nebo systému anebo nahlé zmény tlaku. Tlak
se meni v zavislosti na délce kolony, teploté, druzich organického rozpoustédla a dalSich
parametrech. Opakované pouZivani mobilnich fazi s velkymi rozdily v polaritich mohou
snizit u¢innost kolony. Pro casté pouzivani se doporucuje pouzivat acetonitril nebo
methanol. Na konci méfeni je vhodné kolonu promyt roztokem organického rozpoustédla,
které odstrani slouCeniny, které maji velkou reten¢ni schopnost, ¢i dalsi ptipadné balastni

latky z matrice. Kolona se nesmi nechat vyschnout a uchovava se v doporuceném
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rozpoustédle a uzavira se originalnimi pikovymi Sroubky. Pfed analyzou realnych vzorkt
je nutna adekvéatni uprava, aby nedoslo k ucpani kolony ¢i jiné degradaci stacionarni faze

v ni obsazené. Vhodné je také 1 pouziti predkolon [71].
4.7.2 Kolona YMC-TRIART

V této diplomové praci byla pouzita kolona YMC-Triart C18 ExRS. Kolony

YMC-Triart vykazuji diky hybridnimu oxidu kfemicitému velkou chemickou stabilitu.

Kolona YMC-Triart C18 ExRS (150 % 4,6 mm X Sum, 8 nm) je zaloZena
na technologii, kterd vyuziva ¢astice organického-anorganického hybridniho oxidu
kfemicitého a je vhodna pro hydrofobni latky s rozmezim pH 1-12 a za vysokych teplot.
Lze ji pouzit pii teplotach do 90 °C pii pH 1-7 a 50 °C od pH 7-12. Kolona je hydrofobni
kvali vysokému obsahu uhliku. Je vhodna pro separaci izomeri a strukturnich analogi.

Ukazka separace strukturnich analogli je znazornéna na obrazku 12 [72, 73].
| Ideal for separations of structural analogs

2
“@ 1

a0
TriartC18 | = M
[+]

4 [] [] 10 12 14 min [rop

Vitamin Dz .
(Ergocalciferol)

Vitamin D3
(Cholecalciferol)

mAU 2 Column :5 pm, 150 X 3.0 mmi.D.

1
&0 - Eluent THF/acetonitrile (10/90)
=0 Good Resolution Flow rate :0.425 mL/min
Triart C18 EXRS| = Temperature : 30°C

Detection  : UV at 2656 nm
| Injection 14.25 pL (10 pg/mL)
2 4 L 8 10 12 44 min

Triart C18 ExRS Is effective for separating of structural analogs.
This feature Is especlally useful for separating pharmaceuticals with
structurally similar Impurities

Obrazek 12: Porovnadni kolon Triart C18 a Triart C18 ExRS [73]

Na obrazku vySe je zndzornéna separace vitaminu D2 a D3 pomoci dvou kolon
Triart C18 a Triart C18 ExRS. V druhém ptipadé doslo k lepSimu rozliSeni analytt i1 ke
zkraceni doby analyzy [73].

Studie popisuje vyuziti této kolony pro stanoveni azobarviv pomoci sekvencni
injek¢ni chromatografie (SIC) ve vybraném koteni. Tento sorbent nabizi také nizsi zpétny
tlak (o 30 % niz$i nez u poréznich castic). Kolona YMC-Triart C18 byla porovnavana
s dal$imi tfemi kolonami, a to: Merck Chromolith SpeedROD RP-18e, Merck Chromolith
FastGradient RP-18e (monolitické kolony) a Supelco Ascentis Express C18 (kolona
s core-shell casticemi). Vicevrstevnd kolona mé& vyhodné funkce pro SIC, protoze
je stabilni pii zménéch slozeni MF a vyzaduje minimalni ¢as pro opétovnou ekvilibraci.
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kolony Merck Chromolith SpeedROD RP-18e, ostatni sledované parametry vSak byly
horsi nez u ostatnich kolon. Kolona Merck Chromolith FastGradient RP-18e vynikala
symetrii pikti, nizsi spotfebou MF a niz§imi naklady na analyzu, ale uzky priimér kolony
omezoval prutok MF. Kolona s core-shell ¢asticemi méla velkou separac¢ni Gcinnost,
fyzikéalné-chemické vlastnosti a zpétny tlak vSak byly horsi nez u kolony vicevrstevné.

Z tohoto diivodu byla zvolena kolona YMC Triart C18 [83].

V diplomové praci ,,Stanoveni floridzinu a jinych fenolickych latek v listech
jabloni pomoci HPLC* byly porovnavany kolony YMC-Triart C18 a YMC-Triart EXRS,
kde se ukazalo, Ze vhodnéjsi kolonou pro stanoveni fenolickych latek (kyseliny gallové,
kyseliny chlorogenové, epikatechinu, rutinu, kvercitrinu, floridzinu, kvercitinu
a floretinu) byla pravé YMC-Triart C18 ExRS, u které doslo k lepSimu rozliSeni
jednotlivych analyta [74].

Kolona YMC-Triart C18 ExRS byla testovana i1 v diplomové praci s ndzvem
,»Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych fenolickych kyselin a flavonoida
v Tokajskych vinech®. Spole¢né s touto kolonou byly testovany dalsi dvé kolony, kdy
vSak z divodu zkréaceni analyzy a lepsi u€innosti byla vhodné&jsi kolona Ascentis Express

F5 s pentafluorofenolovou staciondrni fazi [75].
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4.8 Priklady stanoveni fenolickych latek v jablonich v predchozich studiich

