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ABSTRAKT
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Nazev: Analyza nutricné vyznamnych latek v odpadnich produktech ovocnych stromu

pomoci HPLC

Tato diplomova prace se zabyva obsahem fenolickych latek v rliznych ¢astech strom
rodu Pyrus. V teoretické Casti je uvedena charakteristika majoritnich fenolickych latek
hrusni, jejich biosyntéza, chemické a biologické vlastnosti a moZnosti stanoveni téchto
latek s vyuzitim nejnovéjSich védeckych studii. Prakticka c¢ast obsahuje rozsahlou
analyzu rostlinného materialu. Zabyva se stanovenim fenolickych latek (arbutinu,
kyseliny chlorogenové, kyseliny 1,5- dikafeoylchinové, kyseliny 3,5- dikafeoylchinové a
rutinu) v extraktech listi, kliry, pupen( a kvétl, dale pak v plodech a Stépce hrusni
pomoci vyvinuté a validované HPLC-DAD metody s naslednym stanovenim celkové

antioxidacni aktivity pomoci FIA metody s elektrochemickou detekci.

K analyze byla pouzita kolona ASCENTIS Express RP-Amide 150x4.6 mm, 2.7 um. Byla
vyuzita gradientova eluce s mobilni fazi tvorenou organickou slozkou acetonitrilem
(ACN) a vodnou slozkou s 0,85% kyselinou fosfore¢nou (pH = 2,2). K detekci byl vyuzit
DAD detektor pfi vinovych délkach 220 nm, 327 nm a 354 nm. Teplota kolonového
prostoru byla 30 °C, nastfik byl 1 pl (u plodd 5 ul) a pratokova rychlost mobilni faze 1

ml/min.

Byl stanoven obsah fenolickych latek ve 111 vzorcich dostupné biomasy z deseti odrid
ve trech obdobich. Obsah fenolickych Ilatek byl podstatné wvyssi v odpadnich
produktech hrusni oproti plodiim. Dominantni slozkou byl arbutin s kyselinou

chlorogenovou.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Karolina Sirova

Supervisor: doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Consultant: Mgr. Anezka Adamcova

Title of Diploma Thesis: Analysis of nutritionally important substances in fruit tree

waste products by HPLC

This diploma thesis deals with the content of phenolic compounds in various parts of
tree of the genus Pyrus. The theoretical part is focused on characterization,
biosynthesis, chemical and biological properties of major phenolic compounds in pear-
trees and the possibilities of their determination with the use of the latest scientific
studies. The experimental part contains an extensive analysis of arbutin, chlorogenic
acid, 1,5- dicaffeoylquinic acid, 3,5- dicaffeoylquinic acid and rutin in extracts of leaves,
bark, buds, fruits, flowers and wood chip. Developed and validated HPLC-DAD method
was used and the total antioxidant activity was determined by FIA method with

electrochemical detection.

An ASCENTIS Express RP-Amide 150x4.6 mm, 2.7 um analytical column and gradient
elution consisting of organic part of acetonitrile (ACN) and water part with 0,85%
phosphoric acid (pH = 2.2) were used for analysis. The detection was performed by
DAD detector at wavelengths 220 nm, 327 nm and 354 nm. The temperature of
column oven was 30 °C, injection volume was 1 ul (5 pl for fruit) and flow rate of

mobile phase 1 ml/min.

The content of phenolic compounds in 111 samples of 10 different cultivars in three
terms was determined. The content of phenolic compounds was higher in waste
products than in fruits. Arbutin and chlorogenic acid were dominant phenolic

compounds.
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1. POUZITE ZKRATKY

1,5-DCQA kyselina 1,5- dikafeoylchinova
3-CQA kyselina 3- kafeoylchinova

3,4-DCQA kyselina 3,4- dikafeoylchinova
3,5-DCQA kyselina 3,5- dikafeoylchinova

4-CQA kyselina 4- kafeoylchinova
5-CQA kyselina 5- kafeoylchinova
AA kyselina octova

ACN acetonitril

ANR anthokyanidyn reduktdza
ANS anthokyanidyn syntaza
BHT butylhydroxytoluen

TFA kyselina trifluoroctova
CHS chalkonsynthasa

DAD detektor s diodovym polem
DFR dihydroflavonolreduktasa
ED elektrochemicky detektor
El elektrochemicky index

ESI ionizace elektrosprejem
F3H flavanon-3-hydroxylaza
FIA pratokova injekéni analyza
FLS flavonol syntaza

G6P glukdza-6- fosfataza

HCI kyselina chlorovodikova
FA kyselina mravenci

HPLC vysokoucéinnd kapalinova chromatografie
MeOH methanol

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie



NO
PAL
PDA
PTFE
Q-TOF
RP
RSD
SF
TAA
UF3GT
uv
VIS

oxid dusny
fenylalaninamoniumlyasa
detektor s diodovym polem
polytetrafluorethylen
kvadrupdl- analyzator doby letu
reverzni faze

relativni smérodatna odchylka
stacionarni faze

celkova antioxidacni aktivita
UDP-glukdza: flavonoid-3-O-glukosyltransferaza
ultrafialové zareni

viditelné zareni
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2. UvVoD

Fenolické slouceniny jsou nezbytnou soucasti lidské vyzivy a jsou velmi dllezité diky
svym antioxidacnim vlastnostem. Jsou to sekunddarni rostlinné metabolity, které tvofi

jednu z nejbéinéjSich a nejrozsirenéjSich skupin latek v rostlinach. Ddavaji jedinecnou

vyraznou chut ovoci a zeleniné a mohou zplsobovat barevné zmény potravin.

Biomasa hrusné obsahuje pestré zastoupeni fenolickych sloucenin a antioxidantd. Ty
maji protizdnétlivé, antioxidacni, antitusické, antidiabetické, antimikrobidlni a
diuretické ucinky. V plodech je vysoky obsah vitaminG C, E, B komplexu a jsou velmi
dobrym zdrojem vlakniny, médi a drasliku. Hladina bilkovin a tuk( je v plodech nizka.
Zatimco slozeni plodu je zndmo, tato diplomova prace obsahuje cenné informace o
zastoupeni a mnozstvi fenolickych latek v materidlu ovocného stromu. Tento doposud
nevyuzivany zemédélsky a hojné se vyskytujici material by mohl slouzit jako zdroj

cennych bioaktivnich latek s uplatnénim v kosmetickém ¢i farmaceutickém primyslu.

Ke stanoveni fenolickych Ilatek je c¢asto vyuZivand vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (HPLC), kterd separuje jednotlivé fenolické latky a umoZiuje jejich
kvantifikaci. Tato metoda byla vyuzZita kanalyze majoritnich fenolickych latek
v biomase hrusni. V extraktech byla rovnéZ stanovena celkova antioxidacni aktivita
pomoci priatokové injekéni analyzy s elektrochemickou detekci, jejichz vyhodou je

velmi rychlé meziodriidové porovnani.
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3. ZADANI - CiL PRACE

Cilem teoretické ¢asti prace je charakteristika majoritnich fenolickych Iatek v biomase
hrusni. Popsat jejich biosyntézu, chemické, biologické vlastnosti a moznosti stanoveni

téchto latek s vyuZitim nejnovéjsich védeckych studii.

Cilem praktické Casti je rozsahla analyza rostlinného materialu a plod( hrusné. Zabyva
se stanovenim fenolickych latek (arbutinu, kyseliny chlorogenové, kyseliny 1,5-
dikafeoylchinové, kyseliny 3,5- dikafeoylchinové a rutinu) v extraktech listi, kary,
pupend, kvétech, dale pak v plodech a stépce hrusni pomoci vyvinuté a validované
HPLC-DAD metody a nasledné stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Cilem bylo urcit
ménici se fenolicky profil dostupné biomasy v obdobi srpen-zafi 2019, fijen-listopad
2019 a brezen-duben 2020. Mezi sledované odrldy patfily: "Lucasova’, ‘Thirriotova’,
‘Grosdemange’, ‘Charneuskd’, ‘Higland’, ‘Wiliamsova’, ‘Wiliamsova cervend’,

"Konference’, ‘Clapova” a “General Leclerc’.
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4. TEORETICKA CAST

4.1 Biologie a morfologie hrusni

Hrusen patfi do fiSe Plantae, podfiSe Tracheobionta, oddéleni Magnoliophyta, tfidy

Rosopsida, fadu Rosales, Celedi Rosaceae, podcéeledi Amygdaloideae a rodu Pyrus [1].

Existuje okolo 22-26 druh( hrusni. VSechny druhy jsou diploidni, najdou se oviem i
nékteré kulturni odrldy, které jsou triploidni (‘Lucasova’, ‘Dielova’, "Pastornice’,
‘Spinka’ atd.) eventuelné tetraploidni (anglickd odréida ‘Fertility’ nebo ‘jugoslavska
Topka’, taktéZ byly nalezeny spontdnni tetraploidni formy odridy "Williamsova“ a

‘Anjou’) [2].

V soucasné dobé je ve Statni odrldové knize zapsano 44 odrld. Nejstarsi evidovanou
odriidou je “Williamsova“ (péstovana pfiblizné od roku 1770). Odrady hrusni lze
rozdélit podle zralosti. Odrldy letni (napf. ‘Clapova’, "Williamsova” a "Williamsova
cervend’) konzumné dozravaji do 15. zafi a délka jejich konzumni zralosti je 14 dnQ.
Odrady podzimni (napf. ‘Konference” a ‘Boscova lahvice’) konzumné dozravaji od 15.
zari do 15. listopadu a délka jejich konzumni zralosti je 2-8 tydnd. Zimni odrldy (napf.
“Lucasova’ a ‘Anjou’) konzumné dozravaji po 15. listopadu a délka jejich konzumni
zralosti je 16 tydn(. Zimni odridy se mohou podle zplsobu skladovani jesté dale délit
na rané zimni (dozravaji v listopadu a prosinci), stftedné zimni (dozravaji v lednu a

unoru) a pozdné zimni (dozrdvaji v bfeznu a dubnu) [2].

Odrady péstované u nds jsou vétSinou cizosprasné, proto je vyhodné vysazovat
kombinaci dvou diploidnich odrid kvetoucich ve stejném terminu. NejbéznéjsSimi
opylovaci hrusni jsou vcely. Pouze vyjimecéné se mizeme u hrusdni setkat s pylovou

inkompatibilitou (jako u jabloni), napriklad u odrtd "Williamsova“ x "Avransska’ [2].

Hrudné jsou stromy s opadavou korunou. Kura je hladka nebo hluboce zvrasnéna. Listy
jsou usporadané ve stfidavém postaveni s eliptickym az ovalnym tvarem, jsou hladké a
lesklé (na zaCatku vegetace mohou byt listy aZ tmavé nacervenalé, jako napfiklad u

odriidy ‘Williamsova cervend’). Kvéty jsou bilé, velké, pravidelné a oproti kvétim
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jabloni méné lakavé pro vcely (kvali nizsi cukernatosti nektaru). Kvét je tvoren péti

korunnimi listky, jejichZ vzajemné postaveni slouZi jako rozpoznavaci znak odrad [2].

Plody maji rzné protahly hruskovity tvar (japonské odridy maji kulovité plody), asijské
odridy jsou po dozrani pevné, nemoucnati, chruplavé a sStavnatéjsi néZ evropské
odrldy, které jsou jemnéjsi, maslovité a moucnati. Barva se u rlznych odrad lisi
(barevna variabilita plod( asijskych hrusni je podstatné bohatSi neZz u odrid

evropskych) [2].

Nejcastéjsi barvou je zelend, kterou maji odriidy “Anjou’, “‘Concorde’ a "Charneuska’.
Zelenozlutou barvu maji plody odrid ‘Konference” a ‘Thiriotova’, zlatohnédé az
skoficové jsou plody “Fertility’, "Packham’s Triumph’, "Madame Verté" a 'Boscova
lahvice’. Zelené s ¢ervenym nebo cerveno-hnédym lickem jsou odridy ‘Durondeau’,
‘Grosdemange” a ‘Seckel’, az tmavé fialové jsou plody odr(id ‘Cadcade’, ‘Red Anjou’,

‘Clappova ¢ervend’ a "Williamsova ¢ervena’ [2].

