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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: RNDr. Aneta Bilkova

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Konzultant: doc. PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Aplikace separac¢nich metod pro stanoveni biologicky aktivnich latek

V predlozené disertacni préci je prezentovan komentovany soubor tfi odbornych publikaci,
zameérujicich se na aplikaci separacnich metod pro stanoveni biologicky aktivnich fenolickych
latek v ovoci, rezidui pesticidd v ovoci sohledem na vyuZiti modernich skladovacich
technologii, a aplikaéniho vysledku — uzitného vzoru zalozeného opét na sledovani obsahu

fenolickych latek pfi rGznych podminkach suseni ovocného materialu.

V teoretické ¢asti jsou z analytického hlediska charakterizovany cilové analyty, jejich fyzikalné
— chemické vlastnosti, stabilita, antioxidacni aktivita. Dale jsou v ni popsany metody pfipravy
vzorkU pro stanoveni biologicky aktivnich fenolickych latek, vybranych extrakénich postup(l a

prehled metod pouZzivanych pro stanoveni popsanych latek v rostlinném materidlu.

Hlavni ¢ast disertacni prace se zabyva vyvojem, optimalizaci a validaci rychlé analytické
metody pro chromatografickou analyzu fenolickych latek v rostlinném materialu, konkrétné
vjablkach. V této C<asti je popsana optimalizace findlni metody, samotny vyvoj
chromatografické metody a jeji aplikace na vybrané vzorky, kde doslo k ovéreni vyvinuté
metody. DalsSi rozsahlou c¢asti je vyzkum vlivu vyuziti skladovacich technologii (modified
atmosphere packing — MAP, chlazeny sklad, skladovani v podminkach s nizkou hladinou
kysliku — ULQ), poskliziiovych oSetieni (aplikace ozonu, ucinné latky 1-methylcyklopropenu) a
stanoveni obsahu sledovanych analytl v pribéhu skladovani plod( jabloni. Nasledujici ¢ast
této disertacni prace navazuje na testovani vlivu podminek dlouhodobého skladovani na

degradaci rezidui uc¢innych latek pesticidl v tresnich.



V zévéru disertacni prace je uveden prehled publikaci v recenzovanych ¢asopisech bez IF se
zamérenim na problematiku ovocnarstvi, certifikované metodiky a prezentace vysledku

experimentdlni prace na narodnich a mezinarodnich konferencich.
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Title: Application of separation methods for determination of biologically active substances

The submitted dissertation thesis presents an annotated set of three publications, focusing on
the application of separation methods for the determination of biologically active phenolic
substances, pesticide residues in fruits, with regard to the use of modern storage technologies,
and the application result - a utility model based again on monitoring the phenolic substances

content with respect to different conditions of plant material drying.

In the theoretical part, the target analytes are characterized from an analytical point of view,
with respect to their physico-chemical properties, stability, antioxidantion activity. It also
describes sample preparation methods for the determination of biologically active phenolic
substances, selected extraction procedures and an overview of the methods used for the

determination of the described substances in plant material.

The main part of the dissertation deals with the development, optimization and validation of
a rapid analytical method for the chromatographic analysis of phenolic substances in plant
material, specifically in apples. This part describes the optimization of the final method, the
development of the chromatographic method itself and its application to selected samples
where the developed method was verified. Another extensive part is the study of the influence
of application of different storage technologies (modified atmosphere packing - MAP,
refrigerated storage, storage in conditions with a low oxygen level - ULO), post-harvest
treatments (application of ozone, the active substance 1-methylcyclopropene) and
determination of the content of monitored analytes during the storage of apple fruits. The
next part of this dissertation follows on the application of long-term storage conditions and

its effect on the degradation of residues of active pesticide substances in cherries.



At the end of the dissertation thesis, there is an overview of publications in reviewed journals
without IF focusing on the fruit growing, certified methodologies and presentations of the

results of experimental work at national and international conferences.
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SEZNAM ZKRATEK

AAPM

ABTS

ACN

APCI

BSTFA/pyridin

CA

CAD

CZE

CUPRAC

DAD

DNA

DPPH

ECD

ESI

FID

Metoda pro uréeni antioxidacni aktivity s pouZitim aminoantipyrinu
(Aminoantipyrin method)

Metoda pro urcéeni antioxidacéni aktivity s pouzitim 2,2 -azinobis(3-
ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat
(2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
Acetonitril

(acetonitril)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric-pressure chemical ionization)
Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid/pyridin
(Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide/pyridine)
Coularray detekce

(CoulArray detection)

Detektor nabitého aerosolu

(Charged Aerosol Detector)

Kapildrni zonova elektroforéza

(Capillary zone electrophoresis)

Metoda redukce médnatych iont(

(Cupric Reducing Antioxidant Capacity)

Detektor diodového pole

(Diode array detektor)

Deoxyribonukleova kyselina

(Deoxyribonucleic acid)

1,1- difenyl-2-pikrylhydrazyl
(1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)

Detektor elektronového zachytu

(Electron capture detector)

lonizace elektrosprejem

(Electrospray ionization)

Plamenové-ionizacni detektor
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GC

GC-MS

HPLC

HPLC - DAD

HPLC/UHPLC

HTLC

LC-MS

LLE

MAP

MLR

MEPS

MF

MS

NaOH

oL

(Flame ionization detector)

Plynova chromatografie

(Gass chromatography)

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

(Gas chromatography—mass spectrometry)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
(High-performance liquid chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodového pole
(High-performance liquid chromatography with diode array detector)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie/ (ultra)vysokoucinna
kapalinova chromatografie

(liquid chromatography/ultra high-performance liquid
chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie pti zvySené teploté
(High-temperature liquid chromatography)

Kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci

(Liquid chromatography-mass spektrometry)

Extrakce z kapaliny do kapaliny

(Liquid—liquid extraction)

Baleni s modifikovanou atmosférou

(Modified atmosphere packing)

Maximalni limity rezidui

(Maximum Residue Levels)

Mikroextrakce pomoci plnéného sorbentu

(Microextraction by Packed Sorbent)

Mobilni faze

(Mobile phase)

Hmotnostni spektrometrie

(Mass spektrometry)

Hydroxid sodny

(Sodium hydroxide)

Ochranna lhdta
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PC

PCA

RP

RP-HPLC

SF

SFE

SPME

TAA

TEAC

TLC

UHPLC

uLo

UV/VISdetektor

(Protected period)

Papirova chromatografie

(Paper chromatography)

Analyza hlavnich komponent

(Principal Component Analysis)

Reverzni faze

(Reversed-phase)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
(Reversed-phase high-performance liquid chromatography)
Stacionarni faze

(Stationary phase)

Extrakce na tuhou fazi

(Solid phase extraction)

Mikroextrakce na tuhou fazi

(Solid-phase microextraction)

Celkova antioxidacni aktivita

(Total antioxidant activity)

Spektrofotometrickd metoda pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity Assay)
Chromatografie na tenké vrstvé

(Thin Layer Chromatography)

Ultra vysokoucinna kapalinovéd chromatografie

(Ultra high-performance liquid chromatography)

Podminky s nizkou hladinou kysliku

(Ultra low oxygen)

Spektrofotometricky detektor méfici v ultrafialové a viditelné oblasti

(UV/VIS detector)
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1 Uvod

Separace bioaktivnich fenolickych latek v rostlinach, ovoci a zeleniné je studovdna jiz dlouhou
dobu. Fenolické Iatky jako potencidlni antioxidanty jsou v dnesSni dobé spojovany se snizenim
dopadu civiliza¢nich chorob na ¢lovéka. Jejich konzumace se proto doporucuje jako prevence
nezadoucich zdravotnich problémd. Ddle je stale Castéji diskutovano i vyuziti rostlinného
materialu jako potencidlniho zdroje pro ptipravu rliznych doplrikd stravy, jelikoZ prodej téchto
doplikd zaznamenava rychly narlst, zejména téch, které jsou zaloZeny na rostlinnych
extraktech, protoZe jsou povazovany za bezpecnéjsi a zdravéjsi nez syntetické. SloZzeni a obsah
bioaktivnich latek v rostlinach se muze lisit v zavislosti na klimatu, teploté, rocnim obdobi,
vlastnostech pldy a dalSich faktorech. Rozpor mezi mnozstvim pouZzitého extraktu a obsahem
ucinnych latek v jedné davce mize mit podstatny vliv na davkovani a mize vést k predavkovani
konzumenta nebo naopak k neucinnosti pfipravku [1]. Bylo prokazano, Zze celkova antioxidacni
aktivita zmrazenych extraktd ¢erstvého materialu se snizuje, zatimco v lyofilizovanych vzorcich

nebyly prokazatelné rozdily ve srovnani s Cerstvym extraktem [2].

Rostlinné extrakty mohou byt charakterizovany jako koncentrované zdroje Zivin. Vzhledem
k jejich heterogennimu sloZeni a s ohledem na hodnoceni rizik jsou ale povoleni v nékterych
pripadech omezena na pouziti extraktu v doplficich stravy jen pro urcité skupiny populace [3].
Tyto extrakty by mohly byt pouZity jako nové slozky potravin, doplrikl stravy a nutraceutika,

ktera dopliuji kazdodenni stravu a pfispivaji k udrZzeni pfiméreného zdravotniho stavu.

Stanoveni biologicky aktivnich latek zahrnuje fadu odlisSnych aspekt( a analytické hodnoceni
zpracovani bude zdaviset na vzorku, analytu a povaze feSené problematiky. Vzhledem
k rozmanitosti analyti a typd vzorkd neexistuje Zadna univerzalni strategie pro identifikaci,
kvantifikaci a vybér vhodné analytické metody. Pro analyzu je béZné vyuzivana vysokoucinna
kapalinova chromatografie, v nékterych ptipadech plynova chromatografie. Detekce je bézné
spektrofotometrickd vyuzivajici hodnoceni celého UV spektra pro zvySeni selektivity nebo
univerzalni detektory. Také spojeni separace s hmotnostni spektrometrii, elektrochemickou
detekci (ECD — plynova chromatografie) nebo detekci pomoci nabitého aerosolu (CAD) je pro
tyto Ucely vyhovujici. Pro citlivé stanoveni latek obsahujicich fluorofory, jako jsou kyselina
gallova a epikatechin, mize byt vyuzito fluorescencni detekce. Pro potvrzeni identity, zvyseni

selektivity stanoveni fenolickych latek zejména ve formé glykosid(i, kterych se v rostlinném
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materidlu muUZe vyskytovat velké mnoZstvi typl, se vyuZiva spojeni chromatografie
s hmotnostni detekci (MS). Pro dalsi identifikaci latek se vyuzivd MS/MS fragmentace, zejména
kdyZ nejsou k dispozici prislusné standardy téchto latek [4]. Na druhou stranu, MS identifikace
a zejména kvantifikace latek ve sloZitém rostlinném extraktu je ¢asto spojena s matricovymi
efekty. Vyuziti spektrofotometrickych detekénich technik pro rychlé vyhodnoceni fenolického
profilu rostlinnych extraktl je v laboratotich zcela bézné. Nicméné separacni techniky ve
spojeni se spektrofotometrii nebo elektrochemii jako typy detekce mohou mit i sva uskali

a omezeni, napf. kvali sloZitosti matrice vzorku/rostlinného extraktu.

14



2 Cil prace

Cilem teoretické ¢asti prace bylo v nékolika tematickych blocich shrnout obecné informace
o strukture a vyskytu fenolickych latek, jejich fyzikalné chemickych vlastnostech, antioxidacni
aktivité, ale také poskytnout zdkladni prfehled analytickych metod identifikace a stanoveni
fenolickych latek. V dalsi ¢asti byla popsana reserSe pouzivanych metod pro stanoveni
bioaktivnich [atek v riznych druzich ovoce spolec¢né s chromatografickymi podminkami. Jedna
z kapitol je také vénovana metodam pripravy vzorku pro stanoveni fenolickych latek a vyvoiji
analytické metody. V neposledni radé se teoretickd ¢ast vénuje skladovani, a to konkrétné
modernim typlm skladovacich technologii a jejich vyuziti v praxi.

Cilem prvni experimentalni prace bylo vyvinout a validovat rychlou metodu kapalinové
chromatografie ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem pro stanoveni obsahovych
bioaktivnich latek v jablkach. Cilem této préace bylo rozliseni odriid a novoslechténi na zakladé
promérenych profild fenolickych latek. Vysledky této prace — optimalizovana analyticka
metoda — byla vyuZita pro dalsi vyzkum a tim bylo testovani vlivu moderniho dlouhodobého
skladovani na obsah vybranych fenolickych latek v jablcich, coz bylo cilem druhé
experimentdlni prdce. Byly provedeny skladovaci pokusy a testovany vzorky odebrané
v rliznych casovych intervalech, kde byl sledovan obsah fenolickych latek v téchto vzorcich
s ohledem na pfirozenou degradaci obsahovych latek.

Zjistit efekt podminek dlouhodobého skladovani na rychlost degradace rezidui pesticidd
u tfeSni bylo cilem ndsledujici experimentalni prace. V této praci byly sledovany vybrané
ucinné latky pripravk(l na ochranu rostlina a jejich degradace spojena s vyuzitim rlznych
skladovacich podminek s ohledem na aktivitu pesticid( a tim paddem udrzZeni kvality ovoce po

delSi dobu.

Nedilnou soucasti komentované ¢asti prace jsou komplexni informace k aplikacnimu vysledku
FeSeného projektu TACR-Zéta — uZitnému vzoru ,Suena jablka“, jeho? cilem bylo vyvinout
inovativni technologicky postup vyroby se zachovanim zdravi prospésnych latek ve finalnim

produktu.
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3 Teoreticka cast

3.1 Fenolické latky

Fenolické Iatky jsou skupinou velice rlznorodych latek, tzv. sekunddrnich metabolitQ, které
jsou komponentou mnoha rostlin a rliznych druhi zeleniny a ovoce. Jejich zvySenou produkci
je mozné pozorovat diky riznym vlivim vnéjSiho prostfedi a pti plsobeni stresovych faktord.
Vytvafi se v rostlinach pfi stresu nebo funguji i jako obranny mechanismus. Dnes je jiZz zndmo
mnoho konkrétnich ucinkd téchto fenolickych latek, kterych existuje az 8000 a déli se do
nékolika skupin, z nichZ nejrozsahlejsi je skupina flavonoid(. Ta se déle déli do dvou tfid:
anthoxantiny a anthokyany. Anthoxantiny se rozdéluji na nékolik podtrid: flavonoly, flavony,
isoflavony, flavanony a flavan-3-oly. Mezi dalsi latky patfici do fenolickych latek jsou fenolové
kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a hydroxyskoficové), stilbeny (resveratrol) a lignany.
Vsechny tyto skupiny se lisi strukturou a pritomnosti ¢i postradanim OH skupin ve strukture
danych latek na rliznych pozicich.

Obsah fenolickych latek v zeleniné se pohybuje okolo 3 g/kg. Denni davka pro dospélého
¢lovéka by méla byt zhruba 1 g/den. Denni pfijem je vypoditan pro danou stravu obsahujici
béiné ovoce, zeleninu a napoje. Fenolové kyseliny tvofi asi jednu tretinu celkového pfijmu
a flavonoidy tvofi zbyvajici dvé tretiny. NejhojnéjsSimi flavonoidy ve stravé jsou flavanoly
(katechiny, proanthokyanidiny), antokyany. Hlavnimi zdroji fenoll ve stravé jsou ovoce
a napoje (ovocné stavy, vino, Caj, kdva, cokolada a pivo) a v mensi mife zelenina, lusténiny
a obiloviny [5]. Vyskytuji se v potravinach vétsinou jako glykosidy, zatimco flavonoly (pattici
mezi flavonoidy) obvykle jako aglykony. Hlavni tfidy flavonoidd jsou flavonoly, flavony,
flavanoly (dihydroflavonoly), katechiny, anthokyany, a chalkony [6]. Zdrojem flavonoll je
kromé ovoce (jablka, hroznové vino a bobule) a zeleniny, také ¢aj a ¢ervené vino. Jak uvadi
literatura, bohatym zdrojem flavanoll jsou banany, jablka, borlivky, broskve a hrusky.
Antokyany jsou pigmenty odpovédné za barvy rostlin, kvétin a ovoce. Nejéastéji vyskytujici se
antokyany v ovoci jsou kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin a peonidin. Jejich vyskyt je
znam u ovoce, jako jsou brusinky, cerny rybiz, ¢ervené hrozny, maliny, jahody, bor(vky
a ostruziny. Mezi chalkony, které se vyskytuji ve vyznamném mnozstvi v rajcatech, hruskach
a jahodach patti floridzin, arbutin, floretin a chalkonaringenin [7]. Susena jable¢na dren
predstavuje perspektivni zdroj fenolickych slozek, zejména kyseliny chlorogenové,

floridzinovych a kvercetinovych glykosid(, které Ize vyuzit jako pfirodni antioxidanty [8].
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3.1.1 Struktura a vyskyt

Fenolické latky jsou dle chemické struktury rozdéleny na jednoduché fenoly, fenolové
kyseliny, kumariny, flavonoidy, stilbeny, lignany, ligniny, taniny a mnohé dalsi. Jednotlivé
fenolické latky se mohou spojovat navzajem, nebo mohou byt navazany se sacharidy,
organickymi kyselinami, aminy a lipidy. Fenolické latky obsahuji ve své strukture minimalné
jedno aromatické jadro, které ma dvé a vice hydroxylovych skupin [9]. Nejcastéji, hlavné
v pfirodé, se vyskytuji ve formé spojené s cukry, které jsou charakteristické pro kazdy aglykon.
Nejcastéji dochazi ke spojeni s galaktdzou, glukdzou, xylézou, méné pak s rhamndzou
a arabindzou [10]. Diky cukerné sloZce se tyto latky Iépe rozpoustéji ve vodé a jsou oznacovany
jako glykosidy. Podle poc¢tu monosacharidl, které jsou v retézci navazany na aglykon,
rozliSujeme monoglykosidy, diglykosidy, triglykosidy... Aglykony mohou byt nejrizné;jsi latky.
Musi vSak obsahovat skupinu schopnou glykosidové vazby. Tuto podminku spliuji alkoholy,
fenoly, thioalkoholy, aminy a podobné latky. Podle struktury aglykonu délime glykosidy do
nékolika skupin: fenolové glykosidy, kumariny a jejich derivaty, flavonoidové glykosidy,
antokyanidinové glykosidy, antrachinonové glykosidy, kardioaktivni glykosidy, saponiny,

kyanogenni glykosidy, glukosinolaty (thioglykosidy) a glykosidy s iridoidovym aglykonem.

Fenolické glykosidy obsahuji sacharid navazany na fenolickou skupinu. Nékteré aglykony jsou
odvozeny od kyseliny Sikimové, jiné od kyseliny octové. Mnohé fenolické latky jsou v rostliné
pritomny v glykosidické formé, ktera se odstépuje a vznikne aktivni slouc¢enina. Pfikladem je
napriklad floridzin (aktivni slouc¢enina floretinu), ktery se vyskytuje v nékterych druzich celedi
viesovcovitych (Ericaceae) a také v klire kofen(i strom( ¢eledi rliZovitych (Rosaceae), jako jsou

jabloné, hrusné ci tresné. Biosyntéza floridzinu je zndzornéna na Obrazku 1.
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Obrazek 1 Biosyntéza floridzinu

Flavonoidy jsou derivaty fenylpropanu. Podle toho, kde je fenylovad skupina na propanu
navdzana, rozliSujeme flavan, isoflavan a neoflavan. Nejcastéji se vyskytuji derivaty flavanu,
isoflavany jsou méné casté, neoflavany jsou celkem vzacné. Mezi nejvyznamnéjsi flavonoidy
patfi rutin, hesperidin a kvercetinové glykosidy, jako je kvercetin, hyperosid nebo kvercitrin.
Mezi dalsi flavanony patfi naringenin a eriodyktiol. Kvercetin a jeho rhamnosovy glykosid
kvercitrin se nachazeji v medvédici |ékarské (Arctostaphylos uva-ursi) nebo v nékterych
druzich dubu (Quercus tinctoria) a v plodech jabloni. Flavanony nepatfi zrovna mezi majoritni
slozky rostlin. Nevyskytuji se cetné v zeleniné, na rozdil od predchozich flavonoid(. Jsou

pritomny hlavné v citrusovych plodech a byvaji nositeli horké chuti napfiklad v grepu.

Flavonoidy se rozdéluji na dvé podtfidy: anthoxantiny a anthokyany. Byvaji hlavni slozkou
chuti, viiné a barvy. Vyskytuji se v rostlinach na rozdilnych castech, zalezi na podminkach
péstovani, klimatu a zralosti. Anthokyany byvaji zodpovédné za barvu rostlin v tmavsich
odstinech (napt. fialova). Anthoxantiny naopak nemaji chromofor tak silny, tudiz jejich
zbarveni je spiSe svétlé, az do Zluta. Jejich barva zavisi na pH. Mezi anthoxantiny se fadi:
flavonoly, flavony, flavan-3-oly, flavanony a isoflavonoidy. Flavonoly maji nejrozmanité;jsi
zastoupeni v rostlinach, jsou to napf. kvercetin, myricetin, morin a rutin. Maji na pozici uhliku
C3 hydroxylovou skupinu. Vyskytuji se hlavné v cibuli, jablku a viné. Flavony narozdil od
flavonoll postradaji hydroxylovou skupinu. Flavanoliim chybi kyslik na pozici C4. Jsou

nejCastéji konjugovany s kyselinou gallovou a vznikaji gallaty. Anthokyany patfi mezi
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nejvyznamnéjsi rostlinna barviva, byvaji ve formé glykosidu, stejné jako ostatni flavonoidy.

