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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové
Katedra analytické chemie
Kandidat: Mgr. Anezka Adamcova
Skolitel: Prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Nazev disertacni prace: Vyuziti HPLC techniky v analyze fenolickych latek v rostlinném
materialu ovocnych stromf

Ackoliv jsou ovocné plody jiz detailné prozkoumdny a zndmy pro svlij vysoky obsah
antioxidantu a pozitivni zdravotni ucinky, nosné téma této predlozené disertacni prace spociva
v charakterizaci obsahu biologicky aktivnich latek v jednotlivych ¢astech ovocnych stromu

(listi, kGra, pupeny, kvéty, a odpadni produkt stépka).

Teoretickd ¢ast pojednava o ovocnych stromech a problematice fenolickych latek. Na
zakladé védeckych studii jsou uvedeny jejich vlastnosti a Ucinky na organismus. Dalsi ¢ast
rozebird chromatografické metody pro separaci fenolickych latek véetné uvedeni modernich

trend(l. Neni opomijena extrakce téchto latek z rostlinného materialu.

Prakticka ¢ast se vénuje validaci a vyvoji screeningovych HPLC metod s DAD detekci pro
analyzu sledovanych fenolickych latek (floridzin, floretin, kyselina chlorogenova, kvercitrin,
rutin, arbutin, kyselina 1,5-dikafeoylchinovd a kyselina 3,5-dikafeoylchinovd) v jednotlivych
Castech ovocnych strom0. Predmétem zajmu je zaznamenat ménici se fenolicky profil v ramci
vegetaéniho obdobi. Je uvedena extrakce studovanych latek s cilem najit optimalni podminky
pro co nejvétsi vytéznost, kterd byla kritickych bodem extrakce. Navic, u hrusfiového listi byla
vyzkou$ena horka voda jako extrakéni Cinidlo a u vodnych extraktd byla rovnéz prokazana

antimikrobialni aktivita.

Pro analyzy byly pouzity kolony YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
(materidl z jabloné) a Ascentis Express RP amid (150 x 4,6, velikost ¢astic 2,7 um) (materidl z
hrusné). Bylo zkoumano 10 odrld jabloni, 10 odrdd hrusni a odbér byl proveden v obdobi
bfezen-duben, Eerven, srpen-zafi a listopad. Hlavni fenolickou latkou byl u jabloni zjistén
floridzin, a u materidlu z hrusni arbutin a kyselina chlorogenova. Z hlediska vyskytu a
nejvyssiho obsahu fenolickych latek je nejdllezitéjsi listi v jarnim obdobi. Ze zkoumanych

odrid byly obsahové nejbohatsi ‘Rubinstep” (jablon) a "Konference” (hrusen).



Vysledky prace nabizi moznost uplatnéni vsudyptritomného zemédélského a defacto
odpadniho materidlu k vyvoji origindlnich produkt( ve farmaceutickém, potravinarském ci
kosmetickém primyslu. Prostym divodem je enormni mnozstvi fenolickych latek, jejichz

koncentrace je v susiné téchto materidld mnohonasobné vyssi nez v plodech.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Mgr. Anezka Adamcova
Supervisor: Prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Title of the Dissertation Thesis:
The use of HPLC technique in the analysis of phenolic compounds in plant material of fruit
trees

Although fruits are well studied and known for their high content of antioxidants and
positive health benefits, the main aim of the presented dissertation thesis consists in the
characterization of biological active compounds in individual parts of fruit tree material

(leaves, bark, buds, flowers, and wood chips).

The theoretical part is focused on fruit trees and the characterization of phenolic
compounds. Their properties and the effects based on current scientific studies are shown. A
large part of thesis is dealing with the chromatographic methods for the separation of phenolic

substances including the current trends. The extraction process is also included.

The practical part deals with the validation and development of screening HPLC-DAD
method for the analysis of monitored phenolic compounds (phloridzin, phloretin, chlorogenic
acid, quercitrin, rutin, arbutin, 1,5-dicafeoylquinic acid, and 3,5-dicafeoylquinic acid) in
individual parts of fruit trees. The main objective of this thesis is to determine changing
phenolic profile within the vegetation period. Extraction process of the monitored substances
is presented in order to find the optimal conditions for the highest recovery that was the
critical point. Moreover, hot water as a solvent was used to extract pear leave and

antimicrobial activity of these extracts was determined.

A YMC Triart C18 ExRS (150 x 4.6 mm, particle size 5 um) (apple tree material) and
Ascentis Express RP amide (150 x 4.6 mm, particle size 2.7 um) (pear tree material) were used
for analysis. Ten apple and pear tree cultivars were harvested in period of March-April, June,
August-September, and November. The major phenolic compounds were definitely phloridzin
in apple trees, and arbutin and chlorogenic acid in pear trees. In terms of the occurrence of
phenolic compounds, the most important is the leaves in spring season. The richest cultivars
were ‘Rubinstep” (apple tree) and ‘Konference’ (pear tree).
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The results of this thesis offer the possibility of using abundant and unused agricultural
waste material for the development of original products in the pharmaceutical, food, and
cosmetic industry. The reason is the enormous amounts of phenolic compounds that

concentration is significantly higher than in fruits.
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POUZITE ZKRATKY

2D-LC dvourozmérna chromatografie

AK aminokyselina

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
HPLC vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
CoA koenzym A

CO oxid uhlicity

Csu Cesky statisticky urad

CHS chalkon syntaza

DM diabetes mellitus

DAD detektor diodového pole

DCQA dikafeylchinova kyselina

DW sucha hmota

EMA Evropska |ékova agentura

ESI ionizace elektrosprejem

FDA Agentura pro kontrolu IéCiv a potravin

FW Cerstva hmotnost

G6P glukéza-6-fosfat

GLUT glukézovy transportér

HFD vysokotuéna dieta

HIV lidsky virus imunitni nedostateénosti

ICH mezindrodni rada pro harmonizaci

IUPAC mezinarodni unie pro Cistou a aplikovanou chemii
MASE extrakce podporovana mikrovinnym ohrfevem
MF mobilni faze

MMIPs magnetické molekularné vtisténé polymery
MS hmotnostni spektrometrie

MTX methotrexat

ND normalni dieta
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OGTT oralni glukdzovy tolerancni test

PTFE polytetrafluoretylen

RP reverzni faze

RSD relativni smérodatna odchylka

SF stacionarni faze

SFC superkriticka fluidni chromatografie
SGLT sodikovo-glukdzovy transportér
SIM selektivni zdznam iontd

SRM monitorovani vybranych reakci

SST test vhodnosti systému

TNBC triple-negativni karcinom prsu

UAE extrakce ultrazvukem

UHPLC ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
uv ultrafialové zareni

VIS viditelné zareni

13



1. UVOD

Rostliny a latky v nich obsaZené predstavuji Cetny zdroj biologicky aktivnich latek
s rozmanitymi vlastnosti, zahrnujici $kalu pfiznivych i negativnich uc¢inkQ pro vSechny Zivé
organismy. Mezi ¢asto vyhleddvané pojmy u odborné védecké spolecnosti i Siroké verejnosti
patfi fenolické latky. Jednd se o sekundarni metabolity rostlin, které zahrnuji vice jak 8 000
latek s rGznorodym chemickym slozenim. Lze je nalézt v rostlinach a bézné konzumovanych
potravinach (kakao, ¢aj, ovoce, zelenina, vino), kterym propuUjcuji barvu a senzorické
vlastnosti. Jejich pravidelnd konzumace je spojovana se spoustou pozitivnich Gcinkd

podloZzenymi védeckymi studiemi.

Ovocné stromy, jabloné a hrusné, patfi mezi oblibené péstované dreviny u
malospotiebitell ovoce a zahradkar(. Slozeni ovocnych plodl se zdd byt dakladné
prozkoumano. BohuZel ne stejné publicité se tési prace, zabyvajici se vyzkumem ¢astmi

strom( jako jsou listi, kGira, pupeny, kvéty nebo stépka.

Biomasa ovocnych strom( obsahuje vysoké mnoiZstvi fenolickych latek a jinych
antioxidantu, které jsou v susiné radové vyssi nez obsah téchto latek v ovoci. Tento doposud
nevyuzivany a hojné se vyskytujici zemédélsky materidl by tak mohl byt recyklovan.
Nepouzitim (vyhozenim, kompostovanim ¢i Skodlivym spalovanim) se ptipravujeme o zdroj
cennych bioaktivnich latek s potencidlnim uplatnénim ve farmaceutickém, potravinarském,
nebo kosmetickém prlmyslu. Stale pribyva zadjem o pfirodni produkty s vysokym obsahem
zdravi prospésnych latek a rostlinné ¢asti ovocnych stromi a jejich zpracovani naptiklad do

formy doplnik( stravy mlzou tuto poptavku naplnit.

Konvenéni pfistup k analytickému stanoveni fenolickych latek v rostlinnych matricich
zahrnuje metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), kterd umoznuje separaci a
naslednou kvantifikaci. Stale castéji se zacina prosazovat ultravysokouéinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) a populdrni se stava také superkriticka fluidni chromatografie (SFC).
Rovnéz se neustale vyvijeji nové modifikace staciondarnich fazi. Vzhledem k tomu, Ze fenolické
l[atky obsahuji chromoforové jadro, k jejich detekci je ¢asto vyuzivand spektrofotometricka
detekce, nejcastéji detektor diodového pole (DAD). Pre-analytickou ¢ast tvofi extrakce
fenolickych Iatek, ke které Ize vyuzit extrakci kapalinou pomoci ultrazvuku, maceraci, moderni

superkritickou fluidni extrakci (SFE) a mnoho dalSich pokrocilych extrakénich technik.
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2. CiL PRACE

Cilem teoretické ¢asti disertacni prace je shrnuti zdkladnich informaci o studovanych
ovocnych stromech, jablonich a hrusnich. Prvnim uUkolem je charakteristika hlavnich
analyzovanych fenolickych latek a popis jejich biosyntézy, chemickych a biologickych vlastnosti
s vyuzitim nejnovéjSich védeckych studii. Hlavni pozornost je vénovana floridzinu. DalSim
cilem je popis moznosti stanoveni fenolickych latek v rostlinné matrici s vyuzitim HPLC metody
véetné uvedeni modernich trendU v separacnich metodach. Poslednim a neméné dulezitym
ukolem je sezndmit étenare se zakladnimi validacénimi pojmy a problematikou pfipravy a

Upravy vzorku na bazi rostlinného materialu.

Cilem praktické c¢asti je vyvinuti a ndsledna validace HPLC metod pro separaci a
kvantifikaci fenolickych latek v extraktech listi, kiry, pupentl, kvétd, a Stépky za pouziti
modernich stacionarnich fazi. Ukolem je optimalizace extrakéniho postupu pfi zpracovéni
rostlinného materialu ovocnych stromi a vyzkouset rizné typy rozpoustédel (metanol, horka
voda). Zamérem praktické ¢asti je aplikace metod na velké mnoZstvi odrid a sledovat ménici
se fenolicky profil dostupného materidlu v pribéhu vegetacniho obdobi. Findlnim
pozadavkem je urit typ rostlinného materidlu, odriddu a obdobi s nejvy$Sim mnozstvim

fenolickych latek v jablonich a hrusnich.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Ovocné stromy

Studované ovocné stromy, jablon a hrusen, patfi do fiSe Plantae (rostliny), oddéleni
Magnoliophyta (krytosemenné rostliny), tfidy Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny), fadu
Rosales (razotvaré), Celedi Rosaceae (rliZovité), podceledi Amygdaloideae. Jablon spada do

rodu Malus Mill. a hruSen do rodu Pyrus L. [1].

Ve Statni odridové knize je evidovano vice jak 30 druh( jabloni a v soucasné dobé se
v Ceské republice u jabloné domaci (Malus domestica Borkh.) péstuje aZ 250 odrdd. U hrudni
existuje vice jak 20 druh( a u hrusné obecné (Pyrus communis L.) je zapsano vice jak 115 odrud.

Jednotlivé odrlidy jabloni i hrudni Ize rozdélit podle zralosti na letni, podzimni a zimni [2,3].

Z posledniho 3etfeni Ceského statistického Gradu (CSU) z roku 2017, které zahrnovalo 1
755 péstitelt ovoce, je celkovd vyméra ovocnych ploch 15 473 ha. V Ceské republice nejvice
rozsitené ovocné stromy z ¢eledi rGZovitych jsou jabloné péstované na celkové plose 7 819 ha
(47,6 %) s pramérnou hustotou 1 322 jabloni na hektar. Vyméra hrusnovych sadll predstavuje

8 870 ha (5,3 %) [4].

3.2. Choroby a Skadci ovocnych stromu

Virovd onemocnéni. Mezi tyto choroby patfi napfiklad chloroticka skvrnitost list(
jabloné, Zlabkovitost a vrascitost kmene jabloné, kaménkovitost. Napadené stromy rostou

pomaleji nez zdravé. Vétsina komercnich odrid jabloni a hrusni jsou vsak tolerantni vaci virim

[5].

Bakteridlni onemocnéni. NejzavainéjSim onemocnénim nejen jabloni a hrusni je
bakterialni spala rzovitych. Plvodcem je Erwinia amylovora (Burrill). Jedna se o rychle se Sifici
onemocnéni, které napada vSechny ¢asti stromu. Listy, kvéty a plody hnédnou nebo ¢ernaji a
postupné usychaji. Kara je zpocatku nasdkla vodou, ale pozdéji se scvrkavd a hnédne. Za
vlhkého a teplého pocasi z napadenych ¢asti vytéka bakterialni sliz, ktery je zdrojem dalsiho

Siteni onemocnéni. Pti silné infekci mize strom uhynout jiz béhem jedné sezény [5].

Houbové onemocnéni. Pivodcem padli jabloni je Podosphaera leucotricha. PoSkozeni se
projevuje bélavymi povlaky na listech, kvétech, letorostech a plodech. Silné napadené ¢asti

hnédnou a zasychaji. Na plodech vznikd mramorovitd korkovitost (rzivost). Vyznamnou
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chorobou je strupovitost a je zplsobenda Venturia pirina (hrusen) a Verturia inaequalis
(Strupatka jablonova) (jablorl). Choroba napada vétvicky, listy, kvéty, plody a pupeny. Na
listech se objevuji hnédocerné skvrny. Infekce vétvicek zapficinuje otoky, které praskaji a

plody jsou deformované. Mezi dalSi onemocnéni patfi naptiklad nektriova korova nekrdza [5].

Sktdci. Mezi $kGidce ovocnych strom( patfi moli (Obale¢ jableény), msice (Vinatka

krvava), roztoci (Sviluska ovocnad) [5].

Fenolické Iatky hraji daleZitou roli v obrannych mechanismech rostlin a v pfipadé
poskozeni ovocnych stromU dochdzi ke zméndm v obsahu fenolickych Iatek. Napadenim
patogenem zpUsobujici strupovitost doslo k akumulaci fenolickych latek v infikovanych
jable¢nych listech. Doslo ke zvyseni flavonol(, kyseliny chlorogenové a také celkového
mnozstvi fenolickych Iatek zjisténych Folin-Ciocalteuovou metodou [6]. ZvySend koncentrace
fenolickych Ilatek (az 1,5krat) byla sledovana i v listech hrusdni po infekci patogenem rzi hrusni.
Doslo ke vzniku Zlutych skvrn na listech a ty mély oproti zdravym, zelenym listim vyssi obsah

flavanoll (katechiny a prokyanidiny) a arbutinu [7].

3.3. Obsahové latky v listech a srovnani s plody

Z hlediska mozného praktického vyuziti ma listi velky potencial, a proto je tfeba uvést
zastoupeni obsahovych (nejen fenolickych) latek a jejich srovnanim s plody, které jsou Sirokou

verejnosti konzumovany pro své zdravi prospésné vlastnosti.

Volné cukry. Z grafu 1 Ize vidét, Ze listi jabloni a hrusni obsahuje daleko mensi mnozstvi
volnych cukri (fruktdza, sorbitol, glukdza, sachardza) nez prislusné plody. Koncentrace cukru
v ovoci je 10,6 g/100 g suché hmotnosti (DW) — 68,0 g/100 g DW a v listech 1,3 g/100 g DW —
4,0 g/100 g DW. Sachardza a glukdza (jablon), fruktdza a sorbitol (hrusen) jsou hlavnimi cukry
v plodech, zatimco v listech obou stromi se nachazi primarné fruktdza a pouze ve stopovém
mnozstvi se vyskytuje i glukdza. Sorbitol je syntetizovan v listech z glukéza-6-fosfatu enzymem
sorbitol-6-fosfatdehydrogendzou a ndsledné je translokovan do plodud. Nepfitomnost tohoto
cukru v listech znamenad, Ze biochemicka konverze probéhla Uplné. Druh plodu (jablko vs.

hrusen), ¢ast stromu (plody vs. listi) a odrlida ma vliv na obsah volnych cukr( [8].
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Graf 1: Zastoupeni jednotlivych cukr( v plodech a listi ovocnych stromu.
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Prevzato a upraveno ze studie Wojdyto a kol. (2021) [8].

Organické kyseliny. Listi stanovovanych ovocnych strom( naopak obsahuje vyssi
mnoZstvi organickych kyselin (kyselina fytova, Stavelova, citronova, vinna, jable¢nd, chinova,
malonova, Sikimova, jantarova, fumarova). Jejich koncentrace je v ovoci 1,3 g/100 g DW — 2,4
g/100 g DW a v listech 11,5 g/100 g DW - 16,0 g/100 g DW. V ovoci jsou dominantni tyto
kyseliny: jable¢na > chinova a citronova, zatimco v listech to jsou kyselina chinova, jable¢na a
malonova. Jak je patrné z grafu 2, koncentrace a zastoupeni latek je zavisla na druhu o odridé
ovoce [8].

Graf 2: Zastoupeni organickych kyselin v ovocnych stromech.
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Prevzato a upraveno ze studie Wojdyto a kol. (2021) [8].
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Minerdlni latky. Listi je také vyznamnym zdrojem mineralnich latek (graf 3). Jejich obsah
je 3 — b6krat vyssi nez v plodech. Dominantni jsou hlavné draslik, vapnik a ndsledné hofrcik.
Naopak hodnoty sodiku a Zeleza jsou velmi nizké. Obsahy mineralnich latek jsou signifikantné

rozdilné mezi ¢astmi stromu (plody vs. listi) [8].

Graf 3: Zastoupeni minerdlnich latek v ovocnych stromech.
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Prevzato a upraveno ze studie Wojdyto a kol. (2021) [8].

Aminokyseliny. Celkova koncentrace aminokyselin (esencialnich, ¢astecné esencialnich,
neesencialnich) je vlistech jabloné i hrusné mensi nez v ptislusnych plodech (graf 4).
Dominantni zastoupeni tvofi neesencidlni aminokyseliny (alanin, asparagin, asparagova
kyselina, cystein, glutamova kyselina, serin, alanin). Vyznamnym zdrojem jsou jabloné
(pfedevsim plody), které na rozdil od hrusné obsahuji nezanedbatelné mnozstvi esencidlnich
(histidin, izoleucin, leucin, lysin, fenylalanin, threonin, tryptofan) a c¢astecné esencidlnich

(arginin, glutamin, glycin, prolin, tyrosin) aminokyselin. Na druhou stranu, listi obsahuje

rozmanitéjsi slozeni aminokyselin a taky vic esencidlnich aminokyselin nez relevantni plody

[8].
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Graf 4: Zastoupeni aminokyselin v ovocnych stromech.
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Isoprenoidy. Koncentrace karotenoid( a chlorofylu v listi jabloné (209,1 mg/100 g DW —
381,6 mg/100 g DW) a hrusné (294,2 mg/100 g DW - 583,9 mg/100 g DW) je mnohondasobné
vyssi nez v plodech jabloné (5,6 mg/100 g DW — 12,6 mg/100 g DW) a hrusné (7,7 mg/100 g
DW — 13,6 mg/100 g DW). Hladiny chlorofylu jsou vyssi nez karotenoidy, zejména v listech.