Tabulka 3: Prehled separacnich podminek v predchozich studiich

rhamnosid, floridzin, kvercetin, floretin

Material Stanovované latky Mobilni faze Typ kolony Detekce Zdroj
YMC-Pack ODS-A C18 (250
Katechin, k. chlorogenova, X 4,6 mm x 5 pm)
L. , k. kofeinova, epikatechin, rutin, hyperosid, H,O + 2%
Listy jabloni floretin, isoquercitrin, aviklinin, kvercitrin, CH3;COOH, ACN Predkolona: PDA [3]
floridzin YMC-Triart C18
(10 x 3 mm x 5 pm)
L. , k. chlorogenova, kvercitrin, isokvercitrin, Thermo Scientific Aquasil
Listy jablon hyperosid, k. p-hydroxybenzoova ACN, H;PO, C18 (250 x 4,6 mm X 5 um) PDA [76]
Jable¢né slupky, | Arbutin, k. gallova, katechin, k. chlorogenova, k. Nucleosil 120 C18
duzina kofeinova, epikatechin, rutin, floridzin, kvercetin HsPO4, ACN (250 x 4,6 mm X 5 um) PDA [77]
Floridzin, rutin, epikatechin, k. chlorogenova, k. H,O + 2%
. . gallova, katechin, k. skoficova, k. CH;COOH, Waters xTerra MS C1
Jableény most pyrotokatechova, k. p-kumarova, k. kdvova, k. H,O + ACN + (250 mm x 4,6 mm X 5 pm) UVIVIS [78]
ferulova 0,5% CH;COOH
.. , D H,O + MetOH + Agilent Eclipse XDB-C18
Kira jabloni Floridzin CH,COOH (150 mm % 4.6 mm 5 um) UV/VIS [79]
L Floretin-2"-O-glukuronid, floretin-O-glukuronid, H,O + 1% Inertsil ODS-3
Nezrald jablka floretin, floridzin HCOOH, MetOH (150 mm x 4.6 mm X 5 pm) PDA [28]
k. felurova, k. chlorogenova, k. kavova, k. p- H20 + 1% Luna C-18
Jablka kumarova, k. skoficova, kvercetin, rutin, florizin, CH;COOH, (250 x 4.6 mm x 5 um) PDA [80]
floretin MetOH ’ H
o Katechln,,k. chlorogenoYa, eplkatechln,' k. 1% HCOOH +
Jablecné listy, kumarova, kvercetin-rutinosid, kvercetin- 0.5% MetOH XTerra MS C18 PDA 81]
slupky galaktosid, kvercetin-glukosid, kvercetin- ’ OACN ’ (250 x 4,6 mm x 5 um)
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Z této tabulky vyplyvd, Ze pro stanoveni fenolickych latek v riznych
materidlech jabloni se obvykle vyuzivd metoda HPLC s PDA detekci. K separaci latek
byla nejcastéji zvolena kolona s C18 sorbentem. Jako organicka slozka mobilni faze byl
zvolen Casto acetonitril, pfipadné¢ methanol, vodnou slozku vétSinou tvofila kyselina

mravenc¢i ¢i kyselina octova.
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5 Experimentalni ¢ast
5.1 Pomiicky

5.1.1 Pristroje, laboratorni nadobi a dalSi:

Tteci miska, tloucek, Spachtlicka, kadinky, ependorfky, vialky, injek¢ni stiikacky,

filtry, mixér, centrifuga, ultrazvukova vana, analyticka vaha, HPLC systém a PC

5.2 Material

5.2.1 Pouzity rostlinny material

Veskery material byl dodan Vyzkumnym a §lechtitelskym ustavem ovocnaiskym
Holovousy s.r.o. Celkem se pracovalo s deseti klasickymi a tfemi starymi odriidami
ruznych rostlinnych ¢asti jabloni a s odpadni dievitou ¢asti jabloné — $tépkou. Dodany

material byl zavisly na vegetacnim obdobi.

Prvni odbér probihal v obdobi bfezen-duben 2020 a sledovanym materidlem bylo
listi, klra, pupeny a kvéty u 10 zakladnich odrid. Sbér materialu probihal od 31.03.
do 17.04.2020.

Druhy odbér byl proveden v obdobi cerven 2020. V tomto obdobi se u deseti
klasickych odriid odebiralo listi a klira a u tff vzacnych odriid listy. Zaroven probéhl odbér

stépky. Odbér probihal 01.06.2020.

Tteti odbér probihajici v obdobi srpen 2020 zahrnoval sbér listi a kiiry u deseti
klasickych odriid. Sbér materialu byl proveden 04.08.2020.

Ctvrty odbér probihajici v ¥jnu 2020 také zahrnoval sbér listi a kiry u deseti

klasickych odriid. Sbér materialu byl proveden 27.10.2020.

Celkem tedy bylo pouzito pro analyzu 43 vzork listi, 43 vzorkl kliry, 10 vzorka
pupentl, 10 vzorkl kvétl, 1 vzorek steépky a 9 vzorki plodi od 13 odrid jabloni ("Topaz’,
"Golden Delicious’, "Angold’, "Meteor’, "Melrose’, "Fuji’, ‘Braeburn’, "'Lady Silvia’,
‘Rubinstep’, ‘Rubin’, "Sampaskd Reneta’, ‘Jadernitka moravska” a "Holovouské
malinové’). Stépka byla piipravena smichanim 4 odriid: ‘Golden Delicious’, ‘Lady

Silvia’, 'Rubinola” a "Angold’.
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5.3 Pouzité chemikalie
5.3.1 Standardy:

Floridzin dihydrat 99 %, Sigma-Aldrich
Floretin > 99 %, Sigma-Aldrich

Kyselina chlorogenova > 95 %, Sigma-Aldrich
Rutin > 94 %, Sigma-Aldrich

Kvercitrin > 78 %, Sigma-Aldrich

5.3.2 Rozpoustédla:

Methanol (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosfore¢na (Sigma-Aldrich)
Acetonitril (Sigma-Aldrich)

Ultracista voda

5.4 Priprava vzorki

Vsechen material bylo nutné nejprve dikladné ususit a zhomogenizovat. SuSeni
probihalo za pokojové teploty zhruba 2 tydny. Homogenizace se provadéla v tfeci misce
nebo v mixéru dle mnoZstvi materidlu. Kazdy vzorek se rozetfel na jemny prasek.
Od kazdé odridy byly uchovéany zasobni vzorky pro piipad, Ze by byla potieba opakovat
méteni. Pfed homogenizaci se jeSt€ ze vzorkll odstranovaly piebytecné ,tvrdé™ Casti,
které by mohly ovlivnit vytéZnost analyti a opakovatelnost stanoveni (naptiklad u listd

se jednalo o fapiky, u kiiry se odstraiiovala dievnata ¢ast).

Na analytickych vahach bylo od kazdé odridy odvazeno do malych
centrifugacnich ependorfek o objemu 2 ml pfiblizné 50,00 mg zhomogenizovan¢ho
materidlu. Nasledovala extrakce methanolem s pfidavkem 0,1% kyseliny mravenci.
Pti extrakci se vSechny vzorky umistily na 30 minut do ultrazvukové vany a béhem toho
se vzdy po 10 minutach protiepaly. Poté byly vzorky pfemistény na 15 minut
do centrifugy (pfi 25 °C a 5000 rpm). Poslednim krokem byla filtrace do pfedem
popsanych vialek. Pouzivaly se injek¢ni stiikacky a specidlni PTFE stiikackové filtry

o velikosti pora 0,22 um. Takto upravené vzorky byly uchovany v lednici pfi teploté 4 °C
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a pfipraveny pro analyzu. Nakonec pro méfeni antioxidacni aktivity byly extrakty 20krat

ziedény.
5.5 Priprava roztoki

5.5.1 Extrakéni roztok

Pro ptipravu extrakéniho roztoku byl pouzit methanol s pfidavkem 0,1% kyseliny
mraven¢i. Do 100 ml odmérné bailky bylo napipetovano 100 pl kyseliny mravenci,
zbytek nadoby byl doplnén methanolem po rysku. Takto pfipraveny roztok byl dobie

protepan a po 2 ml ptepipetovany do ependorfek se vzorky.
5.5.2 Zasobni roztoky standardi