Vyskytuji se v drobném ovoci — napf. borlvky, tfesné.

Struktura fenolickych kyselin obsahuje fenolicky kruh a karboxylovou skupinu. Tyto kyseliny
jsou ucinné proti oxidaci LDL cholesterolu v lidském organismu. Zabranuji také Sifeni
rakovinnych bunék a to tak, Ze vytvori komplex s karcinogenem, a tak jiz nemuze vstupovat do
DNA a tvofit tak mutace pfi transkripci. Rozdéluji se na derivaty kyseliny benzoové a derivaty
kyseliny hydroxyskoficové. Ty tvofi zhruba polovinu fenolickych latek v rostlindch. Vyskyt
derivat kyseliny hydroxyskoficové je Castéjsi nez u prvni skupiny fenolickych kyselin, a to
pfedevsim v obilovindch, brambordach, lusténinach, ovoci, zeleniné. Konjugaci s kyselinou
vinnou a chinovou vznika kyselina chlorogenova, ktera je jednim z hlavnich fenoll v jablkach

[11] a jeji obsah souvisi s hnédnutim duZniny jablek.

Listy a pupeny cerného rybizu mohou byt jako zdroj bioaktivnich latek jesté zajimavéjsi nez
plody. Pfedstavuji potencidlni surovinu pro potravinarsky prlmysl jako potravinarska aditiva
a doplnky, které by mohly mit vyznam jako nutraceutika [12, 13]. Bylo prokdzano, Ze listy
cerného rybizu obsahovaly vice celkového obsahu fenoll, nez jaky se nachazi ve zralém ovoci,
a ze celkovy obsah fenol( koreluje s antioxidacni aktivitou [13]. Listy obsahuji znacné mnoZzstvi
kaempferolu, kvercetinu a fenolovych kyselin [14]. V pupenech byla prokazana pfitomnost
vybranych fenolovych kyselin, flavan-3-olt, flavonold a anthokyant [15]. U jablek tvoti flavan-
3-oly a prokyanidiny pfiblizné 70 % a odrazeji hlavni tfidu jablecnych fenolickych latek. Je
znamo, Ze flavan-3-oly a prokyanidiny jsou redukovany v procesu zrani, coz je podobné jako

u jinych jableénych fenolickych latek [16].

3.1.2 Stabilita

Mnozstvi fenolickych sloucenin a jejich stabilita zavisi na mnoha faktorech, mezi které patfi
agrotechnické procesy, klimatické podminky, podminky skladovani po sklizni, zpracovani
a metody jejich tepelné Upravy. Svou roli hraje i stupen zralosti plodd pfi sklizni. Fenolické
latky mohou byt viak nestabilni a vysoce nachylné k degradaci a/nebo reakci s nékterymi
faktory, jako je kyslik, coZ mize mit za nasledek zménu struktury a snizeni biologické aktivity
aspekt(, ktery ovliviiuje pH, teplota, svétlo, kyslik, enzymy, proteiny nebo interakce s jinymi

slozkami potravy. Stabilita fenolickych latek je zasadni pro nutri¢ni hodnotu potravin a je
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pfimo spojena s jejich chemickou strukturou. Fenolické latky jsou v pritomnosti kysliku
nachylné k autooxidaci a tvori se peroxidy a hydroperoxidy. Jejich antioxidacni aktivita je
spojena s jejich molekularni strukturou, zejména pritomnosti a poétem OH skupin, konjugaci
dvojnych vazeb. Cim vice OH skupin existuje ve struktute fenolické latky, tim vétsi nestabilitu

vykazuiji.

Podle studie autorl Award a kol. [17] byla testovana stabilita flavonoid( s ohledem na
technologie skladovani, kde byly vyuZity chlazeny sklad a skladovani s nizkou hladinou kysliku
(ultra low oxygen - ULO). Mezi odridami jablek skladovanymi v podminkach ULO a chlazeného
skladu nebyly signifikantni rozdily v koncentracich flavonoidi a kyseliny chlorogenové. Béhem
skladovani odridy “Jonagold” (3, 6 a 8 mésicu) a “Elstar” (2, 4 a 6 mésict) po dobu 1 a 2 tydn(
skladovatelnosti byly koncentrace kyanidin-3-galaktosidu a kvercetinovych glykosidi relativné
konstantni, zatimco koncentrace katechind, floridzinu a kyseliny chlorogenové vykazovaly
pouze malé zmény. Byl zaroven proveden i pokus vystaveni jablek bilému svétlu, kdy doslo ke
zvyseni koncentraci kyanidinu 3-galaktosidu, ale ne zadné z jinych tfid flavonoid. Vysvétlenim
muze byt to, Ze syntéza rlznych tfid flavonoidd mlze mit rGzné charakteristiky spektralni
citlivosti. Zavérem studie bylo, Ze flavonoidy pfitomné v jablkdch jsou stabilni
a pravdépodobné nepodléhaji metabolické preméné béhem skladovani. V nasi studii byla
sledovana dlouhodobd stabilita fenolickych latek v jablkach, a to konkrétné kyseliny
chlorogenové, epikatechinu, rutinu, floridzinu a kvercitrinu s ohledem na technologii
skladovani. Oproti literatufe zde byly patrné rozdily v jednotlivych sledovanych latkach, ale
i vramci skladovani v riznych podminkach. Rutin, kvercitrin a floridzin byly po celou dobu
skladovani jak v podminkach ULO, tak v chlazeném skladu stabilni, proti tomu kyselina
chlorogenova a epikatechin vykazovaly do 3 mésict narast, poté hodnoty klesaly. Mohlo jit
ziejmé o metabolické premény v plodech pfi ustalovani skladovacich podminek ve skladu

nebo odrtdové odlisnosti.

Obecné je zndamo, Ze osetfeni potravin kromé svych ucink(l na skladovatelnost a nutri¢ni
vlastnosti potravin mlze zaroven také zpusobit dalsSi reakce, véetné degradace pfirodnich
fenolickych sloucenin. Jelikoz rostliny obsahuji velké mnoiZstvi strukturné odlisSnych
antioxidacnich, antikarcinogennich a antimikrobialnich fenolickych sloucenin, je zajimavé
védét, zda jsou tyto slouceniny stabilni vici teplu a vy$sSimu pH. Ukazalo se, Ze kyselina kavova,

chlorogenova a gallovda nejsou stabilni ve vysokém pH. Naproti tomu (-)-katechin,

20



(-)-epigalokatechin, kyselina ferulova, rutin a kyselina trans-cinnamova odolavaly degradaci

vyvolané zménami pH [18] .

3.1.3 Antioxidacni aktivita fenolickych latek
Studie prokazuji, Ze fenolické latky maji antioxidaéni vlastnosti [19]. Mezi chemickou
strukturou a antioxidacni aktivitou fenolickych sloucenin bylo zjisténo nékolik vztahda.
Antioxidacni potencial fenolickych latek zavisi na poctu a uspofadani hydroxylovych skupin
[20]. Chemické metody a instrumentace pouZivané k méreni antioxidacni aktivity zaznamenaly
v poslednich nékolika letech vyznamny pokrok. Dfivéjsi metody méri ucinnost antioxidant(
proti tvorbé konkrétnich druhd oxidacnich produkti a jsou tedy vétSinou zaloZeny na méreni
oxidace lipidd. Doposud byly rGzné chemické testy spojené s vysoce citlivymi
a automatizovanymi detekénimi technikami pouzivany k vyhodnoceni antioxidacni aktivity
specialnimi metodami, jejichZz principem byla antioxidacni reakce s radikdlem organického
kationtu (ABTS metoda), antioxidacni reakce s organickym radikdlem (DPPH metoda),
antioxidacni reakce s komplexem Fe (lll) iontl (FRAP metoda). Stanoveni antioxidacni aktivity
pomoci vybranych metod jsou obecné spojeny s jejich schopnosti neutralizovat urcité typy

radikald.

Chemické testy méfici antioxidacéni aktivitu jsou dostupné, rychlé a typicky automatizované
a vyuzivaji se predevsim pfi screeningu a prvotnim hodnoceni novych antioxidacnich sloucenin
nebo ovocnych extraktll [21]. Co se tyCe metody s radikdlem organického kationu (ABTS
metoda) zaloZené na eliminaci radikal(i, je obecné metodou spocivajici v hodnoceni
schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly, které mohou byt v reakéni smési vytvareny nebo
jsou do reakéni smési aktivné pridavany. Z chemického hlediska jde o radikaly kyslikové nebo
syntetické. Metoda vyuzivajici ABTS radikal je jednou z nejpouzivanéjsich metod pro stanoveni
celkové antioxidacni aktivity TAA (total antioxidant activity). Testuje schopnost vzorku ¢i latek
zhaset kation-radikdl ABTSe+ (2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)). Je
Casto oznacovana jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), vzhledem
k tomu, Ze vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana s antiradikalovou aktivitou
syntetické latky Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovd kyselina).

Antioxidacni aktivita se sleduje spektrofotometricky pfi vinové délce 734 nm.
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Metoda vyuzivajici pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity DPPH radikal je povaZovana za jednu ze
zakladnich metodik pro posouzeni antiradikdlové aktivity Cistych latek i rdznych smésnych
vzork(. Princip spociva v reakci testované latky se stabilnim radikdlem 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylem (DPPH). P¥i reakci dochazi k redukci radikdlu a jeho odbarveni za vzniku
DPPH-H (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazinu). Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky
pfi vinové délce 515 nm. U smésnych vzork( je antiradikdlova aktivita nékdy vyjadifovdna
v ekvivalentech kyseliny askorbové nebo v jednotkach standardu Troloxu. Dalsi metodou pro
hodnoceni antioxidacnich vlastnosti vzork( je metoda FRAP, zaloZena na principu chemické
redukce Zelezitého komplexu (2,4,6-tripyridyl-s-triazin + Fe (lll)) na modfe zbarvenou
Zeleznatou formu. Jednd se tak o kolometrickou metodu stanoveni antioxidacni aktivity.
Zvyseni absorbance pfi 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu Fe (ll) je mirou antioxidaéni
aktivity vzorku. Tato metoda analyzuje redukéni aktivitu biologickych materidld (napf.
plasmy), antioxidant(l v potravinach a vodnych roztokd Cistych latek [22]. Existuje vsak jistd
korelace mezi strukturou latek a jejich antioxidacni aktivitou. Se zvySujicim se poctem

hydroxylovych skupin se zvysuje antioxidac¢ni aktivita [20, 23, 24].

V nasi studii jsme antioxidacni aktivitu hodnotili vyuZitim metody na zakladé tzv. ,Trolox
equivalent antioxidant capacity assay” (TEAC) v 96-jamkovych mikrotitracnich destickach.
Spociva v reakci testované latky se stabilnim radikdlem difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-
difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Pi reakci dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazin). Zaroven v této studii byly porovnany antioxida¢ni charakteristiky navic
i pomoci vybrané detekéni techniky ve formé kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci CoulArray (CA) a porovnani ziskanych vysledk( s detektorem diodového pole (DAD)
a detektorem nabitého aerosolu (CAD). Z dosazenych vysledku studie vyplynula korelace mezi
CA detekci a TEAC stanovenim. Z béiné péstovanych odrid dosahovaly vyssich obsahi
fenolickych latek odridy ‘Rubinola” a ‘Reluga’, ale odridy vyhodnocené pomoci CA detekce
patfily i v této metodé k tém s vyssim obsahem antioxidacné aktivnich latek. TEAC metoda je
sice bézné pouzivana, ale nepfindsi informace o sloZeni jableCného extraktu, zatimco CA
detekce ve spojeni se separaci kombinuje popis jak sloZeni, tak aktivity téchto latek. Sama
0 sobé je ale nedostatecné citliva a selektivni pro rozliseni jednotlivych latek a opét je potfeba

zkombinovat jeji vysledky s dalSi metodou detekce, napr. spektrofotometrickou.
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Z praktické stranky, metoda TEAC umoznuje nejrychlejsi stanoveni celkového obsahu
bioaktivnich latek, avSak je manudlné narotnd a nachylnd ke vzniku nahodnych
chyb. V porovnani s ni je metoda CoulArray detekce ¢asové ndroc¢néjsi, ale vznik ndhodnych
chyb pfi automatizovaném nastriku extrakt( je minimalizovany. Metody DAD a CAD zaujimaji
samostatné postaveni v analyze ovoce, z divodu identifikace konkrétnich obsahovych latek.
Vyraznym omezenim pouziti CAD detekce je jeji univerzalni odpovéd na obsah eluovanych
latek ve stejném retencnim case. CAD detekce vyZaduje pro analyzu vzorkd s komplexni
matrici jako jsou pravé rostlinné/ovocné vzorky pouzivani delSich gradientl, aby doslo ke

kompletni separaci i minoritnich slozek extrakt(.

3.14 Metody identifikace a stanoveni fenolickych latek
Rostlinné extrakty obsahuji rlzné typy bioaktivnich sloucenin s rdznou polaritou, jejich
separace stale z(stdva velkou vyzvou pro proces identifikace a charakterizace bioaktivnich
slouc¢enin. Fenolické latky vykazuji redukéni vlastnosti, proto jsou metody pro celkové
stanoveni téchto latek zaloZeny na oxidacné-redukénich vlastnostech. Mezi nejbéznéji
pouzivané metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych |atek patfi metody
spektrofotometrické. Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek je pouzivana metoda
svyuZitim Cinidla Folin-Ciocalteua, dale metoda podle Price a Butlera (PBM),
metoda s pouZitim aminoantipyrinu (AAPM) a metoda redukce médnatych iontll (CUPRAC)

[25].

V dnesni dobé se nejcastéji pouziva vysokoucinnd kapalinovd chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) s detekci raznych typu, jako UV-VIS detekce, ¢asto ve formé DAD a hmotnostni
detekce (MS). Mezi starsi metody se fadi papirova chromatografie (PC) a chromatografie na
tenké vrstvé (TLC), které se daji vyuzit jako orientacni. V mensi mife jsou pro stanoveni
fenolickych latek vyuzivany plynovd chromatografie (GC) a kapildrni zénova elektroforéza
(CZE). V poslednich letech se do popredi stale vice dostava MS detekce, ktera je vhodna pro

identifikaci a objasnéni struktury téchto latek.
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3.2 Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC) je dlleZitou analytickou metodou béiné
pouzivanou k separaci a kvantifikaci sloZzek kapalnych vzorkl. Existuje nékolik zpUsobu
kapalinové chromatografie v zavislosti na typu pouZité stacionarni a/nebo mobilni faze.
Metoda HPLC separuje a detekuje kazdou slouceninu na zakladé rychlosti, kterou je eluovana

pres chromatografickou kolonu. Obrazek 2 ukazuje priklad HPLC separace.

1. Vzorek se zavede do kolony s mobilni fazi

2. Separace na zakladé rlizné rychlosti pohybu kazdé slouceniny

Injektor = I_l . : .
Cerpadlo na \ — \

rozpoustédlo

= \ms

Detektor

;

N

~

—
U
Chromatogram A

Mobilni faze

Obrdzek 2 Schematické zndzornéni prikladu chromatografické separace [26]

U metody vysokotlaké kapalinové chromatografie existuji dvé faze, jednak mobilni faze,
kapalina, kterd je unasena pres kolonu a vymyva cilovou slouceninu. Stacionarni faze je ¢ast
kolony, kterd interaguje s cilovou slouéeninou. Cim siln&ji je afinita (nap¥. van der Waalsova
sila) mezi analyzovanou slozkou a mobilni fazi, tim rychleji se slozka pohybuje kolonou spolu
s mobilni fazi. Na druhou stranu, ¢im silnéjsi je afinita ke stacionarni fazi, tim pomaleji se
pohybuje kolonou. Obrdzek 2 ukazuje priklad, ve kterém ma Zluta slozka silnou afinitu k
mobilni fazi a rychle se pohybuje kolonou, zatimco rliZova slozka ma silnou afinitu ke

stacionarni fazi a prochazi pomalu. V zavislosti na sloZzeni mobilni faze jsou obecné pouzitelné
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dva rlizné rezimy. Jestlize sloZzeni mobilni faze zlistava béhem separac¢niho procesu konstantni,
jednad se o izokratickou eluci. KdyZ se ale béhem separace méni sloZzeni mobilni faze, je systém
definovan jako separace s gradientovou eluci. PouZziti a vybér vhodné chromatografické kolony
je srdcem jakéhokoli HPLC systému. Je zodpovédna za odpovidajici oddéleni sloZzek vzorku.
Separacni ucinnost koreluje s vnitfnim primérem kolony, délkou kolony a typem a velikosti
Castic sorbentu. V zavislosti na poZzadované aplikaci je v této dobé komeréné dostupnych
mnoho HPLC kolon. Rlzné stacionarni faze podporuji rlizné separacni mechanismy — bézné
jsou materidly pro normalni fazi, reverzni fazi, iontoménicovou, afinitni, chirdlni nebo

hydrofilni interakéni HPLC.

Cilem detekce je identifikovat retentni ¢as a mnoiZstvi latky, kterd je eluovana
z kolony. V soucasnosti je k dispozici fada detektor( v zavislosti na struktute analytu. B&Znymi
vyuzivanymi detekénimi technikami jsou refraktometrické, UV/VIS, elektrochemické

a fluorescencni detektory.

3.3 ReserSe metod pro stanoveni vybranych fenolickych latek
Dle prostudované odborné literatury je pro stanoveni fenolickych latek vyuzivano Siroké
spektrum rozli¢cnych metod, lisici se zvolenymi postupy Upravy vzorku, podminkami separace

a nasledné detekce.

V Tabulce 1 je moZné srovnat podminky jednotlivych separaci uvedenych v predeslych
studiich, které se zabyvaly separaci obsahovych latek v rostlinném materidlu (ovoce). Je
zfejmé, Ze kolony s C18 sorbentem, jsou pro separaci fenolickych latek velmi ¢asto vyuZivané
a délka kolony i separace pak odpovidd mnoiZstvi stanovovanych latek. VétSinou jsou
pouzivané delsi kolony, pravé z davodu velkého poctu obsahovych latek. Detekce probihala
prevainé pomoci spektrofotometerického detektoru pfti rlznych vinovych délkach. Jak je

mozné vidét v tabulce, Ize tyto metody vyuZit i u rlznych druh( ovoce.

