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ABSTRAKT

V této diplomové praci byly studovany zmény aktivit antioxidacnich enzymtli a zmény
obsahu nizkomolekularnich antioxidanti v riznych druzich ovoce pii dlouhodobém
skladovani.

V teoretické ¢asti jsou popsany jednotlivé nizkomolekularni antioxidanty a antioxida¢ni
enzymy. Také jsou zde shrnuty pti¢iny kazeni ovoce a pouzivané zpuisoby konzervace.

Jako vzorky byly pouzity zejména bézné lokalni druhy ovoce - jablka Cervend a zelena,
broskve, Svestky a hrozny. Ovoce bylo skladovano dlouhodobé (n€kolik mésici) jednak
V nezpracovaném stavu Vv laboratofi, ve sklepé, v lednici a v mrazicim boxu. U uchovavani
mrazenim byly testovany rizné zplisoby pfipravy a zpracovani ovoce na aktivity enzymu a
obsah nizkomolekulérnich latek. Zkrécena analyza byla provedena rovnéz v boravkach,
brusinkach, malinach a jahodach. U skladovaného ovoce byly sledovany skupinové
parametry - celkova antioxidacni aktivita, obsah suSiny, vitaminu C, celkovych flavonoidii a
polyfenoli spektrofotometricky. Stanoveni individudlnich flavonoidii a katechinti bylo
provedeno pomoci RP/HPLC/UV-VIS a on-line LC/PDA/ESI-MS. Aktivity antioxida¢nich
enzymi — superoxiddismutasy (SOD), katalasy, polyfenoloxidasy (PPO) a lipoxygenasy
(LOX) byly stanoveny spektrofotometricky. Z diivodu napadeni nékterych vzorkd plisnémi
byla provedena povrchova mikroskopie a kultivace vzdusné i povrchové mikroflory.

Vliv podminek uchovavani na zachovani biologickych vlastnosti je podminén druhem
ovoce. Obecné nejSetrnéjSim zpisobem dlouhodobého uchovéavani je mrazeni, avSak u
velkych plodt dochazi ¢asto k senzorickym zménam. Dlouhodobé uchovavani v regulovaném
teplotnim reZzimu nebo v regulované atmosféte je vhodné pro plody s delSi udrZitelnosti,
v téchto plodech se udrzi déle stabilni hladiny antioxida¢nich enzymui. Neékteré z téchto
enzymua pusobi synergisticky. Zatimco na zacatku uchovavani lze napf. v plodech jablek
nalézt vysoké hladiny SOD a LOX, u ptezralych nebo poskozenych ploda jsou naopak vyssi
hladiny katalazy a PPO. Hladiny nizkomolekularnich antioxidantti v plodech v pribéhu
uchovavani kolisaji, ale obecné vykazuji vzristajici tendenci s rostouci délkou uchovavani.

ABSTRACT

This study is focused on study of changes of enzyme and low-molecular weight
antioxidants in different fruits during long-term storage.

In theoretical part individual low-molecular weight antioxidants and enzymes are
described. The main causes of fruit decay and some possibilities of fruit preservation and
storage are summarized.

As biological material some common fruits were chosen - green and red apples, peaches,
plums and white grapes. The fruits were stored in laboratory, cellar, in refrigerator and in
freezer. In freezing experiments some ways of fruit preparation and processing were tested
and their influence on fruit antioxidant status was compared. Shortened storage experiment
was applied on blueberries, cranberries, raspberries and strawberries too. In fruits some group
parameters — total antioxidant status, dry mass content, ascorbate level, total flavonoids and
total phenolics were analyzed spectrophotometrically. Individual flavonoids and phenolics
were determined by RP-HPLC/UV-VIS and on-line LC/PDA/ESI-MS. Antioxidant enzyme
activities (superoxide dismutase SOD, catalase CAT, polyphenol oxidase PPO and
lipoxygenase LOX) were measured by spectrophotometry. The surface microscopy and
cultivation of moulds from fruit surface were performed too.



Influence of storage conditions on biological activities is dependent on fruit sort. Freezing
is the most suitable procedure for long-term storage without significant changes of active
substance content. Long-term storage in controlled temperature conditions and/or atmosphere
is usable for fruits with longer storage period. In these fruits stabile levels of antioxidant
enzymes are stored for relatively long time. Some of enzymes act synergistically. Enzyme
activities differed according to storage phase; at the beginning mainly high SOD and LOX
activities were observed. CAT and PPO are probably activated as defence systems in rippened
and/or damaged fruits. Levels of total as well as individual low molecular weight antioxidants
varied during storage in all sorts, generally, increased course with longer storage period can
be observed.

KLICOVA SLOVA

ovoce, skladovani, mrazeni, antioxidanty, celkova antioxida¢ni aktivita, antioxida¢ni
enzymy, SOD, katalasa, PPO, LOX.

KEYWORDS
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enzymes, SOD, catalase, PPO, LOX.
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1 Uvob

Cerstvé ovoce obsahuje zdravi prosp&sné a nutriéné vyznamné latky, jako jsou mineraly,
vitamin A, C a E, vlakninu, folaty, karotenoidy a dalsi fytochemické latky (glukosinolaty,
flavonoidy, fenolové kyseliny, lykopen,...). Dulezitymi slozkami jsou pravé antioxidanty,
které brani lidsky organismus proti u€¢inktim volnych radikalti a potazmo proti oxidacnimu
stresu [1].

Pro dlouhodobgjsi tichovu a pro zajisténi prisunu po cely rok je nutné ovoce vhodné
skladovat a konzervovat. Nejdulezitéjsi je zabranit v ¢innosti mikroorganismim, které by
rozkladaly a znehodnocovaly potravinu, a zabranit v Cinnosti enzymim [2]. Zpracovani
ovoce, jako je loupani, vafeni, lisovani, suSeni ¢i mraZeni, mize mit za nasledek sniZeni ¢i
naopak zvyseni obsahu antioxida¢nich latek. JelikoZ se tyto procesy uzivaji v konzervarenské
praxi, zkouma se vliv jednotlivych udrznych praktik na obsah nutricné vyznamnych a zdravi
prospésnych latek.

Jedny z nejstarSich zpisobi konzervace jsou zména teploty a odniméni vody z matrice
potraviny. V domacnostech jsou nejcastéjsi udrzné techniky: zavarovani, skladovani ovoce pfi
snizené teploté (ve sklepé€, v chladnicce), mrazeni nebo suSeni ovoce.

Vlivem mrazeni ztraci ovoce pfirozeny vzhled, barvu, vini, konzistenci. Na potlaceni
téchto zmén se mize uzit impregnace povrchu plodd pred vlastnim zmrazenim. Piikladem
muze byt potlaceni ¢innosti polyfenoloxidasy, kterd vovoci zplsobuje nezadouci hnédé
zabarveni, pfidavkem kyseliny askorbové do oSetfujici roztoku.

Na vzhled a stav ovoce ma také vliv rychlost zmrazeni a rozmrzani. Behem procesu
mrazeni dochazi k tvorbé krystalkti ledu. Pokud je tento proces veden rychle, tvofi se ve
vétsim poctu malé krystalky. Naopak pomalé mrznuti zpisobuje tvorbu velkych krystalii
s men$im poctem. Ty pak zpusobuji svou velikosti vétsi poruseni pletiv a tim vétsi Uniky
vody z matrice.

Tato préce se zabyva nékterymi z moznosti skladovani ovoce. Zkouma zmény obsahu
nékterych antioxidantli a antioxida¢nich enzymdi. Klade si za cil pfehledné¢ shrnout formy
zpracovani ovoce a diskutovat jejich jednotlivé vyhody a nevyhody vztaZzené na obsah a
aktivitu antioxida¢nich latek.

10



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nepriznivé vlivy radikali na lidsky organismus

Denné na lidsky organismus pusobi spousta neptiznivych vlivl, at’ uz diky Zivotnimu
stylu (koufeni, piti alkoholu,...) nebo vlivem béznych ¢innosti potiebnych k pieziti (dychani,
stravovani,..).

Pro vSechny aerobni organismy je kyslik esencialnim prvkem. Pii oxida¢nich reakcich se
uvoliuji nezadouci volné kyslikové radikaly, které se s nejvétsi pravdépodobnosti podili na
vzniku fady degenerativnich onemocnéni a na biologickém starnuti. Proto se organismus
chrani viceuroviilovym antioxida¢nim systémem. Mnoho tzv. antioxidantd si ¢loveék dokaze
vyrobit, nékteré musi pfijimat jako slozky potravy [3].

Jako volné radikaly se oznacuji molekuly, atomy nebo jejich fragmenty, které maji jeden
nebo vice neparovych elektront a jsou schopny samostatné existence [4]. Piikladem jsou.:
superoxidovy radikal (-O" ), hydroxylovy radikdl (-OH ), alkoxylovy radikal (-OR),
peroxylovy radikal (-OOR), oxid dusnaty (-NO), atd. Jelikoz maji lichy pocet elektront, jsou
vysoce reaktivni a mohou iniciovat fadu fetézovych reakci v organismu. Navic maji
schopnost poskozovat dilezité bunky (napi. DNA) a buné¢né membrany [5].

2.1.1 Poskozovani bunék a biomolekul volnymi radikéaly

Princip vzniku komplexni choroby spo¢iva v mnohonasobném narudeni struktur a funkci
bunék a biomolekul. Poskozeni bunék chemickymi oxidanty mize probihat dvémi
mechanismy:

epiimo: hydrofilni chemické latka se vaze ptimo na biomolekulu nebo organelu,

enepiimo: lipofilni chemické latka se v téle transformuje na toxickou formu a ta nasledné

reaguje s biomolekulami.

Biomolekuly lipidi jsou nejcastéji poskozeny peroxidaci polynenasycenych mastnych
kyselin, pii které vznikaji karcinogenni aldehydy, hydroperoxidy a tada dalSich nezadoucich
latek. PoSkozeni lipida vede ke znehodnoceni funkce a integrity biomembran.

U bilkovin jsou nejvice nachylné na plsobeni volnych radikali postranni fetézce
aminokyselin. Pfi zméné struktury bilkovin vznikaji autoimunitni reakce. K dalSimu
znehodnocovani proteinti dochazi rovnéz peroxidaci.

Hydroxylovy radikéal reaguje s nukleovymi kyselinami. Zmény v téchto molekulach
pusobi chybné parovani bazi pii syntéze DNA a RNA a tim mutace v genetické informaci,
ptipadné karcinogenezi [6].

2.1.2 Obrana organismu proti radikaliim

Organismus musi mit systém, ktery mu pomize vyrovnat se s poSkozenim zpusobenym
volnymi radikaly, tzv. systém antioxida¢ni obrany. Za antioxidant se muze povazovat kazda
latka, kterd bréni reakci reaktivniho metabolitu s jinou latkou za vzniku relativné stabilnich
netoxickych produktu [5].

Antioxidacni obranu lze rozdélit na zprosttedkovanou enzymy nebo nizkomolekularnimi
latkami a dale na primarni, sekundarni a terciarni.
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2.1.2.1 Primdrni antioxidacni systém

Ukolem priméarnich antioxidanti je branéni vzniku novych reaktivnich metaboliti
kysliku. Principem je eliminace iontli pfechodnych kovi, chelatace nebo inhibice enzymd,
které katalyzuji tvorbu novych radikéli. Nejdulezitéjsi primarni antioxidanty se nachazeji
Vv krevni plazmé (naptiklad transferin, laktoferin, ceruloplazmin, albumin, ferritin) [7].

2.1.2.2 Sekundarni antioxidacni systém

Funkci sekundarnich antioxidantli je odstranovat jiz vzniklé volné radikaly. Dle
mechanismu G¢inku se sekundarni antioxidanty déli na scavengery (pfeménuji volné radikaly
na neradikalové molekuly), trappery (premenuji radikaly na relativné stabilnéjsi reaktanty) a
quenchery (ptimo zhasi volné radikaly). Z biologického hlediska je Ize rozdélit na enzymy a
nizkomolekularni latky. Mezi nizkomolekularni sekundarni antioxidanty se fadi naptiklad
vitaminy (hydrofilni— B, C, H, U i lipofilni — A, D, E, K, karotenoidy), flavonoidy,
polyfenoly, porfyriny, glukosinolaty, koenzym Q, glutathion, bilirubin, kyselina mo¢ova, atd

[8].

2.1.2.3 Terciarni antioxidacni systém

oy e

slozky. Cely terciarni systém se sklada z téech skupin enzymu:

a) opravné enzymy DNA: tyto enzymy mohou opravit poSkozeny Gsek DNA, odstranit
nebo obnovit jeho funkci.

b) proteolytické enzymy: katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb v proteinech a to bud’
uvniti molekuly (endoproteasy) nebo na konci fetézce (exoproteasy). Mezi
nejznaméjsi proteolytické enzymy patii pepsin, trypsin, chymotrypsin, papain,
bromelin.

c) lipolytické enzymy: tato skupina enzymui $tépi poSkozené lipidy podobné jako
proteolytické enzymy defektni proteiny [9, 10].

2.2 Vybrané nizkomolekularni antioxidanty

Rada nizkomolekularnich antioxidantii patii mezi vitaminy nebo provitaminy. Vitaminy
jsou nizkomolekularni organické slouéeniny, jejichz mnozstvi v organismu je malé, ale maji
vyznamné biologické ucinky. Lidsky organismus si je ve vétsiné pfipadid neumi syntetizovat,
jsou pro néj esencialni. Mohou je vsSak syntetizovat nékteré mikroorganismy, které osidluji
vnitini organy ¢loveéka (naptiklad stfevni bakterie). Vitaminy lze rozdélit podle afinity k vodé
do dvou skupin, na hydrofilni a lipofilni (A, D, E, K).

Provitaminy jsou latky, které samy nevykazuji fyziologické ucinky, ale mohou slouZit
jako prekurzory syntézy vitamint [11].

2.2.1 Kyselina askorbovéa

Kyselina askorbova je zakladni biologicky aktivni slouceninou vitaminu C. Ma ¢tyii
stereoisomery, aktivitu viak vykazuje pouze kyselina L-askorbova. Nejvétsi vyskyt této latky
byl zjistén v ovoci a zelening (zvlasté pak v pomerancich ¢i rajcatech), naopak maso, vejce a
mléko jsou jako zdroj tohoto vitaminu velmi chudé. Vitamin C je citlivy na svétlo a teplo,
proto se Upravou nebo konzervaci pokrmu ztraci.
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Kyselina askorbova se podili pfedev§im na biosyntéze kolagenu v organismu, dale na
syntéze prostaglandinti a mukopolysacharidt. Stimuluje transport sodnych a draselnych ionti,
metabolismus cholesterolu, atd. K antioxidanttim se fadi pfedevs§im diky reakcim s aktivnimi
formami kysliku. Zabezpecuje ochranu vitaminu E ¢i kyseliny listové pied oxidaci a chrani
lipidy v membranéch [12, 13, 14].

2.2.2 Tokoferoly

Tokoferoly jsou derivaty chromanu, které tvofi vitamin E. Jejich spoleénym zakladem
jsou tokol a tokotrienol. Tento vitamin chrani nenasycené mastné kyseliny u eukaryotickych
bunék pred poskozenim volnymi radikdly. Daéle hlidd integritu biomembran
(cytoplasmatickych i organelovych) a zabranuje peroxidaci lipoproteinti. M4 lipofilni povahu,
a proto musi byt v krvi transportovan pomoci LDL.

Hlavnim zdrojem jsou rostlinné lipidy, dale také v mensi mife maso, ovoce, zelenina [8,
14].

2.2.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou zluté, oranzové a vyjimecné také zluto-zelené a Cervené rostlinné
pigmenty. Jsou pievazné lipofilni povahy a produkuji je houby, fasy, mikroorganismy i
Zivo¢ichové. Za svoji barevnost vdééi fetézci konjugovanych dvojnych vazeb. DEli se na dvé
hlavni skupiny, na karoteny a xantofyly (kyslikaté slouceniny odvozené od karotent).
Nejvyznamnéjsi jsou lutein, lykopen, B-karoten, a-karoten, astaxanthin a kryptoxanthin. (3-
karoten je vychozi strukturou pro vznik retinolu, ktery je obsaZzen ve vitaminu A.

Maji lipofilni povahu, proto by mély byt pfijimany v potravé spole¢né s tuky. Plisobi
podobné jako tokoferoly. ZhaSi singletovy kyslik i jiné volné radikdly a maji také
antikancerogenni vlastnosti [14].

2.2.4 Polyfenoly

V rostlinach se vyskytuji strukturné velmi rtzné fenolové slouceniny. Béznymi
polyfenoly jsou: flavonoidy, fenolové kyseliny a ligniny. Tyto latky chréani lipoproteiny
s nizkou hustotou pied oxida¢ni modifikaci (zasadni vyznam pii rozvoji aterosklerozy),
snizuji riziko infarktu myokardu (prevence tvorby krevnich sraZenin) a takeé se uvaZuje o
jejich mozném antikancerogennim ucinku [15, 16].

Z celkového ptijmu polyfenoli ve stravé tvoii asi dvé tifetiny flavonoidy. Zakladni
struktury flavonoida jsou: katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony,
flavonoly, anthokyanidiny, chalkony a dihydrochalkony, aurony a izoflavonoidy. Tato
skupina latek ma Siroké uplatnéni v antioxidacnim systému. Zlepsuji vsttebavani mineralt a
vitamint, jsou antikancerogenni, snizuji tvorbu oxidovanych lipoproteinii a lipidi, ni¢i volné
radikaly, mohou vazat a inaktivovat nékteré prooxidacni kovové ionty, atd [17, 18].

2.2.5 Glukosinolaty

Glukosinolaty tvofi vyznamnou skupinu sekundarnich metaboliti mnoha rostlin. Jsou
zodpovédné za typické Stiplavé aroma kienu, fedkve, hot¢ice, semen fepky, nékterého kotent,
atd. Zajem o n¢ vychazi z epidemiologického a experimentélniho pozorovani. To dokazuje, Ze
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brukvovita zelenina (hlavkové zeli, kapusta, brokolice) poskytuje mimoiadné silnou ochranu
proti rakoving plic a gastrointestinalniho traktu [19, 20].

2.2.6 Porfyriny

Mezi derivaty porfyrinu se fadi chlorofyl, hemoglobin a nékteré enzymy. Jsou schopné
vychytavat kyslikoveé radikaly. Tyto radikély produkuji mutageny, proto jsou porfyriny velmi
uc¢innym antimutagenem (v nékterych testech dokonce siln¢ ptedéily kyselinu askorbovou,
tokoferol, glutathion, atd.) [21].

2.3 Enzymy

Z chemického hlediska jsou enzymy bilkovinné makromolekuly, které maji schopnost
katalyzovat chemické reakce (snizuji aktivacni energii reakce), neposunuji ov§em rovnovahu
ve prospéch produktli ani reaktantti. Ve srovnani s chemickymi katalyzatory maji enzymy
mnohem vys8i specifitu K substratim a tvofi také specifi¢téj$i produkty (minimalizace
vedlejSich produktt) [22].

2.3.1 Enzymova specifita

Dilezitou vlastnosti enzymiu je jejich specifita pro dany substrat nebo reakci. Ta je dana
architekturou aktivniho mista a nekovalentnimi vazbami.

Reak¢ni specifita znamend, Ze je enzym schopen vazat substrat, ktery mize podléhat
nékolika reakcim s rtiznymi produkty. Reakéné specificky enzym katalyzuje pravé jednu
z moznych reakci. Vétsina enzymi urychluje pouze jeden typ reakce. EXistuji viak i enzymy,
které katalyzuji soucasné vice typi chemickych pfemén substratu (pf. RUBISCO -
karboxylasa a oxygenasa).

Substratova specifita mtze byt Siroka (napfiklad hexokinasa katalyzuje fosforylaci
manosy, glukosy i fruktosy ve svalech) nebo tizka. Déle se klade diraz i na stereospecifitu (u
chirélnich molekul) a geometrickou substratovou specifitu. Geometricky specifické enzymy
mohou byt absolutni (ureasa) nebo skupinové selektivni [23].

2.3.2 Rozdéleni enzymii

Enzymy jsou klasifikovany a pojmenovany podle povahy chemické reakce, kterou
katalyzuji. Jsou rozdéleny do Sesti hlavnich tfid, které se dale déli na podtfidy a kategorie
podle typu kofaktoru, struktury substrati a prib&hu katalyzované reakce [22].

eOxidoreduktasy

Oxidoreduktasy katalyzuji oxida¢né-redukéni reakce mezi molekulami. Jsou jednou
z nejpocetnéjSich tfid enzymil. Principem katalyzy je bud pfenos elektroni nebo atomi
vodiku, pfipadné inkorporace kysliku do substratu [21]. Podtfidy oxidorekuktas jsou
dehydrogenasy (katalyzatory oxidace alkoholu na aldehyd), oxidasy (katalyza vzniku kysliku
z peroxidu vodiku), oxygenasy a peroxidasy. Jako kofaktory se uplatiiuji hem, gluthathion,
benzochinony, kyselina lipoova, biopterin, flavinove nukleotidy, atd [23].
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eTransferasy

Transferasy jsou enzymy, které prenasi skupiny atomt mezi molekulami. Uastni se fady
biosyntetickych déji [24]. Podskupinami transferas jsou aminotransferasy (zajistuji prenos
aminoskupiny z aminokyseliny na ketokyselinu) a kinasy (umoznuji pfenos fosfatové skupiny
na akceptor s hydroxy- nebo aminoskupinou). Jako kofaktory u téchto enzymu ptsobi ATP,
koenzym A, biotin, thiamin pyrofosfat, pyridoxalfosfat,...[23].

eHydrolasy

Hydrolasy katalyzuji $t€peni vazeb za tcasti vody. Tyto enzymy pracuji bez kofaktoru
[23].

el yasy

Lyasy se podileji na Stépeni a vzniku vazeb C-C, C-O, C-N bez ucasti vody. Zajist'uji
odstranéni skupin za vzniku dvojnych vazeb [24]. Jako kofaktor ptisobi napiiklad acetyl-CoA
[23].

elsomerasy

Isomerasy ptisobi stechiometrické zmény uvnitt molekul, intramolekuldrni oxida¢né-
reduk¢ni reakce a pienosy skupin. Je to nejméné pocetna skupina enzymu [24].

eLigasy

Ligasy jsou enzymy, které katalyzuji syntézu energeticky naro¢nych vazeb C-C, C-O, C-
N za soucastného rozkladu latky uvoliujici energii. Tvorba vazeb je spojena s hydrolyzou
ATP [24].

2.3.3 Nékteré vyznamné antioxida¢ni enzymy

2.3.3.1 Superoxiddismutasa (SOD)

Superoxiddismutasa se fadi mezi oxidoreduktasy a nachazi se ve vSech aerobnich
organismech. Odstraiiuje vysoce toxicky a reaktivni superoxidovy radikal, ktery vznika
rozpadem molekularniho kysliku. Mechanismus eliminace je nasledujici:

¢0O, +¢0, +2H" - H,0, +0O,

SOD sekundarné zabranuje napiiklad peroxidaci lipidd, degradaci polysacharidii a
inaktivaci jinych dalezitych enzymi.

Dle chemické struktury patii do skupiny tzv. metaloproteinil. Obsahuje dva atomy Zn?*
(nutné pro strukturni stabilitu) a dva atomy Cu?* (nutné pro enzymatickou aktivitu). Optimum
pH se pohybuje v rozmezi 5,5-9,5. Inhibitory jsou HCN, EDTA pii pH = 3,8.

Na stanoveni aktivity tohoto enzymu se vyuZzivaji rtizné techniky, naptiklad polarografie,
luminiscence a spektrofotometrie [24].

2.3.3.2 Peroxidasa

Peroxidasa je metaloenzym, ktery mé v prostetické skupiné obsazen ferriprotoporfyrin
(poptipad¢ jeho derivaty, naptiklad zelené heminy).
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Peroxidasa je oxidoreduktasa katalyzujici nespecificky rozklad peroxidu vodiku za
ptitomnosti vhodnych donort vodiku (kyseliny askorbové, polyfenold atd.) [24].

Vyskytuje se hlavné v rostlinnych materialech. Spolecné s katalasovou aktivitou muize
byt vyuZivana jako indikator metabolické aktivity [25] a ukazatel znecisténi zivotniho
prosttedi [26]. Pii stanoveni peroxidasové aktivity je nutné nejdiive eliminovat aktivitu
katalasy [24].

2.3.3.3 Katalasa (CAT)

Katalasa je heminovy protein (oxidoreduktasa) obsahujici v prostetické skupiné Etyfi
ferriprotoporfyrinové zbytky pevné vazané na bilkovinu. Rozklada peroxid vodiku a také
katalyzuje oxidaci vodikovych donorti (alkoholi, fenolii, aminokyselin).

Jejimi inhibitory jsou H,S, HCN, CO, NaNs, nekteré kovové ionty (Cu?*, Pb*), peroxid
vodiku o mensi koncentraci nez 0,1 mol/l a kyselina mraven¢i. Optimalni pH lezi mezi
hodnotami 6,8-7,5.

Aktivita katalasy se da stanovit riznymi metodami, napiiklad fotometricky, volumetricky
a titracné [24].

2.3.3.4 Polyfenoloxidasy (PPO)

Polyfenoloxidasy jsou oxidoreduktasy. Jejich trivialni nazev skryva dva funkéné rozdilné
enzymy, a to fenoloxidasu a lakasu. PPO patii do skupiny metaloenzymd, jejich katalyticka
schopnost zavisi na ptitomnost iontu médi.

Fenoloxidasa (jinymi nazvy tyrosinasa, cresolasa, katecholoxidasa, fenolasa,
o-difenoloxidasa) pfeménuje tyrosin na DOPA (dihydroxyfenylalanin) a oxiduje jej na
chinon. Radou naslednych reakci, které probihaji z &asti spontanné (bez enzymové katalyzy),
vznik4a nakonec Cerny nebo hnédocerny melanin. Produkt oxygenace (difenol) je soucasné
donorem vodiku. VétSina fenoloxidas mulze provadét i samotnou oxidaci difenolli bez
sptazené hydroxylace. Tento pochod se oznacuje jako katecholasovy ucinek, nebot’ se oxiduji
derivaty pyrokatechinu (pii tomto dé&ji se tvofi voda). Obecné lze fici, Ze fenoloxidasy oxiduji
fenolové slouc¢eniny obsahujici ortho-OH skupiny [24].

Fenoloxidasa byla proké&zana jiz v roce 1937 v bramborach a dalSich vy3Sich rostlinach.
Pfitomnost enzymu se projevuje tim, ze se fezna plocha rostlinné tkané barvi tmave
(enzymatické hnédnuti). Tim se také vytvoii ochrana oxidovanou vrstvou proti vniknuti
mikroorganismil do hlubsi tkané.

Lakasa ziskala sviij nazev podle japonského stromu laka (Rhus vernicifera), ktery je jeho
hlavnim zdrojem. Od fenoloxidasy se odliSuje substratovou specifitou a citlivosti vici
spole¢nym inhibitordm, jako jsou CO, polyvinylpyrolidon a kationaktivni detergenty. V ovoci
a zelenin¢ se vyskytuje méné nez fenoloxidasa [24].

2.3.3.5 Lipoxygenasa (LOX)

Lipoxygenasa je Siroce zastoupena V rostlinné fi$i. Katalyzuje oxidaci nenasycenych
mastnych kyselin s vice dvojnymi vazbami, které obsahuji cis-1,4-pentadienovou skupinu.
Tim vznikaji fetézovou reakci peroxidy nenasycenych mastnych kyselin, které se $t€pi na
karbonylové slouceniny (aldehydy, ketony) nebo mastné kyseliny s kratkymi fetézci. Vytvari
se slouceniny s charakteristickymi vinémi a chutémi.
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Mezi substraty lipoxygenasy patii nutricné vyznamné esencidlni mastné kyseliny jako
linolova, linolenova a arachidonovd. Mohou byt oxidovany i acylglyceroly a dalsi estery
zminénych mastnych kyselin. Mtize v8ak probihat i autooxidace bez intervence lipoxygenasy
pusobenim vysSich teplot, svétla, tézkych kovii a peroxidi [24].

2.4 Metody stanoveni aktivnich latek v ovoci

Na stanoveni aktivnich latek v ovoci je mozno uzit fadu metod, jejichz vybér je vesmés
podminén chemickym charakterem stanovované latky. JelikoZz ovoce je smésna matrice a
obsahuje celou fadu latek, je nutné pred vlastni analyzou tyto slouceniny od sebe co nejlépe
oddélit. K tomu se mize s vyhodou vyuZit vysoce ucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

2.4.1 Vysoce Gcinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V kapalinove chromatografii je mobilni faze kapalina. O separaci sloZek rozhoduji nejen
interakce se stacionarni fazi, ale i velmi vyrazné pouzitd mobilni faze. Cas, ktery stravi analyt
ve stacionarni nebo v mobilni fazi, zavisi na jeho afinité ke kazdé z nich. Vzorek neni nutné
prevadét na plyn, jako tomu je u plynové chromatografie, proto se mohou s vyhodou
analyzovat i tepeln¢ nestalé a netékavé slouceniny [27].

HPLC ma kolonové uspoiadani. Celé zatizeni se sklada z erpadla, smésovaciho zatizenti,
davkovaciho zafizeni, kolony ulozené pfipadné v termostatu a z detektoru [27].

Cerpadla pro HPLC jsou pistova nebo membranova. V piipadé uziti jednodinného
pistového Cerpadla by dochédzelo ke vzniku nezadoucich razl, ztoho diivodu se uzivaji
dvoj¢inna Cerpadla, jedno¢inna zapojena v sérii nebo Cerpadla s vice pisty. Material, z kterého
jsou tato zafizeni vyrobena, nesmi byt naruSovan pouzivanou mobilni fazi a nesmi do ni
uvolnovat zadné latky ¢i necCistoty [27].

SmeéSovaci zatizeni slouzi k michani riznych mobilnich fazi v ur€eném poméru. Slozeni
mobilni fAize miize byt po celou dobu analyzy stejné (izokratickd eluce) nebo se miize s casem
ménit (gradientova eluce) [27].

Jako davkovaci zatizeni muze slouzit injekéni stfikacka. Tento typ davkovani mé viak
jisté nevyhody: netésnosti, problémy s udrzenim tlaku... Injekéni zatizeni mize byt ovladano
ruén¢ nebo automaticky. V soucastné dobé byvaji injek¢éni systémy nahrazeny obtokovym
davkovacim kohoutem. Toto zafizeni je vybaveno davkovaci smyckou, do které se vstiikuje
vzorek pomoci injekéni stiikacky [27].

Kolony jsou vétSinou zhotoveny z nerezové oceli a obsahuji napli, pies kterou prochdzi
mobilni faze se vzorkem. K separaci se uziva malych zrni¢ek sorbentu v koloné, proto se
musi uzit vyssiho tlaku, aby byl docileny pozadovany pritok. Jako ochrana hlavni kolony
slouzi ptedkolona. Umist'uje se vétSinou mezi davkovaci zatizeni a hlavni kolonu. Chrani ji
pfed zanesenim necistotami, nerozpustnymi materialy ¢i bublinkami vzduchu. Zpusobuje
malé roz$ifeni a posunuti past v chromatogramu [27].

Pokud se analyza neprovadi za laboratorni teploty, je kolona je$té uloZena v termostatu.

Detektor v kapalinové chromatografii by mél byt selektivni pro analyt a malo citlivy na
mobilni fazi. Pritocnd cela detektoru musi snést tlak mobilni fdze a udrzet tésnost.
Nejpouzivangjsi jsou fotometricky, refraktometricky a fluorescenéni detektor [27].

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny na principu absorpce zareni. Kvantitativni
vyhodnoceni je zaloZeno na Lambert-Beerové zakoné:

A=¢-c-I
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kde A je absorbance, & je molarni absorpéni koeficient (Lmol™.cm™), ¢ je molarni
koncentrace (mol.I"") a 1 je tloustka kyvety (cm). Platnost Lambert-Beerova zakona je nutnym
predpokladem pro jakékoliv spektrofotometrické méfeni. Podle konstrukéniho typu se mohou
rozdélit detektory na Ctyfi typy:

edetektor s fixni vinovou délkou

edetektor s ménitelnou vinovou délkou

edetektor s programovatelnou vinovou délkou (ménitelnou béhem analyzy)

edetektory diodového pole (PDA,DAD).

PDA snimaji celé spektrum bez preruseni chromatografické separace. Tyto detektory
umoznuji ve spolupraci s tidici jednotkou (pocitacem) detekci latky pii jakékoliv zvolené
vlnové délce,umoznuji porovnavat snimand spektra s knihovnou spekter, vypocitaji Cistotu
piku (identifikace latky) [28].

Zajimavym detektorem v kapalinové chromatografii je hmotnostni detektor. Mé&ii ionty
V plynném stavu. Nejdiive musi byt tedy vygenerované ionty sledovanych atomii ¢i molekul.
Nésledné dochazi k separaci iontd dle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Vysledkem metody
je zdznam iontt vzniklych ze zkoumaného vzorku, tzv. hmotnostni spektrum, na kterém je v
zavislosti na rostouci hodnoté m/z vynaseno absolutni nebo relativni zastoupeni iontt [29].

2.5 Pri¢iny nezadoucich zmén a znehodnocovani potravin

Je obecné znamo, Ze jakékoliv potravina podléhd po kratsi nebo delsi dobé zménam, az se
uplné znehodnoti. Pri¢iny téchto zmén jsou piedev§im dvojiho ptavodu: mikrobidlni a
enzymatické [30].

2.5.1 Zmény mikrobiilni

Mikroorganismy organickou hmotu rozkladaji nebo preménuji (bud’ na latky tplné
jednoduché nebo na latky energeticky chudsi). Tyto zmény plsobi bakterie a pravé houby
(kvasinky a plisné). Na ovoce a zeleninu se dostavaji prostfednictvim hmyzu a jinych
zivoCichl, prachem a pfimym stykem se zemi. Typicti rostlinni saprofyti se na povrchu
zdravé a zivé rostliny nemnozi, pouze ¢ekaji na zlepSeni podminek k mnoZeni (pokud k nim
v dohledné dob¢ nedojde, jsou splachnuty destém). Vzhledem ke kyselému pH ovoce, na ném
vegetuji prevazné plisné a kvasinky [31].

Mikroorganismy potfebuji ke své vyzivé ziviny, tj. hlavné cukry, bilkoviny a jiné latky.
Naroky na vyzivu se rizni. VSechny vSak pozaduji ur¢ité mnozstvi vody a ¢im vice je

Poskliziovy rozklad zahajuji plisné, které dobte pronikaji do pletiv, i kdyz jsou pomérné
kyselé. Intenzita, rychlost i kvalitativni pribeh poskliziiového rozvoje mikrobialni mikroflory
se fidi za jinak stejnych okolnosti stupném celkového poskozeni, skladovaci teplotou a
specifickou odolnosti plodii [31].

Mnohé druhy plisni a patogennich hub napadaji ovoce nejen po sklizni, ale i na stromech,
¢i ve formé hotového vyrobku [32]. Mucor piriformis povléka shnild jablka a hrusky. Plody
jim napadené voni estery. Mucor racemosus, ktery ma zna¢nou kvasnou schopnost, napada
Svestky a slivy. Mucor mucedo je nejznaméjsi, tvoii bélavé chomackovité povlaky na
substratu [32]. Rhizopus nigricans a ¢etné jeho ptibuzné druhy vylucuji fadu enzymui. Nékteré
z nich zkvasuji 8krob pfimo na alkohol bez pfedchoziho zcukieni (Mucor Rouxii). Napadaji
mekké ovoce a ve velmi kratké dobé ho upIné nic¢i [32]. Aspergillus glaucus tvofi

18



modrozelené povlaky, Aspergillus niger hnédoc¢erné az cerné. Vyskytuji se hlavné na ficich a
datlich [32]. Penicilium glaucum je modrozelena $tétickovita plisen. Tvoii barevné povlaky
pachnouci zatuchlinou [32].

