VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIi

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

VLIV PODMINEK UCHOVAVANI NA OBSAH BIOLOGICKY AKTIVNICH
SLOZEK
V PLODECH JABLEK.

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE JITKA DVORAKOVA
AUTHOR

BRNO 2008



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

N
%
S

%
7~

FAKULTA CHEMICKA
USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

@

FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

/ﬂ

VLIV PODMINEK UCHOVAVANI NA OBSAH
BIOLOGICKY AKTIVNICH SLOZEK
V PLODECH JABLEK.

INFLUENCE OF STORAGE CONDITIONS ON CONTENT OF BIOLOGICALLY ACTIVE
SUBSTANCES
IN APPLE FRUITS.

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE JITKA DVORAKOVA

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. RNDr. IVANA MAROVA, CSc.
SUPERVISOR

BRNO 2008



Vysoké u€eni technické v Brné
Fakulta chemicka
L/ Purkynova 464/118, 61200 Brno 12

-/

7

LA

7z

Zadani bakalarské prace

Cislo bakalarské prace FCH-BAKO0178/2007 Akademicky rok: 2007/2008
Ustav Ustav chemie potravin a biotechnologii

Student(ka) Dvorakova Jitka

Studijni program Chemie a technologie potravin (B2901)

Studijni obor Potravinarska chemie (2901R021)

Vedouci bakalarské prace doc. RNDr. lvana Méarova, CSc.

Konzultanti bakalarské prace

Nazev bakalarské préace:
Vliv podminek uchovavani na obsah biologicky aktivnich slozek

v plodech jablek.

Zadani bakalarske prace:

1. ReSerse - prehled biologicky aktivnich latek v jablcich, stabilita, metody stanoveni.

2. Piehled zplsob dlouhodobého uchovavani jablek

3. Vliv ochranné atmosféry na obsah vybranych vitamind, provitamind a dalSich aktivnich latek

v plodech jablek.

Termin odevzdani bakalarskeé prace: 30.5.2008
Bakalafské prace se odevzdava ve tfech exempléfich na sekretariat dstavu a v elektronické
formé vedoucimu bakalarské prace. Toto zadani je pfilohou bakalafské prace.

Jitka Dvorakova doc. RNDr. lvana Marov4, CSc.
student(ka) Vedouci prace Reditel Ustavu
V Brné, dne 1.12.2007 doc. Ing. Jaromir Havlica, CSc.

Dékan fakulty



ABSTRAKT

V predlozené bakalafské praci jsou popsdny antioxidanty vyskytujici se ve stravé a jejich
ucinky na lidsky organismus. Dale jsou shrnuty Ccinitele znehodnocovani ploda jablek
v prubehu skladovéani a moznosti ochrany proti nim.

V praktické casti byly nejprve kalibrovany a validovany metody stanoveni enzymu
superoxiddismutasy (SOD), katalasy a polyfenoloxidasy (PPO) v jablkach. Po nalezeni
vhodnych metod byly uvedené enzymy zméieny v jablkach zpracovanych pod tekutym
dusikem po 158 dnech skladovani v normalni nebo v modifikované atmosfére. Také byla
provedena kvantitativni a kvalitativni analyza bilkovin v jablkach. Dale byly ve zamrazené
surové $taveé zméteny nékteré nizkomolekularni antioxidanty (celkové polyfenoly, celkové
flavonoidy a vitamin C) a celkova antioxidacni aktivita. Tyto hodnoty byly porovnany
s hodnotami naméfenymi v plodech ihned po sklizni. V posledni ¢asti bylo provedeno umélé
zaplisnéni  jablek a  sledovala  se  uspéSnost uchyceni  mikroorganismd.

ABSTRACT

This study deals with antioxidants in diet and their effects on human organism. Further, it
summarizes the agents affect the quality of apples in the course of long-term storage and it
outlines the possibility of defence against them.

In the experimental part methods of determination of antioxidant enzymes superoxid
dismutase (SOD), catalase and polyphenol oxidace (PPO) in apples were introduced. The
enzymes were measured in apples tissues in liquid nitrogen after 158 days in normal or
modified atmosphere. In Apple the quantitative and qualitative analysis of proteins was
realized. Further, some low molecular antioxidants (total phenolics, total flavonoids and
vitamin C) as well as total antioxidant status were measured in frozen raw juice. This values
were compared with values from apples analyzed immediately after the harvesting. Artificial
inoculation with fungi was made in the last part and the fruitfulness was observed.

KLICOVA SLOVA

Jablka, antioxidanty, celkova antioxida¢ni aktivita, antioxida¢ni enzymy, SOD, katalasa, PPO,
plisné
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1 Uvob

Aerobni organismy potiebuji kyslik nezbytné ke svému pteZiti. Je zdsadnim oxidacnim
¢inidlem mnoha biochemickych procest, zvlasté pak dychaciho fetézce. Paradoxem vsak je,
ze je kyslik pro aerobni organismus toxicky. Dilezitym faktem je generace volnych radikald,
které maji vliv na velké mnozstvi procesti poc¢inaje fyziologickym starnutim a konce celou
fadou onemocnéni, zvlasté pak rakovinou.

Organismus si proto musel logicky vyvinout U¢innou obranu proti nezaddoucim vliviim
kysliku. Tato obrana spociva ve vytvofeni komplexniho antioxida¢niho systému, ktery
zahrnuje celou fadu latek se schopnostmi vychytavat nezadouci produkty oxidac¢nich a jinych
procesti. Cast antioxidantil (zejména enzymovych) je produkovana pfimo v organismu, ¢ast je
tteba dodavat s potravou.

Bézna strava je zdrojem zejména nizkomolekularnich antioxidantli, které jsou zapojeny ve
vzajemné propojenych reakcich antioxida¢niho komplexu. Proto se v soucasné dob¢ klade
tolik diirazu na spravné navyky stravovani a vhodnou zivotospravu. Do bézné stravy by mélo
byt zahrnuto velké mnozstvi tak zvanych funkénich potravin, které obsahuji dostatecné
mnozstvi antioxidantd.