Jako staciondrni faze byla ve vSech studiich pouzita kolona se sorbentem C18. Posledni studie
pouzila kolonu Kinetex® s povrchové poréznimi ¢asticemi, kterd ma mensi délku (100 mm)
a velikost castic (2,6 um). Podle praméru kolony od 4 mm a vySe a zaroven velikosti ¢dastic
5 um lze usuzovat, Ze kromé posledni studie se jednd spiSe o HPLC nez UHPLC metody. Mobilni

faze byla ve vétsiné pripadUl okyselena voda kyselinou mravenci nebo octovou o pH v rozmezi
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2,8-3,1 spolecné s acetonitrilem, pripadné methanolem. Dlvodem vyuZiti okyseleného pH
bylo potlacenitvorby iontl pfiionizaci, ziskani lepsi symetrie pikd a zvySeni U¢innosti separace.
Nejcastéji vyuzivanym detektorem je DAD, a také se pouziva i hmotnostni spektrometr.
Vétsina analyz trva desitky minut v zavislosti na poctu stanovovanych latek a typu detekce.
V nékterych studiich byla pro pfipravu vzorku vyuZzita ultrazvukova lazen v procesu extrakce.
Naproti tomu nase studie, ve které jsme vyvinuli metodu, trvajici 17 min, s vyuzitim kolony o
délce 150 mm a optimalizované gradientové eluce jsme schopni dosahnout Ucinné separace

latek, které potfebujeme detekovat v analyzovanych vzorcich jablek v krat$im case.
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Tabulka 1 Prehled chromatografickych metod pro stanoveni fenolickych latek v jablkdch a hruskdch

Pouzita .
Matrice Stanovované latky chromatograficka Mobilni faze Detektor Doba a'nalyzy PouZita literatura
kolona (min)
kvercetin, epikatechin,
prokyanidin B1, B2, C1, kys.
p-kumarova, kys. trans-
skoricova, dihydrat A: H,0 + CH3;COOH
chloridzinu, kys. gallova, (0,5%)
Jablka katechin, klys. Luna C18 (250 x 4,6 B: CH,0H DAD 160 [27]
chlorogenova, kys. mm, 5 um)
ferulova, kys. kdvova, rutin . ,
trihydrat, avikularin, kys. gradientova eluce
protokatechovd, hyperosid,
isokvercitrin, kvercitrin,
prokyanidin A2, rejnoutrin
kys. p-hydroxybenzoova,
eriodiktyol, kys. ferulova,
kys. p-kumarova, kys. A: H,0 + CH;COOH
gallova, kvercetin, (2%)
apigenin-7-glukosid, kys. Agilent Eclipse XDB B: CH:OH
Jablka chlorogenova, kys. C18 (250 x 4,6 mm, ' DAD 50 [28]
syringova, kys. kdvova, kys. 5 pum)
rosmarinova, epikatechin, . ,
. . gradientova eluce
katechin, rutin, resveratrol,
hesperidin, naringenin,
luteolin, apigenin, akacetin
katechin, epikatechin, A: H,O + HCOOH (2%)
kvercetin-3-galaktosid, Mightysil RP18 ODS B: ACN + H,0 +
Jablka floridzin, prokyanidin B2, (250 x 4,6 mm, HCOOH (2%) MS 50 [29]

kys. chlorogenova a kys.
kavova

5 um)

gradientova eluce
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Pouzita

Doba analyzy

Matrice Stanovované latky chromatograficka Mobilni faze Detektor (min) Pouzita literatura
kolona
kys. gallova, kys.
protokatechova, katechin,
epikatechin, floridzin, kys. A: H,0 + CH3COOH
p-kumarova, kys. kdvova, Nucleosil 120 C18 (2%)
Jablka kys. chlorogenova, rutin, (250 x 4,6 mm, B: CH3OH DAD 75 [30]
prokyanidin B2, kvercetin 3 um)
hyperin, isokvercitrin, gradientova eluce
avikularin, kvercitrin,
rejnoutrin
kvercetin-3-0-galaktosid, _
rutin, kvercitrin, floridzin, YMC-Pack ODS-A A H(I;F)/E\)(I‘,-IN(Z%)
Jablka kys. chlorogenova, C18 (250 x 4,6, ) PDA 60 [31]
katechin, epikatechin, 5 um) . .
. . gradientova eluce
avikulin, kvercetin atd.
hyperosid, rutin, kvercitrin, A: H,0 + CH3COOH
floridzin, prokyanidin B1. YMC-Pack ODS-A (2%)
Jablka B2, kys. chlorogenova, C18 (250 x 4,6 mm, B: ACN PDA 55 [32]
katechin, epikatechin, 5 um)
avikulin, isokvercitrin gradientova eluce
A: H,0 + H3POq4
epikatechin, rutin, kys. B: ACN
chFI)orogenové roridZin 100-5 HD EC
Jablka A g Nucleosil C18 (250 x | . I UV-VIS 50 [33]
kys. kdvova, kys. ferulova, 4,6 mm, 5 um) izokraticka eluce, start
kys. p-kumarova ! ! 95:5 (v/v) A:B, konec
70:30 (v/v) A:B
e 140 - HcooN 4
Jablka kavova, kys. chlorogenova, Xterra C18 (100 x B: CH5OH DAD 70 [34]

floridzin, kvercetin,
kvercetrin atd.

3,9 mm, 5 um)

gradientova eluce
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Pouzita

Doba analyzy

Matrice Stanovované latky chromatograficka Mobilni faze Detektor (min) Pouzita literatura
kolona
katechin, kyselina
chlorogenova, procyanidin
camarayichinadd A: 20 + CH,COOH
) . B: H,O + ACN +
Jablka epikatechin, Nova-Pac C18 (30 x CH,COOH DAD 80 35]
feruloylglukoza, p- 3,9 mm, 5 um)
kurr?aroylglu.kc?za, hy.perln, gradientova eluce
isokvercitrin, rutin,
avicularin, floridzin,
kvercitrin
feralo, e p ke A: H:0 + CH,COOH
Jablka kys. kdvova, kys. skoticova, Luna-C18 (250 x 4,6 B: methanol DAD 40 [36]
. . L mm, 5 um)
kvercetin, rutin, floridzin, . ,
. gradientova eluce
floretin
kys. gallova, katechin, kys.
4I<-2\\/lg\:gxzbs,enzol'oi\r:agl\(/és' Thermo Scientific A: ACN
va, Kys. Syringova, . B: H,0 + CH3COOH
Jablka vanilin, kys. ferulova, Acclaim 120, C18 (PH 2,6) DAD 30 37]
floroglucinol, kys. (150 x 3,0 mm, PH <
benzoova, kys. salicylova, 3 um) . ,
floridzin, kvercetin, floretin, gradientova eluce
kys. skoficova
procyanidin B1, B2,
katechin, kyselina A:H,0+0,01 M
chlorogenova, kyselina Nucleosil 120 C18 HsPO4
Jablka, hrusky kavova, epikatechin, rutin, (250 x 4,6 mm, B: ACN DAD 25 [38]

glykosidy kvercetinu,
xyloglukosid floretinu,
floridzin

5 um)

gradientova eluce
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Pouzita

Doba analyzy

Matrice Stanovované latky chromatograficka Mobilni faze Detektor (min) Pouzita literatura
kolona
arbutin, kys. gallova, 5-
hydroxymethylfurfural,
procyanidin B1, B2, 4-
hydroxybenzoova kys. A: H,0 + CH3COOH
katechin, kys. Aqur?mrili(jr?g j_ 46 B: H,0 + CH3;COOH
Y . o , 0
Jablka, hrusky chlorog.enova], ky§. kavov.a, predkolona C18 ODS (0,05%) + ACN MS 60 [39]
kys. syringova, epikatechin,
) (4 x3,0mm) . .
kys. p-kumarova, kys. gradientova eluce
ferulova, kys. sinapova,
floridzin, floretin, kvercetin,
kys. skoficova
. . 0,
i oot | chvogert 10 | 140 00K 4%
Jablka, hrugky | 82"OVe UMM NYPETOzId, 4y g 550 « 4 mm, ' DAD 25 [40]
hirsutrin, floridzin, arbutin, 5 um)
kvercitrin H gradientova eluce
kys. nechlorogenova, kys.
chlorogenova, katechin, ) o
rutin, epikatechin, LiChrospher® 100 A: H0 ;H:COI\?H (2%)
Hrusky hyperozid, hirsutrin, C18 (150 x 3,2 mm, ' DAD 52 [41]
kyanidin-3-0-galaktozid, 5 um) . .
peonidin-3-0-galaktozid, gradientova eluce
izorhamnetin
Var:’”('wé . sg _kurr;ar‘(’)\;é Kromasil® 100 C18 (0,5%)
Hrugky , KYs- P ' (250 x 4,6 mm, B: ACN DAD 86 [42]

kys. ferulova, kys. ursolova,
kys. oleanolova, katechin,
epikatechin

5 um)

gradientova eluce
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Pouzita

Doba analyzy

Matrice Stanovované latky chromatograficka Mobilni faze Detektor (min) Pouzita literatura
kolona
arbutin, rutin, epikatechin, A: H,0 + CH3COOH
katechin, kys. . 0,5%
chlorogenova ky! gallova Kromasil® 100 C18 B: HéOOH)(l%)
Hrusky e ’ (250 x 4,6 mm, DAD 86 [43]
kys. vanilova, kys. p- 5 um) + ACN
kumarova, ky. ferulova, ky. Hm
oleanolova, kys. ursolova gradientova eluce
kys. chlorogenova, kys.
kaftarova, kys. kdvova, kys.
p-kumarova, kys. ferulova,
kys. kryptochlorogenova,
kys. gentisova, kys.
ellagova, kys. 4-
hydroxybenzoova, kys.
gallova, kys. homovanilova,
kys. sinapova, kys. A: H,0 + HCOOH
nechlorogen,ova, .kys.' Kinetex® 100 C18, (0,1%)
Hrugky protokatechovd, apigenin, (100 x 4,6 mm, B: methanol DAD 35 [44]

arbutin, epikatechin,
katechin, kuromanin,
kyanidin, kyanidin-3-
rutinosid, fisetin,
epigallokatechin, etylgallat,
morin, izorhamnetin,
kaempferol, piceid,
myricetin, prokyanidin B1,
rutin, hyperozid, hirsutrii,
kvercitrin, t-resveratrol,
taxifolin, tyrozol

2,6 um)

gradientova eluce
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3.4 Metody ptipravy vzorku pro stanoveni fenolickych latek

Pfiprava vzorku kanalyze zavisi na typu vzorku (tuhy vs. kapalny vzorek) a povaze
stanovovanych analytl, kdy vyznamnou roli pfi volbé postupu pfipravy vzorku maji fyzikdlné
chemické vlastnosti sloucenin, stabilita a nachylnost k degradaci. DalSimi aspekty, které
ovliviiuji zpracovani vzorku, jsou zvolené separacni, detekéni podminky, selektivita vs.
vytéznost pouzité metody pfipravy vzorku. Cilem pfipravy vzorku je zachovat v extraktu cilové

analyty a odstranit slozky matrice.

Obecné jsou fenolické slouceniny povazovany za polarni az stfedné polarni slouceniny, které
jsou nachylné k degradaci po vystaveni zareni, oxidaci a zvySené teploté. Jejich extrakce
z rostlinného materidlu maze byt ndrocna kvili polarité matrice a pritomnosti sloucenin
s podobnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi. Pro extrakci fenolickych sloucenin jsou
pouzivany jednak konvencni, tak Setrné nekonvencni extrakéni pristupy. Mezi nejcastéjsi
konvencni postupy pfipravy vzorku patfi macerace a Soxhletova extrakce, které se stale bézné
pouzivaji v mnoha laboratofich, i pres jejich nékolik nevyhod, véetné dlouhé doby extrakce,

spotireby rozpoustédla a mozné degradace sledovanych analytd [45].

Extrakty z ovoce predstavuji matrici s vysokou enzymatickou aktivitou, a proto je tfeba zajistit
spravny postup extrakce pro co nejvyssi vytéznost cilovych analytd. PouZité podminky pfipravy
vzorku by proto mély byt co nejSetrnéjsi, aby se zabranilo oxidaci, tepelné degradaci a dalSim
chemickym a biochemickym zménam ve vzorku/extraktu. Postup pfipravy vzorku bude vidy
zaviset na povaze cilovych analytl a matrici (druh ovoce, ¢asti ovoce, zplisob provedeni
extrakce, odpadni material...). V dostupné literatuie bylo napfriklad prokazano, ze pti extrakci
pomerancové klry methanolem, ktera probihala pod zpétnym chladi¢em, ndsledné
s odparenim do sucha a rozpusténim v dimethylformamidu, byl extrakt bohaty na flavony
a glykosylované flavanony, zatimco extrakt pfipraveny zasaditou hydrolyzou NaOH obsahoval

prevaziné fenolové kyseliny a flavonoly [46].

Nejjednodus$imi Upravami vzorku pied samotnou analyzou je ziedéni a filtrace. Ciré $tavy
v idedInim pripadé vyZaduji minimalni pfipravu vzorku kromé centrifugace a/nebo filtrace. Ve
studii Pearsona [47] byla pro analyzu jablecné stavy pouzita filtrace pres
polytetrafluorethylenové filtry. Byly identifikovany a zdroven stanoveny fenolické slouéeniny

pomoci HPLC pfi charakteristickych vinovych délkach jako 316 nm (hydroxycinnamaty),
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520 nm (antokyany), 280 nm (flavan-3 -oly) a 365 nm (flavonoly). Kolektiv Guyota [48]
analyzoval jablka, kterd pfed pfipravou vzorku osetfil 3% roztokem kyseliny mravenci, aby se
zabranilo oxidaci vzorku. Vzorky duzniny pak byly zmrazZeny, lyofilizovany a extrahovany
hexanem, aby se odstranily lipidy, karotenoidy a chlorofyl. Cukry, organické kyseliny a fenoly
s nizkou molekulovou hmotnosti byly poté extrahovany methanolem a polymerizované fenoly
byly ziskdny ze zbytku extrakci vodnym acetonem. Suchy methanolovy extrakt a suché
acetonové extrakty byly analyzovdny pomoci HPLC s reverzni fazi spojenou s detektorem
diodového pole po thiolyze, aby bylo mozné kvantifikovat fenolické slouceniny jako derivaty
kyseliny hydroxyskoticové, flavan-3-oly, flavonoly a dihydrochalkony. Fenolické latky,

které v ziskanych extraktech prevladaly, byly identifikovany jako prokyanidiny.

Nejrozsirenéjsimi z extrakénich metod jsou extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) a extrakce na
tuhou fazi (SPE). Schéma extrakénich procesu je znazornéno na Obrazku 3. Jedna se o rutinné
nejvice pouzivané metody. Vyhodami LLE je jednoduchost provedeni a nenaroénost vybaveni.
Znacné nevyhodnou vlastnosti je vysokd spotfeba vzorku i extrakénich Cinidel. Diky této
nevyhodé jsou proto stdle Castéji vyuzivanymi SPE metody, které snizuji spotfebu ¢inidel,

umoznuji vétsi precisténi vzorku, zakoncentrovani analytu a umoZniuji automatizaci. Tento

vevys

Protfepani
T nemisitelného T

f——" "] vrstev e — ] Analyt
rozpoustédla rozpudtény v
rozpoustédle s
nizsi hustotou

— —
\ Analyt
rozpustény v
rozpoustédle s
vyssi hustotou

Separacni
kohout

Obrdzek 3 Schéma procesu pri LLE extrakcich [49]
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Obrazek 4 Priklad procedury QUEChERS (SPE priprava vzorku) pro stanoveni pesticidi [50]

Trendem pfi vyvoji extrakénich postupl je snizeni objemu analyzovaného vzorku i extrakénich
¢inidel a zkraceni ¢asu nutného pro Upravu vzorku. Jedna se o metody zaloZzené na LLE —
extrakce do jedné kapky rozpoustédla, extrakce pomoci dutého vldkna a disperzni LLE
mikroextrakce [51]. Pfikladem jsou také SPE metody extrakce pomoci plnénych Spicek pipet
nebo mikroextrakce pomoci plnéné strikacky (MEPS), ¢asové narocnéjsi mikroextrakce na

tuhou fazi (SPME) nebo sorpcni extrakce pomoci michadla.

Mikroextrakce na tuhé fazi (SPME) je technika, kterd se Siroce pouziva jako metoda pfipravy
vzorku pro plynovou chromatografii (GC). Méné se pouzivd pro kapalinovou chromatografii
(HPLC), a tedy jeji pouziti pti analyze fenolickych sloucenin v ovoci je z hlediska dostupné
literatury méné popsano. Dale stéZuje odbér vzorku nerovnomérné rozloZeni fenolickych

sloucenin v ¢astech plodd/rostlin.

Béhem nékolika poslednich let byly preferovany nekonvencni pfistupy umoznujici aplikaci
ekologicky Setrnych rozpoustédel, zkraceni doby extrakce, sniZeni spotfeby rozpoustédla
a nizkou spotifebu energie. Jedna se o extrakci svyuZitim ultrazvukové lazné, extrakce
superkritickou tekutinou v riznych modifikacich (SFE), véetné extrakce plynem expandovanou

kapalinou a extrakce za zvySeného tlaku.

Ultrazvukova extrakce je jednoduchy pristup, ktery se Casto pouziva pro extrakci poldrnich
slou¢enin z ovocnych matric. Tento postup se vyznacuje dostatecnou extrakéni Ucinnosti.
Pouzité polarni rozpoustédlo je vybrano s ohledem na rozpustnost slouéeniny, zatimco cas

extrakce je potfeba optimalizovat. Mezi vyhody modernich pfistupll muiZeme uvést
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efektivnost, malé mnoiZstvi vzorku a rozpoustédla, zkraceni doby extrakce, jednoduchost
instrumentace a jednoduché ovladani. Tyto metody pfipravy vzorku jsou bézné pouZzivany pfi
stanoveni sekundarnich metabolitd jako jsou flavonoidy, alkaloidy a fenolové kyseliny.
Extrakénim Cinidlem je nadkriticka tekutina. Jeji pfednosti je nizka viskozita a vysoka difuzivita,
coz umoznuje rychlou aucinnou extrakci analytld. SFE je metoda ekologicka, plné
automatizovatelnd a vhodna pro extrakci tepelné nestabilnich sloucenin. Vyznamné se tento
typ extrakce uplatiiuje pfi izolaci bioaktivnich latek rdzné polarity (napf. u fenolickych latek)

z rostlinné matrice.

Mezi dal$i mozZnosti pfipravy vzorku patfi mikrovinna extrakce. Principem této metody je, Ze
vlivem mikrovinného zareni dochazi ke zvysSeni teploty a tlaku, teplo je absorbovano
molekulami rozpoustédla na zakladé jejich dielektrické konstanty, a dochazi k difuzi analyt(
z matrice do finadlniho extraktu. Vyhodami této metody pftipravy vzorku je predevsim
efektivnost, rychlost a vyssi vytéznost. Vyuziti této metody je hlavné v oblasti analyz tékavych
a netékavych latek. Degradace nestabilnich latek pfi vysoké teploté muze byt limitujicim
faktorem pro rozhodnuti vyuzit tuto metodu pro pfipravu vzorku. Obecné Ize této metody
vyuzit pro pfipravu vzorku ke stanoveni flavonoidl, fenolickych kyselin, silic, alkaloidQ,

saponin(, kov, ale i pesticida.

3.5 Pristupy pro chromatografickou analyzu fenolickych latek

MnozZstvi a rozmanitost fenolickych latek a extraktl zrGznych druh( rostlinné matrice
vyZaduje rGzné pristupy k jejich separaci a identifikaci. Proto tradi¢ni spektrofotometrické
metody byly v mnoha pfipadech nahrazeny chromatografickymi analyzami s detektory
s vysokym rozliSenim, aby poskytly profily a jednoznacnou identifikaci jednotlivych fenolickych
latek. DalSimi metodami, které jsou vyuzivany k separaci fenolickych sloucenin jsou kapilarni
zénova elektroforéza (CZE) a miceldrni elektrokinetickd kapilarni chromatografie. Vétsina
téchto separaci pouziva pufry o pH 8,0 — 10,5, které jsou vhodné pro vétsinu fenol(, ale nejsou

vhodné pro antokyany citlivé na zmény pH.

Ve studii Costy a kol. [52], kde byla feSena otazka stability antokyan(, bylo potvrzeno, ze
jednim z hlavnich faktor(i, které ovliviuji stabilitu téchto pigmentl, je jejich chemicka

struktura, pH a teplota. Byly stanovovany antokyany kyanidin 3-glucosid, kyanidin 3-rutinosid,
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delphinidin- 3-glucosid a delphinidin 3-rutinosid ve stavé z ¢erného rybizu metodou kapilarni
zonové elektroforézy. Podminky separace byly testovany pfi standardnim pH pro antokyany,
coz bylo pH 8, s tim, Ze byla prokazana vyssi senzitivita pro cilové analyty (cyanidin 3-glukosid,
cyanidin 3-rutinosid a delphinidin 3-glukosid s pouZitim pH 1,5 pfi koncentraci 25 mg/ml,
zatimco pfi pH 8 doslo k separaci minoritich pikd, ale pfi vyssi koncentraci 4 mg/ml.

Spektrofotometricka detekce probihala pfi vinové délce 520 nm.

Pro fenolické latky, identifikované a stanovené plynovou chromatografii (GC) je
nékdy v pfipravé vzorku nutny derivatizacni krok. Soleas a kol. [53] pouzili derivatiza¢ni Cinidlo
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid/pyridin  (BSTFA/pyridin) pro analyzu 15 biologicky
aktivnich latek (kyselina vanilovd, kyselina gentisova, kyselina m- a p-kumarova, kyselina
gallovd, kyselina ferulova, kyselina kdvova, cis- a trans-resveratrol, epikatechin, katechin,
morin, kvercetin a cis- a trans-polydatin) ve viné pomoci GC-MS. Metoda GC-MS
spole¢né s ucinnou separaci 15 fenolickych sloucenin by méla byt vhodna pro stanoveni
fenolickych latek v fadé druhl ovoce, problémem muze byt stabilita téchto latek pti vyssi

teploté separace.

Vyuziti HPLC s reverzni staciondrni fazi se vyhyba nutnosti derivatizace jako tomu bylo u GC-
MS/MS a je univerzalni metodou pro tyto Ucely z hlediska Uspory rozpoustédel a dalsich

vyhod, véetné stability analyzovanych latek.

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC-MS) je v soucasnosti
stale Castéji pouzivanéjsi analytickou metodou, jejiz aplikovatelnost je velmi Siroka. Vyhodou
spojeni je moznost soucasné separovat a identifikovat slozitéjsi smési latek (komplikované
matrice), pficemzZ se vyuziva vysoké ucinnosti separace a selektivity HPLC/UHPLC techniky
a citlivosti hmotnostniho spektrometru. Pro metodu LC/MS byly vyvinuty ioniza¢ni techniky
pracujici za atmosférického tlaku (elektrosprej ESI a APCl), kdy se mobilni faze pfimo ucastni
ioniza¢niho procesu. lonizace elektrosprejem neboli ESI technika se pouzivd predevsim pro
silné polarni latky, APCI pro méné polarni latky a pro nepolarni latky se bézné pouziva
fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [54]. Hmotnostnim analyzdtorem byva trojity
kvadrupdl, iontova past nebo analyzator doby letu. DulezZity je také vybér mobilni faze, ktera
ma vliv na tvorbu iontd. Jako mobilni faze se ¢asto pouzivda methanol/voda, acetonitril/voda

nebo kombinace obou organickych rozpoustédel methanol/acetonitril/voda. Veskera aditiva

evvs
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k potlaceni intenzity signalu. Z kyselin se nejc¢astéji pouzivaji kyselina mravenci, octova ci

trifluoroctova, z pufrli to jsou mravencan amonny nebo octan amonny.