Monilia ma kvasnou schopnost podobné jako rod Aspergillus a Torula. Hnilobna Monilia
fructigena napada v soustiednych kruzich jadrové ovoce (jablka, hrusky). Monilia cinerea
kazi ovoce peckové, Monilia laxa skodi broskvim a meruiikam [32].

2.5.2 Zmény enzymatické

Je zndmé zna¢né mnozstvi enzymu, které jsou uzite¢né a nezbytné pro zivot buiky a
pletiv. Pro konzervovani jsou vSak vétSinou Skodlivé. Podobné jako mikroorganizmy
potfebuji enzymy pro svou funkci optimalni teplotu. Nizka teplota jejich aktivitu brzdi,
vysoka je ptimo inaktivuje [30].

2.6 Zpusoby konzervovani potravin

Ukolem konzervace je zabranit v ¢innosti nezadoucim enzymiim a mikroorganismim.
Toho Ize docilit Gpravou prostiedi, inaktivaci enzymu ¢i usmrcenim mikroorganismu [30].
Metody uchovani potravin lze rozdélit na metody fyzikalni, chemické a biologickeé [30].

2.6.1 Metody fyzikalni

Pii pouziti fyzikalnich konzervaénich metod se do potraviny nepiidavaji zadné cizorodé
latky. Cinnost mikroorganismtl a enzymii se omezuje riiznymi zasahy fyzikalni povahy:

evysoka teplota: Mikroorganismy se vysokou teplotou usmrcuji, enzymy inaktivuji. Cim

je teplota vyssi, tim rychleji se nici.

enizké teplota: Nizk4 teplota zpomaluje ¢innost mikroorganismi a enzymu. Pfi teploté

0°C se zastavuji veSkeré Zivotni pochody.

esudeni: Je to stary konzervaéni zptisob, kdy se odpaienim vody snizi jeji obsah natolik,

Ze zde nemohou vegetovat mikroorganismy.

ezahusSt'ovani cukrem: Provadi se pii vyrobé pomazanek (marmeldd, dzemu, rosoll),

proslazenych vyrobkii a sirupi. Snizuje se obsah vody a roste osmoticky tlak, ¢imz se

opét zabranuje v ¢innosti mikroorganismum [30].

2.6.2 Metody chemické

Tyto metody se vyuZivaji ¢astéji pii konzervovani zeleniny nez ovoce. Oproti klasické
sterilaci maji tyto techniky fadu nevyhod. Je to pfedev$im zhorSena chut a nedostate¢na
inaktivace enzymu, coZ se projevi zménou barvy, viné a konzistence. Z tohoto divodu je
doporu¢ovano zeleninu pted konzervovanim nalevy kratce povatit. Patéi sem také konzervace
soli a kyselinou octovou [30].

2.6.3 Metody biologické

Zde se vyuziva ¢innosti mikroorganismi. Jedna se predevsim o:

ealkoholové kvadeni: Dochazi k pteméné cukru kvasinkami na alkohol. Tato metoda se
pouZiva u vyroby ovocnych a hroznovych vin, ovocnych kvasu a palenky.

emlécné kvasSeni: Zde se vyuziva pfeména cukru na kyselinu mlécnou, kterda ma
¢astecné konzervacni ucinky. Takto se mohou konzervovat piredevsim okurky a zeli [30].
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2.7 Prehled vysledkii nékterych studii zaméfenych na dlouhodobé

uchovavani ovoce

Problematika dlouhodob¢jsiho uchovani ovoce je velmi diskutovanym tématem. Hlavnim
divodem je sezénnost produkce tuzemskych surovin (jablka, hrusky, Svestky,...), ale také
dlouha doba transportu ploda s exotickych zemi (mango, mandarinky, pomerance, banany...),
pti kterém dochazi ke znacnym ztratdm. Diky prodlevé béhem dopravy se tak musi plody
sklizet jest¢ pred obdobim zralosti, coz se podepisuje na chutnosti a celkovém
organoleptickém profilu.

Postupem ¢asu byly vyvinuty nejriznéj§i metody zpracovani za ucelem del$i uchovy.
Otazkou vsak zustava, kolik si dany plod zachova ze své puvodni vyzivové hodnoty, je-li
podroben néjakému konzerva¢nimu zasahu.

Jednim z mozZnych postupt Gichovy je i mrazeni. Vliv nizké teploty na obsah nutri¢nich
latek je pfedmétem intenzivnich studii. Hlavni nevyhodou je nehezky vzhled a naruSeni
struktury matrice. Ovoce, diky obsahu PPO, na fezu hnédne a tato zména je pfijimana
spottebiteli velice negativné. Bohuzel v domacich podminkach, kde neni k dispozici zafizeni
pro velmi rychlé zmrazeni, se témto zménam nelze vyhnout. Jednim z moznych zpisobu
eliminace hnédnuti mize byt maceni celych ploda ¢i jejich ¢asti v impregnacnim roztoku.
Osetieni je zavislé jednak na porovitosti povrchu plodu, tak na délce impregnace i na objemu
roztoku [33].

2.7.1 Vliv mraZzeni na obsah polyfenoli v impregnovanych vakuové

oSetienych plodech jablek

Tym védct z Boloniské university v Itlii testoval v laboratornich podminkéach, jaky vliv
ma na obsah polyfenolt v jablkdch impregnace a vakuové oSetteni pied vlastnim procesem
mrazeni [1]. Zamétili se na dvé odridy: Granny Smith a Stark Delicious. Plody nejdiive
nakrajeli na stejné platky a ty nasledné ponofili do roztoku glukosy, sacharosy, kyseliny
askorbové, chloridu vapenatého a chloridu sodného. Po 30 minutach louhovani ve vakuu byly
platky vyprany ve vodé¢, osuSeny a zmrazeny tekutym dusikem. Pii -18°C byly vzorky
skladovany 12 mésict. Jako kontrolni vzorky jim slouzily platky jablek, které byly také
zmrazeny, ale bez ptedchozi upravy [1].

Byly zjistény nasledujici vysledky:

eobsah susiny se po dobu 12 mésicti nezménil.

eobsah celkovych polyfenoli v oSetfenych plodech vzrostl. U kontrolnich vzorkt se

objevily odli$nosti mezi odridami. Obsah sice u obou vzrostl, ale u Granny Smith byl

narust nejvetsi ze vsech vzorki, u druhé odridy ne tak dramaticky.

eu katechinii byl zaznamenan nejvys$$i narGst u (+)-katechinu ve srovnani s (-)-

epikatechinem a dalSimi prokyanidiny.

enartst flavan-3-olu byl pozorovan s poklesem pH. Ve vzorcich obecné doslo k poklesu

flavanoli i hydroxycinamové kyseliny [1].

Z tohoto méfeni vyplyva hypotéza, ze knarGstu fenolickych latek dochazi
pravdépodobné vlivem hydrolyzy polymernich fenolii. U nekterych druhti fenoli byl vsak
zaznamenan i pokles. Ten byl zptisoben nejspis aktivitou polyfenoloxidasy. Tento enzym je
brzdén jak pfi nizké teploté skladovani (-18°C), tak piidavkem kyseliny askorbové
V impregna¢nim roztoku [1].
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2.7.2 Obsah fenolii a antioxida¢ni kapacita versus prijeti macenych a

vakuové impregnovanych mrazenych nektarinek konzumenty

Stejny tym védct jako v predchozim odstavci studoval obsah fenoli a antioxidaéni
kapacitu mrazenych nektarinek [33]. Plody byly nakrajeny na mési¢ky a podrobeny riznému
zasahu pted vlastnim procesem mrazeni. Jedna skupina byla macena v impregna¢nim roztoku
fruktosy, CaCl,.2H,0, kyseliny askorbové a NaCl po dobu 15 minut (SK). Druhd byla
ponofena do stejného osettujiciho roztoku ale ve vakuu (IV). Posledni skupina nijak oSetfena
pfed mrazenim nebyla (NT). Vzorky byly uchovany v mrazni¢ce po dobu jednoho mésice
[33].

Pted vlastni analyzou byly nektarinky rozmrazovany po dobu 4 h pfi teploté 18°C. Byly
zjistény tyto vysledky:

eobsah susiny, ktery byl vztaZzeny k hodnotdm ziskanym z Cerstvych vzorkd, byl v NT

vzorcich nezménén. V obou macenych variantach vzrostl.

etitracni kyselost se v SK a IV vzorcich snizila. To se zfejm¢ da vysvétlit tim, ze plyn

obsazeny v porech ovoce byl nahrazen cukernym roztokem (hlavné v IV, kde byl

umoznén rychlejsi ptestup hmoty), coz pravdépodobné vedlo k vylouhovani nékterych
latek (napt. organickych kyselin) do roztoku.

eantioxida¢ni kapacita v IV platcich byla vy3si nez v ¢erstvych nektarinkach. Tohoto

efektu bylo nejspi$ docileno vlivem piridavku kyseliny askorbové v oSetfujicim roztoku.

Tato kyselina je vyznamnym antioxidantem. Pozorovany jev nebyl tak vyrazny v SK

vzorcich pravdépodobné proto, ze ve vakuu se adsorbovalo vice kyseliny do povrchové

vrstvy plodt nez tomu bylo u obycejného maceni.

eobsah chlorogenové a neochlorogenové kyseliny v IV mésiccich byl srovnatelny jako

v Cerstvém ovoci, u SK a NT nektarinek vSak klesl (u NT vyrazngji).

eze senzorického hlediska byla hodnocena tuhost, sladkost, aroma, retronasalni aroma a

celkovy vzhled v porovnani s ¢erstvymi vzorky. Jako nejlepsi byly vyhodnoceny plody

IV, nasledné SK. NT byly shledany jako nevyhovujici [33].

Z celého pokusu vyplyva ziejmy ochranny vliv kyseliny askorbové jak po nutriéni, tak i
po vzhledové strance. Ve vakuu je podpoten jeji ptestup do povrchu plodi a tim je posilen i
jeji pozitivni vliv [33].

2.7.3 Vliv osmotické dehydratace a mraZeni na profil tékavych latek
v nakrajenych plodech kiwi

Védci na université ve Valencii zjistili, ze se pfi béZzném mrazeni platku kiwi ztraci
vyznamny podil dilezitych latek z ploda [34]. Proto zkouseli vliv osmotické dehydratace pied
zmrazenim. K analyze uzili plody Kiwi nakrajené na stejné platky. Vzorky byly oSetfeny pred
uloZenim v mraznicce rizné koncentrovanymi roztoky sachardzy (45° a 65° Brix). Kazda
skupina pak byla jesté rozdélena na maceni pii laboratornim tlaku (OD) a ve vakuu (PVOD).
Vznikly tak ¢tyfi skupiny vzorkd (450D, 45PVOD, 650D, 65PVOD), které byly uchovany
pii -18°C po dobu 30 dnt v polyetylénovych uzavienych saccich [34].

Pied analyzou byly vzorky rozmrazovany pii 8°C po dobu 10 hodin. Jako kontrolni
vzorky byly analyzovany ¢erstvé plody. Byly zjistény tyto vysledky:

edoslo ke ztratdm vody a k narustu obsahu susiny ve vSech vzorcich.
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ev Cerstvych vzorcich bylo identifikovano a kvantifikovano dvanact tékavych latek (hl.

estery, dale alkoholy, aldehydy a furan), které mohou také slouZit k identifikaci pivodu

plodi. V obou atmosférach (OD i PVOD) byl zaznamenan pokles jednoho aldehydu a

dvou alkoholti, které udévaji charakteristicky profil Cerstvosti a zelenosti plodu.

Vyrazngj$i byl v plodech oSetienych pii laboratornim tlaku (OD).

enaopak byl pozorovan nardst esterovych slouc¢enin, které jsou zodpovédné za vuni kiwi

[34].

Bylo zjisténo, ze osmoticky stres znamena urychleni zrajicich procesii na bunééné urovni
spole¢n¢ se zvétSenim enzymové aktivity. Pfi PVOD oSetfeni chybi kyslik v mezibunééném
prostoru plodi, coz vede k limitaci enzymt zodpovédnych za vyvoj tékavych latek a oxidaci
[34].

2.7.4 Zmény antioxida¢ni aktivity a celkovych polyfenoli béhem skladovani

ve vybranych druzich ovoce

Skladovéni je jednim z dulezitych faktori pro zachovani nutricni hodnoty ovoce.
V nésledujicim pokusu se védci zabyvali antioxida¢ni aktivitou a obsahem celkovych
polyfenola v ovoci dostupném v Thajsku, jako je napiiklad mango, banany, guava, papaja,
makiang, maluod...(Obr.1) [35]. Parametry byly zkoumany v ovoci uloZeném v mrazniéce pii
-20°C po dobu 1, 2 a 3 mésicti. Toto ovoce bylo pied zmrazenim rozmixovano. DalSim typem
uchovy bylo skladovani nehomogenizovaného ovoce v lednici pii 4-6°C, analyza probihala v
0., 3., 6. a10. dni od uloZeni [35].

Obr.1: Guava, makiang, maluod [36, 37, 38]

Byly zjiStény tyto poznatky:

ekazdy druh ovoce se liSil v hodnoté antioxidacni aktivity a v obsahu celkovych
polyfenoli. Rozdily byly pozorovany i mezi jednotlivymi kusy stejného druhu
v zavislosti na rizném zpusobu kultivace rostlin, zralosti, podminkach sklizn€, ro¢nim
obdobi, atd.

eobsah vihkosti ve vybranych plodech z mrazni¢ky se po celou dobu skladovani neménil.
epi'i méteni antioxida¢ni aktivity byly pouzity dvé metody stanoveni (ORAC a FRAP).
Pfi méfeni prvni metodou byl zaznamenan prudky pokles v pritbéhu prvnich dvou tydnii
v guave. Pri dal$im skladovani antioxidacni aktivita stale klesala, ale ne uz tak vyrazné.
V makiangu byla aktivita vicemén¢ stabilni. Pfi méfeni druhou metodou byly zjistény
vysledky odliSné. V guavé nebyl zaznamenin pokles, v makiangu a v maluodu
antioxidacni aktivita klesla.

eobsah celkovych polyfenoli v mrazené guavé postupné klesal, v maluodu a makiangu
ne.
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eobsah vihkosti se v ovoci uloZzeném v lednici po celou dobu pokusu neménil.

eantioxidacni aktivita v guavé ulozené v chladni¢ce méla vzristajici tendenci a to pfti

méfeni obémi metodami. V makiangu a v maluodu aktivita klesala nejprve pozvolna, pak
rychleji.

eobsah celkovych polyfenolti u ovoce uchovavaného v chladniéce byl stabilni po celou

dobu pokusu [35].

Z pokusu vyplyva, Ze kazdy druh ovoce je odliSny. Dokonce i jednotlivé plody z téhoz
druhu se mohou IliSit v hodnotach antioxidacni aktivity a obsahu polyfenoli. Zjisténé
vysledky jsou zavislé také na pouzité metodé¢ mefeni. Vysledky zmény aktivity béhem
odliSnym principem metody. Zatimco metoda ORAC méti ubytek fluorescence, metoda
FRAP méfi intenzitu modrého zabarveni. To vznika redukci Zelezitého komplexu pomoci
antioxidantti ve vzorku [35].

2.7.5 Vliv podminek mrazeni na kvalitu plodi palmy Areca

Palma Areca se zarazuje do skupiny subtropickych palem. Produkuje plody (Obr. 2),
které obsahuji vyznamné nutriéni latky (naptiklad mastné kyseliny a aminokyseliny). Byl
zkouman vliv mrazeni pomoci tekutého dusiku na kvalitu téchto plodi s cilem zachovani
Cerstvosti, barvy, viné a nutri¢ni hodnoty [39]. Rychlé zmraZeni, kterého se dusikem
dosahne, je jednim z vyznamnych faktort zachovani kvality plodi spole¢né s oSetfenim
materialu pfed vlastnim mraZenim, soperacemi provadénymi se zmrzlou matrici a
s podminkami transportu a tani [39].

Obr. 2: Plody palmy Areca [40]

Pfed mrazenim vzorki byly uzity nékteré oSetfujici kroky: blansirovani ovoce po dobu 10
minut v horké vodé nebo v horkém roztoku sody, mikrovinné oSetieni, maceni
V impregnacnim roztoku sificitanu sodného a kyseliny citrénové, vakuové zabaleni... OSetfené
vzorky byly umistény do chladiciho boxu a rychle zmrazeny tekutym dusikem. Po dobu
dalSich péti hodin byly dale chlazeny. Pro tani byly testovany dvé varianty. Jednou byl rychly
mikrovinny ohfev, druhou postupné rozmrznuti ve vodni lazni [39].

Vysledky vysly nasledovné:

emikrovinné oSetfeni bylo uzito za ucelem inaktivace enzymii a mikroorganizmd.

V porovnéni s tepelnym oSetfenim ma tento zpusob fadu vyhod, naptiklad kratsi cas

zakroku nebo rychlejSi denaturace proteind. Pti uziti niz§tho vykonu (314 W) byla

zachovana barva §tavy a vnittku plodu-svétle zelend, ktera vydrzela jesté dvé hodiny po
rozmrazeni. Toto vSak platilo pouze pro dobu osetfeni v mikrovinné troubé do 3 minut
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ohfevu. Po protazeni ¢asového intervalu oSetfeni nad 3 minuty se zménila barva plodu
pred mrazenim na tmavé zlutou. Tato barva vydrzela pak také dvé hodiny po rozmraZeni.
Pti pouziti vys$siho vykonu (446W) se barva zménila jiz po aplikovani doby ohievu vice
jak 0,5 minut. Toto zabarveni zlstalo stabilni jesté tfi hodiny po rozmrazeni.

eosetiujici roztok sifi¢itanu sodného byl pouzit pro jeho schopnost stabilizovat barvu
ovoce a zeleniny. Byly pouZity pouze nizké koncentrace vzhledem Kk nutnosti
minimalnich residui v plodech. Byl hodnocen vzhled ovoce po 3,5 hodindch od
rozmrazeni. Akceptovdna byla barva ovoce u plodi oSetfenych nejvyssi pouZitou
koncentraci, niZsi koncentrace byly pfijatelné pouze s vyhradami.

eimpregnace Kkyselinou citrénovou byla zkouSena pro moZnou schopnost Uchovy
vyznamnych organoleptickych latek. Byly uzity rizné koncentrace i rizné doby maceni.
Jako nejvhodnéjsi doba se ukdzal ¢as 5 minut louhovani a nejpfijatelnéjsi koncentrace
byla 2,5%.

ebyl také testovan vliv vakua na vzhled ovoce. Cim vyssi stupeii vakua pouzili, tim
prospésnéjsi byl vliv. Na druhou stranu se vSak vzhled zacal 1iSit od béZzného barevného
profilu Cerstvého ovoce. Nejvyhodnéji proto vysel pokus s vakuovou impregnaci plodu
v 2,0% kyseling citréonové pro zachovani dobré barvy. Barva pak byla stabilni jesté 4
hodiny po rozmrazeni, kvalitativni a strukturni analyza je predmétem dal§iho badani.

ebyl zkouSen i vliv rychlého mraZzeni tekutym dusikem na texturu ploda. Ovoce bylo
napfed oSetfeno roztokem 2,5% kyseliny citronové s 0,3% CaCl, nebo pouze 2,5%
roztokem kyseliny citronove. VVzorky byly po impregnaci zmrazeny tekutym dusikem.
Jako srovnévaci material slouzily plody mraZené pouze v mrazicim boxu. Analyza byla
provedena s ovocem po 4 hodinach od vytazeni z mraziciho zafizeni. Ve vSech piipadech
doSlo k podstatné zméné textury plodd, pievazné pak ke ztraté tvrdosti. U rychle
zmrazenych vzorkti byly zmény méné vyrazné, zejména po oSetieni impregnacnim
roztokem s CaCl,. Odd¢€lovani jednotlivych vrstev vnitiku plod nebylo pozorovano.

ebyl srovnavan také obsah chlorofylu A a B v plodech pti uziti jednotlivych mrazicich
technik. Ovoce bylo pifed mraZzenim impregnovano roztokem 2,5% kyseliny citronové
5 0,3% CaCl, nebo pouze 2,5% roztokem kyseliny citronové. MraZeni bylo provedeno
bud’ tekutym dusikem nebo pouze za uziti chladiciho boxu. Obsah chlorofylii v ovoci
mrazeném klasicky klesl, v ovoci mrazeném tekutym dusikem vzrostl [39].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Specialni a standardni chemikalie

Acetonitril ULC/MS (Biosolve, USA)

Agar (Himedia, CR)

Folin-Ciocaltauovo ¢&inidlo (fa RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové, CR)
Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, CR)

Metanol G CHROMASOLYV (Sigma-Aldrich, CR)
Nutrient Broth w/1% Peptone (Himedia, CR)
Polyvinylpyrolidon (Sigma-Aldrich, CR)

Triton X-100 (Serva, D)

2,6-dichlorindofenol (Serva, D)

4-metylkatechol (Sigma-Aldrich, CR)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Ccistoty p.a. a byly ziskdy od béznych
distributord.

Standardy

- (-)-epikatechin (Sigma-Aldrich, CR)

- (-)-epikatechin gallat (Sigma-Aldrich, CR)
- floridzin (Sigma-Aldrich, CR)

- chlorogenova kyselina (Sigma-Aldrich, CR)
- kaempferol (Fluka, CR)

- (-)-katechin (Sigma-Aldrich, CR)

- (-)-katechin gallat (Sigma-Aldrich, CR)

- morin (Sigma-Aldrich, CR)

- prokyanidin (Sigma-Aldrich, CR)

- qvercetin (Sigma-Aldrich, CR)

- rutin (Sigma-Aldrich, CR)

Kity

»Envirocheck Contact YM(R) kit“, Mercury Lab (lzrael)
»-Ransod kit“, Randox Laboratories (USA)

,»Total antioxidant status kit“, Randox Laboratories (USA)

Pristroje
Analytické vahy (AND HR-120)
Centrifuga (Hettich zentrifugen Mikro 200, D)
Centrifuga (Janetzki T23, Polsko)
Sestava HPLC (Ecom spol. s.r.0., CR)
— Termostat - LCO 102 LONG
— Pumpa, programétor gradientu - Beta 10
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— Detektor - LCD 2084
— Degaser - DG 3014
Inkubator (LTE scientific, UK)
LC/PDA/ESI-MS soustava:
— Pumpa MS Pump Plus Finnigan SURVEYOR (Svycarsko)
— Termostat LCO 101, Column Oven
— PDA Plus Detektor Finnigan SURVEYOR (Svycarsko)
— Hmotnostni spektrometr LCQ Advantage MAY, Finnigan (USA):
elektrospray ionization (ESI)
ion trap (IT)
software Xcalibur
Mrazici box (Samsung-Calex, CR)
Mikroskop opticky (Intraco micro, CR)
Mixér ty¢ovy (Braun, CR)
Ockovaci box (Bioair instruments)
Odstaviiova¢ (Rohnson, CR)
Predvazky (Kern 440-43)
Spektrofometr Helios y (Unicam, VB)
Spektrofotometr UV/VIS Helios o, (Unicam, VVB)
Trouba elektricka (Premed G-100/250, Polsko)
Ttepacka (Labicom s.r.o. RS 10 basic, CR)
Ultrazvuk (Powersonic PS 02000, SR)
Vakuova odparka (Ika labortechnik HB4 basic, D)

Pocitacové programy

- Clarity (ovladani HPLC/UV-VIS)

- Excalibur (ovladani LC/MS, PDA)

- Lucia (ovladani optického mikroskopu)

- Vision (ovladani spektrofotometru Helios o)

Material

Mgéfeni bylo provadéno s broskvemi, Svestkami, bilymi hrozny a s ¢ervenymi a zelenymi
jablky (Obr. 3). Cast analyz byla uskute¢néna i Vv bortivkach, jahodach, brusinkach a
v malinach. V3echny vzorky byly nakoupeny v mistnim supermarketu bez znalosti délky
skladovani ve skladu, doby a podminek sklizn¢. Broskve byly odridy Ruby Rich a pochazely
z Italie. Ze stejné zemé byly pfivezeny i hrozny. Svestky byly vypéstovany v Ceské republice.
Jablka byly odrtiid Golden Delicious a Idared, oboje pochazely z Ceské republiky. Bortvky
byly ptivezeny z Chile, brusinky z USA, maliny ze Spanélska a jahody z Maroka.

Pro srovnani naméfenych hodnot byly zakoupeny komeréné mrazené Svestky nakrajené
na pilky a vypeckované od vyrobce Agrimex Vestec a.s. Dalsi informace o slozeni ptipadné
povrchové impregnaci pied mrazenim nebyly poskytnuty. Hodnoty ziskané z téchto ploda
byly porovnavany s hodnotami z métenych vzorkt $vestek upravenych do formy mésicki bez
a s impregnaci.

Déle byla zméfena komeréné mrazena jahodova dien také od vyrobce Agrimex Vestec
a.s. Zde bylo uvedeno sloZeni: jahodovy protlak min. 80%, cukr min. 10%, voda. Hodnoty
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ziskané z méfeni této diené byly taktéz porovnany s vlastnimi vzorky (jahodovou dfeni
slazenou a neslazenou).

Obr. 3: Priklad mefenych vzorki
3.2 Zpracovani vzorku na jednotliva stanoveni

Pted stanovenim jednotlivych charakteristik bylo vzdy nutné upravit vzorky do takové
formy, ktera by vyhovovala poZadovanému stanoveni a soucasné¢ by dany parametr byl
stabilni. Zpracovani zalezelo hlavné na velikosti a struktuie plodu.

Kazdy vzorek byl nejprve zvazen. Cast byla odebrana na stanoveni susiny. Dale byl
odebrén podil na stanoveni vitaminu C titra¢ni metodou. Z vétsich plodi (jablka, broskve)
byly odkrojeny ¢tyfi malé mésicky, kazdy z jedné tvrtiny plodu. Piedeslo se tak moZznym
nesrovnalostem v rtizné zralych ¢astech ovoce. U Svestek byla uzita na toto méfeni vzdy
pulka plodu. U hrozni byl vybran primérny vzorek rtzné zralych kuli¢ek, které byly
nasledné zpracovany celé.

Dalsi ¢asti méfeni bylo stanoveni nizkomolekularnich latek. Ty byly uréovany ve Stave.
Reprezentativni ¢ast plodu ovoce (postup stejny jako u piipravy vzorku na stanoveni vitaminu
C) byla rozméIlnéna pomoci odstaviovace. Jelikoz nebyla ziskdna Cird $t'ava, musela byt drt’
centrifugovéana na 12 000 ot./min po dobu 10 minut. Supernatant byl nalit do Eppendorfovych
zkumavek a rychle zmrazen.

Déle bylo nutné zpracovat vzorky pro stanoveni enzymu. Reprezentativni ¢ast ovoce byla
rozmélnéna v tfeci misce s polyvinylpyrolidonem a Tritonem X-100. Pak nasledovalo rychlé
zmrazeni tekutym dusikem. Pfi tomto kroku bylo také dosazeno praskové konzistence smeési a
disledné homogenizace. Hmota byla prevedena do zkumavek a uchovana dale v mraznicce.

Jednim bodem analyzy bylo stanoveni katechini a flavonoidd pomoci HPLC
s UV/VIS-detektorem. Byly vyzkouSeny kolony s riiznou naplni a také rtizné podminky eluce.
Utelem bylo zjisténi nejvhodnéjsich podminek pro stanovovani katechinti a flavonoidd. U
prvné zminovanych byla uzivana Cerstva §t'ava ziskana stejnym postupem jako u stanoveni
nizkomolekularnich antioxidantti (viz vySe). Ta byla smichdna s mobilni fazi a piimo
nastiiknuta na kolonu. Pro stanoveni flavonoidl touto metodou byla pouzita reprezentativni
cast ovoce, kterd byla rozmackana v kyseliné chlorovodikové za tucelem hydrolyzy
glykosidickych vazeb. Po 20 minutach v chladu a temnu byla smés centrifugovana na 10 000
ot./min po dobu deseti minut a filtrat byl extrahovan etylacetatem. Extrakt byl odpafen na
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vakuové odparce, suchy podil byl rozpustén v metanolu. Takto upraveny vzorek byl
nastiiknut na kolonu.

3.3 Skladovani vzorku

Vzhledem k zadanému tématu byl zkouman jak vliv riznych teplot, tak vliv rizného
zpracovani na aktivity enzymu a obsah nizkomolekularnich antioxidantd.

Z hlediska vlivu rtznych teplot skladovani na obsah aktivnich latek byly pouzity
nasledujici skladovaci teploty:

estabilni laboratorni teplota 18°C.

eskladovani ve sklepé rodinného domu. Teplota a vlhkost se pohybovaly v zavislosti na

venkovni teploté. Tento typ skladovani simuloval bézné uchovani ovoce spotiebiteli.

euchovani v chladni¢ce pti 5-8°C.

eskladovani v mrazicim zatizeni pti teploté — 18°C.

U prvnich tfech byl pokus veden po dobu osmi tydnii. Odbér byl provadén kazdy druhy
tyden. Vyjimka nastala u jablek zelenych a ¢ervenych. U nich byly odbéry provadény kazdy
tyden po dobu sedmi tydnti (vyjma Sestého).

Pfi uchovani v mrazni¢ce byl zkouman i vliv rdzného zpracovani. Bylo provedeno
mrazeni:

ecelych plodi bez tpravy pro obé odriidy jablek, pro broskve, $vestky, hrozny, bortivky,

brusinky, maliny a jahody.

ecelych plodd po impregnaci. V piipadé hroznii, bortivek, brusinek, malin a jahod se

impregnacni roztok skladal z 50% sachar6zy. Doba naloZeni byla pét hodin [41].

enakrajenych mésicki bez upravy. Tento typ zpracovani byl vybran pro vétsi plody

(jablka, Svestky). Jablko bylo zbaveno jadiince, rozptlleno a kazda ptlka byla rozdélena

na pét stejnych mésicka. Ty byly jesté pri¢né pieptileny. Svestky byly vypeckovany a

rozdéleny na Ctyi'i mésicky.

enakrajenych mési¢ku s impregnaci. Byly uZity stejné druhy ovoce jako v pfedchozim

bodg¢. Jablka byla ponofena na 30 minut do oSetfujiciho roztoku, ktery se skladal z 37,9%

glukozy; 15,2% sachardzy ; 1% kyseliny askorbove ; 0,25% chloridu vapenatého a

0,25% chloridu sodného. Svestky byly ponofeny na pét hodin v 50% roztoku sachar6zy.

[1, 41]

ediené bez ptidavku sachardzy. Vsechny druhy kromé broskvi byly uchovany i v podobé

diené. Plody byly nakrdjeny, ptipadné¢ vypeckovany a rozmixovany na dien.

ediené s pridavkem sachar6zy v mnozstvi 10 gramti sachar6zy na 100 grami diené.

Celé plody a mésicky byly po opracovani zabaleny do plastovych uzaviratelnych sacki a
vlozeny do mraznicky. Diené¢ byly ulozeny v malych plastovych kelimcich opatifenych
alobalovym vickem a také vloZzeny do mrazni¢ky. Tento test byl provadén po dobu dvou
mésicl, odbér byl veden v nultém, ¢tvrtém a osmém tydnu od zamrazeni.

Pied vlastni analyzou bylo nutné vzorky peclivé rozmrazit. Naskytla se otazka, zde pfi
dlouhém rozmrazovani nedojde k vyraznym ztratam aktivit nékterych enzymu, zvlasté pak
polyfenoloxidasy. Proto byl proveden test zavislosti aktivit enzymd na délce rozmrazovani
(viz 4.1). Byla testovana neslazena dien a neimpregnovany mésic¢ek, oboji od jablka zeleného.
Byla métena aktivita PPO, SOD a CAT po pil hodinovém tani pti laboratorni teploté, po 4 h
tani pti laboratorni teploté a po 5,5 h tani pfi teploté v chladnicce.
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3.4 Stanoveni susiny

Susina byla stanovovéana u vSech vzorkl gravimetrickou metodou. Nejprve byla oddélena
¢ast ovoce k tomuto stanoveni ur¢end. Po nakrajeni na mensi kousky bylo ovoce zvazeno a
nasledné umisténo do suSarny. Pii 60°C bylo suseno po dobu ¢étyi hodin. Po usuSeni bylo
ovoce vyjmuto, ochlazeno na laboratorni teplotu a znovu zvaZeno. Obsah susiny byl vztaZzen
na gram jedlého podilu ovoce.

3.5 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Celkova antioxidacni aktivita (ABTS) byla stanovena pomoci kitu TAS od firmy Randox.
Kit obsahoval roztok pufru, roztok chromogenu a substrat se standardem v praskové forme¢.

Princip:

Principem bylo sledovat inhibici ptemény chromogenu pomoci substrdtu. Substrat
obsahoval radikaly, které reagovaly s chromogenem, coz se projevilo vzristem absorbance
dané smési. Cim vy3si byla absorbance, tim byl pfidany vzorek men$im antioxidantem,
jelikoz nebyl schopen dostate¢né vychytat radikaly ptisobici na chromogen.

Forma vzorku:

Na stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity byla uzivana zamrazena Stava (viz kapitola
3.2).

Postup:

Nejprve byly prevedeny praskové chemikélie do roztoku dle navodu od vyrobce.
Nasledné byla do zuzené kyvety pipetovana tato mnozstvi roztokt a ¢inidel:

standardni vzorek
blank
vzorek ovoce
deionizovana
voda 10 pl 8 ul 8 ul
standard - 2 ul -
ovocna §t'ava - - 2 ul
chromogen 0,5ml 0,5ml 0,5ml

Po napipetovani blanku do kyvety byla méfena Al na spektrofotometru Helios y proti
vzduchu pii A = 600 nm. Pak bylo ptidano 100 ul substratu a po tfech minutach od tohoto
pridavku byla zméfena A2. Stejné bylo postupovano i v piipad¢ standardniho vzorku a vzorku
ovoce.

Vypocet:

Hodnota celkové antioxidacni aktivity byla spocitana podle nasledujicich vzorct:

faktor — Cs tan dardu

AAhlank - AAstam dartniho vzorku ) )

ABTS = faktor - (AA,c —AA or jablek) -9

AA bylo vypocitano jako rozdil A, — A; daného vzorku. Jelikoz byly roztoky 5x fedény
deionizovanou vodou, bylo nutno provést korekci na toto fedéni (uvedené vzorce jsou jiz ve
findlnim tvaru, tzn. se zahrnutim korekce). Vysledna hodnota pak byla piepocitana na obsah
celkovych antioxidant v gramu jedlého podilu.
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3.6 Stanoveni nizkomolekularnich antioxidantu

Z celé siroké skupiny téchto latek byly stanovovany ndsledujici parametry: obsah
vitaminu C titracné, celkové polyfenoly a celkové flavonoidy spektrofotometricky a
individualni fenolické latky chromatograficky.

3.6.1 Obsah vitaminu C

Princip:

Vitamin C reaguje s fialovym ¢inidlem 2,6-dichlorindofenolem za vzniku lososové
rizového roztoku. Obsah tohoto vitaminu ve vzorku se stanovuje titraén¢.

Forma vzorku:

Na toto stanoveni byla pouzita mala ¢ast ovoce, kterd byla po odkrojeni z celého plodu
rozmackana v 2% HCL. Smés byla zfiltrovana, filtrat byl doplnén na objem 25 ml pomoci
HCI.

Postup:

Nejprve byl pfipraven standard rozpusténim 25 mg kyseliny askorbové v 25 ml 2% HCI.
Z tohoto roztoku byl pipetovan 1 ml do titra¢ni banky a titrovan odmérnym roztokem 0,5 mM
2,6-dichlorindifenolu do lososové ruzového zbarveni.

Nasledné byl stanoven obsah vitaminu C ve vzorku. Filtrat doplnény na objem 25 ml byl
kvantitativné pieveden do titracni baniky a nasledné titrovan stejnym Cinidlem.