4.2 Fenolické latky vyskytujici se v plodech a biomase hrusni

Fenolické slouceniny jsou nezbytnou soucasti lidské vyZivy a jsou velmi dllezité diky
svym antioxidaénim vlastnostem. Tyto slouéeniny maji aromaticky kruh nesouci jednu
nebo vice hydroxylovych skupin a jejich struktura se maze pohybovat od struktury
jednoduché fenolové molekuly po strukturu komplexniho vysokomolekularniho
polymeru. Antioxidacéni aktivita fenolickych sloucenin zavisi na strukture, zejména na
poctu a polohach hydroxylovych skupin a povaze substituci na aromatickych kruzich

[3].

Ve studii Liaudanskas a kol. (2017) byly stanovovany fenolické latky (kyselina
chlorogenovad, rutin, kvercetin-3-O-galaktosid, isokvercitrin, isorhamnetin rutinosid,
kvercitrin, kvercitrin malonyl glukosid a isorhamnetin glukosid) v plodech 4 rdznych
odrid ('Konference’, ‘Concorde’, ‘Grabova’ a ‘Patten’). K extrakci byl pouzit 70%
ethanol. Nasledovala ultrazvukova lazen (15 minut, 60 °C) Extrakt byl filtrovan pres
filtracni papir (zbytek na filtracnim papiru byl jesté dvakrat proplachnut 70%
ethanolem) a nasledné filtrovdn pifes membranovy filtr s velikosti pérd 0,22 um. HPLC

analyza prokazala nejvyssi zastoupeni kyseliny chlorogenové [4].
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V dalsi studii Brahem a kol. (2017) byla analyzovana slupka a duzina 19 odrld hrusni
z hlediska fenolického sloZeni. Lyofilizované vzorky byly pfimo podrobeny extrakci
nebo thioacidolyze. Pro thioacidolyzu byl pfidan suchy methanol okyseleny
koncentrovanou HCl a toluen-a-thiol. Smés se inkubovala 30 minut pfi 40 °C
(vortexovdna kazdych 10 minut) a nasledovalo chlazeni na ledu pro zastaveni
thioacidolyzy. Lyofilizované vzorky pro pfimou extrakci byly rozpustény methanolu
okyseleném kyselinou octovou a ndsledné ulozeny do ultrazvukové lazné na 15 minut.
VSechny vzorky byly filtrovany pres filtr PTFE 0,45 um. Fenolické slouceniny byly
identifikovany pomoci HPLC/ESI-MS? a jednotlivé kvantifikovany pomoci HPLC-DAD. Byl
identifikovdn arbutin, derivat tryptofanu, kyselina 3- kafeoylchinovd, dimery
prokyanidinu, katechin, kyselina 5- kafeoylchinovd, coumaroyl hexosid kyseliny
jablec¢né, kyselina 4- kafeoylchinovad, epikatechin, kyselina coumaroylchinova, kyanidin-
3-0O-hexosid, hexosid kyseliny syringové, peonidin-3-O-hexosid, kyselina kumarova,
kvercetin-3-O-rutinosid,  kvercetin-3-O-galaktosid, kvercetin-3-O-glukosid, di-O-
kafeoylchinova kyselina, isorhamnetin-3-O-rutinosidy, isorhamnetin-3-O-hexosidy a
isorhamnetin acetyl hexosidy. Nejvice se vyskytovaly prokyanidiny a kyselina 5-

kafeoylchinova. Ve slupce byl vyssi obsah nez v duziné [5].

Existuje studie Andreotti a kol. (2006), ktera se zabyva analyzou fenolickych latek v
listech Sesti odrid. Rostlinny material byl po lyofilizaci homogenizovan. Byl extrahovan
methanolem obsahujicim flavon (vnitfni standard) a centrifugovédn pfi 10000 x g 10
minut pfi -10 °C. Byl identifikovan arbutin, ktery tvofil majoritni slozku. Dale pak
derivaty arbutinu, hydroxyskoticova kyselina, chlorogenova kyselina, p-kumarova

kyselina, derivaty kyseliny p-kumarové a flavonolové glykosidy [6].

V dalsi studii autord Colaric a kol. (2007) byly stanovovany fenolické latky v listech
odridy “Williamsova’. Vzorky byly homogenizovany a extrahovany methanolem
obsahujicim 1% BHT (antioxidant) v ultrazvukové lazni chlazené ledem po dobu 45
minut. Nasledovala centrifugace pfi 12000 x g po dobu 7 minut pfi 10 °C a filtrace pfes
0,45 um filtr. Metodou HPLC-DAD byly stanoveny kyselina kavova, kyselina
chlorogenova, kyselina sinapova, kyselina syringova, kyselina vanilova, rutin, katechin a
epikatechin. Nejvice se vyskytovala kyselina chlorogenova, nejméné kyselina sinapova

[7].
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Ve studii Bulduk a kol (2016) byl stanovovan arbutin v listech, kiife a plodech. Vzorky
byly extrahovany 50% methanolem v ultrazvukové [dzni (40 minut) a ndsledné
filtrovany pres 0,45 um membrdnové filtry. Nejvétsi obsah arbutinu byl v listech.

V plodech bylo ptiblizné 40krat mensi mnozZstvi nez v listech [8].

4.3 Syntéza fenolickych latek

- phenylalanine gallic acid
E PAL chlorogenic acid
g caffeic acid - Phenolic acids
= | p-Coumaric acid
<]
& l unic acid T -
% p-Coumaroyl-CoA —caffeayl-CoA Arbutin
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quecertin 3-arabinoside  Flavonoid 3-arabinoside |

Obrazek 1 Schéma syntézy fenolickych latek [9].

Syntéza fenolickych latek vrostlinach je dobre znama (obr. 1). Fenylalanin je
prekurzorem syntézy mnoha polyfenoll a je enzymaticky preménovan na flavonoidy
prostfednictvim  mnoha  krokd. Enzymy Udastnici se drahy  zahrnuji
fenylalaninamoniumlyasu (PAL), chalkonsynthasu (CHS), flavanon-3-hydroxylazu (F3H),
dihydroflavonolreduktasu (DFR), anthokyanidyn reduktdzu (ANR), anthokyanidyn
syntazu (ANS), flavonol syntazu (FLS) a UDP-glukdza: flavonoid-3-O-glukosyltransferazu
(UF3GT) [9].
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Syntéza fenolickych ldtek md 2 <&asti. Prvni Casti je syntéza fenylpropanoidd.
Fenylpropanoidy jsou fenolové latky odvozené od fenylalaninu a tyrosinu. V rostlinném
organismu jsou syntetizovdny z kumarové kyseliny, kterd vznikd z fenylalaninu reakci
katalyzovanou enzymem fenylalaninamoniumlyasou (PAL). Kumarova kyselina se dale
preménuje az na arbutin a fenolové kyseliny (kyselina galova, chlorogenova, kavova).
Druhou c¢asti je syntéza flavonoid(, jejiz koneénym produktem jsou fenolové glykosidy,

flavony a flavan-3-oly (rutin) [9].

4.4 Vlastnosti fenolickych latek

Fenolické slouceniny jsou sekunddarni rostlinné metabolity, které tvofi jednu z
nejbéznéjsich a nejrozsifenéjsich skupin latek v rostlinach. Davaji jedine¢nou vyraznou
chut ovoci a zeleniné a mohou zpUsobovat barevné zmény potravin. Ukazalo se, Ze
fenoly maji roli v hnédnuti, chuti a barevnych vlastnostech ovoce a ziskanych produktd.

Fenolické latky také hraji roli v ochrané rostlin a metabolismu lidského zdravi [10].

4.5 Arbutin

Molekulovy vzorec: C12H1607

MW: 272,25 g/mol [11].

Obrazek 2 Strukturni vzorec arbutinu [11].
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Arbutin (4-hydroxyfenyl-B-D-glucopyranosid) je hydrochinonova slouéenina se dvéma
epimery, a a B arbutinem. Je chemicky stabilni a mUZe byt vyroben synteticky nebo
muze byt ziskan z rostlin a vykazuje antioxidacni aktivitu. Zdroje a-arbutinu a B-
arbutinu jsou zcela odliSné. B-arbutin mlZe byt pfipraven extrakci rostlin a umélou

syntézou. A-arbutin se obecné pfipravuje riznymi mikrobialnimi enzymy [12].

Arbutin m(Ze ucinné inhibovat aktivitu tyrosindzy v koZnich bunkach (a-arbutin je
silnéjSim inhibitorem) a blokovat tak tvorbu melaninu, aniz by ovlivnil bunéénou
proliferaci. Kromé toho by mohl urychlit rozklad a vylu€ovani melaninu, a tim snizit
pigmentaci k(ize a eliminovat pihy. Diky této své vlastnosti se pouziva hlavné
v kosmetickych pfipravcich, napfiklad jako soucast krém0 pro zesvétleni klze.
Vzhledem ktomu vzristd mnozstvi vyzkum(, které se zabyvaji ucinky arbutinu pfi
vyrovnani nestejného odstinu pleti. Vyzkum ukazal, Ze syntetickd verze, chemicky

znama jako deoxyarbutin, je pro rozjasnéni ucinnéjsi nez prirodni derivat [12].

Arbutin je navic hlavni soucasti pripravk( pro |éCbu popdlenin a opareni. Vyznacuje se
rychlym odstranénim bolesti a otokd. Urychluje hojeni a nezanechava zadné jizvy a
mUzZe zmirnit i akné. Ma baktericidni a protizdnétlivé ucinky. Mze ulevit od kasle a
astmatu. Navic také nevykazuje zddnou toxicitu, podrazdéni, senzibilizaci a jiné vedlejsi
ucinky. V hruskach pUsobi jako antibiotickd latka v odolnosti proti bakteridlni spale

razovitych (zplsobena bakterii Erwinia amylovora) [10,12].

4.5.1 Arbutin jako typicky marker hrusné

FalSovani potravin je problém, ktery miZe mit negativni dopady na spotrebitele i na
poctivé vyrobce. Béznymi cili jsou vyrobky z ovoce, jako jsou dZusy a dZzemy. Jednou z
metod falSovani ovocné stavy je nehlasené pridavani levnéjsi stavy ke stavé drazsi.
Prikladem jsou jable¢né a hruskové stavy (jableénd mlzZe mit vyssi trini hodnotu kvali
podobnostem v jejich organoleptickych vlastnostech, jako je barva, chut a pocit
v Ustech), spolu s jejich prakticky nerozliSitelnymi sacharidovymi profily (glukdza,

fruktdza a sachardéza) a polyolovymi (sorbitolovymi) profily [13].

Schopnost detekovat nehlasené pridani stavy s nizsi ekonomickou hodnotou k $tavé s

vyssi hodnotou je klicem k odhaleni falSovani ovocnych $tav. Studie Willems a kol.
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(2018) zjistila, Ze pridani hruskové stavy do jablecné muze byt detekovano pritomnosti

arbutinu. Ten je totiZz obsazen ve vSech produktech z hrusek [13].

Charakteristické slouceniny pro hruskové stavy by se mohly pripadné pouZit jako
ukazatel pro zemi plvodu produktu. To by mohlo byt mozné diky faktu, Ze vzorky
hruskové $tavy ziskané z Ciny se li§i od vzorkl ziskanych z jinych zemépisnych oblasti.
Analytické vysledky této studie ukazaly, e komeréni vzorky z Ciny vykazovaly vysoké
koncentrace arbutinu (> 100 ppm) ve srovnani se vzorky ziskanymi z jinych
geografickych oblasti. Tyto rozdily jsou pravdépodobné zplisobeny ovocnymi odridami
pouzivanymi pro vyrobu stavy. K vyrobé komerénich hruskovych $tav produkovanych v
Severni a Jizni Americe jsou pouzivany hlavné hrusky odrldy "Williamsova“, “‘Anjou” a
'‘Boscova lahvice', spolu s mensimi koncentracemi hruskovych odrld, které jsou ¢leny
druhu Pyrus communis L. nebo dalSich evropskych odrld. Avsak v Asii se béZzné péstuji
asijské odrady a bylo prokazano, Ze obsahuji mensi mnoizstvi fenolickych latek ve
srovndani s jinymi druhy Pyrus, coZz mUze vést k rozdilu mezi geografickymi regiony
pozorovanymi v této studii. Schopnost rozliSovat hruskové koncentraty na zakladé
regionll péstovani je prospésna, protoze Stavy produkované v rdznych zemépisnych
oblastech se mohou lisit v cené a spotfebitelé se stdle vice zajimaji o to, odkud pochazi

produkty, které zakoupili, coz by mohlo vést ke geografickému falSovani [13].