Metoda LC-MS, respektive LC-MS/MS, se wvyuZiva pro vysoce selektivni ultrastopovou
kvantitativni analyzu komplexnich matric, zejména v potravinarstvi, farmacii, toxikologii nebo
ekologii. Pomoci této techniky je moZné analyzovat predevsim netékavé poldrni latky s velmi
slozitou strukturou, napfr. fenolické slouceniny, pesticidy. Princip ionizace elektrosprejem u LC-

MS techniky je zndzornén na Obrazku 5.

Vzorek + mobilni faze
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Obrazek 5 Schematické zndzornéni procesu a princip ionizace elektrosprejem [55]

3.6 Vyvoj HPLC metody pro separaci fenolickych latek v ovoci

Soucasny vyzkum fenolickych latek v ovoci probiha ve tfech hlavnich oblastech, které maji viiv
na vybér ptipravy vzorku a dllezZitost pfipisovanou tomuto kroku v celkové analyze. Jednou
z nich je identifikace novych sloucenin, jejich rozmanitost a ¢etnost pfi vyuZiti modernich
citlivych analytickych detekénich technik. Druhy pohled se tyka pochopeni tlohy fenolickych
latek jako sekundarnich metabolitli v rostliné. Za treti, existuje zajem o jejich antioxidaéni
vlastnosti, jako alternativy k syntetickym antioxidantiim v potravinarském primyslu a jako

slozky lidské stravy. Makronutrienty, jako jsou sacharidy, bilkoviny a mastné kyseliny, jsou
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pravidelné kvantifikovany, protoze pfimo ovliviuji kvalitu hotového produktu. Jako
mikroziviny se fenolické latky pfi zpracovani nepovaZzuji za tak duleZité (a to navzdory
skutecnosti, Zze v mnoha pfipadech je zména kvality potravin spojena s oxida¢nimi reakcemi
obsahovych fenolickych latek, napf. pfi ,hnédnuti”). Soucasny trend smérem ke zvySeni
informovanosti spotrebitell a poptdvce po potravinach se zdravi prospéSnymi latkami

(takzvané ,funkéni potraviny“) vSak mlze vést k tomu, Ze kvantifikace fenolickych latek bude

vvvvvv

Znacnou komplikaci pfi separaci fenolickych latek jsou sloZité matrice ovoce, jednd se
predevsim o dalSi obsahové latky napf. polysacharidy, fytosteroly, proteiny, vitaminy, stopové
prvky a mnoho dalSich latek. Také zastoupeni fenolickych latek je zavislé na druhu ovoce a na
jeho rozlozeni ve slupce a duzniné. V jable¢né slupce je oproti duzniné pomérné vysoké
mnozstvi fenoll. Z dvodu Sirokého spektra polarity fenolickych latek je obtizné vyvinout
ucinnou gradientovou eluci a dosahnout dostatecné separace vsech fenolickych analyt(.
Jelikoz vétsina fenolickych latek je aromatickd a dobfe rozpustna ve vodé, vyuziva se reverzni

staciondrni faze (C18) a polarni mobilni faze [56, 57].

Dalsi komplikaci prfedstavuje strukturni podobnost fenolickych latek a také jejich konjugace
srlznymi typy cukrid. Ztohoto dlvodu je nutna vysokd chromatografickd selektivita
a rozliseni, pro zlepseni separace se vyuziva Uprava pH mobilni faze a rGzny profil gradientu.

Problém m{Ze také vzniknout pfti koeluci raznych skupin fenolickych latek.

Velmi dllezitym krokem optimalizace analytické metody je nalezeni vhodnych podminek pro
separaci a kvantifikaci cilovych analytll, v tomto pfipadé fenolickych latek. V této praci byla
nejprve vyvijena metoda pro 10 hlavnich obsahovych latek: kyselina gallova, chlorogenova
a kdvova, katechin, epikatechin, rutin, kvercitrin, kvercetin, floretin a floridzin. Pfi porovnani
sloZzeni extraktl z jablek byl seznam sledovanych analytl zredukovan na kyselinu gallovou,

kyselinu chlorogenovou, epikatechin, rutin, kvercitrin, floridzin a floretin.

Pfevaina cast experimentalni prace byla zamérena na optimalizaci podminek analyzy, jako
vybér vhodné chromatografické kolony, optimalni pribéh gradientové eluce, sloZzeni mobilni
faze, byly optimalizovany chromatografické parametry, jako pratok, teplota termostatu

kolony a mnoZstvi nastfikovaného vzorku.
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Cilem vybéru vhodné stacionarni faze a chromatografické kolony pro nase ucely byla separacni
ucinnost pro zajmové analyty, tvar piku a odezva detektoru. Co se tyce béznych kolon C 18
s povrchové poréznimi ¢asticemi, které jsou vyuzivany bézné pro tyto aplikace, byla odezva
detektoru vyssi, pro vybrané latky byla zfetelna dobrd symetrie pik(, dochazelo vsak ke koeluci
kyseliny chlorogenové a katechinu, ostatni [atky byly dobfe separovany. Oproti monolitickym
kolonam, které umoZnuji vyssi pratok, ktery sice vedl k urychleni analyzy, doslo ke koeluci
katechinu, kyseliny chlorogenové a kyseliny kavové. Zaroveri doSlo ke snizeni odezvy
detektoru, tvary pik( nebyly symetrické ani dostatecné stihlé a mély tendenci chvostovat. Pri
pouziti core — shell kolony s amidovou reverzni fazi nedoslo k separaci kyseliny gallové
z mrtvého objemu kolony, nicméné doslo k nejlepSi separaci ostatnich testovanych
fenolickych latek. Byly také vybrany a optimalizovany 4 vinové délky pro detekci zajmovych
fenolickych latek v redlnych vzorcich jablek. Na zakladé proméreni absorpénich maxim byly
pro jednotlivé fenolické Iatky vybrany findlni vinové délky pro jejich detekci ve vzorcich (255,

280, 320 a 365 nm).

3.7 Trendy v analyze fenolickych latek

Soucasny vyvoj metod zalozenych na principu kapalinové chromatografie spociva ve zrychleni
separaci se zachovanim nebo zlepsenim jejich selektivity a ic¢innosti. V problematice zrychleni
separace dominuje UHPLC (ultra-vysokoucinnd kapalinovd chromatografie), vyuZivajici
zkraceni kolon a zuZeni jejich vnitfniho prdméru, sniZeni velikosti/priméru c¢astic
chromatografického sorbentu pod 2 um, coZ ale s sebou pfinasi zvySeni zpétného tlaku
v systému na hodnotu 100 MPa, a s tim spojené instrumentalni limitace. Tento smér vyzkumu
a vyvoje se dokazal prosadit aZ po zavedeni pfistroje UHPLC typu. Na druhou stranu je
nevyhodou vyssi pofizovaci cena pristroje a uzsi vybér mechanicky stabilnich stacionarnich

fazi.

Dalsi mozZnosti, jak ovlivnit parametry separace, je zvySeni teploty separace, pouziti
monolitickych ¢i povrchové poréznich SF, zvySeni pratoku MF, vyuZiti miniaturizace LC
usporadani, pfipadné pouziti superkritické fluidni chromatografie. Tyto trendy jsou v soucasné

dobé povazovany za sméry rychlé chromatografie, jinymi slovy ,,Fast LC* [58].
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Novymi trendy v oblasti kapalinové chromatografie, které ale nemaji vliv na urychleni analyzy
a vyuziti je predevsim v oblasti separace velmi komplexnich smési, které dosahuji velmi
vysokych separacnich ucinnosti, jsou dvoudimenzionalni kapalinovd chromatografie (2D-LC)

a miniaturizované techniky (kapildrni a nano-LC).

Vyuziti ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC)

Principem této metody je vyuziti ¢astic stacionarni faze mensich nez 2 um pro zvySeni
ucinnosti separace. Systémy UHPLC pracuji za ultra-vysokych tlak(i obvykle okolo 100 MPa,
oproti standartnim HPLC technikdm, které pracuji pti tlacich 30-40 MPa. Jednim z klicovych
aspektl pro realizaci rychlé a uc¢inné separace pomoci UHPLC je kvalita a stabilita stacionarni
faze. DUraz pfi vyvoji stacionarnich fazi byl kladen na vysokou chemickou stabilitu, vysokou
mechanickou stabilitu a zavedeni modifikaci pro ziskani odlisné selektivity. V této dobé jsou
dostupné staciondrni faze pro UHPLC s velikosti ¢astic od 1,5 — 2 um. Zakladem stacionarni
faze je nejcastéji silikagel (modifikovany) nebo hybridni materidl. Kromé kolon s celkové
poréznimi ¢asticemi mensimi nez 2 um lze pouzivat také povrchové porézni ¢astice. Ve studii
Kirklanda [59] bylo zjisténo, Ze ve srovnani s podobnymi kolonami plnénymi plné poréznimi
sorbenty a kolon s povrchové poréznimi ¢asticemi byla prokdzana vyssi separacni ucinnost

povrchoveé poréznich sorbentl pro separaci makromolekul s vy$si molekulovou hmotnosti.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie pti zvysené teploté (HTLC)

Teplota je klicovou proménnou kapalinové chromatografie, kterd ovliviiuje rychlost eluce
analytQ a viskozitu mobilni faze. Tento trend v kapalinové chromatografii je nedavnou
novinkou, jelikoZ byl bran vétsi zretel na Upravu mobilni faze pro zvyseni selektivity separace.
Této techniky bylo vyuZivano az po vyvoiji stabilnéjSich staciondrnich fazi, které jsou odolnéjsi
k vyssim teplotam v termostatovaném kolonovém prostoru. Vyhodou této metody je vyuziti
mobilnich fazi s nizsi eluéni silou, tzn. Cistych vodnych fazi oproti vyuZiti organickych
rozpoustédel. Tim je mozné pfi vysSich teplotach provadét separace s Cisté vodnou mobilni
fazi (Cistd voda o teploté mezi 100-250 °C), coz pfinasi mnoho vyhod ve srovnani s pouzitim
mobilnich fazi na bazi organiky. Vyhodou této metody je predevsim cena analyzy, nulova

toxicita z hlediska vyprodukovaného odpadu, ekologie a v neposledni radé i zdravi analytika.
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Proto tento smér chromatografie patfi mezi tzv. ,,green chromatography”, nebo-li mezi trendy

zelené chromatografie [58].

Zajem o zelenou analytickou chemii roste. Principy zelené chemie mizZou byt aplikovany
v jednotlivych krocich analytického procesu. At uz v poc¢atku v pripravé vzorku k analyze az po

findlni stanoveni studovanych latek.

Ve studii Baranowske [60] jsou popsany aplikace této techniky pro stanoveni
kardiovaskularnich |éciv a jejich metabolitl. Zde byla tato techniky vyuZita jako prostfedek ke
snizeni zpétného tlaku, zkraceni doby separace a zvySeni Ucinnosti separace. HTLC je vykonny
nastroj pro zménu chromatografické selektivity, zvySeni rychlosti analyzy (separace v radu

nékolika malo minut) a zvySeni maximalni kapacity pro analyzu komplexnich vzorkd.

Monolitické kolony

Ackoli vyvoj monolitickych kolon zapocal jiz pred 20 lety, tyto faze nebyly Siroce pouzivany pro
stanoveni fenolickych Iatek. Monolitické kolony nabizeji vyhodu mnohem nizsiho pritokového
odporu diky vyssi poréznosti. V nékterych ohledech Ize proto monolitické kolony povazovat za
alternativni pristup k UHPLC. Nicméné, stejné jako v pripadé UHPLC, jsou monolitické kolony
nejcastéji pouzivany pro Ucely ziskani rychlejsich separaci ve srovnani s konvencni HPLC [61].
To je moziné diky vysoké porozité monolitickych kolon, kterd umoziiuje pouziti vysokych
pratokd az 10 ml/min. Nevyhodami monolitickych kolon je vybér materidlu stacionarnich fazi.
Komeréné dostupné monolitické stacionarni faze jsou vétSinou vyrobeny ze silikagelu
(modifikovaného), ktery ale znacné omezuje jejich chemickou stabilitu, termalni stabilitu
a z toho plynouci oblast aplikaci. Vysledky naseho vyzkumu, popsaného v publikaci Sklenarové

III

a kol. [62], byly zaloZeny na testovani ¢asticové kolony, ,core-shell“ a monolitické kolony pro
optimalizaci podminek stanoveni fenolickych sloucenin v jablkach. Vysledkem studie bylo
vyrazné zkraceni doby analyzy z 12 na 5 min pti prdtoku MF 4 ml/min a na 6 min, pfi pratoku
2 ml/min doprovazené ale vétsi spotfebou mobilni faze, kterd se u separace pomoci

monolitickych kolon oproti core-shell kolonam zvysila z 12 ml na 20 ml.

Superkriticka fluidni chromatografie
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Tato technika kolonové chromatografie vyuziva mobilni fazi v nadkritickém stavu. Umoziuje
rychlejsi separaci v porovnani s HPLC diky niZsi viskozité mobilni faze a vys$sim difuznim
koeficientlim v nadkritické fazi, kterd je o 1-2 rady vyssi nez v kapalinach. Zvyseni ucinnosti
separace je zpUsobeno rychlejsSim ustdlenim rovnovahy mezi stacionarni a mobilni fazi. Dalsi
vyhodou je mozZnost zvySeni citlivosti pomoci pouZziti GC detektor( (FID, ECD) v porovnani
s UV/VIS detekci. VyuZiti této metody je predevsim ve farmaceutickym primyslu. Tim, Ze jsou
dosahovéany kratsi doby analyzy ve srovnani s HPLC je tato technika idedlni pro stanoveni
malych molekul v [éCivech a pro ucinné chiralni separace, kdy je k separaci enantiomera
vyuZito dalsich fyzikalnich rozdilG. Casto je pak dosaZeno stejné nebo lepsi separace

enantiomer( za kratsi ¢as a s nizsi spotfebou organickych rozpoustédel.

3.8 Skladovaci technologie a jejich vyuziti

Péce o sklizenou produkci ma trvale vzestupnou uroven v souladu s potfebami spolec¢enské
poptavky. Skladovani ovoce se opird o presné fizeni teploty, optimalni vzdusnou vlhkost
a sloZeni okolni atmosféry. Rizend atmosféra neboli ULO, uplatfiovana pf¥i chladirenském
skladovani jiz od pocatku komeréniho skladovani, kterd byla plvodné zamyslena jen na
jadrové ovoce, zejména odrlidy jablek a hrusek, se nyni zavadi i pro méné tradi¢ni komodity
jako jsou tresné, Svestky, broskve. VyuZiti dalSich modernich typu skladovani s ohledem na
prodlouZeni trvanlivosti ovoce a zdroven dostupnosti ovoce po cely rok je v této dobé aktudlni
téma. Proto bylo ukolem porovnat tyto technologie napfi¢ odridami jabloni stim, Ze
vysledkem naseho vyzkumu byla selekce odridd se zachovanym vysokym obsahem zdravi

prospésnych latek pro dlouhodobé skladovani.

Dulezitou otazkou je také bezpecnost potravin a vliv aplikace pripravkd na ochranu rostlin
(POR) na finalni obsahy rezidui pesticid(. V tomto pfipadé byl nasSim zamérem experiment,
kde jsme vyuZili technologie skladovani pro zjisténi degradace vybranych ucinnych [atek POR

v peckovinach, konkrétné tresnich, merunkach a slivonich.

3.8.1 Specialni obaly s modifikovanou atmosférou pro vybrané druhy

ovoce

Vyuziti skladovani ovoce ve specidlnich obalech selektivné propustnych pro plyny

v modifikované atmosfére (Modified atmosphere packaging — MAP) ma velky potencidl pfi
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prodluzovani Zivotnosti plodd po sklizni. Vlastnosti obalu zpomaluji proces zrani a starnuti
skladovaného ovoce a udrZuji jeho pevnost. Také redukuji ubytek hmotnosti a zaroven si
skladované plody zachovavaji svoji chut, nutriéni hodnotu a Cerstvy vzhled i po dlouhodobém
skladovani. Na Obrazku 6 je ukazka skladovanych plod( tfesni v obalech s modifikovanou
atmosférou. U jablek, stejné jako u jinych druhl ovoce, je variabilita fenolnolického profilu
ovlivnéna kultivarem, fazi zrani, vegeta¢nim obdobim, faktory prostredi, geografickou oblasti,
zpracovanim a podminkami skladovani [63-65]. Nékteré fenolické slouceniny jako kyselina
chlorogenovd, p-kumaroylchinova, kvercetin, epikatechin a floridzin jsou stabilni a diky nim se

ani antioxidacni aktivita béhem skladovani ovoce vyrazné neméni [66].

Obrdzek 6 Ukdzka skladovdni plodi tresni v MAP obalech pro tresné s modifikovanou atmosférou
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3.8.2 Skladovani s vyuzitim ucinné latky 1-methylcyklopropen
Poskliziové oSetfeni timto pripravkem je zaloZeno na jednorazové aplikaci ucinné latky
1-methylcyklopropenu (1-MCP), ktery ucinné inhibuje ethylen, ¢imz je zabranéno rychlému
dozravani ploda. Pripravek na bazi 1-MCP je aplikovan rozptylenim pomoci difuzéru
v plynotésné uzavienych prostordch ULO boxu. Slupka jabloni oSetfena 1-MCP se podle nasi
studie vyznacovala vyssim obsahem fenolovych kyselin a flavonoll neZz neosetfené ovoce,
zejména po 20 tydnech skladovani v kombinaci s podminkami ULO. U&inek 1-MCP na
antioxidacni aktivitu ve slupce ovoce byl mirny, avSak muiZe nastat situace, Ze jablka
neosSetfend 1-MCP mohou mit nizsi antioxida¢ni aktivitu, zvlasté kdyzZ jsou pfepravovana za
normalnich podminek skladovani v chladu [67]. Koncentrace 1-MCP, které byly vyuzity pro nas
vyzkum pro degradaci rezidui pesticidd v peckovinach byly nasledovné: tfe$né: 0,00158 g/m?3;
meruniky 0,06, g/m3 a 3vestky 0,037 g/m3. Tento typ poskliziového o3etfeni nemél tak
efektivni vliv na degradaci vybranych Gcinnych latek (acetamiprid, fludioxonil) oproti ozonu
nebo skladovani v modifikované atmosfére (MAP), a tim bylo zajisténo pUsobeni aktivnich
latek v ovoci po delsi dobu [68] pti dodrzeni doporuceného aplikacniho planu testovanych

postrikl a zaroven neprekroceni maximalnich povolenych limitQ.

3.8.3 Skladovani v podminkach atmosféry s nizkou hladinou kysliku
Skladovani s vyuZitim technologie a podminek s nizkou hladinou kysliku, ultra-low oxygen
(ULO), prinasi vyrazné prodlouZzeni uchovatelnosti ovoce. Podminky této technologie
skladovani jsou obvykle 2 % 0z a 1 % CO,, teplota 1,2 — 1,6 °C a relativni vlhkost vzduchu 99
%. Uchovani plodd v podminkach ULO maximalizuje jejich skladovatelnost bez velké ztraty na
kvalité ovoce. Podminkou je rychly transport ovoce do ULO boxU, uzavieni boxd a vytvoreni
ULO atmosféry soptimdlnim pomérem teploty a koncentraci O a CO;. V optimalnich
podminkach ULO atmosféry je dlouhodobé omezen proces dychani, ¢imz jsou minimalizovany
i ztrdty na hmotnosti plod(. Rizend atmosféra snizuje ztraty chlorofylu, karotenoid(,

antokyanu a fenolickych sloucenin.

Tento typ technologie skladovani udrzuje potfebnou kvalitu ovoce a poskytuje spotiebiteliim
Cerstvé plody se zachovadnim zdravi prospésnych latek [69]. Hlavnimi znaky ovliviiujicimi
chutovou kvalitu skladovaného ovoce jsou pevnost duzniny, zména poméru cukru a kyselin
(sladkost) a preména zelené barvy (Zloutnuti) [70]. Vyuziti tohoto typu skladovani vede

u jablek k vyraznému prodlouzeni skladovatelnosti a umoznéni doddavek kvalitniho ovoce na
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trh béhem celého roku, a tak ovliviiuje ekonomiku péstovani jablek. Odridy jabloni vhodné
pro tento typ skladovani jsou ‘Golden Delicious’, ‘Idared’, "Jonagold” a jeho mutace, ‘Gala’,
"Angold” a “Topaz’. Coz potvrzuje i nas vyzkum vlivu skladovani na uchovani zdravi prospénych
latek, konkrétné fenolickych latek, kde u odrid ‘Golden Delicious’, "Angold” a ‘Gala” byly po
7 mésicich skladovani v ULO podminkach zachovédny tyto latky v pomérné vysokych
koncentracich. Ukazka ULO skladovacich box{ je na Obrazku 7. Skladovani hrusek v fizené
atmosfére prodluzuje vyznamné jejich skladovatelnost pfi zachovani kvality a omezeni ztrat
[71] za predpokladu sklizné zdravych ploda v optimalni zralosti [72, 73]. Pro skladovani hrusek

v fizené atmosfére je doporucovan pomér plynl O, (2-2,5 %) : CO2(0,8-1 %).