Vypocet:

Vypocet byl proveden klasickou pitimou umérou, kdy bylo dosazeno do poméru mnozstvi
¢inidla spotfebovaného na titraci standardu a mnozstvi ¢inidla spotfebovaného na titraci
vzorku. Vysledek byl pfepocten na obsah vitaminu C v gramu jedlého podilu ovoce.

3.6.2 Celkové polyfenoly

Princip:

Vzorek reaguje se Zlutym Folin—Ciocaltauovym ¢inidlem. Zména zabarveni je sledovana
spektrofotometricky. Nasledné¢ je tato zména porovndvana se zménou zpusobenou
standardnim roztokem kyseliny gallove.

Forma vzorku:

Na stanoveni celkovych polyfenoli byla uzivana zamrazena $t'ava (viz kapitola 3.2).

Postup:

Do zkumavky byl pipetovan 1 ml Folin-Ciocaltauova ¢inidla (desetkrat ziedéného), 1 ml
vody a 50 ul vzorku ovoce. Smés byla dikladné promichana. Po péti minutach byl pfidan
1 ml nasyceného roztoku Na,CQOj3, smés ve zkumavce byla opét promichana a ponechana 15
minut v klidu. Po inkuba¢ni dobé byla méfena absorbance na spektrofotometru Helios y pti
A=750 nm proti blanku (postup namichani byl totozny s postupem piipravy vzorku, pouze
misto ovocné st'avy bylo ptidano 50 pl vody).

Vypocet:

Pro vypocet byla pouzita rovnice linearni regrese ziskana z kalibracni kiivky pro kyselinu
gallovou. Byla ziskana koncentrace celkovych polyfenoli v mililitru $tavy, ktera byla
prepoctena na gram jedlého podilu.
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3.6.3 Celkové flavonoidy

Princip:

Zména zabarveni roztokili vyvoland ptitomnosti flavonoidii ve vzorku je méfena
spektrofotometricky a porovnana se zménou zptsobenou standardnim roztokem katecholu.

Forma vzorku:

Na stanoveni celkovych polyfenoli byla uzivana zamrazena $t'ava (viz kapitola 3.2).

Postup:

Do zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml ovocné stavy, 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% NaNOs.
Smés byla promichina. Po péti minutdch bylo ptidano 0,2 ml 10% AICl;, smés byla
zamichdna a nechala se v klidu stat 5 minut. Pak bylo ptidano 1,5 ml 1 M NaOH a 1 ml vody,
roztok byl naposledy promichan a po inkuba¢ni dob& 15 minut byla méfena absorbance na
spektrofotometru Helios y pti A = 510 nm proti fyziologickému roztoku.

Vypocet:

Pro vypocet byla pouzita rovnice linearni regrese ziskand z kalibracni kiivky pro
katechol. Byla ziskana koncentrace celkovych flavonoid v mililitru $§tavy, ktera musela byt
prepoctena na gram jedlého podilu.

3.7 Stanoveni flavonoidi a katechinii pomoci HPLC

3.7.1 Vybér kolony a zpracovani vzorku

Prvni ¢ast pokusu (studium vlivu teploty skladovani na obsah aktivnich latek v plodech
broskvi, Svestek a hroznti) byla provedena na koloné Biospher PSI 200 C 18 7 um (Labio
a.s.), 4,6 x 150 mm. Soucasn¢ byla pouzivana ptislusna piredkolona, aby se zabranilo zniceni
kolony. Vlivem dlouhodobého pouZzivani vSak byla kolona ptesto poSkozena a nemohla byt
k druhé ¢asti pokusu (vliv zpisobu zpracovani vzorku jablek, $vestek a hroznd s ndslednou
Uchovou v mrazni¢ce na obsah biologicky aktivnich latek) pouZita. Bylo tedy nutné zjistit,
ktera z dalSich dostupnych kolon bude nejvhodnéjsi.

K dispozici byly tyto kolony:

eZorbax Eclipse XDB-C 18 (Agilent Technologies), 4,6 x 150 mm 5-Micron

eKinetex 2,6 u C 18 100A (Phenomenex), 4,6 x 150 mm

eKinetex 2,6 u HILIC 100A (Phenomenex), 4,6 x 150 mm.

Na vSechny kolony byly nastiiknuty reprezentativni testovaci vzorky (jablka zelen,
Cervena a hrozny), které byly zpracovany nasledovné:

ena stanoveni flavonoidi byly vzorky ptipraveny dle optimalizovanych postupt

Vv laboratofi (viz kapitola3.2)

ena analyzu katechint byl uzit postup ptipravy popsany v kapitole 3.2

ebyl také zkousen vliv hydrolyzy pti stanoveni katechini. Ovoce bylo nejdfive

rozmackano v tfeci misce s1 M HCI a uloZeno na 20 min do chladu a temna. Dalsi

postup zpracovani se pak nelisil od béZného zpracovani vzorku na katechiny (kap. 3.2).

Podminky eluce byly nastaveny jako pii vlastnim méteni (viz kapitola 3.7.3 a 3.7.4).

Byla porovnavana kvalita déleni smésnych katechini a flavonoidii a také turoven
rozdéleni a odezvy u katechind zpracovanych se zahrnutim hydrolyzy nebo bez ni.
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3.7.2 Ovéreni analyzy fenolickych latek na LC/PDA/ESI-MS

Formu zpracovani vzorkid a uZiti izokratické eluce bylo také nutné ovéfit na
LC/PDAJESI-MS (Thermo Scientific, USA). K analyze byly opét uzita jablka zelena, ¢ervena
a hrozny. Ovoce bylo zpracovano stejnymi zpusoby, jaké jsou pospany v piedchozi kapitole.

Pro toto méfeni bylo optimalizovano sloZeni mobilni faze:

eméfeni katechinti: 1% vodny roztok kyseliny octové s metanolem v poméru 55:45.

eméfeni flavonoidt: 1% vodny roztok kyseliny octové s metanolem a s acetonitrilem

v pomeéru 50:30:20.

ezjisténi kvality separace pfi nastavevi gradientové eluce: viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Slozeni mobilni faze v jednotlivych ¢asovych usecich gradientové eluce

Casovy usek | mobilni faze: 1% kyselina octova - acetonitril
1. | lineéarni gradient 3 min 60-57 % kyselina octové : 40-43 % acetonitrilu
2. | linearni gradient 20 min 57-55 % kyselina octové : 43-45 % acetonitrilu
3. | lineérni gradient 10 min 55-45 % kyselina octové : 45-55 % acetonitrilu
4. | izokraticky pritok 20 min 45 % kyselina octové : 55 % acetonitrilu

Pro méteni byla pouzita kolona Zorbax Eclipse XDB-C 18 (Agilent Technologies), 4,6 x
150 mm 5-Micron
Hmotnostni analyzator byl naladén na epikatechin. Ptislusny ion (m/z = 291) byl zjistén
v kladném mdédu. Parametry ladici metody byly nésledujici:
— mnozstvi suSiciho plynu: 40 arb
— napéti na kapilare ESI: 5 kV
— teplota na vstupni kapilare: 250°C
— napéti na vstupni kapilare: 40 V
Podminky eluce byly vedeny pii 30°C izokraticky i gradientové. Prutok byl nastaven na
0,5 ml/min. Analyza trvala 53 minut.
Byl porovnavan ucinek separace smeésného vzorku pii nastavené gradientové a
izokratické eluci. Dale také vliv hydrolyzy na kvalitu déleni a obsah katechinti ve vzorku.
Na vyhodnoceni a zpracovani vSech dat ziskanych z LC/PDA/ESI-MS byl pouzit
software Excalibur.

3.7.3 Stanoveni flavonoidi metodou HPLC/UV-VIS

Forma vzorku:

Na stanoveni flavonoidd touto metodou byl pouZivan etylacetatovy extrakt, ktery byl po
odpateni rozpoustédla rozpustén v 1 ml metanolu (blizSi popis postupu viz kapitola 3.2).
Vzorek byl dale piefiltrovan pies mikrofiltr a centrifugovan (10 000 ot./min po dobu 2 minut).

PouZivané kolona:

ePro prvni linii pokusu (vliv teploty na obsah biologicky aktivnich latek v ovoci) byla
pouzita kolona Biospher PSI 200 C 18 7 um (Labio a.s.), 4,6 x 150 mm.

ePro druhou linii pokusu (vliv zpisobu zpracovani s naslednou tchovou v mrazni¢ce na
obsah biologicky aktivnich latek v ovoci) byla pouZita kolona Zorbax Eclipse XDB-C 18
(Agilent Technologies), 4,6 x 150 mm 5-Micron.
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Podminky eluce:

Eluce byla vedena izokraticky pfi teploté 30°C. Priitok byl nastaven na 0,75 ml/min. Jako
mobilni fize slouzila smés metanolu/acetonitrilu/okyselené vody v poméru 20/30/50. Detekce
probihala pti A = 370 nm.

Postup:

Vzorek byl vpraven do davkovaci smycky pomoci Hamiltonovy injekéni stiikacky. Byla
pouzivana davkovaci smycka s objemem 20 pl. Po otevieni ventilu do polohy INJECT byla
spusténa analyza. Vzorek putoval s mobilni fazi na kolonu, pied kterou byla umisténa jesté
ptislusna  ptfedkolona. Jednotlivé  rozdélené¢ slozky byly zméfeny pomoci
spektrofotometrického detektoru pti A = 370 nm.

Vyhodnoceni:

Nejdiive byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardt (viz kapitola 4.8.4).
Dale byly urceny konkrétni flavonoidy na zakladé srovnani retenCnich Casti se standardnimi
vzorky. Z plochy piku jednotlivych flavonoidi byla vypocitana jejich koncentrace ve vzorku
(vypoctem z rovnice linearni regrese kalibracnich ktivek). Tato hodnota byla prepocitana na
gram jedlého podilu ovoce. Na vyhodnoceni a zpracovani dat byl pouZzit software Clarity.

3.7.4 Stanoveni katechiniu metodou HPLC/UV-VIS

Forma vzorku:

Na stanoveni katechinli metodou HPLC/UV-VIS byla pouzivina vymackana ovocna
Stava smichana se stejnym mnozstvi mobilni faze (blizSi popis postupu viz kapitola 3.2).
Vzorek byl dale piefiltrovan pies mikrofiltr a centrifugovan (10 000 ot./min po dobu 2 minut).

Pouzivana kolona:

ePro prvni linii pokusu (vliv teploty na obsah biologicky aktivnich latek v ovoci) byla

pouzita kolona Biospher PSI 200 C 18 7 um (Labio a.s.), 4,6 x 150 mm.

ePro druhou linii pokusu (vliv zpisobu zpracovani s naslednou chovou v mrazni¢ce na

obsah biologicky aktivnich latek v ovoci) byla pouZita kolona Zorbax Eclipse XDB-C 18

(Agilent Technologies), 4,6 x 150 mm 5-Micron.

Podminky eluce:

Eluce byla vedena izokraticky pfi teploté 30°C. Pritok byl nastaven na 0,75 ml/min. Jako
mobilni fize slouzila smés metanolu/vody v poméru 45/55. Detekce probihala pii A = 280 nm.

Postup:

Vzorek byl vpraven do davkovaci smycky pomoci Hamiltonovy injekéni stiikacky. Byla
pouzivana davkovaci smycka s objemem 20 pl. Po otevieni ventilu do polohy INJECT byla
spusténa analyza. Vzorek putoval s mobilni fazi na kolonu, pied kterou byla umisténa jeste
ptislusna  ptfedkolona. Jednotlivé  rozdélené¢ slozky byly zméfeny pomoci
spektrofotometrického detektoru pii A =280 nm.

Vyhodnoceni:

Nejdiive byly zhotoveny kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardt (viz kapitola 4.8.4).
Dale byly uréeny konkrétni katechiny na zaklad¢ srovnani retencnich Casti se standardnimi
vzorky. Z plochy piku jednotlivych katechinti byla vypocitana jejich koncentrace ve vzorku
(vypoctem z rovnice linearni regrese kalibracnich ktivek). Tato hodnota byla pfepocitana na
gram jedlého podilu ovoce. Na vyhodnoceni a zpracovani dat byl pouZzit software Clarity.
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3.8 Stanoveni antioxida¢nich enzymii

Byly stanovovany tyto c¢tyfi enzymy: superoxiddismutasa (SOD), katalasa (CAT),
lipoxygenasa (LOX) a polyfenoloxidasa (PPO).

3.8.1 Stanoveni SOD

Na stanoveni SOD byl k dispozici kit Ransod od firmy Randox. Tato souprava se pouZiva
na stanoveni SOD ve vzorcich krve pti teploté 37°C. Z opakovanych pokust bylo zjisténo, ze
se tento kit da pouZit i pti laboratorni teploté a na stanoveni SOD ve vzorku ovoce. Navic byla
tato alternativa jiz testovany na vzorcich je¢ného zrna [42].

Princip:

Xanthinoxidasa generuje z xanthinu superoxidovy radikal, ktery reaguje s 2-(4-
iodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chloridem za vzniku cervené zbarveného
roztoku formazanu. SOD vychytdva vzniklé superoxidové radikaly a brani tak tvorbé
cerven¢ho komplexu.

Forma vzorku:

0,1 g dusikem mrazeného ovoce (podrobnéjsi postup viz kapitola 3.2) bylo rozpusténo
v 1 ml fosfatového pufru. Smés byla centrifugovana na 12 000 ot./min po dobu deseti minut.
Na stanoveni bylo pouZito 50 ul supernatantu.

Postup:

Nejprve byly ptevedeny praskové chemikalie z kitu do roztoku dle ndvodu od vyrobce.
Do kyvety bylo pipetovano vyse zminované mnozstvi vzorku a 1,7 ml substratu [smés xantinu
a 2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chloridu]. Obsah byl dobie promichan a
nakonec bylo pifiddno 250 pl xanthinoxidasy. Byla zméfena absorbance roztoku na
spektrofotometru Helios y pti A = 505 nm proti vzduchu po 30 sekundéch (A;) a pak po tfech
minutach (A;) od pfidavku enzymu.

Obdobn¢ se postupovalo i1 vpiipadé mefeni absorbance korekce na pritomnost
rozpoustédla (S;), pouze misto vzorku ovoce bylo do kyvety pipetovano 50 ul rozpoustédla
Ransod.

Vypocet:
Nejprve byla vypoctena procenta inhibice ptislusejici danému roztoku:
A —A
A'A\/zorku/min = 3
A A
Sy / min 3

Yinhibice =100 — 2erurmn 100
S,/ min
50% inhibice odpovidala jedné mezindrodni jednotce SOD. Ptfimou umérou byla
vypo¢itana aktivita SOD v mezindrodnich jednotkéch i v katalech v 0,1 g dusikem mraZzeného
ovoce. Tato hodnota byla pfepoéitana na aktivitu v mezinarodnich jednotkéch i v katalech
v gramu jedlého podilu.
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3.8.2 Stanoveni katalasy

Na zjisténi aktivity enzymu katalasy bylo vybrano spektrofotometrické stanoveni pomoci
peroxidu vodiku [4].

Princip:

Do roztoku peroxidu vodiku o zname koncentraci byl ptidan vzorek obsahujici enzym
katalasu. Katalasa méni peroxid vodiku na vodu a kyslik podle nasledujici reakce:

2H,0, — 3,2 H,0+0,

Byl méten Ubytek koncentrace peroxidu vodiku v roztoku v zavislosti na Case.

Forma vzorku:

0,1 g dusikem mrazeného ovoce (podrobné&jsi postup viz kapitola 3.2) bylo rozpusténo
v 1 ml fosfatového pufru. Smés byla centrifugovana na 12 000 ot./min po dobu deseti minut.
Na stanoveni bylo pouZzito 0,1 ml supernatantu.

Postup:

Do kyvety bylo pipetovano 2,9 ml fosfatového pufru (zjisténi korekce na absorpci pufru)
nebo roztoku peroxidu (zjisténi vlastni aktivity CAT). Nasledné byl ptidan 0,1 ml vzorku.
Byla métena absorbance po 1 minuté od ptridavku enzymu na spektrofotometru Helios o pfi
A = 240 nm proti fosfatovému pufru.

Vypocet:

K vypoctu byl pouzit Lambert-Beertiv zakon (A = l.c.€), kde 1 byla tloustka kyvety
v centimetrech, ¢ byla molarni koncentrace v molech na litr a & byl molarni absorpéni
koeficient. Z absorbance byla vypoc¢tena konecna koncentrace peroxidu po pisobeni enzymu.
Z rozdilu pocatecni a konecné koncentrace peroxidu bylo vypocéteno latkové mnozstvi
preménéného substratu, z kterého byla zjiSténa aktivita enzymu v pfipraveném roztoku.
Pfimou umeérou byla vypoctena aktivita nalezici jednomu gramu jedlého podilu ovoce.

3.8.3 Stanoveni PPO

Préce s timto enzymem je zna¢né naro¢na, jelikoz rychle reaguje se vzdusnym kyslikem a
oxiduje. Na jeho stanoveni byla pouZita spektrofotometricki metoda po reakci s 4-
metylkatecholem [43].

Princip:

Roztok metylkatecholu reaguje s kyslikem a PPO za vzniku oranZového roztoku
benzochinonu, ktery se nasledn¢ pomalou reakci s vodou méni na hnédy melanin:

metyhlkatechol + O, —%— benzochinon + H,0 —2™"_5 melanin

MEti se spektrofotometricky zména koncentrace metylkatecholu.

Forma vzorku:

0,01 -0,1 g dusikem mrazeného ovoce (podrobn&jsi postup viz kapitola 3.2) bylo
rozpusténo v 1 ml fosfatového pufru. Smés byla centrifugovana na 12 000 ot./min po dobu
deseti minut. Na stanoveni byl pouzit 1 ml supernatantu.

Postup:

1 ml vzorku byl pipetovan do kyvety s 2 ml metylkatecholu. Byla méfena absorbance
roztoku na spektrofotometru Helios o pifi A = 400 nm proti fosfatovému pufru po 30
sekundach (A;) a po 2,5 minutach (A;) od pfidani enzymu (vzorku).

Vypocet:

K vypoctu byl pouzit Lambert-Beertv zdkon. Byl vypocitan rozdil absorbance vzorku po
30 sekundach a po 2,5 minutach ptsobeni enzymu a od této hodnoty byl odecten rozdil
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absorbance methylkatecholu, jehoz rozklad byl zpusoben vzdusnym kyslikem
(experimentalné zméfeno). Ze ziskané hodnoty byla vypoctena za pomoci molarniho
absorp¢niho koeficientu koncentrace a ndsledné latkové mnozstvi ubytku methylkatecholu.
Z této hodnoty byla vyjadiena aktivita enzymu v mezinarodnich jednotkéch a v katalech
v jednom gramu jedlého podilu.

3.8.4 Stanoveni LOX

Princip:
Lipoxygenasa je enzym, ktery katalyzuje oxida¢ni zménu nenasyceného tuku na
ptislusny peroxid:

lipoxygenasa

nenasyceny tuk + O, —==2 5 peroxid

Spektrofotometricky byl méten nartist koncentrace peroxidu.

Forma vzorku:

0,1-0,5 g dusikem mraZzeného ovoce (podrobnéjsi postup viz kapitola 3.2) bylo
rozpusténo v 1 ml acetatového pufru. Smés byla centrifugovana na 12 000 ot./min po dobu
deseti minut. Na stanoveni bylo pouZito 50 ul supernatantu.

Postup:

Nejprve byly ptipraveny reakéni roztoky: roztok kyseliny borité o pH=9 (A) a roztok
kyseliny linolenové (B). Pak byla zhotovena smés (C) z5 ml B a 30 ml A. Do kyvety bylo
pipetovano 0,95 ml A, 2 ml C a 50 ul vzorku. Byla méfena absorbance na spektrofotometru
Helios a pti A = 234 nm ihned (A1) a po jedné minuté (A2) od pfidavku enzymu (vzorku).
Jako blank slouzila smés 1 ml A a2 ml C.

Vypocet:

Nejprve byl vypoéten rozdil obou absorbanci (A2-Al). Tato hodnota byla dosazena do
Lambert-Beerova zakona, ze kterého byla za pomoci molarniho absorpcéniho koeficientu
vyjadiena zména koncentrace kyseliny linolenové. Z této hodnoty byla zjisténa aktivita
enzymu v mezinarodnich jednotkéch a v katalech v jednom gramu jedlého podilu ovoce.

3.9 Kultivace mikroorganismi

Pti pokusu zjisténi vlivu teplot na aktivitu enzyma a obsah nizkomolekularnich latek
doslo na méfenych broskvich a $vestkach ( skladovanych v laboratoti a ve sklepé) k rychlému
nartstu plisné béhem prvnich ¢trnacti dni pokusu. Vzorky se tak staly pro dalsi analyzu
nepouzitelné. Byla proto udélana kultivace, mikroskopie a urCeni povrchové a vzdudné
mikroflory.

3.9.1 Kultivace plisni z ovoce

Kultivace probihala na tuhém i na tekutém médiu. Byla pfipravena nasledujici tekuta
média:

2,4 g bramborového Skrobu do 100 ml vody

¢2,5 g NB do 100 ml vody

¢2,5 g NB, 1 g glukosy do 100 ml vody.

Tuha média méla stejna slozeni, jen jesté obsahovala 2 g agaru. Po sterilaci byla média
sagarem nalita do Petriho misek vockovacim boxu. Tekutda média zistala
v Erlenmayerovych bankach, ve kterych probihala sterilace.
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Nejprve bylo provedeno zaoCkovani tekutych Zzivnych médii. Z napadenych broskvi
skladovanych v laboratofi a ve sklepé byly odebrany sterilnimi $tétiCkami reprezentativni
vzorky plisni a vlozeny do jednotlivych ban¢k s médiem. Kultivace probihala pfi laboratorni
teplot¢ na tfepacce po dobu jednoho tyden. Po rozmnoZeni a rozrosteni bylo provedeno
zaoCkovani tuhych médii 1 ml tohoto tekutého média s narostlou plisni. Tuhé agary byly
kultivovany v termostatu pii teploté 28°C.

3.9.2 Kultivace vzdusné mikrofléry

Pro zjisténi, zda byla pliseii zavleena na ovoce jiz v obchodni siti nebo az pii manipulaci
béhem pokusu, byla provedena kultivace vzdu$né mikrofléry v mistech skladovani ovoce.
Byla ptipravena tuha média se stejnym sloZenim jako v bodé 3.9.1. Po naliti do Petriho misek
a vychladnuti, byly misky ponechany 48 hodin oteviené pobliz mista, kde bylo ptedtim
umisténo ovoce pro analyzu (jmenovité v laboratofi, ve sklepé a v lednici). Po uplynuti této
inkuba¢ni doby byly misky zavieny a inkubovany v termostatu pii teploté 28°C po dobu
jednoho tydne.

3.9.3 Zjisténi povrchové mikroflory

Déle byla zkoumana vlastni pfirozena povrchova mikroflora ovocnych vzorki (broskvi a
Svestek). Byly pouZity plody skladované jak v laboratofi tak ve sklepé i v lednici. Na
stanoveni byl pouzit Envirochech Contact YM(R) kit pro zjisténi bakterii, kvasinek a plisni.

Postup:

Plod ovoce byl uchopen ve sterilni rukavici do dvou prsti. Pak byla vyjmuta kontaktni
Cast kitu pro stanoveni bakterii ze zkumavky (maly umélohmotny platek, ktery z obou stran
obsahoval kultivacni médium). Ob¢ strany platku byly pfitisknuty jemné ale dikladné na
povrch plodu. Nakonec byla kontaktni ¢ast opét vracena do zkumavky. Stejnym postupem
bylo provedeno sejmuti povrchové mikroflory pro stanoveni kvasinek a plisni.

Po zaoCkovani byly zkumavky s platky umistény do inkubatoru. V ptipad¢ bakterii byla
teplota nastavena na 35°C, v ptipadé kvasinek a plisni na 28°C.

Vyhodnoceni:

Kit na stanoveni bakterii byl vyhodnocovan po 24 h a 48 h od zaocCkovani. Kit na
stanoveni kvasinek a plisni byl odecitan po 24 h, 48 h a 6 dnech od naockovani. Zjisténé
hodnoty byly v jednotkach KBE/cm? (kolonie tvofici jednotku na cm?).

3.9.4 Mikroskopie plisni

Po kultivaci plisni byl proveden morfologicky popis vzhledu kolonii na tuhych médiich a
také mikroskopie pomoci optického mikroskopu. Byly mikroskopovany viechny vzorky z
tuhych médii (kultivované plisné zovoce, kultivované plisné pro zjisténi vzdudné
mikroflory). Byly pofizeny fotografie mikroskopické struktury za vyuziti programu Lucia
Image.
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4  VYSLEDKY

V ramci piedlozené prace byly provadény dva dlouhodobé uchovavaci pokusy.

V prvni sérii experimentd byl zkouméan vliv riznych skladovacich teplot na zmény
obsahu biologicky aktivnich latek v ovoci. Jako materidl byly uzity jablka ¢ervena a zelena
(sledovany pouze enzymoveé antioxidanty), broskve, Svestky a hrozny (sledovany enzymové i
neenzymové antioxidanty). Plody byly uloZeny po dobu osmi tydni v laboratofi
s kontrolovanou teplotou, ve sklepé a v lednici. Dale byly uchovany v mrazni¢ce po dobu 17.
tydnt ve formé celych povrchoveé neosettenych plodu (Obr. 4).

F
Obr. 4: Broskve mrazena ve formé celého plodu po rozmrznuti a nakrojeni

Ve druhé sérii pokust byl zkouman vliv zpracovani a oSetieni ovoce, které pak bylo
ulozeno do mraznicky, na obsah biologicky aktivnich latek. Test byl proveden s t€émito plody:
jablka Cervena a zelena, $vestky a hrozny (stanoveny enzymoveé i neenzymové antioxidanty).
Casteéné byly stanoveny i bortvky, brusinky, maliny a jahody (méfeny pouze enzymové
antioxidanty). Ovoce bylo v mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydni. Jako formy zpracovani
byly voleny: neopracované celé plody, impregnované celé plody, mésicky, impregnované
mésicky, dien a proslazena dien (podrobnéjsi popis viz kapitola 3.3).

Pti skladovani broskvi, Svestek a hrozni v laboratofi a ve sklepé¢ doslo
k nepfedpokladanému rychlému zplesnivéni plodii (viz Obr. 5). Broskve v laboratofi a ve
sklepé vydrzely 14 dni, Svestky 4 tydny a hrozny v laboratoti 4 tydny a ve sklepé 6 tydnt.
V okamZiku napadeni plodu plisni byla inkubace vzdy ukoncena. Byla provedena také
kultivace a mikroskopie plisni z ovoce, dale stanoveni povrchové a vzdusné mikroflory.
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Obr. 5: Plisni napadené broskve ulozené v laboratoti druhy tyden od zahajeni pokusu
4.1 Zpracovani biologického materialu (vzorki pro 2. studii)

Vzorky v této sérii pokusu byly uchovény v mrazniéce. Pii stanoveni sledovanych latek
vsak bylo nutné pracovat s rozmraZzenou matrici. Délka a zptisob tani maji podstatny vliv na
obsahy jednotlivych analyzovanych latek, zvlasté pak na aktivity méfenych enzymi. Tento
proces musel byt tudiz optimalizovan se zaméfenim na co nejmensi ztraty aktivit métenych
enzymil.

Na pokus byla pouzita dien nesladkd a mésicek bez impregnace, oboji od jablka
zeleného.

evzorky byly ponechany pfti laboratorni teploté dokud nedoslo k viditeInému rozmrazeni

(ptiblizné pul hodiny dle velikosti vzorku, Obr. 6).

Obr. 6: Vzorky po pil hodin€ od vyjmuti z mraznicky
evzorky byly ponechédny ¢tyii hodiny pti laboratorni teploté.

evzorky byly uloZeny po vyjmuti z mraznicky do ledni¢ky a tam ponechany pét a pul
hodiny (Obr.7).
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Obr. 7: Vzorky po 5,5 h od vyjmuti z mraznicky

V nésledujicich dvou grafech jsou piiklady zavislosti aktivity PPO (Graf 1) a aktivity
LOX (Graf 2) na podminkéch a délce rozmrazovani.

PPO
4,0E-09 4
0,5h
3,0E-09 -
— m4h
<
5 2,0E-09 - 05,5 hvlednici
1,0E-09
0,0E+00 -

dren meésicek

Graf 1:Srovnéni aktivit PPO v jable¢né dfeni a v mésicku jablka v zavislosti na
podminkach rozmrazovani

LOX

1,2E-07
1,0E-07+
8,0E-08
6,0E-08-
4,0E-08
2,0E-08
0,0E+00-

m0,5h
m4h
05,5 h viednici

[katal]

Graf 2: Srovnani aktivit LOX v jablecné dieni a v m&sicku jablka v zavislosti na
podminkach rozmrazovani
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Jako nejlepSi postup rozmrazovani z hlediska zachovani aktivit enzymid bylo
vyhodnoceno tani zmrzlé matrice po dobu cca ptl hodiny pfi laboratorni teploté (ten byl také
dale uzivan pfi méfeni experimentalnich dat). U dalSich dvou zbyvajicich postupi nelze
jednoznac¢né fici, ktery zachovaval vyssi aktivity enzymi. Objevily se odlisnosti v zavislosti
na formé zpracovani plodu a druhu enzymu.

4.2 Stanoveni susiny v plodech

Susina byla stanovena gravimetricky a vysledky byly vyjadieny jako gram vztaZzeny na
gram jedleho podilu ovoce.

4.2.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych skladovacich teplot na hodnotu
susiny

Zmény obsahu suSiny a dal§ich enzymovych i neenzymovych antioxidanti v zavislosti na
teploté uchovavani byly sledovany u 3 druhti ovoce (Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych
pti 3 ruznych teplotach (laboratof, sklep, lednice) a orientaéné i zmrazenim celych ploda.
V dal$im textu jsou srovnany vysledky susiny plodt v ramci 1.studie.

Tabulka 2: Namétené hodnoty obsahu susiny na gram jedlého podilu v ovoci
skladovaném pfi riznych teplotach

ovoce misto obsah susiny [g/g]
skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8. tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 0,1559 0,1428 - - -
sklep 0,1446 - - -
lednice 0,1340 0,5644 0,1845 | 0,2681
mrazici box 0,1685 0,1469
hrozny | laboratof 0,1698 0,2077 0,2529 - -
sklep 0,1622 0,2166 0,2275 -
lednice 0,1719 0,2820 0,1898 | 0,1802
mrazici box 0,1821 0,1835
Svestky | laboratof 0,1365 0,1089 0,1394 - -
sklep 0,0908 0,1141 - -
lednice 0,1114 0,2693 0,1630 | 0,1096
mrazici box 0,1481 0,1017

Pti skladovani ovoce v laboratofi a ve sklepé kolisal obsah susiny kolem stfedni hodnoty
u broskvi a §vestek, u hroznil byl zaznamenan mirny narust.

Pii ulozeni plodd v lednici byl zjistén velky vzrist obsahu suSiny ve ¢étvrtém tydnu
skladovani. To mohlo byt zplGsobeno nastartovanim obraného mechanismu (zvySeni
osmotického tlaku v tkénich) na prodlouzeni Gdrznosti, nebo také chybou méteni. Dalsi vyvoj
pti této teploté mel u broskvi vzristajici tendenci, u §vestek a hroznti obsah susiny kolisal
kolem stiedni.

V mrazni¢ce hodnota suSiny u broskvi a hrozni kolisala, u $vestek v poslednim tydnu
mirn¢ poklesla.
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Graf 3: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah suSiny v hroznech

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze u vétSich plodi byla hodnota suSiny po dobu
uchovavani relativné stabilni ve vSech prostfedich a predstavovala ptiblizné 15 % hmotnosti
plodi. U hroznu byl obsah susiny ponékud vyssi a vyznamné se liSily zmény v zavislosti na
teploté uchovavani — zatimco v laboratofi vzrostly hodnoty suSiny za 4 tydny az na cca 25%,
V chladngj$im prostedi a v mraznicce byly hodnoty v podstaté stabilni a neliSily se pfili§ od
vychozi hodnoty. Toto zjisténi ma kromé praktického vyznamu i dal$i vyuziti: pokud
nedochazi k vyznamnym zménam suSiny v ramci dlouhodobé studie, neni tieba korigovat
hodnoty parametrti zjisténé v gramu jedlého podilu na gram suSiny z hlediska piipadné
odli$né interpretace vysledki.

4.2.2 Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s naslednym

zamrazenim na obsah susiny

Obsah susiny byl sledovan i ve druhé sérii experimentti zaméfenych na sledovani zmén
v ovoci V pribéhu uchovavani mrazenim s riiznym zptisobem opracovani vzorku. Test byl
proveden s 3 druhy ovoce: jablka Cervena a zelend, Svestky a hrozny. Ovoce bylo v
mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydnil. Jako formy zpracovani byly voleny: neopracované
celé plody, impregnované celé plody, mésicky, impregnované mésicky, dien a proslazena
dient (kap. 3.3). V dalsim textu jsou srovnany vysledky susiny plodt v ramci 2.studie

U jablek zelenych a cervenych obsah susiny kolisal kolem stfedni hodnoty u vSech forem
Zpracovani kromée proslazenych dfeni. V nich byl zaznamendn nértst obsahu susiny na gram
jedlého podilu jablka.

V hroznech a $vestkdch byl namétfen vzrist obsahu suSiny. Mirnd odchylka nastala u
hroznové neslazené diené a Svestkové slazené diené. Zde hodnota v osmém tydnu mirné
poklesla oproti hodnoté namétené v tydnu étvrtém, stale vSak byla vy3Si neZ hodnota prvniho
méfeni.

Hodnoty jsou ptehledné shrnuty viz Tabulka 3. Jako piiklad jsou nize uvedeny grafy
zavislosti obsahu susiny na ¢ase v jablkach zelenych a ve Svestkach.
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Tabulka 3: Naméfené hodnoty obsahu susiny na gram jedlého podilu v rizné zpracovaném
ovoci uchovaném v mrazniéce

ovoce forma obsah susiny [g/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody 0,1363 0,1428 0,1226

zelena mésicky 0,1378 0,1478
'mpregnovane 0,1348 | 0,1273
mesicky
dient 0,1490 0,1456
proslazena 0,1778 | 0,1853
dren
jablka celé plody 0,1520 0,1231 0,1441
dervena mésicky 0,1390 0,1448
'mpregnovane 0,1764 | 0,1443
mesicky
dient 0,1372 0,1395
proslazena 02181 | 0,2250
dren

hrozny celé plody 0,1148 0,1168 0,1248

Impregnované 0,1202 | 0,1592
celé plody
dienr 0,1219 0,1242
prOS[a{ena 0,2305 | 0,2256
dien

Svestky mésicky 0,0706 0,0816 0,0986
impregnované 0,1360 0,1421

mesicky

dren 0,0875 0,0802

pm;;ae;e”a 01534 | 0,1706

Vliv zplsobu zpracovani-jablka zelena

0,20+

0,184

0,164

0,144 WO. tyden
—. 0,124 @ 4. tyden
2 0,101 .
2 7 08. tyden

0,08+
0,06
0,044
0,02+
0,00+

celé mésicky im.mésicky dren im.dfen

Graf 4: Vliv ruzného zptisobu zpracovani s naslednym mrazenim na obsah suSiny
v zelenych jablkéch
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Vliv zpusobu zpracovani-Svestky
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Graf 5: Vliv ruzného zptisobu zpracovani s naslednym mrazenim na obsah susiny ve
Svestkach

Pro porovnani byl také zméten obsah suSiny v komer¢né mrazenych $vestkach (0,1532
g/g). To by naznaCovalo, ze se jedna o mrazené pulky oSetfené impregna¢nim roztokem, i
kdyz na obale nebyl takovyto zplisob opracovani uveden.