Zasobni roztoky standardd byly pfipraveny o koncentraci 0,5 mg/ml pro rutin,
kvercitrin, floretin a kyselinu chlorogenovou. Standard floridzinu byl pfipraven

o koncentraci 5 mg/ml. Rozpoustédlem byl methanol.
5.5.3 Smésny roztok standardu

Smésny roztok byl vytvotfen odpipetovanim 50 pl floridzinu, 25 pl rutinu,
25 pl kvercitrinu, 25 pl floretinu, 25 pl kyseliny chlorogenové a naslednym ptidanim
350 ul  methanolu. Smésny roztok byl pouzZit pro ovéfeni retencnich casii
pfi chromatografické separaci. Koncentrace jednotlivych standardi ve smési byla

u floridzinu 500 mg/1 a u ostatnich 25 mg/I.
5.5.4 Priprava mobilni faze

Pti separaci analytl byly pouzity 2 mobilni faze. Mobilni fazi A tvofil acetonitril,

mobilni faze B byla tvotfena 0,1% kyselinou fosfore¢nou.

5.6 Podminky analyzy

Pro stanoveni fenolickych latek byla pouZita jiz vyvinuta a validovand metoda

[74]. Ptistroje a podminky separace jsou shrnuty v nasledujici tabulce.
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Tabulka 4: Podminky analyzy

Chromatograficka
souprava

Kolona YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm, 5 um, 8 nm

Teplota 30 °C

A — acetonitril,

Mobilni faze B — ultracista voda + kyselina fosfore¢néa (0,1%), pH = 2,2

Pritokova rychlost 1 ml/min

Nastrik

—
-
—_

Celkova doba analyzy EVAIEii

Detektor DAD detektor SPM-M10A VP

280 nm (floridzin, floretin)
Detekce 327 nm (kyselina chlorogenova)
354 nm (rutin, kvercitrin)

Vyhodnoceni Software LC Labsolution

Pro zajisténi spravnych vysledkli byly od kazdého vzorku provedeny celkem
3 nastfiky. U smésného porovndvaciho roztoku standardii se provadély 3 nastriky
na zacatku a 3 nastfiky na konci kazdé sekvence. Pomoci srovnani retencnich cCast
standardii a retenc¢nich cast jednotlivych vzorkli byla ovéfena identita separovanych
latek. Pro zjiSténi koncentrace analytii byla pouzita integrovand plocha pod piky dosazena

do vzorct pro vypocet.

Analyza fenolickych latek v ovoci byla provedena Mgr. Marcelou Hollou.
Vysledky byly pouzity pro komplexni zhodnoceni jablon¢ z hlediska obsahu fenolickych
latek. Pro doplnéni byla kolektivem Radanal s.r.o. (védeckd analytickd laboratot)
zmeétena 1 celkova antioxidacni aktivita pomoci metody pritokové injekéni analyzy

FIA- ECD [82].
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5.6.1 Priklad chromatogramu smési standardii
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Obrdzek 13: Chromatogramy smési standard
5.6.2 Priklad chromatogramu realného extraktu
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Obradzek 14: Chromatogramy vzorku listt odridy Topaz’ z mésice srpen
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5.6.3 Primérné hodnoty retencnich ¢asi jednotlivych standardi

Tabulka 5: Retencni ¢asy standard

Standard Retencni ¢as t; [min]

Kyselina chlorogenova 4,30
Rutin 5,73
Kvercitrin 6,90
Floridzin 7,46

Floretin 10,39

5.6.4 Vypocet koncentrace fenolickych latek

Ze vsech tii nastiikl od kazdého vzorku byl zhotoveny primér plochy pod pikem,
ktery se nasledné prepocital na pozadovanou navazku 0,05 g. Vzorec pro tento vypocet

je nasledujici:

X=A%0,05/m
X... hledana hodnota
A... primérna plocha pod piky
m... hmotnost navazky
Nésledné byla hledand hodnota X dosazena do vzorce pro vypocet koncentrace

fenolickych latek v mg/ml:

cx = (Ax/ Ast) * cst
cx... koncentrace analytu
Ax... primérnd plocha piku analytu
Asr... primérna plocha piku standardu
cst... koncentrace standardu
Nakonec se provedl piepocet vysledné hodnoty na Cistotu daného standardu a na navazku
rostlinného materialu tak, aby mohl byt vysledek prezentovan v mg ptipadné vugnal g

suSeného materialu ¢i ovoce.
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6 Vysledky

6.1 Obsah fenolickych litek v jednotlivych odridach

V nésledujicim textu bude zobrazen obsah fenolickych latek v jednotlivych odriidach. V tabulkach jsou zobrazené namétené koncentrace

v mg/g (uplodld v ng/g). V grafech je zobrazena zavislost obsahu fenolickych latek na vegetacnim obdobi a druhu materidlu.

[=))

1.1 "Topaz’

Tabulka 6: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodu) fenolickych Idtek ve vzorcich odriidy ‘Topaz’

Listi Kdra Pupeny Kvéty Listi Kdra Listi Kdra Listi Kdra Plody*
" Floridzin | 182,69 6792 14825 91,78 127,52 5898 11098 74,09 131,67 54,08 6,85
" Floretin | 056 0,01 0,14 0,04 0,31 0,02 0,54 0,03 0,52 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 1,01 1,19 1,54 4,13 0,61 0,86 0,7 0,16 1,08 0,23 48,41
" Rutin | 087 0,12 0,14 0,31 0,72 0,1 0,7 0,09 0,75 0,1 3,22
" Kvercitrin | 10,98 3,77 3,34 2,32 10,71 2,94 11,43 3,48 11,93 2,92 57,84
 Katechin - - - - - - - - - - 11,04
~ Epikatechin - - - - - - - - - - 51,12
' Celkem | 196,11 73,01 153,41 9858 139,87 62,9 12435 77,85 14595 57,34 178,49

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g
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Graf 1: Fenolické ldatky v odridé ‘Topaz’ v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materialem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.