Obsah karotenoid( a chlorofylu je zavisly na druhu, ¢asti stromu a odrdé [8].

Triterpeny. Co se triterpent tyCe, je dokazano, Ze listi jabloni a hrusni jsou stejnym
zdrojem triterpent jako plody. Celkova koncentrace triterpend (tormentovd, masklinova,
pomolova, korosolova, betulinova, oleanolova, ursolovd a a-boswelovd kyselina, betulin,
erythrodiol, uvaol) u plodl je 70,17 mg/100 g DW — 117,11 mg/100 g DW (jablori) a 136,31
mg/100 g DW — 214,36 mg/100 g DW (hrusen). V listech je celkova koncentrace triterpent
35,08 mg/100 g DW — 234,96 mg/100 g DW (jablori) a 118,93 mg/100 g DW — 219,94 mg/100
g DW (hrusen). Oleanolovd, korosolova, ursolova kyselina a erythrodiol previadaly v plodech
jabloni. Kyselina ursolova a oleanolova byly charakteristické pro jabloriové listi. Pro plody a

listi hrusni byl typicky vyskyt kyseliny korosolové, oleanolové a erythrodiolu [8].

Fenolické latky. Druh materidlu, plody vs. listi ovocnych stromi, ma vyznamny vliv na
obsah fenolickych latek. Signifikantné vyssi koncentrace jsou nalezeny v listech ovocnych
strom( neZ v plodech. Odridy maji vliv na obsah fenolickych latek kromé flavan-3-ol( a

fenolickych kyselin. Bylo prokazano, Ze vyssi obsah fenolickych sloucenin byl identifikovan
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v listech rostlin rostoucich pod intenzivnim slune¢nim zarenim, coz vede ke zvysené genové
expresi spojené s biosyntézou fenolickych latek. V ovoci jsou dominantni prokyanidiny.
V listech hrudni to jsou flavan-3-oly > > flavonoly > fenolické kyseliny a v listech jabloni

dihydrochalkony > flavonoly ~ flavan-3-oly [8,9].

Napfriklad studie Stoenescu a kol. (2022) porovnavala obsah fenolickych latek v plodech
a listech rdznych typl ovoce. V Malus sylvestris byla zjisténa koncentrace 190,84 mg/100 g
DW flavonoid( a 684 mg/100 g DW fenolickych kyselin v plodech, zatimco v listi bylo nalezeno
617,45 mg/100 g DW flavonoidd a 2553,15 mg/100 g DW fenolickych kyselin. Pyrus pyraster
neobsahovala Zadné stanovované flavonoidy v plodech, ale v listi byla jejich koncentrace
298,74 mg/100 g DW a fenolickych kyselin bylo zjisténo 79,61 g/100 g DW v plodech a 914,56
g/100 g DW v listech [10].

3.4. Biosyntéza fenolickych latek

Fenolické latky jsou syntetizovany Sikimatovou metabolickou drahou, kterd se uplatiiuje
hlavné v rostlinach. DalSim moZnym zplUsobem je malonova (polyacetdtovd) metabolickd
drdha, ktera je zdrojem vzniku fenolickych latek v houbach a bakteriich. V nékterych pfipadech

se uplatiuje i smésna draha [11].

Sikimatova draha je béinym krokem vedouci k produkci aromatickych aminokyselin:
fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Tato draha se vyskytuje u rostlin, nikoliv vSak u Zivocich(
[12]. Vychozimi l|atkami jsou erytréza-4-fosfat a fosfoenolpyruvat. Jejich kondenzaci,
provazenou radou dalSich reakci, vznikda dullezity meziprodukt: kyselina Sikimova (neboli
Sikimat). Tento krok je blokovan Sirokospektralnimi herbicidy (glyfosatem, obchodni nazev:

Roundup) [11].

Béznym prekurzorem rostlinnych fenolickych latek je aminokyselina fenylalanin, ktera je
zakladni latkou u vétsSiny cévnatych rostlin. Enzym fenylalanin-amoniak-lydza (PAL) zpUsobi
deaminaci aminokyseliny za vzniku kyseliny trans-skoticové. Biotické (napadeni patogeny) a

abiotické (mechanické poskozeni) stresory zvysuji aktivitu PAL [11].

Z kyseliny skoficové dalsimi reakcemi (methoxylace, hydroxylace) vznikaji fenolické
kyseliny. Prvni reakci je navazani hydroxylové skupiny a vznika kyselina p-kumarova (4-

hydroxyskoficova kyselina) za Ucasti enzymu cinamat 4-hydroxylaza. Tato kyselina maze dale
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podléhat hydroxylaci v polohach 3 a 5 na aromatickém kruhu. Navazané hydroxylové skupiny
muzou byt metylovany plsobenim O-metyltransferdz. Takto vznikaji dalsi fenolické kyseliny
(napriklad kyselina kdvova, ferulova). Kyselina chlorogenova, kterd je ¢asto v praci zmirfiovana,

je ester kyseliny chinové a kavové [11,13].

PFi syntéze flavonoidl je dllezity enzym 4-kumardt-CoA ligaza, ktery méni kyselinu
kumarovou na p-kumarylkoenzym A. Jeho kondenzaci s tfemi molekulami malonylkoenzymu
A vznika molekula chalkonu, coz je zajistovano enzymem chalkon-synthaza (CHS). Klicovym
enzymem je chalkon isomeraza, kterd preménuje chalkon na naringenin. Ten je progenitorem
béZnych flavonoidnich struktur (naptiklad flavanoly, flavony, anthokyanidiny) za Gcasti dalSich
enzymU [11]. Vtéto praci mnohokrdt uvadéné dihydrochalkony, vznikaji pUsobenim
dehydrogendzy (DH) na p-kumarylkoenzym A za vzniku p-dihydrokumarylu koenzymu A. Jeho
kondenzaci se tfemi molekulami malonylkoenzymu A vznika floretin, ktery je glykosylovan za

pfitomnosti floretin-2"-O-glykosyltransferazy a vznika floridzin [14].

3.5. Stanovované fenolické latky

Fenolické slouceniny jsou pfirozené se vyskytujici rostlinné sekundarni metabolity.
Z hlediska struktury obsahuji nejméné jeden aromaticky kruh s riznym poctem hydroxylovych
skupin. Lze je rozdélit na flavonoidy a neflavonoidy. Podtridy neflavonoidd zahrnuji fenolové
kyseliny, jako je kyselina benzoova a skoficova. Flavonoidy Ize rozdélit do podskupin flavonold,
flavonu, flavan-3-oll, flavanond, isoflavon(l, anthokyanidin(i a chalkon(. Zakladni strukturu
flavonoidl tvofi flavan, ktery se sklada ze dvou benzenovych jader, které jsou spojené tfemi

uhliky a ty spolu s kyslikem tvofi heterocyklus [15].

Nalezenymi fenolickymi latkami ve sledovanych stromech jsou floridzin, floretin,
kyselina chlorogenova a jeji derivaty, arbutin, rutin a kvercitrin. Nejvétsi koncentrace byla bez
pochyb nalezena u floridzinu, a proto mu v nasledujicich kapitolach bude vénovana vétsi
pozornost.

3.5.1. Floridzin

3.5.1.1. Vyskyt floridzinu

Pfitomnost floridzinu je spojovéana s plodem jablong, jeho slupkou a duzinou. Ve studii

Lata a kol. (2009) bylo porovnano fenolické sloZzeni u 19 odrdd plodU jabloni. Obsah floridzinu
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se pohyboval od 110 pg/g DW (‘Rubin’) do 430 pg/g DW ('Starking Delicious’) [16].
Liaudanskas a kol. (2014) zjistili, Ze koncentrace floridzinu v plodech jabloné je 75,4 ug/g DW
("Ligol’) — 151,7 pug/g DW (‘Aldas’) [17]. Pokud plody jablek rozdélime na jednotlivé ¢asti, tak
se floridzin nachazi ve vyssich koncentracich ve slupce (37 pg/g Cerstvé hmotnosti (fresh
weight, FW) — 172 pg/g FW), zatimco v duZiné pouze v rozmezi 8 ug/g FW — 24,6 ug/g FW [18].
Dale bylo zjisténo, Ze se floridzin vyskytuje i v dZusu v rozmezi 0,52 mg/l — 20,13 mg/I [19].
Vyssi koncentrace jsou vsak pritomné v rostlinném materidlu ovocného stromu, jak je patrné
z tabulky 1. Nizké koncentrace floridzinu Ize nalézt i v jahodach (1,9 mg/100 g DW - 4,9
mg/100 g DW) [20].

Tabulka 1: Koncentrace floridzinu v rdznych ¢astech jabloriového stromu.

Cast ovocného stromu Koncentrace floridzinu Ref.
52 mg/kg FW — 62 mg/kg FW [21]
Cely plod jablka 75 mg/kg DW — 151 mg/kg DW [17]
110 mg/kg DW — 430 mg/kg DW [16]
DuZina 87,8 mg/kg DW —427,4 mg/kg DW | [22]
2405 mg/kg DW — 8644 mg/kg DW | [22]

Seminka
2899 mg/kg DW — 19600 mg/kg DW | [22]
Stopka 3017 mg/kg DW — 40488 mg/kg DW | [22]
Vétvicky 12940 mg/kg DW — 52370 mg/kg DW | [21]
18790 mg/kg DW — 24430 mg/kg DW | [23]
Listi 20300 mg/kg DW — 52000 mg/kg DW | [24]
46430 mg/kg DW — 98510 mg/kg DW | [25]
Kdra 25930 mg/kg DW — 91740 mg/kg DW | [21]
54520 mg/kg DW — 102690 mg/kg DW | [25]
Pupeny 88290 mg/kg DW — 113800 mg/kg DW | [25]
Kvéty 34640 mg/kg DW — 53940 mg/kg DW | [21]

3.5.1.2. Floridzin - hyperglykémie, diabetes mellitus

Pozitivni ucinky floridzinu jsou nejc¢astéji spojovany s Upravou glykémie a s Iécbou

diabetes mellitus 2. typu (DM2). DM2 je chronické, metabolické onemocnéni
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charakterizované zvysenou hladinou glukézy v krvi, které ¢asem vede k poskozeni srdce, cév,
oCi, ledvin a nerv(. DM2, ktery je hlavni typ DM (90 %), je charakterizovan poruchou citlivosti
perifernich tkani k acinku inzulinu a nékdy je i snizena sekrece insulinu beta-burikami. Podle
Mezindrodni diabetologické federace (IDF) zplsobil DM2 roce 2019 4,2 miliond umrti.
Onemocnéni je potvrzeno pfi laboratornim zméreni koncentrace glukdzy v plazmé na lacno.

Tato hodnota je vyssi nebo rovna 7,0 mmol/l [26,27].

Glukéza, jako poldrni molekula, je do obéhu transportovana pfes membranu dvéma
mechanismy: usnadnénou difuzi skrz GLUT a aktivnim transportem pres SGLT receptory.
V enterocytech a v bunkdch proximdlniho tubulu ledvin se glukéza vstfebdva aktivnim
transportem pres SGLT 1 (predevsim tenké stfevo, ddle rendlni tubularni epitel) a SGLT 2

(renadlni proximalni tubularni epitel). Pfenos glukdzy zajistuje ko-transport s Na* [28].

Jeden z terapeutickych ptistupu pfi lécbé DM2 je inhibice transportéru SGLT 2, coZ vede
k indukci glykosurie. Tato tzn. glukuretika zbavuji organismus nadbytecné glukdzy zamezenim
reabsorpce glukdzy v ledvinadch a redukuji hyperglykémii. Limitaci floridzinu je vSak jeho
rozklad v tenkém stfevé na jeho aglykon (phloretin) enzymem laktdza-floridzin hydrolaza, ¢imz
je znacné snizend jeho biologickd dostupnost. Cilem mnoha farmaceutickych spolecnosti je
vyvoj analogl zaloZenych na floridzinu se zlepSenou biologickou dostupnosti a stabilitou,
véetné vyvinuti selektivnich SGLT 2 inhibitord (napfiklad Dapagliflozin, C-glykosid floridzinu,
ktery byl v roce 2012 schvalen pro |é¢bu DM2) [28]. Pfes uvedené nedostatky ma samotny
floridzin uplatnéni v korekci postprandialni glukézy vlivem inhibice SGLT1 v burikdch stfevniho

epitelu [29].

3.5.1.3. Studie s pacienty

Cilem studie Makarova a kol. (2015) bylo ptipravit jable¢ny prasek a sledovat efekt na
snizeni glykemie u Sesti dobrovolnikd - Zen. Studie vyuZila nezrala jablka z dlivodu nizsiho
mnozZstvi cukru. U&astnici byli vystaveni ordlnimu glukézovému toleranénimu testu (OGTT) a
to s (25 g; koncentrace floridzinu 12,61 mg/g) nebo bez pridavku jablkového prasku. Priimérna
koncentrace glukdzy u dobrovolnikd byla 5,7 mmol/I pfed OGTT. Po provedeni OGTT se zvysila
koncentrace glukdzy priblizné o 4 mmol/l, ale po provedeni OGTT spolec¢né s jableénym
praskem bylo zvySeni dvakrat nizsi. Koncentrace glukdzy v moci byla pétinasobné vyssi. Susené

a praskované vylisky z nezralych jablek Ize tak pouzit jako zdravi prospésny prirodni produkt
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ke snizeni postprandialni glykémie a ke zlepSeni zdravotniho stavu pacientl s diabetem.
Ptiznivy efekt je pravdépodobné zplisoben navazanim floretinu na SGLT 1, ¢imZ se zabrani

navazani a absorpci glukdzy [30].

Podobné, ve studii s 10-ti zdravymi muzi, Schulze a kol. (2014) podali dobrovolnikiim
OGTT s a bez extraktu z jablek. Ve studii byl pouZit jablecny extrakt (2,8 g) obsahujici floridzin

o koncentraci 448 mg/g. Doslo ke sniZeni krevni glukdzy a inzulinu v plazmé [31].

Shoji a kol. (2017) provedl|i dvojité zaslepenou studii u 33 jedincl s plazmatickou
glukézou nalaéno 5,6 mmol/l — 6,9 mmol/l, kterad je sice zvysend, ale pod diagnostickym
prahem pro DM. Béhem podavani po dobu 12 tydn( 600 mg/den jable¢ného extraktu,
obsahujiciho 10 % floridzinu (60 mg), 49 % prokyanidint a 14 % flavanoll, doslo ke snizeni
narGstu glukdézy po OGTT u hrani¢nich diabetickych jedinci ve srovndni s placebem. U
normoglykemickych jedinct vSak nebyly Zadné vyznamné rozdily. Tyto vysledky naznacuji, ze
fenolické latky zlepsuji glykémii u hrani¢nich diabetickych jedinc(. DulezZité také je, Ze nebyly

hldaseny nezddouci ucinky [32].

V dalsi studii byl 9-ti jedincim podavan Cisty (11,7 mg/400 ml), zakaleny (25,8 mg/ 400
ml) dZzus suvedenym obsahem floridzinu a kontrolni ndpoj. VSechny ndpoje byly
standardizovany na stejny obsah cukrll. Po konzumaci nebyly sledovany zmény plazmatické
koncentrace cukru. Béhem 3-hodinového intervalu pozorovani vsak doslo k opoidéné

absorpci glukézy ve srovnani s kontrolnim napojem [33].

3.5.1.4. In vivo studie na laboratornich zviratech

Diabetes mellitus, hyperglykémie, obezita. U krys s vyvolanym DM je prokdzano, ze
ordlné podany extrakt obsahujici floridzin vykazuje |écebny a preventivni efekt na
hyperlipidémii a hyperglykémii pfi podani 30, 60 a 120 mg/kg floridzinu [34]. Dle této studie
Ize floridzin vyuzZit ve formé ndpoje jako prevenci DM. Anti-hyperglykemicky efekt floridzinu v
davce 20 mg/kg (intragastrické podani, i. g.) byl prokdzan pfi snizovani obezity a
hyperglykémie u diabetickych mysi (typ 2). Doslo také ke sniZzeni hladiny lipopolysacharidd,
zméné diabetické stfevni mikrofléry a zvySeni poctu prospésnych bakterii [35]. Floridzin Ize
vyuzit v prevenci obezity, zanétl a DM zpUsobené nespravnym stravovanim, jak naznacuje
studie, kterd poddvala obéznim mysSim stravu obohacenou o floridzin [36]. Dalsi studie

poukazuje na anti-hyperglykemickou aktivitu u mysi vlivem podavani extraktu z listi jabloni.
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Efekt z vytazku listi jablek byl zkousen u mysi, kterym byl nejprve odepiren pfisun potravy po
dobu 24 hodin a nasledné podan roztok cukrd (1 mg/kg), a to spolecné s vytazkem listi (1
mg/kg, p. 0.) nebo bez. Ukazalo se, Ze u mysi, kterym byl podan vytazek z jablek, doslo k
vyraznému snizeni krevni glukdzy. Také se hodnotil efekt jinych ¢asti jabloné (fapik, slupka,
ovoce) na postprandialni zvyseni krevni glukdzy. Nejvyssiho efektu se docililo podanim vytazku

z listi [37].

Onemocnéni jater. Existuje studie zkoumajici ochranny efekt floridzinu pfi poskozeni
jater vyvolané |écbou methotrexatem (MTX). Studie byla provedena zatim jen na krysach,
kterym byly podany davky MTX a nasledné floridzinu 40 mg/kg — 80 mg/kg, p. o. Na zakladé
biochemickych marker( a histopatologickych zkousek doslo ke snizeni projevli poskozeni
jater. Podani floridzinu naznacuje zmirnéni a ¢asnou lé¢bu MTX-indukované hepatotoxicity u

¢lovéka [38].

Onemocnéni srdce. Floridzin v ddvce 20 mg/kg, i. g. sniZzuje hladinu proteinovych

markeru zvySenych pfi diabetické kardiomyopatii [39].

Antioxidacni aktivita. Bylo zjisténo, Ze floridzin v davce 2 mg/ml prodlouzZil Zivotnost
Drosophila melanogaster zvysenim antioxidacnich enzymG (nejvyznamnéjsi superoxid

dismutaza, SOD) [40].

Nddorovd onemocnéni. Uvadi se, Ze floridzin ma antiproliferativni uéinky u nékolika
bunécénych linii rakoviny a bylo potvrzeno, Ze potlacuje rlist nadoru na nékolika zvitecich
modelech [41]. Napfiklad floridzin docosahexaenoat, vznikly acylaci floridzinu s mastnou
kyselinou, ma v davce 100 mg/kg antimetastaticky Gcinek na triple-negativni karcinom prsu
(TNBC), jehoz bunky na svém povrchu neexprimuji Zadné diagnosticky a terapeuticky
vyznamné receptory, a proto neni mozné vyuzit cilenou lIé¢bu a pacienti jsou odkazani pouze
na systémovou chemoterapii. Acylace je pouzita pro zvysSeni bunécéného prijmu a biologické

dostupnosti [42].