Ani v pribéhu druhé série experimentti nebyly zjistény vyznamné odchylky v hodnotéch
susiny v pritbehu uchovavani, zjisténé rozdily pravdépodobné neovlivni interpretaci vysledka
analyzy antioxidanti.

4.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Postupem uvedenym v kapitole 3.5 byla provedena analyza celkové antioxida¢ni aktivity
ve vech vzorcich v ramci obou studii pomoci kitu TAS od firmy Randox. Vysledky byly
ptepocditany na pmol na gram jedlého podilu ovoce.

4.3.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych skladovacich teplot na hodnotu TAS

Hodnoty celkové antioxidacni aktivity Vv zavislosti na teploté uchovavani byly sledovany
u 3 druhil ovoce (Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pti 3 riiznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodt. Na stanoveni byla pouZita vylisovana
ovocna $tava.V dalSim textu jsou srovnany vysledky ABTS v plodech v rdmci 1.studie.

Ze vzorku skladovanych v lednici je patrné, ze celkova antioxida¢ni aktivita vykazuje
Vv zavislosti na Case sinusovou kiivku. U ostatnich skladovacich teplot to neni tak ziejmé,
protoze vzorky nevydrzely v pouzitelném stavu tak dlouhou dobu. Oproti hodnoté naméfené
pfi zapoceti analyzy nastal v druhém tydnu méfeni prudky pokles aktivity. Nasledné byl
pozorovan opétovny narist ABTS (kromé mraZenych Svestek, kde pokles pokracoval),
hodnoty v8ak az na vyjimky nepiesahly hodnotu z nultého tydne (viz. Tabulka 4, Graf 6).

44



Tabulka 4: : Naméiené hodnoty ABTS na gram jedlého podilu v ovoci skladovaném pti

ruznych teplotach
ovoce misto ABTS [umol/g]
skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8. tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 0,6785 0,2935 - - -
sklep 0,1677 - - -
lednice 0,1328 0,3278 1,4930 0,2811
mrazici box * 0,4844
hrozny laboratof 2,6385 0,5689 44767 - -
sklep 0,9482 1,2350 1,4907 -
lednice 0,4768 1,1835 3,5000 1,2475
mrazici box * 0,2356
Svestky | laboratof 5,1084 0,4898 1,2097 - -
sklep 1,9591 1,0863 - -
lednice 1,1751 1,6047 4,3484 1,5043
mrazici box 2,8883 1,1050

Pozn.: * pod dolni detekéni hranici kitu TAS

Vliv teploty-hrozny

4,5+
4,04
3,54
3,0 @O.tyden
@2.tyden
O4.tyden
2,0+ O6.tyden
1,5 @38.tyden
017.tyden

2,5

[umol/g]

1,0

0,5

0,0+
laboratof sklep lednice mrazici box

Graf 6: Vliv ruznych skladovacich teplot na celkovou antioxida¢ni aktivitu hrozni
Vv zavislosti na Case
Vyse zmitiovany pokles v druhém tydnu mohl nastat vlivem manipulace s plody (operace
pti zakladani analyzy, teplotni Sok pfi zméné skladovani), pfipadné také chybou métfeni. Proto
je mozno z celkového pohledu fici, Ze hodnota ABTS v zavislosti na ¢ase spiSe roste.

4.3.2 Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s naslednym

zamrazenim na hodnoty TAS
Hodnota ABTS byla sledovana i ve druhé sérii experimenti zaméfenych na sledovani
zmén v 0VOCi V prib&hu uchovavani mrazenim s riznym zptisobem opracovani vzorku. Test

byl proveden s 3 druhy ovoce: jablka Cervena a zelena, $vestky a hrozny. Ovoce bylo v
mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydnil. Jako formy zpracovani byly voleny: neopracované
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celé plody, impregnované celé plody, mési¢ky, impregnované mésic¢ky, dien a proslazena
den (kap. 3.3). Na stanoveni ABTS byla vzdy pouzita vylisovana ovocna $tava ziskana
z rozmrazenych vzorki. V dalSim textu jsou srovndny namétené vysledky ABTS v plodech
v ramci 2.studie.

Z namétenych hodnot u vSech druhli ovoce a u vSech forem opracovani vyplyva sinusova
zavislost jako u vyse zminovaného pokusu.

Také zde byl pozorovan vyrazny pokles aktivit u druhého méfeni. Zadna hodnota
naméfena v 0Smém tydnu nepiesahla hodnotu ABTS naméfenou v tydnu nultém. U jablek a
Svestek se projevil vyrazny pokles celkové antioxidacni aktivity (nizké hodnoty ve 4. a 8.
tydnu), u hrozni se hodnota zjiSténd v osmém tydnu blizila hodnotdm naméfenym pii
zapoceti pokusu. VSechna namétena data jsou shrnuta viz Tabulka 5. Grafy pro jednotlivé
druhy ovoce méfené v této linii pokusu jsou uvedeny pied tabulkou.

Vliv zplsobu zpracovani-jablka zelena

10

81 @ O.tyden

S 6 @ 4.tyden

g 4 O 8. tyden
5 4
2
0+

celé meésiCky  im.mésicky dren im.dren

Graf 7: Vliv ruzného zptisobu zpracovani na celkovou antioxidaéni aktivitu v zelenych
jablkach v zavislosti na ¢ase

Vliv formy zpracovani-jablka €ervena

WO. tyden
B 4. tyden
08. tyden

[umol/g]
oORNWLRARPNO®

celé mésicky  im.mésicky dren im.dfen

Graf 8: Vliv riizného zptisobu zpracovani na celkovou antioxida¢ni aktivitu v cervenych
jablkéch v zavislosti na Case
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Vliv zplisobu zpracovani-hrozny
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celé
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dren
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Graf 9: Vliv rizné formy zpracovani na celkovou antioxida¢ni aktivitu v hroznech v zavislosti

na case
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Graf 10: Vliv riizné formy zpracovani na celkovou antioxidacni aktivitu ve Svestkach v
zavislosti na Case

Tabulka 5: Namétené hodnoty ABTS na gram jedlého podilu v rizné zpracovaném ovoci,
které bylo ndsledné zmrazeno — 1. ¢ast

ovoce forma ABTS [umol/g]

zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody 9,2845 1,4726 1,5932
zelend meésicky 1,9950 2,7022
impregnovane 1,6824 | 2,4787

mésicky ’ ’
dren 1,3245 4,4237
proslazena 0,0967 | 6,3920

dren ' '
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Tabulka 5: Namétené hodnoty ABTS na gram jedlého podilu v riizné zpracovaném ovoci,
které bylo nasledn¢ zmrazeno —2. ¢ést

ovoce forma ABTS [umol/g]

zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8.tyden

jablka celé plody 7,5195 0,6293 0,9250

dervena meésicky 1,9336 2,8945
impregnovane 24715 | 3,8898
mésicky
dienl 0,7757 1,3326
proslazena

o 21139 | 2,5683
dien
hrozny celé plody 4,0576 1,2893 2,4206
'mpregnovane 0,0983 | 2,6676
celé plody
den 0,5152 | 3,7770
proslazena 0,8373 | 3,9954
dient
Svestky | mésicky | 9,4797 | 2,7362 | 5,0799
'mpreghovane 2,0832 | 4,0573
mésicky
den 1,9762 | 3,6463

proz'fae;e”a 1,181 | 3,1827

Je mozné fici, Ze vlivem zmrazeni plodu dochazi k vyraznému poklesu ABTS oproti
Cerstvym vzorkam. Pti dal$im uchovivani v mrazni¢ce celkova antioxidaéni hodnota narista.
Déle se zda, Ze ma impregnace pozitivni vliv, a to jak po strance zmirnéni zmifiovaného
poklesu, tak i pfi dalsim vyvoji (vzriastu ABTS). Tento jev je nejlépe viditelny u hroznt,
specialné u dieni. Velky pokles ABTS je pozorovatelny hlavné u plodu, které byly zdlouhavé
zpracovdvany (jablka a Svestky krajenim), zatimco hrozny, snimiz se manipulovalo
minimalné, zachovavaji podstatné vyssi podil v hodnoté ABTS.

Byla také zméfena hodnota celkové antioxida¢ni aktivity v komeréné mrazenych ptlkach
Svestek (6,5554 umol/g). Tato hodnota je bliz hodnoté zjisténé u Svestkovych ctvrtek bez
impregnace. Neni vSak jisté, jak dlouho jsou ony komeréni Svestky zmrazeny. Neni tedy stale
vylouceno, ze by nebyly impregnovany.

Ponévadz byly vSechny hodnoty ABTS méfeny jen jednou (z divodu vysoké ceny
soupravy), mohou byt zatizeny vétsi chybou neZ hodnoty ostatnich parametrt, které byly
analyzovany opakovang¢.

4.4 Obsah vitaminu C

Vitamin C byl méfen titracné dle postupu uvedeného v odstavci 3.6.1. Zjisténa spotieba
titracniho cCinidla (2,6-dichlorindofenolu) byla porovnana se spotfebou ¢inidla na titraci
znamého mnozstvi standardu (kyseliny askorbové). Zjisténé hodnoty byly pfepocitiny na
gram jedleho podilu ovoce.
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4.4.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych skladovacich teplot na obsah

vitaminu C

Hodnoty vitaminu C v ovoci zjisténé touto metodou V zavislosti na teploté uchovavani
byly sledovany u 3 druhd ovoce uchovavanych pti 3 riznych teplotach (laboratot, sklep,
lednice). Pro toto méfeni byl pouzit maly podil ovoce, ktery byl po zpracovani z HCI titrovan
odmérnym roztokem..V dalSim textu jsou srovnany hodnoty vitaminu C v plodech v ramci

1.studie.

V Tabulka 6 jsou vypsana vSechna vypoctena data zavislosti hodnot vitaminu C na Case
pti skladovani ovoce v rtiznych teplotnich rezimech. Graficky je tato zavislost ukazana na
hroznech a Svestkéach (Graf 11,Graf 12).

Tabulka 6: Naméfené hodnoty vitaminu C na gram jedlého podilu v ovoci skladovaném

pti riznych teplotéch

ovoce misto Vitamin C [g/g]
skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17. tyden
broskve | laboratof | 3,79E-05 | 2,57E-05 - - -
sklep 2,46E-05 - - -
lednice 2,07E-05 | 2,13E-05 | 2,62E-05 | 1,87E-05
mrazicl 2,43E-05 1,30E-05
box
hrozny | laboratof 1,82E-05 | 2,30E-05 | 3,91E-05 - -
sklep 2,04E-05 | 3,37E-05 | 4,30E-05 -
lednice 2,52E-05 | 4,74E-05 | 5,04E-05 | 3,26E-05
mrazicl 2,01E-05 2,19E-05
box
Svestky | laboratotr | 2,23E-05 | 1,49E-05 | 3,71E-05 - -
sklep 1,68E-05 | 5,19E-05 - -
lednice 2,11E-05 | 2,94E-05 | 3,49E-05 | 4,47E-05
mrazicl 2,71E-05 2,34E-05
box
Vliv teploty-hrozny
6,0E-05 -
5,0E-05- m 0.tyden
4,0E-05- W 2.tyden
S 3,0E-05] O 4.tyden
" 20E-05- 0 6.tyden
1,0E-05- = 8.tjden
O17.tyden
0,0E+00 1
laboratof sklep lednice mrazici box

Graf 11: Vliv riznych skladovacich teplot na hodnoty vitaminu C v hroznech v zavislosti na

case
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Vliv teploty-Svestky
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Graf 12: Vliv raznych skladovacich teplot na hodnoty vitaminu C ve Svestkach v zavislosti na
Case

Z pribéhu zmén hodnot kyseliny askorbové je patrné, ze ve vétSin¢ prostiedi jevi
s rostouci dobou uchovavani spiSe mirn¢ vzrustajici trend, podobné jako hodnoty celkové
antioxida¢ni aktivity. Jde ziejmé o zmény v plodech spojené s procesem dozravani a starnuti.

4.4.2 Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s naslednym

zamrazenim na obsah vitaminu C

Hodnota vitaminu C byla sledovdna i ve druhé sérii experimenti zaméfenych na
sledovani zmén v ovoci v pribéhu uchovavani mrazenim s riznym zpusobem opracovani
vzorku. Test byl proveden s 3 druhy ovoce: jablka Cervena a zelena, Svestky a hrozny. Pro
toto méteni byl pouzit maly podil ovoce (pfipadné mensi mnozstvi dien¢€), ktery byl po
zpracovani z HCI titrovan odmérnym roztokem. V dalSim textu jsou srovhany naméfené
hodnoty vitaminu C v plodech v rdmci 2.studie. Zjisténé vysledky jsou piehledné shrnuty viz
Tabulka 7.

Tabulka 7: Namétené hodnoty vitaminu C na gram jedlého podilu v ovoci zpracovaném
riznymi zptisoby a ndsledné zamrazeném — 1. ¢ast

ovoce forma Vitamin C [g/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 3,23E-05 | 1,22E-05 | 5,05E-05
zelend meésicky 2,58E-05 | 7,16E-05
Impregnovane 4,54E-05 | 1,25E-04

mésicky ’ ’
dfent 2,80E-05 | 5,20E-05
proslazena 3,44E-05 | 6,15E-05

dren

50



Tabulka 7:

Namétené hodnoty vitaminu C na gram jedlého podilu v ovoci zpracovaném
riznymi zptisoby a ndsledné zamrazeném — 2. ¢ast

ovoce forma Vitamin C [g/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 7,10E-05 | 2,67E-05 | 4,07E-05
éervena meésicky 1,75E-05 | 8,78E-05
mpregnovans 9,52E-05 | 7,20E-05
mésicky
dren 3,24E-05 | 7,16E-05
proslazena 2,75E-05 | 6,13E-05
dren
hrozny | celé plody | 2,41E-05 | 2,66E-05 | 4,79E-05
mprearovane 1,80E-05 | 4,42E-05
celé plody
dren 3,29E-05 | 4,88E-05
proslazena 1,98E-05 | 3,43E-05
dren
Svestky meésicky 1,70E-05 | 1,11E-05 | 3,34E-05
mpregnovans 2,38E-05 | 2,31E-05
mésicky
dren 2,34E-05 | 5,88E-05
proslazena 1,89E-05 | 3,91E-05
dren

V hodnotéch vitaminu C v ovoci po zamrazeni byly také nalezeny odchylky. U jablek
zelenych, hroznti a Svestek byly naméfeny vyssi hodnoty obsahu tohoto vitaminu, u jablek
Cervenych u nékterych forem opracovani niz$i, u jinych zase vyssi. V zelenych jablkach méla
zavislost sinusovy tvar, kromé hodnot vitaminu v impregnovanych mésickach a proslazené
diené, kde rostla linearné (viz Graf 13).

[9/d]
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1,E-04
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8,E-05
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Vliv zplUsobu zpracovani-jablka zelena
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cela mésicky
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im.dren

Graf 13: Vliv zptsobu zpracovani na hodnoty vitaminu C v zelenych jablkach v zavislosti na
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Zavislost v jablkach ¢ervenych meéla sinusovy tvar ve vSech formach opracovani.
Hodnota vitaminu C ve ¢tvrtém tydnu byla niz8i nez v nultém, vyjimku tvotily impregnované
mésicky, kde byla naopak vyssi. To bylo zfejmé¢ dano obsahem kyseliny askorbové
v impregna¢nim roztoku, kdy nejspi§ doslo k jeji sorpci do plodt a tim k navySeni zjisténych
hodnot vitaminu C. Hodnota tohoto vitaminu pak v osmém tydnu nadale rostla (aZ na
impregnované mesicky), v nékterych piipadech byla i vyssi neZ ta z tydnu nultého.
V osetienych mési¢cich hodnota klesla oproti étvrtému tydnu, prevysila vSak hodnotu pfi
zahajeni pokusu. Muze se tedy shrnout, Ze hodnoty vitaminu C v ¢ervenych jablkach rostou
krom¢ impregnovanych mésicku, kde klesaji.

U Svestek byl pozorovan jednozna¢ny narist hodnoty vitaminu C. V impregnovanych
mésiécich a v proslazenych dienich méla zavislost sinusovy tvar, v dalSich dvou forméach
linearni tvar (Graf 14).
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Graf 14: Vliv zptsobu zpracovani na hodnoty vitaminu C ve Svestkach v zavislosti na ¢ase

U hrozni také doslo k navySeni hodnoty vitaminu C. V celych plodech a v celych
impregnovanych plodech sinusovou a v dienich a proslazenych dienich linearni zavislosti
(Graf 15).
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Graf 15: Vliv zptsobu zpracovani na hodnoty vitaminu C v hroznech v zavislosti na ¢ase
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Byla také zméfena hodnota vitaminu C v komer¢né mrazenych §vestkach pro porovnani
(1,71E-05 g/g). Tento daj se blizi hodnoté zméfené pro mésicky Svestek bez impregnace.

Narist zjisténych hodnot souvisi pravdépodobné s uvolnénim tohoto vitaminu z tkani,
ptipadné s dikladnéj$i homogenizaci po rozmrazeni plodi. Také to mize byt prostfedek pro
prodlouzeni tdrznosti ploda.

4.5 Celkové polyfenoly

Postupem, ktery byl popsan v odstavci 3.6.2 byla provedena analyza celkovych
polyfenoli. Nejdiive vSak byla zmétena kalibraéni kiivka pro rozsah koncentraci kyseliny
gallové 0,11-0,53 mg/ml. Z rovnice linearni regrese této piimky:

A=14974-c
byla zjisténa hodnota celkovych polyfenoli ve vzorku. Ziskané vysledky byly ptepocteny na
mg obsahu celkovych polyfenolt v gramu jedlého podilu ovoce.

45.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych skladovacich teplot na hodnotu
celkovych polyfenolu

Hodnoty celkovych polyfenolt v zavislosti na teploté uchovavani byly sledovany u 3
druhti ovoce (Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pii 3 riznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodd. Na stanoveni byla pouZzita vylisovana
ovocna $tava.V dalSim textu jsou srovnany vysledky v ramci 1.studie. Pro lepsi prehlednost
byla zafazena Tabulka 8.

Tabulka 8: Namétené hodnoty celkovych polyfenolti na gram jedlého podilu v ovoci
skladovaném pii riznych teplotach

ovoce misto Celkove polyfenoly [mg/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17.tyden
broskve | laboratof 1,3530 1,6943 - - -

sklep 1,3866 - - -

lednice 1,2251 4,0180 2,1846 2,7718

mrazici box 0,4221 *
hrozny laboratof 1,7963 1,0176 2,8406 - -

sklep 1,8528 1,0623 1,4343 -

lednice 1,2213 0,7180 0,7025 0,8226

mrazici box 0,5769 - 0,0706
Svestky | laboratof 0,8407 4,0780 3,3710 - -

sklep 2,5068 2,2283 - -

lednice 1,7435 1,5420 1,6490 4,8737

mrazici box 2,9318 0,1660

pozn.: * pod dolni hranici detekce

Zavislost obsahu celkovych polyfenolti v ovoci skladovaném pfii raznych teplotach nelze
zcela jednozna¢né sumarizovat. U broskvi skladovanych po dobu 14 dni v laboratofi a ve
sklepé hodnoty polyfenolt kolisaly kolem stfedni hodnoty. V lednici z celkového pohledu
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dodlo Kk nardstu, zavislost méla sinusovy prab&h. V mrazni¢ce zjisténé hodnoty celkovych
polyfenoli linearné klesaly.

U Svestek byl zaznamenan sinusovy prubéh zavislosti celkovych polyfenoli na ase
s rostouci tendenci pfi skladovani v laboratofi, ve sklepé i v lednici. U plodi z mraznicky
nelze jednoznaéné ftici, zda se jedna o kolisavy narust ¢i pokles. Nejvy3si hodnoty byly
naméfeny v laboratofi a ve sklepé v druhém tydnu skladovéani, v lednici v tydnu osmém a
v mraznicce v tydnu Sestém (Graf 16).
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Graf 16: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah celkovych polyfenold ve Svestkach v
zavislosti na Case

V hroznech skladovanych v laboratofi se nejprve projevil pokles a nasledné vzrust
hodnoty polyfenolti oproti hodnoté v nultém tydnu. Pti skladovani ve sklepé doSlo ke
kolisavému poklesu polyfenoli. U plodt z lednice a z mrazni¢ky byl zaznamenan linearni
pokles (v lednici byla mirn¢ odchylena hodnota v osmém tydnu méfeni).
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Graf 17: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah celkovych polyfenolii v hroznech
Vv z&vislosti na Case
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V souhrnu byl pozorovan v hroznech plynuly pokles hodnot celkovych polyfenola, u
broskvi stagnace a u §vestek nejprve ptirtistek a nasledné pokles. Tyto hodnoty a jejich zmény
evidentné¢ zavisi na druhu ovoce a zastoupeni jednotlivych fenolickych latek tvoticich
celkovou hladinu, déle na stupni zralosti plodu pofed uchovanim a na typu tkané, ptipadné na
roli fenolickych latek v priabéhu dozravani a starnuti plodu.

4.5.2 Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s nasledujicim

zamraZenim na obsah celkovych polyfenoli

Hodnota celkovych polyfenoli byla sledovéna i ve druhé sérii experimentii zaméfenych
na sledovani zmén v ovoci Vv prubéhu uchovavani mrazenim s riiznym zptisobem opracovani
vzorku (kap. 3.3). Na stanoveni byla vZzdy pouZita vylisovana ovocna $tava ziskana
z rozmrazenych vzorkt. V dalSim textu jsou srovndny namétené vysledky celkovych
polyfenolt v plodech v rdmci 2.studie. Nejprve byla vloZena piehledna tabulka ( Tabulka 9)

Tabulka 9: Namétené hodnoty obsahu celkovych polyfenold na gram jedlého podilu v ovoci
zpracovaném riiznymi zptisoby s ndslednym uchovanim v mraznicce

ovoce forma Celkoveé polyfenoly [mg/g]

zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden

jablka celé plody 1,2209 1,1406 1,0010

zelena meésicky 1,1987 1,7855
'mpreghovane 1,2045 | 3,3933
mésicky
dren 0,9504 0,2522
proslazena 0,6610 | 04634
dren
jablka celé plody 1,2107 0,9567 2,3932
dervena meésicky 1,2292 1,1392
'mpreghovane 1,6137 | 2,0449
mésicky
dren 0,4601 0,8039
proslazena

. 0,9542 0,6642
dren
hrozny | celé plody 0,7332 0,5479 0,5308
'mpregnovane 0,4137 | 0,8760
celé plody
dren 0,3466 0,2285
proslazena 04227 | 0,3286
dren
Svestky | mésicky 2,1569 | 1,2000 | 0,9011
'mpreghovane 1,4037 | 1,0219
mésicky
dren 0,5403 0,5226

proj'fae;e”a 15273 | 1,0448
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V jablkdch zelenych byl zaznamenan pokles obsahu celkovych polyfenoli v ptipadé
zamrazenych celych plodi, diené¢ a impregnované diené. V mésickach a impregnovanych
mési¢kach doslo ve ¢tvrtém tydnu k minimalnimu poklesu a vtydnu osmém K nartstu
hodnoty polyfenoli.

U cervenych jablek byl zaznamenan linearni pokles celkovych polyfenolti pro piipad
proslazené dien¢. Naopak v impregnovanych mésiccich byl pozorovén linearni nartist. Ostatni
formy zpracovani vykazovaly sinusovou zavislost. V celych plodech byl naméfen nejdiive
pokles, nasledné pak nartist hodnot az nad hodnotu namétenou pii zahajeni pokusu. Ve dieni
byl pozorovan také pokles snaslednym vzriistem, ten vSak neptfesahl prvné naméfenou
hodnotu v nultém tydnu. V mésickach celkové polyfenoly kolisaly kolem stfedni hodnoty (viz
Graf 18).

Vliv zplsobu zpracovani-jablka ¢evena
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Graf 18: Vliv rizného zpisobu zpracovani na hodnotu celkovych polyfenold v cervenych
jablkach v zavislosti na ¢ase

V hroznech byl pozorovéan linearni pokles celkovych polyfenolid ve vSech formach
opracovani, pouze u impregnovanych celych plodu se odchylila hodnota v osmém tydnu.
Misto o¢ekavaného poklesu vzrostla a to az nad hodnotu méfeni v nultém tydnu (Graf 19).
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Graf 19: Vliv riizného zpisobu zpracovani na hodnotu celkovych polyfenold v hroznech v
zavislosti na Case
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U Svestek byl naméfen linearni pokles obsahu celkovych polyfenold ve vSech formach
opracovani (viz Graf 20) .

Vliv zpUsobu zpracovani-Svestky
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Graf 20: Vliv rizného zpisobu zpracovani na obsah celkovych polyfenoli ve Svestkach
Vv zavislosti na ¢ase

Pro porovnani byla také zmétena hodnota celkovych polyfenoli v komeréné mrazenych
Svestkach (1,9432 mg/g). Tento daj je bliz impregnovanym mésickl nez neopracovanym.

Ze zjisténych hodnot vyplyva, Zze v mraznicce vV 0VOCi neprobihaji vyznamnéjsi procesy a
na rozdil od normalni teploty nastavaji v plodech minimalni zmény nebo spise ztraty. Pfesné
tento pribéh vidime u celkovych polyfenol, jejichz hodnoty postupné klesaji s délkou
skladovani.Tyto vysledky také koresponduji s klesajicim trendem zjisténym v ptipadé ABTS.

4.6 Celkové flavonoidy

Jako ¢ast z celkovych polyfenolii byl méfen obsah celkovych flavonoidi. Pti méfeni byl
pouZit postup popsany Vv kapitole 3.6.3. Nejdiive vSak byla naméfena kalibra¢ni kiivka pro
rozsah koncentraci katecholu 0,5-3 mg/ml. Z ni byla ziskana rovnice linearni regrese:

A=31541.-c,
ze které byla nasledné vyjadiena hodnota celkovych flavonoidt ve vzorku. Vysledky méfeni
byly piepoéitany na mg celkovych flavonoida v gramu jedlého podilu ovoce.

4.6.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych skladovacich teplot na hodnotu

celkovych flavonoidii

Hodnoty celkovych flavonoidii v zavislosti na teploté uchovavani byly sledovany u 3
druhti ovoce (Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pii 3 riznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodt. Na stanoveni byla pouZita vylisovana
ovocna $t'ava.V dalSim textu jsou srovnany vysledky celkovych flavonoidi v plodech v rdmci
1.studie. Prvn¢ je pro srovnani vlozena Tabulka 10.
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Tabulka 10: Naméfené hodnoty celkovych flavonoidi na gram jedlého podilu v ovoci
skladovaném pfi riznych teplotach

ovoce misto Celkove flavonoidy[mg/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17.tyden
broskve | laboratof 0,4313 0,5210 - - -

sklep 0,4111 - - -

lednice 0,3724 1,1489 0,4062 1,2767

mrazici box 0,3198 0,1578
hrozny laboratof 0,8326 0,3614 1,4275 - -

sklep 0,8128 0,3704 0,5765 -

lednice 0,3726 0,2880 0,2518 0,3008

mrazici box 0,1625 - 0,2961
Svestky | laboratof 1,1504 3,7197 1,8563 - -

sklep 2,7951 1,4904 - -

lednice 2,0784 1,9479 2,0676 4,6075

mrazici box 1,8286 1,5244

Pii sledovani hodnot celkovych flavonoidi v plodech broskvi byly zjistény nasledujici
zavislosti. B€hem ¢trnécti dni skladovani v laboratofi a ve sklepé hodnoty flavonoida kolisaly
kolem stfedni hodnoty. V mrazni¢ce po celou dobu analyzy dochazelo k Ubytku celkovych
flavonoidt. Pti skladovani v lednici méla zavislost sinusovy tvar s mirnou stoupajici tendenci.
Vyrazné odchyleny v pozitivnim sméru byly hodnoty naméiené ve ¢tvrtém a osmém tydnu.

U Svestek byl zaznamenén kolisavy nartst celkovych flavonoidi u v8ech sledovanych
teplot. V plodech skladovanych v laboratofi a ve sklepé byla vyrazné odchylena v pozitivnim
sméru hodnota zjisténa v druhém tydnu skladovani.

U hroznti byla naopak zjisténa klesajici kolisava tendence v plodech ulozenych ve sklepé¢,
v lednici a v mrazni¢ce. Hodnoty ziskané z hroznti skladovanych v laboratofi jde obtizné
hodnotit. Hodnota v druhém tydnu skladovani je vyrazné nizsi nez ta z nultého tydne. Dalsi
tyden zase vyrazné stoupla oproti hodnoté pii zahajeni pokusu. Nelze proto jednoznacné fici,
zda zavislost klesa ¢i stoupa (viz Graf 21).

Graf 21:
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Pribeh zavislosti hodnot celkovych flavonoidl na ¢ase u riznych skladovacich teplot ma
rizny prabéh (mirné kolisavy, stagnujici, klesajici nebo vzriastajici) v zavislosti na typu
ovoce. Zmény téchto hodnot jsou do zna¢né miry podobné zménam celkovych polyfenola.

4.6.2 Vysledky studie 2 - Vliv riazného zpusobu zpracovani plodi

s ndslednym zamraZenim na obsah celkovych flavonoidi

Celkové flavonoidy byly také sledovany ve druhé sérii experimenti zaméfenych na
sledovani zmén v ovoci v pribéhu uchovavani mrazenim s riznym zpusobem opracovani
vzorku (kap. 3.3). Na stanoveni celkovych flavonoida byla vzdy pouZita vylisovana ovocna
St'ava ziskana z rozmrazenych vzorkd. V dalSim textu a v Tabulka 11 jsou srovnany naméfené
vysledky v rdmci 2.studie.

U jablek zelenych byl ve vSech forméch zpracovéani plodu zaznamenan pokles hodnot
celkovych flavonoidii. Zavislost méla sinusovy tvar, kromé zpracovani jablka do podoby
diené. Zde hodnoty linearné klesaly. Ubytek byl zietelny u viech forem kromé mésick, kde
doSlo jen k mensimu poklesu celkovych flavonoid prepoctenych na gram jedlého podilu
ovoce.

V jablkach Cervenych také doslo k poklesu. V mési¢kach, impregnovanych meésickach a
Vv proslazené dieni méla zavislost hodnot celkovych flavonoidii na case linearni tvar, ve
zbylych dvou sinusovy (viz Graf 22).
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Graf 22: Vliv riizného zptsobu zpracovani na hodnotu celkovych flavonoida v jablkach
cervenych v zavislosti na ¢ase
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Tabulka 11: Namétené hodnoty celkovych flavonoidii na gram jedlého podilu v rizné
zpracovaném ovoci, které bylo nasledné uchovavano v mraznicce

ovoce zptsob Celkove flavonoidy[mg/g]

zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden

jablka celé plody 0,7581 0,2640 0,2841

zelena meésicky 0,5957 0,7153
'mpregnovane 0,3526 | 0,3783
mésicky
dren 0,2478 0,0863
proslazena 0,1812 | 0,2288
dren
jablka celé plody 0,7422 0,1798 0,4230
dervena meésicky 0,3705 0,1664
Impregnovane 0,6201 | 0,2646
mésicky
dren 0,1749 0,2707
proslazena

o 0,3247 0,1658
dren
hrozny celé plody 0,2204 0,1174 0,3050

Impregnovane 0,1358 | 0,1962
celé plody
drei 0,0425 | 0,0284
proslazena 0,1015 | 0,0600
dien

Svestky | mésicky 16877 | 06779 | 0,6629

impregnované 0.6868 0.4326
meésicky ’ ’

dient 0,4570 0,4530

proj'fae;e”a 0,7741 | 0,6978

Celkové flavonoidy ve Svestkach ubyvaly ve vSech formach zpracovani linearné.

V hroznech byl také pozorovan vesmés tbytek flavonoidl, ve dfeni a proslazené dieni
linearni, v impregnovanych celych plodech sinusovy. Plody bez impregnace vykazovaly také
sinusovou zavislost hodnot celkovych flavonoidi na ¢ase, ve ¢tvrtém tydnu byl naméfen
pokles (asi na polovinu ptivodni hodnoty), v osmém tydnu byl zméfen naopak nardst
flavonoida oproti hodnoté pfi zahajeni pokusu (viz Graf 23).

60



Vliv zpUsobu zpracovani-hrozny
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Graf 23: Vliv rizného zptsobu zpracovani na obsah celkovych flavonoidd v hroznech v
zavislosti na Case

Pro srovnani byla také zméfena hodnota celkovych flavonoidii v komeréné mrazenych
Svestkach (1,8192 mg/g). Tato hodnota je asi dvakrat vy3Si neZz hodnoty ziskané z vlastnich
vzorkil. Nejvice se blizi obsahu celkovych flavonoidii v Cerstvych plodech Svestek.

Hodnoty celkovych flavonoidii pro vzorky zpracované rtiznymi zplsoby a nasledné
uchované v mrazniéce mély spiSe klesajici tendenci. U nékterych druhi ovoce a forem
zpracovani byl tento smér linearni, u jinych zase kolisavy. ZjiSténé zavislosti odpovidaji
ubytku celkovych polyfenolii v méfenych vzorcich.

4.7 Srovnani obsahu nizkomolekularnich latek v jednotlivych druzich

ovoce pred skladovani ¢i zpracovanim

V této kapitole byly srovnany hodnoty ABTS, vitaminu C, celkovych polyfenold a
flavonoidi v Cerstvych vzorcich ovoce (tzn. hodnot znultého tydne) pfed zahdjenim
skladovéani nebo pfed zpracovanim do riznych forem. Byly srovnavany ctyti druhy ovoce:
jablka (Cervena i zelend), broskve, Svestky a hrozny. M¢feni byla provedena ihned po
prineseni vzorkd do laboratote, bez povrchové ¢i jiné upravy pired ulozenim do rtiznych
skladovacich teplot. Toto srovnani slouzi pro zjisténi obsahu jednotlivych antioxida¢nich
zastupcll a dale na zjisténi pripadnych vyraznych odliSnosti v pritbéhu uchovani plodi mezi
riznymi druhy.

Hodnoty ABTS a obsahy vitaminu C musely byt vyneseny do zvlastniho grafu, jelikoz
vedle obsahu celkovych polyfenolti a flavonoidi nebyly ve srovnani patrné (viz Graf 24 a
Graf 25).
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Srovnani celkovych polyfenoll a flavonoidu
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Graf 24: Srovnani obsahu celkovych polyfenolti a flavonoidd v riznych druzich ovoce
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Graf 25: Srovnani ABTS a obsahu vitaminu C v riznych druzich ovoce

Pro lepsi orientaci a prehlednost pribéhu zmén biologicky aktivnich latek v métenych
druzich ovoce, ve viech skladovacich teplotach a ve vSech moznych formach zpracovani,
byly vytvofeny grafické tabulky (viz Pfiloha 2 a Piiloha 3). Sipkami jsou vyznateny
stoupajici ¢i klesajici sméry, piipadné kolisani.

Ve vétsiné métenych plodu tvofily celkové flavonoidy cca dvé tietiny obsahu celkovych
polyfenolii (kromé hroznti a broskvi, kde tvofily tfetinu jednu). Nejvyssi hodnoty téchto latek
téchto antioxidantd téméf stejny. V priubéhu skladovani ve vSech typech teplot a ve vSech
typech zpracovani pted mrazenim byl sledovan postupny ubytek hodnot celkovych flavonoidii
a polyfenoli.

V prvni studii (vlivu teploty skladavani na obsah biologicky aktivnich latek) do$lo
Kk vyrazngj§imu poklesu pouze u hrozni skladovanych v lednici (jak v obsahu celkovych
polyfenoli, tak v obsahu celkovych flavonoidd). Ostatni poklesy nebyla tak patrné (spiSe
vibec). Obsahy obou druhti latek klesaly viceméné stejné. Pti druhé studii (vlivu zpisobu
zpracovani pred vlastnim mrazenim na obsah biologicky aktivnich latek) byly poklesy
celkovych flavonoida viditelné u vSech zptisobli zpracovani i u vSech druhti ovoce. Celkové
polyfenoly pak nejvyraznéji klesaly pouze u hroznti a Svestek.
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V obsahu vitaminu C vynikaly pro zménu jablka Cervena. Niz§i obsah tohoto vitaminu
mély broskve (viz Graf 25).