Z tabulky a grafu vyplyva, Ze ve vSech pouzitych materidlech (kromé plodi) a v kazdém vegetatnim obdobi vyrazné ptrevlada zastoupeni
floridzinu oproti dal$im stanovovanym fenolickym latkam. Dale je mozné vy¢ist, Ze nejvyssi obsah fenolickych latek se nachazi v listi. Obdobi
brezen—duben, kdy probihalo prvni méteni, je na fenolické latky bohaté nejvic. Floridzin a skupina jemu ptibuznych latek se totiz hojné vyskytuje
1 v pupenech a kvétech. V dalSich obdobich miizeme sledovat pokles fenolickych latek v listech o vice nez 25 %. Druhou nejvyraznéji zastoupenou

latkou po floridzinu je kvercitrin. U plodl jsou nejvice zastoupené latky epikatechin, kvercitrin a kyselina chlorogenova.
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6.1.2

"Golden Delicious”

Tabulka 7: Koncentrace (v mg/g a v ug/q u plodi) fenolickych Idtek ve vzorcich odriidy ‘Golden Delicious’

Listi Kura Pupeny Kvéty Listi Klra Listi Kara Listi Kura Plody*
" Floridzin " 186,9 47,72 136,32 120,19 111,61 5858 122,41 73,91 12529 65,66 8,85
" Floretin 0,72 0,01 0,2 0,11 0,56 0,01 0,53 0,03 0,48 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 0,95 1,3 1,96 2,66 0,67 1,08 0,43 0,32 0,61 0,52 30,17
" Rutin 1,06 0,25 0,14 0,32 0,86 0,12 0,85 0,21 0,48 0,08 2,47
.~ Kvercitrin 8,26 2,76 2,71 2,4 6,71 1,87 8,2 2,41 6,26 1,57 30,54
I - @ @ - - - - =T e
DN - - - - - - -~ o~ - 17
| Celkem 197,89 52,04 141,33 12568 120,41 61,66 132,42 7688 133,12 67,84 90,64
*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g
Graf 2: Fenolické Idtky v odridé ‘Golden Delicious” v mg/g
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brezen - duben 2020 cerven 2020 srpen 2020 listopad 2020

*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.

39



V odrade¢ "Golden Delicious” byly naméteny nejvyssi hodnoty fenolickych latek v prvnim vegetacnim obdobi (bfezen-duben), a to v listech.
Floridzin byl nejvice zastoupen ve vSech typech materidlu (kromé plodu), velké zastoupeni floridzinu bylo kromé listi i v pupenech. Druhou nejvice
zastoupenou latkou je kvercitrin. Jeho zastoupeni je nejvyssi opét v listech. V kiife je zastoupeni fenolickych latek témét o poloviéni mnoZzstvi

mensi nez v jinych materidlech. V plodech bylo nejvétsi zastoupeni kyseliny chlorogenové a kvercitrinu.

=)

1.3 "Angold”

Tabulka 8: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodu) fenolickych Idtek ve vzorcich odridy ‘Angold’

Listi Kdra Pupeny Kvéty Listi Kdra Listi Kdra Listi Kara Plody*
" Floridzin " 173,44 49,32 92,34 97,45 8894 60,13 5589 60,9 33,4 52,29 5,50
" Floretin 058 0,01 0,13 0,06 072 002 037 0,02 0,3 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 0,77 1,39 1,73 4,7 0,61 0,8 026 0,38 0,54 0,55 67,51
" Rutin 188 0,26 0,12 0,43 095 043 2,05 0,28 1,54 0,2 9,41
" Kvercitrin 6,07 2,79 2,25 1,5 3,7 2,15 332 2,02 3,39 1,87 12,64
Edatedhinc - - - - - - - - oupy
| Celkem 182,74 53,77 96,57 104,14 9492 6353 6189 636 3917 5492 106,22

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g
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Graf 3: Fenolické ldatky v odridé ‘Angold’ v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.

Z téchto udaju vyplyva, ze nejvetsi obsah fenolickych latek byl v listech v obdobi bfezen-duben. Pti poslednim listopadovém méteni bylo
vétsi zastoupeni fenolickych latek v kife nez v listi, k ¢emuz u zadné jiné odridy nedochéazi. V plodech bylo nejvétsi zastoupeni kyseliny

chlorogenové.

41



=)

1.4 "Meteor’

Tabulka 9: Koncentrace (v mg/g a v ug/qg u plodu) fenolickych Idtek ve vzorcich odriidy "Meteor’

Listi Ktra Pupeny Kvéty Listi Kira Listi Klira Listi Kiira Plody*
" Floridzin | 167,83 6092 137,33 110,88  150,1 52,44 88,12 456 123,12 60,35 8,20
" Floretin 0,34 0,01 0,03 0,06 0,72 0,02 0,4 0,01 0,45 0,02 -
~ Kys. chlorogenova 0,79 1,66 3,21 5,27 1,03 0,91 0,48 0,04 1,02 0,51 4,94
" Rutin | 111 0,21 0,08 0,4 0,77 0,14 0,52 0,23 0,72 0,16 5,34
~ Kvercitrin 9,9 1,96 1,65 3,63 4,6 1,39 2,95 0,91 5,12 1,75 28,49
.
" Celkem | 179,97 64,76 142,3 120,24 157,22 549 92,47 575 130,43 62,79 62,65

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g

Graf 4: Fenolické ldatky v odridé "Meteor’ v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
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Z téchto udaju je patrné, ze obsah fenolickych latek byl nejvyssi v obdobi bfezen-duben v listech. Velké zastoupeni floridzinu bylo
1 v pupenech a kvétech. V kiife bylo zastoupeni fenolickych latek o vice nez polovinu mensi. V srpnu pfi tietim méfeni bylo naméfeno minimalni

mnozstvi fenolickych latek. U ploda byl nejvice zastoupeny kvercitrin.

6.1.5 ’Melrose’

Tabulka 10: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodu) fenolickych Iatek ve vzorcich odriidy ‘Melrose’

Listi Kara Pupeny Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kara Plody*
" Floridzin " 200,17 49,44 162,63 12558 142,18 4557 112,87 7164 126,22 71,54 11,20
" Floretin 07 0,01 0,54 0,07 0,51 0,03 0,42 0,02 0,87 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 1,08 1,33 2,42 3,48 1,36 1,12 3,87 0,6 1,33 0,65 17,29
" Rutin 06 0,14 0,11 0,28 0,64 0,12 0,43 0,09 0,29 0,05 1,10
" Kvercitrin | 3,34 1,67 1,5 0,89 3,56 1,25 2,95 1,48 4,36 1,34 10,14
 Katechin - - - - - - - - - - 6,06
- Epikatechin - - - - - - - - - - 37,22
| Celkem 20589 52,59 167,2 130,3 148,25 48,09 120,54 73,83 133,07 73,59 83,02

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g
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Graf 5: Fenolické ldatky v odridé ‘Melrose’ v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
Z tabulky a grafu vyplyva, Ze u této odridy byl nejvétsi obsah fenolickych latek v listech v obdobi biezen-duben. Opét ve vSech vzorcich

odpadnich produktl jabloni vyrazné pievazuje floridzin a nejmensi mnoZstvi fenolickych latek nalezneme v kiife. V plodech je nejvice zastoupen

epikatechin.
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1.6 Fuji’