Mikrobiom. Ve studii Zhang a kol. (2020) byly vyuzity mysi Zivené vysokotuc¢nou stravou
(high fat diet, HFD). Tako strava zpUsobila hyperglykémii, zvyseni triglycerid(i, snizeni
lipoproteind s vysokou hustotou. HFD tak pfispiva k rozvoji obezity, DM2 a kardiovaskularnich
chorob. Mysim byla poddvana normalni dieta (ND) (kontrolni skupina) a dieta obsahuijici

floridzin. Suplementace floridzinem pozitivné ovlivnila uvedené symptomy spojené s HFD,
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zmirnila mikrobialni dysbidzu zpUsobenou HFD (ubytek Clostridia,
Bacteroidia, Desulfovibrionales, Bacteroidales, Desulfovibrion, Muribaculaceae a Bilophila).
Navic doslo ke snizeni roda Mucispirilu a Bilophila, které jsou spojovany s obezitou. Byla
zjisténa nizsi hladina lipopolysacharid(i v plazmé i ve fekaliich. U mysim krmenych floridzinem
bylo zjisténo vy$Si mnoiZstvi mastnych kyselin s kratkym fetézcem (kyselina octova,
propionova a maselna). | tato studie je prfesvédcena o uplatnéni floridzinu jako funkéni potravy

[43]. Uvedené vysledky jsou v souladu s jinou studii [35].

3.5.2. Arbutin

Mezi pfirodni zdroje arbutinu patfi napfiklad medvédice Iékarska (Arctostaphylos uva-

ursi (L.) Spreng.) a brusinka obecna (Vaccinium vitis-idea L.) [44].

Zdnéty mocovych cest. Arbutin je hlavni U¢innou latkou v medvédici Iékarské. Jeji listy a
pfipravky z nich maji vyrazné antibakteridlni, adstringentni a diuretické vlastnosti. Ve dvojité
zaslepené studii s 57 Zenami mélo 5 z 27 Zen ve skupiné s placebem recidivu zanétu mocovych
cest, zatimco u zZaddné z 30 Zen ve skupiné |é¢ené pomoci medvédice nedoslo k opakovanému
zanétu [44]. Extrakty z listd uvedené rostliny jsou oficialné schvaleny pro Ié¢bu mocovych
infekci. Dle Evropské Iékové agentury (EMA) je pro Ié¢bu infekci icinné mnoZstvi 400 mg — 800
mg arbutinu denné podavanych ve 2 — 3 davkach, coz odpovida infuzi pfipravené z5g—-10g
listd medvédice lékarské. Infuze je Gcinnda predevsim proti Escherichia coli, tedy nejcastéjSimu
patogenu zpUsobujici infekci mocovych cest [45]. V rdmci randomizované studie bylo také
prokdzano, Zze poddani arbutinu spole¢né s ibuprofenem lze vyuzit k Gc¢inné lécbé infekci

mocovych cest, a tim omezit spotfebu antibiotik [46].

Dermatologie, kosmetika a antioxidacni aktivita. Arbutin spoleé¢né s jinymi aktivnimi
latkami se hojné vyuziva ke snizeni hyperpigmentace zplsobené nadprodukci melaninu. Po
pusobeni UV zafeni na kUzi byl aplikovan 10% roztok arbutinu a nasledné doslo ke snizeni
hyperpigmentace o0 43,5 % a pfi soucasné aplikaci s aloesinem o 63,3 %. Cilem jiné studie bylo
porovnat uUcinnost gelovych formulaci obsahujicich arbutin (1 %), syntetickou kyselinu
ellagovou (1 %) a rostlinné extrakty s kyselinu ellagovou. VSechny uvedené formulace mély
statisticky vyznamny vliv na melasma zjistované u 30-ti pacientek. Jina studie zahrnujici 102
Zen s melasma a lentigo hodnotila depigmentacni Ucinnost krému na bazi rostlinného extraktu

(2,51 % arbutinu). Béhem 8 tydn( se hladina melaninu sniZila z 182,6 % na 168,76 %. Klinické

27



zlepseni bylo pozorovano u 75,86 % pacientek s melasma a 56 % s lentigo. Krém obsahujici 4
% nikotinamidu, 3 % arbutinu, 1 % bisabololu a 0,05 % retinaldehydu byl aplikovan na oblicej
jednou denné po dobu 60 dnil. Doslo ke sniZzeni plochy melasmy z 1398,5 mm? na 923,4 mm?>.
Melanin hraje dlleZitou roli v ochrané kdzZe tim, Ze absorbuje UV zafeni, které zaroven vytvari
reaktivni formy kysliku (ROS). Znecisténi prostredi, UV zareni, hormony a léky stimuluji tvorbu
ROS v melanocytech. ROS nasledné mohou podporovat melanogenezi nebo zpuUsobit smrt
melanocytl, coz vede k hyperpigmentaci nebo hypopigmentaci. Akumulace oxidacniho

poskozeni vede k tumorigenezi. Bylo zjisténo, Ze arbutin sniZzuje hladiny ROS [47].

3.5.3. Rutin

vv. v

Rutin a jiné flavonoidy jsou k nalezeni v béZzné konzumovanych potravinach jako cibule,

jablka, ¢aj, cervené vino [48].

Rutin je znam pro své uplatnéni pfi onemocnéni Zil. V ramci klinické studie byl zjiStén
pozitivni Ucinek lécivého pripravku zalozeném na rutinu k 1é¢bé kiecovych Zil, vnitfniho
krvaceni a hemeroidl. BéZzné perordlni davky se pohybuji od 500 mg do 2000 mg denné a Ize
je pouzivat dlouhodobé [49]. Bylo zjisténo, Ze peroralni podavani rutinu (100 mg/kg) po dobu
45 dnl vedlo ke snizeni plazmatické glukdézy a zlepSeni antioxidacniho stavu v jatrech,
[50] a protirakovinny [51] ucinek. Hlavni nevyhodou rutinu je jeho Spatnd biologicka
dostupnost, zplsobena predevsim jeho nizkou rozpustnosti ve vodé, Spatnou stabilitou a
omezenou membranovou permeabilitou. To je dlivod, ktery brani in vivo biologickym ucink(m

rutinu.

3.5.4. Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova se bézné vyskytuje v potravinach a ndpojich, jakymi jsou ¢aj, kava

(pfedevsim zelena kdva), bobulové ovoce, kakao, citrusové plody, jablka, hrusky [52].

Civilizacni onemocnéni. Dle review Naveed a kol. (2005) ma kyselina chlorogenova rfadu
ucinkd potvrzenych na in vivo studiich. Podili se na redukci télesné hmotnosti a na prevenci
vzniku DM (typ 2) (pUsobi na glukdzu-6-fosfatdzu, G6P, enzym zasahujici do kontroly krevni
glukdézy). Na zakladé mnoha studii plsobi jako antioxidant a je uZiteCna pfi zanétlivych

onemocnénich [52]. BEhem klinické (randomizované) studie na 117 jedincich s hypertenzi byl
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prokazan anti-hypertenzni Gcinek po podavani extraktu z kavovych zrn (bohaty zdroj) po 28

dnech p. o. aplikace a to bez nezadoucich ucinkd [53].

Mikrobiom. Navic, kyselina chlorogenova zvratila dysbidézu stfevni mikrofléry vyvolanou
vysokotu¢nou stravu u mysi, vcéetné vyznamné inhibice rlstu Desulfovibrionaceae,
Ruminococcaceae, Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae za prospésného osidleni
Bacteroidaceae, Lactobacillaceae [54]. V jiné studii byl zjistovan efekt diety s vysokymi
davkami kyseliny chlorogenové na praseci stfevo. Doslo k prodlouZeni stfeva, coZ naznacuje,
Ze tako kyselina mGze byt ndpomocnad pfi traveni a vstfebavani Zivin v tenkém strevé. Déle
byla zjiSténa zvySena aktivita diaminooxidazy a koncentrace MHC glykoprotein( 2. tfidy. |
tento model obsahoval wvysSi vyskyt Lactobacillaceae, dale pak Prevotellaceae ¢Ci

Prevotellaceae [55].

Dalsi ucinky. Kyselina chlorogenova vykazuje antimikrobialni Ucinky a zdroven neni
citlivda vici probiotickym bakteriim, diky ¢emuz je vhodna v potravinarském pramyslu
(napriklad jako konzervant). Studie poukazuji na baktericidni ucéinek vici Stenotrophomonas
maltophilia, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis a Staphylococcus aureus. U&inkuje i proti houbdm (Candida albicans) a nachazi

uplatnéni u virovych onemocnéni (HIV, adenoviry a jiné) [52].

3.5.5. Kvercitrin

Kvercitrin stejné jako jiné flavonoidy Ize nalézt v bézné konzumovanych potravinach (¢aj,

cibule, jablka, ¢ervené vino) [48].

Vypaddvdni viasu. Kvercitrin ma mozny terapeuticky potencial pro prevenci a/nebo
|[écbu vypadavani vlast. Bylo zjisténo, Ze kvercitrin stimuluje energeticky metabolismus a
zvysuje produkci rastovych faktord nezbytnych pro rist vliast. U&inek kvercitrinu byl zkouman
na modelu lidskych vlasovych folikul(l. Kvercitrin vyznamné zvysil rQst vlasd ve srovndni s
kontrolou. Konkrétné doslo k narlstu o0 62,4 % (5 uM) a 70,0 % (10 uM). Pozitivni kontrola

minoxidil (schvaleny lécivy pfipravek) vykazovala srovnatelny vysledek [56].

Dalsi ucinky. Studie ukazuji na terapeutické Ucinky pro [é¢bu trombotickych
onemocnéni, coZz bylo dokdzano u mysi sindukovanou mrtvici. Pfi ordlné podavaném

kvercitrinu doslo ke snizeni poskozeni mozku [57]. Vramci in vitro studii byl prokdzan
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antioxidacni, protizanétlivy, protinadorovy a taky antidepresivni uc¢inek. Kroté toho byl zjistén

protektivni vliv kvercitrinu na poskozeni jater [58].

3.5.6. Floretin

Floretin je soucdsti chemické tfidy dihydrochalkon(, které se nachazi hlavné v ovoci a to

predevsim v jablcich a hrusnich [59].

evvs

schopnost penetrovat pres klzi (prozatim vyzkouseno jen s praseci klzi). Je prokazan jeho
proti-starnouci a depigmentacni efekt na pokozku. Lze ho vyuZit pfi |écbé akné. Byl zjistén
silnéjsi antibakterialni efekt proti Cutibacterium acnes (hlavni pavodce akné) nez standardné
variantu. Klinicka studie zkoumaijici topické aplikace pfipravku s 0,05% floretinem po dobu 1
mésice prokdazala klinicky a statisticky vyznamné snizeni po¢tu komedon( a produkci kozniho
mazu. Bohuzel, floretin ma Spatnou rozpustnost ve vodé, cozZ je vyzvou pro jeho zaclenéni do
hydrogelovych formulaci. Jednim z fesSeni je vyvinuti komplexu floretinu s hydroxypropyl-B-
cyklodextrinu. U samotného floretinu doslo k 50% degradaci, zatimco u komplexu bylo
degradovdno jen 12,7 %. RovnéZ jsou prokdzdny chemoprotektivni a chemoterapeutické
ucinky floretinu na melanom. Na trhu Ize nalézt floretin obsazeny v kosmetice, které jsou

primarné urceny proti starnuti pokozky a proti vraskam [60].

Onemocnéni stfev a mikrobiom. Oralné poddavany floretin vyrazné zlepsil patologické
poskozeni stfev u mysi s indukovanou ulcerézni kolitidou. Navic doslo ke sniZzeni koncentrace
lipopolysacharid( a byly pfiznivé vyrovndny hladiny Escherichia coli a Lactobacillus. Podavani
floretinu tak maze byt novou dietarni strategii v Ié¢bé ulcerdzni kolitidy. Je vSéeobecné znamo,
Zze mikroflora stfev je spjata s nékolika dermatologickymi patologiemi (napfiklad akné,

atopicky ekzém, psoridza) [61].

Obezita a glykémie. Rovnéz floretin, stejné jako ostatni studované latky v této praci, ma
pozitivni vliv na glykémii a obezitu. In vivo studie prokazala, Ze podavani floretinu mysim (75
mg/kg, i. p., tfikrat tydné po dobu Sestnacti tydn(l) sniZuje hladinu krevniho cukru. Dale,
floretin (10 mg/kg, i. p., jednou za dva tydny) zabranuje rozvoji obezity u mysi krmenych dietou

s vysokym obsahem tuku a taky zlepsil homeostazu glukdzy a citlivost na inzulin [60].
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3.6. Fyzikalné-chemické vlastnosti stanovenych fenolickych latek

Tabulka 2: Fyzikalné-chemické vlastnosti stanovenych fenolickych latek.

Chlorogenova kyselina

Floridzin Floretin
HO OH OH 0
HO OH OH
£ | o O O HO._O OJK%\C[OH
% oo 0 OH
_.: OH
Y HO O OH OHO :
Muw 436,4 g/mol 274,27 g/mol 354,31 g/mol
8 0,45 2,23 0.17
pKa 7,89 7,96 3,33
Rutin Kvercitrin Arbutin
HO
© HO 0]
é HO—0Q o © H
ERR= HO HOO\Q
- OH OH {OH
< OH OH OH OH
Muw 610,52 g/mol 448,38 g/mol 272,25 g/mol
8 0,15 1,31 14
pKa 6,37 6,37 9,82
1,5-dikafeoylchinova kyselina 3,5-dikafeoylchinova kyselina
O
HO
Pz 0
. HO._O O o
S HO = OH
2 HO
£ HO 0 OH
2 o1 OH :@ HO
& HO = OH 0
7
0 HO™ SN
0
Muw 516,45 g/mol 516,45 g/mol
ng 2,07 2,05
pKa 3,18 3,28

M, = molekulovd hmotnost.
Log P = rozdélovaci koeficient; informuje o polarité.

pKa = disociacni konstanta; informuje o acidobazickych vlastnostech.

Struktury prevzaty ze zdroje [62], ostatni udaje z [63].
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3.7. Stanoveni fenolickych latek v rostlinném materialu

Stanoveni fenolickych latek zavisi na rGznych parametrech, kterymi jsou chemické
vlastnosti zkoumanych analytl, pouzitd extrakéni metoda a interferujici slozky ve vzorku.
Nejcastéji se pro separaci a stanoveni fenolickych ldtek vyuZivaji metody kapalinové
chromatografie. Mezi dalsi relevantni metody patfi spektrofotometrie [64], plynova
chromatografie [65], kapilarni elektroforéza [66]. Detekéni systém by mél selektivné
detekovat stanovované analyty a odlisit je od interferujicich sloZzek. Na zdkladé odbornych
publikaci jsou nejpouzivanéjsimi spektrofotometrické detektory, ale v posledni dekadé
narlsta zdjem o hmotnostni spektrometry. Naopak cetnost pouZivani fluorescencnich a

elektrochemickych detektort klesa [67].

Kapalinovd chromatografie neustdle prochazi rdznymi upravami. Cdasti systému
(detekéni systémy), pfrislusenstvi (kolony a predkolony) zvysuji svoji kvalitu scilem co
nejrychlejsi a nejucinnéjsi chromatografické separace. Mezi hlavni trendy patfi pouziti novych
typd kolon, ultra-vysokoucinnd kapalinovda chromatografie, superkriticka fluidni

chromatografie ¢i dvourozmérna chromatografie.

3.7.1. Kapalinové chromatografie

Prvni zminky o kapalinové chromatografii pochazi ze zaéatku 20. stoleti. Zakladatelem je
botanik rusko-italského plivodu - Michail Semjonovic¢ Cvét, ktery v rdamci své diplomové prace
poprvé provedl chromatografickou separaci listovych barviv. Principem kapalinové
chromatografie je mnohondsobné ustalovani rovnovahy mezi separovanymi analyty a mobilni
(MF) a staciondarni (SF) fazi. Zakladni pristrojové usporadani se sklada ze zasobniki MF,
odplyriovace (degaser), vysokotlakého cerpadla, smésSovace, davkovace vzorku, kolonového
prostoru v termostatu, detektoru, pocitace se softwarem a nddoby na sbér odpadu. Je-li
slozeni MF béhem analyzy konstantni, hovofime o izokratické eluci. Pokud se sloZzeni MF méni,
jedna se o gradientovou eluci. RozliSujeme chromatografii na normalni fazi (SF je polarni),
kterd je v dnesni dobé nahrazovdna chromatografii na reverzni fazi (reversed phase, RP; SF je
nepolarni). Grafickym vystupem analyzy je chromatogram, ktery znazornuje analyty ve formé
pikd. Chromatogram poskytuje kvalitativni (retencni ¢as, tr) a kvantitativni idaje (plocha pod

pikem, A) [67].
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Pfi analyze rostlinnych matric se ve vzorku vétSinou nachdazi mnozstvi fenolickych latek
vyskytujicich se ve formé glykosidl a aglykond. To se projevuje rznymi lipofilnimi vlastnostmi
(tabulka 2), a proto se pouziva gradientova eluce. Mobilni faze obsahuje organickou ¢ast
(methanol, acetonitril) a okyselenou vodni ¢ast. K samotné separaci dochazi v koloné (100 —
300 mm, vnitini prmér 2,1; 3,0; 4,6 mm) naplnéné ¢asticemi s reverzni fazi. Nejcastéji jsou
vyuZivané c¢astice silikagelu modifikované funkénimi skupinami (= Cis, — NH, — Cs, — CN) o

velikosti 3 —5 um pro HPLC analyzy.

3.7.2. Trendy ve stacionarnich fazi

Cilem modernich staciondrnich fazi je odstranéni nedostatkd klasického silikagelu. Jeho
nevyhodou je omezend chemicka (pH = 2 — 7) a teplotni (do 60 °C) stabilita, a tlakovy limit v
rozmezi 35 — 40 MPa (pro HPLC). Problematickd je pfitomnost volnych silanolovych skupin,
které mohou interagovat s analytem. Komplikovana je hlavné analyza bazickych latek. Baze
v kyselém pH prostredi ziskavaji ndboj, ionizuji se, a pokud interaguji s ndbojem silanolu,
dochazi ke chvostovani piku. V dnesni dobé je vétSina kolon opatfena tzv. endcappingem
(nejcastéji trimethylsilan), ktery maskuje volné silanolové skupiny. Nikdy vSak nedochazi ke
100% pokryti. DalSi moZnosti je zavedeni polarnich skupin (napfiklad karbamatovd, amidova
skupina) do SF, tzv. shield nebo embedded phases, které stini volné silanolové skupiny.
Prikladem lze uvést kolonu Ascentis Express RP amid, kterd je navic opatfena endcappingem.
Tato kolona byla vyuZita pfi separaci fenolickych latek v rostlinném materidlu hrusné (viz

prakticka ¢ast).