Jak jiz bylo zminéno, hodnota ABTS ve vzorcich z prvni studie postupné rostla, ve
vzorcich z druhé studie rostla po prvotnim prudkém poklesu. Stejny trend je viditelny i
V hodnotach vitaminu C. Zatimco u vzorki skladovanych pti mirnéjsich teplotach (laboratof,
sklep a lednice) je vidét pozvolny narist, u vzorkli po zmrazeni je evidentni prvné pokles a
nasledné vzestup. Tento pokles vsak neni tak zietelny jako u ABTS ve stejné skladovanych
vzorcich. D4 se tedy fici, ze v antioxidantech, jejichz hodnoty v prvnich ctyfech tydnech
poklesly, je jen Castecné zastoupen vitamin C. VéEt§i podil na tomto poklesu budou mit
pravdépodobné celkové polyfenoly a nekteré enzymy.

Z hlediska téchto ctyr parametrti se jevi jako nejlepsi skladovaci podminky mirnéjsi
teploty skladovani nez velmi nizké teploty pro zachovani biologické hodnoty ovoce. Na
druhou stranu ovoce je nejdéle udrzné pravé v mrazené forme, naopak pfi labortaorni teploté
je rychle napadano plisnémi (viz déle). Jisty kompromis mtize byt tichova v lednicce, kde se
plisnim nedati tak dobfe kolonizovat ovocny material a zmény nejsou jesté tak vyrazné jako u
skladovani v mraznicce.

4.8 Stanoveni flavonoidii a katechini pomoci HPLC

Dalsi soucasti analyzy bylo stanoveni katechint a flavonoidi v obou studiich za pouZiti
instrumentélni techniky HPLC/UV-VIS. Ptvodni kolona (Biospher PSI 200 C 18 7 um
(Labio a.s.), 4,6 x 150 mm), na které byla analyzovana prvni studie (sledovani vlivu
skladovacich teplot na obsah aktivnich latek v plodech broskvi, $vestek a hroznti), nemohla
byt dale pouZivana. Z tohoto diivodu musela byt nalezena vhodna alternativa.

4.8.1 Vybér kolony

Byly testovany tfi nové chromatografické kolony (viz kapitola 3.7.1). Vzorky, které byly
k tomuto testovani pouzity, byly kromé& vybranych standardi: jablka zelend, jablka ¢ervena a
hrozny. Byla zjistovana kvalita separace smésného vzorku pfi méteni flavonoidu, katechinti a
hydrolyzovanych katechini.

Na Obr. 7 je uk&zano vysledné srovnani pro vzorek jablek ¢ervenych , ve kterém byly
stanovovany katechiny podle postupu a nastavenych podminek, jako jsou popsany v kapitole
3.7.4. Méfeni bylo provedeno na tfech kolonach, popsanych v kapitole 3.7.1.
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Obr. 8: Ptiklad porovnani kvality déleni u ti riznych kolon (katechiny-jablka ¢ervena)

Cervenou barvou je vyznaten chromatogram ziskany za pouZiti kolony Kinetex 2,6 p
HILIC 100A (Phenomenex). Na této koloné se smésny vzorek vibec nerozdélil,
v chromatogramu je patrny pouze jeden velky pik. Kolona byla shledana nevhodnou.

Cernou barvou je vyznaéen chromatogram ziskany pii pouziti kolony Kinetex 2,6 p
C18 100A (Phenomenex) a modrou barvou chromatogram z kolony Zorbax Elipse Plus XDB-
C18 (Agilent). Tyto dva zaznamy si jsou dosti podobné, aviak vzhledem k vétsi podobnosti
typu stacionarni faze (identické zrnéni a délka) byla v dalSich srovnavacich analdzach v rdmci
série 2 rutinné pouzivana kolona Zorbax Eclipse Plus XDB-C18. Detailni pohled na ¢erny a
modry chromatogram je uveden v piilohach (viz Ptiloha 6). Déle jsou v piilohach uvedeny
nékteré dal$i chromatogramy pro jiné druhy ovoce a jiné méfené latky (viz Ptiloha 7 a Ptiloha
8).

4.8.2 Testovani podminek hydrolyzy pro méfeni katechini v ovoci

Katechiny byly méfeny postupem optimalizovanym zejména pro napoje (viz kapitola
3.7.4), ktery se provadi pfimo ve vodném extraktu bez zatazeni hydrolyzy ptipadnych
glykosidové vazanych forem katechinti. Cilem tohoto typu analyzy bylo vidy kromé
jednoduchého zpracovani vzorku analyzovat pfirodni materialy v co nejpfirozenéjsi forme
tak, jak jsou pfijimany do organismu. Ve vzorcich ovoce by vSak mohl byt vyskyt
glykosidicky vazanych katechini vyssi, proto byla hydrolyza testovana na vybranych
vzorcich. Vzorky (jablka zelena, ¢ervena a hrozny) byly zpracovany jak s pouzitim hydrolyzy,
tak bez ni. Méfeni probihalo v prvni fazi na HPLC/UV-VIS za pouZiti tii vySe zmifiovanych
kolon:

ena koloné Kinetex 2,6 pu HILIC 100A nedochézelo k separaci katechind ani po

provedené hydrolyze vzorkda.
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ena kolon¢ Kinetex 2,6 u C18 100A probéhla separace katechind uspésné; po hydrolyze

byly zaznamenany vétsi plochy pikd oproti nehydrolyzované verzi, déleni smési vSak

nebylo v nékterych piipadech tak kvalitni jako u nehydrolyzovaného vzorku (viz Ptiloha

9 a Ptiloha 10)

ena kolon¢ Zorbax Eclipse XDB-C18 byla u hydrolyzovanych vzorki také zjisténa vétsi

plocha nékterych pikd, u nékterych pikt zase nizsi hodnota, kvalita separace viak byla

lepsi u vzorkt bez hydrolyzy (viz Ptiloha 11).

Celkové bylo zjisténo, ze vliv hydrolyzy vzorka pii zpracovani biologického materialu
se liSi v zavislosti na druhu ovoce. U stanoveni katechinii dochazi ke zménam v nékterych
Castech chromatoramu, zejména ke vzrustu plochy piku s retenénim ¢asem cca 2 min a
k vyznamnému poklesu piku v cca 3 min. Lze odhadnout, Ze se jedna o uvolnéné aglykony a
jejich glykosidické formy a Ze tedy vysledky zejména individualnich katechinti a epikatechint
u jablek mohou byt nizsi nez odpovida realité. U hroznl a broskvi je rozdil v odezvé po
hydrolyze podstatné nizsi (viz Ptiloha 9)

Je tfeba zduraznit, ze skupina flavonoidu byla analyzovana vyhradné s hydrolyzou (viz
kapitola 3.7.3). Pro ovéfeni a verifikaci jednotlivych derivata byla dale provedena analyza
pomoci LC/PDAJESI-MS (Thermo Scientific).

4.8.3 Ovéieni analyzy katechinu a flavonoidi metodou LC/PDA/ESI-MS

Na toto stanoveni byla uzivana pouze kolona Zorbax Eclipse XDB-C18. Jako modelové
vzorky byly pouzity jablka zelena a Cervena a hrozny. Ovoce bylo upraveno pro méfeni jak
postupem zahrnujicim hydrolyzu, tak postupem bez ni (viz kapitola 3.7.3 a 3.7.4).

Byl ziskan chromatogram z detektoru PDA, na kterém bylo uréeno nékolik pikti pomoci
standardti a absorp¢nich spekter. Vzorky byly nasledné v on-line reZimu analyzovany pomoci
MS spektrometrie. Vystupem z MS detektoru bylo spektrum jednotlivych latek
reprezentovanych urcitym pomérem hmotnosti a naboje (ndzornd ukézka vyhodnocovaciho
programu Excalibur s vystupy jak z PDA tak z MS - viz Ptiloha 12). V pftilohach jsou
uvedeny rovnéz chromatogramy a spektra pro méfené vzorky pro lepsi srovnani vlivu
hydrolyzy ¢i gradientové a izokratické eluce (viz Pfiloha 13, Ptiloha 14, Ptiloha 15, Ptiloha
16).

Jak jiz bylo zminéno, u nekterych pikti chromatogamu katechinii dochazi po hydrolyze ke
zménam. Lze se vSak domnivat, Ze pro srovnavaci analyzu individudlnich zastupci je
realizovany postup pfijatelny, pokud se jasné uvede zpisob zpracovani vzorkt, aby nedoslo
k mylnému porovnavani ploch pikt ziskanych z téchto odlisnych postupt ptipravy. Z ptilohy
13 rovnéz vyplyva, ze gradientova eluce katechinli poskytuje ponc¢kud lepsi separaci nez eluce
izokraticka (s vyjimkou plodt hrozni). S ohledem na mnozstvi analyz a dostupnost ptistroji
vsak nebylo mozné zpracovavat celé série vzorkli pomoci gradientové eluce, byla tedy pouzita
jednodussi izokraticka varianta.

Z latek, které byly stanovovany ve vzorcich metodou HPLC/UV-VIS, byly metodou
LC/ESI-MS identifikovany tyto:

— (-)-katechin a (-)-epikatechin pouze pii podminkach gradientové eluce ve vzrocich
jablka zeleného (zpracovani vzorkii na katechiny bez provedené hydrolyzy a na
flavonoidy) a hroznti (zpracovani vzorkt na flavonoidy).

— (-)-katechin-galat a (-)-epikatechin-galat pouze ve vzorcich zpracovanych na
katechiny po provedené hydrolyze ve vzorcich jablke zelenych (pfi izokratické eluci) a
jablek cervenych (pti gradientové eluct).
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— kyselina chlorogenova pouze pii podminkach gradientové eluce ve vzorcich jablek
cervenych (zpracovanych na méteni katechinti bez hydrolyzy a na méteni flavonoidi),
Vv jablkdch zelenych (zpracovanych na méfeni katechinii bez hydrolyzy) a hrozni
(zpracovanych na metfeni flavonoidit).
— morin a quercetin pouze u vzorku jablka zeleného zpracovaného na méfeni
katechinii po hydrolyze pti izokratické eluci.
— rutin pfi izokratické eluci ve vzorcich jablek zelenych (zpracovanych na méteni
hydrolyzovanych katechinti a flavonoidt), pti gradientové eluci v hroznech (Uprava na
flavonoidy) a v jablkach zelenych (Uprava na nehydrolyzované katechiny).

— kaempferol ve vzroku jablka cerveného zpracovaného na meéfeni flavonoidi pii

izokratické eluci.

DalSi podrobnosti viz Pfiloha 13.

4.8.4 HPLC

Stanoveni

flavonoida a

experimentalnich sérii

katechinua

vramci dvou

Nejprve bylo nutné provést kalibrace za pouziti pfislusnych standardi. Byly ziskany
kalibra¢ni kiivky, z nich byly vypocitany rovnice linedrni regrese, které byly pouzity pti
vypoctu obsahu jednotlivych flavonoidii a katechinti ve vzorku (viz Tabulka 12).

Tabulka 12: Rovnice linedrni regrese z kalibra¢nich kiivek pro jednotlivé standardy

standard rozsah  koncentraci | kolona Biospher PSI | kolona Zorbax
[ng/ml] 200C 18 7 um Eclipse XDB-C18

(-)-katechin 100-460 A =96,526.c A =1¢/0,0173
(-)-epikatechin 200-730 A =129,226.c A =¢/0,0228
(-)-katechin-galat 50-250 A =12562.c A =¢/0,006
(-)-epikatechin-galat 50-380 A=2514.c A =¢/0,0096
prokyanidin 50-300 A =30,260.c A =¢/0,0589
kyselina chlorogenova | 125-625 A=170,73.c A =¢/0,0576
rutin 30-140 A =94,292.c A =¢/0,0125
morin 20-140 A =85,366.C A =¢/0,0077
quercetin 15-60 A=25594.c A =¢/0,003
kaempferol 15-75 A =165,3.c A =¢/0,0032
floridzin 390-5300 A=14137.c A =¢/0,848

Z katechinu byly sledovany tyto latky: (-)-katechin, (-)-epikatechin a jejich galaty.

Z flavonoidi byly detekovany tyto slouCeniny: rutin, morin, quercetin, kaempferol,
chlorogenova kyselina a floridzin. Vysledky jsou vyjadieny jako pg dané latky na gram
jedlého podilu ovoce. Na vyhodnoceni a zpracovani dat byl pouZit porgram Clarity.
V piilohach jsou uvedeny piiklady nékterych chromatogrami (viz

Ptiloha 17 a Ptiloha 18).

V prvni linii méfeni byly méfeny hodnoty jednotlivych katechini a flavonoida
Vv zavislosti na teploté uchovavani. Byly sledovany u 3 druhti ovoce (§vestek, hroznt, broskvi)
uchovdvany pii 3 raznych teplotach (laboratof, sklep, lednice) a orientacné i ve formé
zmrazenych celych plodt. Postup méfeni a podminky eluce se shoduji s Udaji v kapitolach
3.7.3a3.7.4.
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V druhé linii méfeni byly méfeny zmény hodnot jednotlivych katechini a flavonoidi
v ovoci v priabéhu uchovavani mrazenim s riznym zptisobem opracovani vzorku. Test byl
proveden s 3 druhy ovoce: jablka Cervend a zelend, Svestky a hrozny. Ovoce bylo v
mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydnd. Jako formy zpracovani byly voleny: neopracované
celé plody, impregnované celé plody, mési¢ky, impregnované mésic¢ky, dien a proslazena
dien (kapitola 3.3). Vzorky byly zpracovany a mé&feny dle podminek uvedenych v kapitolach
3.7.3a3.7.4.

4.8.4.1 Katechin

Vysledky studie 1- Vliv rizné teploty skladovani na obsah katechinu:

U Dbroskvi doSlo ke zvySeni obsahu katechinu v plodech skladovanych ve sklepé a
Vv chladni¢ce (zde hodnoty siln¢ kolisaly), u vzorki z laboratofe a z mrazni¢ky byl zjistén
pokles.

Ve Svestkdch stoupl obsah této latky v plodech uchovanych ve sklepé, lednici a
mrazni¢ce (u poslednich dvou zmifovanych hodnoty siln¢ kolisaly). Pokles byl zaznamenan
ve Svestkach skladovanych pii laboratorni teploté.

V hroznech byl pozorovan narist obsahu katechinu u vSech typu skladovacich teplot (viz.
Graf 26).
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Graf 26: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah katechinu v gramu jedlého podilu ovoce

Kolisavy druhové specificky pribéh odpovida kolisani celkovych fenolickych latek
(srovnano s vysledky z kapitoly 4.5 ).

Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s ndslednym zamrazenim na
obsah katechinu

U vSech druhd, které byly podrobeny tomuto pokusu (jablka zelena, jablka Cervena,
hrozny a 3vestky) byl zaznamenan nartst obsahu Kkatechinu v pribéhu skladovéani. U
n¢kterych forem zpracovani byl linearni, u jinych kolisavy. V nultém tydnu skladovéni byl
obsah této latky podobny ve vSech druzich ovoce. Na konci pokusu hodnoty zméfené ve
Svestkach vyrazné prevySovaly vSechny ostatni druhy (viz Graf 27).
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Graf 27: Vliv rizné formy zpracovani plodu s naslednym zamrazenim na obsah katechinu
v gramu jedlého podilu ovoce

Zvysené hodnoty jsou pravdépodobné zpusobeny tim, ze doSlo k postupnému uvolnéni
katechinuz vazanych forem nebo k ¢aste¢né destabilizaci biologického materialu v pribéhu
mrazeni spojené s uvolnénim z vazanych forem pii rozprazeni a zpracovani.

4.8.4.2 Epikatechin

Vysledky série 1 - Vliv rizné teploty skladovani na obsah epikatechinu:
U broskvi byl naméfen ve vSech plodech skladovanych pii riznych teplotach pokles
obsahu epikatechinu na gram jedlého podilu ovoce.
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Graf 28: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah epikatechinu v gramu jedlého podilu
ovoce

U 8vestek a hrozni byl pozorovan naopak vzestup této latky vlivem skladovani.
V3echny hodnoty siln¢ kolisaly. Vyrazné niz$i obsah epikatechinu v nultém tydnu pokusu
byl zjistén oproti ostatnim dvou druhiim v plodech hrozni (viz Graf 28).
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Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah epikatechinu:

U vSech méfenych plodu a forem zpracovani v tomto pokusu byl zjistén velky nardst
obsahu epikatechinu v gramu jedlého podilu vlivem dlouhodobého skladovani. U nékterych
vzorkl se tak délo linearné, u jinych kolisavé (viz Graf 29).
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Graf 29: Vliv rizné formy zpracovani plodt s naslednym zamrazenim na obsah epikatechinu
v gramu jedlého podilu ovoce

V rozporu s trendem zaznamenanym u hodnot celkovych polyfenold, které klesaly, se
tyto jiz v pocatku vysoké hodnoty dale zvySovaly.

4.8.4.3 Katechin-galat

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah katechin-galatu:

U broskvi skladovanych v laboratofi a ve sklepé byl naméfen maly piirtistek obsahu
katechi-galatu. U dalSich dvou skladovacich teplot katechin-galat vlivem skladovani klesal.

Ve Svestkach byl zjistén piirtistek pouze u plodi uloZzenych v laboratofi. U ostatnich
teplot byl pozorovan spiSe pokles obsahu katechin-galatu. (Hodnoty méteni v druhém tydnu
skladovani v8ak byly silné vychyleny v pozitivnim sméru.)
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Graf 30: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah katechin-galatu v gramu jedlého podilu
ovoce
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U hrozni byl zaznamenan pokles u plodt skladovanych pti vSech sledovanych teplotach.
(Opét zde byla pozorovana odchylka v druhém tydnu méteni jako u Svestek. Smér zavislosti
byl piesto ale spise klesajici-viz Graf 30).

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah katechin-galatu:

Pfi studiu vlivu formy zpracovani s ndslednou Uchovou v mrazni¢ce bylo zjisténo, Ze
nejvyssi obsah katechin-galatu v Gerstvych plodech se nachazi v jablkach zelenych. Zde byl
zaznamenan prudky pokles jeho obsahu vlivem dlouhodobého skladovéni v mrazni¢ce u
vSech zplisobl zpracovani. Stejny ubytek byl sledovan i u jablek cervenych.

Hrozny naopak vykazovaly ptirtistek obsahu katechin-galatu v zavislosti na ¢ase (také ve
vSech druzich zpracovani).

Ve Svestkach se projevilo spiSe kolisani obsahu této latky v zavislosti na ¢ase. Pouze u
neimpregnovanych mésickll byl zaznamenan pokles (viz Graf 31).
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Graf 31: Vliv rizné formy zpracovani s naslednym zamraZenim na obsah katechin-galatu v
gramu jedlého podilu ovoce

Zde by zaznamenana druhové specifickd odezva. U nékterych nastal pokles v hodnotach
katechin-galatu (velmi vyrazny u jablek, méné vyrazny u S$vestek). V hroznech byly
detekovany zvysujici se hodnoty v pribéhu uchovani.

4.8.4.4 Epikatechin-galéat

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah epikatechin-galatu:

U broskvi byl zméfen tbytek epikatechin-galatu v gramu jedlého podilu pti skladovani ve
vSech sledovanych teplotéch.

Ve Svestkach skladovanych ve sklepé byl zjistén jednoznaény narist. Plody z chladni¢ky
vykazovaly pokles hodnoty epikatechin-galatu v zavislosti na ¢ase s pozitivné odchylenou
hodnotou v 6. tydnu pokusu. U ovoce z laboratote a z mrazni¢ky nelze jednozna¢né tici, zda
hodnota klesa ¢i stoupa. Odchylky jsou patrné v obou smérech od hodnoty zméfené pii
zahajeni pokusu.
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Graf 32: Vliv riznych skladovacich teplot na obsah epikatechin-galatu v gramu jedlého
podilu ovoce

V hroznech byla zjisténa stoupajici tendence obsahu této latky v pribéhu skladovani.

Pouze u plodl z mraznicky se projevilo spise kolisani kolem stfedni hodnoty nez evidentni
chod ( viz Graf 32).

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodd s ndslednym zamraZenim na
obsah epikatechin-galatu:

U plodi podrobenych pokusu mrazeni plodi po riizném zpracovani byl zaznamenan
vyraznéj§i pokles obsahu epikatechin-galatu v ¢ase u obou druhi jablek (zelenych i
cervenych). Zelena jablka vykazovala pti zahajeni pokusu nejvyssi obsah této latky.
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Graf 33: Vliv riizné formy zpracovani na obsah epikatechin-galatu v gramu jedlého podilu
ovoce

V hroznech zpracovanych do podoby neslazené dien¢ dosSlo k malému nartistu obsahu
epikatechin-galatu. U ostatnich forem zpracovani obsah poklesl, ne vSak tak vyrazné jako u
plodu jablek. Ve §vestkach byl zméfen jednozna¢ny nartst obsahu epikatechin-galatu v ¢ase
(u neimpregnovanych mésicki jevila zavislost kolisavy chod, u ostatnich forem zpracovani
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linearni). Na konci pokusu byly nejvyssi hodnoty této latky naméfeny pravé v plodech
Svestek, kde mnohonasobné piekracovaly hodnoty ziskané z ostatnich plodi (viz Graf 33).

4.8.45 Rutin

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah rutinu:

Obsah rutinu v broskvich vlivem skladovani v laboratofi, v lednice a v mrazni¢ce klesl.
U plodt uchovanych ve sklepé byl zjistén maly nartst.

Ve Svestkach obsah rutinu poklesl u vSech skladovacich teplot. V plodech z laboratoie a
ze sklepa byla zavislost linearni, u ostatnich teplot kolisava.
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Graf 34: Vliv raznych teplot skladovani na obsah rutinu v gramu jedlého podilu ovoce

V hroznech byl pozorovan také pokles obsahu rutinu, vétSinou se tak délo kolisavym
chodem.

Nejvyssi hodnoty této latky v nultém tydnu skladovani byly zjistény ve Svestkach (viz
Graf 34).

Vysledky série 2 - Vliv riizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah rutinu:

Pti sledovani rutinu v rizné zpracovanych plodech jablek, Svestek a hroznl byl zjistén
jednozna¢ny narast obsahu oproti prvné méfené hodnoté pii zahajeni pokusu. V osmém tydnu
obsah vétSinou poklesl pod hodnotu ze Ctvrtého tydne, stale vSak byl vyrazné vyssi nez na

cvvr

Graf 35).
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Graf 35: Vliv rizné formy zpracovani plodt s naslednym zamrazenim na obsah rutinu v
gramu jedlého podilu ovoce

4.8.4.6 Morin

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah morinu:

Ve viech plodech podrobenych této analyze a ve vSech zkoumavych skladovacich
teplotach byl naméfen pokles obsahu morinu (vyjma hroznti uchovavanych v mraznicce, kde
obsah morinu nejdiive klesl, pak stoupl. Zde nelze jednozna¢né fici, jaky smér zavislost
méla.). Snizeni obsahu této latky se délo vétSinou postupné v zavislosti na délce skladovani.
Nejvyssi obsah v nultém tydnu pokusu byl zjistén ve Svestkach, nejnizsi v hroznech (viz Graf
36).

WO0. tyden
B2. tyden

Morin

B-L B-S B-CH B-M S-L S-S S-CH S-M H-L H-S H-CH H-M

Graf 36: Vliv riznych teplot skladovani na obsah morinu v gramu jedlého podilu ovoce

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah morinu:

Lineéarni nartist morinu v ¢ase byl zaznamenan pouze u jablek zelenych zpracovanych do
podoby celych mraZzenych plodi a mésicki bez impregnace. U ostatnich zpusobt zpracovani
tohoto druhu ovoce byl zméfen nartist obsahu morinu ve ¢tvrtém tydnu proti hodnoté pri
zahajeni analyzy, v osmém tydnu nastal opét pokles. Z celkového pohledu je mozné fici, ze
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v denich doSlo Kk nartstu obsahu této latky. V impregnovanych mésickach byly vyrovnany
hodnoty z nultého a osmého tydne, obsah morinu zde kolisal.

U jablek ¢ervenych byla vzdy hodnota ve ¢tvrtém tydnu méteni vyssi nez v tydnu nultém,
v osmém doslo ke zpétnému poklesu. Z celkového pohledu obsah morinu kolisavé stoupl
v mésickach s impregnaci i bez a vobou typech dieni. Nepravidelny pokles byl zjistén
v celych mrazenych plodech.
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Graf 37: Vliv rizné formy zpracovani plodid s naslednym zamrazenim na obsah morinu v
gramu jedlého podilu ovoce

Hrozny vykazovaly u vSech typl zpracovani stejny tvar zavislosti. Ve ¢tvrtém tydnu
hodnota vzrostla, v osmém tydnu klesla (stale vSak byla vyssi nez hodnota zméfena v nultém
tydnu pokusu). Obsah morinu zde tedy kolisavé rostl.

U Svestek byl zjistén pokles obsahu této latky v pribéhu skladovani u vSech forem
zpracovani. U mésickl bez oSetfeni a neslazenych dieni byla hodnota druhého méfeni vyssi
nez ta z méteni prvniho. Z celkového pohledu ale obsah klesl (viz Graf 37).

4.8.4.7 Quercetin

Vysledky série 1 - Vliv riaznych teplot skladovani na obsah quercetinu:

Nejvyssi hodnota quercetinu v nultém tydnu pokusu byla zjisténa ve $vestkach, nejnizsi
pak v hroznech.

Obsah této latky poklesl v plodech Svestek u vsech skladovacich teplot a u broskvi
v plodech uloZenych ve sklepé, lednici a mrazni¢ce. V broskvich z laboratofe se projevil
mirny narast.
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Graf 38: Vliv riznych teplot skladovani na obsah quercetinu v gramu jedlého podilu ovoce

V hroznech uloZenych v laboratofi a ve sklepé byl zaznamenan kolisavy pokles a u ploda
z mraznicky nartist obsahu quercetinu. V hroznech z lednicky obsah kolisal. Obecné vsak
v hroznech nebyly zmény v koncentraci quercetinu nijak vyrazné (viz Graf 38).

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s ndslednym zamrazenim na
obsah quercetinu:

U jablek zelenych byl zméfen pokles hodnoty quercetinu v celych plodech a v obou
druzich mési¢kl. V proslazené dfeni byl vidét mirny narist obsahu. V neimpregnované dieni
byla hodnota ve ¢tvrtém tydnu asi dvakrat vyssi neZ ta z tydne nultého, pii tfetim méfeni opét
poklesla a to aZ pod hodnotu prvniho méteni. Z porovnani odchylek se da fici, Ze zde obsah
taktéz roste, ale velmi kolisave.

U jablek cervenych byl zjistén pokles obsahu této latky v celych plodech a
V impregnovanych mésiccich, nartist pak v neosSetienych mésickach a v neslazené dreni.
Smér zavislosti v proslazené dieni se neda urcit, obé hodnoty jsou dost odlehlé.

U hrozni se smér zavislosti vétSinou také neda urcit (ze stejného divodu jako u
proslazené diené Cerveného jablka), hodnoty kolisaji. Pouze u impregnovanych celych ploda
je viditelny pokles obsahu quercetinu v zavislosti na délce skladovani.

U Svestek byl zjistén nejvy$si obsah quercetinu v nultém tydnu pokusu ze vSech
métenych plodd. U tohoto druhu doslo vlivem skladovani v mrazni¢ce k evidentnimu poklesu
koncentrace této latky (viz Graf 39).
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Graf 39: Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na obsah quercetinu v
gramu jedlého podilu ovoce

U této latky byly vlivem uchovéani plodli v mrazni¢ce zaznamenany poklesy piipadné
stagnace hodnot. Obecné byl quercetin detekovan ve velmi malém mnozstvi.

4.8.4.8 Kaempferol

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah kaempferolu:

Hodnoty kaempferolu v broskvich a Svestkach v nultém tydnu analyzy byly vyrazné vyssi
neZ u hrozni. V téchto dvou druzich doSlo k viditelnému poklesu koncentrace u vSech
skladovacich teplot.
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Graf 40: Vliv raznych teplot skladovani na obsah kaempferolu v gramu jedlého podilu ovoce

V hroznech uloZenych v laboratofi a ve sklepé byl zjistén pokles obsahu kaempferolu.
Mezi hodnotami naméfenymi v plodech zlednicky byly jen velmi malé rozdily. Po

pocateénim mirném poklesu obsah nejspis rostl. Riist byl zaznamenan i u plodii z mraznicky
(viz Graf 40).
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Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah kaempferolu:

V nultém tydnu byly ve vSech plodech zjistény pomérné vysoké hodnoty kaempferolu.
Nejvyssi v jablkach Cervenych, pak v zelenych. Nejniz$i hodnoty byly zjistény u Svestek.
Hodnoty kaempferolu u Svestek v nultém tydnu se fadové shoduji s hodnotami diskutovanymi
0 odstavec vySe. Neni tomu tak ale u hodnot hroznd. P#i tomto méteni byly zjistény daleko
vy3Si hodnoty koncentrace kaempferolu v hroznech v nultém tydnu méfeni neZ pii analyze
vlivu teplot. To je dano tim, Ze byly zakoupeny odlisné¢ vzorky na obé dvé analyzy. Obé
méteni probihala v jiném ro¢nim obdobi a to se podepsalo i na kvalité¢ zakoupenych vzorkd.

Hodnota kaempferolu v pribéhu uchovani v mrazni¢ce vyrazné klesla u vSech druh
ovoce a u v3ech forem zpracovani (viz Graf 41).
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Graf 41: Vliv rizné formy zpracovani ploda s naslednym zamrazenim na obsah kaempferolu
v gramu jedlého podilu ovoce

U kaempferolu byly zaznamenédny vyznamné poklesy jeho obsahu vlivem uchovani
Vv mrazni¢ce u vSech métenych druhii ovoce a u vSech forem zpracovani pred mrazenim.
Obecné je jeho zastoupeni v ovoci velmi malé.

4.8.4.9 Prokyanidin

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah prokyanidinu:

U hroznt skladovanych ve sklepé a u broskvi z mrazni¢ky byl zaznamenan kolisavy
pokles. V hroznech z mraznicky byl také evidentni pokles prokyanidinu, stejné tak v
broskvich uchovavanych v ledni¢ce (zde byla vyrazné pozitivné odchylena hodnota zjisténa
v Sestém tydnu méteni, celkovy trend byl vSak klesajici). Smér zavislosti nelze urcit v ptipadé
hroznti uloZenych v lednici. U vSech ostatnich vzorkt hodnoty prokyanidinu v zavislosti na
Case rostly (viz Graf 42).
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Graf 42: Vliv riznych teplot skladovani na obsah prokyanidinu v gramu jedlého podilu ovoce

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah prokyanidinu:

V tomto pokusu hodnoty prokyanidinu také povétSinou rostly. Samoziejmé se vyskytlo
par vyjimek. U Svestkové proslazené dien¢ dosSlo ke kolisavému poklesu obsahu
prokyanidinu. V Cervenych jablkach zpracovanych do podoby celych plodd a obou typi
mésicku a u celych neimpregnovanych hrozni méla zavislost v porovnani s ostatnimi plody a
formami zpracovani odlisny tvar. Hodnota zjisténa ve ¢tvrtém tydnu se vyrazné zvysila.
V osmém tydnu pak byl zaznamenan obsah prokyanidinu naopak niz§i nez pti prvnim méfeni.
Vzhledem k tomu, Ze pozitivni odchylka je vétSi nez ta negativni, byl stanoven zavér, Ze
Vv téchto vzorcich obsah prokyanidinu také roste (viz Graf 43).
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Graf 43: Vliv rizné formy zpracovani plodt s naslednym zamrazenim na obsah prokyanidinu
v gramu jedlého podilu ovoce

v v

Prokyanidin byl detekovan ve vyssi koncentraci uZ v Cerstvych plodech pied zahajenim
pokusu vlivu zprasobu zpracovani pred mrazenim na obsah biologicky aktivnich latek
v ovoci. Béhem skladovani se jeho koncentrace nadale zvySovala.
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4.8.4.10 Kyselina chlorogenovéa

Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na obsah kyseliny chlorogenové:

U broskvi a Svestek, které byly uloZeny v laboratofi, ledni¢ce a mraznicce, byl zjistén
pokles obsahu kyseliny chlorogenové na gram jedlého podilu ovoce. U vzorkt skladovanych
ve sklepé byl naméfen vzrist koncentrace této latky (u Svestek velmi vyrazny).

Ve vSech vzorcich hrozni obsah kyseliny chlorogenové béhem skladovani klesl (viz Graf
44).
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Graf 44: Vliv riznych teplot skladovani na obsah kyseliny chlorogenové v gramu jedlého
podilu ovoce

Vysledky série 2 - Vliv riizné formy zpracovani plodi s naslednym zamrazenim na
obsah kyseliny chlorogenové:

Pii sledovani obsahu kyseliny chlorogenové ve vzorcich, které byly nejdiive rtzné
zpracovany a pak skladovany v mraznicce, byl zjistén velky narust. U vSech hrozni,
nékterych forem cervenych jablek a u Svestkovych mésickt bez impregnace byla nejvyssi
hodnota naméfena ve ¢tvrtém tydnu skladovani. U ostatnich vzorka v tydnu osmém (viz Graf
45).
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Graf 45: Vliv rizné formy zpracovani plodt s naslednym zamrazenim na obsah chlorogenové
kyseliny v gramu jedlého podilu ovoce
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Kyselina chlorogenova byla detekovana ve vyssi koncentraci jiz v Cerstvych vzorcich
pfed zahajenim pokusu vlivu zprisobu zpracovani pfed mrazenim na obsah biologicky
aktivnich latek v ovoci. Béhem skladovani se jeji koncentrace nadale zvySovala.

4.8.4.11 Floridzin

Vysledky série 1 - Vliv raznych teplot skladovani na obsah floridzinu:

Ve vsech vzorcich hroznti a broskvi byl zaznamenan pokles této latky vlivem skladovani.
U hroznii byl velmi vyrazny. U tohoto druhu ovoce byla také zjisténa nejvyssi namefend
hodnota floridzinu pii zahdjeni pokusu ze vSech vzorkl.V plodech ulozenych v laboratofi (u
broskvi i ve sklep€) byl pokles mirngjsi, u ostatnich skladovacich teplot prudsi.

Obsah floridzinu ve Svestkach uloZenych v chladni¢ce klesal, u ostatnich typu
skladovacich teplot stoupal (u plodi uloZenych ve sklepé vyrazné-viz Graf 46).
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Graf 46: Vliv riznych teplot skladovani na obsah floridzinu v gramu jedlého podilu ovoce

Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s ndslednym zamrazenim na
obsah floridzinu:

Vlivem tchovy vzorki v mrazni¢ce obsah floridzinu stoupl ve vSech druzich ovoce
podrobenych této analyze. V porovnani s hodnotami zjisténymi v dalSich tydnech skladovani,
byl obsah floridzinu v Cerstvych vzorcich nepatrny. U nékterych vzorkl byl nartst linearni, u
dalSich kolisavy. Vyrazny propad hodnoty v osmém tydnu oproti hodnoté z tydnu ¢tvrtého byl
zjistén ve Svestkovych neopracovanych mésickach, dale v cerveném jablku zpracovaném do
podoby celych plodii a neimpregnovanych mésicki (viz Graf 47).
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Graf 47: Vliv rizné formy zpracovani plodid s naslednym zamrazenim na obsah floridzinu v
gramu jedlého podilu ovoce

4.8.5 Srovnani obsahu flavonoidu a katechinu

Byly vzajemné srovnany hodnoty obsahu katechini a flavonoida v Eerstvych vzorcich
ovoce (tzn. hodnot z nultého tydne) pied zahajenim skladovani nebo pied zpracovanim do
riznych forem. Byly srovnavany Ctyfi druhy ovoce: jablka (Cervend i zelend), broskve,
Svestky a hrozny. M¢éteni byla provedena ihned po pfineseni vzorkl do laboratote, bez
povrchové ¢i jiné tipravy pred uloZzenim do riznych skladovacich teplot.Toto srovnani slouzi
pro zjisténi obsahu jednotlivych antioxida¢nich zéastupcii a dale na zjisténi ptipadnych
vyraznych odliSnosti v prabéhu uchovani plodi mezi riznymi druhy.