4.5.2 Pouziti pri lécbé infekce mocovych cest

Vodné extrakty rostlinnych materiadlt obsahujicich arbutin se pouZzivaji k |écbé infekci
mocovych cest vétSinou jako slozky komplexnich bylinnych léciv. Hydrochinon jako
aglykon arbutinu je zodpovédny za antibakteridlni aktivitu rostlinnych extrakt(.
Vykazuje sviravé a dezinfekéni vlastnosti. Po perordlnim podani dosdhne
nemodifikovany arbutin tenkého stfeva. Ukazalo se, Ze je arbutin absorbovan ve
vétsSiné v nezménéné formé ze stfeva a rozlozen PB-glukosiddzou v jatrech na
hydrochinon a glukézu, nasledné je konjugovédn s kyselinou glukuronovou nebo
sirovou. Konjugaty hydrochinonu se vyluéuji hlavné moci s malym mnozstvim volného
hydrochinonu pfitomného ve zdravé modi. Bylo pozorovano, Ze mnozstvi volného
hydrochinonu v moci se zvySuje béhem infekce mocovych cest v dusledku aktivity

patogennich bakterii. Bakteridlni aktivita zplsobuje alkalizaci moci, coZ je vyhodné pfi
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podavani extraktl obsahujicich arbutin, protoZe alkalické pH umoznuje hydrolyzu
konjugdtlQ hydrochinonu. UdrZovani alkalizované moci béhem |écby infekce mocovych
cest je vSak v rozporu s obecné pfijimanym principem lé¢by infekce mocovych cest
zaloZenym na okyseleni mo¢i. Siroce pouzivana kyselina |-askorbovd a dal$i okyselovaci
Cinidla v modi zvysuji mnozstvi oxidu dusnatého (NO) a inhibuji rlst patogennich

bakterii [14].

4.6 Kyselina chlorogenova

Molekulovy vzorec: Ci6H1809

MW: 354,31 g/mol [15].
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Obrazek 3 Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové [15].

Kyselina chlorogenova (kyselina 3- kafeoylchinovd, 3-CQA) je ester tvoreny kyselinou
kavovou a kyselinou L-chinovou. Je to nejdllezitéjsi antioxidacné aktivni slozka
v hruskach. Jako potencidlni chemoprotektivni latka, mUzZe podporovat prevenci
chronickych onemocnéni, jako je rakovina, kardiovaskuldrni onemocnéni a snizuje
relativni riziko vzniku Alzheimerovy choroby. Dale muize podporovat protinddorovou
aktivitu, posileni imunitniho systému a snizeni toxickych ucink( chemoterapie. Mezi jeji
dalsi zdravotni vyhody patfi zlepSeni vazoreaktivity, antihypertenzni ucinek a inhibi¢ni

ucinek na hromadéni tuku. Také ma antibakterialni a protizanétlivé ucinky [10,16].
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Dale se také podili na sniZovani rizika diabetu typu 2. Kyselina chlorogenovda ma
hypoglykemicky ucinek, diky kterému snizuje koncentraci glukdzy v krvi (pUsobi na
glukdza-6- fosfatdzu (G6P), enzym zasahujici do kontroly krevni glukdzy). Dale ma
stimulacéni Ucinek na transport glukdzy v kosternim svalu. Stimuluje transport glukdzy

v kosternim svalu mechanismem nezavislym na inzulinu [19].

Kyselina chlorogenova je hydrolyzovdna stfevni mikroflérou na rlGzné metabolity
aromatickych kyselin véetné kyseliny kdvové a chinové. Kromé toho se uvadi, Ze mira
absorpce kyseliny kavové v tenkém stfevé Clovéka je 95 %, ale kyseliny chlorogenové
jen 33 %. Tato pozorovani naznacuji, Ze ucinky kyseliny chlorogenové na zdravi mohou

byt pricitany ucinklm kyseliny kavové odvozené od kyseliny chlorogenové [19].

Mezi izomery kyseliny chlorogenové patfi napfiklad kyselina 4- kafeoylchinova (4-CQA)
a kyselina 5- kafeoylchinova (5-CQA). Molekuly s vice nez jednou skupinou kyseliny
kavové se oznacuji jako isochlorogenové kyseliny (dikafeoylchinové kyseliny). Existuji v
nékolika isomerech jako jsou napfiklad kyselina 3,4- dikafeoylchinova (3,4-DCQA),
kyselina 3,5- dikafeoylchinova (3,5-DCQA) a kyselina 1,5- dikafeoylchinova (1,5-DCQA)

[16].
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Molekulowvy vzoree: CxsH24012
MW: 516,4 g/mol

Obrazek 4 Pfiklady strukturnich vzorca dikafeoylchinovych kyselin [17,18].
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4.7 Rutin

Molekulovy vzorec: C27H30016

MW: 610,5 g/mol [20].

0

Obrazek 5 Strukturni vzorec rutinu [20].

Rutin (kvercetin-3-rutinosid) je bioaktivni rostlinny flavonoid. Flavonoidy jsou exogenni
antioxidanty a plsobi v rdznych fazich oxida¢nich proces(, vcetné pUsobeni jako
vychytavace radikal, donory vodiku, donory elektrond, rozkladace peroxidd,
singletové kyslikové zhasece, inhibitory enzymi a latky chelatujici kovy. Flavonoidy
jsou ucinné v prevenci kapilarniho krvaceni a kfehkosti kapilar. Kromé toho ma tato
skupina sloucenin znacné Siroké spektrum farmakologickych vlastnosti, vcetné
antioxidacnich, antialergickych, protizanétlivych, antidiabetickych,

hepatoprotektivnich, gastroprotektivnich, antivirovych a antineoplastickych [21].

Rutin je syntetizovan ve vysSich rostlinach a byl nalezen v rlznych druzich ovoce,
zejména v citrusovych plodech a bobulich. Rutin se také nazyva vitamin P, ktery je

Siroce rozsSifen v zeleniné, ovoci a léCivych bylinach [22].

PoufZiti rutinu je omezené, jelikoZ je malo rozpustny ve vodé (0,125 g/l). Pouziva se v

potravinach v rlznych formach, jako jsou barviva, antioxidanty, konzervacni latky,
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stabilizatory a absorbenty UV. Pouzivd se také jako aktivni slozka v rlznych
multivitaminovych pftipravcich, kosmetickém a chemickém primyslu a v krmivech pro

zvirata [21,22].

4.8 Dalsi latky v plodech

Hrusky maji z jddrového ovoce nejvétsi koeficient jedlého podilu, ktery cini 91 %.
Obsah vitaminG C, E a B komplexu je vysoky. V hruskach je obsazeno ze vSech druh(
jddrového ovoce nejvice vitamind B2 a zejména B6. Vitaminy C a E jsou silné
antioxidanty a patfi mezi zakladni Ziviny. Hladina bilkovin a tuk( je v hruskach nizka.
Jsou velmi dobrym zdrojem vlakniny, médi a drasliku. Hrusky jsou neobycejnym

zdrojem vlakniny, je-li slupka konzumovdna spolu s duZinou [2,10].

Tabulka 1 Seznam obsahovych latek v plodech evropskych hrusni [2].

Zakladni slozky
Voda 83,71¢g Popeloviny 0,33¢g
Energie 58 kcal (242 kJ) Uhlovodiky 15,46 g
Bilkoviny 0,38¢g Vlaknina 3,1g
Lipidy 0,12¢g Sacharidy 9,8g

Mineralni prvky

Vapnik 9mg Sodik 1mg
Zelezo 0,17 mg Zinek 0,1 mg
Hof¢ik 7 mg Meéd' 0,08 mg
Fosfor 11 mg Mangan 0,05 mg
Draslik 121 mg Selen 0,10 pg
Vitaminy
Vitamin C 4,2 mg Cholin 5,10 mg
Vitamin B1 (Tiamin) 0,01 mg Kyselina listova 0,7 ug
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,03 mg Vitamin K 4,5 ug
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Vitamin B3 (Niacin) 0,16 mg B-karoten 13 ug

Kyselina pantotenova (B5) 0,05 mg Cryptoxanthin 2ug
Vitamin B6 (Pyridoxin) 0,03 mg Lutein + zeaxanthin 45 ug
Vitamin E (a-tokoferol) 0,12 mg

Lipidy
Nasycené MK 0,006 g Nenasycené MK 0,026 g

Aminokyseliny

Aminokyseliny celkem 03g

*V tabulce jsou uvedeny hodnoty ve 100 g ¢erstvého plodu

4.9 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Mabile-phase supply system
(Binary gradient mode)
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Obrazek 6 Schéma HPLC systému [23].

Kapalinovd chromatografie je zaloZzend na poutZiti kapalné mobilni faze a mlize vyuzivat
vsech zdakladnich principld separace latek ze smési — adsorpcni, rozdélovaci,

iontovyménné i gelové chromatografie. Podle usporadani chromatografického systému
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se jedna o kolonovou chromatografii vyuzivajici elu¢ni zpuisob vyvijeni. Usporadani fazi
v HPLC muzZe byt normalni, ale ¢astéji se jedna o obracené (reverzni) usporadani. HPLC
separace je nejpouzivanéjsi analytickou technikou diky své jednoduchosti a

vSestrannosti [23].

Systém HPLC se v zasadé sklada z péti hlavnich ¢asti: zasobni systém pro mobilni fazi,
systém vstfikovani vzorku, separacni systém, detekéni systém a rozhrani a systém
zpracovani dat. Zasobniky MF (1) musi byt dobfe uzavieny, aby se zabranilo
odpafovani rozpoustédel a jsou opatfeny filtry kvali odstranéni drobnych
mechanickych necistot. MF se déle v degasseru (2) zbavuje rozpusténych plyn(. Plyny v
rozpoustédle mohou narusit podminky separace a vést ke Spatnym signalim v
detektoru. Pritok MF systémem zajistuje vysokotlaké ¢erpadlo (3). Vétsinou umozriuje
Cerpani vodné a organické slozky mobilni faze oddélené a jejich pomér je pak nastaven
v ovlddacim programu, podle kterého je cerpan dany podil vodné nebo organické
slozky do sméSovace (4). Toto usporadani také umoznuje snadno ménit slozeni mobilni
faze v prlbéhu experimentalni prace nebo vyuzit tzv. gradientové eluce. Vzorek je
davkovan do systému nasttikovou jehlou (5) a to bud automaticky autosamplerem
nebo manualné napf. Hamiltonovou stfikackou. V separacnim systému se nachazi
predkolona (6), kterd chrani analytickou kolonu (7) pfed mozinymi zbytky matrice
vzorku, které by mohly sniZit Zivotnost analytické kolony zejména pfi analyze
biologického materidlu. Prfedkolona je plnéna vétSinou stejnym sorbentem jako
analytickd kolona, je ale vyznamné kratsi. Analytickd kolona je nerezova trubice
naplnéna stacionarni fazi pro separaci analytd a nachazi se v termostatovaném

prostoru [23].

V HPLC lze pouZit rGzny typ stacionarni faze a pouiZit k separaci jakékoli
chromatografické metody, jako je adsorpéni, rozdélovaci, iontovyménna i gelova
chromatografie. Za kolonou je zapojen detekéni systém (8), ktery je vybaveny
pratokovou detekéni celou a musi byt schopny dostatecné rychle reagovat na prichod
separovanych sloZzek. V HPLC se pouziva nékolik typl detektorl, z nichz kazdy ma své
vyhody a nevyhody, jako napfiklad UV-VIS detektor, fluorescencni detektor a
hmotnostni spektroskopicky detektor. Data shromazdéna detektorem jsou pfendsena

do pocitacového softwaru (9) k nakresleni chromatogramu. Tento chromatogram lze
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analyzovat ruéné nebo pomoci specializovaného softwaru. Takové zakladni usporadani

je schematicky znazornéno na obr. 6 [23].