Obrdzek 7 Ukdzka vyzkumnych ULO box( pro skladovdni ovoce

3.84 Skladovani s vyuzitim ozonu
PouZiti ozonu pfi skladovani ovoce vede ke snizeni aktivity povrchové mikrofléry na sklizenych
a skladovanych plodech. To nasledné vede k prodlouZeni uchovatelnosti a k zachovani jejich
organoleptickych vlastnosti. Koncentrace ozonu pouzitelnd pro peckoviny je nastavena na
0,4 ppm u merunék a slivoni, a 0,2 ppm u tfesni po dobu 8 hodin. Po uplynuti této doby je
ozonizovana atmosféra vyvétrana, nasledné je skladovaci kontejner opét uzavren a skladovani
dale pokracuje v béZzné atmosfére. Dostupna literatura uvadi, Ze rezidua pesticidd zUstavaji
nezménéna nebo se velmi pomalu rozkladaji béhem skladovani ovoce v chlazeném skladu
s vyuzitim ozonu. Hlavnim a dllezitym faktorem je zde teplota skladovani a struktura

pesticidu, protoZe obsah sloucenin s nizkou stabilitou a vysokou tékavosti je ovlivnén
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teplotou. V jedné ze studii byl sledovan polo¢as rozpadu rezidui u jablek a citrond a tento
polocas byl u skladovanych plodin pfi nizké teploté priimérné desetkrat vyssi nez u Cerstvych
plodin skladovanych pfi laboratorni teploté [74, 75] . Skladovaci teplota je kritickym faktorem
ovliviiujicim stabilitu rezidui pesticid(. Degradace pesticid(i je mimo jiné ddna klimatickymi
podminkami prostredi. Mezi dalsi dilezité faktory patfi podminky skladovani a vlhkost

prostifedi. Degradace rezidui téZ zavisi na povaze a chemické struktufe pouzitych pesticid(.

3.9 Vzorkovani

Spravné provedeny odbér vzorku je zdkladni podminkou pro Uspé$né provedeni viech
zkousek, pocinaje ptipravou vzorku k analyze, provedeni chemické analyzy a ziskani
spolehlivych vysledkl méreni. Oproti tomu nesprdvné provedeny odbér mize mit za nasledek
zkresleni ¢i Uplné znehodnoceni vysledk( analyzy. Je nutné mit také na paméti vybér
vhodného obalu pro odbér a uchovani vzorku. Otdzkou vybéru materidlu pro transport a
uchovani do doby pfipravy vzorku, jeho velikost, popf. dale pro skladovani, je nutné zvazit

individualné podle povahy a typu odebiraného vzorku [76].

Pti odbéru vzorkd rostlinného materialu je potieba dbat urcitych pravidel. Je tfeba zajistit, aby
byl vzorek dostatec¢né reprezentativni, dllezita je velikost vzorku, pocet jednotlivych dilcich
vzorkd. Pri odbéru vzorkl ovoce se odebird z rGznych ¢asti ovocného stromu, konkrétné
z osvétlenych, neosvétlenych mist koruny a probihd i odbér z ¢asti u kmene stromu. Vzorky
nesmi byt poskozeny, svyskytem hniloby nebo jinak degradovany. Aby byl vzorek
reprezentativni, odebira se dany pocet jednotlivych plod(, v pfipadé jablek bylo odebirano na

vzorek cca 1 kg (10-15 plod) dle velikosti.

Nejen vzorkovani, ale také klimatické podminky v dané sezéné ovliviiuji obsah bioaktivnich
latek v ovoci, proto je Zadouci pro vyzkum a ziskani dostate¢ného mnozstvi dat k vyhodnoceni
vysledk( provadét studie po delSi dobu, resp. vysledky z jednotlivych let porovnat. Mezi hlavni
vlivy, které ovliviuji kvalitu odebiraného vzorku jsou predevsim pocet sluneénych dni, teplota,
mnozstvi srazek, vlhkost a samoziejmé ma vliv sezona, kterd souvisi jiz s nasadou kvétd na

zacatku vegetacéniho obdobi.

V ptipadé odbéru vzorku pro stanoveni pesticidd je pravidlem, Ze vzorky nesmi byt z néjakého

divodu znehodnoceny at uz hnilobnym procesem, nebo poskozeny (popadané plody). Je
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nezbytné, aby vzorky bezprostfedné po odbéru byly az do doby analyzy uchovany v chladniéce
nebo v mrazaku, aby nedochazelo k degradace rezidui pesticid(, a tak k ovlivnéni vysledk(

[77].

39.1 Odbér vzork( pro studium fenolickych latek v ¢erstvych plodech

Vzorek pro chemickou analyzu fenolickych latek byl v naSem pfipadé sloZzen z 10-15 jablek
a byl odebran z osvétlenych a neosvétlenych mist koruny a u kmene stromu 5 oznacenych
strom( v optimalni skliziiové zralosti 10 kultivard jabloni vypéstovanych v experimentalni
vysadbé VYZKUMNEHO A SLECHTITELSKEHO USTAVU OVOCNARSKEHO HOLOVOUSY s.r.o.
Rané odrldy jako ‘Rubin” a UEB 32 642 byly odebrany koncem zafi. Stfredné rané odrldy,
zaroven komercni odridy jako “Gala’, "Golden Delicious” a "Angold” byly sklizeny v obdobi mezi
koncem zafi a zacatkem fijna. Pozdnéjsi odridy ‘Rucla’” a "Meteor’ zacatkem fijna. Testované
odrldy jako ‘Rucla’, ‘Meteor’, ‘Fragrance’, bézné proddvané ‘Lady Silvia” a "Angold” jsou
odriidy vyslechténé pfimo ve VYZKUMNEM A SLECHTITELSKEM USTAVU OVOCNARSKEM
V HOLOVOUSICH s.r.0.

3.9.2 Odbér vzork( pro vyzkum obsahu fenolickych latek v pribéhu

skladovani
Zaroven pfi odbéru vzork( pro analyzu obsahovych latek v cerstvych plodech byl proveden
test skladovacich podminek, ktery zahrnoval rozdéleni vzorkd jablek (10-15 ks) pro rlzné
skladovaci technologie. Jednotlivé vzorky byly uloZzeny do chladiciho boxu, ze kterého byly
v pribéhu 3, 5 a 7 mésicl vyskladnovany a analyzovany. Zaroven byl tento pokus proveden
i u skladovani v podminkach ULO ve stejnych ¢asovych intervalech. Jablka byla skladovana
v 15 kg boxech v nasledujicich podminkach chlazeného skladu (1,2-1,6 °C, vihkost 87-91 %)
a ULO (<2 % 02 +<1 % CO; v dusiku, 1,5-2,0 °C, vihkost 99 %). Po tfech, péti a sedmi mésicich
byly odebrany vzorky pouze z plodd, které nevykazovaly Zadné znamky poskozeni, a poté byly
homogenizovany a byla provedena chemickd analyza cilovych analytl. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze se jednalo o rostlinny material vykazovaly nékteré plody odrid ‘Rucla’, ‘Golden
Delicious’ a "Fragrance’ znamky hniloby, nékteré plody ‘Gala’, "Lady Silvia’ a UEB 32 642
vykazovaly pfi skladovani po dobu péti mésict v chlazeném skladu vysokou ztratou vody.
U odrady “Nicoleta” byly po péti mésicich v obou typech skladovani nalezeny plody s vysokym

vyskytem hniloby a tato odr(ida proto nebyla dale analyzovéana.
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393 Odbér vzork( pro studium degradace rezidui v plodech tresni

PFi testovani obsahu rezidui pesticidl byly sklizeny plody tfesné odridy "Tamara v pokusné
vysadbé ve VYZKUMNEM A SLECHTITELSKEM USTAVU OVOCNARSKEM V HOLOVOUSICH. Polni
pokusy a aplikace ptipravkli na ochranu rostlin se sledovanymi ucinnymi latkami byly
provadény v sadu na 5-letych stromech péstovanych ve tvaru 4,5 x 1,5 m ve stylu vysokého
vietene. U kazdé varianty skladovaciho pokusu byly plody tfesni sesbirdany do 15 kg box( z 15—
18 stromu pro zachovani homogenity a reprezentativnosti jednotlivych vzorka. Vzorky ploda,
které byly uréeny pro analyzu rezidui pesticidl v ¢erstvych plodech, byly vypeckovany a
uchovany v mrazdku pfti teploté -20 °C do doby analyzy. V ptipadé skladovacich pokust byly
sesbirané plody rozdéleny do Ctyr ¢asti. Prvni ¢ast vzorkl byla umisténa do plastovych boxu v
MAP saccich, druhd ¢ast byla pred skladovanim oSetfena ucinnou latkou 1-MCP a treti ¢ast
byla oSetfena ozonem. Ukdzka rozdéleni skladovaciho pokusu s ozonem je vidét z Obrazku 8.
Veskeré ovoce zahrnuté v téchto tfech oSetfenich bylo skladovano pfi teploté 1,2-1,6 °C.
Ctvrta ¢ast vzorku byla uloZena v ULO boxech v atmosféfe obsahujici 2 % 0, a 1 % CO; pfi
teploté 1,5-2 °C a vlhkosti 99 %. Patou variantou byly plody, které byly kontrolni neoSetfenou
variantou, a byly skladovany v plastovych boxech umisténych v ULO boxu. Skladovaci pokusy
byly nastaveny tak, Zze plody byly vyjmuty po dobé skladovani 14 a 28 dnl a nasledné byla
provedena chemickd analyza na rezidua pesticidi. Bézna doba skladovani odridy ‘Tamara’ je
uvadéna v chlazeném skladu 14 dni. Pti pouziti skladovani v MCP obalech se bézna doba

skladovani prodluzuje az na 30 dnll nebo i vice v zavislosti na odridé tresni.

Obrdzek 8 Ukdzka vzorkd tresni rozdélenych na skladovaci pokus s ozonem
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Posklizriové oSetfeni ucinnou latkou 1-MCP zahrnovalo jednorazovou aplikaci, ktera ucinné
inhibovala produkci ethylenu, a tak zabranila dozravani plod(. Pfipravek obsahujici
1,58 mg/m?3 byl prvni den po skladovéni aplikovan pomoci difuzéru v plynotésné uzavieném
prostoru ULO boxu. Doba expozice byla 24 hodin, po které byla atmosféra odvétrana. Poté byl
skladovaci kontejner znovu utésnén a skladovani pokracovalo v normalni atmosfére po dobu

14 a 28 dni.

V pfipadé pouZiti poskliziového osSetfeni ozonem se jednalo o jednordzovou aplikaci
koncentrace ozonu 0,2 ppm po dobu 8 hodin. Poté byla atmosféra také vyvétrana, skladovaci
kontejner byl znovu uzavien a skladovani pokracovalo v normalni atmosfére. Skladovaci sacky
s modifikovanou atmosférou (MAP) specidlné urcené pro tiesné je zpUsob baleni, pri kterém
je atmosféricky vzduch v sacku nahrazen modifikovanou atmosférou, obvykle oxidem
uhlic¢itym. Tento obal zpomaluje proces dozravani a dychani klimakterickych plod( a sniZuje
ztratu hmotnosti. Takto skladované tfesné si pfirozené zachovavaji chut, nutriéni hodnoty

a svéZi vzhled i po dlouhodobém skladovani.

3.10 Pesticidy a jejich vyuziti v ovocnarstvi

Pesticidy jsou pfripravky urcené prevainé k tlumeni chorob rostlin a hubeni plevell
a zivocisnych skdadcl péstovanych plodin. Nejcastéji jsou pesticidy uzivany v zemédélstvi.
Pesticidnich pripravkd s obsahem ucinnych latek je na ceském trhu k dispozici pomérné Siroké
spektrum a rozdéluji se podle druhu hubeni urcitého organismu (fungicidy, herbicidy,
insekticidy...), zpUsobu aplikace (postfiky, zdlivka...), podle pavodu, zplsobu pusobeni
a chemické povahy. Tyto pfipravky jsou pro pouziti v CR vidy definovany pro konkrétni plodinu
véetné zpUsobu pouziti, indikace a davkovani. Nicméné v oblasti ovocnafstvi se neustdle

portfolio pripravkl na ochranu rostlin sniZuje a je pomérné omezené.

Vyskyt zbytkovych mnozstvi (rezidui) pesticidd muzZe vykazovat toxické ucinky nejen proti
Skodlivym cinitelim, ale mGze mit negativni dopad i na necilové organismy. Pesticidy jsou tedy
potencialné toxické pro clovéka, zvirata a Zivotni prostiedi. Je samoziejmosti, Ze pti aplikaci
pesticidl dochazi ke vstupu cizorodych latek do Zivotniho prostredi, ale je v zajmQ nejen

v ovocnarstvi tyto vstupy minimalizovat.
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Rizika pesticid(i pro zdravi ¢lovéka mGzeme posuzovat ze dvou pohledd. Zaprvé se jednd
o hodnoceni jejich akutni toxicity a zadruhé jejich rezidudlni (chronické) toxicity. Rizika akutni
toxicity pesticidd se tykaji prevaziné osob, ktefi provadéji jejich aplikaci nebo s pesticidy pfimo

pracuji. Rizika rezidualni toxicity pesticidd se tykaji konzument( potravin.

Pesticidy a jejich rezidua patfi do Sirokého spektra latek, které mohou kontaminovat
potraviny. Rezidua pesticidl jsou zbytky ucinnych latek ptipravkd aplikovanych proti
Skodlivym Cinitellm. Tyto latky mohou byt v nékterych pfipadech pfitomny v rostliné po
aplikaci pfipravk( az do sklizné. Z toxikologického hlediska vzbuzuje obavy skutec¢nost, ze
v potravinach, v€etné ovoce, se mizeme setkat s vyskytem rezidui nékolika rliznych Gc¢innych
latek pochazejicich z aplikovanych pripravk, pricemz kazda z nich je pod hladinou povoleného
limitu. Vyskyt rezidui maze byt i vysledkem kontaminace Zivotniho prostiedi dnes jiz
nepouzivanymi a zakdzanymi pesticidy. V takovych pfipadech nelze vyloucit aditivni toxické,

pfipadné i synergické plsobeni obsahovych Ucinnych latek.

Pro zajisténi zdravotni nezavadnosti zemédélskych produktl jsou v EU pro kazdy pfipravek
(u€innou latku pripravku) a komoditu stanoveny zdkonné limity rezidui pesticidd, tzv.
maximalni limity rezidui (MLR) v potravinach a krmivech nafizenim Evropského parlamentu
a Rady (ES) ¢. 396/2005. MLR je nejvyssi pripustné, toxikologicky prijatelné mnozstvi pesticidd
v potravinach a potravinovych surovinach, které se vyjadfuje v jednotkdch mg/kg
definovaného produktu. MLR respektuje pouziti pesticidnich pfipravkd v souladu se spravnou
zemédélskou praxi, pfi ochrané rostlin béhem vegetace a skladovani. Pfedpoklada se, Ze pfi
dodrZovani sprdvné zemédélské praxe, zejména doporucenych ddvek a koncentraci pripravkd
a ochranné Ihity pred sklizni stanovené pro pripravek a komoditu, by vyskyt rezidui v produktu
mél béhem této doby poklesnout na pfijatelnou Uroven, tedy pod hodnotu maximalniho limitu

rezidui (MLR).

Legislativni ramec tykajici se rezidui pesticidd je zaloZzen na dodrZovani aplikacnich davek
a koncentraci pripravkd povolenych pro danou komoditu, dodrZovani stanovenych
ochrannych |h{it a na hodnoceni vyskytu rezidui pesticidl v rostliné nebo sklizeném produktu
v dobé sklizné nebo v dobé konzumace finalni potraviny. Ochranna Ihita (OL) predstavuje ¢as
od posledni aplikace pesticidniho pfipravku po dobu sklizné, ktera je vidy uvadéna pro

pripravek a konkrétni plodinu.
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V produkci ovoce jsou ve stdle SirsSi mife uplatfiovany nové moderni zplsoby vedouci
k prodlouZeni skladovani a poskliziové Upravy ovoce. Trend prodlouZeni skladovatelnosti
plodd se prakticky tykd vSsech druh( ovoce, hlavné jadrového ovoce a peckového (vyssi
realiza¢ni cena, dostupnost na trhu i mimo jeho hlavni sezénu). V pfipadé poskliziiové ochrany
a prodlouzeni skladovani a snizeni vyskytu skladkovych chorob se jednd napf. o vyuziti oSetreni
systémem blokace ucinku etylenu latkou 1-MCP (1-metylcyklopropen), skladovani
v kontrolované atmosfére ULO, vyuziti oSetfeni v ozonové atmosfére, vyuziti skladovani ve
specialnich pro plyny selektivné propustnych obalech s modifikovanou atmosférou (MAP =

Modified Atmosphere Packaging), tfidéni ve vodé dosycené ozénem aj.

Podle dfive publikovanych studii jsou rezidua pesticidl v potravinach ovlivnéna skladovanim,
manipulaci a zpracovanim, ke kterym dochazi mezi sklizni erstvého ovoce a jejich spotrebou.
Chovani rezidui béhem skladovani a zpracovani lze racionalizovat z hlediska fyzikalné-
chemickych vlastnosti pesticidd a povahy zpracovani ¢i uchovani. Napfriklad poskliziiova
faktorem byla teplota skladovani, ktera ovliviiuje kinetiku chemickych reakci. Primérny
polocas rozkladu pesticid(l v jablkach a citronech byl desetkrat delsi pfi skladovani pfi nizké
teploté ve srovnani s pokojovou teplotou, jak je publikovano v dostupné literature [35, 74, 75,

81, 82].
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4  Komentar k prilozenym publikacim

4.1 Determination of major phenolic compounds in apples: Part |I—
Optimization of high-performance liquid chromatography separation with diode

array detection (Pfiloha 1)

Cilem a tématem prvni experimentalni prace, zaroven i zacatek mého vyzkumu, bylo vyvinout
a validovat kratkou ¢asové nenarocnou separacni metodu, a to s ohledem na dobu analyzy,
spotfebu mobilni faze a dostatecné ucinnou separaci fenolickych latek ve velkém poctu

analyzovanych vzorkl odr(d jablek.

Tento experiment byl predevSim zamérfen na optimalizaci separacnich podminek sedmi
hlavnich fenolickych sloucenin (kyselina gallova, kyselina chlorogenovd, epikatechin,

kvercitrin, rutin, floridzin a floretin) pfitomnych v plodech jabloni.

Na zacatku prace byla provedena podrobna reSerse s tématikou separace fenolickych latek
v ovoci. Z dostupné literatury bylo zjiSténo, Ze staciondrni faze pouzité pro tyto ucely jsou
prevazné C18 a je zde vidét trend v pouZiti kratSich kolon s mensimi priiméry a mensimi
Casticemi sorbentu. Doba analyzy odpovidala poctu separovanych analytl a délce kolony
a pohybovala se od 20 az do 85 minut. Vybér nasich testovanych fenolickych sloucenin
v jable¢nych extraktech byl proveden na zakladé jiz publikované prace, ve které byl popsan
vyznam a stanoveni hlavnich fenolickych sloucenin v jable¢nych extraktech s ohledem na
vybrané technologie skladovani [83]. Na tuto studii navazovala druha cast experimentu, ktera
byla zamérena na zhodnoceni vlivu dlouhodobého skladovani na obsah vybranych fenolickych

latek [84].

Hlavni optimalizaéni kroky, které byly zasadni pro vyvoj rutinni metody, zahrnovaly porovnani
ucinnosti chromatografickych kolon pfi separaci fenolickych latek. BEéhem optimalizace byly
studovany a optimalizovany i dalSi parametry véetné pratoku, objemu nastfiku, teploty kolony
a nastaveni detekce. Objem nastfiku vzorku 10 pl se osvédcil jako optimalni z dlivodu zajisténi
dostatecné citlivosti i pro analyty pfitomné na nizsSich koncentracnich hladinach. Dale byl
testovan profil gradientové eluce pro separaci analytd, které jsou eluovany blizko mrtvého

objemu systému a pH vodné slozky mobilni faze s vlivem na retenci analytd. Jako optimalni se
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jevil pomér 95 % vodné slozky v mobilni fazi na zacatku gradientu. Toto procento (na rozdil od
Cisté vodné mobilni faze) také umoznilo prodlouzZit Zivotnost kolony, cozZ je dalezita vlastnost

v pfipadé dlouhych sérii vzorku.

V ramci porovnani kolon byly testovany tyto stacionarni faze — C18, bifenyl, fenylhexyl, RP-
amid a ES-kyano kolony. Do této studie byly také zahrnuty monolitické C 18, kolony
s povrchové poréznimi ¢asticemi a kolony s modifikaci pro separaci polarnich latek. Koeluce
kyseliny chlorogenové a katechinu, stejné jako problematické rozliseni kyseliny gallové a piku
mrtvého objemu systému, byly pozorovany u kolon se sorbenty C18, bifenylové,
fenylhexylové, RP-amidové a ES-kyano kolony. Nejlepsi separace vSech analyti kromé vyse
zminéné koeluce bylo dosazeno s RP-amidovymi kolonami. Pfekryvné chromatogramy
smésnych standard(l u jednotlivych testovanych kolon jsou znazornény na Obrazku 9.