Byly vytvoteny dvé skupiny téchto latek. V jedné byly porovnany: katechin, epikatechin
a jejich galaty, prokyanidin a chlorogenova kyselina (viz Graf 48). Tyto slou¢eniny mély
fadové vyssi zastoupeni nez latky ze skupiny druhé. V druhé skupiné byly vzajemné
zhodnoceny: rutin, morin, quercetin, kaempferol a floridzin (viz Graf 49).
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Graf 48: Srovnani vybranych katechint a flavonoidi v méfenych druzich ovoce 1
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Graf 49: Srovnani vybranych katechint a flavonoidi v métenych druzich ovoce 2

Pro srovndni s hodnotami celkovych flavonoidi a polyfenold  méfenych
spektrofotometrickou metodou (viz 4.7) je nutné podotknout, Ze celkové parametry jsou
zastoupeny Vv obsahu jednotek mg/g, kdezto jednotlivé parametry méfené na HPLC jsou
Vv zastoupeni jednotek, maxmimalné¢ desitek pg/g. 1 kdyz byl tedy u vétSiny jednotlivych
flavonoidi a katechini zaznamenan nartst hodnot (a zpravidla i velky) v prubéhu skladovanti,
presto hodnoty celkovych parametri klesaly.

Nizké zastoupeni flavonoidd a katechinii v porovnani s ostatnimi druhy ovoce bylo
zjisténo v hroznech. V jablkach byl zjistén vyssi obsah katechinu a epikatechinu nez jejich
galati. V broskvich tomu bylo piesné naopak. U jablek, Svestek a broskvi byla také ve
vyznamné mife zastoupena kyselina chlorogenova. U hrozni zase hral dominantni roli
katechin.

Vyznamné vys§i koncentrace floridzinu byly zjistény v plodech jablek a také broskvi.
V broskvich byl ve vétsi koncentraci nalezen i morin a rutin.

Hodnoty quercetinu a kaempferolu byly v porovnani s ostatnimi ve velmi malych
koncentracich.

U vzorkii skladovanych v mrazni¢ce byla zpravidla zaznamendna néjaka vyraznéjsi
zména (at’ uz pozitivni nebo negativni) na zac¢atku pokusu, dalsi vyvoj pak uz vétSinou nebyl
tak dramaticky. Rozdily mezi jednotlivymi formami zpracovani nebyly pozorovany, mezi
jednotlivymi druhy ovoce ano, ale sméry zavislosti byly vétSinou stejné.

U vzorkd ulozenych pii laboratorni teploté, ve sklepé a v lednici byly pozorovany
vyrazneé vykyvy (kolisava zavislost) v prib&éhu skladovani. Signalizuje to rychleji probihajici
metabolické procesy plodii. Rozdily mezi takto naméfenymi hodnotami v jedné sérii vzrorku
v pribéhu skladovani nebyly tak patrné jako u mrazenych verzi. To pouze potvrzuje
doménku, ze se biologicky aktivni latky pti mirn€jSich skladovacich teplotach tolik neni¢i
jako v mrazni¢ce, udrznost je ovSem podstatné omezena.

V piilohach (viz Ptiloha 4, Piiloha 5) jsou vlozeny tabulky, kde jsou pfehledné graficky
shrnuty zavislosti jednotlivych katechinti a flavonoidd na ¢ase. Sipkami jsou vyznadeny
stoupajici ¢i klesajici sméry, pripadné kolisani, u kazdého druhu méfeného ovoce, u vSech
forem zpracovani a u viech teplot skladovani.
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4.9 Sledovani enzymovych antioxidanti — superoxiddismutasa (SOD)

SOD byla stanovena pomoci kitu Ransod od firmy Randox. Vychytava superoxidové
radikdly, ¢imz brani vzniku cerveného komplexu formazanu. Intenzita barevné zmény je
sledovana spektrofotometricky.

Jelikoz byl zminovany kit finanéné¢ nakladny, byla provedena pouze jedna analyza
v kazdém vzorku. VSechny naméfené hodnoty byly zpracovany tak, jak je uvedeno v ¢asti
3.8.1 a prepocitany na aktivitu v mezinarodnich jednotkéch (mnozstvi pteménéného substratu
v umolech za jednotku ¢asu v minutach) a v katalech (mnozstvi pfeménéného substratu
v molech za jednotku ¢asu v sekundach) v gramu jedlého podilu ovoce.

4.9.1 Vysledky studie 1 -Vliv riznych skladovacich teplot na obsah SOD

Aktivita SOD v zavislosti na teploté uchovavani byla sledovany u 4 druhd ovoce (jablka
zelend a Cervend, Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pti 3 riznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodd. Na stanoveni byla pouzita ¢ast ovoce
zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim textu jsou
srovnany vysledky aktivit v plodech vramci 1.studie. Pichledné jsou data shrnuta

v nasledujicich dvou tabulkach.

Tabulka 13: Naméfené hodnoty aktivity SOD v katalech na gram jedlého podilu v broskvich,
Svestkach a hroznech skladovanych pfi riiznych teplotach

ovoce misto SOD [katal/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 4 43E-08 | 1,71E-07 - - -

sklep 1,85E-07 - - -

lednice 1,61E-07 | 1,92E-06 | 9,72E-08 | 8,07E-08

mrazici box 6,86E-08 1,13E-07
hrozny | laboratof 2,85E-08 | 7,47E-08 | 1,59E-07 - -

sklep 1,19E-07 | 1,59E-06 | 1,00E-07 -

lednice 9,45E-08 | 1,20E-06 | 1,12E-07 | 7,27E-08

mrazici box 1,12E-08 5,89E-08
Svestky | laboratof * 2,09E-07 | 1,38E-07 - -

sklep 1,42E-07 | 1,43E-06 - -

lednice 1,32E-07 | 1,01E-06 | 1,52E-07 | 9,58E-08

mrazici box 1,08E-07 7,41E-08

pozn.: * pod dolni mezi detekce kitu
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Tabulka 14: Namétené hodnoty aktivity SOD v katalech na gram jedlého podilu v jablkach
zelenych a Cervenych skladovanych pfti riznych teplotach

ovoce misto SOD [katal/g]

skladovani | 1.tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | 5.tyden | 7.tyden

jablka laboratot | 3,00E-08 | 6,54E-08 | 2,05E-08 | 4,87E-08 | 2,30E-08 | 8,24E-08
Selend sklep 6,75E-08 | 2,71E-08 * 6,42E-08 * *
lednice 1,74E-08 | 2,31E-08 | 4,10E-08 * * *

jablka laboratot | 3,89E-08 | 7,46E-08 * 4,15E-08 | 1,49E-08 | 4,40E-08
Servend sklep 2,58E-08 | 5,72E-08 * 6,33E-08 | 5,84E-09 *
lednice 3,11E-08 | 3,45E-08 | 4,26E-08 * * *

pozn.: * pod dolni mezi detekce kitu

U broskvi skladovanych v laboratofi a ve sklepé byl pozorovan nartst aktivity SOD
vztazené na gram jedlého podilu ovoce. Pii dlouhodob¢jsim méteni plodd z lednice byla opét
pozorovana sinusova zavislost. Zde byl zaznamenan prudky nérist v druhém tydnu, pak
aktivita SOD opét poklesla, stale vSak byla vy$$i nez na zaCatku pokusu. V plodech
skladovanych v mrazni¢ce aktivita SOD linearné stoupala.

U Svestek byla hodnota tohoto enzymu pii zahdjeni pokusu pod dolni hranici detekce
kitu. Ve ¢tvrtém tydnu pak byl naméten jeji prudky nartst. Pro plody skladované v laboratoti
a ve sklepé to byla dokonce nejvyssi zjisténd hodnota v priibéhu celé doby méteni. Zavislosti
aktivity SOD na Case vykazovaly ve vSech skladovacich teplotach sinusovy tvar a ptirtistek.

I u hrozni mély dané zavislosti kolisavy tvar a rostouci tendenci. Pouze u ploda
skladovanych v laboratofi aktivita SOD rostla linearné (Graf 50).

Vliv teploty-hrozny

1,6E-07

1,4E-07

1,2E-07 lO.t)'/den
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T  8,0E-08 O4.tyden
$ 6,0E-08 E6.tyden

4,0E-081 m8.tyden

2,0E-08+ 0O17.tyden

0,0E+00-

laborator sklep lednice mrazici box

Graf 50: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu SOD v hroznech v zavislosti na Case

Sinusovy tvar zavislosti aktivity SOD na c¢ase byl pozorovan i u obou druht jablek.
Vyjimku tvoftily plody skladované v lednici. Zde byl u cervené i zelené¢ odridy naméten
linedrni narust az do ttetiho tydne skladovani, nasledné hodnoty aktivit klesly aZ pod hranici
detekce kitu a tam ziistaly po celou zbyvajici dobu pokusu. Aktivita u jablek cervenych
skladovanych v laboratofi a ve sklepé pozvolna rostla (Graf 51). U jablek zelenych
Vv laboratofi zvolna rostla, ve sklepé¢ zase klesala.
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Vliv teploty-jablka ¢ervena
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Graf 51: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu SOD v jablkach ¢ervenych v zavislosti
na case

Superoxiddismutasa katalyzuje rozklad superoxidového radikalu, jeho aktivita roste u
vétsiny vzorkd 1.série s dobou uchovavani nezavisle na podminkéch ve srovnani s vychozi
hodnotou.

4.9.2 Vysledky studie 2 - Vliv razného zpusobu zpracovani plodi

s naslednym zamrazenim na aktivitu SOD

Aktivita SOD byla sledovana i ve druhé sérii experimentli zamétenych na sledovani zmén
v ovoci V pribéhu uchovavani mrazenim s riiznym zptisobem opracovani vzorku. Test byl
proveden s 7 druhy ovoce: jablky ¢ervenymi a zelenymi, $vestkami a hrozny, bordvkami,
brusinkami, malinami a jahodami. Ovoce bylo v mraznic¢ce uchovavano po dobu 8. tydnd.
Jako formy zpracovéni byly voleny: neopracované celé plody, impregnované celé plody,
mésicky, impregnované mésicky, dien a proslazena dien (kap. 3.3). Na stanoveni byla pouZita
¢ast ovoce zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalsim
textu jsou srovnany vysledky aktivit v plodech v rdmci 2.studie. Pfehledné jsou data shrnuta
ve dvou tabulkach (viz Tabulka 15 a Tabulka 16).

Tabulka 15: Naméfené hodnoty aktivit SOD na gram jedlého podilu ovoce (jablek zelenych a
cervenych, Svestek a hroznil) zpracovaném rtiznymi zpiisoby a ndsledné¢ zamrazeném — 1.¢ast

ovoce zpusob SOD [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 1,45E-07 | 1,35E-07 | 1,89E-07
zelend mésicky 1,25E-07 | 7,93E-08
impregnovane 8,25E-08 | 8,91E-08
mésicky
dren 1,27E-07 | 1,80E-07
proslazena 8,87E-08 | 8,70E-08
dren
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ovoce zpusob SOD [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 1,71E-07 | 1,59E-07 | 3,03E-08
éervena meésicky 1,10E-07 | 7,90E-09
impregnovane 1,92E-07 | 1,70E-07
mésicky
dren 8,04E-08 | 5,76E-08
proslazena 8,30E-08 | 5,51E-08
dren
hrozny | celé plody * 8,91E-08 | 1,14E-07
MpTegriovane 9,76E-08 | 2,87E-08
celé plody
dren 7,18E-08 | 9,82E-08
proslazena 4,49E-08 | 6,39E-08
dren
Svestky meésicky 2,50E-08 | 8,85E-08 | 8,09E-08
impregriovane 3,69E-08 | 2,04E-07
mésicky
dren 6,36E-08 | 7,19E-08
proslazena 7,25E-08 | 6,09E-08
dren

Tabulka 15: Naméfené hodnoty aktivit SOD na gram jedlého podilu ovoce (jablek zelenych a
cervenych, Svestek a hroznil) zpracovaném rtiznymi zpiisoby a ndsledn¢ zamrazeném — 2.¢ast

pozn.: * pod dolni mezi detekce kitu

Tabulka 16: Naméfené hodnoty aktivit SOD na gram jedlého podilu ovoce (boruvek,
brusinek, malin a jahod) zpracovaném riznymi zplsoby a nasledné zamrazeném — 1. Cast

ovoce zpusob SOD [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4. tyden | 8. tyden
bortivky | celé plody * 2,54E-07 | 1,53E-08
impregnované 8 81E-08 «
celé plody
dren 2,10E-07 | 1,23E-07
proslazena 1,42E-07 | 1,10E-07
dren
brusinky | celé plody | 4,85E-08 | 1,28E-07 *
impregnované 1.46E-07 -
celé plody
dren 2,37E-07 | 2,13E-07
proslazena 1,93E-07 | 1,59E-07
dren
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Tabulka 16: Naméfené hodnoty aktivit SOD na gram jedlého podilu ovoce (boruvek,
brusinek, malin a jahod) zpracovaném riznymi zplsoby a nasledné zamrazeném — 2. Cast

ovoce zpusob SOD [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4. tyden | 8. tyden
jahody celé plody * * 2,79E-08
impregnované « 4,50E-08
celé plody
dien 7,78E-08 | 9,27E-08
proslazena 5,27E-08 | 1,23E-07
dren
maliny celé plody * 2,62E-08 | 1,21E-07
impregnovane 1,83E-07 | 1,76E-08
celé plody
dien 9,76E-08 | 7,48E-08
proslazena 4,25E-08 | 9,92E-08
dren

pozn.: * pod dolni mezi detekce kitu

V piipadé¢ jablek zelenych aktivita SOD v mesickach a proslazené dieni pozvolna klesala.
V impregnovanych mésickach byl pozorovan pokles s kolisavym pritbéhem.U ostatnich dvou
forem zpracovani méla zavislost kolisavy prubéh s pozvolnym narastem. Hodnota v osmém

vvvvv

Vliv zplasobu zpracovani-jablka zelena

2,0E-07
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celé mésicky im.mési¢ky dfen im.dfen

Graf 52: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD v zelenych jablkéch v zavislosti
na case

V jablkach cCervenych byl zaznamenan zietelny tbytek aktivity ve vSech druzich

zpracovani az na impregnované meésicky, kde aktivita SOD vztazena na gram jedlého podilu
kolisala (Graf 53).
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Vliv zplsobu zpracovani-jablka ¢ervena
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Graf 53: Vliv riizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD v ¢ervenych jablkach v zavislosti
na Case

Hodnota v nultém tydnu nebyla detekovana pro hrozny. Vlivem skladovani dochazelo
k nardstu aktivity SOD linearné v celych plodech bez oSetieni a v obou typech dieni, kolisavé
v impregnovanych celych plodech. Zde byla hodnota ve ¢tvrtém tydnu vyssi, pfi nasledujicim
méfeni v osmém tydnu vSak opét klesla (Graf 54).
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Graf 54: Vliv riizného zpisobu zpracovani na aktivitu SOD v hroznech v zavislosti na ase

U svestek byl také pozorovan narust aktivity, nejzfetelnéji u impregnovanych mesicka. U
mésickll bez impregnace a u proslazenych dfeni byl zaznamenén kolisavy prubéh. Hodnota
v osmém tydnu v téchto vzorcich mirné poklesla oproti hodnoté v tydnu Ctvrtém. Aktivita
Vv ostatnich dvou formach zpracovani rostla linearné (Graf 55).
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Vliv zpUsobu zpracovani-Svestky
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Graf 55: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD ve Svestkéch v zavislosti na case

U mens$ich méfenych plodt (bortvky, brusinky, jahody, maliny) se Castéji stavalo, ze
nebyla detekovana hodnota aktivity SOD. Uprava postupu viak nebyla mozna (napiiklad
zvétSeni navazek), z divodu vyssi barevnosti vzorkd a méteni ve VIS oblasti.

U bortvek byla hodnota aktivity SOD v nultém tydnu tak nizkd, Ze nemohla byt
detekovana. Ve ¢tvrtém tydnu dosSlo k podstatnému navySeni aktivity, ktera vSak v tydnu
osmém opét klesla. V celych a celych impregnovanych plodech vyrazn€, v obou dienich
mirngji (Graf 56).
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Graf 56: Vliv riizného zpisobu zpracovani na aktivitu SOD v bortivkach v zavislosti na ¢ase

V brusinkach doslo béhem prvnich ¢ty tydnti k navyseni aktivity SOD piepocitané na
gram jedlého podilu plodu. Béhem dalSich ¢ty tydnt hodnota opét poklesla. V ptipade dieni
a proslazenych dfeni jen o maly dil (hodnota byla stale vy$si nez hodnota v nultém tydnu),
v piipadé celych plodt impregnovanych i neimpregnovanych byl pokles velmi vyrazny.
Nejenze poklesl pod troven aktivity v nultém tydnu, hodnoty byly dokonce pod dolni mezi
detekce kitu (viz Graf 57).
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Vliv zpusobu zpracovani-brusinky
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Graf 57: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD v brusinkach v zavislosti na ¢ase

U malin byl zaznamenan postupny narast aktivity SOD. V nultém tydnu byla aktivita
velmi nizkd (nedetekovatelnd) stejné jako vtydnu Ctvrtém u celych plodi a plodd po
impregnaci. V téchto formach byla zaznamenana relativné vysoka aktivita v osmeém tydnu. U
obou typu dfeni byla zméfena vyssi aktivita jiz v tydnu ¢tvrtém (Graf 58).
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Graf 58: Vliv riizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD v malinach v zavislosti na ¢ase
V jahodach byla namétena vristajici aktivita SOD v zavislosti na ¢ase. U celych plodi a

proslazenych dfeni byl pribéh narGstu postupny, u impregnovanych celych plodi a
neproslazenych dieni kolisavy (Graf 59).
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Vliv zplsobu zpracovani-jahody
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Graf 59: Vliv riizného zptsobu zpracovani na aktivitu SOD v jahodach v zavislosti na ¢ase

Pro srovnani byly zméfeny hodnoty aktivit SOD v komeréné¢ mrazenych Svestkach
(2,35E-08 katal/g) a vkomerén¢ mrazené jahodové dieni (5,95E-08). Hodnota SOD ve
Svestkach odpovida spiSe hodnoté ziskané z impregnovanych mésickd. Hodnota naméfena
v zakoupené dfeni se blizi experimentdlni hodnoté zjahodové proslazené diené. To by
odpovidalo informacim od vyrobce, ktery uvedl minimalni obsah cukru 10%.

Zavérem lze shrnout, Ze u vétSiny vzorkl doslo po rozmrazeni k detekci podstaté vyssi
aktivity SOD neZ na pocatku experimentu. Divodem muze byt mimo jiné i neSetrna
manipulace se vzorkem na zacatku pokusu, kterd vedla ke ztraté aktivity a vychozi hodnoty
byly zaznamenany jako fale$né nizsi.

4.10 Katalasa

Druhym stanovovanym enzymem v ovoci byla katalasa. Tento enzym katalyzuje rozklad
peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Postup i vypocet korespondovaly s odstavci stejného
nazvu v kapitole 3.8.2.

4.10.1 Vysledky studie 1 - Vliv riaznych teplot skladovani na aktivitu
katalasy

Aktivita CAT v zavislosti na teploté uchovavani byla sledovany u 4 druhd ovoce (jablka
zelend a Cervend, Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pti 3 riznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodd. Na stanoveni byla pouzita ¢ast ovoce
zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim textu jsou
srovnany vysledky aktivit v plodech vramci 1.studie. Pichledné jsou data shrnuta
v nasledujicich dvou tabulkach.
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Tabulka 17: Naméfené hodnoty aktivity CAT v katalech na gram jedlého podilu v
broskvich, hroznech a Svestkach skladovanych pii riznych teplotach

ovoce misto CAT [katal/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 1,36E-06 | 3,85E-07 - - -

sklep 2,01E-07 - - -

lednice 1,59E-07 | 1,55E-09 | 1,10E-07 | 1,10E-07

mrazici box 3,65E-10 2,02E-07
hrozny laboratof 9,92E-07 | 2,67E-07 | 2,75E-07 - -

sklep 1,09E-07 | 2,24E-08 | 1,25E-10 -

lednice 7,47E-08 | 1,03E-10 | 1,21E-07 | 1,58E-07

mrazici box 1,49E-10 1,22E-07
Svestky | laborator 1,50E-06 | 2,44E-07 | 1,82E-07 - -

sklep 1,03E-07 | 1,89E-08 - -

lednice 1,01E-07 | 9,65E-10 | 1,84E-07 | 1,31E-07

mrazici box 5,46E-10 1,05E-07

Tabulka 18: Naméfené hodnoty aktivity CAT v katalech na gram jedlého podilu v jablkach
zelenych a Cervenych skladovanych pfi riznych teplotach

ovoce misto CAT [katal/g]

skladovani | 1.tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | 5.tyden | 7.tyden

jablka laboratot | 6,86E-09 | 2,66E-08 | 2,15E-08 | 6,85E-08 | 4,30E-08 | 5,26E-08
Zelena sklep 2,51E-08 | 9,17E-09 | 2,78E-08 | 9,00E-08 | 3,27E-08 | 6,01E-08
lednice 1,99E-08 | 9,46E-09 | 4,50E-08 | 6,25E-08 | 4,17E-08 | 5,98E-08

jablka | laboratof | 101E-08 | 150E-08 | 524E-08 | 6,76E-08 | 5,51E-08 | 7,70E-08
éervend sklep 1,61E-08 | 4,13E-08 | 4,01E-08 | 7,51E-08 | 4,02E-08 | 8,98E-08
lednice 3,01E-08 | 3,11E-09 | 4,42E-08 | 1,01E-07 | 5,10E-08 | 6,05E-08

U broskvi, Svestek a hroznli byla velmi vyrazna aktivita katalasy v prvnim tydnu od
zaloZeni pokusu. Tato hodnota je n€kolikanasobné vys$si, nez dal§i naméfené aktivity béhem
skladovéni. V druhém tydnu byly nejvyssi aktivity naméfeny v ovoci skladovaném
Vv laboratofi, nasledné ve sklepé a pak v lednici. Dalsi prabéh byl nestejnorody. Nékteré
ovocné druhy vykazovaly nartist, jiné zase pokles aktivity (pf.: hrozny skladované ve sklep¢ -
viz Graf 60).
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Graf 60: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu CAT v hroznech v zavislosti na

case

Dramaticky ubytek aktivity CAT v pribéhu prvnich ¢trnacti dni je podeziely v porovnani
s daty, ktera byla zjisténa pii jinych méfenich (nartst aktivity CAT 2,5x v mandarinkach
vlivem nahlého ochlazeni po tfidenni inkubaci ploda pii 37°C) [44]. Zvlast, kdyz se tomu
délo ve vSech vySe zminovanych plodech (respektive vzorcich, které byly analyzovany
soucasné. Jablka Cervena a zelena byla skladovana a méfena stejnym zptisobem, ale v jinou
dobu nez tomu bylo u téchto vzorki). Je mozno fici, Ze dany propad nastal vlivem manipulace
plodu pfi zakladani pokusu. Kdyby se vylou¢ila prvni hodnota méfeni jako odlehld, byl by
zaznamenan U hrozni skladovanych v laboratoti, v lednici a Vv mrazni¢ce, u S$vestek
skladovanych v ledni¢ce a mrazni¢ce a u broskvi z mrazni¢ky postupny nartst aktivity. U
ostatnich forem by pietrvaval klesajici trend.

U obou druhi jablek byla namétena vzrustajici zavislost aktivity CAT na case. Méla
sinusovy tvar a byla stejna u v3ech skladovacich teplot (viz Graf 61).
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Graf 61: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu CAT v jablkach ¢ervenych v zavislosti

na case
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4.10.2 Vysledky studie 2 - Vliv rtzné formy zpracovani ploda s naslednych

zamrazenim na aktivity katalasy

Aktivita CAT byla sledovéna i ve druhé sérii experimenti zaméfenych na sledovani zmén
vV ovocCi V priabéhu uchovavani mrazenim s riznym zpasobem opracovani vzorku. Test byl
proveden s 7 druhy ovoce: jablky ¢ervenymi a zelenymi, Svestkami a hrozny, bordvkami,
brusinkami, malinami a jahodami. Ovoce bylo v mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydni.
Jako formy zpracovani byly voleny: neopracované celé plody, impregnované celé plody,
mésicky, impregnované mésicky, dfen a proslazena dien (kap. 3.3). Na stanoveni byla pouZita
¢ast ovoce zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim
textu jsou srovnany vysledky aktivit v plodech v rdmci 2.studie. Pfehledné jsou data shrnuta
v nasledujicich dvou tabulkach..

Tabulka 19: Namétené hodnoty aktivit CAT na gram jedlého podilu u jablek zelenych a

cervenych, Svestek a hroznil zpracovanych riznymi zpisoby a nasledné zamrazenych

ovoce zpusob CAT [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 3,68E-07 | 2,08E-07 | 2,39E-07
zelend meésicky 1,15E-07 | 1,23E-07
impregnovane 1,64E-07 | 1,89E-07
mésicky
dren 1,88E-07 | 2,46E-07
proslazena 1,73E-07 | 2,70E-07
dren
jablka celé plody | 2,58E-07 | 5,96E-08 | 2,64E-07
dervena meésicky 1,52E-07 | 1,94E-07
mpregriovane 1,30E-07 | 1,65E-07
mesicky
dren 1,76E-07 | 1,16E-07
proslazena 1,77E-07 | 2,27E-07
dren
hrozny celé plody | 1,87E-07 | 1,15E-07 | 1,42E-07
MprEgrovans 1,00E-07 | 4,81E-07
celé plody
dren 1,48E-07 | 1,75E-07
proslazena 1,59E-07 | 7,96E-08
dren
Svestky meésicky 1,60E-07 | 1,94E-07 | 8,40E-08
impregnovane 2,26E-07 | 1,73E-07
mésicky
dren 1,79E-07 | 1,61E-07
proslazena 1,79E-07 | 7,05E-07
dren
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Tabulka 20: Naméfené hodnoty aktivit CAT na gram jedlého podilu u bortvek, brusinek,

malin a jahod z

pracovanych riznymi zplisoby a nasledné zamrazenych

ovoce zpusob CAT [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
boravky | celé plody | 3,89E-07 | 1,58E-07 | 3,94E-07
'mpregnovane 2,36E-07 | 0,00E+00
celé plody
dren 3,59E-07 | 1,10E-07
proslazena 2,44E-07 | 7,74E-08
dren
brusinky | celé plody | 2,17E-07 | 7,56E-07 | 1,12E-08
'mpregnovane 6,35E-07 | 0,00E+00
celé plody
dren 3,06E-07 | 1,98E-07
proslazena 1,11E-07 | 0,00E+00
dren
jahody celé plody | 2,71E-07 | 2,78E-07 | 1,15E-07
mpregriovan 4,85E-07 | 9,36E-08
celé plody
dren 1,54E-07 | 0,00E+00
proslazena 1,81E-07 | 0,00E+00
dren
maliny celé plody | 2,52E-07 | 1,87E-07 | 1,75E-07
mpreariovane 3,63E-07 | 7,12E-08
celé plody
dren 4,05E-07 | 1,44E-07
proslazena 3,30E-08 | 9,29E-08
dren

U obou druhti jablek byl zaznamenan stejny pribéh zavislosti. Ve ¢étvrtém tydnu byl
naméefen pokles a vtydnu osmém opét vrast aktivity CAT. Nartust byl u riznych forem
zpracovani rtizné velky, pouze u mraZzenych celych jablek ¢ervenych byla hodnota v osmém
tydnu vysSi nez hodnota pifi zahajeni pokusu. Vyjimku tvofila neslazend dien z jablek
Cervenych, kde v osmém tydnu doSlo k poklesu aktivity CAT oproti tydnu étvrtém. Jako
ptiklad jsou niZze uvedeny grafy zavislosti aktivity CAT na Case v zelenych a v Cervenych
jablkéch (viz Graf 62 a Graf 63).
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Vliv zplsobu zpracovani-jablka zelena
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Graf 62: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu CAT v jablkach zelenych v zavislosti
na Case

Vliv zpisobu zpracovani-jablka ¢ervena
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Graf 63: Vliv riizného zptsobu zpracovani na aktivitu CAT v jablkach ¢ervenych v zavislosti
na case

U hroznli byla naméfena vétSinou sinusova zavislost aktivity CAT na case s pouze
menSimi rozdily mezi hodnotami. VétSinou byl zjistén klesajici trend. Odchylky nastaly u
impregnovanych celych hroznii, kde byla pozorovana kolisava zavislost se vzristajici
tendenci a dale u hroznové proslazené diené, kde mél pokles linearni tvar.

Ve Svestkach aktivita CAT vétSinou kolisala kolem stfedni hodnoty. U mésickli bez
impregnace nastal mirny pokles v hodnoté v osmém tydnu (zde tedy nejspis$ aktivita mirné
kolisavé klesala). U proslazené dien¢ byl vidét znatelny linearni nartst aktivity CAT.

U bortivek mrazenych ve formé celych neopracovanych plodi byl zjistén ve ¢tvrtém
tydnu pokles aktivity CAT, v tydnu osmém vsak hodnota vystoupila az na Groven méfeni pii
zahajeni pokusu. Aktivita CAT zde kolisala. U ostatnich forem zpracovani byl zaznamenan
postupny pokles aktivity (viz Graf 64).
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Vliv zplsobu zpracovani-boruvky

4,0E-07 4
3,5E-07
3,0E-07 WO. tyden
2,5E-07 4. tyden
2,0E-07+ O8. tyden
1,5E-07
1,0E-07+
5,0E-08+
0,0E+00-

[katal/g]

celé im.celé dren im.dren

Graf 64: Vliv rizného zpisobu zpracovani na aktivitu CAT v bortivkach v zavislosti na ¢ase

U brusinek byl zjistén u vSech druhti zpracovani pokles aktivity CAT v ¢ase. Pouze u
proslazené dfen¢ byl linearni, u ostatnich forem mél kolisavy prabéh. U celych ploda
s impregnaci i bez ni byla hodnota druhého méteni vyrazné odchylena v pozitivnim sméru od
zbyvajicich dvou ostatnich.

Malinové dien¢ sladké i nesladké vykazovaly postupny pokles aktivity CAT v case. U
celych plodi s impregnaci i bez ni méla zavislost kolisavy pribéh s klesajici tendenci (Graf
65).

Vliv zpusobu zpracovani-maliny
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Graf 65: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu CAT v malinach v zavislosti na ¢ase

V mrazenych celych jahodach byl zméten postupny pokles aktivity CAT. U zbylych typa
zpracovani byla zjisténa sinusova zavislost aktivity CAT na ¢ase s Klesajicim trendem.

Pro srovnani byla zméfena aktivita katalasy v komeréné¢ mrazenych S$vestkach
(4,15E-07 katal/g) a v komeréné mrazené jahodové dieni (1,99E-07 katal/g). Vysoka hodnota
zjisténa v prodavanych Svestkdch by spiSe ukazovala na formu zpracovani do podoby
impregnovanych mési¢ku. Jahodova dien se zase blizi v porovnani s méfenymi vzorky
neproslazené dieni. V obou pfipadech vsak jsou vzajemné odchylky mezi riznymi zptisoby
zpracovani velmi malé a jelikoz neni tdaj o tom, jak jsou dlouho komer¢ni produkty
zamrazeny, nelze jednoznaéné Fici, o jaky typ zpracovani se jedna.
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Zavérem lze shrnout, ze u vé€tSiny vzorku hladina CAT naméfena v rozmrazenych
vzorcich je niz8i nez hladina vychozi v celych plodech.

4.11 Polyfenoloxidasa

Déale byl také stanoven enzym PPO. Tento enzym katalyzuje oxidacni zménu
metylkatecholu za vzniku oranZového roztoku benzochinonu. Spektrofotometricky s eméti
Ubytek metylkatecholu.

Préce s timto enzymem byla naro¢na, jelikoZ jeho aktivita rychle na vzduchu klesala. T
substrat (methylkatechol) na vzduchu oxidoval, proto musel byt se vzorky skladovan neustéle
v temnu a chladu. Postup a vypocet jsou uvedeny v kapitole 3.8.3.

4.11.1 Vysledky studie 1 - Vliv riznych teplot skladovani na aktivitu PPO

Aktivita PPO v zavislosti na teploté uchovavani byla sledovany u 3 druhti ovoce (Svestky,
hrozny, broskve) uchovavanych pii 3 raznych teplotach (laboratof, sklep, lednice) a
orienta¢né¢ i zmrazenim celych plodd. Na stanoveni byla pouzita ¢ast ovoce zpracovana s PVP
a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim textu jsou srovnany vysledky
aktivit v plodech v ramci 1.studie. Pfehledné jsou data shrnuta v nasledujici tabulce.

Tabulka 21: Namétené hodnoty aktivity PPO v katalech na gram jedlého podilu v broskvich,
hroznech, Svestkach skladovanych pii riznych teplotach

ovoce misto PPO [katal/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 1,44E-08 | 6,67E-09 - - -

sklep 8,73E-09 - - -

lednice 6,18E-09 | 8,33E-09 | 9,02E-09 | 9,87E-09

mrazici box 1,07E-08 6,94E-09
hrozny | laboratof 4,78E-09 | 3,83E-09 | 3,03E-09 - -

sklep 4,66E-09 | 4,28E-09 | 3,07E-09 -

lednice 4,81E-09 | 3,34E-09 | 3,26E-09 | 5,33E-09

mrazici box 8,09E-09 5,90E-09
Svestky | laboratof 473E-09 | 8,87E-09 | 4,05E-09 - -

sklep 1,20E-08 | 3,96E-09 - -

lednice 7,14E-09 | 7,12E-09 | 1,22E-08 | 8,80E-09

mrazici box 1,19E-08 1,07E-08

U broskvi byla nejvyssi hodnota aktivity stanovena pii zahdjeni pokusu. Pii méfeni v
druhém tydnu byl pak pozorovan pokles. V plodech uloZenych v lednici dochazelo v dalSich
tydnech Kk postupnému narastu aktivity PPO v gramu jedlého podilu ovoce (Zadn& hodnota
vak nedosahla na hodnotu v nultém tydnu). V plodech uloZenych v mrazicim boxu aktivita
postupné stale klesala (Graf 66).

98
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Graf 66: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu PPO v broskvich v zavislosti na ¢ase

Svestky skladované v laboratofi a ve sklepé vykazovaly stejny tvar zavislosti. Nejprve
hodnota v druhém tydnu skladovani vzrostla a pti dalsim méteni byl zjistén opét pokles a to
az pod uroven hodnoty zjisténé v nultém tydnu. Lze fici, Ze aktivita PPO zde klesala
kolisavym pribéhem. V lednici i v mrazicim boxu byl zméfen narGst aktivity. Odchylku
tvofila vzdy posledni stanovovand hodnota (pro lednici v tydnu osmém, pro mrazici box
Vv tydnu 17.), ktera mirn¢ poklesla oproti o¢ekavanému vzristu.

U hroznii byl zaznamenan jednoznacény pokles aktivity PPO u ploda skladovanych
Vv laboratofi a ve sklepé. Plody uchované v lednici a v mraznicce jevily narust aktivity PPO (u
hroznii jen velmi mirny) s kolisavym pribehem (viz Graf 67).
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Graf 67: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu PPO v hroznech v zavislosti na ¢ase

Polyfenoloxidasa v jablkach Cervenych a zelenych nebyla méfena z divodu odlisného
usporadani pokusu.