Nedostatky eliminuji také polymerni SF, hybridni SF, SF na bazi oxidu kovi (oxid
zirkonicity, oxid hlinity) a porézniho grafitického uhliku. Zminéné stacionarni faze nabizi
moznost vétSiho pH rozmezi (az do pH = 12), pouziti vy3$si teploty (az 200 °C) a mnohdy i vétsi
mechanickou odolnost. Jinymi moznostmi pro zvySeni uUcinnosti, a predevsSim rychlosti
separace fenolickych latek je pouziti kolon s povrchové poréznimi ¢asticemi (core-shell
kolony). Tyto kolony se skladaji z pevného jadra (obsahuje neporézni silikagel; zde nedochazi
k separaci) a povrchové vrstvy (modifikovany silikagel; kde dochazi k vlastni separaci).
Struktura ¢astice s obvyklymi rozméry je vyobrazena na obrdzku 1. DalSim pFistupem je pouziti

monolitickych kolon, které neobsahuji ¢astice, ale jsou tvoreny jednim kusem materialu [67].
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Obrazek 1: Struktura povrchové porézni ¢astice [68].

Jako dalsi priklad Ize uvést moderni SF YMC Triart. Jednd se o typ organicko-
anorganického hybridniho silikagelu. Unikatni technologie je zaloZena na vicevrstevnych
Casticich, které jsou vyrabény prostfednictvim mikropritokového reaktoru. Zminénou SF lze
pouzit v pH rozmezi 1 — 12, pfi teploté az do 90 °C a nabizi vysokou separacni ucinnost. Tato
kolona byla pouZita pro separaci fenolickych latek v rostlinnych ¢astech jabloné (viz prakticka

¢ast) a je predmétem zajmu studie Adamcova a kol. (2022) [25].

3.7.3. Moderni sméry systému HPLC

Ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (UHPLC). U UHPLC dochazi k urychleni
analyz a k efektivnéjSim separacim v kratSim ¢ase. Jsou zde v3ak kladeny vysoké naroky na
instrumentaci. Zakladnim predpokladem jsou minimalni kolonové objemy redukujici disperzi
separovanych zén. Cerpadlo umozriuje stabilni pritok pfi velmi vysokych tlacich (az 150 MPa).
Davkovaci zafizeni je rychlé a pfesné (uz to urychluje analyzu) a davkuje malé objemy vzorku.
Detektory umoziuji rychly sbér dat a detekéni cela ma objem 0,5 pl—2 pl. Pro UHPLC separace
se typicky pouzivaji krat$i kolony (50 mm — 100 mm, vnitini primér vétSinou 2,1 mm)
s ¢asticemi o velikosti 1,5 um — 2,0 um. Vyuzivaji se hybridni kolony, modifikovany silikagel a
kolony s povrchové poréznimi casticemi o velikosti < 3 um nebo < 2 um [67]. Tato
instrumentace byla napfiklad pouzita pro identifikaci a kvantifikaci fenolickych sloucenin a

triterpenoidl v deseti odrlidach hrusni [69].

Superkriticka fluidni chromatografie (SFC). SFC je v dnesni dobé stale se rozvijejici
separacni technika. Také SFC pracuje s vyssim rozliSenim a doba analyzy je kratsi. Jejim

typickym znakem je poufziti superkritické tekutiny jako mobilni faze. Principem je zahfivani a
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stlacovani kapaliny nebo plynu nad jejich kritické hodnoty. Nejcastéji se pouziva oxid uhlicity
(COy), jejiz kriticka teplota (T¢) je 31,1 °C a tlak (Pc) je 73,7 baru. Vyhodou CO; je nizkd cena,
dobra dostupnost, nizkd viskozita. Je chemicky stabilni, netoxicky a nehoflavy. Nevyhodou je
nizka polarita a slabd eluéni sila. Diky tomu dochazi ke Spatné eluci polarnich a
vysokomolekuldrnich latek. Redenim je vSak pFidani modifikatoru (napfiklad metanol,
acetonitril, etanol), ktery ma vliv na zvySeni rozpustnosti analytu, zvyseni eluc¢ni sily MF a
pozitivni vliv na tvar piku. Metoda je levna, ma nizké naklady a vysokou separacni ucinnost.
Na druhou stranu je SFC finan¢né naro€na na pofizeni. Jako SF se poZzivaji specidlni pro SFC
nebo jakékoliv jiné pouzivané v LC. Jmenovité Ize pouzit chirdIni (napfiklad derivaty amylosy a
celulosy) ¢i achirdini (polarni: 2-ethylpyridin; aromatické: propylfenyl; nepolarni: C18;
nepolarnis vioZzenou polarni skupinou: C18 + iontoménice) SF. Kromé toho, SFC splfiuje naroky
na zelenou chromatografii [67]. SFC Ize aplikovat v analyze pfirodnich produkt( [70], I1éCiv [71],
potravin [72] a mnoha jinych vzorku. V ramci analyzy fenolickych latek byla SFC vyuzZita v jejich

stanoveni naptiklad v ¢esneku [66].

Dvourozmérnd kapalinovd chromatografie (2D-LC). 2D-LC se vyuziva k analyze velmi
komplexnich vzorkd (100 — 1000 komponent) a u chemicky podobnych latek, které se tézce
separuji. Vzorek je podroben dvéma rliznym chromatografickym procesim z diivodu dosazeni
vyssi rozliSovaci schopnosti. Mechanismy separace musi byt odliSné (napfiklad hydrofilni
interakéni chromatografie vs. chromatografie na reverznich fazich). Jednotlivé systémy jsou

propojeny ventilem. Tuto metodu Ize provozovat on-line a off-line [67]. 2D-LC v usporadani LC

x LC byla vyuzita pro stanoveni profilu fenolickych sloucenin v rliznych odriadach jablek [73].

3.7.4. Detekce fenolickych latek v kapalinové chromatografii

Ze struktury fenolickych latek je patrné, Ze diky pritomnosti konjugovanych dvojnych
vazeb je mozind detekce, ktera je zalozend na principu spektrofotometrie. Jednoduché UV
detektory byly nahrazeny modernéjsimi DAD. Vyhodou DAD detektorl je snimani celého
spektra vinovych délek v redlném Ease bez preruseni separace, coz je vyhodné u fenolickych
latek, protoze pokryvaiji Sirsi spektrum absorpénich maxim. K identifikaci dochazi porovnanim
retencnich ¢asli analytu se standardem. Pro zvySeni selektivity detekce lze vyuZit programy

umoziujici vytvaret knihovny spekter a porovnat snimana spektra s touto knihovnou. DAD
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detektor dale umozniuje ovérovani spektralni Cistoty piku pomoci 3D dat a odhalit pfipadnou

koeluci.

Pro dosazeni lepsi citlivosti a selektivity Ize alternativné vyuzit fluorescencni detektory.
Velmi vysokych citlivosti je dosazeno pouzitim fluorescenéniho detektoru slaserem
indukovanou fluorescenci. Nevyhodou je vSak nutnost derivatizace, kterd mize prodlouzit
proces analyzy. Srovnatelné citlivosti (nékdy i lepsi) s fluorescenénimi dosahuji
elektrochemické detektory, jejichz popularita (spole¢né s fluorescenénimi) klesa. Dalsi
vyhodou je dosazZeni nizkych limitl detekce. Elektrochemické detektory se vyuzivaji u latek,
které jsou schopné oxidacné/redukénich déjl. Oxidovatelné jsou zejména latky obsahuijici
hydroxylovou funkéni skupinu vazané na aromaticky skelet, mezi které patfi fenolické latky.
Vyssi naroky jsou kladeny na mobilni fazi, kterd musi byt vodiva, dokonale Cista a odplynéna

[67].

Publicité v detekci fenolickych latek v rostlinné materidlu se v posledni dobé tési
hmotnostni spektrometrie. Tyto detektory jsou citlivé, selektivni, relativné univerzalni, ale
destruktivni. Proces detekce spociva ve tfech krocich: ionizace vzorku, rozdéleni iontl dle
poméru m/z a samotna detekce iontl. Ve spojeni s HPLC se predevsim pro polarni a stredné
polarni latky vyuziva ionizace elektrosprejem (ESI). Podminkou je pouziti tékavych MF
(naptiklad methanol, acetonitril, voda, ethanol) a aditiv (naptiklad kyselina mravenci, octova).
Aditiva se nesmi pouzivat ve vysokych koncentracich (doporucend koncentrace zminénych
aditiv je < 0,1 %), aby nedochazelo k soutéZzeni o naboj mezi analytem a aditivem, coz by mohlo
vést ke snizeni Uc¢innosti ionizace analytu a citlivosti stanoveni detekce. Nevhodné je pouZziti
kyseliny fosfore¢né, kterd se u HPLC-DAD vyuZivd Casto. Zmifovand netékava kyselina
zapficinuje tvorbu depozitl na kovovych ¢astech pfristroje, coz vede ke snizeni citlivosti. Dalsi
podminkou je pouziti rozpoustédel a aditiv o velmi velké Cistoté (LC-MS grade). Pfi pouziti ESI
i jinych ionizacnich technik (napfiklad APCI) neni moZné porovnavat s knihovnou spekter,
protoze pro LC-MS neexistuji. Ke kvantifikaci Ize vyuzit cilenou a necilenou analyzu. Cilena
analyza se pouziva pro zndmé a ocekavané latky a vyuzivd se médu SIM (selected ion
monitoring) a SRM (selected reaction monitoring). Necilena analyza spociva ke kvantifikaci

neznamych latek [67,74].
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3.7.5. Prehled studii zabyvajicich se stanovenim fenolickych latek v ovocnych stromech

Tabulka 3: Pfehled publikovanych praci zamérujici se na HPLC analyzy fenolickych latek v materidlu ovocnych strom.

Vzorek Analyty Mobilni faze Kolona Detektor Ref.
Listy, kdra, arbutin 7% metanol ACE 5 C-18 UVv-viIS [75]
plody hrusni (250 mm x 4,6 mm, vel. ¢astic 5 um)
Listy hrusni arbutin, derivaty arbutinu, kyselina hydroxyskoficova, kyselina chlorogenova, A: MeOH Hypersil ODS DAD [76]
kyselina p-kumarova, derivaty kyseliny p-kumarové a flavonolové glykosidy B: H20 + 5% (250 x 4 mm, velikost ¢astic 3 um)
HCOOH
Listy a plody kyselina gallova, kyselina neochlorogenova, katechin hydrat, kyselina A: MeOH Hypersil Gold DAD [77]
jabloni a hrusni chlorogenova, kyselina vanilova, kyselina kavova, kyselina syringova, B: H20 + 1% (150 x 4,6)
epikatechin, kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, kyselina sinapova, kyselina CHsCOOH
salicylova, kyselina ellagova, rutin, myricetin, kvercetin, kaemferol
Listy, kdra, floridzin, floretin, kyselina chlorogenova, rutin A: ACN YMC Triart C18 ExRS DAD [21]
pupeny, kvéty, B: H20 + (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
plody jabloni 0,1% H3POa4
Listy jabloni avikularin, kvercetin-3-galaktosid, kyselina kavova, katechin, epikatechin, A: ACN YMC-Pack ODS-A C18 DAD [78]
kyselina chlorogenova, isokvercitrin, floretin, floridzin, kvercitrin, rutin B: H20 + 2% (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
CHsCOOH
Listy jabloni kyselina chlorogenova, isokvercitrin, kvercitrin, kys. p-hydroxybenzoova, A: ACN Thermo Scientific Aquasil C18 DAD [79]
kvercetin-3-galaktosidaza, floridzin, rutin B:1mM (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
H3POa
Listy jabloni epikatechin, isokvercitrin, kvercitrin, floretin, floridzin A: ACN Synergi MAX RP80, C12 DAD [23]
B: 0,01% (250 x 4,6, velikost ¢astic 4 um)
C2HF30:2

Dle uvedenych studii se jako mobilni faze nejcastéji vyuziva acetonitril ¢i metanol s vyuzZitim gradientové eluce. K separaci dochazi

v kolonach délky 150 mm — 250 mm v usporadani reverzni chromatografie. K detekci se velmi ¢asto pouziva DAD detektor.
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3.8. Validace analytickych metod

Validaci se rozumi proces, ktery ma prokdazat, Ze vyvinutd metoda je vhodna pro
zamyslené pouziti. Je nezbytnd v rdmci kontroly kvality. Valida¢ni proces se fidi dle smérnic
organizaci, které se zabyvaji validaci analytickych metod jako napfiklad European Medicines
Agency (EMA), Food and Drug Administration (FDA) nebo International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC). Farmaceutické analyzy musi dodrZovat doporuceni dle The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Témito predpisy se fidi i potravinové ¢i environmentalni

analyzy s nékterymi odliSnostmi [74].

Test zpUsobilosti chromatografického systému (System Suitability Test, SST) je test
vhodnosti a validity chromatografického systému. Provadi se na zacatku méreni, pfi kazdém
zasahu do systému, nebo pfi podezieni na chybné fungujici systém. SST by mél obsahovat
alespon dva parametry. Akceptacni kritéria mohou byt vyZadovéna autoritou (FDA, EMA a
jiné) nebo jsou nastavena vlastni kritéria. Mezi parametry SST patfi faktor symetrie,

opakovatelnost nastfiku, rozliseni, pocet teoretickych pater &i retencni faktor [74].

Mezi vlastni validaéni parametry analytickych metod dle ICH patfi pfesnost (mira shody
mezi jednotlivymi vysledky opakované provadéné s homogennim vzorkem), spravnost (mira
shody mezi namérenou hodnotou se spravnou hodnotou), linearita (schopnost metody davat
vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované latky ve vzorku), limit detekce/kvantifikace
(nejmensi mnoiZstvi analytu ve vzorku, které je moiné detekovat/stanovit s pfijatelnou
presnosti a spravnosti), selektivita (schopnost metody zméfit analyzovanou latku
v pritomnosti dalSich latek, jejichz pfitomnost je ocekdvana), robustnost (schopnost metody

zUstat nedotcenou malymi, ale zdmérnymi odchylkami) [74].
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3.9. Pfiprava rostlinného materialu pro analyzu

Uprava vzorku (rostlinného materidlu) pfedstavuje pre-analytickou ¢ast analyzy. Jedna
se o ¢asové narocny proces, ktery je bohuzel nejvice nachylny k chybam. Provadi se z divodu
izolace analytl, precisténi, odstranéni interferenci a eliminaci matricovych efektl. Cilem
v naslednych chromatografickych analyzach je pfipravit vzorek, ktery je dokonalé rozpustny

v MF [67].

Rostlinny material uréeny k extrakci musi byt dokonale usuSen. K suseni dochazi na
Cerstvém vzduchu nebo pomoci lyofilizace. Lyofilizace vyrazné zkracuje dobu suseni a
zachovava vice fenolickych latek [80]. Dalsim krokem je dlikladnd homogenizace, ktera je
kritickd pro vytéZnost analytl [25]. Extrakce je zdvisla na typu rozpoustédla (metanol,
acetonitril, etanol), teploté a na chemickém slozeni vzorku. Navic, fenolické latky mohou byt
pfitomné v rlznych koncentracnich hladindch. Ztohoto d(ivodu neexistuje univerzalni

extrakéni technika. Mezi extrakeni techniky patfi napriklad:

Macerace. Jedna se o jednoduchy proces skladajici se z namaceni vzorku ve vhodném
rozpoustédle v uzavieném systému pfi konstantnim michanim a pokojové teploté. Po extrakci
nasleduje proces oddéleni pevnych ¢asti od rozpoustédla pomoci filtrace ¢i dekantace. Ackoli
je to snadnad technika, ma nevyhodu v tom, Ze je ¢asové naroc¢na a vyzaduje rozpoustédla ve

velkych objemech [81].

Extrakce ultrazvukem (ultrasound-assisted extraction, UAE). Jedna se o jednoduchou a
levnou metodu. Ultrazvukové viny plisobi na bunééné stény a membrany vzorku, ¢imz dochazi
ke zvySeni propustnosti. Proces obecné vyZzaduje pouziti ultrazvuku s frekvenénim rozsahem
mezi 20 a 2000 kHz. Optimalizac¢nim krokem je ddle ¢as extrakce [81]. Tento typ extrakce byl
vyuzit napfiklad ve studiich Tdborsky a kol. (2021) a Stoenescu a kol. (2022), ktefi pouzili
ultrazvuk po dobu 30 minut k extrakci fenolickych latek z plodd a rostlinného materialu

ovocnych strom( [21,77].

Extrakce podporovdna mikrovinnym ohrfevem (microwave assisted solvent extraction,
MASE). U této extrakce se pouzivaji mikrovinné zareni k zahrati rozpoustédla a slozek smési.
Vzniklé teplo usnadnuje difuzi rozpoustédel do vzorku. Pfednosti MASE je Uspora ¢asu a malé

objemy rozpoustédla [81]. MASE byla napfiklad pouZita pro extrakci fenolickych latek z listi
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olivovniku, ktera byla nejucinnéjsi pfi teploté 86 °C. Také bylo zjisténo, Zze MASE méla vyssi

vytézky analyt(l ve srovnani s metodou macerace a UAE [82].

Superkritickd fluidni extrakce (SFE). Tato moderni metoda je Setrnd k Zivotnimu
prostredi. Jako rozpoustédlo je nejcastéji pouzivana superkriticka tekutina - oxid uhlicity (CO3).
Jeho kritickd teplota je 31,1 °C; tlak 7,38 MPa a hustota 470 kg/m3. CO; je netoxicky, levny a
bezpeény. Nevyhodou je nizkd polarita CO;, coz ¢ini tuto metodu nevhodnou pro polarni
fenolické latky. Moinym fteSenim pro zvySeni polarity je pridavek metanolu, etanolu,

acetonitrilu a jinych modifikator obvykle v koncentracich 2 -5 % [67].

SFE (obrazek 2) se casto pouziva k extrakci nepolarnich sloucenin. Je alternativni
technikou ke konvenénim extrakénim metodam (Soxhlet) diky svym vyhoddm - nizké hustoté
a viskozité superkritického CO, a také vysoké difuzivité. CO; je navic nehoflavy a ,zeleny”,
takZze nema zasadni dopad na Zivotni prostiedi. Optimalizace tlaku a teploty mlzZe zvysit
ucinnost extrakce. Extrakce fenolickych sloucenin z rostlinnych material( s pouzitim CO; v
superkritickém stavu byla studovana v teplotnim rozmezi 25 °C — 120 °C a tlakovém rozmezi
80 — 655 bar [83]. Napfiklad, Reategui a kol. (2014) poutzili Cisty CO2 k extrakci antioxidant( z
Baccharis dracunculifolia za optimalnich podminek 60 °C a 400 bar, coz vedlo k 2krat vysSimu

vytézku (4 mg/g) ve srovnani s vytézkem metanolovych a ethanolovych extrakt( [84].

] \
Separator 1  Separator 2

,F;? .(%] Extractor 1 Extractor 2

Solvent Pump  Heat Exchanger

CO2 Storage Tank

Obrazek 2: Zjednodusené schéma procesu SFE, skladajici se z pumpy (solvent pump), vyméniku
tepla (heat exchanger), extraktor (extractor), kompresor (compressor), chladi¢e (cooler),
separatoru [85].
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Magnetické molekuldrné vtisténé polymery (MMIPs). MMIPs predstavuji selektivni
materialy pouzivané pro extrakci na tuhou fazi. Sorbenty jsou pfipravovany rlznymi metodami
(kovalentni nebo nekovalentni vtiSténi). Extrahovany analyt je zadrzovdn na zakladé
molekuldrniho tvaru, velikosti a usporadani funkénich skupin. Vyhodou je jednoduché
provedeni, stabilita a selektivita. Naopak nevyhoda spocivd v dlouhém extrakénim case,

pouziti velkého objemu rozpoustédla a v riziku degradace materialu [86].

Rostlinny materidl obsahuje zna¢né mnozstvi silné vazebnych sloZek, jako je chlorofyl,
proteiny a dalsi endogenni latky, které mohou ohrozit separaéni ucinnost analytické kolony.