Tabulka 11: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodii) fenolickych Idtek ve vzorcich odrudy ‘Fuji’

Listi Ktra Pupeny Kvéty Listi Klira Listi Klra Listi Ktira Plody*
" Floridzin | 17513 4596 173,63 127,36 13457 56,06 80,49 2809 101,65 4545 11,37
" Floretin 046 0,01 0,08 0,06 0,94 0,01 0,33 0,01 0,43 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 0,57 1,09 1,52 3,36 0,92 0,53 0,34 0,35 0,61 0,3 32,45
" Rutin 053 0,19 0,13 0,26 0,42 0,15 0,57 0,07 0,76 0,1 1,62
~ Kvercitrin 5,88 1,51 1,09 1,39 6,71 1,15 5,53 1,24 6,56 0,94 14,72
~ Katechin - = = = = = = = = = 7,86
' Celkem 182,557 4876 17645 132,43 14356 57,9 87,26 29,76 110,01 46,8 68,01

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g

Graf 6: Fenolické latky v odriidé ‘Fuji’ v mg/g

200
—— — M Kvercitrin
150
0 Rutin
W 100 —
E Kyselina chlorogenova
0 L] O ]
Listi Kdra Pupeny Kvéty Listi Kdra Listi Kdra Listi Kira Plody B Floridzin
brezen - duben 2020 Cerven 2020 srpen 2020 listopad 2020

*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materialem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
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U odrudy "Fuji” je vyrazné zastoupeni floridzinu v listi a pupenech. Obsah floridzinu v listi od bfezna do srpna pozvolné klesa, pfi ¢tvrtém
meéfeni v listopadu hladina opét stoupla. Oproti ostatnimu materialu mizeme v listech vidét kromé floridzinu i urcité mnozstvi kvercitrinu.

V plodech ptevazuje kyselina chlorogenova.

[=))

.1.7 ’"Braeburn’

Tabulka 12: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodii) fenolickych Idtek ve vzorcich odrady ‘Braeburn’

Listi Kira Pupeny  Kvéty Listi Kira Listi Kira Listi Kdra Plody*
" Floridzin " 15633 6196 13723 69,83 117,61 4552 10609 72,4 107,55 59,22 13,22
" Floretin 037 0,07 0,07 0,06 0,72 0,02 0,37 0,02 0,88 0,01 =
~ Kys. chlorogenova 0,47 1,41 2,05 3,72 0,51 0,9 0,41 0,38 0,75 0,42 56,40
" Rutin 05 0,16 0,11 0,26 0,18 0,1 0,77 0,08 0,85 0,07 4,78
~ Kvercitrin 6,58 2,01 1,09 1,04 3,19 1,08 6,42 1,48 6,68 3,17 14,66
~ Katechin - - - - - - - - - - 5,98
| Celkem 16425 6561 140,55 7491 12221 47,62 11406 7436 11671 62,89 9504

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g
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Graf 7: Fenolické ldatky v odridé ‘Braeburn’v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
U odrady ‘Braeburn” je mozné pozorovat vyssi zastoupeni fenolickych latek v listi a pupenech nez v kiife a kvétech. Nejvetsi obsah

floridzinu a jemu ptibuznych latek byl v listech v obdobi biezen-duben. V kiife bylo nejvétsi mnozstvi floridzinu v srpnu. V plodech bylo vyrazné

zastoupeni kyseliny chlorogenové.
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6.1.8 ‘Lady Silvia’

Tabulka 13: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodi) fenolickych Ildtek ve vzorcich odridy ‘Lady Silvia’

Listi Kira Pupeny Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kura Plody*
" Floridzin | 160,29 69,19 14836 8516 110,96 46,48 7524 70,41 114,72 66,59 -
" Floretin 034 0,01 0,06 0,03 0,62 0,01 0,61 0,02 0,82 0,01 -
~ Kys. chlorogenova 0,73 0,74 4,97 9,08 0,36 0,42 0,53 0,23 0,6 0,04 -
" Rutin | 013 0,2 0,17 0,14 0,37 0,16 0,77 0,04 0,05 0,16 -
" Kvercitrin | 6,08 2,58 3,44 3,95 4,81 2,16 14,3 2,39 5,9 3,33 -
" Celkem | 167,57 72,72 157 98,36 117,12 49,23 91,45 73,09 122,09 70,13 -

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g

Graf 8: Fenolické latky v odridé ‘Lady Silvia” v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materialem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
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Z této tabulky vyplyva velké zastoupeni fenolickych latek v obdobi btfezen-duben v listi a pupenech. Oproti jinym odridam

v

jeu 'Lady Silvia” vyssi obsah kyseliny chlorogenové v kvétech a pupenech. Vyrazngjsi je také obsah kvercitrinu v listi v obdobi mésice srpen.

U této odriidy nejsou k dispozici tidaje o mnoZstvi fenolickych latek v plodech.

6.1.9 ’Rubinstep’

Tabulka 14: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodi) fenolickych Idtek ve vzorcich odridy ‘Rubinstep’

Listi
220,3
0,64
0,69
0,82
6,4

228,85

Klra
55,07
0,01
0,66
0,14
2,48

58,36

Pupeny

131,15
0,03
1,91
0,09
2,67

135,85

Kvéty
106,88
0,03
4,72
0,45
1,6

113,68

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g

Listi
119,09
0,8
0,61
0,7
2,71

123,91
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Ktra
55,07
0,02
0,25
0,09
0,94

56,37

Listi
101,28
0,47
0,44
1,1
8,33

111,62

Ktra
41,25
0,01
0,21
0,07
1,17

42,71

Listi
94,67
0,46
0,64
1,57
8,8

106,14

Klira
56,12
0
0,05
0,32
3,33

59,82

Plody
3,10
2,44
1,19
3,35
0,20
7,24

17,52



Graf 9: Fenolické ldatky v odriidé ‘Rubinstep’
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*Koncentrace fenolickych ldatek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni'v grafu patrnd.