4.9.1 Kolona Ascentis Express RP-Amide

Kolona vyuzita v této diplomové praci Ascentis Express RP-amide predstavuje stabilni
kolonu s reverznimi fazemi, kterou lze pouZit pro bazické, kyselé nebo neutrdini
slouceniny. Jednostupfiové vdazana, endcappovand, amidova, polarné vazana
stacionarni faze poskytuje stabilni, reverzni fazové plnéni se snizenym hydrofobnim
charakterem. Ascentis Express RP-Amid ma podobnou retenci, jako ma C18 nebo C8,
ale odliSnou selektivitu pro nékteré slouceniny ve srovnani s alkylovymi fazemi (baze

maji obvykle kratsi retenci ve srovnani s kolonami C18) [24,25].

Ascentis Express RP-Amide se nejlépe pouzivd u mobilnich fazi, které jsou smési
methanolu a vody nebo acetonitrilu a vody. Vyssi hladiny organického rozpoustédla
obvykle snizuji retenci slouc¢enin vzorku. Pouziti zvySenych teplot (napt. 40 — 60 °C)
snizi viskozitu mobilni faze a umozZni pouziti rychlejsich pritokd a nizSiho tlaku na
koloné. Techniky gradientové eluce vyuzivajici 5-10% organické slozky jako pocatecni
mobilni faze se zvySovanim na 100% organické slozky jako konecnou mobilni fazi

mohou Casto zlepsit separaci komplexnich smési vzorkd v minimalnim case [24,25].

Tato kolona byla pouZita i ve studii Gonzdlez-Gonzdlez a kol. (2019) pro stanoveni Sesti
fenolickych kyselin (kyselina galova, kyselina vanilovd, kyselina p-hydroxybenzoova,
kyselina kavovd, kyselina p-kumarova a kyselina trans-skoficova) ve vodnych
extraktech Brosimum alicastrum (listy, klira a semena), Solanum elaeagnifolium (listy)
a Ampelocissus acapulcensis (kofen). Mimo jiné byla v této studii srovnana s kolonou
XBridge-C18. Pri poufziti kolony Ascentis-Express RP-Amide byly vSechny fenolové
kyseliny oddéleny na zdakladni linii, kdezto pfi pouZiti kolony XBridge-C18 doslo k
prekryvani fenolickych kyselin [26].

Ve studii Mattonai a kol. (2016) byla tato kolona pouzita pro separaci 24 fenolickych
latek (kyselina galovd, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, kyselina 4-hydroxybenzoova,
kyselina 3-hydroxybenzoova, kyselina vanilova, kyselina benzoova, kyselina syringova,

kyselina kavova, kyselina chlorogenova, kyselina salicylovd, kyselina p-kumarova,

26



kyselina ferulova, kyselina sinapovd, kyselina o-kumarova, hesperidin, kyselina
abscisovd, kyselina trans-skoficova, rutin, kyselina ellagova, kvercitrin, myricetin,

naringenin, kvercetin a genistein) ve 36 vzorcich medu z Toskanska (Italie) [27].

4.10 Stanoveni antioxidanti

Fenolické latky a flavonoidy patfi do skupiny ptirodnich antioxidantd, které maiji
vyznamny vliv na lidské zdravi, jako je naptiklad schopnost eliminovat negativni ucinky
volnych radikal( v krvi, inhibice oxidace lipid{(i (reaguji s hydroperoxidovym volnym
radikdlem na malo reaktivni hydroperoxid, tim prerusi retézovou radikalovou reakci).

Antioxidanty také ovliviuji i procesy regulace krevniho tlaku a hladiny glukosy v krvi.

.....

4.10.1 Prutokova injekcni analyza

Pratokova injekéni analyza (FIA) je zaloZena na vstfikovani kapalného vzorku do
pohybujiciho se kontinualniho nosného proudu vhodné kapaliny. Vstfikovany vzorek
tvofi zdnu, kterda je poté transportovana smérem k detektoru, ktery nepfetrzité
zaznamendva absorbanci, potencial elektrody nebo jiny fyzikdIni parametr, ktery se

neustale méni v dasledku prichodu vzorku skrz pritokovou komoru [29].

Pritokova injekéni analyza s elektrochemickou detekci (FIA-ED) ma dominantni roli pfi
hodnoceni antioxida¢ni aktivity (patfi k nejdulezitéjSim antioxida¢nim parametriim),
kterd je definovana jako schopnost slouceniny (nebo smési sloucenin) inhibovat
oxida¢ni degradaci rliznych sloucenin, jako je prevence peroxidace lipid( (tyto metody
jsou obvykle zaloZzeny na pfimé reakci mezi studovanymi slouceninami a volnymi
radikdly nebo na reakci s pfechodnymi kovy). FIA-ED umoznuje pracovat na selektivnim
cilovém potenciadlu, coZz poskytuje snadny a pfimy zpusob jak pro vyhodnoceni
antioxidacni aktivity, tak pro kvantifikaci antioxidantll. Ma podobnou charakteristiku
jako vysoce ucinna kapalinovd chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED),
ale technika HPLC umoznuje separovat jednotlivé analyty ve srovnani s FIA-ED. Z vyse

uvedenych parametru je FIA-ED rychlejsi a vyZaduje pouze jednoduché vybaveni [30].
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Existuje rada studii, které vyuzivaji vicekanalovy coulometricky detektor pro stanoveni
hladin antioxidantl jako jsou polyfenoly v télesnych tekutinach. Coulometricky

evvys

detektory [30].

Elektrochemické metody maji veliky potencidl pro vyzkum antioxidantll, stanoveni
antioxidacni kapacity a méreni elektrochemického indexu (elektrochemicky index (El)
je vyjadren jako celkovy fenolicky obsah ziskany z elektrochemie). Elektrochemie je
atraktivni alternativou ke spektrofotometrickym metoddm pro stanoveni celkového
mnozstvi fenol(l. Pro Ucely stanoveni mohou byt pouZity r(izné typy elektrod. Zaftizeni
mohou byt staciondrni nebo pritokové a mohou byt zaloZena na cyklické nebo
diferencidlni pulzni voltametrii a potenciostatické analyze. Metody jsou zndmé pro
svou vhodnost pro kontrolu potravin a sledovani hladin antioxida¢ni aktivity v jinych

biologickych vzorcich a matricich [30, 31].

4.10.2 CoulArray detektor

Jde o elektrochemicky detektor, ktery umoznuje sledovani elektroaktivnich latek a je
uréen predevsim ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity (total antioxidant activity,
TAA). TAA kvantifikuje kapacitu vzorku biologického materidlu eliminovat radikaly a
slouzi k charakterizaci antioxidacni aktivity smésnych vzork( jako celku (vétSinu

pfirodnich antioxidantl pfijimame jako soucast slozitych smési) [32].

Ptfi detekci dochazi k preméné elektroaktivni latky na elektroddch (z poérovitého
grafitu). Na cely detektoru jsou vloZeny rozdilné potencidly. Kazdd cela poskytuje
samostatny signdl. Cela obsahuje 3 elektrody (pracovni elektroda z porovitého grafitu,
referencni hydrogenpaladiova elektroda, pomocna uhlikova elektroda). Na elektrody je
aplikovany potencial, ktery je hnaci silou pro oxidaci/redukci analytu, coz vede
k pratoku proudu, jehozZ velikost je Umérna koncentraci analytu. Na pracovni elektrodé
probihd oxidace/redukce, na pomocné elektrodé probihd komplementarni
elektrolyticka reakce a referencni elektroda zajiStuje stabilitu potencialu aplikovaného

oproti pracovni elektrodé [28].

28



Odezva detektoru je zavisla na redoxnich vlastnostech analyzovanych latek a muize byt
pouzita pro relativni srovnavani antioxidacnich schopnosti extrahovanych latek. Mezi
vyhody CoulArray detektoru patfi jeho citlivost, selektivita a moZnost pracovat
s gradientovou eluci. Casto ani neni tfeba izolovat latky z kapalnych matric (ndpoja).
Maximalni citlivosti stanoveni je dosazeno soucasnym snimdanim signdld ze vSech
elektrod a naslednym vybérem vhodného potencidlu, pfi kterém ma dand latka

nejvyssi proudovou odezvu [28].

29



4.11 Priklady predchozich studii stanoveni fenolickych latek v hrusnich

Tabulka 2 Souhrn predchozich studii a chromatografickych metod stanoveni

plody

mm x 4.6 mm)

Vzorek Stanovované latky Mobilni faze Typ kolony Detekce |Zdroj
kyselina chlorogenovi, rutin, kvercetin-3-O-galaktosid, ACE (3 um, C18, 150 x
. e . e e o H.O + 0,05% )
Plody isokvercitrin, isorhamnetin rutinosid, kvercitrin, kvercitrin malonyl CE2COOH. ACN 4.6 mm) predkolona PDA [4]
glukosid a isorhamnetin glukosid } ’ ACE (3 um, C18)
arbutin, derivat tryptofanu, kyselina 3- kafeoylchinovd, dimery
prokyanidinu, katechin, kyselina 5- kafeoylchinova, coumaroyl
h id kyseliny jable¢né, kyselina 4- kafeoylchi 3, epik hi
exogd yseliny jab e.cne,, yse |r'1a' afeoylc !nova, ep.| atec .m, Lichrospher RP-18, 5 um | DAD a
.. kyselina coumaroylchinova, kyanidin-3-O-hexosid, hexosid kyseliny | H,O + 1% HCOOH, .
Slupka a duZina . . L . . . . s predkolonou ze ESI/MS- [5]
syringové, peonidin-3-O-hexosid, kyselina kumarova, kvercetin-3- ACN steiného materialu MS
O-rutinosid, kvercetin-3-O-galaktosid, kvercetin-3-O-glukosid, di- J
O-kafeoylchinova kyselina, isorhamnetin-3-O-rutinosidy,
isorhamnetin-3-0O-hexosidy a isorhamnetin acetyl hexosidy
s Chloragonows Kysole, ptumarous yedin, doraty kyectiny - | "0+ 5% HCOOH, | Shandon Hypersil 005 | o\ | (g
Y & yselna, p yselina, derivaty kyseliny p MeOH (3 um, RP, 250 x 4 mm)
kumarové a flavonolové glykosidy
H20 + 2% Chromsep SS (250 x 4.6
. kyselina kavova, kyselina chlorogenova, kyselina sinapova, kyselina | CH3COOH a H,0 + mm, Hypersil 5 ODS)
Listy . . . R ) . . y DAD (7]
syringova, kyselina vanilova, rutin, katechin a epikatechin ACN (1:1) +0,5% | predkolona Chromsep
CH3COOH (10 x 3 mm)
Listy, k( ACES5C-18 (5 250
Isty, xura a arbutin 7% MeOH (5 um, uv-vis | (8]




Slupka

arbutin, 4-(0-B-D-glucopyranosyl)-3-(3'-methyl-2'-butenyl)-
benozoova kyselina, 3,4- dihydroxybenzoova kyselina, trans-
chlorogenova kyselina, cis- chlorogenova kyselina, isorhamnetin 3-
O-B-D-glucopyranosid, 3,5- dikafeoylchinova kyselina a (-)-
epikatechin

80% MeOH

Sephadex LH-20 (820 x
33 mm)

ESI-MS

[33]

DuZina, slupka,
semena a listy

kyselina chinova, kafeoyl N-tryptofan, kyselina protokatechov3,
kyselina 3,5-di-O-kafeoylchinovd, p-coumaroylhexosa, kyselina 1-
kafeoylchinovd, kafeoylhexosa, kyselina p-kumarova, kyselina 3-
kafeoylchinova, kyselina p-coumaroylkafeoylchinova, kyselina cis-
3-kafeoylchinovd, kyselina cis-4-p-coumaroylchinova, kyselina
trans-5-p-coumaroylchinova, kyselina 5-kafeoylchinova, kyselina
ferulova, kyselina cis-4-kafeoylchinova, kafeoylhexosa, kyselina
cis-1-kafeoylchinova, p-coumaroylhexosa (isomer 2), kyselina
feruloyldikafeoylchinova, kafeoylhexosa, kyselina 4-
kafeoylchinova, kyselina kafeoyl-L-jableéna, kyselina cis-5-p-
coumaroylchinova, dimer kyseliny p-coumaroylchinové, kyselina
3,4-di-O-kafeoylchinova, kyselina 3-p-coumaroylchinova, kyselina
cis-5-kafeoylchinova, kyselina kafeoyl-p-coumaroylchinova,
neznamy derivat kafeoylhexosy, feruloylchinova kyselina, dimer A-
typu procyanidinu, (+)-katechin, dimery B-typu procyanidinu,
tetramery B-typu procyanidinu, trimery B-typu procyanidinu,
epikatechin-0-3,4-dimethylgallat, (-)-epikatechin, pentamer B-
typu procyanidinu, kaempferol 3-O-galaktosid, kvercetin 3-O-
rutinosid, kvercetin 3-O-galaktosid, kvercetin 3-O-glukosid,
kaempferol 3-O-rutinosid, isorhamnetin 3-O-rutinosid,
isorhamnetin 3-O-galaktosid, kaempferol 3-O-glukosid,
isorhamnetin 3-O-glukosid, kaempferol-3-0-6-acetylglukosid,
apigenin pentosid, arbutin, kyanidin 3-O-glukosid