Jablka jsou vyznamnym zdrojem antioxidacnich latek. Obsahuji nejen nizkomolekularni
antioxidanty ale i enzymy. Navic jsou tuzemskou surovinou, kterd je dostupnd pro Sirokou
vefejnost a tudiz je zajem zjistit pfiznivé ptisobeni konzumace jablek na lidsky organismus.
Prevazna vétSina produkce jablek (az 90 %) je skladovano. Je obecné znamo, Ze pfi
dlouhodobé¢jsim skladovani ztraci plod pekny vzhled, nékdy i chut’ a vini. Cilem soucasné¢ho
technologického vyvoje je zajisténi takovych podminek skladovani, aby kvalita plodt a obsah
aktivnich latek byl uchovan v plodech co nejdéle. Jednim z ptistupd je i vyuziti modifikované
skladovaci atmosféry.

Z posledni uvedené problematiky vyplyva v podstaté i cast cile této prace. Klade si za ukol
ptehledné shrnout a rozdélit antioxidaéni latky podle uc¢inku pisobeni a také podle fyzikalné-
chemickych vlastnosti (hlavné podle molekulové hmotnosti). Déle rozd€luje rizika skladovani
podle plvodcl znehodnoceni a nastifiuje obranu proti nezddoucim vlivim (metody
konzervace). V neposledni fad¢€ si klade za cil zhodnotit vliv ochranné atmosféry na obsah
antioxidantl v plodech a také jeji vliv na vnimavost viici plisnové infekci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nepriznivé vlivy radikali na lidsky organismus

Denn¢ na lidsky organismus ptlisobi spousty nepfiznivych vlivi, at’ uz diky zivotniho stylu
(kouftenti, piti alkoholu,...) nebo béznych ¢innosti pottebnych k pteziti (dychani, stravovani,..).
Pro vSechny aerobni organismy je kyslik esencidlnim prvkem. Pfi oxidacnich reakcich se
uvolnuji nezadouci volné kyslikové radikaly, které se s nejvétsi pravdépodobnosti podili na
vzniku fady degenerativnich onemocnéni a biologickém starnuti. Proto se organismus chrani
vicetroviiovym antioxidaénim systémem. Radu tzv. antioxidantd si ¢lovék dokaze vyrobit,
nekteré musi piijimat jako slozky potravy [1].

2.1.1 Volné radikaly

Jako volny radikal se oznacuje molekula, atom nebo jejich fragmenty, ktery ma jeden nebo
vice neparovych elektronti a je schopen samostatné existence [2]. Jelikoz ma lichy pocet
elektroni, je vysoce reaktivni a miiZe iniciovat fadu fetézovych reakci v organismu. Navic ma
schopnost poskozovat dulezité buiikky (buiiky DNA) a bunécné membrany [3].

e Superoxidovy radikal (-O; )[3]

Superoxidovy radikal vznikd redukci O, pfi metabolickych déjich a zptsobuje peroxidaci
lipoproteint a lipidfi. Obranu proti tomuto radikalu tvofi enzym superoxiddismutasa, ktery ho
pfeméni chemickou reakcei na peroxid vodiku.

e Hydroxylovy radikal (-OH ) [3]

Hydroxylovy radikal vznika redukci peroxidu vodiku nebo ucinkem superoxidu. Plsobi
lipoperoxidaci, oxidaci proteinli a mutace pii syntéze DNA 1 RNA, coz pravdépodobné vede
ke vzniku rakoviny.

o Alkoxylovy radikal (-OR) [3]

Alkoxylovy radikal vznika pii §tépeni molekul organickych hydroperoxidl a poskozuje tkané
podobné jako vySe popsané radikaly.

e Peroxylovy radikal (-OOR) [3]

Peroxylovy radikél vznika odstranénim atomu vodiku z hydroperoxidl a vytvaii se ve velkém
mnozstvi pfi vzniku peroxidi z mastnych kyselin, které obsahuji dvojnou vazbu oddélenou
methylovou skupinou. Tento radikal je jednim z hlavnich ¢initelli zpasobujicich peroxidaci
lipidt.

e Oxid dusnaty (-NO)

Oxid dusnaty vznikd bud’ pisobenim enzymt na L-arginin nebo neenzymaticky [4].Tento
volny radikal plisobi baktericidng, poskytuje ochranu organismu proti prvokliim, zapojuje se
do procesu nespecifické imunity, reguluje krevni tlak a inhibuje rozvoj nadorového bujeni.
Svymi funkcemi se vymyka ostatnim béZnym volnym radikalim.



2.1.2 Poskozovani buiiky a biomolekul volnymi radikaly

Podstata vzniku komplexni choroby spo¢ivda v mnohonasobném naruseni struktur a funkei
bun¢k a biomolekul. PoSkozeni bunck chemickymi oxidanty milze probihat dvéma
mechanismy:

a) ptrimo: chemicka latka (hydrofilni) se vaze pifimo na biomolekulu nebo organelu,

b) nepifimo: chemicka latka (lipofilni) se v téle transformuje na toxickou formu a ta

nasledné reaguje s biomolekulami.

Biomolekuly lipidii jsou nejcastéji poskozeny peroxidaci polynenasycenych mastnych
kyselin, pfi které vznikaji karcinogenni aldehydy, hydroperoxidy a fada dalSich nezadoucich
latek. PoSkozeni lipidti vede ke znehodnoceni funkce i integrity biomembran.
U bilkovin jsou nejvice néachylné na plisobeni volnych radikdl postranni fetézce
aminokyselin. Pfi zmén¢ struktury bilkovin vznikaji autoimunitni reakce. K dalsimu
znehodnocovani proteinti dochazi rovnéz peroxidaci.
Hydroxylovy radikdl reaguje také s nukleovymi kyselinami, zmény v téchto molekulach
pusobi chybné parovani bazi pti syntéze DNA a RNA a tim mutace v genetické informaci,
pripadné karcinogenezi [5].