V odridé "Rubinstep” vyrazné pievlada zastoupeni floridzinu v listech v obdobi biezen-duben (v ostatnich tfech métenich (Cerven-listopad)

je jeho zastoupeni v listech zhruba o 50 % mensi). V obdobi mésice srpen a listopad je o néco vyraznéjsi zastoupeni rutinu a kvercitrinu v listech

oproti ostatnim materialim. V plodech bylo nizké zastoupeni vSech fenolickych latek a zddna latka vyrazné nepievazovala ostatni.
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6.1.10 'Rubin’

Tabulka 15: Koncentrace (v mg/g a v ug/g u plodii) fenolickych ldtek ve vzorcich odridy ‘Rubin’

Listi Kura Pupeny Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kura Plody
" Floridzin " 200,74 0,94 169,03 114,64 141,31 56,5 77,64 3895 103,07 49,73 4,86
" Floretin | 0,46 0 0,11 0,04 0,43 0,01 0,27 0,01 0,5 0 -
~ Kys. chlorogenovda 0,7 6,3 2,89 5,61 0,7 1,19 0,61 0,06 0,97 0,04 8,45
" Rutin | 1,08 1,34 0,17 0,35 0,81 0,2 1,28 0,08 0,78 0,21 0,89
~ Kvercitrin 8,71 0,8 2,03 3,01 7,47 2,08 6,52 1,51 6,15 2,21 18,32
 Katechin - - - - - - - - - - 0,92
- Epikatechin - - - - - - - - - - 11,70
" Celkem | 211,69 9,38 174,23 123,65 150,72 59,98 86,32 40,61 111,47 52,19 4514

*Koncentrace u plodu je z divodu nizké koncentrace v mg/g uvedena v ug/g

Graf 10: Fenolické Idtky v odridé ‘Rubin’ v mg/g
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*Koncentrace fenolickych latek v plodech je v porovndni s ostatnim mérenym materidlem velmi nizkd, proto neni v grafu patrnd.
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Z tabulky a grafu vyplyva, ze nejvyssi obsah fenolickych latek byl u vSech vegetacnich obdobich v listech. Ve vSech vzorcich prevlada

floridzin, kromé kiiry v obdobi bfezen-duben, kdy byly naméfené velmi malé hodnoty této latky. V plodech byl nejvice zastoupeny kvercitrin.

6.2 Celkova antioxidacni aktivita

Tabulka 16: Celkovd antioxidacni aktivita v uC

Bfezen 2020 Cerven 2020 Srpen 2020 Listopad 2020
Odruda

Listy Kura Pupeny Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kura
725,93 511,77 1232,30 419,47 539,30 385,53 476,90 355,83 533,68 263,48
750,10 355,80 674,27 632,50 507,20 369,10 539,45 329,37 457,17 289,17
663,50 355,87 545,00 453,53 396,17 394,83 286,58 324,07 244,95 262,58
m 658,67 382,90 552,90 412,70 641,40 366,47 402,47 421,22 477,08 293,60
m 720,93 329,83 768,80 562,47 613,20 346,53 550,52 349,77 492,23 319,50
“ 630,70 327,63 818,90 601,43 640,20 350,10 395,35 167,52 683,93 224,85
650,20 397,23 630,33 429,57 445,83 321,57 513,05 329,15 458,85 266,05
649,10 416,70 793,63 546,90 535,10 303,27 490,07 299,07 444,48 284,05
777,10 368,27 736,73 587,50 537,27 329,17 520,55 248,67 415,22 266,28
“ 730,27 596,87 742,83 425,93 630,57 348,57 401,23 226,47 469,58 241,63
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Graf 11: Celkova antioxidacni aktivita v uC
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B ‘Topaz" M ‘Golden Delicious” © "Angold” = ‘Meteor’ M 'Melrose’ ™ ‘Fuji” M Braeburn’ M ’Lady Silvia® ™ ‘Rubinstep” ™ "Rubin’

Celkova antioxidacni aktivita (TAA) byla nejvyssi v jarnim obdobi "biezen 2020" ve vzorku pupent v odriidé "Topaz’. Nejnizsi TTA byla
v kute. U listi se TTA pohybovala v rozmezi 244,95 - 777,10 puC, u kiry 167,52 — 596,87 uC, u pupentt 552,90 — 1232,30 puC a u kvéti
412,70 - 632,50 uC.
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6.3 Zastoupeni fenolickych latek v jednotlivych odridach

U vSech odriid 1 v§ech vegetacnich obdobich miiZzeme pozorovat nejveétsi mnozstvi
floridzinu. Ostatni fenolické latky jsou zastoupeny vyrazn€ méné. V nasledujicich

grafech budou zobrazeny jednotlivé fenolické latky ve vSech materidlech a odridach.

6.3.1 Floridzin

Graf 12: Zastoupeni floridzinu v listi (levy graf) a kire (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V listech bylo obsazeno nejvice floridzinu v obdobi bifezen-duben v odrude
"Rubinstep’. Dale byl v tomto obdobi nejvice zastoupen v odridé 'Rubin” a "Melrose".
V kiife byl floridzin nejvice zastoupen u odridy "Topaz” v mésici srpen. Nésledovala

odriida "Golden Delicious” a ‘Braeburn” ve stejném vegeta¢nim obdobi.

Graf 13: Zastoupeni floridzinu v kvétech (levy graf) a pupenech (pravy graf) u jednotlivych odrid

mg/g mg/g
140 200
120
100 150
80
60 100
‘2‘8 50 I
0 0
S < ) G :
oQ'b &> ro' *@o «0"’ ‘<<°\ 0&0 '\\A\’b seQ \;0\(\ OQ,b X Qoo\ ’@o «09 <<°\ \’J\Q \Q\% (—,Q'Q \So\
A SRS @e 2 SRS RSO E Qe N L *% &
F TS P F TSN o S
Q ARG Q NGNS
& N
e e

V obdobi biezen-duben byly navic fenolické latky méfeny i v kvétech a pupenech.

V kvétech bylo nejvétsi zastoupeni floridzinu u odrady "Fuji’, déle v odradé "Melrose’
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a ‘Golden Delicious’. V pupenech bylo opét nejvetsi zastoupeni v odridé "Fuji’, dale

v odradé 'Rubin” a "Melrose’.

Graf 14: Zastoupeni floridzinu v plodech u jednotlivych odrid
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V plodech bylo nejvétsi zastoupeni floridzinu v odridé "Braeburn’, dale bylo
nejvetsi zastoupeni v odridach "Fuji” a "Melrose’.
Celkoveé nejvétsi obsah floridzinu ze vSech vegetanich obdobi a ze vsech

materiald je obsazen v odridé 'Rubinstep” v listi v obdobi biezen-duben.

6.3.2 Floretin

Graf 15: Zastoupeni floretinu v listi (levy graf) a kare (pravy graf) u jednotlivych odrad
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V listech bylo obsazeno nejvice floretinu v obdobi ¢erven v odradé "Fuji’. Dale
byl floretin nejvice zastoupen v obdobi listopad v odriidé ‘Braeburn” a "Melrose’. V kuie
byl floretin nejvice zastoupen u odriidy ‘Braeburn” v obdobi biezen-duben. Nasledovala

odrtida "Golden Delicious” a "Topaz” v mésici srpen a "Melrose” v mésici Cerven.
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Graf 16: Zastoupeni floretinu v kvétech (levy graf) a pupenech (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V kvétech bylo nejvétsi zastoupeni floretinu u odriidy 'Golden Delicious’

a ‘Melrose’. V pupenech bylo nejvétsi zastoupeni v odriidé "Melrose’, dale v odridé

"Golden Delicious” a "Topaz’.