H20 + 0,1%
HCOOH, ACN

BEH C18 (1,7 um, 100 x
2,1 mm)

PDAaQ/
TOF-MS

[34]
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Slupka (16
odrad)

arbutin, kyanidin 3-O-galaktosid, kyselina 3-kafeoylchinova,
peonidin 3-O-galaktosid, kyselina chlorogenova, katechin, kyselina
4-kafeoychinova, kyselina kdvova, kyselina Z-kafeoylchinova,
epikatechin, kyselina p-coumaroylchinova, kyselina
kafeoylSikimova, kvercetin 3-O-glukosylgalaktosid, kvercetin 3-O-
2"-xylosyl-6"-rhamnosylglukosid, kyselina kafeoyljable¢n3,
kvercetin 3-O-galaktosylglukosid, kvercetin 3-O-
arabinosylglukosid, kvercetin O-pentosid, kaempferol O-dihexosid,
kvercetin 3-O-rhamnosylgalaktosid, kvercetin 3-O-rutinosid,
luteolin 7-O-rutinosid, kvercetin 3-O-galaktosid, kvercetin 3-O-
glukosid, luteolin 7-O-glukosid, kyselina p-coumaroyljable¢n3,
kaempferol-3-O-rhamnosylgalaktosid, luteolin 7-O-
acetylmalonylglukosid, kyselina feruloyljable¢na, kaempferol 3-O-
rutinosid, isorhamnetin 3-O-robiniosid, isorhamnetin 3-O-
rutinosid, kvercetin 3-0O-6"-malonylglukosid, kyselina 3,4-
dikafeoylchinova, isorhamnetin 3-O-galaktosid, chrysoeriol 7-O-
rutinosid, kyselina 3,5-dikafeoylchinova, kaempferol 3-O-glukosid,
isorhamnetin 3-O-glukosid, apigenin 7-O-glukosid, luteolin 4°-O-
glukosid, kyselina dikafeoylchinovd, trihydroxymethoxyflavon
sulfat, chrysoeriol 7-O-glukosid, kyselina 4,5-dikafeoylchinova,
methyl ester kyseliny kavové, isorhamnetin 3-0-6"-
malonylgalaktosid, kaempferol 3-0-6"-malonylglukosid,
isorhamnetin 3-0O-6"-malonylglukosid, kvercetin glykosid,
isorhamnetin 3-O-malonylgalaktosid, kyselina 1,3,5-
trikafeoylchinova, apigenin 7-O-malonylglykosid, kyselina
feruloyldikafeoylchinova, kyselina 3,4,5-trikafeoylchinova

H,O +0,1%
HCOOH, ACN +
0,1% HCOOH

Symmetry C18 (5 um,
250 x 4,6 mm i.d.)
predkolona Symmetry
Sentry (5 um, 20 x 3,9
mm)

DAD a
ESI/MS

[35]
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Vétve, listy,
stonky, slupka a
duZina

arbutin

MeOH: H,0: 0,1 M
HCI (5:94:1)

Wakosil-1l 5C18 RS (5
um, 250 x 4.6 mm)
predkolona (5 pum, 8 x
4.6 mm)

uv

[36]

Z tabulky je patrné, Ze pro separaci fenolickych latek se nejcastéji pouZivaji kolony se sorbentem C18 spolu s mobilni fazi, jejiz organickd slozka

je sloZzena z acetonitrilu nebo methanolu a vodna slozka je okyselena kyselinou octovou nebo mravendi. K detekci se nejcastéji pouziva PDA

(DAD) detektor.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pristroje a podminky separace

Tabulka 3 Chromatograficky systém

Chromatograficka souprava Shimadzu LC-10
Cerpadlo LC-10AD VP
Autosampler SIL-HT A
Davkovani 1 ul (plody 5 pl)
Termostat kolony CTO-10A VP
Kolona ASCENTIS Express RP-Amide 150x4.6 mm, 2.7 pum
Mobilni faze Acetonitril, ultracista voda (kyselina fosforec¢na, pH= 2,2)
Cas [min] ACN (%) H,0 pH 2,2 (%)
0,01 10 90
8 55 45
Gradient
8,20 90 10
10,20 90 10
10,51 stop stop
Teplota 30°C
Detektor DAD detektor SPM-M10A VP
Detekce 220,327,354 nm
Vyhodnoceni Software LC solution

5.2 Chemikalie

Acetonitril (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich
Metanol (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich
Kyselina fosfore¢na 85%, Sigma-Aldrich

Kyselina mravenci, Sigma Aldrich

Kyselina octova ledovd, Sigma Aldrich



Ultracista voda

Standardy:

Arbutin > 98%, Sigma-Aldrich

Kyselina chlorogenova > 95%, Sigma-Aldrich
Kyselina 1,5- dikafeoylchinova > 98%, Sigma-Aldrich
Kyselina 3,5- dikafeoylchinova > 98%, Sigma-Aldrich
Rutin > 94%, Sigma-Aldrich

5.3 Priprava smésného roztoku standardii

Roztoky standard( arbutinu, kyseliny chlorogenové, kyseliny 1,5- dikafeoylchinové,
kyseliny 3,5- dikafeoylchinové a rutinu byly pfipraveny navazenim 0,5 mg daného
standardu a rozpustény v 1 ml methanolu (jejich koncentrace byla 0,5 mg/ml). Od
kazdého standardu bylo odpipetovano 100 pl za vzniku smésného roztoku standardd

(koncentrace jednotlivych standardi ve smési byla 100 mg/l).

5.4 Postup extrakce fenolickych sloucenin ze vzorkii

5.4.1 Listy, klra, pupeny, kvéty a stépka

Vzorky bylo nejprve nutné dlkladné ususit. Listi bylo dlikladné zhomogenizované
pomoci mixeru a byly odstranény prebytecné casti (fapik), které snizuji vytéznost.
Ostatni vzorky byly homogenizovédny ve tfeci misce. Klira byla ziskana sloupnutim
vrchni Casti vétvicek. Byl vytvoren smésny vzorek stépky, vznikly smichanim odrid
"Konference’, ‘Clapova’, ‘Lucasova’, ‘Charneuska’. Po dukladné homogenizaci bylo na
analytickych vahach navdzeno 0,05 g vzorku do 2 ml centrifugacni eppendorf
zkumavky. Nasledné byla provedena extrakce metanolem s pfidavkem 0,1% mravendi
kyseliny. Nasledovala ultrazvukova lazen po dobu 30 minut (s protfepanim po 10-ti
minutdch), centrifugace (15 minut, 5000 rpm), a filtrace pfes 0,22 um PTFE stfikackovy

filtr do vialky. Do analyzy byl extrakt skladovan pfi 4 °C.
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5.4.2 Plody

Vzorky byly homogenizovany v mixéru z 2-3 plod( se slupkou bez semen. Nasledné
byly navdZeny 3 g do 50 ml odstfedivé plastové eppendorf centrifugacni zkumavky.
Vzorek byl extrahovan 15 ml methanolem s 2% kyselinou octovou a umistén do
ultrazvukové Iazné na 30 minut (s protfepanim po 10-ti minutdch). Nasledné byl vzorek
centrifugovan (10 minut, 6000 rpm) a filtrovan pres 0,45 um PTFE filtr a skladovan pfi 4
°C do analyzy.

5.5 Validacni parametry

Validacni parametry byly stanoveny pred vypracovanim prace.

Tabulka 4 Linearita, vytéZznost, presnost

. Chlorogenova| Kyselina 3,5- Kyselina 1,5- .
Arbutin kyselina dikafeoylchinova | dikafeoylchinova Rutin
T -
'”Zazr'ta 0,999 0,998 0,999 0,999 0,997
[%]
. 102,68 88,67 131,61 96,20 114,26
Vyteznost
0,
RVSD (%] 0,83 2,69 1,42 - 3,10
Presnost

* Linearita byla provedena na smésném roztoku standardu, vytéZnost a presnost byla

provedena na redlnych extraktech listi.

Tabulka 5 Opakovatelnost — Kyselina 3,5- dikafeoylchinova, kyselina 1,5- dikafeoylchinova, rutin

RSD Kyselina 3,5- RSD Kyselina 1,5- RSD Rutin
dikafeoylchinova [%] dikafeoylchinova [%] [%]
20 mg/I 2,03 1,46 1,15
100 mg/I 2,63 3,09 1,28
250 mg/I 2,28 2,78 0,81

*Opakovatelnost byla provedena na smésném roztoku standard.

Tabulka 6 Opakovatelnost — Arbutin a kyselina chlorogenova

RSD Arbutin [%] RSD Chlorogenova [%]
100 mg/I 1,22 0,49
500 mg/I 0,63 0,56
1000 mg/I 0,81 0,62

*Opakovatelnost byla provedena na smésném roztoku standard(.
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5.6 Parametry chromatografické separace

Mezi hodnocené parametry chromatografické kolony patfil retencni cas (tgr), faktor
symetrie (As), rozliSeni chromatografickych pikd (Rs), Sitka piku v 50% vysky (wso) a

pikova kapacita (P¢).

Pikova kapacita se vypocita z nasledujiciho vzorce:
Pc = 1 + tg/Wb

tg ...doba trvani gradientu

Wp ...Sitka piku pti zdkladné

Tabulka 7 Parametry chromatografické separace

tr As Rs Wso Pc
Arbutin 2,28 1,843 7663 0,071 56,32
Kyselina chlorogenova 5,635 1,577 27,004 0,051 59,39
1,5-DCQA 8,275 - 0,937 0,057 44,79
3,5-DCQA 8,171 - 7,82 0,053 44,79
Rutin 7,361 1,64 16,632 0,05 56,32

*DCQA...dikafeoylchinova kyselina

5.7 Optimalizace extrakce plodi

5.7.1 Optimalizace délky ultrazvukové lazné a vybér rozpoustédla

Optimalizace byla provedena na vzorku odrldy "Charneuskd’. Byly navazeny 3 g do 50
ml odstredivé plastové eppendorf centrifugacni zkumavky. Vzorky byly nasledné
extrahovany 15 ml extrakéniho cinidla. Byla zvolena 2 extrakéni €inidla: metanol + 0,1%
kyselina mravenci (pH = 2,8) a methanol + 2% kyselina octova (pH = 2,83). Ultrazvukova
[azen trvala 10 min, 20 min a 30 min. Kazdy vzorek byl navazen dvakrat a byl méren ve

dvou nastficich.
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Tabulka 8 Porovnani ucinku délky ultrazvukové lazné a typu extrakcniho Cinidla

Arbutin Kyselina chlorogenova
Cas lazné MeOH+ 0,1% FA | MeOH + 2% AA | MeOH+ 0,1% FA | MeOH + 2% AA
10 min 102175 1635269 75036 56514
20 min 115039 1652171 86285 97609
30 min 119817 1650802 97941 112873

*V tabulce jsou uvedeny priméry ploch pik(i vztazené na prliméry navazek 3 g.

MeOH +0,1% FA

MeOH + 2% AA

Al

jall)
5o+ 220nm, 4nmn

(1.00)

arbutin

s00-1220nm 4nm {1.00)

] arbutin
250—_

0o 10

80 7o 0n 10 2o 20 £ 50 20 70

204

mALl
1327nm . 4nm (1.00)

kyselina chlorogenova

mALl
1327nm.4nm (1.00)

25 kyselina chlorogenova

80 70 0o 10 20 2o P 50 50 7o

Obrazek 7 Priklady chromatogramti pfi ultrazvukové lazni 30 min.