2.2 Obrana organismu proti radikalim

Organismus se musi s eventuelnim poskozenim volnymi radikaly néjak vyrovnat a k tomu mu
slouzi systém antioxidacni obrany. Za antioxidant se mize povazovat kazda latka, kterd brani
reakci reaktivniho metabolitu s jinou latkou za vzniku relativné stabilnich netoxickych
produktu [3].

Antioxidacni obranu lze rozd¢lit na zprostfedkovanou enzymy nebo nizkomolekularnimi
latkami a dale na primarni, sekundérni a terciarni.

2.2.1 Primarni antioxida¢ni systém

Ukolem priméarnich antioxidantd je branéni vzniku novych reaktivnich metaboliti kysliku
eliminaci iontl pfechodnych kovi, chelataci nebo inhibici enzymu, které katalyzuji tvorbu

vavavava

transferin, laktoferin, ceruloplazmin, albumin, ferritin) [6].
2.2.2 Sekundarni antioxidac¢ni systém

Funkci sekundarnich antioxidanti je odstrafiovat jiz vzniklé volné radikaly. Dle mechanismu
se sekundarni antioxidanty d€li na scavengery (pfeménuji volné radikaly na neradikalové
molekuly), trappery (pfeménuji radikaly na relativné stabilnéjsi reaktanty) a quenchery (pfimo
zhasi volné radikaly). Z biologického hlediska je Ize rozdélit na enzymy (struktura a funkce
jednotlivych skupin je popsana v kapitole 2.4) a nizkomolekuldrni latky. Mezi
nizkomolekularni sekundarni antioxidanty se fadi naptiklad vitaminy (hydrofilni — B, C, H, U
1 lipofilni — A, D, E, K, karotenoidy), flavonoidy, polyfenoly, porfyriny, glukosinolaty,
koenzym Q, glutathion, bilirubin, kyselina mocova, atd [7].
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2.2.3 Terciarni antioxidacni systém

ey e

Cely terciarni systém se sklada z ttech skupin enzymd:

a) opravné enzymy DNA: tyto enzymy mohou poskozeny usek DNA opravit, odstranit
nebo pouze obnovit jeho funkci.

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

c) lipolytické enzymy: tato skupina enzymil S$tépi poskozené lipidy podobné jako
proteolytické enzymy defektni proteiny [8, 9].

2.3 Nékteré nizkomolekularni antioxidanty

Rada nizkomolekularnich antioxidantil patfi mezi vitaminy nebo provitaminy. Vitaminy jsou
nizkomolekuldrni organické slouceniny, jejichz mnozstvi v organismu je malé, ale maji
vyznamné biologické ucinky. Lidsky organismus si je syntetizovat neumi, jsou pro n¢j
esencidlni. Mohou je vSak syntetizovat n€které mikroorganismy, které osidluji vnitini organy
¢lovéka (naptiklad stfevni bakterie). Vitaminy lze GspéSné délit do dvou skupin, na hydrofilni
a lipofilni (A, D, E, K).

Provitaminy jsou latky, které samy nevykazuji fyziologické ucinky, ale mohou slouzit jako
prekursory syntézy vitamind [10].

2.3.1 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je zakladni biologicky aktivni sloufeninou vitaminu C. M4 Ctyfi
stereoisomery, aktivitu vSak vykazuje pouze kyselina L-askorbova. Nejvétsi vyskyt této latky
byl zjistén v ovoci a zeleniné (zvlasté pak v pomerancich ¢i rajéatech), 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.

Kyselina askorbovd se podili predev§im na biosyntéze kolagenu v organismu, dale na
syntézach plostaglandinii, mukopolysacharidl, stimulaci transportu sodnych a draselnych
iont, metabolismu cholesterolu, atd. K antioxidantim se fadi pfedevSim diky reakcim
s aktivnimi formami kysliku (s volnymi radikdly). Zabezpefuje ochranu vitaminu E ¢i
kyseliny listové pied oxidaci a chrani lipidy v membranach [11, 12, 13].

2.3.2 Tokoferoly

Tokoferoly jsou derivaty chromanu, jejichZ spolecnym zdkladem jsou tokol a tokotrienol, a
které tvofi vitamin E. Tento vitamin tvofi ochranu nenasycenych mastnych kyselin u
eukaryotickych bun¢k pied poskozovanim volnymi radikaly, hlidd integritu biomembran
(cytoplasmatickych i organelovych) a zabrafiuje 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 [13, 7].
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2.3.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou zluté, oranzové a vyjimecné také zluto-zelené a Cervené rostlinné pigmenty
hub, fas, mikroorganismli a zivoc€icht, pfevazné lipofilni povahy. Za svoji barevnost vdéci
fetézci konjugovanych dvojnych vazeb. D¢Eli se na dvé hlavni skupiny, na karoteny a
xantofyly (kyslikaté slouc¢eniny odvozené od karotenll). Nejvyznamnéjsi jsou lutein, lykopen,
B-karoten, o-karoten, astaxanthin a kryptoxanthin. B-karoten je vychozi strukturou pro vznik
retinolu, ktery je obsazen ve vitaminu A.

Jelikoz maji lipofilni povahu, mély by byt pfijimany v potravé spolecné s tuky. Plisobi
podobné jako tokoferoly, zhdsi singletovy kyslik i jiné volné radikdly a maji také
antikancerogenni vlastnosti [13].

2.3.4 Polyfenoly

V rostlinach se vyskytuji strukturné velmi rizné fenolové slouceniny. NejbéZznéjSimi
polyfenoly jsou flavonoidy, fenolové kyseliny a ligniny. Tyto latky chrani lipoproteiny
s nizkou hustotou pfed oxida¢ni modifikaci (zdsadni vyznam pii rozvoji aterosklerozy), dale
snizuji riziko infarktu myokardu snizovanim tvorby krevnich srazenin a také se uvazuje o
antikancerogennim Uc¢inku [14, 15].