Graf 17: Zastoupeni floretinu v plodech u jednotlivych odrid
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V plodech bylo nejvétsi zastoupeni floretinu v odridé "Melrose’, dale v odradé

"Golden Delicious” a "Topaz’.

Celkové nejvetsi obsah floretinu ze vSech vegetacnich obdobi a ze vSech materiala

je obsazen v odriad¢ "Fuji” v listi v mésici Cerven.
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6.3.3 Kyselina chlorogenova

Graf 18: Zastoupeni kyseliny chlorogenové v listi (levy graf) a kire (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V listech byla kyselina chlorogenova nejvice zastoupena ve vSech vegetacnich
obdobich v odridé "Melrose”. Nejvice zde byla zastoupena v mésici srpen. V ke byla
kyselina chlorogenova nejvice zastoupena u odridy 'Rubin” v obdobi biezen-duben.

Nasledovala odriida "Meteor” a "Braeburn” také v obdobi biezen-duben.

Graf 19: Zastoupeni kyseliny chlorogenové v kvétech (levy graf) a v pupenech (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V kvétech bylo nejvétsi zastoupeni kyseliny chlorogenové u odridy "Lady Silvia’,
dale v odradé¢ 'Rubin” a "Meteor’. V pupenech bylo nejvétsi zastoupeni také v odradé

"Lady Silvia’, dale v odrtidé¢ "Meteor” a "Rubin’.
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Graf 20: Zastoupeni kyseliny chlorogenové v plodech u jednotlivych odrid
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V plodech bylo nejvétsi zastoupeni kyseliny chlorogenové v odriidé "Angold’,
déle v odrad¢ ‘Braeburn” a "Topaz’.
Celkove nejvétsi obsah kyseliny chlorogenové ze vSech vegetacnich obdobi a ze

vSech materialil je obsazen v odriidé "Lady Silvia” v kvétech v mésici bfezen-duben.

6.3.4 Rutin

Graf 21: Zastoupeni rutinu v listech (levy graf) a kire (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V listech bylo obsazeno nejvice rutinu v odridé "Angold” v mésici srpen a dale
v obdobi bfezen-duben. V kiife byl rutin nejvice zastoupen u odriidy "Rubin” v obdobi
biezen-duben. Nasledovala odrtida "Melrose” z obdobi biezen-duben a "Angold” v obdobi

cerven.
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Graf 22: Zastoupeni rutinu v kvétech (levy graf) a v pupenech (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V kvétech bylo nejvétsi zastoupeni rutinu u odridy "Rubinstep’, dale v odradé
"Angold” a "Meteor’. V pupenech bylo nejvétsi zastoupeni v odridé ‘Lady Silvia’
a ‘'Rubin’.

Graf 23: Zastoupeni rutinu v plodech u jednotlivych odrid
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V plodech bylo nejvétsi zastoupeni v odradé "Angold’, dale v odradé

"Meteor’a ‘Braeburn’.
Celkove nejvétsi obsah rutinu ze vSech vegetacnich obdobi a ze vSech materialt

je obsazen v odradé "Angold” v listech v mésici srpen.
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6.3.5 Kbvercitrin

Graf 24: Zastoupeni kvercitrinu v listech (levy graf) a v kire (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V listech bylo obsaZeno nejvice kvercitrinu v obdobi srpen v odridé "Lady
Silvia“. Dale byl kvercitrin nejvice zastoupen v obdobi listopad v odriidé "Topaz’. V kiife
byl kvercitrin nejvice zastoupen u odridy "Meteor” v obdobi bfezen-duben. Nésledovala

odriida "Golden Delicious” a "Topaz’.

Graf 25: Zastoupeni kvercitrinu v kvétech (levy graf) a v pupenech (pravy graf) u jednotlivych odrid
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V kvétech bylo nejvétsi zastoupeni kvercitrinu u odriidy "Lady Silvia” a "Meteor’.

V pupenech bylo nejvétsi zastoupeni v odradé "Lady Silvia’,

a ‘Golden Delicious’.
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Graf 26: Zastoupeni kvercitrinu v plodech u jednotlivych odrid
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V plodech bylo nejvétsi zastoupeni kvercitrinu u odriidy "Topaz’, dale u "Golden
Delicious” a "Meteor’.
Celkove nejvétsi obsah kvercitrinu ze vSech vegetanich obdobi a ze vSech

materiall je obsaZen v odriidé "Lady Silvia“ v listi v mésici srpen.

6.4 Obsah fenolickych latek ve starych odriadach

Tabulka 17: Koncentrace fenolickych ldtek ve vzorku odriidy ‘Sampariskd reneta’ v mg/g

- . , | mglg

Sampanska reneta Listi
Floridzin 146,38
Floretin 0,71
Kyselina chlorogenova 0,72
Rutin 0,36
Kvercitrin 4,12
Celkem 152,29

Tabulka 18: Koncentrace fenolickych Idtek ve vzorku odridy “Jaderni¢ka moravskd’ v mg/g

"Jaderni¢ka moravska’ m.g/g,

Listi
Floridzin 139,85
Floretin 0,87
Kyselina chlorogenova 0,77
Rutin 1,82
Kvercitrin 5,82
Celkem 149,13
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Tabulka 19: Koncentrace fenolickych Idtek ve vzorku odridy ‘Holovouské malinové’ v mg/g

"Holovouské malinové’ m.g/’g

Listi
Floridzin 128,97
Floretin 0,36
Kyselina chlorogenova 0,87
Rutin 1,08
Kvercitrin 8,6
Celkem 139,88

Ze starych odriid obsahovala nejvice fenolickych latek odriida “Sampatiska reneta’

a 1 tato odriida obsahovala nejvice floridzinu.

6.5 Obsah fenolickych latek ve vzorku Stépky

Tabulka 20: Koncentrace fenolickych latek ve vzorku Stépky v mg/g

STEPKA mg/g
Floridzin 48,42
Floretin 0,03
Kyselina chlorogenova 0,63
Rutin 0,07
Kvercitrin 1,58
Celkem 50,73

Ve vzorku $tépky nebylo zastoupeni fenolickych latek pfili§ velké ve srovnani
s listy, pupeny ¢i kvéty. Srovnatelné ale bylo se vzorky kury. Z fenolickych latek byl zde
opét nejvice zastoupen floridzin. Nasledoval kvercitrin, kyselina chlorogenova, rutin
anejméné bylo obsazeno floretinu. Niz§i obsah fenolickych latek ve vzorcich Sté€pky
je pravdépodobné zptsoben vysSim podilem obsahu dieva ve Stépce, kde jsou obecné

koncentrace fenolickych latek mensi.