Pro ochranu kolony lze vyuZzit pfedkolonu [87].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Analyzované vzorky

HPLC analyza fenolickych latek byla provedena u 10 odr(d jabloni a 10 odrld hrusni. U
obou typl strom( bylo sledovanym materidlem listi, klQra, pupeny, kvéty a Stépka. Pro
sledovani méniciho se fenolického profilu byl zminény material odborné odebiran 4krat ro¢né
s ohledem na dostupnost. Rostlinny material jabloné byl odebran v obdobi bfezen — duben
2020, ¢erven 2020, srpen — zafi 2020 a fijen — listopad 2020. Chemickd analyza byla provedena
u odrld ‘Topaz’, ‘Golden Delicious’, "Angold’, "‘Meteor’, "Melrose’, "Fuji’, ‘Braeburn’, "Lady

Silvia’, "Rubinstep” a "Rubin’.

Vzorky hrusné byly odebrany v obdobi srpen — zafi 2019, fijen — listopad 2019, bfezen —
duben 2020 a ¢erven 2020 u odrld ‘Lucasova’, ‘Thirriotova’, ‘Grosdemange’, "Charneuskad’,
"Highland’, "Wiliamsova“, "Wiliamsova ¢ervena’, ‘Konference’, ‘Clapova’ a ‘General Leclerc’.
Ovocné stromy pochazely z vysadby Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovocnarského
Holovousy, s.r.o. Hned po odbéru byly vzorky ususeny pti pokojové teploté a takto skladovany
do doby zpracovani. Smésny vzorek Stépky byl pfipraven smichanim rdznych odr(d jabloni
(‘Golden Delicious’, ‘Lady Silvia®, ‘Rubinola’, Angold’) a hrusni ("Konference’, "Clapova’,

“Lucasova’, “"Charneuska’).

4.2. Chemikalie a cinidla

Pro vyvoj HPLC metod a dalsi analyzy byly pouzity tyto standardy: floretin (299%),
floridzin dihydrat (99%), kyselina chlorogenovd (295%), kvercitrin (278 %), rutin (>94%),
arbutin (298%), kyselina dihydroxybenzoova (98%) od dodavatele Sigma — Aldrich (Praha).
Kyselina 1,5-dikafeoylchinova (298%) a kyselina 3,5-dikafeoylchinova (>98%) byly dodany od

Chem — Faces (Cina).

Mezi pouzité rozpoustédla a chemikalie pattily kyselina mravenci, acetonitril a metanol
od dodavatele Sigma — Aldrich (Praha) a kvality gradient-grade. Ultra-Cistd voda byla vyrobena

pristrojem Milli-Q (Millipore, Berford).
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4.3. PFiprava vzorku

Pouzity rostlinny material z ovocnych strom( - listi, kdra, pupeny, kvéty a Stépka
(obrazek 3) byl ususen pfi pokojové teploté. Listi bylo dikladné zhomogenizované pomoci
mixeru nebo v tfeci misce a byly odstranény prebytec¢né nezhomogenizované casti (fapik).
Ostatni vzorky byly homogenizovany ve tfeci misce. Klra byla ziskana sloupnutim vrchni ¢asti
vétvicek jednoletych obrostl. Po dlkladné homogenizaci bylo na analytickych vahach
navazeno 0,05 g materidlu do 2 mL centrifugaéni zkumavky. Nasledné byla provedena extrakce
pomoci 2 mL metanolu s pridavkem 0,1% (v/v) mravendi kyseliny. Nasledovala ultrazvukova
lazen po dobu 30 minut (s protfepanim po 10-ti minutach), centrifugace (15 minut, 5000 rpm),
afiltrace pfes 0,22 um polytetrafluoretylenovy (PTFE) stfikackovy filtr do vialky. Extrakt byl do

doby analyzy skladovan v lednici pfti 4 °C.

Obrazek 3: Stanovovany material. (A) — listi, (B) — klra a pupeny, (C) — kvéty, (D) — Stépka.
Zdroj: autor
U hrusiového listi byla také vyzkouSena extrakce horkou vodou namisto metanolu.
Ususeny vzorek byl rozemlet na jemny prasek v tfeci misce. Pét gram( vzorku bylo navazeno
do 50ml centrifugacni zkumavky a bylo pfidano 50 ml vody o teploté od 40 °C do 90 °C.
Centrifugacni zkumavka byla ruéné protfepdna a umisténa do kadinky naplnéné vodou o dané
teploté a po 10 minutach byla znovu protfepana. Pfiblizné 2 ml extraktu byly preneseny
plastovou injekéni stiikackou a prefiltrovany pres 0,22 um PTFE membranovy filtr do 1,5 ml
vialky a ihned analyzovany. Postup vyobrazujici extrakci pomoci horké vody a konvenéni

postup pomoci metanolu je znazornén na obrazku 4.
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[ Hru$rové listi ] [ Hrusriové listi ]

Metanol + 0,1% Horka voda
kyselina mravenci (40°C-90°C)

l

Ultrazvukova lazen
(30 minut)

l Extrakéni proces
(10 minut)

Centrifugace
(5000 rpm, 15 minut)

l

[ Extrakt z listi ] [ Extrakt z listi ]
Filtrace ] [ Filtrace

Obrazek 4: Schéma postupu dvou metod pouzitych k pripravé extraktu z listi.

Zdroj: autor

4.3.1. Antimikrobialni aktivita hrusnového listi

Antimikrobidlni aktivita byla zjistovana ve spolupraci s Centrem biologické ochrany
Téchonin. Aktivita extrakt( z listi hrusni byla zjistovana proti nasledujicim kmendm: Candida
albicans (ATCC 90028), Escherichia coli (ATCC 11775), Francisella tularensis (Live vaccine
strain, LVS), Listeria monocytogenes (ATCC 19111), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Salmonella enterica (ATCC 49222) a Staphylococcus aureus (ATCC 10832).

Aktivita byla stanovena diskovou difuzni metodou na krevnim agaru (Lab Media Servis,
s.r.o., Jaromé¥, Ceska republika). U Candida albicans byl pouzit Sabourad(iv agar (Lab Media
Servis, s.r.o., Jaromé&t, Ceska republika) a u Francisella tularensis McLeod agar (Lab Media
Servis, s.r.o., Jaromé¥, Ceskd republika). Standardni disky byly asepticky umistény na agarové
plotny obsahujici suspenzi bakterii nebo kvasinek. Poté bylo na disky umisténo 20 ul extraktu.
Jako pozitivni kontroly byly pouzity antibiotika: ampicilin (10 pg), tetracyklin (30 pg),
trimethoprim/sulfamethoxazol (Kotrimoxazol) (25 pg), tiperacillin/tazobaktam (110 pg) a
vankomycin (30 pg). Krevni a McLeod agary byly inkubovany pti 37 °C, Sabouradv agar pfi 30
°C po dobu 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin. Pro interpretaci byly vyuzity primeéry zén, které

byly méfeny s presnosti na milimetry posuvnym méritkem.
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4.4, HPLC metoda stanoveni fenolickych latek z jabloné

4.4.1. Pristroje a podminky separace

Tabulka 4: Chromatograficky systém a podminky separace.

Chromatograf Shimadzu LC-10
Pumpy LC-10AD VP
Degasser DGU-14 A
Autosampler SIL-HTA
Termostat kolony CTO-10A VP

Detektor, pouZité vinové délky

DAD detektor SPM-M10A VP; 280, 327, 354 nm

Chromatograficky systém

LC Solution

Mobilni faze Acetonitril/ultracista voda + 0,1% kyselina fosfore¢na (pH = 2,2)
Priatok 1,0 ml/min

Gradient Testovany rizné podminky

Teplota 30-60°C

Davkovani vzorku 1ul

Testované kolony

1. YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
. YMC Triart PFP plus (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
. YMC Triart C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
. Discovery® HS C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pum)

. Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)

. Kinetex® F5 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um)

2
3
4
5
6. Ascentis Express RP amid (150 x 4,6 mm, vel. ¢astic 2,7 um)
7
8. Kinetex® C18 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um)

9

. Kinetex® 100A Biphenyl (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)

4.4.2. Priprava smésného roztoku standardu pro vyvoj metody

Nejprve byly pripraveny zasobni roztoky jednotlivych standardl (floridzin, floretin,
kyselina chlorogenova, kvercitrin, rutin) o koncentraci 0,5 mg/ml rozpusténé v 1 ml metanolu
(100 v/v). Smésny roztok standard byl pfipraven smichanim 50 pl floridzinu, 25 pl zbyvajicich
standard( a pridanim 350 pl metanolu. Koncentrace floridzinu ve smési byla 500 mg/l a
zbyvajicich standardd 25 mg/l. Tento smésny roztok byl pouZit pro vyvoj metody HPLC a

optimalizaci podminek separace. VSechny roztoky byly az do pouziti skladovany pfi 4 °C

v chladnicce.
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4.4.3. Validace metody

Validace byla provedena dle pokynt ICH [88].

Pro stanoveni linearity byl pfipraven smésny roztok standardd o koncentraci 2, 20, 50,
100, 150, 200, 250 mg/I (floretin, rutin, kyselina chlorogenova, kvercitrin) a 2000, 4000, 6000,
8000 mg/I (floridzin). Opakovatelnost byla provedena za pouZziti smésného roztoku standardd
v hladinach 20, 100, 250 mg/I (floretin, rutin, kyselina chlorogenova, kvercitrin) a 1000, 4000,
8000 mg/I (floridzin).

Vytéznost extrakéniho postupu byla provedena pomoci osmi roztokl vzorku. 6 roztoku
bylo pfipraveno se zndmym mnozZstvim pfidavku standardd a 2 roztoky bez pridavku
standardu. VSechny tyto vzorky byly extrahovany stejnym postupem, jak je popsano v kapitole
4.3. U kazdého vzorku byly provedeny tfi ndstfiky na kolonu. Z nastfika byl ziskan primér
ploch, ktery se prepocital na jednotnou navazku 0,05 g. Vytéznost (R) byla vypoctena dle
rovnice:

R = Ayzist — Ay

Asr
Avzsst...plocha piki vzorku s pfidavkem standardd
Avz...plocha pikt vzorku

Asr...plocha piku standardu

Pfesnost byla provedena s osmi roztoky vzorkd (kapitola 4.3.). U kazdého vzorku byly

provedeny 3 nastfiky na kolonu.
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4.5. HPLC metoda pro stanoveni fenolickych latek z hrusné
4.5.1. Pristroje a podminky separace

Tabulka 5: Chromatograficky systém a podminky separace.

Chromatograf Shimadzu LC-10
Pumpy LC-10AD VP
Degasser DGU-14 A
Autosampler SIL-HTA
Termostat kolony CTO-10A VP

Detektor, pouZité vinové délky | DAD detektor SPM-M10A VP; 220, 327, 354 nm

Chromatograficky systém LC Solution

Mobilni faze Acetonitril (A)/ultracista voda + 0,1% kyselina fosfore¢na (pH =
2,2) (B)

Priatok 1,0 ml/min

Gradient 0,0 -38,0 min 10 —55% (A), 8,0 —8,2 min 55-90% (A), 8,2 - 10,2

min 90% (A), 10,2 — 10,5 min 90 — 0% (A)

Teplota 30°C
Davkovani vzorku 1ul
Testované kolony 1. Ascentis Express RP amid (150 x 4,6 mm, vel. ¢astic 2,7 um)

2. Ascentis Express RP amid (150 x 4,6, velikost ¢astic 5 um).
3. Kinetex® F5 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um)
4. YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)

4.5.2. Priprava smésného roztoku standardu pro vyvoj metody

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych standard( (arbutin, kyselina
chlorogenovd, kyselina 1,5-dikafeoylchinovd, kyselina 3,5-dikafeoylchinova, rutin) o
koncentraci 0,5 mg/ml rozpusténé v 1 ml metanolu (100 v/v). Smésny roztok standardu byl
pripraven smichanim 100 pl vSech standard( do jedné vialky. Koncentrace jednotlivych
standard( ve smési byla 100 mg/I. VSechny roztoky byly az do pouziti skladovany pfi 4 °C v

chladnicce.
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4.5.3. Validace metody

Stejné jako u predchozi metody byla validace provedena dle pokynt ICH [88].

Pro stanoveni linearity byl pfipraven smésny roztok standardt o koncentraci 2,5, 20, 50,
100, 150, 200, 250 mg/I (rutin, kyselina 3,5-dikafeoylchinova a 1,5-dikafeoylchinova) a 100,
250, 500, 750, 1000, 1250 mg/I (arbutin, kyselina chlorogenovd). Opakovatelnost byla
provedena za pouZziti smésného roztoku standard( v hladinach 20, 100, 250 mg/| (rutin,
kyselina 3,5-dikafeoylchinova a 1,5-dikafeoylchinova) a 100, 500, 1000 mg/I (arbutin, kyselina

chlorogenova).

Vytéinost extrakéniho postupu byla provedena pomoci osmi roztokd vzorku. Sest
roztokd bylo pripraveno se zndmym mnozstvim pridavku standardl a 2 roztoky bez pridavku
standardu. VSechny tyto vzorky byly extrahovany stejnym postupem, jak je popsano v kapitole
4.3. U kazdého vzorku byly provedeny tfi nastfiky na kolonu. Z nastfik( byl ziskan primér
ploch, ktery se prepocital na jednotnou navazku 0,05 g. Vytéznost (R) byla vypoctena dle
rovnice:

R= Ayzist — Ayz

Ast
Avzsst...plocha piki vzorku s pfidavkem standardd
Avz...plocha pikt vzorku

Asr...plocha piku standardu

Pfesnost byla provedena se Sesti roztoky vzorkl (kapitola 4.3.). U kazdého vzorku byly

provedeny 3 nastiiky na kolonu.

4.6. Stanoveni obsahu fenolickych latek

Pro stanoveni obsahu fenolickych latek v rostlinném materiadlu jabloni a hrusni byla
pouzita metoda vnéjsiho standardu. Identifikace piku byla dosazena porovnanim jejich UV
spekter a retencnich ¢astd s referencnimi standardnimi roztoky. U kazdého vzorku byly
provedeny tfi nastfiky na kolonu, ze kterych byla stanovena prlimérna hodnota plochy piku.
Kvantitativni vyhodnoceni pik( bylo vypocteno pomoci nasledujiciho vzorce:

AX

Cx = * Cst
ST
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Ax...primérnd plocha piku analytu
Asr...priimérnd plocha piku standardu
cx...koncentrace analytu

cst...koncentrace standardu

Vyslednda koncentrace analytl byla pfevedena na mnoistvi pouzitého extrakéniho
rozpoustédla (2 ml metanolu s 0,1% kyselinou mravenci) a nasledné prevedena na skute¢nou
hmotnost vzorku s korekci na Cistotu pouzitého standardu (kapitola 4.2.). Celkové mnozstvi
jednotlivych fenolickych slouéenin bylo vyjadfeno v mg/g susené hmotnosti rostlinného

materialu.

U metody pro stanoveni fenolickych latek v jabloni byly pouZity vinové délky 280 nm
(floridzin a floretin), 327 nm (kyselina chlorogenova) a 354 nm (rutin a kvercitrin). U metody
pro hrusen byly aplikovany vinové délky o 220 nm (arbutin), 327 nm (kyselina chlorogenovad a

jeji derivaty) a 354 nm (rutin).
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5. VYSLEDKY

5.1. Optimalizace chromatografické metody a volba kolony pro analyzu materialu z jabloné

Optimalizace separace byla provedena pomoci mobilni faze sloZzené z acetonitrilu a
vodného roztoku 0,1% kyseliny fosforecné (pH = 2,2) s prGtokem 1 ml/min. Ke kratké
optimalizaci byla pouZita kolona YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um).
Nejprve byla testovana koncentrace acetonitrilu na za¢atku gradientové eluce v rozmezi 2 —
20 %. Nizky obsah acetonitrilu prodluzoval dobu analyzy a vy3$si obsah zpUsobil koeluci kyseliny
chlorogenové s mrtvym objemem (obrazek 5). Zvolend pocdatecni koncentrace acetonitrilu
byla proto 10 %, kterd byla také pouzita pro screening testovanych kolon. Rovnéz byla
optimalizovana teplota kolonového prostoru v rozsahu 30 °C — 60 °C. Vyssi teplota (60 °C)
nepatrné snizila retenci floretinu, ale z dlivodu tepelné stability stacionarni faze na bazi oxidu
kifemicitého nebyla pouZita. Pro separaci byla vyuZita teplota 30 °C. Konec¢né podminky

separace jsou sepsany v kapitole 4.4.1.

mAU 20 % acetonitrilu

264 254nm

olo 10 20 3o 40 50 ) 70 8o 9o 100 110 12.0 min

mAU 2 % acetonitrilu

..............................................................

Obrazek 5: Separace analytl pri zméné koncentrace acetonitrilu na pocatku gradientu. (1)
kyselina chlorogenovd, (2) rutin, (3) kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.
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V ramci vybéru kolony byla kriticky hodnocena symetrie piku (Ar), rozliseni (Rs), retencni
Casy (tr) vSech analytl a kapacita piku (P¢). Testované kolony jsou uvedeny v kapitole 4.4.1.
Kolony YMC Triart C18 (100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) a YMC Triart PFP plus (150 x 4,6
mm, velikost ¢astic 5 um) vykazovaly nizké rozliSeni piku floridzinu a kvercitrinu (Rs = 2,90 a
1,68). Discovery® HS C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) vykazoval Spatnou symetrii piku
floridzinu (Ag = 1,65) a floretinu (Ag = 1,76). Velmi dobré rozliseni, selektivita a symetrie piku
vSak byly pozorovany u core-shell kolon, Kinetex 100A Bifenyl (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5
pum) a Kinetex® C18 100A (150 x 4,6 mm, 2,6 um velikost ¢astic). Tyto kolony spolu s Ascentis
Express RP amid (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um) generovaly vyssi zpétny tlak blizko
maximalniho pracovniho rozsahu LC pfistroje. Kinetex® F5 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic
2,6 um) poskytl horsi rozliseni kyseliny chlorogenové (Rs = 1,35) s vrcholem neznamého piku.
YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) a Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6
mm, velikost ¢astic 5 um) mély podobnou ucinnost, avsak pfi pouziti druhé zminéné kolony
byla pozorovdna delsi doba analyzy. Na testovanych kolonach probihaly separace fenolickych
sloucenin v nasledujicim poradi: (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3) kvercitrin, (4) floridzin
a (5) floretin, kromé kolony Ascentis Express RP amid (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um),
na které byla pozorovdna zména retence poradi kvercitrinu a floridzinu. Nakonec byla pro
analyzu rostlinného materidlu pouzita analytickd kolona YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 5 um) z divodu kratké doby analyzy, dostatecného rozliSeni a symetrie pika.
Tato kolona byla vyuZita pro validaci metody a naslednou analyzu rostlinnych extraktd.
Podminky separace vSech testovanych kolon jsou dikladné shrnuty v pfiloze. Separace smési
standardu za optimalizovanych a validovanych podminek na analytické koloné YMC Triart C18

ExRS je znazornéna na obrazku 6 a redlny extrakt je vyobrazen na obrazku 7.
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Obrazek 6: Chromatogram smésného roztoku standard( na koloné YMC Triart C18 ExRS (150
x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um). (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3) kvercitrin, (4) floridzin,
(5) floretin.
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Obrazek 7: Chromatogram fenolickych sloucenin z extraktu z klry jabloni. (1) kyselina
chlorogenova, (2) rutin, (3) kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.