Na celkovém piijmu polyfenolt se podili asi ze dvou tietin flavonoidy. Zakladni struktury
flavonoidt jsou: katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly,
anthokyanidiny, chalkony a dihydrochalkony, aurony a izoflavonoidy. Tato skupina latek ma
Siroké uplatnéni v antioxida¢nim systému. ZlepSuji vstfebavani minerdlii a vitamind, jsou
antikancerogenni, snizuji tvorbu oxidovanych lipoproteinti a lipidd, ni¢i volné radikaly,
mohou vazat a inaktivovat nékteré prooxida¢ni kovové ionty, atd [16, 17].

2.3.5 Glukosinolaty

Glukosinolaty tvofi vyznamnou skupinu sekundarnich metaboliti mnoha rostlin. Jsou
zodpovedné za typické Stiplavé aroma kienu, fedkve, hoicice, semen fepky, n¢kterého koteni,
atd. Zajem o né vychazi z epidemiologického a experimentalniho pozorovani, které ukazuje,
ze brukvovita zelenina (hlavkové zeli, kapusta, brokolice) poskytuje mimoiadné silnou
ochranu proti rakoving plic a gastrointestinalniho traktu [18, 19].

2.3.6 Porfyriny

Mezi derivaty porfyrinu se fadi chlorofyl, hemoglobin a nékteré enzymy. Jsou schopné
vychytavat kyslikové radikaly, které jsou produkovany mutageny, proto jsou velmi aéinnym
antimutagenem (v nekterych testech dokonce siln¢€ ptedcili kyselinu askorbovou, tokoferol,
glutathion, atd.) [20].

2.4 Enzymy

Z chemického hlediska jsou enzymy bilkovinné makromolekuly, které maji schopnost
katalyzovat chemické reakce (snizuji aktivacni energii reakce, neposunuji ovSem rovnovahu
ve prospéch produktii ani reaktantll). AvSak ve srovnani s chemickymi katalyzatory maji

woevr

(minimalizace vedlej$ich produktit) [21].
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2.4.1 AKktivni centrum

Aktivni centrum, nebo-li aktivni misto, je oblast, kterd vaze substrat a kofaktor, a zaroven
obsahuje katalytické skupiny zodpovédné za tvorbu a Sté€peni vazeb. Je to trojrozmérné oblast
tvofend postrannimi fetézci vybranych zbytkil aminokyselin a zaujima pomérné malou ¢ast na
povrchu molekuly enzymu. V soucastné dob¢ se uvazuje o dvou modelech aktivniho centra.
Model Emila Fischera z roku 1890 vysvétluje specifitu aktivniho mista modelem ,,zamku a
klice*. Tzn., ze centrum neobsazené¢ho enzymu (enzymu bez navazaného substratu) je tvarove
pIn¢ komplementarni s tvarem potencionalniho substratu. Substrat s mensi odliSnosti ve tvaru
se jiz do tohoto aktivniho mista neni schopen navazat. Tato uvaha vSak funguje pouze pro
urcitou skupinu enzymu.

Daniel E. Koshland v roce 1958 vymyslel model ,,indukovaného ptizpisobeni. Uvazoval, zZe
v klidovém stavu enzym nema pevné dany tvar, ale méni ho az po vazb¢ se substratem. Proto
jsou nékteré enzymy schopny vazat nejen jeden substrat, ale celou fady homologli (napf.
alkoholdehydrogenasa) [22].

2.4.2 Vazby enzymu se substratem

Enzym se substratem vytvari komplex vazany nekovalentnimi vazbami. Jedna se o van der
Waalsovy sily, elektrostatické sily, vodikové mitistky a hydrofébni interakce. Pokud by se
substrat k enzymu vazal kovalentné, byla by tim znemoZnéna regenerace enzymu pfi
fyziologickych podminkéch lidského téla. Pii nedostatku jednoho z celé fady enzymu by se
zastavila katalyza dané reakce a po delSi ¢i krat§i dobé by zifejmé& nastala smrt. Timto
mechanismem plisobi na lidsky organismus naptiklad hadi a pavouci jedy.

Van der Waalsovy sily se vytvareji mezi vSemi atomy, které nejsou spojeny kovalentni
vazbou a nepiekracuji navzajem mezi sebou limitni vzdalenost (soucet van der Waalsovych
poloméril), kdy se jiz zacinaji siln¢ odpuzovat. I kdyz jsou tyto sily velmi slabé, v molekule
zastavaji vyznamnou roli. Povrch enzymu je totiz relativné velky a velké mnozstvi atomt je
vazano timto zptuisobem. Proto ve vysledné bilanci maji tyto sily velky vliv na prostorovou
strukturu komplexu enzymu se substratem.

Elektrostatickeé sily, nebo-li coulombické sily, jsou pfitazlivé a odpudivé interakce mezi
nabitymi nebo dipolarnimi ¢astmi biomolekul. Pfitazliva sila mezi dvéma néboji se prudce
zmenSuje se vzdalenosti mezi nimi. V nepfitomnosti vody jsou tyto interakce velmi silné
(naptiklad pevnost mramoru), ve vod¢ jsou velmi slabé, jelikoz jsou nabité skupiny chranény
interakcei s vodou.

Vodikové mustky jsou intermolekuldrni nebo intramolekularni vazby mezi vodikem a
elektronegativnéj$im donorem elektronii (kyslikem, dusikem, fosforem...). Vazba se tvofi,
kdyz se vodik dostane mezi dva vhodné atomy. Nejpevnéjsi je tehdy, kdyz jsou vSechny tii
atomy v jedné linii.

Hydrofobni interakce se tvoti ve vodnych roztocich, kde dochazi k seskupovani nepolarnich
molekul s cilem minimalizovat kontakt s vodou. Tento slabé endotermni proces doprovazeny
vzrastem entropie je hlavni hnaci silou pro svinovani molekul biopolymerti. Hydrofobni cast
molekuly se stahuje dovnitt komplexu a hydrofilni ¢ast tvoii povrch [22].
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2.4.3 Enzymova specifita

Diilezitou vlastnosti enzymu je jejich specifita pro dany substrat nebo pro danou reakci. Ta je
dana architekturou aktivniho mista a nekovalentnimi vazbami.