Na zakladé této optimalizace byl zvolen methanol + 2% kyselina octova a doba

ultrazvukové 1azné 30 min.

5.7.2 Optimalizace mnozstvi kyseliny octové

Optimalizace byla provedena na vzorku odrlidy "Williamsova’. Byly navazeny 3 g vzorku

do 50 ml odstredivé plastové eppendorf centrifugaéni zkumavky. Vzorky byly nasledné

extrahovany 15 ml extrakéniho cinidla. Byla zvolena 2 extrakéni Cinidla: metanol + 0,1%

kyselina octova (pH = 4,22) a methanol + 2% kyselina octova (pH = 2,83). Ultrazvukova

lazen trvala 10 min, 20 min a 30 min. Kazdy vzorek byl navazen dvakrat a byl méren ve

dvou nastficich.
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Tabulka 9 Porovnani koncentraci kyseliny octové

Arbutin Kyselina chlorogenova
Cas lazné | MeOH+ 0,1% AA | MeOH + 2% AA | MeOH+ 0,1% AA | MeOH + 2% AA
10 min 218875 1364934 29345 26829
20 min 214985 1361650 26332 33373
30 min 214494 1361963 27509 31822

*V tabulce jsou uvedeny priméry ploch pik(i vztazené na priméry navazek 3 g.

MeOH +0,1% AA MeOH + 2% AA

mAlU mAU
1220nm, 4nm) (j.00) 1220nm 4nm (.00)

arbutin ] arbutin

N T T Y NV Y BT I 4 oo 10 20 30 40 80 80 70

mAU mAU
1327nm,4nm (1.00) 31327nm, 4nm (1.00)

759 7.5

507 kyselina chlorogenova 5.0 kyselina chlorogenova

2.5—5 2-5-5

003 ) 0.04 b
oo 1o 2o 3o 4o 50 60 70 ) o 2o 3o 4o 50 60 70

Obrazek 8 Pfiklady chromatogrami p¥i ultrazvukové lazni 30 min.

Na zakladé chromatogramu byl zvolen methanol + 2% kyselina octova jako Ucinnéjsi

extrakéni Cinidlo.

5.8 Stanoveni obsahu fenolickych latek

Celkem bylo k analyze vyuzito 30 vzork( listi, 30 vzorka kdry, 30 vzork( pupent, 10
vzorkd plodd, 10 vzork( kvétd a 1 vzorek Stépky pripraven smichani 4 odriad (viz
kapitola 4.4.1.). Fenolické latky byly stanovovany v 10 odrtddach hrusni ("Clapova’,
‘Konference’, ‘Williamsova cervena’, ‘Williamsova’, ’‘Charneuska’, ’Lucasova’,
"Higland’, ‘Grosdemange’, ‘Thiriotova” a ‘General Leclerc’). V tabulce ¢islo 10 je
prehled odrid a popis vzhledu jejich plodd. VSechny vzorky byly poskytnuty z
Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovocnarského v Holovousech. Vzorky byly

odborné sesbirany v obdobich srpen — zafi 2019, fijen - listopad 2019 a bfezen - duben
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2020. Vzorky plodl byly sbirany v obdobi srpen — zafi 2019, kvéty a Stépka v obdobi

bfezen — duben. Veskery material byl zpracovan dle postupu v kapitole 4.4.1.

5.8.1 Vypocet koncentrace fenolickych latek v extraktech

Kazdy vzorek byl nastfiknut tfikrat. Z nastfik( byl vypocitan pramér ploch, ktery byl

nasledné prepocitan na jednotnou navazku 0,05 g dle vzorce:
x=A*0,05/m

A ...primérna plocha piku

m ...hmotnost navazky

Koncentrace analytu byla vypoctena podle vzorce:
cx = Vn * cst * Ay/Ast

Vn ...objem nastfiku (u listd, kdry, pupen, kvétl a stépky byl nastrik 1 ul, u plodd 5 pl)
Ax ...pramérna plocha piku analytu

Ast ...priimérna plocha piku standardu

cx ...koncentrace analytu

CsT ...koncentrace standardu

Koncentrace standardu byla vypoctena podle vzorce:
Cst = CzAs * zfedéni

czas ...koncentrace zasobniho roztoku

Nakonec byl proveden pfepocet na mnozstvi pouzitého rozpoustédla (u listl, kary,
pupent, kvétd a Stépky 2 ml, u plodd 15 ml). Vysledkem byla koncentrace v mg/ml.
Tato koncentrace byla prepocitana na hodnotu realné navazky vzorku a dale na mg/g s

korekci na Cistotu daného standardu.

Ziskané vysledky pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulkach kapitoly 5.1.
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5.8.2 Detekce a identifikace fenolickych latek v extraktech

Detekce byla provedena pfi vinovych délkdch 220 nm, 327 nm a 354 nm v zavislosti na

absorpénim maximu jednotlivych fenolickych sloucenin.

Identifikace jednotlivych fenolickych latek byla provedena porovnanim retencnich ¢ast
latek z extraktd vzorkU s retenénimi ¢asy jednotlivych standard(. Separacni podminky
jsou sepsany v tabulce cislo 3. Na obr. 9 jsou chromatogramy jednotlivych standardi
v zavislosti na absorpcnich maximech jednotlivych analytl. Arbutin byl sledovan pfi

220 nm, kyselina chlorogenova a jeji derivaty pfi 327 nm a rutin pfi 354 nm.

mAL
1220nm 4nm (1.00)
250 . “
] arbutin
0: e Jt ]!I\_«_" l' 2
00 25 50 75 'nn

kyselina 3,5- kyselina 1,5-

mAU dikafeoylchinova dikafeoylchinova

500-1327nm,4nm (1.00) kyselina JK \ /

chlorogenova

00 25 50 7' min

mAU
250+4354nm,4nm (1.00)

] k rutin
k -

0.0 g ¢ W W o gagd ¥ ¥ 0 gk i

Obrazek 9 Chromatogram smésného roztoku standardui

41



Tabulka 10 Pfehled testovanych odrtid a popis barvy plodu

"Clapova’

zelenoZluté s ¢cervenym lickem

"Konference’

Zlutozelené, Sedaveé rzivé

‘Williamsova cCervend’

zluté, na slunec¢ni strané ndpadné nacervenalé

"Williamsova’ Zluté, na slunecni strané nenapadné nacervenalé
"Charneuska’ zelenavé zluté, na slunecni strané s narGzovélym lickem
"Lucasova’ zelenoZluté az zluté se slabym rdzovym lickem
"Higland’ zelenaveé Zluté
‘Grosdemange’ nazloutlé, s hnédocervenym lickem a Zzihanim
‘Thiriotova’ Zluté, na slunecni strané s cervenym lickem

‘General Leclerc’

nejprve zlutozelené, pozdéji nazloutlé, husté hnédé teckované

5.9 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Pro hodnoceni antioxida¢ni aktivity elektroaktivnich latek vSech pfipravenych

extraktd byla pouzita pritokova injekéni analyza (FIA) ve spojeni s multikanalovym

elektrochemickym detektorem CoulArray na pracovisti Radanal s.r.o. Kazdy extrakt byl

méren 3krat. Vzorky byly fedény 20x (extrakty vzorkd plodl fedény nebyly).

5.9.1 Pristroj a podminky stanoveni

Tabulka 11 Systém pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

Detektor

CoulArray Detector ESA, Model 5600A

Autosampler

Autosampler ESA, model 542

Pumpa Model 582 Solvent Delivery System
Software CoulArray® for Windows®32
Mobilni faze 90% KH2PO4 0,05M; 10% ACN; pH=4,77
Priatok 1 ml/min
Potencidly na pracovnich elektrodach 200, 400, 600, 800 mV
Teplota 30 °C
Nastrik 5ul
Redé&ni 20krét, plody bez zfedéni

Referencni elektroda

Hydrogen-palladiova

Celkovy cas analyzy

1,1 minut
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5.9.2 Priklad grafického zaznamu stanoveni TAA

odezva (pA)

[ [ [
0.00 0.20 0.40 0.60 0.50 1.00
retenéni éas (minuty)

Obrazek 10 Pfiklad zaznamu stanoveni TAA u vzorku listi odrady “Clapova’

5.9.3 Optimalizace nastfiku pfi analyze extraktu plodu

odezva (pA) Nastfik 5 pl

T T T T
0.00 020 040 060 080 1.00

retenéni Zas (minuty)

odezva (pA) Nastfik 10 pl

80_|

|

20_|

0 1
! |

N ! I T [ T I ! []
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

retenéni &as (minuty)

Obrazek 11 Porovnani nastfikovanych objema (5 pl a 10 pl) u plodi odriady “Clapova’

Pri fedéni extraktl plodl (stejné jako vzorku listi, kiiry a pupen(, kvétl) byla velice
nizkd odezva detektoru, a to i pfi zvySeni nasttikovaného objemu z 5 ul na 10 ul (obr.

11).
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odezva (pA) Redény vzorek

I ] |
0.00 020 040 060 030 1.00

retenéni &as (minuty)

odezva (pA) Neredény vzorek

| |
. B

20_|

0

! | |
0.00 020 040 0.60 0380 1.00

retenéni éas (minuty)

Obrazek 12 Porovnani fedéného a nefedéného vzorku plodt odridy ‘Clapova’

Nasledné byl porovnan redény a neredény vzorek pfi nastfiku 5 pl (obr. 12). Na

zakladé odezvy, byly vzorky plodi méreny nefedéné pfi ndstriku 5 pl.
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6. VYSLEDKY

6.1 Obsah fenolickych latek v jednotlivych odriiddch

6.1.1 "Clapova’

Tabulka 12 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odriady "Clapova’ v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Brezen — duben 2020
"Clapova’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 22,13 - 10,54 | 1,08 | 26,48 33,41 | 8,33 40,86 |24,86| 17,69 |22,59
Kyselina = 115 94] - | 652 |0,00512,07| 576 | 870 | 51,28 | 432 | 14,59 |20,10
chlorogenova
3,5-DCQA 5,25 - 3,23 - 6,18 | 2,57 9,39 20,45 | 1,31 | 15,31 |10,30
Rutin 0,94 - 0,06 |0,005| 3,56 | 0,56 | 0,33 574 | 0,17 | 0,69 2,46
1,5 - DCQA - - - - - - - - - - -
Celkem 40,46 - 20,35 | 1,09 (48,29| 42,3 | 26,75 |118,33|30,66| 48,28 |55,45

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 1 ‘Clapova’- obsah fenolickych latek v mg/g

mg/g
140

“Clapova’
120
100

g0

60

40 . - — _ .
20 .
] [ |
o
Listy Kira Pupeny Plody  Listy Kira Pupeny Listy Kira Pupeny Kudty

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen — duben 2020

Arbutin B Kyselina chlorogenova 3,5 - DCOA Rutin  m1,5-DCQOA
Z tabulky vyplyva, Ze u odrlidy ‘Clapova’ byl v jednotlivych obdobich nejvyssi obsah

fenolickych latek v listech. Ve vsSech vzorcich v obdobi srpen — zafi bylo nejvice
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arbutinu. V obdobi fijen — listopad bylo vlistech nejvice arbutinu, v kire kyseliny
chlorogenové a v pupenech kyseliny 3,5- dikafeoylchinové. V obdobi bfezen — duben

bylo v listech nejvice kyseliny chlorogenové, v ostatnich vzorcich bylo nejvice arbutinu.

6.1.2 ‘Konference’

Tabulka 13 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Konference’ v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
‘Konference’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 24,37 - 18,40 (1,085|27,70(53,88| 17,49 | 51,24 {34,69| 29,39 |30,44
Kyselina - 110351 . | 700 | 0,04 |1404| 544 | 7,00 | 83,87 | 331 | 1491 |22,67
chlorogenova
3,5-DCQA |13,63 - 4,07 - 13,91 5,55 8,57 17,96 | 2,00 | 15,88 | 7,79
Rutin 1,19 - 0,07 0,00 | 4,51 | 0,52 0,42 8,62 | 0,49 0,49 2,53
1,5-DCQA | - - - - - - - - - - -
Celkem 57,54 - 29,54 | 1,13 | 60,16 65,39| 33,58 |161,69|40,49| 60,67 (63,43

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 2 “‘Konference’- obsah fenolickych latek v mg/g

mg/e
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Konference
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Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen —duben 2020

Arbutin W Kyselina chlorogenova 3,5—DCOA Rutin  ®m1,5-DCQOA
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Z tabulky vyplyva, Ze u odrldy ‘Konference” byl v obdobich srpen — zati a brezen —

duben celkovy obsah fenolickych latek nejvyssi v listech. V obdobi fijen — listopad byl

nejvyssi v klre. Ve vzorku listi vobdobi bfezen — duben bylo nejvice kyseliny

chlorogenové, v ostatnich vzorcich bylo nejvice arbutinu.