Porovnani parametr( analyzy je zndzornéno na Obrazku 10.
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Obrazek 9 Separace smési standardu s vyuZitim jednotlivych testovanych kolon, podminky: pritok
1 ml/min, objem ndstriku 10 ul, teplota 30 °C, detekce pri 280 nm: (1) XB-C18 (150 x 4,6 mm, 5 um); (2)
bifenyl (150 x 4,6 mm, 5 um); (3) ES-kyano (100 x 4,6 mm, 5 um); (4) fenyl-hexyl (100 x 4,6 mm, 5 um);
(5) RP-amid (100 x 4,6 mm, 5 um); (6) RP-amid (100 x 3,0 mm, 2,7 um); a monolitické kolony (100 x 4,6
mm): (7-A) pritok 2 mi/min; (7-B) pritok 4 ml/min
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Utinnost separace

===Kinetex C18
=—|una Omega Polar C18

Cena Doba ——Kinetex C18 XB

analyzy analyzy Kinetex biphenyl
— fscentis Express ES-cyano
= fAscentis Express phenyl-hexyl

w— A Scentis Express RP-amide (5 um)

= Ascentis Express RP-amide (2.7 um)

Symetrie piku Spotfeba mobilni Onyx monolithic €18

faze

Obrdzek 10 Porovnani tucinnosti separace, doby analyzy, spotieby mobilni fdze, symetrie piku a nakladd

na analyzu

Kolona s povrchové poréznimi ¢asticemi Luna Omega C18 Polar modifikovana pro separaci
polarnich latek byla zvolena jako optimalni, stejné tak jako gradientovy profil, zacinajici na
95 % vodné slozky mobilni faze. Pfi téchto podminkach se mirné prodlouZila doba analyzy, ale
doslo k lepsi symetrii pikd a rozliSeni stanovovanych analytd, mirné se snizila opakovatelnost
plochy piku. Porovnani separace je zndzornéno na Obrazku 11. Separace pomoci kolon
naplnénych povrchové poréznimi c¢asticemi vykazovaly mirné snizené rozliSeni analyt(, ale
stale dostatecné pro ucely stanoveni fenolickych latek. Ostatni validaéni parametry (vytéznost,
linearita, test vhodnosti systému, opakovatelnost) byly srovnatelné pro kolonu Kinetex C18
i pro kolonu Luna Omega C18 Polar. Porovnani fady kolon naplnénych rliznymi stacionarnimi
fazemi potvrdilo, Ze sorbenty C18 byly nejicinnéjsi pro separaci vSech testovanych fenolickych

latek.
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Obrdzek 11 Separace roztoku smésného standardu pomoci kolony Luna Omega Polar s povrchové
poréznimi ¢dsticemi a core—shell Kinetex C18 (obé 150 x 4,6 mm, 5 um). Podminky: mobilni fdze A: voda
(pH 2,8 upravené kyselinou octovou), B: acetonitril; pratok 1 ml/min, objem ndstfiku 10 ul, teplota 30
°C, detekce pri 280 nm; poradi eluce: kyselina gallovd, kyselina chlorogenovd, epikatechin, rutin,

kvercitrin, floridzin a floretin

Vyvinuta HPLC metoda se muze jevit jako podobna dfivéjsim publikacim s ohledem na vyuziti
sorbentl C18 a gradientd mobilni faze slozené z acetonitrilu a vodné slozky okyselené
kyselinou octovou, nicméné doba analyzy byla v porovndni s ostatnimi pracemi kratsi a to
konkrétné 18 min vcetné ekvilibrace. Doba analyzy, uvedena v ostatnich publikacich, byla za
podobnych podminek separace v rozmezi 25-80 min a to s ohledem na pocet stanovovanych
latek. NAs pristup byl vSak zaloZen na optimalizaci gradientovych profil(i s ohledem na pocet
a typ nejvice zastoupenych fenolickych latek v daném materialu. Doba analyzy by teoreticky
mohla byt jesté zkracena diky pouziti kolon naplnénych modernimi stacionarnimi fazemi (sub-
2 mikrometrovych a povrchové poréznimi casticemi), ale pravdépodobné na ukor kratsi

Zivotnosti kolon pfi analyze velkych sérii vzork.

Metoda byla vyvinuta pro ucely stanoveni obsahu fenolickych latek v jableénych extraktech,
ale Ize ji zaroven poutZit i pro separaci fenolickych slouéenin v ovoci s podobnym slozenim.

Aplikace a vyuziti vyvinuté metody bylo uplatnéné pro stanoveni obsahu fenolickych sloucéenin
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pro rozliSeni 16 stavajicich odrid a 11 novoslechténi jabloni. Nase metoda byla vyuZita i pro
dalsi vyzkum a tim bylo hodnoceni vlivu moderniho dlouhodobého skladovani na obsah

vybranych fenolickych latek. Ziskané vysledky studie slouzily jako podklad pro certifikovanou

metodiku [85].
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4.2 Content of major phenolic compounds in apples: Benefits of ultra-low

oxygen conditions in long-term storage (Ptiloha 2)

Touto praci bylo plynule navazdno na vysledky prvniho experimentu, kde byla validovana
analytickd metoda vyuzita pro studium vlivu dlouhodobého skladovani, a to konkrétné
podminek skladovani s ultra-nizkou hladinou kysliku (ULO) na plody jabloni s ohledem na
zachovani obsahu vybranych fenolickych slouéenin. Vzhledem ke skutecnosti, Ze pfi vyuziti
tohoto typu skladovani byl zachovan obsah bioaktivnich latek v plodech jabloni, nasim cilem
bylo zjistit, jaké vyhody maji ULO podminky oproti chlazenému skladu na obsah fenolickych
latek béhem skladovani u komerénich odrid. Skladovani ovoce v chlazeném skladé Ize ovlivnit
jednak nastavenim nizké teploty, ale také upravenou atmosférou, kdy lze oddalit fyziologickou

zralost ovoce a vyrazné zpomalit ldtkové premény v plodech.

V rdmci experimentu bylo testovdno celkem 10 odrld jabloni — “Angold’, ‘Gala’, "Nicoleta’,
‘Rucla’, "Lady Silvia’, "UEB 32 642°, "Meteor’, ‘Fragrance’, ‘Golden Delicious” a ‘Rubin’. Obsah
fenolickych latek — kyseliny gallové, kyseliny chlorogenové, epikatechinu, kvercitrinu, rutinu,
floridzinu a floretinu — byl opét nejdfive stanoven bezprostfedné po sklizni a nasledovalo
monitorovani zmén jejich obsahu po trech, péti a sedmi mésicich skladovani v chlazeném
skladu a za podminek ULO. Pro monitorovani obsahu fenolickych latek v plodech byla pouzita
validovand LC metoda s detektorem vyuzZivajicim diodové pole pro rychlou separaci a
stanoveni vybranych fenolickych latek. Podminky metody byly nastaveny na zakladé
zoptimalizovanych podminek dle predeslé publikace, ve které byl popsan vyvoj rutinni rychlé
separacni metody [5]. Byly testovany a proméreny vybrané odrldy jabloni a provedena
statistickd analyza pomoci t-testu s vice hypotézami s p-hodnotou upravenou metodou Holm-

Bonferroni.

Na zakladé ziskanych vysledk( stanoveni obsahu fenolickych latek u cerstvych plodd byly
testované odrudy rozdéleny do skupin dle obsahu majoritnich fenolickych slouéenin, jako jsou
kyselina chlorogenova, kvercitrin a epikatechin. Ve skupiné odrid s celkovym obsahem téchto
latek > 100 pg/g byla na zacatku studie pouze odrida ‘Angold’, ve skupiné s obsahem
50-100 pg/g ‘Gala” a ‘Nicoleta” a ve skupiné s obsahem < 50 pg/g odridy ‘Rucla’, ‘Lady Silvia’,
"UEB 32 642°, "Meteor’, ‘Rubin’, ‘Golden Delicious” a "Fragrance’. Na Obrdzku 12 je graf

obsahu hlavnich fenolickych latek v jablkach bezprostifedné po jejich sklizni.
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Obrdazek 12 Obsah hlavnich fenolickych Idtek v jablkdch bezprostifedné po jejich sklizni

Tri mésice skladovani plodd ovlivnily obsah fenolickych latek, a to bez ohledu na podminky
skladovani. Zejména metabolické procesy zpusobily zvySeni koncentrace nékterych aglykon(
v dlsledku jejich uvolfiovani z glykosidl. Tim se zménily i pozice jednotlivych odrld ve
skupinach. Vyznamné zvyseni obsahu kyseliny chlorogenové nastalo u odrady ‘Lady Silvia
skladované v podminkach ULO. Pak spolecné s odrlidami ‘Angold’, ‘Meteor’ a ‘Golden
Delicious” byl celkovy obsah fenolickych latek > 100 pg/g. Také u odridy ‘Nikoleta” doslo
k presunu diky nardstu obsahu rutinu, kyseliny chlorogenové a epikatechinu. V této skupiné
byla zaroven i odrlda ‘Fragrance’. U odrid ‘Gala” a 'Rucla” byl obsah fenolickych latek
<50 pg/g. Vysledky monitoringu fenolickych latek z hlediska skladovani (chlazeny sklad,
technologie ULO) byly zdroven statisticky zpracovany. Statisticky vyznamné rozdily pfi
porovnani typl skladovani byly shleddny u odridy ‘Lady Silvia” pro obsah kyseliny
chlorogenové, epikatechinu, kvercitrinu a floridzinu. U "Meteoru” byly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily v obsahu epikatechinu, rutinu a floridzinu, také odrida "‘Rubin” vykazovala
rozdily v obsahu kyseliny chlorogenové, epikatechinu, kvercitrinu a floridzinu. U odrady
‘Fragrance’ byl znatelny 7ndsobny narlst celkového obsahu v porovnani s ¢erstvymi plody.
Nejvyznamnéjsi zména byla pozorovana v obsahu epikatechinu predstavujici 10 az 42ndsobné
zvyseni pro skladovani v chlazeném skladu. Statisticky zpracované vysledky po péti mésicich

nevykazovaly signifikantni rozdily mezi témito dvéma typy skladovani. Pfi analyze vzorkd
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plodl po sedmi mésicich skladovani u vSech kultivard neodhalily vysledky vyznamny rozdil
mezi testovanymi odridami s ohledem na typ skladovani. Nicméné u odrid “Gala’, "Angold’
a "Rubin’, které jsou doporuceny pro dlouhodobému skladovani, byl znatelny statisticky rozdil
mezi koncentraci jednotlivych fenolickych latek, a to konkrétné u obsahu rutinu a kvercitrinu.
Obrazek 13 znazornuje obsah hlavnich fenolickych latek v jablkach po 7 mésicich skladovani
v podminkach chlazeného skladu a ULO podminek. PCA graf a obsah fenolickych latek pro
odrldy jabloni po 7 mésicich skladovani v chlazeném skladu a podminkach ULO je znazornén

v Obrazku 14.

m  Kys. chlorogenova

480 T Epikatechin
Chlazeny sklad ULO podminkv .
300 + Rutin
Kvercitrin
20 ¥ m  Floridzin

200

150

100

Obsah fenolickvch latek (ug/g)

S0

Testované odridy

Obrazek 13 Obsah hlavnich fenolickych ldtek v jablkdch po 7 mésicich skladovdni v podminkdch
chlazeného skladu a ULO podminkdch (n = 4)

V dostupnych zdrojich a literatufe autofi nepozorovali témér zadny vliv zpisobu skladovani ve
vybranych podminkach na obsah fenolickych latek. Zaroven nebyl potvrzen vliv kratkodobého
skladovani v fizené atmosfére [5]. Autofi Awad a kol. [17] nasli pouze nevyznamnou vyhodu
ULO podminek pro vybrané fenolické latky. V nasi experimentalni praci byl proti predeslym
publikacim pozorovan rozdil mezi podminkami skladovani v fizené atmosféfe nebo chlazeném

skladu pouze pro odrady uréené pro dlouhodobé skladovani.
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Obrdzek 14 PCA graf pro odridy jabloni ‘Gala’, ‘Angold” a ‘Rubin’po 7 mésicich skladovadni v

chlazeném skladu a ULO podminkdch

Osud fenolickych sloucenin u vybranych kultivar( se liSil s ohledem na fizenou atmosféru a
dobu skladovani. Z dosazenych vysledk( je ziejmé, Ze ULO podminky jsou ve srovnani
s podminkami chlazeného skladu Setrnéjsi k nasim sledovanym latkam, ale rozdil nebyl tak
vyznamny. NaSe zjisténi potvrdilo, Ze vliv hladiny kysliku pfi dlouhodobém skladovani je
vyznamny pfi rlizné délce skladovani a zaroven i pro rlizné odrldy. Vysledky prokazaly vyhody
podminek skladovani ULO pro kultivary uréené k delSimu skladovani. Vétsina kultivard
vhodnych pro kratkodobé skladovani v chlazenych nebo ULO podminkach nevykazovala zadny

statisticky rozdil v obsahu fenolickych latek.

V ramci vysledk( experimentalni prace byly hodnoceny vybrané genotypy jabloni z hlediska
obsahu fenolickych latek a jeho zachovani po urcitou dobu skladovani. Ze ziskanych vysledk{
bylo vidét, Ze k poklesiim koncentraci fenolickych latek zacalo dochazet ve vétsiné pripadl po
péti mésicich skladovani, at uz pfi skladovani v nizké hladiné kysliku (ULO) nebo pfi skladovani
za nizké teploty. Pfi skladovani v chlazeném skladu o teploté 1-2 °C byl pokles obsahu
fenolickych latek vyraznéjsi (po vyraznéjSim narastu koncentraci fenolickych latek na zacatku
skladovani zplsobenym uvoliovanim z glykosidickych forem a enzymatickou aktivitou,
dochazelo k vyraznéjsim poklesim obsahu fenolickych latek). Zjistili jsme, Ze na podminky
skladovani byly nejvice citlivé kyselina chlorogenova a epikatechin, u téchto latek dochdazelo

k nejvyraznéjsim zménadm koncentraci vlivem doby a zplsobu skladovani. Fenolické latky
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kvercitrin a rutin vykazovaly vyssi stabilitu. Zavérem celé studie byl vybér odrid, které nejlépe
zachovaly obsah téchto vybranych latek a tim i vysokou hladinu antioxidantl i po delSi dobé
skladovani, ¢imz byly zvyhodnény odrldy 'Angold’, 'Gala’, ‘Lady Silvia' a 'Meteor'. V Tabulce 2
jsou zdokumentovany obsahy fenolickych latek u odrtdy "Angold” u Cerstvych plodi a plod(
skladovanych s ohledem na dobu a podminky skladovani. Tabulka 3 zndzorfiuje obsahy

fenolickych latek, podminky skladovani a dobu skladovani u odridy “Golden Delicious’.
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Tabulka 2 Obsahy vybranych fenolickych sloucenin v ug/g + SD s ohledem na pocet mésicti skladovdni u odriidy 'Angold’ u plodi skladovanych v podminkdch
chlazeného skladu a ULO

Pocet Kys. chlorogenova Epikatechin Rutin Kvercitrin Floridzin Suma
mésica
skladovani
sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo
0 (po 99,6 £3,0 57+%0,2 1,9+0,1 6,1+0,2 13,6+0,4 126,9+8,9

sklizni)
3 221,4+6,6 239,3+195 198+09 19819 8,310,5 13,2+2,0 6,5+0,7 8,7+1,0 6,4+0,2 75+1,1 262,4+18,4 288,5+33,2
5 2349+3,1 264,1+4,2 99104 7,0+0,4 13,0+04 15,0+1,3 16,0+0,3 12,1+0,6 9,910,2 12,9+0,6 283,7+11,3 311,1+279
7 172,6 £12,1 211,7+6,4 6,8+0,8 11,0+0,7 14,0x0,4 7,7%0,2 6,3+0,4 7,9%10,3 7,210,3 89104 206,9+18,6 247,2+14,8
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Tabulka 3 Obsahy vybranych fenolickych sloucenin v pg/g + SD s ohledem na pocet mésicli skladovani u odridy 'Golden Delicious' u plodd skladovanych
v podminkach chlazeného skladu a ULO

Pocet Kys. chlorogenova Epikatechin Rutin Kvercitrin Floridzin Suma
mésicl
skladovani
sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo sklad uLo
0 (po 15,7+1,1 2,910,3 0,50,1 6,1+0,5 3,3+0,2 28,5%+3,7

sklizni)
3 90,5+5,4 66,115 34,7%x2,1 25,7+0,5 1,8+0,1 1,1+0,1 11,4+0,5 9,1+0,3 11,3+0,7 10,5+0,4 149,7+8,9 112,5%+11,2
5 30,0+£0,9 44927 7,9%+0,3 8,3+0,2 1,1+£0,2 1,1+0,1 7,4+1,1 8,3+0,6 6,0+£0,3 10,5+0,4 52,4+3,7 73,1+5,1
7 32,2+1,9 49,5+2,5 10,0%x1,6 16,4+0,8 1,0+£0,1 1,1+£0,0 59+0,2 10,0+0,5 6,8+0,7 10,4+0,5 559+8,3 87,4+4,4

63



Tyto poznatky slouzily jako podklad pro dalsi certifikovanou metodiku zaloZzenou na
kvalitativnim hodnoceni ovoce a zpracovatelskych produktl z hlediska obsahu Ilatek
prospésnych pro zdravi ¢lovéka [4]. V ramci metodiky byly porovnany rizné metody detekce,
antioxidacni aktivita a obsah vybranych fenolickych latek v plodech jabloni. Ziskané vysledky
dokumentuiji, Ze vysoky obsah fenolickych latek a zaroven vysokou hladinu zdravi prospésnych
l[atek s antioxidacnimi Ucinky vykazovaly odridy “Angold’, "Artiga’, “Lady Silvia’, "Rubinola’,

‘Topaz” a "Jarka’, z novoslechténi pak "HL 1651°, "HL 2010" a "HL 207".

64



4.3  Uizitny vzor ,SuSeny jableény produkt“— aplikovany vysledek projektu
TJ0O1000151 s nazvem ,Monitoring prospésnych latek v ovoci a jejich
zpracovatelskych produktech s ohledem na lidské zdravi a vyZivu déti“ (Pfiloha
3)

Pfedmétem a cilem SirSiho vyzkumu, ze kterého vychazi uvedeny uzitny vzor, je detekce
obsahovych latek v plodech azpracovatelskych produktech jabloni, tfeSni a merunék,
optimalizace metody stanoveni téchto latek pro rutinni analyzu a pro praktické pouziti.

V neposledni radé i selekce vybranych odrid ovoce s vysokym obsahem zdravi prospésnych

latek pro potfeby zpracovani a vyrobu riznych produktli zpracovani pro praktické vyuziti.

Hlavnimi reSiteli projektu byla Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova,
daldim resitelem projektu byl VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY
s.r.o. Aplikacnim garantem byla firma Severofrukt a.s. Terezin, na vzniku aplikovaného

vysledku uZitny vzor se podilela firma Frutigo s.r.o. Chrast.

Uzitny vzor se tykal inovativniho reSeni technologické vyroby zpracovatelského produktu
testovanych odrad jablek s vysokym antioxidaénim potencidlem. Hlavni podstatou
technického reseni byla optimalizace doby a teploty suseni vychoziho produktu pro vyrobu
zpracovatelského produktu se zachovanim vysokého obsahu latek s antioxidaéni aktivitou,

se zamérenim na fenolické latky.

Ovoce susené pfi vysokych teplotach maze byt tvrdé a mit nepfirozenou hnédou barvu, pfi
vyssich teplotach navic dochazi k nezadoucim ztratam obsahu fenolickych [atek, resp. jejich
rozkladu. Z hlediska zachovani vyznamnych obsahovych latek ve zpracovatelskych produktech
je Zadouci, aby suseni probihalo pfi nizich teplotach a co nejkrat$i dobu. Cim je zah¥ati ovocné
hmoty Setrnéjsi, a tim vice jsou omezeny chemické zmény. Proto se doporucuje, aby v
modernich susarndch teploty (na vihkém ovoci) nepresahovaly 57 az 82 °C. Nevyhodou
jableénych produktl, které jsou pripraveny béinymi zplsoby suseni, je nizky obsah

vyznamnych fenolickych latek.