Pokles PPO by mohl souviset mimo jiné i srastem hladin nékterych individualnich
fenolickych latek v pribéhu uchovavani (vétsinou se u nich hodnoty zvySovaly). Hodnoty
celkovych polyfenolii v broskvich a ve Svetskadch stagnovaly oproti predpokladanému
poklesu, coz bylo zpiisobeno pravé nedostate¢nou ¢innosti PPO.
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4.11.2 Vysledky studie 2 - Vliv rizné formy zpracovani ploda s naslednym

zamrazenim na aktivitu PPO

Aktivita PPO byla sledovana i ve druhé sérii experimentti zaméfenych na sledovani zmén
vV ovocCi V priabéhu uchovavani mrazenim s riznym zpasobem opracovani vzorku. Test byl
proveden s 7 druhy ovoce: jablky ¢ervenymi a zelenymi, Svestkami a hrozny, bortvkami,
brusinkami, malinami a jahodami. Ovoce bylo v mrazni¢ce uchovavano po dobu 8. tydni.
Jako formy zpracovani byly voleny: neopracované celé plody, impregnované celé plody,
mésicky, impregnované mésicky, dfen a proslazena dien (kap. 3.3). Na stanoveni byla pouZita
¢ast ovoce zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim
textu jsou srovnany vysledky aktivit v plodech v rdmci 2.studie. Pfehledné jsou data shrnuta
v nasledujicich dvou tabulkach..

Tabulka 22: Namétené hodnoty aktivit PPO na gram jedlého podilu u jablek zelenych a

Cervenych, $vestek a hroznli zpracovanych riznymi zptsoby a nasledné zamraZenych

ovoce zpusob PPO [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 2,73E-09 | 1,71E-09 | 4,08E-09
zelena mésicky 4,48E-09 | 2,40E-09
mpregnovans 5,06E-09 | 3,02E-09
mésicky
dren 2,90E-09 | 6,31E-09
proslazena 4,57E-09 | 7,21E-09
dien
jablka celé plody | 1,93E-09 | 2,81E-09 | 2,37E-09
dervena meésicky 4,09E-09 | 2,69E-09
mpregnovans 6,19E-09 | 4,51E-09
mésicky
dren 4,01E-09 | 8,07E-09
proslazena 3,81E-09 | 7,79E-09
dien
hrozny | celé plody | 3,28E-09 | 1,08E-08 | 3,69E-09
mpregriovan 1,22E-08 | 5,33E-09
celé plody
dren 1,36E-08 | 1,41E-08
proslazena 1,19E-08 | 1,28E-08
dien
Svestky | mésicky | 5,39E-09 | 6,78E-09 | 6,48E-09
mpregnovane 9,13E-09 | 3,26E-09
mésicky
dren 8,25E-09 | 4,91E-09
proslazena 4,68E-09 | 6,96E-09
dien
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Tabulka 23: Naméfené hodnoty aktivit PPO na gram jedlého podilu u bortuvek, brusinek,

malin a jahod z

pracovanych riznymi zplisoby a nasledné zamrazenych

ovoce zpusob PPO [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
boravky | celé plody | 1,52E-09 | 4,83E-10 | 9,14E-10
MpTegriovan 3,92E-10 | 5,77E-10
celé plody
dren 8,61E-10 | 1,55E-09
proslazena 7,37E-10 | 1,62E-09
dren
brusinky | celé plody | 2,30E-09 | 2,41E-10 | 2,22E-10
MpTegriovane 6,36E-10 | 1,37E-10
celé plody
dren 2,19E-10 | 1,52E-09
proslazena 2,63E-10 | 4,01E-10
dren
jahody celé plody | 4,16E-10 | 6,25E-10 | 2,25E-10
mpregriovan 4,98E-10 | 1,24E-12
celé plody
dren 2,67E-10 | 2,69E-10
proslazena 3,19E-10 | 7,46E-10
dren
maliny celé plody | 2,47E-10 | 2,70E-10 | 2,87E-12
mpreariovane 3,26E-10 | 1,35E-12
celé plody
dren 4,16E-10 | 4,00E-10
proslazena 4,06E-10 | 1,38E-09
dren

V obou typech dfeni jablek zelenych dochazelo k postupnému nartistu aktivity PPO
Vv Case. Vzrust byl zaznamenan i v mraZzenych celych plodech a v impregnovanych mésic¢kach.
Zde méla zavislost vSak nepravidelny tvar. Hodnota zjisténa ve ¢tvrtém tydnu méla pro piipad
celych mrazenych plodi negativni odchylku, pro pfipad impregnovanych mésicka pozitivni

odchylku. Neimpregnované mésicky vykazovaly kolisavy pokles aktivity PPO (Graf 68).

U jablek ¢ervenych byl zméten vzriist aktivity u vSech forem zpracovani. U obou typa
dfeni byl nartist postupny. U ostatnich zptsobi byla hodnota ve ¢tvrtém tydnu pozitivné
odchylena, zavislost tedy méla kolisavy prubéh (Graf 69).

Aktivita PPO v hroznech vlivem skladovani v mrazni¢ce stoupala. U obou dieni
postupné, u celych plodi a impregnovanych celych plodii méla zavislost sinusovy tvar
s vyraznou pozitivni odchylkou ve ¢tvrtém tydnu (Graf 70).
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Vliv zplsobu zpracovani-jablka zelena

8,E-09+
7,E-09-
6,E-09-
5,E-09-
4,E-09+
3,E-09-
2,E-09-
1,E-09
0,E+00-

WO. tyden
@4. tyden
08. tyden

[katal/g]

celé mésicky  im.mésicky dren im.dfen

Graf 68: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO v zelenych jablkéch v zavislosti

na Case
Vliv zplsobu zpracovani-jablka ¢ervena
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Graf 69: VIliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO v ¢ervenych jablkéch v zavislosti
na Case

Vliv zplUsobu zpracovani-hrozny
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Graf 70: Vliv rizného zpisobu zpracovani na aktivitu PPO v hroznech v zavislosti na ¢ase
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Ve Svestkdch nelze souhrnné fici, zda aktivita stoupa ¢i klesa. V impregnovanych
mési¢cich a v neslazené dieni aktivita z celkového pohledu poklesla. Zavislost méla sinusovy
tvar s nejvyssi hodnotou ve ¢tvrtém tydnu. U sladkych dieni a neimpregnovanych mésicki
aktivita PPO kolisavé stoupala (viz Graf 71).

[katal/g]

Vliv zplisobu zpracovani-Svestky

1,E-08-
8,E-09-
6,E-09
4,E-09

2,E-09-

0,E+00-

mésicky im.mésicky dren im.dren

W 0. tyden
W 4. tyden
O8. tyden

Graf 71: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO ve Svestk&ch v zavislosti na Case

V bortvkach byla naméfena sinusova zavislost aktivity PPO na ¢ase ve vSech formach
zpracovani (vyrazny pokles nastal pfi druhém méfeni). Mirnou stoupajici tendenci méla
zavislost aktivity PPO v obou typech dfeni, viditelnou klesajici zavislost vykazovaly celé
mrazené plody s impregnaci i bez ni (viz Graf 72).

[katal/g]

2,0E-09+

1,5E-09

1,0E-09

5,0E-10+

0,0E+00-

Vliv zplsobu zpracovani-boruvky

celé im.celé dren im.dren

WO. tyden
@4. tyden
0O8. tyden

Graf 72: Vliv riizného zpisobu zpracovani na aktivitu PPO v bortivkach v zavislosti na ¢ase

V brusinkach do$lo k poklesu aktivity PPO na gram jedlého podilu ovoce. U celych
plodt s impregnaci i bez ni se tak délo postupné, u obou forem dieni byla zavislost sinusova

(Graf 73).
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Vliv zpisobu zpracovani-mrazené brusinky
2,5E-09+
2,0E-091 WO. tyden
S 1,5E-091 B 4. tyden
o 08. tyden
g 1,0E-09-
5,0E-10
0,0E+00+
celé im.celé dren im.dren

Graf 73: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO v brusinkach v zavislosti na ¢ase

V malinach byla zavislost kolisavd ve vSech forméach zpracovéni. V celych plodech,
celych impregnovanych plodech a v neslazené dieni byl zméfen pokles aktivity PPO na Case,
ve slazené dieni naopak narust (Graf 74).

Vliv zpuisobu zpracovani-mrazené maliny
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0,E+00-
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celé im.celé dren im.dren

Graf 74: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO v malindch v zavislosti na ¢ase

U jahod byla naméfena v celych plodech a v celych plodech po impregnaci stejna
zavislost aktivity PPO na ¢ase jako u plodi malin se stejnou formou zpracovani. V dienich
aktivita stoupala (v neslazené kolisave, ve slazené linearné - Graf 75).

Vliv zpisobu zpracovani-mrazené jahody

1,4E-09

1,2E-091
1,0E-091
8,0E-10-
6,0E-101
4,0E-10-
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@ 4. tyden
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celé im.celé dren im.dren

Graf 75: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu PPO v jahodach v zavislosti na ¢ase
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Pro porovnani byla zmétena aktivita PPO také v komeréné mrazenych piilkdch Svestek
(6,58E-09 katal/g) a v komeréné mrazené jahodové dieni (2,20E-10 katal/g). Hodnota Svestek
se velmi bliZi hodnotdm ziskanym z neimpregnovanych mésicki. Komeréni mrazena
jahodova dfen je zase podobna neproslazenému métenému vzorku.

Z celkového pohledu aktivita PPO stoupala u hroznli a obou druht jablek. U Svestek a
maly ploda (jako bortuvky, brusinky, maliny a jahody) spise stagnovala, piipadne vzortla az
ke konci uchovavani. To se také projevilo na obsahu jednotlivych polyfenolickych latek
detekovanych metodou HPLC, kdy se $vestky vétSinou liSily v obsahu jednotlivych zastupci
od ostatnich druhti méfenych touto metodou (oba druhy jablek a hrozny).

4.12 Lipoxygenasa

Poslednim antioxida¢nim enzymem, ktery byl méfen, byla lipoxygenasa. Tento enzym
katalyzuje oxida¢ni zménu nenasyceného tuku na pfisluSny peroxid, méfi se
spektrofotometricky Gbytek peroxidu. Uprava vzorku, postup méfeni a vypodty jsou uvedeny
v kapitole 3.8.4.

4.12.1 Vysledky série 1 - Vliv riznych teplot skladovani na aktivitu LOX

Aktivita LOX v zavislosti na teploté uchovavani byla sledovany u 4 druhd ovoce (jablka
zelend a Cervend, Svestky, hrozny, broskve) uchovavanych pti 3 riznych teplotach (laboratof,
sklep, lednice) a orienta¢né i zmrazenim celych plodd. Na stanoveni byla pouzita ¢ast ovoce
zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym dusikem (viz 3.2). V dalSim textu jsou
srovnany vysledky aktivit v plodech vramci 1.studie. Pichledné jsou data shrnuta
v nasledujicich dvou tabulkach.

Tabulka 24: Namétené hodnoty aktivity LOX v katalech na gram jedlého podilu v broskvich,
hroznech a Svestkach skladovanych pfi riznych teplotach

ovoce misto LOX [katal/g]

skladovani | 0.tyden | 2.tyden | 4.tyden | 6.tyden | 8.tyden | 17. tyden
broskve | laboratof 8,71E-08 | 9,78E-08 - - -

sklep 4,45E-08 - - -

lednice 5,55E-08 | 6,45E-08 | 3,84E-08 | 5,02E-08

mrazici box 1,31E-07 1,03E-07
hrozny | laborator | 9,01E-08 | 6,31E-08 | 5,68E-08 - -

sklep 5,41E-08 | 7,70E-08 | 6,09E-08 -

lednice 4,50E-08 | 7,18E-08 | 2,92E-07 | 2,22E-08

mrazici box 1,18E-07 5,42E-08
Svestky | laboratof 1,02E-07 | 3,77E-08 | 9,86E-08 - -

sklep 5,76E-08 | 1,09E-07 - -

lednice 5,56E-07 | 7,93E-08 | 2,99E-07 | 2,14E-07

mrazici box 1,82E-07 6,01E-08
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Tabulka 25: Namétené hodnoty aktivity LOX v katalech na gram jedlého podilu v jablkach
zelenych a Cervenych skladovanych pfi riznych teplotach

ovoce misto LOX [katal/g]

skladovani | 1.tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | 5.tyden | 7.tyden

jablka laboratof | 3,22E-08 | 1,16E-08 | 2,60E-08 | 2,39E-08 | 1,52E-08 | 3,05E-08
Selend sklep 3,10E-08 | 1,04E-08 | 1,56E-08 | 8,68E-09 | 3,95E-09 | 1,36E-08
lednice | 3,30E-08 | 1,20E-08 | 7,83E-09 | 5,50E-09 | 5,73E-09 | 1,11E-08

jablka laboratof | 3,69E-08 | 3,76E-08 | 1,33E-08 | 9,24E-09 | 4,89E-09 | 1,14E-08
Servend sklep 7,52E-09 | 3,44E-08 | 4,22E-08 | 6,76E-09 | 7,80E-09 | 1,25E-08
lednice | 5,06E-08 | 1,53E-08 | 1,45E-08 | 5,64E-09 | 1,58E-08 | 1,87E-08

Lipoxygenasa jevila u vSech druhti ovoce zna¢né kolisavy chod. U broskvi skladovanych
Ctrnact dni v laboratofi byl zaznamenan nartist, u plod ze sklepa zase pokles (také béhem
dvou tydna). V broskvich z lednice byl pozorovéan kolisavy ubytek, v plodech z mraznicky
kolisavy prirtstek aktivity LOX.

Ve Svestkach z laboratote a z lednice bylo pozorovano kolisani aktivity LOX kolem
stitedni hodnoty. U ploda z ledni¢ky a mraznicky se projevila vzristajici tendence zavislosti
LOX na ¢ase s kolisavym pritbéhem.

Aktivity LOX u hroznt skladovanych v laboratofi jevila postupny pokles. U plodt ze
sklepa byl zjistén také pokles ale s kolisavym prabéhem. Hrozny skladované v lednici a
v mrazni¢ce vykazovaly nejednoznacnou zavislost. Pfi méfeni byly zjistény hodnoty jak
s vyrazn€ pozitivni, tak s vyrazné negativni odchylkou. Nelze proto 100% fici, zda aktivita
Vv téchto plodech klesa ¢i roste (viz Graf 76).

Vliv teploty-hrozny

3,E-07 —

3.E-071 m 0.tyden
=] 2,E-071 W 2.tyden
8 2E-07- O 4.tyden
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= 1E-07 @ 6.tyden

8.tyden

5,E-08 | 8.ty

O 17.tyden
0,E+00 -
laboratof sklep lednice mrazici box

Graf 76: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu LOX v hroznech v zavislosti na ¢ase

U jablek zelenych byl pozorovan pokles aktivity LOX v zavislosti na ¢ase s kolisavych
chodem u vsech typu skladovacich teplot (viz Graf 77).
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Vliv teploty-jablka zelena
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Graf 77: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu LOX v jablkéch zelenych v
zavislosti na Case

V jablkach cervenych byl zjistén pii skladovani v laboratofi a v lednici pokles aktivity
LOX skolisavym chodem. U plodi uchovdvanych ve sklepé se vyskytly jak vyrazné
pozitivni, tak vyrazné negativni odchylky. Nelze tudiz jednozna¢né urcit klesajici ¢i stoupajici
tendenci (Graf 78).

Vliv teploty-jablka ¢ervena
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Graf 78: Vliv riznych skladovacich teplot na aktivitu LOX v jablkach ervenych v zavislosti
na Case

4.12.2 Vysledky série 2 - Vliv rizné formy zpracovani plodia s naslednym

zamrazenim na aktivitu LOX

Aktivita LOX byla sledovana i ve druhé sérii experimentti zamétenych na sledovani
zmén v OVOCI V pribéhu uchovavani mraZenim s riznym zpusobem opracovani vzorku (kap.
3.3). Na stanoveni byla pouzita ¢ast ovoce zpracovana s PVP a Tritonem X-100 pod tekutym
dusikem (viz 3.2). V dalSim textu jsou srovnany vysledky aktivit v plodech v rdmci 2.studie.
Piehledné jsou data shrnuta v nésledujicich dvou tabulkéach.
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Tabulka 26: Naméfené hodnoty aktivity LOX na gram jedlého podilu u jablek zelenych a

cervenych, Svestek a hroznil zpracovanych riznymi zpisoby a nasledné zamrazenych

ovoce zpusob LOX [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
jablka celé plody | 3,05E-07 | 6,55E-08 | 1,52E-07
zelend meésicky 3,65E-08 | 5,74E-08
mpregnovans 3,92E-08 | 3,89E-08
mésicky
dren 3,48E-08 | 2,82E-08
proslazena 5,45E-08 | 4,74E-08
dren
jablka celé plody | 1,07E-07 | 1,72E-07 | 1,02E-07
éervena meésicky 9,62E-08 | 1,03E-07
mpregriovane 3,42E-08 | 1,07E-07
mésicky
dren 2,95E-08 | 5,32E-08
proslazena 4,01E-08 | 3,25E-08
dren
hrozny celé plody | 6,53E-08 | 3,07E-08 | 4,09E-08
mpregriovan 4,39E-08 | 5,08E-08
celé plody
dren 1,33E-08 | 3,54E-08
proslazena 3,81E-08 | 3,90E-08
dren
Svestky meésicky 6,20E-08 | 3,09E-08 | 2,87E-08
impregnovane 2,79E-08 | 4,07E-08
mésicky
dren 2,31E-08 | 1,19E-08
proslazena 5,13E-08 | 6,30E-08
dren
Vliv zpusobu zpracovani-jablka zelena
3,5E-07
3,0E-07
2 5E-071 0. tyden
% 2 0E-071 I:I4.t3:/den
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5,0E-08
0,0E+00-
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Graf 79: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu LOX v jablkach zelenych v zavislosti

Na Case
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Tabulka 27: Naméfené hodnoty aktivity LOX na gram jedlého podilu u bortvek, brusinek,
malin a jahod zpracovanych riiznymi zplisoby a nasledné zamrazenych

ovoce zpusob LOX [katal/g]
zpracovani | 0.tyden | 4.tyden | 8. tyden
boritvky | celé plody | 9,09E-08 | 2,13E-07 | 9,30E-08
mpreariovane 7,50E-08 | 4,59E-08
celé plody
dren 6,41E-08 | 1,34E-07
proslazena 3,66E-08 | 5,81E-08
dren
brusinky | celé plody | 4,73E-08 | 5,46E-08 | 1,12E-07
MpTegriovane 8,91E-08 | 1,36E-07
celé plody
dfeft 3,20E-07 | 6,64E-08
proslazena 8,82E-08 | 1,70E-07
dren
jahody celé plody | 3,16E-08 | 2,19E-07 | 1,24E-07
mpregriovan 1,83E-07 | 2,95E-08
celé plody
dfeft 6,96E-08 | 7,98E-08
proslazena 7,75E-08 | 3,63E-07
dren
maliny celé plody | 7,71E-08 | 4,64E-07 | 5,97E-08
MpTegriovane 1,83E-07 | 2,12E-07
celé plody
dfent 6,33E-08 | 8,79E-08
proslazena 4,03E-08 | 1,37E-07
dren

V jablkadch zelenych mraZzenych ve forme celych plodii a mésickli bez oSeteni byl
zaznamenan znatelny pokles aktivity LOX ve ¢tvrtém tydnu skladovani. V.osmém tydnu se
hodnota opét mirné pozvedla, zistala vSak pod trovni prvné naméfené hodnoty v nultém
tydnu. Lze tedy fici, Ze byl zaznamenan kolisavy pokles. U ostatnich forem zpracovani
aktivita LOX klesala postupné (Graf 79).

U jablek ¢ervenych byl zjistén postupny pokles pouze u proslazenych dieni. U ostatnich
druhti zpracovani byla zjiSténa sinusova zavislost. U obou typt mési¢ka (s impregnaci i bez
ni) byl prvné pozorovan pokles aktivity LOX, v osmém tydnu opét vzestup a to az na hodnotu
zjisténou Vv nultém tydnu. Lze tudiz fici, Ze v téchto druzich zpracovani aktivita LOX
v zavislosti na ¢ase kolisd. U celych mrazenych plodi doslo nejdiive k nartstu aktivity
lipoxygenasy, pak k poklesu az k hodnoté namétené pii zahajeni pokusu. Opét je mozné fici,
Ze hodnota LOX kolisa. U neproslazenych dieni byl pozorovan kolisavy pokles aktivity.

U hroznt aktivita LOX v zavislosti na case klesala u vSech zplisobli zpracovani
kolisavych prubéhem (viz Graf 80).
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Vliv zplsobu zpracovani-hrozny
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Graf 80: Vliv riizného zpisobu zpracovani na aktivitu LOX v hroznech v zavislosti na Case

Ve Svestkach zpracovanych do formy mési¢kli bez opracovani a do neslazenych dieni
aktivita postupné klesala. V impregnovanych mésiccich byl pozorovan taktéz pokles ale
kolisavy. U impregnovanych dieni aktivita LOX mirné vzrostla, opét nepravidelnym chodem.

U celych impregnovanych bortivek se projevil postupny pokles aktivity tohoto enzymu.
U impregnovanych dfeni byl pozorovan také pokles ale kolisavé. U celych bortivek bez
oSetieni byl naméfen prudky vzestup aktivity LOX ve étvrtém tydnu, v osmém byl pozorovan
opétovny pokles aZ k hodnoté naméfené v nultém tydnu. Zavérem je, Ze hodnota LOX
Vv celych neimpregnovanych boruvkach kolisd. U neslazenych dieni hodnota aktivity nejprve
klesla, pak stoupla v porovnani s hodnotou ziskanou v nultém tydnu. JelikoZ byl nartst vétsi
nez pokles, 1ze tici, Ze aktivita LOX kolisavé stoupla.

V brusinkéach byl zjistén narast aktivity ve vSech formach zpracovani. U celych ploda
s impregnaci i bez ni a v proslazenych dienich se tak délo postupné, u nesladkych dieni
kolisavé¢ (viz Graf 81).

Vliv zplsobu zpracovani-brusinky
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Graf 81: Vliv riizného zptsobu zpracovani na aktivitu LOX v brusinkach v zavislosti na ¢ase

V malinovych dienich (sladkych i nesladkych) postupné aktivita LOX v ¢ase narustala.
V celych neosetienych malinach také rostla, ale nepravidelné. U impregnovanych celych
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plodii hodnota aktivity nejprve vzrostla, pak poklesla az na tirovenn hodnoty nultého tydne.
Aktivita LOX v téchto plodech kolisala (Graf 82).

Vliv zplsobu zpracovani-maliny
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Graf 82: Vliv rizného zptsobu zpracovani na aktivitu LOX v malinach v zavislosti na ¢ase

U celych impregnovanych jahod se projevil postupny nartst aktivity LOX v Case.
Kolisavy vzestup byl naméfen v obou druzich dieni. U celych neopracovanych jahod nejprve
hodnota ve ¢tvrtém tydnu prudce vzrostla, v tydnu osmém pak vyrazné klesla (az pod hodnotu
prvniho méfeni). V tomto ptipadé nelze fici, jakou tendenci (klesajici nebo rostouci) zavislost
ma.

Pro porovnani byla zméfena hodnota aktivity lipoxygenasy v komeréné mrazenych
Svestkach (6,04E-08 katal/g) a v komeréné mrazené jahodové dieni (1,10E-07 Kkatal/g).
Hodnota $vestek se blizi vzorkiim upravenym do podoby impregnovanych mésickt. Hodnota
jahodové diené zase proslazené dieni.

Trend hladin LOX ve vétSich plodech je v pribéhu uchovavani spiSe klesajici, takze
oxida¢ni procesy v plodech budou zpomalené. V mensich plodech aktivita spiSe mirné roste.

V prilohéch (viz Ptiloha 1, Ptiloha 2, Ptiloha 3) jsou vloZeny tabulky, kde jsou piehledné
graficky shrnuty zavislosti aktivit jednotlivych enzymi na Gase. Sipkami jsou vyznadeny
stoupajici ¢i klesajici sméry, pripadné kolisani, u kazdého druhu méfeného ovoce, u vSech
forem zpracovani a u vSech teplot skladovani.

4.13 Vzajemné porovnani stanovenych enzymii v jednotlivych odriudach

Byly vzajemné srovndny aktivity enzyml v Cerstvych vzorcich ovoce (tzn. hodnot
Z nultého tydne) pred zahdjenim skladovéani nebo pied zpracovanim do raznych forem. Byly
srovnavany ¢tyfi druhy ovoce: jablka (Cervend i zelend), broskve, Svestky a hrozny. Méfeni
byla provedena ihned po pfineseni vzorkli do laboratofe, bez povrchové ¢i jiné upravy pred
ulozenim do rGznych skladovacich teplot.Toto srovnani slouzi pro zjisténi obsahu
jednotlivych antioxida¢nich zastupct a dale na zjisténi piipadnych vyraznych odliSnosti
Vv prubéhu uchovani plodi mezi riiznymi druhy ovoce.
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Nejvyssi aktivitu méla katalasa (viz Graf 83). Na druhém misté byla ve vétSiné€ piipada
lipoxygenasa. Polyfenoloxidasa méla v poméru k ostatnim enzymum velmi malou aktivitu
(musela byt vynesena i do samostatného grafu, aby byla ve srovnani viibec patrna-viz Graf
84).

Malé plody (boruvky, brusinky, jahody a maliny) mély aktivitu PPO v porovnani
s ostatnimi vét§imi plody nizkou. Aktivita LOX byla vy3Si pouze u zelenych jablek, u
ostatnich plodd byla srovnatelna. Oba druhy jablek vynikaly i ve velikosti aktivity SOD proti
ostatnimu ovoci. Jednozna¢né nejvyssi hodnota CAT byla zjisténa v broskvich (v grafu

v v

musela byt jeji hodnota ufiznuta, aby byly Iépe patrné ostatni enzymy s nizsi aktivitou).
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Graf 83: : Srovnani aktivit SOD, CAT a LOX v jednotlivych druzich ovoce
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Graf 84: Srovnani aktivity PPO v jednotlivych druzich ovoce
Zjisténé aktivity SOD v ovoci vétSinou jesté stoupaly v prubéhu uchovani jak pfi mirné

snizenych teplotach (prvni série pokusu), tak pii velmi nizkych teplotach a riznych formach
zpracovani (druhd série pokusu). Vzriist byl patrny a dobte vidélny u vSech druhii ovoce.
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Vysoké aktivity CAT v prvni linii pokusu (sledovani vlivu teplot skladovani) zjisténé
Vv hroznech $vestkach a broskvich vlivem tohoto typu skladovani velmi vyrazné poklesly.
V jablké&ch naopak stouply. Vlivem zamraZeni plod ovoce a zpracovani do rtiznych podob
(druhd linie) se aktivita CAT také snizi, ale ne tolik.

Hodnoty LOX se podstatné meni v zavislosti na teploté skladovani. V prvni sérii pokusu:
pokles aktivity tohoto enzymu. Pti uchovani v mraznicce zalezelo spiSe na velikosti nadého
plodu nez na formé zpracovani. U vétSich ploda (kromé jablek zelenych) byly zjistény mensi
rozdily mezi hodnotami aktivity neZz tomu bylo u plodid malych. V malych plodech se
projevilo spiSe kolisani nebo narist, ve velkych jednoznaény pokles.

PPO je nejméné zastoupeny enzym ze vSech métenych. Déle je béhem skladovani
degradovéan v zavislosti na teploté skladovani i na velikosti plodu. Malé plody ho po zmrazeni
vétSinou ztraci, vetsi si ho udrzuji.

4.14 Kultivace mikroorganizmu

V ramci prvni série experimentti pii skladovani broskvi a Svestek v laboratofi a ve sklepé
doslo béhem 14 dni k nartistu plisni na povrchu plodi. Napadené vzorky byly pro dalsi
méteni biologicky aktivnich latek nepouZzitelné.

Byla provedena kultivace plisni z napadenych broskvi, dale zjisténi povrchové a vzdusné
mikroflory a také mikroskopie vyrostlych plisni na tuhych médiich.

4.14.1 Kultivace plisni z ovoce

Postupem, ktery je uveden v odstavci 3.9.1, byly namnozeny na tekutych médiich plisng,
které napadly vzorky v laboratoti a ve sklepé (viz Ptiloha 19).

Po rozkultivovani plisni v tekutém médiu probéhlo pfeoc¢kovani na tuhé agary (viz 3.9.1).

Na médiich zaockovanych vzorkem z laboratofe narostly tifi druhy plisni (fotky
morfologickych a mikroskopickych znaki jsou uvedeny v ptilohach-viz Ptiloha 20).

Na tuhém agaru, ktery byl naockovan vzorkem mikroorganizmi z lednice, vyrostly pouze
bakterie a kvasinky. Zadnou plisefi se nepodatilo nakultivovat.

4.14.2 Kultivace vzdusné mikroflory

Postupem uvedenym v kapitole 3.9.2 byly ptipraveny tuhé agary se vzorkem vzdu$né
mikroflory z mist, kde bylo skladovano ovoce pro analyzu.

Ukazka nekterych zivnych pid je uvedena v piilohach (viz Pfiloha 21). Po kultivaci byla
provedena mikroskopie s popisem morfologii kolonii. Sledovanim mikroskopickych znakt
bylo zjisténo, ze vzorky obsahovaly pravdépodobné nékteré plisné rodu Penicilllium a Mucor.

4.14.3 Kultivace povrchové mikroflory

U broskvi a 3vestek skladovanych v laboratoti, sklepé a v lednici byla provedena
kultivace povrchové mikroflory dle postupu uvedeném v kapitole 3.9.3.

V ¢asovém intervalu, ktery je uveden vtéZze kapitole, bylo porovndvano mnoZstvi
narostlych kolonii se standardem. Vysledky jsou shrnuty v néasledujici tabulce a jsou
prepocitany na KBE/cm? (Kolonie tvofici jednotku na cm?).
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Tabulka 25: Vysledky odectu mnoZzstvi mikroorganizmli na povrchu broskvi a Svestek
skladovanych pii riiznych teplotach [KBE/cm?]

bakterie

1. strana 2. strana kvasinky plisné
24h 48h 24h 48h 24h 48h | 6.den | 24h 48h | 6.den
B-P 0 17 3,5 58 0 0 3,5 0,6 2,3 2,3
B-S 17 17 3,5 3,5 0 17 17 0,6 2,3 2,3

B-L 0 3,5 3,5 3,5 0 3,5 3,5 0,6 0,6 0,6

S-P 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 0,6 2,3 2,3

S-S 3,5 3,5 17 17 3,5 58 58 0 0 0

S-L 3,5 3,5 3,5 3,5 0 0 0 2,3 2,3 2,3

Byla zjisténa pfevazné piitomnost bakterii a kvasinek. Plisné se ve sloZeni povrchové
mikroflory uplatiiovaly v mensi mite.
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5 DiIskKuUzE

Naplni této prace bylo sledovat aktivitu vybranych enzymii a obsah zvolenych
nizkomolekularnich antioxidantd v zavislosti na zptsobu a délce skladovani.

Cela prace muze byt rozdélena do dvou casti realizovanych jako dva dlouhodobé
experimenty. V prvni sérii byl pozorovan vliv teploty skladovéni celych plodi na vyse
zminované parametry. Byly voleny takové zpusoby, které jsou bézné v kazdé domacnosti:
uchova pii pokojové teploté, ve sklepé, v lednici a v mrazni¢ce. Jako material byly vybrény
nejbéznéjsi druhy ovoce— jablka, Svestky, broskve a hrozny.

Druha série experimentll byla zaméfena na zmény v plodech v pribéhu uchovavani
mrazenim. Byly testovany stejné typy vétSich ploda jako v prvni sérii a k tomu jesté skupina
drobného ovoce. Ponévadz mrazZeni je vice invazivni, byl zkouman i vliv rizného zpracovani
ovoce pred ulozenim do mraznicky. Opét byly voleny takové zplisoby opracovani, které jsou
bézné proveditelné v domacnostech: mrazeni celych plodl, nakrajenych plodd na mensi casti
(mésicky) a zpracovani do podoby diené. Byl také zkouSen vliv povrchové impregnace.
Osetteni povrchll plodd se praktikuje spiSe ve vyrobnich zdvodech a provadi se hlavné za
ucelem udrzeni ¢i zlepSeni vzhledu (pfipadné i chuti). Pfi této praci byly pouzivany
impregnacni roztoky obsahujici zejména kyselinu askorbovou a sacharozu.

Jak jiz bylo zminéno, jako vzorky bylo zvoleno ovoce, které je lokalné péstovano a
rovnéz dostupné v obchodni siti po cely rok: jablka, broskve, Svestky, hrozny. Z jablek byla
méfena jak odriida cervend, tak odriida zelend, aby mohly byt porovnany rozdily i mezi nimi.
Cast méfeni (hlavné stanoveni aktivit enzymil) pak probihala i v boriivkach, brusinkach,
jahodéach a malinéch.

Pted vlastni diskuzi o namétenych vysledcich je nutné podotknout, Ze ovoce je ziva tkan
a je proto velmi slozité vyvozovat néjaké striktni zavéry. Mefeni bylo sice provadéno
z prumérného vzorku, ale i tak nemohly byt podchyceny vSechny vlivy jako naptiklad vliv
ro¢niho obdobi, mista rustu ¢i obdobi sklizné.

Jednim z dulezitych faktort pro spotiebitelskou ptijatelnost dlouhodobéji skladovanych
plodt ovoce je Cerstvy vzhled, dobra chut’ a viiné. To do zna¢né miry zavisi na obsahu vody
v plodech. Pokusné bylo zjisténo, Ze pti skladovani ovoce piipokojové ¢i mirné snizené
teploté (ve sklepé ¢i ve chladniCce) obsah suSiny a tim i obsah vody v ovoci kolisa (vztazeno
na gram jedlého podilu). Pokud je ovoce zmraZzeno, dochazi ke ztrdtdm obsahu vody. Tento
jev je pochopitelny. Voda obsaZend v plodech zmrzne a potrha tkan ovoce, ¢imZ se zni¢i
bariéra proti uniku $tavy. Tento jev vSak nebyl nijak vyrazny a nejspiS by neovlivnil
interpretaci vysledkd analyzy antioxidantt. Proto nebyly dané vysledky vztahovany na gram
suSiny, nybrz na gram jedlého podilu ovoce. Druhym divodem byla moZnost srovnani
s liter&rnimi zdroji, protoZe v dostupnych pracich s podobné zaméfenou tématikou pouzivaji
srovnani pravé na gram jedlého podilu, nikoli na gram suSiny [34, 35]. Podobné prib&hy
zavislosti obsahu susiny na gram jedlého podilu byly zjiStény i pti provadéni jinych pokust
(viz2.7.1,2.7.2a2.7.4) [1, 33, 35].

Pii méfeni celkové antioxidaéni aktivity byl zjistén u vSech vzorku, které byly méteny,
pti vSech teplotach skladovani a vSech formach zpracovani pfed zmrazenim, prudky pokles
hodnoty proti hodnoté zjisténé v Cerstvych plodech. S velkou pravdépodobnosti se tak stalo
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vlivem teplotniho Soku pii zméné skladovacich podminek nebo vlivem zasahu do integrity
plodu v druhé ¢asti pokusu. Tento jev je pravé dobie viditelny ve zminované druhé linii
méfeni. U plodi, do kterych nebylo pfili§ zasahovano krajenim (hrozny) je vidét pokles
hodnot ABTS méné nez u plodi, které byly naro¢néji zpracovany (jablka i $vestky). Pozitivni
vliv na ztrdty ABTS ma pak také pouzita impregnace plodt pied vlastnim zamrazenim.
Celkové 1ze shrnout, ze hodnota celkové antioxidacni aktivity béhem skladovani roste jak pii
mirné snizenych teplotach (pokojova, ve sklep€, v lednici), tak i pfi mrazeni vzorkl. Tento
zavér je veelku pochopitelny, jelikoZ ovoce ma antioxidacni latky pro potfeby vlastni ochrany
pted poskozenim, ke kterému vlivem skladovani dochazi. Vzrustajici trend hodnot ABTS na
délce skladovani byl dokumentovan i v literatuie [33], kde byly jako vzorky pouZity
impregnované mésicky nektarinek. Pocateéni vykyv hodnoty celkové antioxidacni aktivity
byl zaznamenan v jiném experimentu [35], zde jako vzorky slouzily nékteré tropické druhy
ovoce nejen ve formé celych plodd, nybrz i jejich homogenizované formy (dieng).