6.6 Celkové zhodnoceni

Ze vSech stanovovanych odrid bylo nejvyssi mnozstvi fenolickych latek
v odpadnich produktech jabloni v listech v obdobi bfezen-duben (odriida "Rubinstep”),
nejniz§i mnozstvi bylo naméfeno v kufe (odrida "Meteor”). Celkové mnoZstvi
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fenolickych latek se u listi pohybovalo v rozmezi 39,17 — 228,85 mg/g, u kury
5,75 - 77,85 mg/g, u pupentt 96,57 - 176,45 mg/g, u kveéth 74,91 — 132,43 mg/g a u stépky
50,73 mg/g. Z fenolickych latek byl nejvice zastoupen floridzin. Mnozstvi fenolickych
latek v plodech bylo oproti listim, kife, pupeniim 1 kvétim velmi malé. V plodech byly
hodnoty uvadény v ng/g, zatimco u ostatnich stanovovanych materialti to bylo v mg/g.
Lze fict, ze floridzin v plodech jiz neni dominantni slozkou. Podle tabulek a graft
vyplyva, ze u plodl jsou nejvice zastoupeny latky: kyselina chlorogenova, kvercitrin

a epikatechin.
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7 Zavér a diskuse

Tato diplomova prace se zabyvala sledovanim profilu fenolickych latek v rGznych
¢astech jabloni. Sledovanym materidlem byly pupeny, kvéty, listi, kira a Stépka. Mezi
stanovované fenolické latky patfily floridzin, floretin, rutin, kvercitrin a kyselina
chlorogenova. Analyza se provadéla u deseti raznych odrad, kterymi jsou "Topaz’,
"Golden Delicious’, "Angold’, "Meteor’, "Melrose’, 'Fuji’, ‘Braeburn’, 'Lady Silvia,
"Rubinstep” a "'Rubin” ve ¢tyfech obdobich, a to bfezen-duben 2020, cerven 2020, srpen
2020 a listopad 2020. V obdobi cerven 2020 byl navic sledovan obsah fenolickych latek
v listi u tfi starSich odrid: 'gampaﬁské rencta’, "Jadernicka moravska’, "Holovouské

malinové’. Ziskané extrakty byly také pouzity pro zméteni celkové antioxidacni aktivity.

Ke stanoveni fenolickych latek byla pouzita jiz vyvinuta a validovand metoda
HPLC sDAD detekei. Pro separaci jednotlivych analytd byla zvolena kolona
YMC - Triart C18 ExRS (150 x4,6 mm % 5um, 8 nm). Byla zvolena gradientova eluce
s mobilni fazi, ktera byla tvofena acetonitrilem jako organickou slozkou a vodnou
sloZkou s kyselinou fosfore¢nou (pH = 2,2). Celkova doba analyzy byla 12,51 minut.
Mezi stanovované fenolické latky patfily floridzin, floretin, kyselina chlorogenova, rutin
a kvercitrin. Teplota kolonového prostoru byla nastavena na 30 °C a pratokova rychlost

byla 1 ml/min.

Podle tohoto vyzkumu je patrné, ze vegetacni obdobi, typ odriidy a druh materialu
maji vyznamny vliv na obsah fenolickych latek. Nejvyssi zachyt fenolickych latek byl
zaznamenam Vv jarnim obdobi a nejbohat§im materidlem bylo listi, coz je v souladu
s diplomovou praci, kterd se zabyvala stanovenim fenolickych latek v riiznych obdobich

v hrusni [82].

V jarnim obdobi byla u 10 odriid zjisténa koncentrace fenolickych latek v rozmezi
164,25 mg/g - 228,85 mg/g v listech, 48,76 mg/g — 73,01 mg/g v kiie, 96,57 mg/g —
176,45 mg/g v pupenech a 74,91 mg/g — 132,43 mg/g v kvétech. V tomto obdobi byla
zjiSténa 1 nejvyssi celkova antioxidacni aktivita. S jistotou Ize fict, Ze majoritni fenolickou
latkou byl ve vSech ptipadech floridzin. Nejvic bohatou odridou z hlediska fenolickych
latek je selektovana odrtida "Rubinstep’, ta vykazuje i vysokou antioxida¢ni aktivitu a ma
tedy 1 nejvyssi zdravotni potencial pti zpracovani rostlinného materialu. Rovnéz smésny

vzorek Stépky obsahuje nezanedbatelné mnozstvi fenolickych latek (50,73 mg/g).
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U odridy 'Rubinstep” v jarnim obdobi bylo celkem namétfeno 228,85 mg/g
fenolickych latek a prevaznou ¢ast tvofil floridzin — 220,3 mg/g. Klra obsahovala

58,36 mg/g, pupeny 135,85 mg/g, kvéty 113,68 mg/g a plody jen 17,52 ng/g.

V obdobi ¢erven 2020 byly moderni odridy jabloni porovnany i se tfemi starSimi
odriidami - "Sampatiskd reneta’ (152,29 mg/g), ‘Jaderni¢ka moravska’ (149,13 mg/g)
a "Holovouské malinové” (139,88 mg/g). Rovnéz tyto odrady jsou fenolickymi latkami

bohat¢ zastoupené.

Biomasa zovocnych stromil pfedstavuje doposud nevyuzivany zemédélsky
material. Z vysledkli diplomové préce je zfejmé, Ze tento materidl je bohaté zastoupen
fenolickymi latkami a po celé vegetacni obdobi snadno dostupny produkt. Piedevsim
se jedna o listi, jehoz sbér a Giprava nezasahuje do zivotniho cyklu stromi. Také piiprava
vzorki na naslednou analyzu neni zna¢né Casové€ ani finan¢né€ naro¢na a jejich stanoveni
se provadi pomoci dostupnych analytickych metod. Vzhledem k prospé$nym vlastnostem
fenolickych latek je vhodné se zaméfit na dal§i vyzkumy, které by pomohly s vyvojem

doplnkt stravy a 1é¢iv na riznd méné ¢i vice zavazna onemocnéni.

V listi nejvice zastoupena fenolicka latka floridzin je Casto zkouman pro jeho
ucinky na lidské zdravi. Tento pfirodni nevyuZivany zdroj s vysokou antioxidaéni
aktivitou ma podle vyzkuml zminénych v této diplomové praci dobré vysledky
po podavani testovanym zvifatim. Floridzin ma vliv na prevenci obezity, steatdzy jater,
inzulinové rezistence, €i sniZzeni postprandidlni hyperglykémie. Tato latka ma potenciél
stat se soucasti dopliki stravy ¢i 1é¢iv. Byly by pfinosné dalsi studie zabyvajici

se naptiklad extrakci horkou vodou s vyuzitim pro ptipravu ¢ajii ze susenych listkt.
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