6.1.3 "Williamsova cervena’

Tabulka 14 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy “Williamsova ¢ervena’ v mg/g

‘Williamsova Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen — duben 2020
Cervena’ Listy | Klra | Pupeny | Plody | Listy | Kdra | Pupeny | Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 16,48 - 11,48 | 1,10 |21,46|32,23| 10,11 | 35,21 |23,15| 27,23 | 23,79
Kyselina = 1005 - | 484 |0,005| 993|403 | 623 | 4046|311 | 1376 | 14,90

chlorogenova

3,5-DCQA |11,45 - 1,39 - 11,20| 2,66 | 4,50 | 26,64 | 2,80 | 17,49 |10,03

Rutin 0,88 - 0,03 {000 |3,73|092)| 0,39 554 | 045 | 0,51 1,61
1,5-DCQA - - - - - - - - - - -
Celkem 39,76 - 17,74 | 1,11 |46,32(39,84| 21,23 |107,85|29,51| 58,99 |50,33

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 3 "Williamsova ¢ervena’- obsah fenolickych latek v mg/g
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Z tabulky vyplyva, Ze u odrady "Williamsova cervend’ byl ve vSech obdobich celkovy

obsah fenolickych latek nejvyssi v listech. Ve vzorku listi v obdobi bfezen — duben bylo

nejvice kyseliny chlorogenové, v ostatnich vzorcich bylo nejvice arbutinu.

6.1.4 "Williamsova’

Tabulka 15 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Williamsova“ v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
"Williamsova’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klira | Pupeny | Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 20,71 - 13,17 (1,085|22,41|36,30| 14,30 | 39,30 (19,48 | 23,24 |23,25
Kyselina -~ 11,651 - | 562 |0,005| 6,63 | 2,67 | 627 | 51,57 | 1,68 | 12,01 |15,58
chlorogenova
3,5-DCQA (11,90 - 2,60 - 6,84 | 0,99 3,54 3594 | 1,08 | 14,44 |10,85
Rutin 0,74 - 0,03 0,00 | 1,79 | 0,98 0,14 6,97 | 0,43 0,73 1,53
1,5-DCQA | - - - - - ; ; ; - ; ;
Celkem 46 - 21,42 | 1,09 |37,67 (40,94 | 24,25 |133,78|22,67| 50,42 |51,21

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 4 "Williamsova’- obsah fenolickych latek v mg/g
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Z tabulky vyplyvd, Ze u odrady "Williamsova“ byl nejvyssi obsah fenolickych latek v

listech v obdobi bfezen-duben. Ve vétsiné vzorkd prevladal arbutin (kromé listh v

obdobi biezen-duben).

6.1.5 ‘Charneuska’

Tabulka 16 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Charneuska’ v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
‘Charneuska’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 24,75 - 9,66 |1,105(30,89|50,08| 14,65 | 41,31 |23,41| 26,21 |21,16
Kyselina = 11670 - | 690 | 001 1872|380 | 907 |51,73 | 2,08 | 12,87 |13,32
chlorogenova
3,5—-DCQA 5,79 - 2,38 - 8,78 | 2,59 9,57 23,16 | 1,30 | 15,47 |11,24
Rutin 0,78 - 0,04 0,00 | 2,77 | 0,40 0,53 6,61 | 0,24 0,68 2,23
1,5-DCQA | - - - - - - - - - - -
Celkem 53,19 - 18,98 | 1,12 |61,16 56,87 | 33,82 |122,81|27,03| 55,23 |47,95

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 5 ‘Charneuska’- obsah fenolickych latek v mg/g
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Z tabulky vyplyvd, Ze u odridy "Charneuskd” byl ve vSech obdobich celkovy obsah

fenolickych latek nejvyssi v listech. Ve vétsiné vzork(l prevladal arbutin (kromé list( v

obdobi bfezen-duben, kdy ¢astecné prevladala kyselina chlorogenova).

6.1.6 ‘Lucasova’

Tabulka 17 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Lucasova’ v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
"Lucasova’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 19,47 - 17,02 | 1,05 |30,37|37,15| 14,57 | 44,58 |23,64| 32,56 |23,33
Kyselina -~ 115241 - | 602 |0015]12,42] 2,26 | 911 | 61,73 | 1,24 | 16,07 |14,37
chlorogenova
3,5—-DCQA |12,56 - 2,86 - 11,78 | 1,94 | 9,62 31,57 | 0,98 | 21,25 |12,89
Rutin 1,09 - 0,02 0,01 335|041 | 0,51 8,48 | 0,19 1,13 2,52
1,5 - DCQA - - - - - - - - - -
Celkem 45,86 - 25,92 | 1,08 |{57,92|41,76| 33,81 |146,36|26,05| 71,01 |53,11
*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova
Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:
Graf 6 "Lucasova’- obsah fenolickych latek v mg/g
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Z tabulky vyplyva, Ze u odr(idy "Lucasova’ byl nejvyssi obsah fenolickych latek v listech

v obdobi bfezen - duben. Ve vétsiné vzorkl prevladal arbutin (kromé listd v obdobi

bfezen-duben).

6.1.7 "Higland’

Tabulka 18 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Higland” v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
"Higland’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 22,89 - 11,89 |1,095|33,07|38,62| 13,56 | 51,27 |17,64| 28,79 | 25,65
Kyselina -~ 1 o261 | 478 | 001935485 | 736 | 32,47 | 2,77 | 20,19 |14,09
chlorogenova
35-DCOA | 568 | - | 207 | - |11,18] 4,70 | 7,92 | 1566 | 2,10 | 12,64 | 8,31
Rutin 0,64 - 0,04 0,00 | 4,32 | 0,45 0,53 4,01 | 0,08 1,39 1,70
1,5-DCQA | - - - - - - - - - - -
Celkem 34,96 - 18,78 | 1,11 |57,92 48,62 | 29,37 |103,41|22,59| 63,01 |49,75

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 7 “Higland’- obsah fenolickych latek v mg/g
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Z tabulky vyplyva, Ze u odrGdy ’Higland” byl ve vSech obdobich celkovy obsah

fenolickych latek nejvyssi v listech. Ve viech vzorcich bylo nejvice arbutinu.

6.1.8 ‘Grosdemange’

Tabulka 19 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Grosdemange” v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Brezen — duben 2020
‘Grosdemange’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klira | Pupeny| Listy | Klira | Pupeny | Kvéty
Arbutin 19,87 - 11,08 (1,115|34,45|54,61| 19,67 | 44,40 |15,06| 25,19 |26,81
Kyselina = 111661 - | 637 |0,015]17,93| 3,56 | 11,81 | 55,99 | 0,39 | 19,74 |17,24
chlorogenovad
3,5-DCQA 2,90 - 2,95 - 8,34 | 4,45 | 13,48 7,73 | 0,23 | 14,75 | 6,22
Rutin 0,56 - 0,02 |000]|379(051| 0,34 4,54 | 0,06 | 0,54 1,26
1,5-DCQA - - - - - - - - - -
Celkem 35,19 - 20,42 | 1,13 |64,51|63,13| 45,3 |112,66|15,74| 60,22 |51,53

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 8 “Grosdemange’- obsah fenolickych latek v mg/g

mg/g
120

‘Grosdemange’
100
BO

&0

I I_IIIIIII

Listy Kira Pupeny Plody Listy Kiira Pupeny Listy Kira Pupeny Kvéty

&

(=]
[=]

Srpen —zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Brezen — duben 2020

W Arbutin - B Kyselina chlorogenova 3,5—DCOA Rutin ®m1,5—DCOA

52



Z tabulky vyplyvd, Ze u odrlidy ‘Grosdemange” byl ve vsech obdobich celkovy obsah

fenolickych latek nejvyssi v listech. Ve vétsSiné vzork( prevladal arbutin (kromé listl v

obdobi biezen-duben).

6.1.9 ‘Thiriotova’

Tabulka 20 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy "Thirriotova” v mg/g

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Biezen — duben 2020
“Thirriotova’
Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klra |Pupeny| Listy | Klra | Pupeny | Kvéty
Arbutin 31,45 - 17,52 | 1,06 [38,73(42,32| 14,79 | 54,42 |20,98| 32,07 |22,00
Kyselina = 1551 | 2586 | 005|741 |223| 798 |41,25| 084 | 9,86 |11,82
chlorogenova
3,5—-DCQA 7,51 - 0,59 - 10,19| 1,94 | 5,86 20,49 | 0,64 | 13,96 | 9,70
Rutin 0,68 - 0,01 | 000 (278|023 | 045 4,45 | 0,20 | 0,63 1,92
1,5 - DCQA - - - - - - - - - - -
Celkem 47,15 - 20,98 | 1,11 (59,11|46,72| 29,08 |120,61|22,66| 56,52 |45,44
*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova
Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:
Graf 9 ‘Thirriotova’- obsah fenolickych latek v mg/g
mg/g
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Z tabulky vyplyva, Ze u odrldy ‘Thirriotova“ byl celkovy obsah fenolickych latek nejvyssi

v listech v obdobi bfezen — duben. Ve viech vzorcich bylo nejvice arbutinu.

6.1.10 ‘General Leclerc’

Tabulka 21 Koncentrace fenolickych latek ve vzorcich odridy ‘General Leclerc” v mg/g

‘General Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Brezen — duben 2020
Leclerc Listy | KGra | Pupeny | Plody | Listy | Klira | Pupeny | Listy | Klira | Pupeny | Kvéty
Arbutin 28,29 - 12,56 | 1,09 |24,23|37,49| 12,03 (41,57|31,90| 27,06 |29,68
Kyselina = o001 . | 554 | 000745298 | 818 |3229] 2,97 | 1211 |19,90
chlorogenova
3,5—-DCQA 8,44 - 1,39 - 15,94 | 3,40 | 5,47 6,26 | 2,91 | 14,24 | 6,36
Rutin 0,88 - 0,02 | 0,00 | 3,56 | 1,03 0,39 (492021 | 0,82 2,27
1,5-DCQA - - - - - - - - - - -
Celkem 43,51 - 19,51 | 1,09 |51,18| 44,9 | 26,07 [85,04|37,99| 54,23 |58,21
*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova
Graf zavislosti obsahu fenolickych latek na obdobi odbéru a typu materidlu:

Graf 10 “General Leclerc’- obsah fenolickych latek v mg/g

mg/g
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Z tabulky vyplyva, Ze u odridy ‘General Leclerc’” byl ve vSech obdobich celkovy obsah

fenolickych latek nejvyssi v listech. Ve vsech vzorcich bylo nejvice arbutinu.
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6.1.11 Stépka

Tabulka 22 Koncentrace fenolickych latek ve vzorku $tépky v mg/g

Stépka mg/g
Arbutin 19,51
Kyselina chlorogenova 2,24
3,5-DCQA 1,24
Rutin 0,09
1,5-DCQA -
Celkem 23,08

*DCQA ...kyselina dikafeoylchinova

Ve vzorku Stépky byl nejhojnéji zastoupen arbutin, nasledovala kyselina chlorogenova,

dalsi byla kyselina 3,5- dikafeoylchinovd a nejméné bylo rutinu. Kyselina 1,5-

dikafeoylchinova se ve vzorku nevyskytovala.