Stdvajici technologicky postup zpracovani plodu jabloni k vyrobé susenych produktl vyuzival
4pdasovou susarnu s postupnym ohfivanim susiciho vzduchu s predsusarnou, ve které
se teplota suSeni pohybovala od 60 do 120 °C. Na zacatku suseni byla nastavena nejvyssi

teplota (120 °C), zde dochazi k odpareni povrchové vody, poté se teplota sniZzovala na teplotu
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80 °C a v posledni fazi suseni byla snizena na 60 °C. Pfi takto nastavenych teplotach trva proces
suSeni cca 4 hodiny, v zavislosti na obsahu vody ve vychozi suroviné (jablkach). Nas inovativni
pfistup v zachovani vysokého obsahu fenolickych latek ve zpracovatelskych produktech
spocival v pouziti nizSi teploty suSeni a zaroven mirné prodlouzené dobé suseni, ato
konkrétné tak, Ze se jiz na zacatku suseni snizila teplota na 62 az 65 °C a teploty dosuseni

produktu byly udrzeny v rozmezi 45 az 50 °C.

PFi optimalizaci podminek vyvoje uZitného vzoru “Suseny jable¢ny produkt” dochazelo pfi
pGvodni teploté suseni 80 °C ke ztraté a snizeni koncentrace fenolickych latek. Co se tyce
susSeni pfi nizsi teploté 62 az 65 °C, dochdazelo k udrzeni vyssiho obsahu fenolickych latek, tedy
nedochazi ke ztratam zplsobenych vysokou teplotou. Nicméné se doba suseni prodlouzila ze
4 na 6 hod. V ramci naseho vyrobniho procesu a dostupnych studii bylo potvrzeno, ze diky
nizsi teploté suseni se fenolické latky uvolniuji Setrné z glykosidickych struktur (dochazi k
odstépeni cukerné slozky), a tim je vsuSenych produktech z jablek vice volnych forem

fenolickych latek s antioxidaéni aktivitou.

Suseny jable¢ny produkt z vybranych odrld jabloni a novoslechténi, které byly vybrany jako
nejvhodnéjsi pro zpracovani adlouhodobé skladovani, pfipraveny prostfednictvim
inovativniho postupu proti dosavadnimu stavu deklaroval vysoky obsah antioxidaénich latek
ve zpracovatelském produktu a jeho zachovani i béhem procesu vyroby — zpracovani a suseni.
U prvni testované odrldy byl u ¢erstvych plodd obsah hlavni fenolické slouéeniny — kyseliny
chlorogenové 49,65 pg/g Cerstvého ovoce, ve zpracovatelském produktu byl 2krat vyssi,
konkrétné 101,86 pg/g. U druhé testované odridy s vyssim obsahem glykosidd byl obsah
kyseliny chlorogenové v erstvych plodech 1,31 pg/g, u kfizal 131,74 pg/g.

Pri plvodni teploté suseni 80 °C dochazelo ke ztraté a snizeni koncentrace fenolickych latek,
jak je patrné z dosazenych vysledk( zdokumentovanych v Tabulce 4. V provozu je tento model
vyuzitelny, dojde k Upravé teploty suseni na pasové susicce a délce doby, kterou musi plody
byt v susiéce uloZeny. Zvysi se tak pfidana hodnota jable¢ného produktu s tim, Ze nedojde ke
ztratdm obsahu antioxidacnich latek. Hladiny sledovanych fenolickych latek byly stanoveny

metodou kapalinové chromatografie s UV detekci.

Rozdily v obsahu fenolickych latek byly vyznamné a pro udrzeni obsahu fenolickych latek je

doporucena nizsi teplota suseni i za cenu prodlouzeni susiciho procesu. Hlavni obsahova latka
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(kyselina chlorogenova) pak zlstava zachovdana i v susenych jablcich a jako latka s pomérné
vysokou antioxidacni aktivitou je pak zodpovédnd za zdravi prospésné vlastnosti ovoce

suSeného Setrnym postupem.

Tabulka 4 Koncentrace fenolickych ldatek v Cerstvych plodech jablek a ve zpracovatelskych produktech

v zdvislosti na teploté suseni u jedné testované odridy

Cerstva hmota | Kfizaly 62-65 °C | Kfizaly 77-80 °C
Odruda Fenolicka latka
(ne/s) (ne/s) (ne/s)
kyselina
Odrada 1 49,65 101,86 44,61
chlorogenova
epikatechin 23,64 7,24 4,49
rutin 1,24 1,01 0,56

Co se tycCe pramyslové vyuzitelnosti v praxi, ,,Suseny jable¢ny produkt” z vybranych odrid
jabloni anovoslechténi, které byly vybrany jako 7 nejvhodnéjSich pro zpracovani
a dlouhodobé skladovani na zakladé naseho predchoziho vyzkumu [84], mUZeme fici, Ze
nejvhodnéjsi jsou odrldy 'Angold’, 'Lady Silvia', 'Rubinola’, 'Topaz' a novoslechténi 'HL 1651,
'HL 2010' a 'HL 207'. Nové technické reSeni zpracovani produktll zvysuje svoji podstatou
kvalitu suseného produktu vyrobeného z téchto odrid, diky kterému budou zachovany zdravi
prospésné latky ve vyrobku, ktery je moZnou ndhradou konzumace potravinovych doplikd

jako zdroje téchto latek.
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4.4  Effect of storage conditions on content of pesticide residues in sweet

cherries (Pfiloha 4)

V této praci byla studovana dynamika rozpadu Ucinnych latek pesticid(l bézné aplikovanych
v rdmci integrované ochrany ovoce. Pro nas vyzkum jsme se zaméfili na peckoviny, a to
konkrétné na plody tfesni, kde byla tato degradace sledovdna v Cerstvych plodech, ale i pfi
vyuziti vybranych technologiich dlouhodobého skladovani — skladovani v ULO podminkach
(atmosféra s nizkou hladinou kysliku), obalech s modifikovanou atmosférou a s vyuzitim
poskliziiové aplikace 1-methylcyklopropenu a ozonu. Predpokladali jsme, Ze typ pesticidu
a podminky skladovani ovoce mohou mit zasadni vliv na obsah rezidui pesticidl. Proto byly
sledovany hladiny rezidui po aplikaci kombinaci uclinnych latek vcetné acetamipridu,
boscalidu, cyprodinilu, fenhexamidu, fenpyrazaminu, fludioxonilu, fluopyramu,
pyraclostrobinu, pirimikarbu, tebukonazolu, thiaclopridu a trifloxystrobinu. Aplikace pesticid(
na peckoviny byla provedena s ohledem na doporuceni vyrobce a dané ochranné lhlty pro

vybrané pripravky.

Jak bylo zjisténo v ramci dikladné reserse, dosud nebyla publikovdna Zzadna komplexni studie
s ohledem na degradaci pesticidl a zplsoby skladovani peckovin. Ve sklizeném ovoci nebylo
v této prdci u Zzadné ucinné latky nalezeno prekroceni MRL (cozZ je limit, ktery nesmi byt pfi
doporucené aplikaci pesticidi prekrocen). Dale byl monitorovan pokles hladin pesticid(
ovlivnény rdznymi podminkami skladovani a porovndny podminky skladovéni s ohledem na
rozklad a/nebo zachovani obsahu u vsech testovanych ucinnych latek. Navic byly béhem
skladovani pozorovany zmény v kvalité ploda tfesni napadenych chorobami a skddci

a hodnoceno procento poskozenych plodu.

Ziskané vysledky potvrdily, Ze béhem skladovani plod(i v chlazeném skladu dochazi k postupné
degradaci. Vliv typu skladovani znazornény na Obrazku 16 se ménil v zavislosti na klimatickych
podminkach daného roku (studie probihala vletech 2018 a 2019). Vzorky byly méreny
ve Ctyrech replikatech a ziskané primérné hodnoty byly uvedeny s 20% nejistotou, s ohledem
na velmi nizky obsah pesticid(i. Pokud jde o hodnoceni obsahu ucinnych latek, byl v roce 2018
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v obsahu rezidui acetamipridu mezi rezimy skladovani
MAP a ULO. Prvni z nich vedl k niZz§imu obsahu rezidui, jak ukazuje Obrazek 16a. Z dostupné
literatury je zndmo, Ze ucCinna latka acetamiprid degraduje rychleji v MPA nez v ULO

podminkach [86], coZz bylo potvrzeno. Ddle byl sledovan statisticky vyznamny rozdil
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evvs

s ostatnimi variantami skladovani — Obrdazek 16b. Statisticky vyznamny rozdil byl zaznamendn
u fludioxonilu po pouzZiti MCP a ozonu. Nizsi hladiny rezidui byly zjiStény pfi skladovani
s ozonem, dokumentovdno na Obrazku 16c. Obsah rezidui fenhexamidu byl po oSetifeni MCP
tebukonazolu po skladovani s ozonem v porovnani s aplikaci MCP (Obrazek 16e). Nizsi rezidua
pyraclostrobinu byla pozorovdna pfi poskliziovém oSetfeni ozonem ve srovnani se

skladovanim v obalech MAP (Obrézek 16f).
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Obrazek 16 Relativizovany obsah ucinnych Ildtek (a) acetamiprid, (b), fenpyrazamin, (c) fludioxonil, (d) fenhexamid, (e) tebukonazol a (f) pyraklostrobinu

28. den po sklizni pro vybrané reZimy skladovdni a kombinované varianty postriku (2018).

71



Klesajici trend byl zfetelné vidét u ucinnych latek pfi posklizhovém oSetfeni ozonem a pfi
skladovani v obalech MAP. Poskliziiovd Uprava ozonem pied uskladnénim navic vede ke
snizeni povrchové mikrofléry na sklizenych a nasledné skladovanych plodech, a také ke snizeni
hladiny ethylenu. Toto oSetfeni samo o sobé pak umoznuje prodlouZeni trvanlivosti

a zachovani organoleptickych vlastnosti plodin [75, 87].

V rdmci experimentalni prace byla studovana i reak¢ni kinetika rozkladu pesticid(. Zatimco
tato kinetika byla zjevné ovlivnéna vnéjSimi podminkami véetné teploty, vlhkosti,
kysliku/ozénu a MCP, z(stava otazka, zda samotné ovoce (druh ovoce) také ovliviiuje rychlost
rozkladu. Tfesné ve skladovacich podminkach véetné MCP a ozonu byly analyzovany z hlediska
obsahu rezidui pesticidi po 14, 28 a 42 dnech skladovani. Rychlost degradace za pouziti MCP
a podminek skladovani ozonu pro sprejovou variantu T1 je ukazdna jako priklad na Obrazcich

17 a 18.
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Obrazek 17 Degradace pesticidi po 42 dnech skladovadni pri pouZiti MCP pro variantu T1 (2018).
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Obrdzek 18 Degradace pesticidi po 42 dnech skladovadni pfi pouZiti ozonu pro variantu T1 (2018).

Bylo zjisténo, Ze trendy v degradaci rezidui jsou velmi podobné bez ohledu na technologie
skladovani. Ve varianté T1 se napf. u¢inna latka fenpyrazamin pfi pouziti MCP rozlozZila za 28
dni na 80 % puvodniho obsahu. Podobné probihala degradace pesticidii ozonem, ktera snizila
obsah rezidui na 85 % ve stejném cCasovém obdobi. Aplikace MCP zpUsobila pouze mirny
pokles jejich hladiny, pficemz v ozonu nebyl pozorovan témér Zadny rozklad. Ozon mél ale
vyraznéjsi vliv na degradaci fludioxonilu ve srovnani s MCP (60 %), kde byla degradace
pomalejsi (85 %). Prlbéh rozkladu fludioxonilu ve sprejové varianté T4 byl pfi pouZiti ozonu
odlisny a po dobu skladovani kolisal kolem 80 % puvodni koncentrace, pficemz po aplikaci
MCP nebyla sledovana prakticky Zadna degradace. Stejné trendy byly pozorovany u boscalidu

a trifloxystrobinu.

Pfestoze byl po pouziti ozonu a poskliziové Upravy MCP charakteristicky mirny pokles
koncentrace pesticidll, stadle pod MLR, bylo zachovano dostate¢né mnozstvi ucinné latky a
plody tresni byly béhem skladovani chranény proti skldadkovym chorobam. Porovnani
technologii skladovani ndm umoznilo potvrdit pozitivni uc¢inek aplikace pesticidi bez ohledu
na to, kterd varianta postfiku byla pouzita, a vSechny varianty kromé kontroly se ukazaly jako
ucinné proti $kodlivym organismim a skladkovym chorobdm. Ubytek hmotnosti plodii
v disledku skladkové hniloby byl u variant osetfenych pesticidnimi pfipravky zanedbatelny a i
po 28 dnech skladovani a pfedstavoval méné nez 2 %. Naproti tomu u neoSetfené varianty

bylo degradovdno znacné procento plod(, a to v priiméru kolem 20 %.
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Degradace pesticidi byla ovlivnéna predevsim klimatickymi podminkami prostiedi a po sklizni
a pri skladovani také dalSimi faktory, mezi které patfily podminky skladovani a vlhkost
prostifedi. ZaleZzelo také na povaze a chemické struktufe samotného pesticidu. Bylo zjisténo,
Ze testované skladovaci technologie ovlivnily degradaci rezidui u¢innych latek acetamipridu,
fludioxonilu, fenhexamidu, tebukonazolu a pyraklostrobinu (statisticky vyznamné vysledky —
p < 0,05). Pozitivnim aspektem nasSeho vyzkumu je pfiznivé zjiSténi, Ze vSechny testované
vzorky obsahovaly rezidua pesticidd hluboko pod MLR, pfi zachovani jejich pozitivniho efektu

pro udrzeni kvality ovoce

Domnivame se, Ze kromé ucinnych latek a podminek skladovani, jako je MCP a 0zén, mUze
rozklad ucinnych latek ovlivnit i samotny druh ovoce nebo alesporn chemie jeho povrchu.
Potvrzeni této myslenky by ale vyZzadovalo rozsahlejsi studii provedenou s Sirsi paletou druht
ovoce. Proto bylo testovani nasledné rozsifeno i na dalsi druhy ovoce, pficemz nejvétsi efekt
na snizeni obsahu rezidui v plodech slivoni mély skladovaci obaly MAP spole¢né s vyuZitim
ozonu a skladovanim v podminkach ULO. Vyssi vliv byl vyvhodnocen také pfi pouziti oballl MAP
u merunék, kde tento zpUsob skladovani zplsoboval rychlejsi degradaci rezidui nez pfi

skladovani plod( v ULO podminkach [88].

74



5 Citovana literatura

[1] J. Fibigr, D. Satinsky, P. Solich, Current trends in the analysis and quality control of food
supplements based on plant extracts, Anal Chim Acta 1036 (2018) 1-15.

[2] J. Tabart, C. Kevers, A. Sipel, J. Pincemail, J.O. Defraigne, J. Dommes, Optimisation of
extraction of phenolics and antioxidants from black currant leaves and buds and of stability
during storage, Food Chemistry 105(3) (2007) 1268-1275.

[3] R. Lopez-Rodriguez, L. Dominguez, V. Fernandez-Ruiz, M. Camara, Extracts Rich in Nutrients
as Novel Food Ingredients to Be Used in Food Supplements: A Proposal Classification,
Nutrients 14(15) (2022) 3194.

[4] M. Holl3, e. al., Metodika pro kvalitativni hodnoceni ovoce a zpracovatelskych produktl z
hlediska obsahu latek prospésnych pro zdravi ¢lovéka, Univerzita Karlova, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové 2019, 60 s.

[5] M. Leja, A. Mareczek, J. Ben, Antioxidant properties of two apple cultivars during long-term
storage, Food Chemistry 80(3) (2003) 303-307.

[6] M.C. Dias, D.C.G.A. Pinto, A.M.S. Silva, Plant Flavonoids: Chemical Characteristics and
Biological Activity, Molecules 26(17) (2021) 5377.

[7] A.N. Panche, A.D. Diwan, S.R. Chandra, Flavonoids: an overview, J Nutr Sci 5 (2016) e47.

[8] H.P.V. Rupasinghe, C. Kean, Polyphenol concentrations in apple processing by-products
determined using electrospray ionization mass spectrometry, Can J Plant Sci 88(4) (2008) 759-
762.

[9] C.W.I. Haminiuk, G.M. Maciel, M.S.V. Plata-Oviedo, R.M. Peralta, Phenolic compounds in
fruits - an overview, International Journal of Food Science and Technology 47(10) (2012) 2023-
2044.

[10] C.E. Lister, J.E. Lancaster, K.H. Sutton, J.R.L. Walker, Aglycone and glycoside specificity of
apple skin flavonoid glycosyltransferase, J Sci Food Agr 75(3) (1997) 378-382.

[11] K. Amaki, E. Saito, K. Taniguchi, K. Joshita, M. Murata, Role of Chlorogenic Acid Quinone
and Interaction of Chlorogenic Acid Quinone and Catechins in the Enzymatic Browning of
Apple, Biosci Biotech Bioch 75(5) (2011) 829-832.

[12] J. Tabart, C. Kevers, J. Pincemail, J.0. Defraigne, J. Dommes, Antioxidant capacity of black
currant varies with organ, season, and cultivar, J Agr Food Chem 54(17) (2006) 6271-6276.

[13] J. Tabart, T. Franck, C. Kevers, J. Pincemail, D. Serteyn, J.0. Defraigne, J. Dornmes,
Antioxidant and anti-inflammatory activities of Ribes nigrum extracts, Food Chemistry 131(4)
(2012) 1116-1122.

[14] M. Vagiri, A. Ekholm, S.C. Andersson, E. Johansson, K. Rumpunen, An Optimized Method
for Analysis of Phenolic Compounds in Buds, Leaves, and Fruits of Black Currant (Ribes nigrum
L.), J Agr Food Chem 60(42) (2012) 10501-10510.

75



[15] J. Tabart, C. Kevers, D. Evers, J. Dommes, Ascorbic Acid, Phenolic Acid, Flavonoid, and
Carotenoid Profiles of Selected Extracts from Ribes nigrum, J Agr Food Chem 59(9) (2011)
4763-4770.

[16] T. Shoji, M. Obara, T. Takahashi, S. Masumoto, H. Hirota, T. Miura, The Differences in the
Flavan-3-ol and Procyanidin Contents of the Japanese 'Fuji' and 'Orin' Apples Using a Rapid
Quantitative High-Performance Liquid Chromatography Method: Estimation of the Japanese
Intake of Flavan-3-ols and Procyanidins from Apple as Case Study, Foods 10(2) (2021) 274.

[17] M.A. Awad, A. de Jager, Flavonoid and chlorogenic acid concentrations in skin of
'Jonagold' and 'Elstar' apples during and after regular and ultra low oxygen storage,
Postharvest Biol Tec 20(1) (2000) 15-24.

[18] M. Friedman, H.S. Jurgens, Effect of pH on the stability of plant phenolic compounds, J
Agr Food Chem 48(6) (2000) 2101-2110.

[19] S.M. Sang, K. Lapsley, W.S. Jeong, P.A. Lachance, C.T. Ho, R.T. Rosen, Antioxidative
phenolic compounds isolated from almond skins (Prunus amygdalus batsch), J Agr Food Chem
50(8) (2002) 2459-2463.

[20] G.H. Cao, E. Sofic, R.L. Prior, Antioxidant and prooxidant behavior of flavonoids: Structure-
activity relationships, Free Radical Bio Med 22(5) (1997) 749-760.

[21] I.G. Munteanu, C. Apetrei, Analytical Methods Used in Determining Antioxidant Activity:
A Review, Int J Mol Sci 22(7) (2021) 3380.

[22] P. Baronova, Analytické metody stanoveni antioxidacni/antiradikalové aktivity, Katedra
farmaceutické botaniky a ekologie Hradec Kralové, Hradec Kralové, 2009, 65 s.

[23] D. Villano, M.S. Fernandez-Pachon, A.M. Troncoso, M.C. Garcia-Parrilla, Comparison of
antioxidant activity of wine phenolic compounds and metabolites in vitro, Anal Chim Acta
538(1-2) (2005) 391-398.

[24] Z.Y. Chen, P.T. Chan, K.Y. Ho, K.P. Fung, J. Wang, Antioxidant activity of natural flavonoids
is governed by number and location of their aromatic hydroxyl groups, Chem Phys Lipids 79(2)
(1996) 157-163.

[25] K. Bortlovd, Hodnoceni obsahu fenolickych latek v ovoci, Farmaceuticka fakulta, Katedra
analytické chemie, Univerzita Karlova, Hradec Kralové, 2018, 62 s.

[26] S.E. Science, SHIMADZU Excellence in Science, 2023. www.shimadzu.com/an/service-
support/technical-support/analysis-basics/basic/what is_hplc.html (Accessed 31-08-2023).

[27] J. Kschonsek, T. Wolfram, A. Stockl, V. Bohm, Polyphenolic Compounds Analysis of Old
and New Apple Cultivars and Contribution of Polyphenolic Profile to the In Vitro Antioxidant
Capacity, Antioxidants-Basel 7(1) (2018) 20.

[28] F. Yildirim, e. al., The Relationship Between Growth Vigour of Rootstock and Phenolic
Contents in Apple (Malus x domestica), Erwerbs-Obstbau 58 (2016) 25-29.

76


http://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
http://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html

[29] H. Sato, S. Otagaki, P. Saelai, S. Kondo, K. Shiratake, S. Matsumoto, Varietal differences in
phenolic compounds metabolism of type 2 red-fleshed apples, Scientia Horticulturae 219
(2017) 1-9.

[30] B. Suarez, A.L. Alvarez, Y.D. Garcia, G. del Barrio, A.P. Lobo, F. Parra, Phenolic profiles,
antioxidant activity and in vitro antiviral properties of apple pomace, Food Chemistry 120(1)
(2010) 339-342.