5.2. Optimalizace extrakcniho postupu —jablon

Kritickym faktorem extrakéniho postupu byla vytéZznost zjisStovanych fenolickych latek
z rostlinného materidlu. Nejprve byla provedena extrakce 0,1 g suchého rostlinného nahrubo

homogenizovaného materialu za pouziti 1 ml methanolu s 0,1% kyselinou mravenci (99,9 :0,1,
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(v/v)). Byla zjisténa dostatecna vytéznost fenolickych latek a horsi opakovatelnost v disledku
nespravné homogenizace pomoci mixéru NutriBullet. Ztohoto dlvodu byla pouzZita treci
miska k dikladné homogenizaci suchého materidlu na jemny prasek. Tento postup zlepsil
opakovatelnost extrakéniho postupu. V dalsSim optimalizacnim kroku byl objem extrakéniho
rozpoustédla zvySen z 1 ml na 2 ml a soucasné bylo snizeno mnozstvi susiny z 0,1 gna 0,05 g,
coz vedlo k uspokojivym hodnotdm vytéZnosti. Tento postup byl pouZit pro naslednou validaci
metody. Dalsi zvySovani objemu extrakéniho rozpoustédla vedlo k zfedéni minoritnich
fenolickych sloucenin (kyselina chlorogenova, floretin) a tim doslo ke snizeni signalu. Z tohoto

dlvodu byl nakonec pouzit objem 2 ml rozpoustédla.
5.3. Validacni parametry HPLC metody pro analyzu materialu z jabloni

5.3.1.Test vhodnosti chromatografického systému

Test vhodnosti chromatografického systému zahrnuje hodnoceni opakovatelnosti
retentniho c¢asu (tr), faktoru symetrie chromatografickych pik (As), rozliseni
chromatografickych pika (Rs) a separacni kapacity.

Tabulka 6: Test vhodnosti chromatografického systému s pouzitim kolony YMC Triart C18 ExRS
(150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um).

Analyt tr? Asb Rs® P
Kyselina chlorogenova 4,48 1,15 21,20 31
Rutin 6,25 1,25 10,58 38
Kvercitrin 6,90 1,23 8,82 37
Floridzin 7,55 1,19 4,34 40
Floretin 10,52 1,19 22,23 37

K hodnoceni se vyuZil pracovni roztok pro kalibraci o koncentraci 50 mg/I.
? Retenéni &as, ” symetrie piku, € rozlieni pikd, ? pikova kapacita (poéitand s gradientovou eluci, 12,51
minut).

Dle FDA by mélo byt rozliseni pikd > 2 a symetrie pik(i < 2 [74]. Tyto parametry byly

spinény.
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5.3.2.Validacni parametry - jablon

Tabulka 7: Vysledné validacni parametry metody analyzy fenolickych latek s pouZzitim kolony
YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um).

Kalibracni rozsah Vytéinost Pfesnost Opakovatelnost

Analyt (r?)?

(mg/l) (%) (RSD, %) (RSD, %)
Kyselina
0,997 2-250 123,74 2,40 1,37;0,72; 1,59 °
chlorogenova

Rutin 0,998 2-250 97,25 4,21 0,46;0,91; 1,67°
Kvercitrin 0,996 2-250 86,54 3,23 1,16; 0,90; 1,75°
Floridzin 0,994 1000 — 8000 88,74 2,07 0,34;0,51;0,76 ¢
Floretin 0,998 2-250 90,44 4,56 0,47;0,68;1,62°

? korelaéni koeficient,® koncentrace 20, 100, 250 mg/I, ¢ koncentrace 1000, 4000, 8000 mg/I.

Vysledné valida¢ni parametry byly soucasti diplomové prace autorky [89].

5.4. Sledovani fenolického profilu v priibéhu vegetace — jablon

Vramci disertacni prace byl sledovan profil vyskytu fenolickych latek v materialu
z jabloni béhem 4 period vegetacniho obdobi u jednotlivych odrld, které jsou dale uvedeny
detailné v tabulkach. Obsah fenolickych latek je vyjadfen v mg/g susiny listi, kiiry, pupend, a

kvétu.
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5.4.1. Odrtida ‘Topaz’

Tabulka 8: Obsah fenolickych latek odridé “Topaz’ v mg/g.

Bfezen — duben 2020 Cerven 2020 Srpen 2020 Listopad 2020
‘Topaz’
Listi Kara | Pupeny | Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kara
Floridzin 182,69 | 67,92 148,25 91,78 | 127,52 | 58,98 | 110,98 | 74,09 | 131,67 | 54,08
Floretin 0,56 0,01 0,14 0,04 0,31 0,02 0,54 0,03 0,52 0,01
Kyselina chlorogenova 1,01 1,19 1,54 4,13 0,61 0,86 0,7 0,16 1,08 0,23
Rutin 0,87 0,12 0,14 0,31 0,72 0,1 0,7 0,09 0,75 0,1
Kvercitrin 10,98 3,77 3,34 2,32 10,71 2,94 11,43 3,48 11,93 2,92
Celkem 196,11 | 73,01 153,41 98,58 | 139,87 62,9 124,35 | 77,85 | 145,95 | 57,34
Graf 5: Obsah fenolickych latek v odridé ‘Topaz’ v mg/g.
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5.4.2. Odriada ‘Golden Delicious”

Tabulka 9: Obsah fenolickych latek v odridé “Golden Delicious” v mg/g.

Brezen — duben 2020
“Golden Delicious’

Listi Kira Pupeny  Kvéty
Floridzin 186,9 47,72 136,32 120,19
Floretin 0,72 0,01 0,2 0,11
Kyselina chlorogenova 0,95 1,3 1,96 2,66
Rutin 1,06 0,25 0,14 0,32
Kvercitrin 8,26 2,76 2,71 2,4
Celkem 197,89 52,04 141,33 125,68

Cerven 2020
Listi Kara
111,61 58,58
0,56 0,01
0,67 1,08
0,86 0,12
6,71 1,87
120,41 61,66

Srpen 2020
Listi Kara
122,41 73,91
0,53 0,03
0,43 0,32
0,85 0,21
8,2 2,41
132,42 76,88

Graf 6: Obsah fenolickych latek v odridé “Golden Delicious” v mg/g.
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5.4.3. Odrada “Angold’
Tabulka 10: Obsah fenolickych latek v odriidé “Angold” v mg/g.

Brezen — duben 2020 €erven 2020 Srpen 2020
‘Angold’
Listi Kira Pupeny  Kvéty Listi Kira Listi Kira
Floridzin 173,44 49,32 92,34 97,45 88,94 60,13 55,89 60,9
Floretin 0,58 0,01 0,13 0,06 0,72 0,02 0,37 0,02
Kyselina chlorogenova 0,77 1,39 1,73 4,7 0,61 0,8 0,26 0,38
Rutin 1,88 0,26 0,12 0,43 0,95 0,43 2,05 0,28
Kvercitrin 6,07 2,79 2,25 1,5 3,7 2,15 3,32 2,02
Celkem 182,74 53,77 96,57 104,14 94,92 63,53 61,89 63,6
Graf 7: Obsah fenolickych latek v odridé “Angold” v mg/g.
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5.4.4. Odrada ‘Meteor’

Tabulka 11: Obsah fenolickych latek v odridé "Meteor’ v mg/g.

Bfezen — duben 2020

"Meteor”

Listi Kira Pupeny  Kvéty
Floridzin 167,83 60,92 137,33 110,88
Floretin 0,34 0,01 0,03 0,06

Kyselina chlorogenova 0,79 1,66 3,21 5,27

Rutin 1,11 0,21 0,08 0,4
Kvercitrin 9,9 1,96 1,65 3,63
Celkem 179,97 64,76 142,3 120,24

Cerven 2020
Listi Kara
150,1 52,44
0,72 0,02
1,03 0,91
0,77 0,14
4,6 1,39
157,22 54,9

Graf 8: Obsah fenolickych latek v odridé "Meteor’ v mg/g.
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5.4.5. Odrada ‘Melrose’

Tabulka 12: Obsah fenolickych latek v odridé "Melrose” v mg/g.

Brezen — duben 2020 Cerven 2020 Srpen 2020 Listopad 2020

"Melrose’
Listi Kira Pupeny Kvéty Listi Kira Listi Kira Listi Kura
Floridzin 200,17 49,44 162,63 12558 142,18 4557 112,87 71,64 126,22 71,54
Floretin 0,7 0,01 0,54 0,07 0,51 0,03 0,42 0,02 0,87 0,01

Kyselina chlorogenova 1,08 1,33 2,42 3,48 1,36 1,12 3,87 0,6 1,33 0,65

Rutin 0,6 0,14 0,11 0,28 0,64 0,12 0,43 0,09 0,29 0,05
Kvercitrin 3,34 1,67 1,5 0,89 3,56 1,25 2,95 1,48 4,36 1,34
Celkem 205,89 52,59 167,2 130,3 148,25 48,09 120,54 73,83 133,07 73,59

Graf 9: Obsah fenolickych latek v odridé "Melrose” v mg/g.

250 M Floridzin

200 .
H Floretin

150
Kyselina
= — chlorogenova
100
W Rutin
50 == —
m Kvercitrin
0

Listi Kdra Pupeny Kvéty Listi Kdra Listi Kdra Listi Kara

mg/g
I

brezen - duben cerven srpen listopad

59



5.4.6. Odrada “Fuji’

Tabulka 13: Obsah fenolickych latek v odrtdé “Fuji’ v mg/g.

“Fuji’

Floridzin

Floretin

Kyselina chlorogenova

Rutin

Kvercitrin

Celkem

Bfezen — duben 2020

Listi Kara
175,13 45,96
0,46 0,01
0,57 1,09
0,53 0,19
5,88 1,51
182,57 48,76

Pupeny  Kvéty
173,63 127,36
0,08 0,06
1,52 3,36
0,13 0,26
1,09 1,39
176,45 132,43

Graf 10: Obsah fenolickych latek v odridé “Fuji’ v mg/g.
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5.4.7. Odriada ‘Braeburn’

Tabulka 14: Obsah fenolickych latek v odridé ‘Braeburn” v mg/g.

Bfezen — duben 2020 Cerven 2020 Srpen 2020 Listopad 2020

‘Braeburn’
Listi Kdra  Pupeny Kvéty Listi Kara Listi Kara Listi Kara
Floridzin 156,33 61,96 137,23 69,83 117,61 45,52 106,09 72,4 107,55 59,22
Floretin 0,37 0,07 0,07 0,06 0,72 0,02 0,37 0,02 0,88 0,01

Kyselina chlorogenova 0,47 1,41 2,05 3,72 0,51 0,9 0,41 0,38 0,75 0,42

Rutin 0,5 0,16 0,11 0,26 0,18 0,1 0,77 0,08 0,85 0,07
Kvercitrin 6,58 2,01 1,09 1,04 3,19 1,08 6,42 1,48 6,68 3,17
Celkem 164,25 65,61 140,55 74,91 122,21 47,62 114,06 74,36 116,71 62,89

Graf 11: Obsah fenolickych latek v odridé ‘Braeburn’ v mg/g.

200 M Floridzin

H Floretin
150

Kyselina
100 chlorogenova
_ B Bl B Rutin
50 —
W Kvercitrin
0

Listi Kdra Pupeny Kvéty Listi Kdra Listi Kdra Listi Kdra

mg/g

bfezen - duben cerven srpen listopad

61



5.4.8. Odrada “Lady Silvia”

Tabulka 15: Obsah fenolickych latek v odrtidé ‘Lady Silvia” v mg/g.

Bfezen — duben 2020

“Lady Silvia”

Listi Kara  Pupeny

Floridzin 160,29 69,19 148,36
Floretin 0,34 0,01 0,06
Kyselina chlorogenova 0,73 0,74 4,97
Rutin 0,13 0,2 0,17
Kvercitrin 6,08 2,58 3,44
Celkem 167,57 72,72 157

Kvéty
85,16
0,03
9,08
0,14
3,95

98,36

Cerven 2020

Listi

110,96

0,62

0,36

0,37

4,81

117,12

Ktra

46,48

0,01

0,42

0,16

2,16

49,23

Graf 12: Obsah fenolickych latek v odridé “Lady Silvia” v mg/g.

200

150

—
|
50
0

Listi Kira Pupeny Kvéty Listi

mg/g
S
I

Kdra

brezen - duben cerven

62

Listi

Kara

srpen

Srpen 2020
Listi Kara
75,24 70,41
0,61 0,02
0,53 0,23
0,77 0,04
14,3 2,39
91,45 73,09
[ ]
[ ]
Listi Kdra
listopad

Listopad 2020
Listi Kara
114,72 66,59
0,82 0,01
0,6 0,04
0,05 0,16
5,9 3,33
122,09 70,13
M Floridzin
M Floretin
Kyselina

chlorogenova

W Rutin

| Kvercitrin



5.4.9. Odriada ‘Rubinstep’

Tabulka 16: Obsah fenolickych latek v odridé ‘Rubinstep” v mg/g.

Bfezen — duben 2020

"Rubinstep”
Listi Kira Pupeny  Kvéty
Floridzin 220,3 55,07 131,15 106,88
Floretin 0,64 0,01 0,03 0,03

Kyselina chlorogenova 0,69 0,66 1,91 4,72

Rutin 0,82 0,14 0,09 0,45
Kvercitrin 6,4 2,48 2,67 1,6
Celkem 228,85 58,36 13585 113,68

Cerven 2020

Listi Ktra

119,09 55,07

0,8 0,02
0,61 0,25
0,7 0,09
2,71 0,94
123,91 56,37

Graf 13: Obsah fenolickych latek v odriidé ‘Rubinstep” v mg/g.
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5.4.10. Odruda ‘Rubin’

Tabulka 17: Obsah fenolickych latek v odrtdé ‘Rubin’ v mg/g.

"Rubin’

Floridzin
Floretin
Kyselina chlorogenova
Rutin
Kvercitrin

Celkem

Listi
200,74
0,46
0,7
1,08
8,71

211,69

Kara
0,94
0
6,3
1,34
0,8

9,38

Brezen-duben 2020

Pupeny

169,03
0,11
2,89
0,17
2,03

174,23

Kvéty
114,64
0,04
5,61
0,35
3,01

123,65

Cerven 2020
Listi Kara
141,31 56,5
0,43 0,01
0,7 1,19
0,81 0,2
7,47 2,08

150,72 59,98

Graf 14: Obsah fenolickych latek v odriidé "Rubin’ v mg/g.
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5.4.11. Stépka jabloni

Pro komplexni informace o distribuci fenolickych latek vcelém stromu byla
analyzovana i Stépka, ktera Casto zbyva pfi kdceni ¢i profezavani strom(. K pfipravé smésného
vzorku Stépky z jabloni byly pouzity odridy ‘Golden Delicious’, ‘Lady Silvia’, ‘Rubinola” a

Angold’.

Tabulka 18: Obsah fenolickych latek ve smésném vzorku stépky jabloni v mg/g.

mg/g

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

Vysledky ze sledovani vegetacniho obdobi a stépky byly soucasti diplomové prace [90].

5.4.12. Souhrn vysledkt — jablon

Vzorky z 10-ti odrid jabloni byly odebirany 4krat za rok. V jarnim obdobi (bfezen —
duben) byla celkova suma fenolickych latek 164,25 mg/g DW ('Braeburn’) — 228,85 mg/g DW
("Rubinstep’) v listech, 48,76 mg/g DW ('Fuji’) — 73,01 mg/g DW (‘Topaz’) v klfe, 96,57 mg/g
DW ("Angold’) — 176,45 mg/g DW ('Fuji’) v pupenech a 74,91 mg/g DW ('Braeburn’) — 132,43
mg/g DW ('Fuji’) v kvétech. V ¢ervnovém odbéru byla namérena suma fenolickych latek 94,93
mg/g DW ("Angold’) — 157,22 mg/g DW ('Meteor’) v listech, 47,62 mg/g DW ('Braeburn’) —
63,53 mg/g DW (‘Angold’) v kife. V letnim obdobi (srpen) byla celkova suma fenolickych latek
61,89 mg/g DW (‘Angold’) — 132,42 mg/g DW ('Golden Delicious’) v listech, 29,76 mg/g DW
(‘Fuji’) — 77,85 mg/g DW (‘Topaz’) vkire. Zjisténda koncentrace fenolickych latek
v listopadovém odbéru byla 39,18 mg/g DW ("Angold’) — 145,96 mg/g DW (‘Topaz’) v listech,
46,81 mg/g DW (‘Fuji’) — 73,60 mg/g DW ('Melrose’) v kiife. Stépka obsahovala 50,73 mg/g
DW.
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Majoritni fenolickou latkou byl u kazdé odrlidy a témér vSech materidla floridzin.
Nejvétsi zachyt fenolickych latek byl zaznamenam v jarnim obdobi, konkrétné v odriadé
‘Rubinstep’, dale pak ‘Rubin” a "Melrose’. U téchto odrlid se obsah pohyboval nad hladinou
200 mg/g. V dalsich sledovanych obdobich doslo k poklesu sumy fenolickych latek zhruba o 25
% v zdavislosti na odridé. U nékterych odrid, naptiklad “Angold” byl pozorovan pokles az o 80
% mezi jarnim a podzimnim obdobim. U odrldy ‘Rubinstep” s nejvyssim obsahem fenolickych
latek v jarnim obdobi doslo do podzimu k poklesu asi o 50 % obsahu téchto latek. Detailni
graficky zdznam sumy fenolickych latek béhem sledovéani vegetacniho obdobi u jednotlivych

odrid je vyobrazen v grafu 15.

Graf 15: Graf zavislosti celkového obsahu fenolickych latek v listi v 10 odridach jabloni [mg/g]
na daném obdobi.
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5.5. Vyvoj chromatografické metody a extrakce pro analyzu materialt z hrusné

Vramci optimalizace chromatografické metody pro separaci fenolickych Ilatek
z materidlu hrusné byla testovana pocatecni koncentrace acetonitrilu (2 —20 %) v gradientové
eluci a teplota kolonového prostoru (30 °C — 60 °C) stejné jako v metodé pro analyzu materialu
jabloni. | zde jsou vystupem jsou stejné vysledky, jaké jsou uvedeny v kapitole 5.1. Extrakce

byla provedena stejnym zplisobem jako v kapitole 5.2.

Byly testovany tyto kolony: Ascentis Express RP amid (150 x 4,6, velikost ¢astic 2,7 um),
Ascentis Express RP amid (150 x 4,6, velikost ¢astic 5 um). Kinetex® F5 100A (150 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 2,6 um) a YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um). Kritickym
parametrem pro vybér kolony byla schopnost dostatecné odseparovat strukturné podobné
derivaty kyseliny chlorogenové. Toho bylo dosazeno pouze na koloné Ascentis Express RP
amid (150 x 4,6, velikost ¢astic 2,7 um). Proto byla tato kolona pouZita k validaci a stanoveni
fenolickych latek vrostlinném materidlu z hrusné. Separace smési standard( za
optimalizovanych a validovanych podminek na analytické koloné Ascentis Express RP amid
(150 x 4,6, velikost ¢astic 2,7 um) je zndzornéna na obrazku 8 a realny extrakt je vyobrazen na

obrazku 9.
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Obrazek 8: Chromatogram smésného roztoku standard(i na koloné Ascentis Express RP amid
(150 x 4,6, velikost ¢astic 2,7 um). (1) arbutin, (2) kyselina chlorogenova, (3) rutin, (4) kyselina
3,5-dikafeoylchinova, (5) kyselina 1,5-dikafeoylchinova.
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Obrazek 9: Chromatogram fenolickych sloucenin z extraktu z listi hrusni. (1) arbutin, (2)
kyselina chlorogenovi, (3) kyselina 3,5-dikafeoylchinova, (4) rutin.
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5.6. Validacni parametry HPLC metody pro analyzu materialu z hrusni
5.6.1. Test vhodnosti chromatografického systému

Test vhodnosti chromatografického systému zahrnuje hodnoceni opakovatelnosti
retentniho c¢asu (tr), faktoru symetrie chromatografickych pikQ (As), rozliseni
chromatografickych pikd (Rs) a separacni kapacity.