Obecny trend zmén hodnot vitaminu C na délce skladovani je vzristajici, podobné jako u
ABTS. V impregnovanych mési¢kach jablek, které byly ndsledné¢ uchovany v mrazni¢ce po
dobu 8 tydnd, hodnoty tohoto vitaminu rostly vyraznéji. To bylo pravdépodobné dano
obsahem kyseliny askorbové v impregna¢nim roztoku (kyselina se naadsorbovala do tkani
jablek a pak zvySovala hodnoty vitaminu C pfi titraCnim stanoveni). Ke stejnému zavéru dosli
i védci z Boloniské univerzity pii méteni impregnovanych nektarinek [33].

V nékterych plodech ovoce byl pozorovan antagonismus mezi obsahem celkovych
polyfenolti a flavonoidii a obsahem vitaminu C. Obsah vitaminu C povétsinou stoupal (viz
vyse). Jak bylo zminéno v teoretické Casti této prace, je vitamin C potfeba nejen na obranu
organizmu ptfed volnymi radikaly (i kdyz je vybornym antioxidantem). Je také dilezity pro
syntézy ruznych biogennich latek a pro fungovani celého organizmu. V ovoci je vesmés
vitamin C obsazen ve vysokém mnozstvi a lze predpokladat, Zze pii aktivaci obrannych
mechanismu proti volnym radikalim se jeho obsah zvySuje. Fenolické latky predstavuji
heterogenni skupinu latek, nékteré se mohou plsobenim oxidanti transformovat nebo
degradovat, proto je pozorovan Ubytek jejich celkového obsahu. Mirny nartst jejich obsahu
byl v3ak zaznamenan naptiklad v plodech Svestek, skladovanych v laboratofi, lednici a ve
sklepé. Tento jev miize byt vysvétlen tim, Ze se nékteré ovoce ,pfipravuje* na stradani béhem
skladovani a tvofi si obranné latky takzvané do zasoby. V mrazenych plodech Zadna syntéza
nejspiSe probihat nebude, nartist téchto latek tak miize byt zptisoben uvolilovanim vazanych
forem z tkani.

Pokles v obsahu celkovych polyfenoli byl zaznamenan také v literatuie u mrazenych
ploda v praci popsané v bodé 2.7.4 [35].

Nejsetrngjsi zmény v obsahu celkovych polyfenoli, flavonoidd, hodnoty ABTS a
vitaminu C byly zjistény pfi skladovani ovoce po dobu 2 mésici pfi mirné snizenych
teplotach. Ze skladovanych druhi projevily piekvapivé vysokou stabilitu hrozny, v lednici si
zachovaly nutriéni i senzorické vlastnosti po dobu cca 6 tydni. Pfi mrazeni pak dochéazi
k vyraznym zménam v obsahu vy3e uvedenych latek.

Obsahem této prace byla dale optimalizace analyzy katechint a flavonoidi instrumentalni
technikou HPLC. Flavonoidy byly analyzovéany v hydrolyzovanych vzorcich, zatimco pro
katechiny byla pouZivana extrakce vodou, coZ je postup pouzivany pro nékteré napoje a
rostlinné $tavy [33]. Proto byl testovdn mimo jiné vliv hydrolyzy vzorku na obsah a mnozstvi
katechin. Po hydrolyze byly zaznamenany vyss§i plochy nékterych piki v chromatogramu.
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Po ovéteni na LC/PDA/ESI-MS bylo zjisténo, ze se tak déje vlivem nartstu predevSim
mnozstvi jednotlivych katechind, hydrolyza ziejmé zptlisobila rozklad glykosidi a uvolnéni
jednotlivych aglykonu z vazanych forem. Vzhledem k tomu, Ze ¢ast vzorku (1.série) byla
analyzovana jeSté pred testovanim hydrolyzy a zmény se neprojevily stejn¢ vyrazné u vSech
druhti ovoce a u vSech frakci, byl pouzivan postup bez zafazené hydrolyzy. Testovana déle
byla rovnéz gradientova eluce, kterd vychazela lépe pro nékteré druhy ovoce, pt. jablka
¢ervena i zelena (jak pro katechiny, tak pro flavonoidy), avsak u hroznti pii méfeni katechini
byla zase vyrazné lepsi eluce izokratickd. S ohledem na jednoduchost a dobu analyzy a rovnéz
na srovnavaci charakter experimentti byla v obou studiich pouzivana k analyze flavonoidi i
katechinti optimalizovana izokratickd eluce.

Pti sledovani zavislosti obsahu jednotlivych katechinli a flavonoidli na case u rtzné
skladovanych plodl, byl pozorovan vétSinou podobny trend zavislosti dané latky ve vSech
druzich ovoce (pf.: nartst obsahu kyseliny chlorogenové ve vsech druzich a forméch ovoce
skladovaného v mrazni¢ce). I kdyz individualni antioxidanty vétSinou rostly, celkové
parametry v prubéhu skladovani klesaly. Nutné je podotknout, ze narist individudlnich latek
byl v jednotkach (maximalné desitkach) ug/g, kdeZzto celkové parametry jsou uvedeny
Vv jednotkéch mg/g. Katechiny a flavonoidy méfené v této praci na HPLC vétSinou rostly, to
znamen4, Ze obsah jinych latek, které nebyly podrobeny detekci v tomto pokusu klesal.

Narist katechini byl zjistén v souladu s jinymi pracemi zabyvajicimi se obsahem
antioxidantti v ovoci [1]. V této préaci byl v3ak stanoven v rozporu s jinou [33] nartist hodnoty
kyseliny chlorogenové. Ve zminované praci métily riizné upravené a mrazené nektarinky. Pfi
srovnani s mrazenymi vzorky v této praci je vidét, ze vzrust obsahu této kyseliny sice
zaznamenan byl, ale u vétSich plodi jako jsou jablka pouze men$i. Na druhou stranu u
mensich plodd (Svestky, hrozny) doSlo k vyraznéjsimu zvySeni hladiny kyseliny
chlorogenové. Z toho vyplyva, Ze kazdé ovoce (také v zavislosti na velikosti) uziva jiné
zpusoby obrany pted poskozenim a jinou kombinaci latek zapojenych do stresové odezvy.

Pfi srovnani jednotlivych katechinti a flavonoida 1ze opét dojit k ndzoru, Ze mraZeni sice
vyrazné prodlouzi udrznost ovoce, nicméné vyraznéji poSkodi samotné ovoce ve smyslu
redukce obsahu aktivnich latek.

Antagonismus v pusobeni byl pozorovan i v ¢innosti antioxida¢nich enzymu. Zde se vSak
projevila vyrazngji zavislost na podminkéch skladovani a také na druhu ovoce.

Nejprve bylo nutné otestovat podminky rozmrazovani vzorki tak, aby byly co nejvice
zachovany aktivity enzymi. Pokusné bylo zjisténo jako nejlepsi postup rozmrazovani cca pul
hodiny pfi laboratorni teploté. P¥i pokusech popsanych v literatuie [1, 33, 34, 35] pouZivali
dobu tani podstatné delsi. Tito autofi v§ak neméfili ve svych vzorcich enzymovou aktivitu a
nizkomolekularni latky nereaguji tak rychle jako pravé enzymy. Zde byl volen kompromis
mezi zachovanim aktivit enzymu a nezbytnou dobou tani ovocné tkané.

Narist aktivity SOD byl zjistén v prubéhu skladovani za rizné teploty ve vsech druzich
ovoce. Antagonisticky vaéi SOD pusobila CAT v broskvich, Svestkach a v hroznech.
V plodech jablek jeji aktivita také stoupla. U PPO a u LOX byl zjistén vesmes pokles aktivit.
U PPO byl piedpoklad jiz pfed zahdjenim meéteni, Ze jeji aktivita bude klesat. Je to obranny
enzym, ktery chrani plod ovoce pti mechanickém poskozeni (projevi se zhnédnutim naptiklad
na fezu) a pted ni¢enim oxidaci.

Pfi pokusu s mrazenymi vzorky zpracovanymi do rizné podoby byla u malych ploda
(boruivky, brusinky, maliny a jahody) zaznamenana stejna zavislost u vSech plodi: aktivita
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SOD a LOX stoupala a aktivita CAT a PPO Klesala s dobou zmrazeni. U vétSich plodu se
trendy liSily. U obou druht jablek stoupala aktivita pouze u PPO, zatimco aktivity ostatnich
enzymu klesaly. U hroznt a Svestek rostla aktivita krome¢ PPO také u SOD.

Tyto poznatky opé€t ukazuji na to, ze v zivych organizmech je slozity systém obrany pred
poskozenim tkani. Rada obrannych latek puisobi synergisticky, fada antagonisticky, takze p¥i
poklesu jedné latky mize dojit Kk nartstu jiné, aby byla stale zachovana dostate¢na ochrana
plodu ptfed zniCenim. Soucasné jsou s aktivitami enzymid propojeny 1 aktivity
nizkomolekularnich obrannych systéma. Souvislost mezi poklesem aktivity PPO a nartistem
obsahu individualnich polyfenolickych latek byla dobte viditelnd napt. v plodech Svestek
uchovanych v mrazniéce pii druhé sérii pokusu.

Zadny vvySe pospanych antioxidatnich systéma nedokdzal zabranit ristu
mikroorganizmi na plodech broskvi a Svestek uloZenych v laboratofi a ve sklepé. Vzorky se
tak staly pro dal$i méfeni nepouzitelné. Na otazku, kde doSlo ke kontaminaci (zda jesté
V obchodni siti ¢i az v laboratofi) odpovédéla kultivace samotnych plisni z napadenych ploda
a také zjisténi povrchové a vzdusné mikroflory. Na povrchu nenapadenych plodi byly
zjiStény spiSe kvasinky a bakterie, nez plisné. Kultivace vzdusné mikroflory vsak poskytla
Sirokou paletu riznych druhti plisni. Plisné ziskané znapadenych plodd a plisné
nakultivované ze vzdusné mikrofory si byly morfologicky i mikroskopicky velmi podobné.
Zavérem tedy je, ze plody byly infikovany az pfi manipulaci v laboratofi, ptipadné ve sklepé.
Vlivem vysokého obsahu vody byly broskve a Svestky vhodnym substratem pro rtst téchto
mikroorganizmi. U hroznt k ndkaze nedoSlo. Mohlo tomu byt z divodu silngjsi voskovité
slupky (proti broskvim a Svestkdm) nebo pravdépodobnéji posttikem, ktery na né byl jisté
aplikovan pted transportem nebo sklizni pravé na potlaceni téchto mikroskopickych skiidct.
V lednici plody napadeny nebyly, i kdyZ test na obsah plisni nakultivovanych ze vzduchu
v misté skladovani plodi byl pozitivni. To mohlo byt zplisobeno vlivem nizsi teploty, pii
které se plisnim nedafi tak dobfte jako pii bézné pokojové teploté.

Na zékladé vsech ziskanych vysledkl nelze stanovit né¢jaké obecné doporuceni ohledné
skladovani ovoce typu: ¢im niz$i teplota skladovani, tim lep$i. Ovoce sice pfi nizsi teploté
vykazovalo delSi dobu adrZznosti a lepsi senzorické vlastnosti, avSak obsah aktivnich latek
spiSe klesal.U plodu, které byly skladovany v mraznic¢ce, mély zavislosti dost podobny tvar,
vétsSinou doprovazeny velkym poklesem (nebo naopak vzriistem) hodnoty po zamrazeni proti
hodnoté zjisténé v Cerstvém ovoci. K tomu dochazelo nejspiSe diky hrubému rozruSenim
tkané plodl. Proti Cerstvému ovoci tak mrazené ovoce ztraci jednorazoveé pti zpracovani na
obsahu biologicky aktivnich latek, coZ Ize povazovat za obecny fakt.

Pfi uchovani plodi ovoce v mirnéjSich teplotnich rezimech (laboratorni teplota, sklep,
lednice) nedochazi k takovym ztratam biologicky ucinnych latek, nicméné tdrznost je velmi
omezena a zkracena. Hlavnim rizikem je napadeni plisnémi. Jako kompromis muize byt
povazovano uchovani v lednici, kdy jesté nejsou negativni zmény tak prokazatelné a zaroven
je ovoce chranéno proti plisnim snizenou teplotou.
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6 ZAVERY

V této préaci byl zkouman vliv dlouhodobého skladovani na obsah biologicky aktivnich
sloZzek v plodech ovoce. Byly analyzovany vzorky broskvi, $vestek, ¢ervenych a zelenych
jablek, hroznl a caste¢né také bortivky, brusinky, jahody a maliny. Jako skladovaci teploty
byly zvoleny: laboratorni teplota, teplota ve sklepé rodinného domu, teplota v chladnicce a
v mrazni¢ce. DalSi ¢asti pokusu bylo studium vlivu zpracovani ovoce s naslednym uchovanim
Vv mrazni¢ce na obsah nizkomolekularnich latek a aktivitu antioxida¢nich enzym.

Hlavni zavéry prace:
eObsah susiny v plodech uloZenych v laboratofi nebo v atmosféte se snizenou teplotou
kolisé jen mirné. U vzorku skladovanych v mrazni¢ce byl zaznamenan slaby pokles.
eHladina celkové antioxidaéni aktivity vyrazné poklesla ve vSech analyzovanych druzich
ovoce vlivem manipulace s plody pti zakladani experimentt a vlivem teplotniho Soku pfi
zméné teploty skladovani. Pfi dal§im sledovani jeji hodnota opét vzrostla. Celkova
antioxida¢ni aktivita v priabéhu skladovani narista, coz koresponduje i s trendem zmén
hladiny vitaminu C.
eObsah vitaminu C u vétSiny vzorkl Vv pribéhu skladovani vzrostl, coz mize byt
zpusobeno zménami spojenymi s dozravanim ovoce.
eObsah celkovych flavonoidi a polyfenoli vétsinou klesal s délkou uchovavani. U
nékterych druhii ovoce byl pozorovan opaény trend mezi obsahem vitaminu C a
celkovych flavonoidi a polyfenolt, je moZné, Ze tyto latky se mohou ve tkénich
vzajemné zastoupit.
ePro stanoveni katechini a flavonoid metodou HPLC/UV-VIS byly testovany kolony
s tfemi riznymi naplnémi. Jako nejlepsi byla vybrana kolona Zorbax Eclipse XDB-C18.
eFlavonoidy byly analyzovany v hydrolyzovanych vzorcich po ethylacetatové extrakci.
Testovani hydrolyzy vzorka i pro stanoveni katechini metodou HPLC vede K uvolnéni
vice druhii katechinu z glykosidicky vazanych forem ve tkanich, nedochéazi vsak
k vyznamnému nartstu koncentrace pievazné vétsiny derivati. Postup analyzy katechint
je korektni i bez uZiti hydrolyzy, pouze tento fakt musi byt uveden pii zpracovani a
diskutovani vysledkd.
eByl testovan vliv gradientové ¢&i izokratické eluce na kvalitu déleni jednotlivych
katechinti a flavonoidd. Pro kazdy druh ovoce i kaZzdou stanovovanou latku Ize nalézt
vhodnou korekci podminek méfeni, pro srovnavaci experimenty byla sohledem na
Casovou zatéz vybrana optimalizovana izokraticka eluce..
eObsah jednotlivych katechini a flavonoidl se ménil S dobou uchovavani rizné, a to jak
v zavislosti na podminkéch, tak i na druhu ovoce. Hodnoty celé skupiny latek v3ak byly
vzdy vyvazeny tak, Ze pokud byl u jednoho druhu zaznamenan pokles, u jiného derivatu
doSlo k vzestupu hodnoty. Plody si tak dlouhodobé udrZovaly aktivni ochranu pted
nepiiznivymi vlivy spojenymi se stresovymi podminkami.
eU jednotlivych antioxida¢nich enzymu byl také pozorovan antagonizmus ¢i
synergizmus, V kazdém druhu ovoce vSak vzajemné spolupracovaly jiné druhy enzymu.
Obecné byl zaznamenan pokles aktivity PPO vlivem skladovani.
eBylo zjisténo, ze vzorky, které béhem ¢trnacti dnd prvniho pokusu zplesnivély byly
kontaminovany pii manipulaci v prostoru uchovavani, ne v obchodni siti.
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Z uvedenych méfeni a vysledkl je ziejmé, ze ovoce je Zivy organizmus, ktery se brani
neptiznivym podminkam komplexnim regulovanym systémem antioxida¢ni ochrany. Pfi
nastaveni vhodnych podminek Ize docilit dlouhodobé Gchovy bez vyraznych ztrat na
biologické a vyzivové hodnoté.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

LDL low density lipoprotein

SOD superoxiddismutasa

CAT katalasa

PPO polyfenoloxidasa

LOX lipoxygenasa

PDA,DAD spektrofotometricky detektor diodového pole
ORAC oxygen radical absorbance capacity

FRAP ferric-reducing antioxidant power

HPLC high performance liquid chromatography

LC  kapalinova chromatografie

ESI-MS hmotnostni detektor s elektrosprejovou ioniza¢ni technikou
PVP  polyvinylpyroliden

ABTS celkova antioxida¢ni aktivita

NB  Nutrient Broth w/1% Peptone

JZ-a jablka zelena mrazena ve formé celych plodu

JZ-c jablka zelend mrazena ve formé mésicka bez impregnace
JZ-d jablka zelena mrazena ve formé mésicku s impregnaci
JZ-e jablka zelend mrazend ve form¢ diené

JZ-f  jablka zelena mrazena ve formé proslazené dien¢

JC-a jablka ¢ervend mrazena ve forme celych plodii

JC-c jablka ¢ervend mrazena ve forme¢ mésickli bez impregnace
JC-d jablka ¢ervena mraZena ve formé mésicka s impregnaci
JC-e jablka ¢ervend mrazena ve forme diené

JC-f jablka Cervena mrazena ve formé proslazené diené

H-a  hrozny mrazené ve formé celych plodi

H-b  hrozny mrazené ve formé celych impregnovanych plodi
H-e  hrozny mrazené ve form¢ diené

H-f  hrozny mrazené ve formé¢ proslazené dien¢

S-c  Svestky mrazené ve form¢ mésickl bez impregnace

S-d  Svestky mrazené ve form¢ mésickt s impregnaci

S-e  Svestky mrazené ve form¢ diené

S-f  Svestky mrazené ve formé proslazené diené

B-L  broskve skladované v laboratofi

B-S  broskve skladované ve sklepé

B-CH broskve skladované v chladnicce

B-M  broskve skladované v mraznicce

H-L hrozny skladované v laboratofi

H-S  hrozny skladované ve sklepé

H-CH hrozny skladované v chladniéce

H-M hrozny skladované v mraznic¢ce

S-L  Svestky skladované v laboratofi

S-S Svestky skladované ve sklepé

S-CH Svestky skladované v chladni¢ce

S-M  svestky skladované v mraznicce
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9 PRIiLOHY

Piiloha 1: Grafické shrnuti jednotlivych zavislosti métenych latek A

forma SOD CAT PPO LOX
zpracovani | [katal/g] | [katal/g] | [katal/g] | [katal/g]

Bortvky celé ~ ~ ~ ~
im. celé T~ J J~ J

dieit T~ J T~ T~

im. dfen T~ d T~ J~
Brusinky celé T~ I~ J )
im. celé T~ I~ J )

dieit T~ I~ 4~ T~
im. dien T~ d I~ )

Maliny celé ) I~ J~ T~
im. celé ) I~ d~ ~
dieit ) J 4~ )
im. dfen ) d T~ )
Jahody celé ) J J~ X
im. celé T~ I~ J~ )

dieit T~ I~ T~ T~

im. dien T I~ T T~

Vysvétleni pouzitych znakt pro toto i nasledujici graficka shrnuti:

J
Mo
1o
)
[ ]

vzrust hodnot
pokles hodnot
vzrust hodnot s kolisavym chodem
pokles hodnot s kolisavym chodem

kolisani hodnot bez zjevného pozitivniho ¢i negativniho sméru zavislosti

nelze ur¢it zavislost, hodnoty jsou pfilis odchylené

v souboru hodnot byla vylouc¢ena prvni namétena hodnota jako odlehla;

Vv zavorce je smér, jaka by méla zavislost s touto hodnotou
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Piiloha 2: Grafické shrnuti jednotlivych zavislosti métenych latek B

misto obsah | ABTS | vitamin | celkové celkové SOD CAT PPO LOX
skladovani | suSiny | [umol/g] | C [g/g] | polyfenoly | flavonoidy | [katal/g] | [katal/g] | [katal/g] [katal/g]
[9/g] [ma/g] [ma/g]
Broskve v laboratofi ~ X (V) J ~ ~ ) X (V) J )
ve sklepé ~ X (V) J ~ ~ ) X (V) J J
v lednici ™~ | ~{) I~ T~ T~ T~ I~ ({~) I~ I~
v mrazniéce ~ T J J J ) D) J T~
Svestky v laboratofi ~ ™) T~ T~ T~ T~ I () I~ ~
ve sklepé ~ () T~ T~ T~ T~ I () I~ ~
v lednici ~ ™~d) | T~ T~ T~ T~ T~ ({~) T~ T~
v mraznidce I~ @) T~ X T~ T~ T~ T~ T~
Hrozny v laboratofi ) () ) X X ) T () J J
ve sklepé ) ™) ) I~ I~ T~ JW) J I~
v lednici ~ ~d) | - J I~ T~ T~ (1~ T~ X
v mraznice ~ TH) ) J I~ T~ T~ T~ X
Jablka zelena v laboratofi T~ T~ I~
ve sklepé I~ T~ I~
v lednici ) T~ I~
v mrazniéce ~ D) T~ J I~ T~ I~ T~ I~
Jablka Cervena | v laboratori T~ T~ I~
ve sklepé T~ T~ X
v lednici ) T~ I~
v mraznicce ~ ) (~L~) T~ T~ I~ J T~ T~ ~
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Piiloha 3: Grafické shrnuti jednotlivych zavislosti métenych latek C

forma obsah ABTS vitamin celkové celkové SOD CAT PPO LOX
zpracovani | suSiny | [umol/g] | C [g/g] polyfenoly | flavonoidy | [Kkatal/g] [katal/g] [katal/g] [katal/g]
[9/g] [ma/g] [ma/g]
Jablka zelena mésicky ~ T~ T~ T~ I~ J I~ I~ I~
im. mesicky ~ ) (~L~) T~ T~ I~ I~ I~ T~ J
dieit ~ T~ T~ { { T~ I~ ) {
im. dfen ) T~ ) 3 I~ 3 I~ ) 3
Jablka ¢ervena mésicky ~ T () T~ ~ J J I~ T~ ~
im. mésicky ~ ) (~L~) T~ ) J ~ I~ T~ ~
dieit ~ T~ T~ I~ I~ { { ) I~
im. dfen ) T~ I~ { { { I~ ) {
Hrozny celé ) D) T~ J T~ ) I~ T~ I~
im. celé ) T~ T~ X I~ T~ T~ T~ I~
dieit ™~ | T~ ) 3 3 ) {~ ) I~
im. dfen ) T~ ) { { ) { ) I~
Svestky mésicky ) T~ ) { { T~ I~ T~ {
im. mesicky ) ) (~L~) T~ J J ) ~ I~ I~
dieit ) T~ ) { { ) ~ I~ {
im. dfen ™~ | Ty T~ 3 3 T~ ) T~ T~
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Piiloha 4: Grafické shrnuti jednotlivych zavislosti métenych latek D

misto
skladovani

katechin
[na/d]

epikatechin
[ng/g]

katechin-
galat
[no/d]

epikatechin
-galat
[ng/g]

rutin
[ma/g]

morin
[na/d]

quercetin
[na/g]

kaempferol
[na/g]

prokyanidin
[ug/g]

chlorogenova

kyselina
[uo/g]

floridzin
[na/d]

Broskve

v laboratofi

ve sklepé

v lednici

v mrazni¢ce

Svestky

v laboratofi

ve sklepé

v lednici

v mrazniéce

Hrozny

v laboratofi

ve sklepé

e e e R R R e i

v lednici

v mrazni¢ce

e e e R R e R ke i B R

||| | | | | o |||«

D R Rl R R R R e R R B B

U X || o x |||« |«

|| | | | | | o

X || €| €| €| | <[ <[« | || <

1 ||| | | | | | >

|| || | | | | | | |«

<—| X

R R R R R e e I e A R

R R R B R e e kR E R
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Ptiloha 5: Grafické shrnuti jednotlivych zavislosti méfenych latek E

forma
zpracovani

katechin
[ng/g]

epikatechin
[ng/d]

katechin-
galat
[no/g]

epikatechin-
galat [g/g]

rutin
[ug/g]

morin
[no/g]

quercetin
[ng/d]

kaempferol
[ng/g]

prokyanidin
[ng/g]

chlorogenové
kyselina
[ng/g]

floridzin
[no/g]

Jablka
zelend

celé plody

T

T

{

{

T

T

{

{

T

T

T

mesicky

T

im.
mésicky

l

dien

im. dfen

Jablka
cervena

celé plody

mesicky

im.
mesicky

dien

im. dfen

Hrozny

celé

im. celé

dien
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Ptiloha 6: : Detailni pohled na chromatogramy z tii testovanych kolon pro vyhodnoceni
nejlepsi kvality déleni (katechiny-jablka Cervend)
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Ptiloha 7: Srovnani tfi testovanych kolon na kvalitu déleni katechinti v extraktu z jablek
zelenych po hydrolyze

™
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Ptiloha 8: Srovnani tfi testovanych kolon na kvalitu separace flavonoida z extraktu hrozni

]

— CA\Garity\JitkaFpy idy idy-Kinetex-Ha-2x
— CA\Garity\JitkaFp y y-moje-H-2x
— Ci\Clarity\JitkaRpokus kolon\flavonoidy\Flavonoidy-Hlic-H-2x
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Ptiloha 9: Chromatogramy separace katechinii bez hydrolyzy (Cerna linie) a s hydrolyzou
(Cervena linie) na kolon€ Kinetex 2,6 n C18 100A v extraktu hroznti
[rv]
siny — CClartytkaF nokus kolonikatechiny K atechiny-Kinetex-H
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Time:
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Ptiloha 10: Chromatogramy separace katechinli bez hydrolyzy (¢erna linie) a s hydrolyzou

(Cervena linie) na kolon¢ Kinetex 2,6 p C18 100A v extraktu zelenych jablek

[m¥]
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Ptiloha 11: Chromatogramy separace katechini na kolon¢ Zorbax Eclipse XDB-C18 s
pouzitim hydrolyzy (Cervena linie) a bez ni (Cerna linie) u extraktu jablka cerveného
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Ptiloha 12: Ukazka vyhodnocovaciho programu k soustavé LC/PDA/ESI-MS pro vzorek
jablek cervenych, ve kterych byly méteny katechiny po provedené hydrolyze
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Ptiloha 13: Srovnéni identifikovanych latek ve vzorcich metodou LC/PDAJESI-MS

RT [min] | pocet m/z zndmé latky z MS
H-K (1SO) 2,98 4
3,17 9
3,69 4 Kve 3,3’-dimetyleter
4,15 5 Kve 3,3’-dimetyleter
H-K+ 4,05 6 Kve 3,3’-dimetyleter
(1SO) 4,15 5 Kve 3,3’-dimetyleter
JC-K (I1SO) 3,14 4 Techtochrysin
3,88 9 Isorhamnetin (Kve 3-metyleter), xanthohumol C
4,8 6 Isorhamnetin (Kve 3-metyleter), Kve 3,3’-dimetyleter
JC-K+ 5,17 22 Eriodictyol
(ISO) 5,6 18 Xanthohumol C
6,12 12 Kve 3,3’-dimetyleter
7,12 19 p-kumarova kyselina, pinocembrin
7,8 25 Kéavova kyselina, 6-,8-prenylnaringenin
(desmetylxanthohumol)
JZ-K (I1SO) 2,95 8
3,13 10 Kéavova kyselina
4,15 10 Kve 3,3’-dimetyleter
JZ-K+ 2,58 12 Morin (quercetin, hesperetin), katechin-galat
(ISO) (epikatechin-galat), rutin
2,88 11 6-,8-prenylnaringenin (desmetylxanthohumol)
H-K (G) 6,96 17 Kéavova kyselina, xanthohumol
H-K+ (G) 9,47 21 Kéavova kyselina
JC-K (G) 6,19 22 Techtochrysin, 8-methoxykaempferol, Isorhamnetin (Kve 3-
metyleter)
7,53 24 Techtochrysin, kyselina chlorogenova
8,4 24 6-,8-prenylnaringenin, xanthohumol B
JC-K+ (G) 4,55 24 Vanilinové kyselina, genkwanin, myricetin
5,03 22 Vanilinovéa kyselina, pinocembrin, katechin-galat
(epikatechin-galat)
5,51 25 Eriodictyol, kve 3,3’-dimetyleter
11,47 27 Kéavova kyselina, 5,7-di-O-Me-8-prenylnaringenin (4-O-
metylxanthohumol)
JZ-K (G) 4,93 24 Apigenin (galangin), Kve 3,3’-dimetyleter, xanthohumol C,
prenylxanthohumol, rutin
5,95 27
6,38 23 p-kumarova kyselina, 6-,8-prenylnaringenin
(desmetylxanthohumol), 3-geranylchalkonaringenin (+ dalSi
derivaty naringeninu)
11,75 28 Luteolin (kaempferol), katechin (epikatechin), kyselina
chlorogenové, 5,7-di-O-Me-8-prenylnaringenin (4-O-
metylxanthohumol), rutin, delphimidin
JZ-K+ (G) 2,76 15
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RT [min] | pocet m/z zndmé latky z MS
H-F (1SO) 2,51 24 Salicylova kyselina, kdvova kyselina, pinocembrin, kve
3,3’-dimetyleter, xanthohumol B (D)
2,94 15 Kéavova kyselina, chrysin, 5,7-di-O-Me-8-prenylnaringenin
(4-O-metylxanthohumol)
H-F (G) 2,5 23 Vanilinové kyselina, genkwanin
2,98 21 Pinocembrin, genkwanin, 6-,8-prenylnaringenin
(desmetylxanthohumol), kyselina chlorogenova, rutin
4,77 13 p-kumarova kyselina, vanilinova kyselina, katechin
(epikatechin), 6-,8-prenylnaringenin
(desmetylxanthohumol)
55 17 Techtochrysin, 6-,8-prenylnaringenin
(desmetylxanthohumol), rutin
5,87 15 Pinocembrin, xanthohumol C
7,3 18 Kyselina galova, kea 3-metyleter, xanthohumol C
8,25 18 Eriodictyol, 6-,8-prenylnaringenin (desmetylxanthohumol)
11,91 22 Prenylxanthohumol
JC-F (ISO) 39,52 21 Salicylova kyselina, kdvova kyselina, 8-
methoxykaempferol, isorhamnetin (kve 3-metyleter),
xanthohumol C a E
41,16 22 Salicylova kyselina, kdvové kyselina, luteolin (kaempferol),
xanthohumol C
44,75 30
46,51 18 Protokatechinova kyselina, genkwanin, kea 3-metyleter,
isorhamnetin (kve 3-metyleter)
48,75 25 Chrysin, kea 3-metyleter, 5,7-di-O-Me-8-prenylnaringenin
(4-O-metylxanthohumol), 3-geranylchalkonaringenin (+
dal$i derivaty naringeninu), delphimidin
51,64 22 Kavova kyselina, kea 3-metyleter, isorhamnetin (kve 3-
metyleter), prenylxanthohumol
JC-F (G) 4,46 17 p-kumarova kyselina, 8-methoxykaempferol
5,35 14 Chlorogenova kyselina
6,14 25 p-kumarova kyselina, xanthohumol C, chlorogenovéa
kyselina
9,08 25 Genkwanin, isorhamnetin (kve 3-metyleter), chlorogenova
kyselina, delphimidin
12,71 21 Chlorogenové kyselina
JZ-F (ISO) 5,94 20 p-kumarova kyselina, kve 3,3’-dimetyleter, 3-
geranylchalkonaringenin (+ dalSi derivaty naringeninu)
7,15 19 Eriodictyol, kea 3-metyleter, xanthohumol E
11,8 20 Kavova kyselina, xanthohumol E, rutin
JZ-F G) 3,16 4
3,77 14 Katechin (epikatechin), kea 3-metyleter, 6-,8-
prenylnaringenin (desmetylxanthohumol), xanthohumol C
4,14 18 Pinobanksin (naringenin), xanthohumol B (D)
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Vysvétleni pouzitych znaku pro vyse uvedenou tabulku:

H hrozny

JC jablko Cervené

JZ jablko zelené

-K uprava vzorku a podminky méfeni na katechiny

-K+ Uprava vzorku a podminky méfeni na hydrolyzované katechiny
-F uprava vzorku a podminky méfeni na flavonoidy

(1SO) izokratické podminky eluce

(©)) gradientové podminky eluce

RT retenCni Cas

pocet m/z pocet naméfenych hodnot (hmota/naboj) v jednom piku z PDA
tuéné hodnoty, které¢ byly méteny metodou HPLC v prubéhu celého pokusu

Piiloha 14: Zdznam hmotnostniho spektra (full scan) jablka ¢erveného, ve kterém byly
méteny katechiny bez piedchozi provedené hydrolyzy

CERVEMEjahlko_katechiny_ovochaklQLOMNA 4I2702010 2:05:32 P 27.4.2010
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Piiloha 15: Uké&zka chromatogramu z PDA a hmotnostniho spektra pro vzorek jablka
Cerveného, ve kterém byly méfeny katechiny po provedeni hydrolyzy (vybér m/z pro jeden
vybrany pik z chromatogramu)
Clcalibun. WABLKOcerveneHZDROLYZA 1173012009 2:41:27 PM RADEGAST min. frv. do 8.5, 2010
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Piiloha 16: Ukézka full scan MS spekter pro déleni nehydrolyzovanych katechini ve

vzorkd hroznti pti izokratickych podminkéach

HROZNY kateching_ovocnakOLONA_100427150436 435 RT. 313 AV 1 ML 1.93E5 @
T:+ ¢ ESIFull mg [100.00-2000.00]
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Ptiloha 17: Ukazka chromatogramu z HPLC/UV-VIS pii méfeni katechini v
neimpregnovanych mésickach Svestek
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Piiloha 18: Ukézka chromatogramu z HPLC/UV-VIS pii méfeni flavonoidd zelenych
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Piiloha 19: Ukazka plisné, ktera vyrostla na tekutém bramborovo-Skrobovém médiu po
zaoCkovani vzorkem z broskve skladované v laboratofi
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Piiloha 20: Morfologické a mikroskopické znaky plisni narostlych na tuhych médiich po
zaoCkovani vzorkem z broskve ulozené v laboratofi
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Piiloha 21: Ukézka plisni, které narostly na tuhych mediich po expiraci na vzduchu v
mistech skladovani vzorkti (v laboratofi, ve sklepé, v lednici)

Poznamka: Prvni miska byla expirovana v laboratofi (obrazek vedle ni je pohled na tutéz
misku zespodu). Druha miska byla expirovana ve sklepé (obrazek vedle ni je opét pohled
zespodu). Na spodnich dvou miskach jsou vyfoceny plisné narostlé na agarech expirovanych
v lednici.
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Priloha 22: Ukédzky mycélii n€kterych nakultivovanych plisni
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