[31] L. Raudone, R. Raudonis, M. Liaudanskas, J. Viskelis, A. Pukalskas, V. Janulis, Phenolic
Profiles and Contribution of Individual Compounds to Antioxidant Activity of Apple Powders,
J Food Sci 81(5) (2016) C1055-C1061.

[32] M. Liaudanskas, P. Viskelis, D. Kviklys, R. Raudonis, V. Janulis, A Comparative Study of
Phenolic Content in Apple Fruits, Int J Food Prop 18(5) (2015) 945-953.

[33] J. Leyva-Corral, A. Quintero-Ramos, A. Camacho-Davila, J.D. Zazueta-Morales, E. Aguilar-
Palazuelos, M.G. Ruiz-Gutierrez, C.0. Melendez-Pizarro, T.D. Ruiz-Anchondo, Polyphenolic
compound stability and antioxidant capacity of apple pomace in an extruded cereal, Lwt-Food
Sci Technol 65 (2016) 228-236.

[34] V. Chandrasekar, et al.,, Optimizing microwave-assisted extraction of phenolic
antioxidants from red delicious and jonatan apple pomace, Journal of Food Process
Engineering 38 (2015) 571-582.

[35] A.G. Perez, C. Sanz, J.J. Rios, R. Olias, J.M. Olias, Effects of ozone treatment on postharvest
strawberry quality, J Agr Food Chem 47(4) (1999) 1652-1656.

[36] L. Bai, S. Guo, Q.C. Liu, X.Q. Cui, X.X. Zhang, L. Zhang, X.W. Yang, M.W. Hou, C.T. Ho, N.S.
Bai, Characterization of nine polyphenols in fruits of Malus pumila Mill by high-performance
liquid chromatography, J Food Drug Anal 24(2) (2016) 293-298.

[37] C. Jinshui, Qun, X., Lina, L., Rohrer, J., Determination of Phenolic Compounds in Apple
Orchard Soil. Thermo Scientific Webpage, applicacation Note 1077., 1-5.

[38] A. Escarpa, M.C. Gonzalez, Fast separation of (poly)phenolic compounds from apples and
pears by high-performance liquid chromatography with diode-array detection, Journal of
Chromatography A 830(2) (1999) 301-309.

[39] A. Schieber, P. Keller, R. Carle, Determination of phenolic acids and flavonoids of apple
and pear by high-performance liquid chromatography, Journal of Chromatography A 910(2)
(2001) 265-273.

[40] J. Zivkovic, K. Savikin, G. Zdunic, B. Dojcinovic, N. Menkovic, Phenolic and mineral profile
of Balkan indigenous apple and pear cultivars, J Serb Chem Soc 81(6) (2016) 607-621.

[41] M. Brahem, C.M.G.C. Renard, S. Eder, M. Loonis, R. Ouni, M. Mars, C. Le Bourvellec,
Characterization and quantification of fruit phenolic compounds of European and Tunisian
pear cultivars, Food Res Int 95 (2017) 125-133.

77



[42] T. WANG, Xia LI, Bin ZHOU, Jie ZENG a Wenyuan GAO, Anti-diabetic activity in type 2
diabetic mice and a-glucosidase inhibitory, antioxidant and anti-inflammatory potential of
chemically profiled pear peel and pulp extracts (Pyrus spp.). , Journal of Functional Foods 13
(2015) 276-288.

[43] X. Li, T. Wang, B. Zhou, W. Gao, J. Cao, L. Huang, Chemical composition and antioxidant
and anti-inflammatory potential of peels and flesh from 10 different pear varieties (Pyrus
spp.), Food Chem 152 (2014) 531-8.

[44] M. Raja, J. Hernandez-Revelles, S. Hernandez-Cassou, J. Saurina, Determination of
polyphenols in the pear pulp matrix by solvent extraction and liquid chromatography with UV-
Vis detection, Anal Methods-Uk 6(24) (2014) 9769-9776.

[45] Q.W. Zhang, L.G. Lin, W.C. Ye, Techniques for extraction and isolation of natural products:
a comprehensive review, Chin Med-Uk 13 (2018).

[46] A. Bocco, M.E. Cuvelier, H. Richard, C. Berset, Antioxidant activity and phenolic
composition of citrus peel and seed extracts, J Agr Food Chem 46(6) (1998) 2123-2129.

[47] D.A. Pearson, C.H. Tan, J.B. German, P.A. Davis, M.E. Gershwin, Apple juice inhibits human
low density lipoprotein oxidation, Life Sci 64(21) (1999) 1913-1920.

[48] S. Guyot, N. Marnet, D. Laraba, P. Sanoner, J.F. Drilleau, Reversed-phase HPLC following
thiolysis for quantitative estimation and characterization of the four main classes of phenolic
compounds in different tissue zones of a French cider apple variety (Malus domestica var.
Kermerrien), J Agr Food Chem 46(5) (1998) 1698-1705.

[49] S. Wahab, K. Muzammil, N. Nasir, M.S. Khan, M.F. Ahmad, M. Khalid, W. Ahmad, A.
Dawria, L.K.V. Reddy, A.M. Busayli, Advancement and New Trends in Analysis of Pesticide
Residues in Food: A Comprehensive Review, Plants 11(9) (2022) 1106.

[50] N. Casado, S. Morante-Zarcero, |. Sierra, Application of the QUEChERS Strategy as a Useful
Sample Preparation Tool for the Multiresidue Determination of Pyrrolizidine Alkaloids in Food
and Feed Samples: A Critical Overview, Applied Sciences 12(9) (2022) 4325.

[51] S. Koskova, Hodnoceni vybranych obsahovych latek v ovoci metodou HPLC-DAD-CAD,
Farmaceuticka fakulta, Katedra analytické chemie, Univerzita Karlova, Hradec Kralové, 2019,
73 s.

[52] C.T. da Costa, B.C. Nelson, S.A. Margolis, D. Horton, Separation of blackcurrant
anthocyanins by capillary zone electrophoresis, Journal of Chromatography A 799(1-2) (1998)
321-327.

[53] G.J. Soleas, E.P. Diamandis, A. Karumanchiri, D.M. Goldberg, A multiresidue derivatization
gas chromatographic assay for fifteen phenolic constituents with mass selective detection,
Analytical Chemistry 69(21) (1997) 4405-4409.

[54] D. Vrana, Optimalizace HPLC/MS/MS metody pro analyzu fenolickych latek obsazenych v
amarantovém zrnu, Univerzita Pardubice, Pardubice, 2020, 91 s.

78



[55] S.E. Science, SHIMADZU Excellence Science, 2023.
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-
basics/basics of Icms/interfaces for Icms.html (Accessed 31-06-2023).

[56] S. Granica, K. Krupa, A. Klebowska, A.K. Kiss, Development and validation of HPLC-DAD-
CAD-MS(3) method for qualitative and quantitative standardization of polyphenols in
Agrimoniae eupatoriae herba (Ph. Eur), ] Pharm Biomed Anal 86 (2013) 112-22.

[57] L.P. Souza, L.R.D. Faroni, F.F. Heleno, F.G. Pinto, M. Queiroz, L.H.F. Prates, Ozone
treatment for pesticide removal from carrots: Optimization by response surface methodology,
Food Chem 243 (2018) 435-441.

[58] L. Novakova, M. Dousa, Moderni HPLC separace v teorii a praxi I., Praha, 2013.

[59] JJ. Kirkland, F.A. Truszkowski, C.H. Dilks, G.S. Engel, Superficially porous silica
microspheres for fast high-performance liquid chromatography of macromolecules, Journal of
Chromatography A 890(1) (2000) 3-13.

[60] I. Baranowska, S. Magiera, J. Baranowski, Clinical applications of fast liquid
chromatography: A review on the analysis of cardiovascular drugs and their metabolites, J
Chromatogr B 927 (2013) 54-79.

[61] K.M. Kalili, A. de Villiers, Recent developments in the HPLC separation of phenolic
compounds, J Sep Sci 34(8) (2011) 854-876.

[62] H. Sklenarova, A. Bilkova, M. Pechova, P. Chocholous, Determination of major phenolic
compounds in apples: Part |-Optimization of high-performance liquid chromatography
separation with diode array detection, J Sep Sci 41(15) (2018) 3042-3050.

[63] T.K. McGhie, M. Hunt, L.E. Barnett, Cultivar and growing region determine the antioxidant
polyphenolic concentration and composition of apples grown in New Zealand, J Agr Food
Chem 53(8) (2005) 3065-3070.

[64] R. Tsao, R. Yang, S. Xie, E. Sockovie, S. Khanizadeh, Which polyphenolic compounds
contribute to the total antioxidant activities of apple?, J Agr Food Chem 53(12) (2005) 4989-
4995.

[65] D.-C. A., The profile of polyphenols and antioxidant properties of selected apple cultivars
grown in Poland, J Fruit Ornam Plant Res. (18) (2010) 39-50.

[66] P. Putnik, D.B. Kovacevic, K. Herceg, |. Pavkov, Z. Zoric, B. Levaj, Effects of modified
atmosphere, anti-browning treatments and ultrasound on the polyphenolic stability,
antioxidant capacity and microbial growth in fresh-cut apples, Journal of Food Process
Engineering 40(5) (2017) e12539.

[67] T. Krupa, E. Zaras-Januszkiewicz, A. Kistechok, Influence of 1-Methylcyclopropene on the
Antioxidants of 'Red Cap' Apples during Transportation and Shelf Life, Agronomy-Basel 11(2)
(2021) 341.

79


https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basics_of_lcms/interfaces_for_lcms.html
https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basics_of_lcms/interfaces_for_lcms.html

[68] A. Bilkova, P. Knapova, P. Suran, J. Kwiecien, F. Svec, H. Sklenarova, Effect of storage
conditions on content of pesticide residues in sweet cherries, Food Chem X 13 (2022) 100185.

[69] J. Streif, Ripening Management and Postharvest Fruit Quality, lii International Conference
Postharvest Unlimited 2008 858 (2010) 121-129.

[70] J. Skrzynski, P. Konopacki, Quality of apples after storage - a review of methods,
Proceedings of the International Conference on Quality in Chains, Vols 1 and 2 (604) (2003)
565-570.

[71] J.H. Bower, W.V. Blasi, E.J. Mitcham, Effect of ethylene in the storage environment on
quality of 'Bartlett pears', Postharvest Biol Tec 28(3) (2003) 371-379.

[72] S.S. Ma, P.M. Chen, Storage disorder and ripening behavior of 'Doyenne du Comice' pears
in relation to storage conditions, Postharvest Biol Tec 28(2) (2003) 281-294.

[73] S.S. Ma, P.M. Chen, E.A. Mielke, Storage life and ripening behavior of 'Cascade’ pears as
influenced by harvest maturity and storage temperature, ] Amer Pomolog Soc 54(3) (2000)
138-147.

[74] ). Ticha, J. Hajslova, M. Jech, J. Honzicek, O. Lacina, J. Kohoutkova, V. Kocourek, M. Lansky,
J. Kloutvorova, V. Falta, Changes of pesticide residues in apples during cold storage, Food
Control 19(3) (2008) 247-256.

[75] M. Alothman, B. Kaur, A. Fazilah, R. Bhat, A.A. Karim, Ozone-induced changes of
antioxidant capacity of fresh-cut tropical fruits, Innov Food Sci Emerg 11(4) (2010) 666-671.

[76] S.J.G.K. Horalek V., Curdova E., Heldn V. a kol., Vzorkovdni I. Obecné zasady, Cesky Té&sin,
2010.

[77] P.S. Koplik R., Sramek 1., Svirdkovd E, Vzorkovéni Ill Potraviny, zemédélstvi, predméty
bé7ného uzivani, Cesky Tésin 2016.
[78] P.T. Holland, D. Hamilton, B. Ohlin, M.W. Skidmore, lupac Reports on Pesticides .31.

Effects of Storage and Processing on Pesticide-Residues in Plant-Products, Pure Appl Chem
66(2) (1994) 335-356.

[79] J. Song, L.H. Fan, C.F. Forney, M.A. Jordan, P.D. Hildebrand, W. Kalt, D.A.J. Ryan, Effect of
ozone treatment and controlled atmosphere storage on quality and phytochemicals in
Highbush blueberries, Acta Hortic (600) (2003) 417-423.

[80] Y.S. Velioglu, S. Fikirdesici-Ergen, P. Aksu, A. Altindag, Effects of Ozone Treatment on the
Degradation and Toxicity of Several Pesticides in Different Groups, J Agr Sci-Tarim Bili 24(2)
(2018) 245-255.

[81] P.E. Athanasopoulos, C. Pappas, Effects of fruit acidity and storage conditions on the rate
of degradation of azinphos methyl on apples and lemons, Food Chemistry 69(1) (2000) 69-72.

[82] A. Akyildiz, E. Agcam, S. Gurkan, B. Cetinkaya, E. Karaca, H. Benli, Effects of Rinsing on
Residue Level of Chlorpyrifos Ethyl, Acetamiprid and Penconazole in Grapes, J Agr Sci-Tarim
Bili 20(2) (2014) 112-119.

80



[83] A. Bilkova, H. Sklenarova, R. Vavra, Vyznam a monitoring vybranych fenolickych sloucenin
v plodech jabloni s ohledem na rizné podminky skladovani, Védecké prace ovocnarské 25
(2017) 15-22.

[84] A. Bilkova, K. Bad'urova, P. Svobodova, R. Vavra, P. Jakubec, P. Chocholous, F. Svec, H.
Sklenarova, Content of major phenolic compounds in apples: Benefits of ultra-low oxygen
conditions in long-term storage, Journal of Food Composition and Analysis 92 (2020) 103587.

[85] A. Bilkova, e. al., Metodika stanoveni hlavnich fenolickych sloucenin v genotypech jabloni
s ohledem na rGzné podminky skladovani, Vyzkumny a S$lechtitelsky ustav ovocnafsky
Holovousy s.r.0.,2018, 44 s.

[86] A. Bilkova, V. Nekvindova, P. Suran, L. Zeleny, Z. Nyvitovd, J. Kwiecien, Monitoring
dynamiky degradace rezidui pesticidd v tfeSncih s ohledem na dlouhodobé skladovani,
Zahradnictvi (1) (2018) 64-68.

[87] S.K. Amit, M.M. Uddin, R. Rahman, S.M.R. Islam, M.S. Khan, A review on mechanisms and
commercial aspects of food preservation and processing, Agriculture & Food Security 6(1)
(2017) 51.

[88] A. Bilkova, P. Suran, M. Skalsky, Metodika minimalizace obsahu rezidui pesticid( u
peckovin s vyuzitim ochrany rostlin a dlouhodobého skladovani, VYZKUMNY A SLECHTITELSKY
USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.2020, 64 s.

81



6 Seznam publikovanych praci v komentovaném

souhrnu
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1. “Vitaminy a Antioxidanty“, Hotel VZ Bedfichov, Spindleriv Mlyn, 2016

Ustni prezentace: P¥irodni antioxidanty; vyzkum antioxidantd v ovoci (Bilkovd A.)

2. 16th International Nutrition & Diagnostics Conference, hotel DUO, Praha, 2016

Posterové sdéleni: Application of HPLC and sequential injection chemiluminescence methods
for testing anti-oxidation activity as complementary techniques for the assay of phenolic
compounds in apple cultivars (Bilkovd A., Vavra R., Hana Sklenafova, Martina Pechovad, Petr

Chocholous)

3. 20th International Conference on Flow Injection Analysis and Related Techniques, Palma

de Mallorca, Spain, 2016

Posterové sdéleni: Chemiluminescence method for testing anti-oxidation activity by the
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compounds in apples (H. Sklendrovd, K. Kunovskd, M. Pechovd, A. Bilkovd, P. Chocholous, M.

Poldsek)
4. 23rd International Symposium on Separation Sciences — Viden, Rakousko, 2017

Publikace v ¢asopise konference Chrom Food Forum: Compounds in Fruits: Objectives and

Importance of Monitoring with respect to Storage Conditions (Aneta Bilkovd, Hana

Sklendrovd, Frantisek Svec)

Posterové sdéleni: Optimization of HPLC determination of phenolic compounds in apple

extracts (Aneta Bilkovd, Kristyna Bortlovd, Hana Sklendiovd, Radek Vdvra)

Posterové sdéleni: Content of phenolic substances assayed by hplc-dad in apples kept under

different storage conditions (Aneta Bilkovd, Kristyna Bortlovd, Hana Sklendrovd, Radek Vdvra)

5. Ingrovy dny 2018, XLIV. Konference o jakosti potravin a potravinovych surovin - Brno,

Mendelova univerzita

Posterové sdéleni: Porovnanie fenolického profilu vybranych jablénych odréd (Marcela Hollg,

Aneta Bilkovd, Hana Sklendrovad)

6. VITATOX 2018 - Dvur Kralové nad Labem
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Ustni sdéleni: Vyznam a monitoring vybranych fenolickych slougenin v plodech jabloni s

ohledem na rtizné podminky skladovani (Bilkovd A.)
7. 18th International Nutrition & Diagnostics Conference INDC, Praha, 2018

Posterové sdéleni: Comparing antioxidant content in apple cultivars via hplc-ecd method

(Marcela Holld, Aneta Bilkovd, Hana Sklendrovd, Blanka Svecovd, Dalibor Satinsky)
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(Bilkovd A.)
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Mendelova univerzita
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na rdzné podminky skladovani (Aneta Bilkovd , Marcela Holld, Hana Sklendrova)

9. VITATOX 2019 - Dvir Kralové nad Labem

Ustni sdéleni: Antioxidanty v plodech jabloni s ohledem na dlouhodobé skladovani (Bilkovd A).
10. XV. EUCARPIA Fruit Breeding and Genetics Symposium — 2019, Praha

Posterové sdéleni: Pesticide residues and their influence on the total antioxidant activity of

apricot fruits (Bilkovd A., Hortovd B., Nyvitovad Z., Hollé M. Sklendrovd H. )

11. Workshop 2019 — VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.o.
Ustni sdéleni: Project ,,Phosphonates in fruits (Bilkovd A.)
12. Seminar péstitelli ovoce — 2019, Holovousy

Ustni sdéleni: Degradace rezidui pesticidd u peckovin a vliv poskliziového osetieni na

celkovou antioxidacni aktivitu ploda (Bilkovd A. )
13. VITATOX 2020 - Dvur Kralové nad Labem
Ustni sdéleni: Monitoring antioxida¢ni aktivity drobného ovoce (Bilkovd A.)

14. 14th European Pesticide Residue Workshop, Pesticides in food and drink — 2022, Bologna

[talie
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Posterové sdéleni: Effect of long-term storage on pesticide residues in sweet cherries (Bilkovd

A)
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9 Ucast na projektech a stazich
1. 2023-2025 MZe - NAZV QK23020046

Inovativni postupy managementu jablofiovych sadl pro zvySeni konkurenceschopnosti

tuzemské produkce (student - ¢len fesitelského tymu)
2. 2021-2025 MZe - NAZV QK21010200

Slechténi ovocnych druhl na odolnost k abiotickym vliviim v kombinaci s vysokym obsahem

antioxidacnich latek v plodech (student — ¢len feSitelského tymu)
3. 2020-2022 TACR ZETA 4 - TJ04000245

Studium chovani fosfonatd s cilem snizeni ztrat v rostlinnych produktech (student — hlavni

koordinator projektu)
4. 2019-2021 TACR ZETA 2 - TJ02000196

Vyzkum vyuZiti odpadl z ovocnych stromU jako zdroje cennych bioaktivnich latek (student —
koordindtor projektu za VSUO Holovousy a €len Fesitelského tymu hlavniho feditele Faf UK,

Hradec Kralové)
5. 2019-2021 TACR ZETA 2 - TJ02000098

Monitoring citlivosti populaci Botrytis cinerea k fungicidim ve vztahu k inovaci integrované

ochrany jahodniku, obsahu rezidui a skladovani (student — dalsi Fesitel)
6. 2019-2023 NAZV QK1910296

Efektivita novych postupl regulace Skodlivych Cciniteld v ovocnarstvi (student - clen

resitelského tymu)
7. 2017-2020 TACR TH 02030223

Inovace integrované ochrany peckovin ve vztahu ke zpuUsobu skladovani a obsahu rezidui

pesticidl (student — hlavni koordindtor projektu)

8. 2017-2019 TACRTJ01000151

89



Monitoring prospésnych latek v ovoci a jejich zpracovatelskych produktech s ohledem na
lidské zdravi a vyzivu déti (student - koordinator projektu za VSUO Holovousy a hlavni

koordinator praci hlavniho resitele Faf UK, Hradec Kralové)
9. 2014-2018 MZe - NAZV QJ1510354

Tvorba a selekce odrad jabloni s vysokym obsahem zdravi prospésnych latek a prodlouzenou

skladovatelnosti plodd (student — ¢len fesitelského tymu)
10.2015-2017 EUREKA CZ (LF)

Introdukce novych odrlid tfesni s vysokou kvalitou plod na evropsky trh (student — ¢len
feSitelského tymu)

11. Odborna staz RADANAL s.r.o., duben-kvéten 2015, Analytickd laborator
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