Tabulka 19: Test vhodnosti chromatografického systému s pouZitim kolony Ascentis Express
RP amide (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um).

Analyt tr® Asb Rs* P

Arbutin 2,42 1,84 - 56

Kyselina chlorogenova 5,77 1,58 27,00 59

Rutin 7,33 1,64 16,63 56
Kyselina 3,5-

. o 8,37 - 0,94 45

dikafeoylchinova

Kyselina 1,5-

8,45 - 0,94 45

dikafeoylchinova

K hodnoceni se vyuZil pracovni roztok pro kalibraci o koncentraci 50 mg//I.
? Retenéni &as, ” symetrie piku, € rozliseni pikd, ° pikovd kapacita (poéitand s gradientovou eluci, 10,50
minut).

Dle FDA by mélo byt rozliseni pikl > 2 a symetrie pikd < 2 [74]. RozliSeni nebylo spinéno

u derivatu kyseliny chlorogenové z dlivodu tésné blizkosti obou pikd.

5.6.2. Validacni parametry - hrusen

Tabulka 20: Vysledné validacni parametry fenolickych latek s pouZitim Ascentis Express RP
amid (150 x 4,6 mm, velikost ¢dstic 2,7 um).

Analyt ()° Kalibracni rozsah VytéZnost Pfesnost ~ Opakovatelnost
(mg/l) (%) (RSD, %) (RSD, %)

Arbutin 0,999 1001250 102,68 0,83 1,22:0,63; 0,81 °

Kyselina 4999 1001250 88,66 2,69 0,49; 0,56; 0,62 °
chlorogenova

Rutin 0,997 25— 250 114,26 3,10 1,15; 1,28, 0,81 ©

Kyselina3,5- = 999 5 5_250 131,61 1,42 2,03: 2,63; 2,28°

dikafeoylchinova
Kyselina L5 o999 25-250 96,20 ; 1,46; 3,09; 2,78

dikafeoylchinova
? Korelaéni koeficient, ® koncentrace 100, 500, 1000 mg/l, ¢ koncentrace 20, 100, 250 mg/|
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5.7. Sledovani fenolického profilu v pribéhu vegetace — hrusen

Vramci disertacni prace byl sledovan profil vyskytu fenolickych latek v materialu
z hrusni béhem 4 period vegetacniho obdobi u jednotlivych odrlid, které jsou dale uvedeny
detailné v tabulkach. Obsah fenolickych latek je vyjadien v mg/g susiny listi, kliry, pupend, a
kvétu.
V nasledujicich tabulkach jsou derivaty kyseliny dikafeoylchinové oznacené jako DCQA.

5.7.1. Odrtida “Clapova’

Tabulka 21: Obsah fenolickych latek v odrtidé "Clapova’ v mg/g.

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen — duben 2020 Cerven 2020
“Clapova’

Listy Kira Pupeny Listy Kira Pupeny Listy Kira Pupeny Kvéty Listy Kdara
Arbutin 22,13 35,31 10,54 26,48 33,41 8,33 40,86 24,86 17,69 22,59 15,42 18,84

K. chlorogenova 12,14 4,22 6,52 12,07 5,76 8,70 51,28 4,32 14,59 20,10 21,50 2,53

3,5-DCQA 5,25 3,83 3,23 6,18 2,57 9,39 20,45 1,31 1531 10,30 3,86 0,95

Rutin 094 023 006 356 056 0,33 574 0,17 069 246 233 0,16
1,5-DCQA - - - - - - - - - - - -
Celkem 40,46 43,59 20,35 4829 42,3 26,75 11833 30,66 48,28 5545 43,12 22,48

Graf 16: Obsah fenolickych latek v odridé "Clapova’ v mg/g.
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5.7.2. Odrada ‘Konference’

Tabulka 22: Obsah fenolickych latek v odridé ‘Konference’ v mg/g.

Srpen — zafi 2019

"Konference’

Listy Kura
Arbutin 24,37 39,37
K. chlorogenova 18,35 1,42
3,5-DCQA 13,63 3,59
Rutin 1,19 0,09

1,5-DCQA - -
Celkem 57,54 44,47

Pupeny Listy Kura
18,40 27,70 @ 53,88
7,00 14,04 5,44
4,07 13,91 5,55
0,07 4,51 0,52
29,54 60,16 65,39

Rijen — listopad 2019

Pupeny Listy
17,49 51,24
7,10 83,87
8,57 17,96

0,42 8,62
33,58 161,69

Brezen — duben 2020

Graf 17: Obsah fenolickych latek v odrtidé ‘Konference’ v mg/g.
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5.7.3. Odrada "Williamsova €éervena’

Tabulka 23: Obsah fenolickych latek v odridé "Williamsova ¢ervend” v mg/g.

Srpen — zafi 2019

‘Williamsova ¢ervena’

Listy

Arbutin 16,48

K. chlorogenova 10,95

3,5-DCQA 11,45

Rutin 0,88
1,5-DCQA -

Celkem 39,76

Kira

19,64

0,53

0,96

0,08

21,21

Pupeny Listy

11,48 21,46
484 9,93
1,39 11,20
0,03 3,73
17,74 46,32

Kira

32,23

4,03

2,66

0,92

39,84

Rijen — listopad 2019

Pupeny

10,11

6,23

4,50

0,39

21,23

Bfezen — duben 2020
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Graf 18: Obsah fenolickych latek v odrtdé “Williamsova Cervend’ v mg/g.
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5.7.4. Odrada "Williamsova’

Tabulka 24: Obsah fenolickych latek v odridé "Williamsova“ v mg/g.

Srpen — zafi 2019
‘Williamsova“

Listy Kura Pupeny [Listy Kura
Arbutin 20,71 37,28 13,17 22,41 36,30
K. chlorogenovd 12,65 3,02 5,62 6,63 2,67
3,5-DCQA 11,90 2,50 2,60 6,84 0,99
Rutin 0,74 0,12 0,03 1,79 0,98

1,5-DCQA - - - -

46 42,93 21,42 37,67 40,94
Celkem

Rijen — listopad 2019

Pupeny Listy

14,30 39,30
6,27 51,57
3,54 35,94
0,14 6,97
24,25 133,78

Kara
19,48
1,68
1,08

0,43

22,67

Graf 19: Obsah fenolickych latek v odrtidé "Williamsova“ v mg/g.
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5.7.5. Odriada “Charneuska’
Tabulka 25: Obsah fenolickych latek v odridé "Charneuskd” v mg/g.
Srpen — zafi 2019

Rijen - listopad 2019 Bfezen — duben 2020

“Charneuska’
Listy Kura Pupeny Listy Kara Pupeny Listy Kira Pupeny
Arbutin 24,75 43,96 9,66 30,89 50,08 14,65 41,31 23,41 26,21
K. chlorogenova 21,87 3,28 6,90 18,72 3,80 9,07 51,73 2,08 12,87
3,5-DCQA 579 3,53 2,38 8,78 2,59 9,57 23,16 1,30 15,47
Rutin 0,78 0,17 0,04 2,77 0,40 0,53 6,61 0,24 0,68
1,5-DCQA - - - - - - - -
Celkem 53,19 50,94 18,98 61,16 56,87 33,82 122,81 27,03 55,23
Graf 20: Obsah fenolickych latek v odriidé "Charneuska’ v mg/g.
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5.7.6. Odrada "Lucasova’

Tabulka 26: Obsah fenolickych latek v odridé "Lucasova’ v mg/g.

Srpen — zaFi 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen — duben 2020
“Lucasova’
Listy Kura Pupeny Listy Kira Pupeny Listy Kira Pupeny
Arbutin 19,47 50,44 17,02 30,37 37,15 14,57 44,58 23,64 32,56

K. chlorogenova 12,74 5,57 6,02 12,42 2,26 9,11 61,73 1,24 16,07

3,5-DCQA 12,56 0,34 2,86 11,78 1,94 9,62 31,57 0,98 21,25

Rutin 1,09 019 002 335 041 0,51 848 019 1,13
1,5-DCQA - - - - - - - -
Celkem 45,86 56,55 2592 57,92 41,76 33,81 146,36 26,05 71,01

Graf 21: Obsah fenolickych latek v odriidé "Lucasova’ v mg/g.
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5.7.7. Odrada “High

land’

Tabulka 27: Obsah fenolickych latek v odridé "Highland” v mg/g.

Srpen - zafi 2019

"Highland”
Listy Kura
Arbutin 22,89 14,75
K. chlorogenova 5,75 3,24
3,5-DCQA 5,68 3,37
Rutin 0,64 0,06
1,5-DCQA - -
Celkem 34,96 21,42

Pupeny Listy Kira
11,89 33,07 38,62
4,78 9,35 4,85
2,07 11,18 4,70
0,04 4,32 0,45
18,78 57,92 48,62

Rijen — listopad 2019

Pupeny Listy Kira
13,56 51,27 17,64
7,36 32,47 2,77
7,92 15,66 2,10
0,53 4,01 0,08
29,37 103,41 22,59

Graf 22: Obsah fenolickych latek v odriidé "Highland” v mg/g.
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5.7.8. Odriada ‘Grosdemange’
Tabulka 28: Obsah fenolickych latek v odridé "Grosdemange” v mg/g.
Bfezen — duben 2020

Srpen — za¥i 2019 Rijen — listopad 2019

‘Grosdemange’
Listy Kara Pupeny Listy Kira Pupeny Listy Kara Pupeny
Arbutin 19,87 46,21 11,08 34,45 54,61 19,67 44,40 15,06 25,19
K. chlorogenova 11,86 11,76 6,37 17,93 3,56 11,81 55,99 0,39 19,74
3,5-DCQA 2,90 11,87 2,95 8,34 4,45 13,48 7,73 0,23 14,75
Rutin 0,56 0,38 0,02 3,79 0,51 0,34 4,54 0,06 0,54
1,5-DCQA - - - - - - - - -
Celkem 35,19 70,22 20,42 64,51 63,13 45,3 112,66 15,74 60,22
Graf 23: Obsah fenolickych latek v odriidé ‘Grosdemange” v mg/g.
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5.7.9. Odrada “Thirriotova’

Tabulka 29: Obsah fenolickych latek v odrdé ‘Thirriotova” v mg/g.

Srpen — zafi 2019

“Thirriotova’

Listy
Arbutin 31,45
K. chlorogenova 7,51
3,5-DCQA 7,51
Rutin 0,68

1,5-DCQA -
Celkem 47,15

Kara
47,73
2,03
2,02

0,11

51,89

Pupeny Listy
17,52 38,73
2,86 7,41
0,59 10,19
0,01 2,78
20,98 59,11

Kara
42,32
2,23
1,94

0,23

46,72

Rijen - listopad 2019

Pupeny Listy
14,79 54,42
7,98 41,25
5,86 20,49
0,45 4,45
29,08 120,61

Graf 24: Obsah fenolickych latek v odrtidé ‘Thirriotova’ v mg/g.
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5.7.10. Odruda ‘General Leclerc’

Tabulka 30: Obsah fenolickych latek v odridé ‘General Leclerc’ v mg/g.

Srpen — zafi 2019 Rijen — listopad 2019 Bfezen — duben 2020 Cerven 2020
‘General Leclerc’

Listy Kdra Pupeny Listy Kira Pupeny Listy Kira Pupeny Kvéty Listy Kuara
Arbutin 28,29 5,12 12,56 24,23 37,49 12,03 41,57 31,90 27,06 29,68 22,12 13,16

K.chlorogenovd 590 0,75 554 7,45 298 818 3229 297 12,11 19,90 4021 1,43

3,5-DCQA 8,44 0,74 1,39 15,94 3,40 5,47 6,26 2,91 14,24 6,36 6,66 1,01

Rutin 0,88 0,04 0,02 3,56 1,03 0,39 4,92 0,21 0,82 2,27 3,44 0,10
1,5-DCQA - - - - - - - - - - -

Celkem 43,51 6,65 19,51 51,18 44,9 26,07 85,04 37,99 54,23 58,21 72,43 15,76

Graf 25: Obsah fenolickych latek v odriidé ‘General Leclerc’ v mg/g.
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5.7.11. Stépka hrusni

K pripravé smésného vzorku Stépky z hrusni byly pouZity odridy ‘Konference’,

"Clapova’, ‘Lucasova” a ‘Charneuska’.

Tabulka 31: Obsah fenolickych latek ve smésném vzorku stépky hrusni v mg/g.

mg/g
Arbutin 19,51

Kyselina chlorogenova | 2,24

3,5-DCQA 1,24

Rutin 0,09
1,5-DCQA -

Celkem 23,08

Vysledky ze sledovani vegetaéniho obdobi a stépky byly soucasti diplomové prace [91].
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5.7.12. Extrakce horkou vodou

vvvvvv

voda, kterd byla zvolena jako nahrada metanolu pro extrakci hrusfiového listi. DalSim
dlvodem k provedeni tohoto experimentu byl fakt, Zze konzumace vodnych extraktd z listi
medvédice l|ékarské (s vysokym obsahem arbutinu) byla oficidlné schvalend pro lécbu
mocovych infekci [45]. Vysledky této prace tak mohou vést k praktickému vyuziti i hrusfiového

listi pro pripravu vodnych infuzi (¢ajd) s priznivym Gcinek na lidské zdravi.

Nejprve byl vyzkousen vliv riznych teplot v rozmezi 40 °C — 90 °C na stabilitu smésného
standardniho roztoku po dobu 10 minut. Bylo zjisténo, Ze vytéZzek extrakce fenolickych latek
byla vyssi u teplot 40 °C — 60 °C. U vysSich teplot se vytézky snizovaly (graf 26). To mize byt

spojeno s tepelné indukovanym rozkladem.

Graf 26: Vliv rzné teploty na stabilitu smésného standardniho roztoku.
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Stejny experiment byl proveden s realnou odridou ,Konference”. Teplota neméla
dramaticky dopad na vytézek jednotlivych fenolickych latek. Graf 27 vSak ukazuje, ze vytézek

extrakce kyseliny 3,5-dikafeoylchinové se snizil, kdyz se teplota zvysila ze 70 °C na 90 °C.
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Graf 27: Vliv rizné teploty vody na extrakt z listi u odrlidy "Konference’.
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Po téchto pocatecnich experimentech se ukazalo, Ze vhodna teplota vody pro extrakci
je od 40 °C do 60 °C. Spotrebitelé preferuji podavani horkych napoja od 54,4 °C do 71,1 °C
[92]. Rozhodli jsme se proto zvolit optimalni teplotu vody 60 °C pro extrakci fenolickych
sloucenin v 10 raznych kultivarech listl hrusni. Chromatogram redlného vodného extraktu

z hrusniového listi je vyobrazen na obrazku 10.
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Obrazek 10: Chromatogram realného extraktu z listi hrusné za pouZiti horké vody. (1)
arbutin, (2) kyselina chlorogenova, (3) kyselina 3,5-dikafeylchinova, (4) rutin.
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5.7.12.1. Celkovy obsah fenolickych latek v horké vodé a metanolovych extraktech

Voda pfi teploté 60 °C byla vyuZita k extrakci fenolickych latek z listi hrusni pochazejici
z odbéru fijen — listopad 2019 a vysledné koncentrace byly srovnany se vzorky pochazejici ze
stejného obdobi (kapitola 4.1.). Bylo zjisténo, Ze celkové koncentrace fenolickych latek pfi
extrakci rdznymi rozpoustédly vykazovaly podobné vysledky, avsak horkd voda jako
rozpoustédlo vedla k mirné vyssim vysledklm (graf 28). Déle, jak je patrné z obrazku 4,
extrakce za pomoci horké vody predstavuje eliminaci extrakénich krokd, jako je ultrazvukova

lazen a centrifugace. Doba extrakce se tak zkrati (o 35 minut).

Graf 28: Srovnani obsahu fenolickych latek v metanolu a horké vodé.
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5.7.12.2. Antimikrobialni aktivita vodnych extraktd hrusnového listi

Antimikrobialni aktivita vodnich extraktd listi hrusni byla zjistovana proti Candida
albicans, Escherichia coli, Francisella tularensis, Listeria monocytogenes, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella enterica a Staphylococcus aureus. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 32.
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Tabulka 32: Antimikrobialni aktivita vodnich extrakt( listi pochazejici z riznych odrid hrusni demonstrovana jako prlimér inhibi¢ni zény rlstu

bakterii [mm].

Antibiotika Francisella Listeria Candida Pseudomonas Salmonella  Staphylococcus  Escherichia
Odrady tularensis monocytogenes albicans aeruginosa enterica aureus coli
LVS ATCC 19111 ATCC 90028 ATCC 27853 ATCC 9222 ATCC 10832 ATCC 11775
Tetracyklin 41 - - - - - -
Trimethoprim/sulfamethoxazol - 19 - - - - -
Piperacillin/tazobaktam - - - 22 - - -
Ampicillin - - - - 8,3 - 15
Vankomycin - - - - - 13,9 -
“Clapova’ 13,0 23,7 0 13,5 0 0 0
‘Konference’ 13,4 0 0 13,8 0 0 0
‘Williamsova cervena’ 0 23,7 0 13,3 0 0 0
‘Williamsova’ 0 24,4 0 10,6 0 0 0
‘Charneuska’ 10,5 25,7 0 11,8 0 0 0
“Lucasova’ 13,0 0 0 13,1 0 0 0
"Highland’ 12,1 24,6 0 11,4 0 0 0
‘Grosdemange’ 17,0 20,9 0 18,5 0 7,5 8
“Thirriotova’ 12,6 27,9 0 15,1 0 0 0
‘General Leclerc’ 19,0 24 0 19,4 8,1 9 8,6

83



5.7.13. Souhrn vysledkt — hrusen

Vzorky z 10-ti odrtd hrusdni byly odebirany 4krat za rok. Prvni odbér byl proveden
v obdobi srpen — zafi scelkovou sumou fenolickych latek vrozmezi 34,95 mg/g DW
("Highland’) — 53,19 mg/g DW ('Charneuska’) v listech, 6,65 mg/g DW (‘General Leclerc’) —
70,22 mg/g DW ('Grosdemange’) v kife a 17,75 mg/g DW ('Williamsova Cervenad’) — 29,54
mg/g DW ('Konference’) v pupenech. Suma fenolickych latek v obdobi fijen — listopad byla
37,68 mg/g DW ("Williamsova“) — 64,51 mg/g DW ('Grosdemange’) v listech, 39,84 mg/g DW
(‘Williamsova cervend’) — 65,39 mg/g DW (‘Konference’) vkife a 21,24 mg/g DW
("Williamsova ¢ervena’) — 45,30 mg/g DW ('Grosdemange’) v pupenech. Jarni obdobi (bfezen
— duben) nabidlo celkovou sumu v rozmezi 85,04 mg/g DW (‘General Leclerc’) — 161,69 mg/g
DW (Konference) v listech, 15,74 mg/g DW ('Grosdemange’) — 40,49 mg/g DW ('Konference’)
v klre, 48,28 mg/g DW ('Clapova’) — 71,01 mg/g DW ('Lucasova’) v pupenech a 45,44 mg/g
DW (‘Thirriotova’) — 63,43 mg/g DW ('Konference’) v kvétech. V ¢ervnu byla nalezena suma
39,72 mg/g DW ('Williamsova’) — 113,45 mg/g DW ('Williamsova ¢ervend’) v listech a 15,71
mg/g DW (‘General Leclerc’) — 48,20 mg/g DW (Konference’) v kGife. Smésny vzorek stépky
obsahuje 23,08 mg/g DW fenolickych latek.