Reak¢ni specifita enzymu znamena, Ze je schopen vazat substrat, ktery muze podléhat
nékolika enzymaticky katalyzovanym reakcim s rtiznymi produkty a katalyzuje pouze jednu
zmoznych reakci. VéEtSina enzyml vykazuje jen jeden typ reakéni specifity, jsou vsSak i
enzymy, které katalyzuji soucasné vice typli chemickych pfemén substratu (pf. RUBISCO —
karboxylasa a oxygenasa).

Substratova specifita mize byt Siroka (napiiklad hexokinasa katalyzuje fosforylaci mandsy,
glukosy 1 fruktéosy ve svalech) nebo uzka. Dale se klade diiraz i na stereospecifitu (u
chirdlnich molekul) a geometrickou substratovou specifitu. Geometricky specifické enzymy
mohou byt absolutni (ureasa) nebo skupinové selektivni [22].

2.44 Rozdéleni enzymi

Enzymy jsou klasifikovany a pojmenovany podle povahy chemické reakce, kterou katalyzuji.
Podle typu katalyzovanych reakci jsou rozdéleny do Sesti hlavnich tfid, které se dale déli na
podtiidy a kategorie podle typu kofaktoru, struktury substrati a prubéhu katalyzované reakce
[21].

e Oxidoreduktasy

Oxidoreduktasy tvoii tiidu enzymi katalyzujicich intermolekularni oxida¢né-redukéni reakce.
Jsou jednou z nejpocetnéjsich tfid enzymii. Oxidoredukéni déje realizuji bud’ prenosem atomi
vodiku nebo elektrond, pifipadné vestavénim atomu kysliku do substratu [21]. Podtiidy
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, flavinové nukleotidy,
atd [22].

e Transferasy

Transferasy jsou enzymy pienaSejici skupiny atomti mezi molekulami. Ugastni se fady
biosyntetickych déji [23]. Podskupinami transferas jsou aminotransferasy (zajistuji pienos
aminoskupiny z aminokyseliny na ketokyselinu) a kinasy (umoznuji pfenos fosfatové skupiny
na akceptor s hydroxy- nebo aminoskupinou). Jako kofaktory u téchto enzymu plsobi ATP,
koenzym A, biotin, thiamin pyrofosfat, pyridoxalfosfat,...[22].

e Hydrolasy

Hydrolasy katalyzuji §té€peni hydrolyzovatelnych vazeb za ucasti vody. Tyto enzymy pracuji
bez kofaktoru [22].

e Lyasy

Lyasy katalyzuji Stépeni a vznik vazeb C-C, C-O, C-N bez tcasti vody. Zajist'uji eliminaci
skupin za vzniku dvojnych vazeb [23]. Jako kofaktor ptsobi naptiklad acetyl-CoA [22].
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e Isomerasy

Isomerasy ptisobi stechiometrické zmény uvnitt molekul, intramolekularni oxida¢né-redukéni
reakce a pfenosy skupin. Je to nejméné pocetna skupina enzymu [23].

e Ligasy

Ligasy jsou enzymy katalyzujici syntézu energeticky naro¢nych vazeb C-C, C-O, C-N za
soucastného rozkladu latky uvoliujici energii. Tvorba vazeb je spojena s hydrolyzou ATP
[23].

2.4.5 Nékteré vyznamné antioxida¢ni enzymy

2.4.5.1 Superoxiddismutasa (SOD)

Superoxiddismutasa se fadi mezi oxidoreduktasy a ma vyznamnou funkci pii detoxikaci
produktt rozpadu molekularniho kysliku. Pti oxidac¢nich reakcich vznikd vysoce reaktivni a
toxicky superoxidovy radikal , ktery je pfinejmensim jednou z pficin toxicity molekularniho
kysliku. Jeho rychlé odstranéni zajiStuje pravé enzym superoxiddismutasa dle reakce:

0, +¢0, +2H" - H,0, +0,
Tento enzym brani pisobeni superoxidového radikalu a tim zabranuje napiiklad peroxidaci
lipidti, degradaci polysacharidl a inaktivaci jinych dalezitych enzymd.
Superoxiddismutasa je pfitomna ve vSech aerobnich organismech. V jablcich byla zjisténa
ptitomnost pouze ve slupce, v zrnech ani v duznin€ nebyla prokazana [2].
Co se ty¢e chemické struktury, patii enzym do skupiny tzv. metaloproteinii. 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. Jejimi inhibitory jsou HCN, EDTA pfi
pH=3.8.
Metody na stanoveni jeji aktivity vyuzivaji rizné techniky, napiiklad polarografii,
luminiscenci a spektrofotometrii [23].

2.4.5.2 Peroxidasa

Peroxidasa patfi tak jako SOD do skupiny oxidoreduktas a metaloenzymt. Obsahuje
v prosthetické skupiné ferriprotoporfyrin (poptipad¢ jeho derivaty, naptiklad zelené heminy).
Peroxidasa katalyzuje nespecificky rozklad peroxidu vodiku za pfitomnosti vhodnych donorti
vodiku (kyseliny askorbové, polyfenolu atd.) [23].

Vyskytuje se hlavné v rostlinnych materidlech, v jablcich pfevazné ve slupce a v nepatrném
podilu 1 v duzniné [2]. Peroxidasova aktivita spolecné s katalasovou mohou byt vyuzivany
jako indikatory metabolické aktivity [24] a ukazatele zneciSténi Zivotniho prostfedi [25].
Konkurencni stanoveni peroxidasové a katalasové aktivity v ptirodnich vzorcich jsou obvykle
provadéna nasledovné: inhibuje se katalasa nebo se pouzije piebytek peroxidu vodiku a
aktivita peroxidasy je stanovena oxidaci pyrogallolem [23].

2.4.5.3 Katalasa

Katalasa je heminovy protein (oxidoreduktasa) obsahujici v prosthetické skupiné Ctyfi
ferriprotoporfyrinové zbytky pevné vazané na bilkovinu. Katalasa rozklada peroxid vodiku a
také katalyzuje oxidaci vodikovych donori (alkoholt, fenolt, aminokyselin).
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Jejimi inhibitory jsou H,S, HCN, CO, NaNjs, nckteré kovové ionty (Cu2+, Pb2+), peroxid
vodiku o mensi koncentraci nez 0,1 mol/l a kyselina mraven¢i. Optimalni pH lezi mezi
hodnotami 6,8-7,5 [23].