V obdobi srpen — zafi doslo ke Spatnému odbéru vzorkd kiry (byla odebrana sucha

kGira kmene, ktera neobsahuje dané analyty, viz chromatogram na obr. 13). Tato kiira

bude odebrana znovu v obdobi srpen — zafi 2020.

srpen - zafi
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Obrazek 13 Pfiklad Spatného odbéru kiiry ("Clapova’) v obdobi srpen — zafi v porovnani s odbérem

fijen — listopad
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Kyselina 1,5- dikafeoylchinovd nebyla detekovana ani u jednoho vzorku. U plodu

nebyla detekovdna ani kyselina 3,5- dikafeoylchinova. U vSech odrid bylo celkové

vV

bylo v plodech. Celkové mnoiZstvi fenolickych latek u listl se pohybovalo v rozmezi

34,96 — 161,69 mg/g, u kdry 15,74 — 65,39 mg/g, u pupenll 17,74 — 71,01 mg/g, u

plodd 1,075 — 1,13 mg/g a u kvétd 45,44 — 63,43 mg/g. Nejhojnéji byl zastoupen

arbutin a kyselina chlorogenova. Mnoizstvi arbutinu se pohybovalo vrozmezi 1,05 —

54,42 mg/g. Kyselina chlorogenova se pohybovala vrozmezi 0 — 83,87 mg/g, 3,5-

dikafeoylchinova kyselina v rozmezi 0,23 — 35,94 mg/g a rutin v rozmezi 0 — 8,62 mg/g.

6.1.12 Priklady chromatografického zaznamu obsahu fenolickych latek
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Obrazek 14 Chromatogramy vzorku listd odridy “Clapova’ v obdobi bfezen — duben 2020
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Obrazek 15 Chromatogramy vzorku ktiry odridy “Clapova” v obdobi bfezen — duben 2020
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Obrazek 16 Chromatogramy vzorku pupeni odridy “Clapova’ v obdobi bfezen — duben 2020
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Obrazek 17 Chromatogramy vzorku plodd odridy “Clapova” v obdobi srpen — zafi 2019
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Obrazek 18 Chromatogramy vzorku kvéta odridy “Clapova’ v obdobi bfezen — duben 2020
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6.2 Celkova antioxidacni aktivita v jednotlivych materidlech

Tabulka 23 Celkova antioxidacni aktivita v uC

Srpen — zarti 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen —duben 2020

Odrada
Listy Kara Pupeny Plody Listy Kdra Pupeny Listy Kdra Pupeny Kvéty
"Clapova’ 199,39 - 235,00 3,831 182,94 230,30 193,80 305,06 168,67 183,59 210,06
"Konference’ 184,72 - 245,05 5,403 176,96 247,60 183,50 349,22 172,56 183,48 190,49
’V\/éi('e':;"n?"a 201,26 - 224,77 | 4,453 | 179,90 | 19529 | 170,97 | 299,32 | 183,63 | 172,62 | 189,38
"Williamsova’ 183,11 - 216,05 3,685 164,50 196,83 176,18 344,82 158,23 163,96 183,87
‘Charneuska’ 233,00 - 224,29 4,422 216,43 196,24 182,50 297,97 156,78 163,92 169,27
"Lucasova’ 227,85 - 183,90 3,911 183,43 187,37 184,13 339,45 151,54 195,03 187,31
"Higland’ 187,44 - 158,61 4,718 212,37 190,38 234,32 283,45 174,34 168,89 177,74
‘Grosdemange”| 135,81 - 116,89 5,235 205,93 193,45 165,76 292,23 133,46 160,40 174,53
“Thirriotova’ 221,80 - 190,42 5,820 218,97 190,96 204,67 302,66 150,46 166,66 181,25

‘General
Leclerc’ 217,41 - 159,08 7,621 201,83 197,10 220,11 228,58 169,19 149,30 196,58

Stépka 126,83

*Pti analyze nebyly extrakty plodl redény. Pro prehlednost jsou vysledky téchto plodd vydéleny 20, aby doslo ke sjednoceni s ostatnimi

extrakty.



Rovnéz byla stanovena celkova antioxida¢ni aktivita pomoci pritokové metody s
elektrochemickou detekci. Jednotlivé vysledky Ize témér okamzité pouZit k rychlému
meziodrlidovému porovnani z hlediska TAA. Extrakty (kromé plod() byly 20krat
zfedény, a proto by skutec¢nd hodnota v uC byla 20krat vyssi, ale pro meziodridové

porovnani neni tfeba hodnotu zvySovat.

Grafické znazornéni zavislosti celkové antioxidacni aktivity na daném obdobi:

Graf 11 Celkova antioxidacni aktivita v uC

uc TAA v LC
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TAA byla nejvyssi ve vzorcich listd v obdobi bfezen — duben (nejvyssi byla u odrldy
"Konference’). Nejnizsi byla u plodl. U listl se TAA pohybovala v rozmezi 135,81 —
349,22 uC, u kiiry v rozmezi 133,46 — 247,60 UC, u pupen( 116,89 — 245,05 uC, u plodd

3,685 —7,621 pC a u kvétd 169,27 — 210,06 pcC.

6.3 Vztah celkového mnozstvi fenolickych latek a TAA

V nasledujicich tabulkach je v jednotlivych obdobich porovnavano celkové mnozstvi

fenolickych latek s TAA u vzorkud vsech odrud.



Grafické srovnani HPLC (mg/g) a TAA (uC) v obdobi srpen — zafi 2019:
Graf 12 Porovnani celkového mnoistvi fenolickych latek v mg/g a TAA v uC v obdobi srpen — zafi
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Z grafu je patrné, Ze v obdobi srpen — zafi 2020 je celkové mnozstvi fenolickych latek u
vsech odridd nejvyssi v listech, kdeito TAA je u odrid ‘Clapova’, ‘Konference’,
‘Williamsova cervend” a "Williamsova“ nejvy$si v pupenech, u ostatnich odrid je
nejvyssi v listech. U viech odrlid je celkové mnozstvi fenolickych latek i TAA nejnizsi

v plodech.

Grafické srovnani HPLC (mg/g) a TAA (uC) v obdobi fijen — listopad 2019:

7 vre

Graf 13 Porovnani celkového mnoistvi fenolickych latek v mg/g a TAA v uC v obdobi fijen — listopad
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Z grafu je patrné, Ze je u vétSiny odrld celkové mnozstvi fenolickych latek nejvyssi

vv7s

v listech. Jen u odrid ‘Konference” a "Williamsova“ je nejvyssi v klife. TAA byla u odrad

‘Charneuskd’, ‘Grosdemange’” a ‘Thirriotova’ nejvyssi v listech, u odrid ‘Higland” a

‘General Leclerc’ byla nejvyssi v pupenech a u ostatnich odrid byla nejvyssi v kilife.

Grafické srovnani HPLC (mg/g) a TAA (uC) v obdobi bfezen — duben 2020:

Graf 14 Porovnani celkového mnoistvi fenolickych latek v mg/g a TAA v uC v obdobi biezen — duben
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Z grafu je patrné, Ze je u vSech odrid celkové mnozstvi fenolickych latek i TAA nejvyssi

v listech.
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7. DISKUSE A ZAVER

V této diplomové praci byly stanovovany fenolické latky v listech, kife, pupenech,
plodech, kvétech a Stépce deseti odrlid rodu Pyrus, a to odrid "Clapova’, ‘Konference’,
‘Williamsova cervend’, ‘Williamsova’, ‘Charneuskd’, ’Lucasova’, ’‘Higland’,
‘Grosdemange’, ‘Thiriotova” a ‘General Leclerc’. Konkrétné byly stanovovany tyto
latky: arbutin, kyselina chlorogenova, kyselina 1,5- dikafeoylchinova, kyselina 3,5-
dikafeoylchinova a rutin. Sbér vzorku a jejich analyza probihala ve tfech obdobich, a to
srpen — zari 2019, fijen — listopad 2019 a bfezen — duben 2020. U vSech extraktl byla

rovnéz zjisténa celkova antioxidacni aktivita.

K méreni extraktl byla pouZita jiz dfive validovana HPLC metoda s kolonou ASCENTIS
Express RP-Amide 150x4.6 mm, 2.7 um. Byla vyuZita gradientova eluce s mobilni fazi
tvofenou organickou slozkou (ACN) a vodnou slozkou s kyselinou fosforecnou (pH =
2,2). K detekci byl vyuzit DAD detektor pfi vinovych délkach 220 nm, 327 nm a 354 nm.
Teplota kolonového prostoru byla 30 °C, nastrik byl 1 pl (u ploda 5 pl z dvodd nizsiho
obsahu fenolickych latek) a pratokova rychlost 1 mil/min. U vsech pfipravenych
extraktd byla zjiSténa celkovd antioxidacni aktivita prdtokovou metodou

s elektrochemickou (CoulArray) detekci.

U vSech odrid bylo celkové mnoizstvi fenolickych latek nejvyssi v listech v obdobi
bfezen — duben 2020. V tomto obdobi byla zjisténa i nejvyssi celkova antioxidacni
antioxidaéni aktivitu. Hlavnimi fenolickymi slou¢eninami ve vSech vzorcich byly arbutin
a kyselina chlorogenova. Naopak nejmensi obsah byl zjiStén u rutinu. Kyselina 1,5-
dikafeoylchinova nebyla detekovdna ani u jednoho vzorku. U plodd nebyla detekovana

ani kyselina 3,5- dikafeoylchinova.

Nejvic bohatou odrtdou z hlediska fenolickych latek a zaroven antioxidacni aktivity je
odriida "Konference’. Bylo zjisténo, Ze listi této odrlidy obsahuje v obdobi brezen -
duben 2020 celkem 161,69 mg/g fenolickych latek, ztoho kyselina chlorogenova
zaujimala 83,87 mg/g a arbutin 51,24 mg/g. V klre bylo zjisténo 40,49 mg/g,
v pupenech 60,67 mg/g a vkvétech 63,43 mg/g vsech fenolickych latek.
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Plod odridy ‘Konference” obsahoval pouze 1,13 mg/g fenolickych latek, tedy

signifikantné méné nez v rostlinném materidlu.

Z této diplomové prdace je patrné, Ze odpadovy materidl z hruSné ma mnohondsobné
vysSi mnozstvi fenolickych latek nez plody. Toto zjisténi se shoduje se studii Bulduk a
kol (2016), kde byl stanovovan arbutin v listech, ke a plodech [8]. Studie Sasaki a kol.
(2014) dosla také ke stejnému zavéru [36]. Ve studiich Andreotti a kol. (2006) [6] a
Colaric a kol. (2007) [7] byly jako hlavni slozky v listech identifikovany arbutin a

kyselina chlorogenovd, stejné jako v této diplomové praci.

Doba stanoveni fenolickych latek v extraktech pomoci HPLC je 10,51 minut. Tomu
predchazi nutna identifikace analytd, volba kolony a optimalizace metody. Doba
analyzy stanoveni vSech antioxidantl pomoci FIA/CoulArray je 1,1 minut bez nutnosti
identifikace, volby kolony (neni pfitomnd) ¢i sloZité optimalizace. Z toho vyplyvajici
vyhodou je velmi rychlé stanoveni celkové antioxidacni aktivity extraktl bez slozité
instrumentace a moznost rychlého meziodrlidového srovnani. Nevyhodou je vsak
nemoznost separace a identifikace jednotlivych latek. Vyhodou kombinace HPLC
stanoveni a zaroven poufZiti levné a rychlé FIA/CoulArray analyzy je tak zisk

kompletnich informaci o zkoumanych extraktech.

Vyhodou odpadového materialu, jako jsou listy, je jejich snadnd dostupnost, vysoky
obsah fenolickych latek a jednoduchost zpracovani. Kdra, pupeny a kvéty tak snadno
dostupné nejsou a predstavuji zasah do stromu. Z praktického hlediska se nabizi
moznost extrakce listl horku vodou a vyuZiti v podobé pripravy ¢aju. Ve studii Xu a kol.
(2008) byly extrahovany fenolické kyseliny a nékteré minerdly z citrusovych slupek.
Vysledek stanoveni antioxidacni kapacity ukazal, Ze extrakt s horkou vodou mél témér
stejnou kapacitu jako methanolovy extrakt. Extrakce horkou vodou byla tedy pro

fenolické kyseliny ucinna [37].

Vzhledem ktomu, Ze je vodpadovém materidlu mnohondsobné vy$si mnozstvi
fenolickych latek nez v plodech a zaroven vykazuji vysokou antioxidacni aktivitu, mohl
by byt tento materidl recyklovan a slouZit jako lehce dostupny zdroj fenolickych latek a

jinych antioxidantl pro vyrobu potravnich suplementd s pozitivnim zdravotnim
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efektem. Dals$im moZnym vyuzitim je pfiprava kosmetickych preparat(, jako jsou

naptiklad krémy s obsahem arbutinu pro zesvétlovani odstinu pokozky.
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