Majoritnimi fenolickymi latkami byly arbutin a kyselina chlorogenova. V zadném vzorku
nebyla zjisténa kyselina 1,5-dikafeoylchinova. Nejvétsi zachyt fenolickych latek byl
zaznamendm v jarnim obdobi, tedy stejné jako u jabloné. Nejvyssi obsah, nad hladinou 140
mg/g, byl nalezen u odrlidy ‘Konference” a "Lucasova’. Nasledné byl u vSech odrid (kromé
‘Williamsova cervend’) sledovan pokles v obsahu fenolickych latek. Napfiklad u odridy
"Konference” doslo ke snizeni obsahu az o 50 % mezi jarnim a podzimnim obdobim. Podobné
u "Williamsova“ byl pozorovan pokles o vic jak 70 % mezi jarnim a letnim obdobim. Detailni
graficky zdznam sumy fenolickych latek béhem sledovéani vegetacniho obdobi u jednotlivych

odrld je vyobrazen v grafu 29.
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Graf 29: Graf zavislosti celkové koncentrace fenolickych latek v 10 odridach hrusni [mg/g] na
daném obdobi.
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Rovnéz bylo zjisténo, Ze ucinnych extrakénim cinidlem je také horka voda (60 °C, 10
minut), kterd ma srovnatelné vytézky jako pti pouziti metanolu. U vodnych extrakt( z listi byla
zjiSténa antimikrobialni aktivita. Ukazalo se, Ze vSechny odrldy vykazovaly antimikrobidlni
aktivitu proti gramnegativni bakterii Pseudomonas aeruginosa, ktera je béznou pficinou
nozokomialnich infekci zejména u popalenych pacientl [93]. Vysoka antimikrobialni aktivita
byla taky pozorovdna proti grampozitivni bakterii Listeria monocytogenes, ktera jako
alimentarni patogen zpUsobuje onemocnéni zvané listeriéza. Z vysledkl je patrné, Ze

hrusnové listi mize byt také s vyhodou pouzito napfiklad pro pfipravu ¢ajovych infuzi.
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6. ZAVER A BUDOUCI PERSPEKTIVA

Predlozend disertaéni prace se zabyva stanovenim fenolickych latek v rostlinném
materialu bézné péstovanych ovocnych strom( —jabloni a hrusni. Za¢atek teoretické ¢asti se
vénuje tomu, jak je mnozZstvi fenolickych latek ovlivnéno skiidci a chorobami strom(. Nasledné
je popsana syntéza fenolickych latek a srovndni obsahovych latek v listi s plody. Hlavni ¢ast se
soustfeduje na nejnové;jsi védeckeé studie, které se zabyvaji vyskytem, aplikaénim potencidlem
a ucinky studovanych analytQ na Zivé organismy. Nejvic je rozebiran floridzin (prfedevsim in
vivo studie), nebot jeho koncentrace ve studovanych vzorcich byla nejvyssi ze vsech
sledovanych analytl. Druha ¢ast teoretické casti se vénuje instrumentdlnim moZnostem
stanoveni fenolickych latek sdlirazem na kapalinovou chromatografii véetné uvedeni
modernich smérd (UHPLC, SFC, 2D-LC). Jsou sepsany praktické poznatky v moZnostech vyuZiti
rGznych typu kolon a detekénich zafizeni. Neni opomijena problematika extrakce fenolickych

latek z rostlinného materidlu a jsou uvedeny zdkladni informace o validaci analytickych metod.

Uvod praktické ¢asti je vénovan vyvoji, optimalizaci a validaci dvou chromatografickych
metod. Vramci této prace byly vyuzZity metody pro separaci hlavnich fenolickych latek
(floridzin, floretin, kyselina chlorogenovd a jeji derivaty, rutin, arbutin a kvercitrin)
v rostlinném materidlu jabloni a hrusni. U obou metod byla mobilni faze sloZena z organické
slozky (acetonitril) a vodné slozky (0,1% kyselina fosforec¢na, pH = 2,2) za pouziti gradientové
eluce. Davkovany objem byl 1 ul a teplota kolonového prostoru 30 °C. Byl vyuZit detektor
diodového pole. Pro separaci fenolickych latek byla vyuzita kolona YMC Triart C18 ExRS (150
x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) (fenolické latky v materidlu z jabloni) a Ascentis Express RP

amid (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um) (fenolické latky v materidlu z hrusni).

Vramci optimalizace metody je napfiklad diskutovdno procentudlni zastoupeni
organické slozky mobilni faze na pocéatku gradientu ci teplota kolonového prostoru a vliv
téchto parametrll na vysledny chromatogram. Kriticky jsou zhodnoceny rGzné typy
staciondrnich fazi scilem nalézt vhodny kompromis mezi rychlosti separace a vhodnosti
validacnich parametr(. Vysledna validace (linearita, vytéZnost, presnost, opakovatelnost) je

rovnéz u obou vyvinutych metod uvedena.
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Dale je uveden proces extrakce latek zrostlinné matrice do kapaliny pomoci
ultrazvukové 1azné a roztoku metanolu a kyseliny mravenci. Kritickym a pocatecnim bodem je

dlkladna homogenizace rostlinné matrice, ktera rozhoduje o spravnosti celé extrakce.

StéZejni Cast prace je vénovana vysledklm. Hlavni ukol se soustfeduje na ménici se
fenolicky profil v pribéhu vegeta¢niho obdobi. Sledovanym materidlem bylo listi, kira,
pupeny a kvéty sohledem na dostupnost v pribéhu roku. Pro maximalni zhodnoceni
dostupného materialu ze stromU byla do spektra vzorkd zahrnuta i Stépka. Bylo prokazano, ze
vegetacni obdobi ma vliv na koncentraci fenolickych latek. U jabloni i hrusni byl nejvétsi obsah
fenolickych latek zachycen v jarnim obdobi. U 10-ti odr(d jabloni byl v tomto obdobi zjiStén
obsah v rozmezich 164,25 mg/g DW — 228,85 mg/g DW v listech, 48,76 mg/g DW — 73,01 mg/g
DW v klre, 96,57 mg/g DW — 176,45 mg/g DW v pupenech a 74,91 mg/g DW — 132,43 mg/g
DW v kvétech. Stépka je rovnés nezanedbatelnym zdrojem fenolickych latek (50,73 mg/g DW).
Nejvétsi vyskyt fenolickych latek byl zjistén u odrddy ‘Rubinstep’. U 10-ti odrid hrusni byl
v jarnim obdobi zjistén obsah sledovanych latek v rozmezi 85,04 mg/g DW — 161,69 mg/g DW
v listech, 15,74 mg/g DW — 40,49 mg/g DW v kire, 48,28 mg/g DW — 71,01 mg/g DW v
pupenech a 45,44 mg/g DW — 63,43 mg/g DW v kvétech. Hodnotnou biomasu tvofi také i
Stépka, jejiz smésny vzorek obsahuje 23,08 mg/g DW fenolickych latek. Nejvyznamnéjsi
z hlediska obsahu sledovanych latek je odrlida “Konference’. Napfti¢ celym sledovanym

obdobim byl nejvétsi obsah zaznamenan v listech.

U listi hrusni byla dale vyzkouSena horkd voda jako extrakéni rozpoustédlo a porovnana
s béznym postupem pomoci metanolu. Vysledkem byly srovnatelné ¢&i vysSi vytézky
fenolickych latek pomoci horké vody. Ta, oproti jinym bézné vyuzivanym rozpoustédllim, je
levna, lehce dostupnd, netoxickd a v budoucnosti by tak mohla byt vice zastoupena
v postupech ‘zelenych’ analytickych metod. Byla také prokazand antimikrobialni aktivita
vodnych extrakt(. Z tohoto dlvodu lze fici, Ze zpracovani listi do napojl (¢aju) predstavuje

jeden ze zpUsobu, jak prijmout fenolické latky z listi a vyuzit tak jejich benefi¢ni ucinek.

Obsah fenolickych slouéenin ve studovaném materidlu je vysoky. Navic jejich mnoZstvi
je mnohondasobné vyssi nez v samotnych plodech. V tom spociva jedna z originalit této prace,
jejiz cilem je prinést spolecnosti povédomi, Ze nejen plody ovocnych stromu jsou zdravi
prospésné. Dle této prace a védeckych publikaci je v listi mnohonasobné vice nejen
fenolickych latek, ale i mineralnich latek (vapnik a hotcik), organickych latek a isoprenoidd.

87



Toto zjiSténi mlzZe byt atraktivni pro vyvoj novych produktl, protoZe poptavka a spotieba
potravnich dopliku a éCiv neustale stoupd. Izolace bioaktivnich sloucenin z hojného a snadno
dostupného materidlu do léciv, doplikd stravy ¢i kosmetiky poskytuje velky potencial pro

zlepseni kvality zdravi.

Ptiklad, jak lze listi vyuzit do formy doplniku stravy je nasledujici. V praxi mlze byt
vhodné extrahovan (macerace), nanesen na vhodny nosi¢ (napfiklad celuléza) za vzniku
praskové formy. Tato pevnd forma muze byt vychozi surovinou pro vyrobu rlznych formulaci

doplnk stravy. Za pouZziti excipientd mohou byt vyrobeny napfiklad drazé, tabletky ¢i tobolky.

Diskuzni otdzkou zUstavd, proc se nejvice fenolickych latek hromadi v listech a jiném
rostlinném materidlu strom( a nikoliv v plodech. Vysvétlenim mlze byt to, Ze studovany
materidl je vystaven dlouhodobému stresu (naptiklad intenzivni a dlouhodobé slunecni zareni,

Skddci), coz maze vést k akumulaci fenolickych latek pro zvyseni ochrannych mechanisma.

Majoritni fenolickou slouceninou u jabloriového stromu je floridzin, ktery je zndm
predevsim pro hypoglykemické ucinky. V hrusni se pfevdiné nachdzi arbutin uzitecny pro
podplirnou lé¢bu mocovych infekci a ¢asto se pouziva v kosmetice. V obou pfipadech se hojné
vyskytuje kyselina chlorogenova, kterd ma také hypoglykemicky efekt, plsobi proti hypertenzi

a pouziva se k redukci hmotnosti. Za zminku stoji i rutin pouzivany pro zlepSeni kvality cév.

Studované vzorky jsou doposud nevyuzZivany zemédélsky material, ktery predstavuje
levny a lehce dostupny zdroj prospésnych latek a ma tak vyhodny ekonomicky potencial.
V celé populaci roste zajem o zdravy Zivotni styl, zdroven i o recyklaci nevyuzivaného
materidlu, a proto predpokldaddme, Ze v pfipadé znovuvyuZiti do komeréniho produktu
poroste zajem i o analyzu rostlinného materidlu. Tato prace nabizi ,manual” pro provadéni
HPLC-DAD rutinnich analyz pro separaci hlavnich fenolickych latek v ovocnych stromech

(jabloR, hrusen) a umoznuje vybrat tak material s co nejvétsim mnozstvim bioaktivnich latek.

Trochu z jiného Uhlu pohledu jsou extrakty listi pochazejici z rdznych rostlin mnoho let
pouzivany v tradicni a lidové mediciné k [é¢bé chronickych onemocnéni. Jejich konzumace je
popularnéjsi v asijskych statech (Cina, Japonsko, Korea, Vietnam). EFSA schvalila nap¥. pouziti
listovych extrakt(l a infuzi z Arctostaphylos uva-ursi, Rubus idea a Ribes nigrum jako lécivé
pripravky. V tomto ohledu neni proto dlivod opomijet i listi ovocnych strom(, které mizZou

mit stejny potencial.
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12. PRILOHY
11.1. Chromatogramy smési standardt na testovanych kolonach pfi vinové délce 254 nm

11.1.1. YMC Triart C18 (100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
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Obrazek S1: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.

11.1.2. YMC Triart PFP plus (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
mAU
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Obrazek S2: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.
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11.1.3. Discovery® HS C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
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Obrazek S3: Chromatogram smési standard(. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.

11.1.4. Kinetex® F5 100A (150 x 4,6 mm, velikost castic 2,6 um)
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Obrazek S4: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.
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11.1.5. Kinetex® C18 100A (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,6 um)

mAU
E 254nm 3

300 3 )

250

200 3

150 3 1
] 5

100 3 4

50

03 ML L_M N ‘1

-I [ [ [] [ I [ [ [] [] I [ [ [ [ I [ [ [ [ I [] [] [] [ [
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 nin

Obrazek S5: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.

11.1.6. Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
mAU
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Obrazek S6: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.
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11.1.7. Kinetex 100A Biphenyl (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
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Obrazek S7: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
kvercitrin, (4) floridzin, (5) floretin.

11.1.8. Ascentis Express RP amide (150 x 4,6 mm, velikost Castic 2,7 um)
mAU
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Obrazek S8: Chromatogram smési standardu. (1) kyselina chlorogenova, (2) rutin, (3)
floridzin, (4) kvercitrin, (5) floretin.
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11.2. Parametry testovanych kolon — jablon

Tabulka S1: Parametry chromatografické separace fenolickych latek za pouziti riznych

kolon.

a
Kolona (r:::n) AgrP Rs¢ Whis%)?  Whsow)® Pf [N'I)Fg’a]

YMC Triart C18 (100 x 4,6 mm; 5 um,

. o s 6,5
velikost €astic 12 nm)
Chlorogenova kyselina 4,26 1,22 22,43 0,17 0,08 24
Rutin 5,83 1,25 11,11 0,15 0,07 34
Kvercitrin 6,94 1,23 8,10 0,15 0,07 34
Floridzin 7,34 1,23 2,90 0,15 0,07 42
Floretin 10,18 1,20 18,99 0,18 0,08 26
YMC Triart C18 ExRS (150 x 4,6 mm; 5 um, 95
velikost ¢astic 8 nm) !
Chlorogenova kyselina 4,35 1,15 21,20 0,16 0,07 31
Rutin 5,76 1,25 10,58 0,14 0,06 38
Kvercitrin 6,89 1,23 8,82 0,14 0,07 37
Floridzin 7,45 1,19 4,34 0,14 0,07 40
Floretin 10,38 1,19 22,23 0,15 0,07 37
YMC Triart PFP plus (150 x 4,6 mm; 5 um, 67
velikost ¢astic 12 nm) !
Chlorogenova kyselina 5,66 1,12 26,30 0,16 0,07 28
Rutin 6,83 1,10 8,46 0,16 0,07 29
Kvercitrin 8,03 1,09 8,76 0,17 0,07 46
Floridzin 8,26 1,13 1,68 0,15 0,07 47
Floretin 11,32 1,10 20,82 0,20 0,08 30
Discovery HS C18 (150 x 4,6 mm, velikost 27
Castic 5 um) !
Chlorogenova kyselina 4,63 1,41 16,21 0,22 0,11 27
Rutin 6,14 1,52 7,61 0,20 0,11 34
Kvercitrin 7,26 1,61 5,49 0,22 0,12 33
Floridzin 7,97 1,65 3,32 0,22 0,18 35
Floretin 10,73 1,76 11,81 0,26 0,14 30
Kinetex F5 100A (150 x 4,6 mm, velikost 2
Castic 2,6 um)
Chlorogenova kyselina 4,56 1,34 32,77 0,13 0,06 43
Rutin 6,14 1,55 11,67 0,10 0,04 43
Kvercitrin 7,17 1,48 8,37 0,10 0,04 37
Floridzin 7,68 1,45 5,79 0,10 0,04 57
Floretin 10,38 1,35 29,17 0,11 0,05 44
Kinetex C18 100A (150 x 4,6 mm, velikost
N 21,5
castic 2,6 um)
Chlorogenova kyselina 4,45 1,47 16,11 0,16 0,07 32
Rutin 4,45 1,47 16,11 0,13 0,07 32
Kvercitrin 7,23 1,64 10,35 0,13 0,05 39
Floridzin 7,73 1,42 5,01 0,11 0,05 53
Floretin 10,37 1,42 26,32 0,13 0,05 53
Luna Omega Polar (C18 150 x 4,6 mm, 6.7
velikost ¢astic 5 um) !
Chlorogenova kyselina 4,98 1,17 27,95 0,14 0,06 37
Rutin 6,46 1,19 12,78 0,13 0,05 37
Kvercitrin 7,59 1,15 10,09 0,13 0,06 32
Floridzin 8,09 1,15 4,34 0,14 0,06 57
Floretin 10,98 1,08 23,37 0,15 0,07 34
Kinetex 100A Biphenyl (150 x 4,6 mm, 9
velikost ¢astic 5 pm)
Chlorogenova kyselina 4,07 1,24 19,6 0,18 0,09 43
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Rutin

Kvercitrin

Floridzin

Floretin

Ascentis Express RP Amide (150 x 4,6 mm,
velikost ¢astic 2,7 um)
Chlorogenova kyselina
Rutin

Floridzin

Kvercitrin

Floretin

5,57
6,63
7,10
9,56

4,88
7,03
7,76
8,23
11,98

1,53
1,55
1,54
1,47

1,37
1,59
1,39
1,40
1,28

11,36
9,68
4,27

21,62

29,28
16,98
6,99
4,65
30,47

0,13
0,13
0,13
0,14

0,16
0,13
0,11
0,12
0,16

0,05
0,05
0,05
0,06

0,07
0,05
0,05
0,05
0,07

56
44
58
51

43
36
58
51
55

19,6

aRetencni ¢as

b Symetrie piku

¢Rozliseni piku

dSivka piku v 5% vysky piku
e Sitka piku v 50% vysky piku

fPikovd kapacita (poéitand s gradientovou eluci, 12.51 minut)

9 Tlak
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11.3. Parametry testované kolony — hrusen

Tabulka S2: Parametry chromatografické separace za pouziti kolony Ascentis Express RP
Amide (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 2,7 um)

Kolona (r:lRi:l) As® Rs¢ Whiso®  Whesw) Pc! [N'I);a]

Ascentis Express RP Amide (150 x 4,6 mm,

velikost €astic 2,7 um) 85
Arbutin 2,42 1,32 - 0,10 0,21 56
Chlorogenova kyselina 5,78 1,52 22,52 0,05 0,11 59

Rutin 7,33 1,56 16,55 0,05 0,11 56

Kyselina 3,5-dikafeoylchinova 8,37 - 28,12 0,05 0 45

Kyselina 1,5-dikafeoylchinova 8,45 - 0,87 0,05 0 45

a Retencni ¢as

b Symetrie piku

¢ Rozliseni piku

d Sitka piku v 5% vysky piku
e Sitka piku v 50% vysky piku

fPikovd kapacita (pocitand s gradientovou eluci, 12.51 minut)

9 Tlak
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