V jablcich byla stanovena katalasa ve vSech Castech (semena, duznina, slupka), nejvice pak
v semenech [2].

Aktivita katalasy se da stanovit riznymi metodami, naptiklad fotometricky, volumetricky a
titracné.

2.4.5.4 Polyfenoloxidasy (PPO)

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

Fenoloxidasa (jinymi ndzvy tyrosinasa, cresolasa, katecholoxidasa, fenolasa, o-
difenoloxidasa) pfeménuje tyrosin na DOPA (dihydroxyfenylalanin) a oxiduje jej na chinon.
Radou naslednych reakei, které probihaji z ¢asti spontanné (bez enzymové katalyzy), vznika
nakonec ¢erny nebo hnédocerny melanin. Produkt oxygenace (difenol) je soucastné donorem
vodiku. VétSina fenoloxidas mitize provadét i samotnou oxidaci difenolii bez sptrazené
hydroxylace. Tento pochod se oznacuje jako katecholasovy ucinek, nebot’ se oxiduji derivaty
pyrokatechinu (pfi tomto déji se tvoti voda). Obecné¢ Ize fici, ze fenoloxidasy oxiduji fenolové
slouceniny obsahujici ortho-OH skupiny [23].

Fenoloxidasa byla prokazana jiz vroce 1937 v bramborach a dalSich vyssich rostlinach.
Pritomnost enzymu se projevuje tim, Ze se fezna plocha rostlinné tkané barvi tmavé
(enzymatické hnédnuti). Tim se také vytvoii ochrana oxidovanou vrstvou proti vniknuti
mikroorganismu do hlubsi tkané.

Lakasa ziskala svij nazev podle japonského stromu laka (Rhus vernicifera), ktery je jeho
hlavnim zdrojem. Od fenoloxidasy se odliSuje substratovou specifitou a citlivosti vici
spolecnym inhibitortim, jako jsou CO, polyvinylpyroliden a kationaktivni detergenty. V ovoci
a zelening se vyskytuje méné nez fenoloxidasa [23].

2.4.5.5 Lipoxygenasa

Lipoxygenasa je Siroce zastoupena v rostlinné fiSi. Katalyzuje oxidaci nenasycenych
mastnych kyselin s vice dvojnymi vazbami, obsahujicimi cis-1,4-pentadienovou skupinu,
molekulovym kyslikem. Tim vznikaji fetézovou reakci prechodné peroxidy nenasycenych
mastnych kyselin, které se §tépi na karbonylové slouceniny (aldehydy, ketony) nebo mastné
kyseliny s kratkymi fetézci. Vytvaii se slouceniny s charakteristickymi viinémi a chutémi.
Mezi substraty lipoxygenasy patii nutricné vyznamné esencidlni mastné kyseliny jako
linolova, linolenova a arachidonova. Mohou byt oxidovany i acylglyceroly a dalsi estery
zminénych mastnych kyselin. Mze vSak probihat i autooxidace bez intervence lipoxygenasy
pusobenim vyssich teplot, svétla, tézkych kovil a peroxidi [23].

2.5 Skladovani jablek

Béhem riistu a zrani jablka na strom¢ probihd fada asimila¢nich procesti. Asimilac¢ni déje jsou

vvvvvv

energii ve formé svétla nebo chemickym déjem.
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Traveni Zivin je z biochemického pohledu aerobni nebo anaerobni oxidace. Clovék se pii
skladovani snazi uceln¢ zamezit oxidaci zivit zptisobené mikroorganismy. Technologie a
technika konzervace potravin vyhleddva a vyuzivd metody, kterymi se upravuji produkty
prvovyroby tak, aby nepodlehly rozkladnym procesim diive, nez pfi traveni v téle cloveka.
Konzervaci se tedy rozumi kazdy proces, ktery se snazi o prodlouzeni skladovatelnosti
suroviny déle, nez dovoluje pfirozena trvanlivost. Konzervace se ovSem nesnazi zachovat
pouze nutricni hodnotu potraviny, nybrz i vzhled, vini, chut’ ¢i obsah slozek, které jsou
dilezité vzhledem ke svym katalytickym ucinkiim, coz jsou naptiklad pravé enzymy.

Jablka se fadi do potravin vodnatych, proto jsou tzv. netdrzné (diive nebo pozdéji dojde
k spontannim zméndm). Zmény potravin se daji rozdélit do dvou skupin:

a) mechanické: dochazi k nim vlivem narusSeni povrchu potraviny, hlub§im poskozenim
hmyzem, ¢i Spatnym zachdzenim pii sklizni, dopravé a skladovani. Nejenze tyto
zmény zhorSuji vzhled suroviny, ale navic i urychluji zmény druhé v potadi,
biochemickeé.

b) biochemické: vlivem téchto procesit dochazi ke zméné organoleptickych vlastnosti
potraviny [30, 31].

2.5.1 Spotreba kysliku béhem zrani

Nejintenzivnéji dychaji mladé rostouci organismy. Pii vybarvovani plodi se ndpadné zvysi
vydej CO,, ovSem spotieba kysliku nevzroste (tomuto jevu se fika klimaktericky vzestup
intenzity dychéani). Druhé maximum vydeje CO, je zpravidla u ovoce a zeleniny spjato
s dobou konzumni zralosti. Spotieba kysliku po celou dobu klesa (ke zpomaleni vstfebavani
kysliku napoméha i tvorba tlustSi slupky a voskovitého obalu u ovoce). Napadné zvysené
dycha tkan, ktera byla poranéna, nebo jejiz enzymova rovnovaha byla naruSena (dokud tkan
muze reagovat na Skodliviny dychanim, je schopna tyto vlivy vyrovnat, za opacnych
podminek odumird).

Cinitelé, které ovliviiuji spolu se stupném zralosti a mirou poskozeni intenzitu dychani jsou
pfedevsim teplota a obsah O, a CO, v atmosféie a ve tkanich. Pokud se umélym zakrokem
(atmosférou bohatou na O;) zvysi pronikani kysliku do tkéani, uspisi se vznik klimaktéria.
V opacném piipade se oddali, tudiz tim Ize dosdhnout delsi skladovatelnosti. Stejné tak vyssi
teplota klimakterium ptiblizuje, nizsi oddaluje.

Pokud ovoce trpi nedostatkem kysliku, nedochdzi k uplné oxidaci, nybrz jen k tzv.
intramolekularnimu dychani. Pii tomto typu dychani se vedle CO, tvofi i ethanol a malé
mnozstvi acetaldehydu. Ethanol i acetaldehyd piisobi drazdive, u jablek usmrcuji bunéénou
tkan jiz koncentrace vys$i nez 0,3% ethanolu nebo 0,04% acetaldehydu. Takto postiZzené
ovoce ma nepiijemnou vini i chut’. Pokud obsah Skodlivin pievazi obsah ochrannych faktort,
dochazi k celkovému ochromeni dychani. V tomto okamziku se ovoce nachazi v bod¢
fyziologické zralosti, pfipadné nastavd pocatek prfezravani, a ovoce se pravé hodi ke
konzumaci, ke skladovani vsak nikoliv [30].

2.5.2 Znehodnoceni jablek

Vedle ptirozenych biochemickych procest existuji jesté dalsi Cinitelé, kteti pfispivaji ke
znehodnoceni jablek. Mohou se d¢lit na nemikrobiadlni a mikrobialni [30].
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2.5.2.1 Nemikrobidlni zmény

Tyto zmény mohou byt patrné pouhym okem nebo jinym senzorickym organem, nebo mohou
zUstat utajeny.

Tzv. utajené zméeny nejsou subjektivné pozorovatelné, daji se sledovat laboratornim métenim.
Mohou véazné poskozovat nutricni hodnotu potraviny predevsim ztratami sacharidli, zménami
ve slozeni a obsahu dusikatych latek, ubytkem vitamint, atd.

Senzoricky postfehnutelné zmény jsou zmény barevnosti, chuti, viin€ a konzistence [30].

2.5.2.2 Mikrobidalni zmény

Mikroorganismy organickou hmotu enzymaticky rozkladaji nebo preménuji (bud’ na latky
uplné jednoduché nebo na latky energeticky chudsi). Tyto zmény plisobi bakterie a pravé
houby (kvasinky a plisn€). Na ovoce a zeleninu se dostavaji prostfednictvim hmyzu a jinych
zivo€ichl, 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.

Poskliznovy rozklad zahajuji plisn€, které dobie pronikaji do pletiv, i kdyz jsou pomérné
kyselé. Intenzita, rychlost i kvalitativni priibéh poskliziiového rozvoje mikrobialni mikroflory
se fidi za jinak stejnych okolnosti stupném celkového poskozeni, skladovaci teplotou a
specifickou odolnosti ploda [30].

2.5.3 Skladkové poruchy a choroby jablek

Vyskyt sklddkovych chorob stoupa s mirou dozravani ploda béhem skladovani a je nejvyssi
tésné pfed ukoncenim fyziologické zralosti plodi, kterd se u jablek projevuje moucnaténim.
Rozvoj skladkovych chorob klesa s poklesem skladovacich teplot, kdy se zpomaluje proces
dozravani plodi a je nejniz§i pfi doporucovanych skladovacich teplotach, ptipadné
v kombinaci s fizenou atmosférou.

Zvlastni skupinu tvofi ztraty zplsobené nékterymi fyziologickymi poruchami, které jsou
zpusobeny vzdjemnou interakci faktort odriida, prostiedi a skliziiovy termin. Nebezpeci
vyskytu téchto poruch je mozno v danych podminkach snizit jen volbou vhodnych
skliziovych termind. Vyskyt skladkovych chorob se kromé piesného dodrzovani
skladovacich rezimli omezuje v podstaté dvéma zpisoby:

e u parazitnich chorob a nékterych fyziologickych poruch je to aktivni ochrana
aplikaci ochrannych piipravkd,

e v ostatnich pfipadech se spiSe uplatitiuje ochrana pasivni, kdy se na zaklad¢ urovné
urcitych faktori ptredvidd vyskyt fyziologickych poruch, a proto se upravuje
skladovaci rezim a pocitéd se s v€asnym vyskladnénim téchto rizikovych partii.

Rizikové partie ovoce beéhem skladovani vyzaduji stalou kontrolu vzniku a prabéhu poruch a
mély by se vyskladiiovat vzdy dfive, nez nastanou nadnormativni ztraty [31].
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Tabulka 1: Primérné ztraty hmotnosti nékterych odrid jablek skladovanych v
klimatizovanych skladech [31]

Délka Ztraty (v %)
Odriida skladovani vyparem a mikrobialni

v . celkem . 4y e ,

(pocet dnu) prodychanim cinnosti
Blahova oranzova 150 7,21 2,90 4,31
Boskoopské cervené 150 8,57 3,74 4,83
Coxova reneta 120 6,25 2,19 4,06
Golden Delicious 210 6,80 4,29 2,51
Idared 210 7,79 5,70 2,09
James Grieve Red 30 1,69 0,29 1,40
Jonathan 180 6,34 3,16 3,18
Lord Lambourne 90 7,43 3,99 3,44
Spartan 150 6,34 3,17 3,17
Starking Delicious 210 6,31 3,96 3,35
Starkrimson Delicious 210 5,98 3,55 2,43
Zvonkové 210 11,5 6,91 4,63

Z hlediska pivodu lze rozdélit hlavni skladkové choroby jablek do tii skupin: poruchy
vznikajici ve vysadbé, fyziologické poruchy vznikajici pfi skladovani a skladkové choroby
zpusobené parazitickymi houbami.

2.5.3.1 Fyziologické poruchy vznikajici ve vysadbé

2.5.3.1.1 Horka skvrnitost

Projevuje se bud jiz na plodu na stromé nebo az pii uskladnéni. Na plodech se objevuji
v duzniné€ pod slupkou rezavé hnédé skvrny, tvofené odumielymi bunikami. Pfi silnéj$im
projevu poruchy jsou i na slupce zietelné tmaveé zelené, hnédavé nebo Cerné vkleslé skvrny.
DuZnina v misté skvrn je pon€kud nahoikla, plody maji hor$i konzumni jakost, difive
prezravaji a jsou citlivéjsi na jiné skladkové poruchy.

Pfi¢inou poruchy je nedostatek vapniku v plodech, zptisobeny bud’ jeho nedostate¢nym
pfijmem z pudy, ¢i nedostatecnym transportem do plodi, nebo jeho nadmérnym odcerpanim
zplodi listy a letorosty, které jsou vtomto sméru vici nim konkurujicim orgdnem. Na
poméru obsahu vapniku v listech a v plodech je zalozena také ptredpovéd vyskytu poruchy
(je-li tento pomér maly, porucha se neobjevi).

Ochrana spociva ve vyrovnané vyzivé stromku, piredevSim se nesmi piehnojovat dusikem.
Déle se z ptimych ochrannych prosttedkl osveédcil opakovany posttik v dobé vegetace [31].

2.5.3.1.2 Sklovitost jablek

Porucha vznika infiltraci vody do mezibunéénych prostor duzniny. Nejcastéji se projevuje
kolem jadfince tak, Zze na pficném fezu plodem ma v téchto mistech duznina sklovity vzhled.
Plody jsou tézké a chutoveé nedobré. Porucha se vyviji pouze v dob¢, kdy jsou plody na
stromech, ve skladech se déale nerozviji. Pii zna¢né stupni poSkozeni nastava v postizenych
mistech ¢asto anaerobni dychéni, duznina postupné odumird, hnédne a nasleduje vnitini
rozpad.

19




Ochranou je umisténi plod po sklizni do skladl na 5-6 tydnl s vySsi teplotou a zajisténi
dostate¢ného vétrani. Pokud sklovitost zmizi uplné, je plody mozno dale normalné skladovat
s tim, Ze je nutno pocitat s jejich kratsi uchovatelnosti. Pokud po uvedeném postupu sklovitost
nezmizi, je nutno ovoce co nejdiive vyskladnit [31].

2.5.3.1.3 Rozpad plodii odridy Spartan

Porucha se projevuje v druhé poloving skladovaciho obdobi méknuti a hnédnuti duzniny tésné
pod slupkou. Porucha je patrna zejména po vyskladnéni, kdy se jablka zahy stavaji
neprodejna. Tento typ choroby se vyskytuje pouze u odridy Spartan.

Ochrana je stejna jako u hotké skvrnitosti, choroba vznika ze stejnych pticin [31].

2.5.3.2 Fyziologické poruchy vznikajici ve skladu

2.5.3.2.1 Skladkové hnéednuti ¢ili spala slupky

Projevuje se hnédnutim slupky, aniz by byla zasazena duznina. UZitna hodnota napadenych
ploda neni vyrazné ovlivnéna, ale vzhledova kvalita je pro spotiebitele nepiijatelnd. Tuto
chorobu Ize rozd¢lit na dva typy.

Hnédnuti slupky spojené s prorezavanim plodu se projevuje v disledku pfili§ dlouhého
skladovani pfi nevhodnych (vysSich) teplotach. Hnédnuti se mize roz§ifovat i do duZniny.
Skvrny se nejdiive projevuji na slunéné stran¢ plodii a to na Zlutoplodych odrtidach jablek
(Golden Delicious) svétle hnédou barvou, na jinych odriddch tmavé hnédou barvou.
Ochranou je vhodné skladovani odrid nachylnych k této chorobé.

Predcasné skladkové hnédnuti slupky se projevuje na dlouhodobé skladovanych plodech casto
jeste diive, nez dosahnou konzumni zralosti. Nejsilnéji se projevi za par dni po pieneseni
plodi ze skladu do pokojové teploty. Slupka se zbarvuje svétle hnédé, postizend mista jsou
mirné¢ vklesla. Prvni skvrny jsou malé, postupné se spojuji az mohou pokryt celou plochu
povrchu jablka. Hnédnuti zasahuje jen slupku a nékolik podpovrchovych vrstev bunék, jinak
st duznina zachovéava svou tuhost a zdravost.

Pticinou je nahromadéni nékterych aromatickych latek pod kutikulou. U pfedcasné sklizenych
plodu se tato choroba vyskytuje nejcastéji.

Ochranou je ptedevsim volba vhodnych skliznovych terminti a okamzité uskladnéni pii nizsi
teploté [31].

2.5.3.2.2 Chladové hnédnuti slupky a duzniny cili mékka spadla slupky

Choroba se projevuje u ploda skladovanych v chlazenych skladech (pfi teploté pod 3°C). Na
slupce se objevi svétle hnédé Siroké pruhy v rovnikové casti, které se ostfe ohraniCuji od
okolniho zdravého pletiva. V misté napadeni duznina mékne. Postizend mista plodi jsou
snadno napadavana parazitickymi houbami, takze se plody rychle kazi [31].

2.5.3.2.3 Vnitrni rozpad plodii

Projevem poruchy je vodnaté Sedd nebo hnéda barva slupky jablek, kterd soucastné v téchto
mistech za¢ind méknout. Porucha se projevuje pouze u citlivych odrad, jsou-li plody ihned po
sklizni ulozeny v chladirné¢ s teplotou 0°C. Krom¢é niz$i teploty napomahd vzniku této
choroby 1 vysoka relativni vzdusna vlhkost [31].
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2.5.3.2.4 Jonathanova skvrnitost

Tato choroba se pfevazné projevuje u odridy jablek Jonathan fialové hnédymi az Sedavé
hnédymi okrouhlymi skvrnami (v pokroc¢ilém stupni ¢ernymi), které se objevuji na slupce
zejména na slunéné strané plodti. Duznina pod skvrnami zlstavé zdrava.

Pricinou je odumfeni krycich pletiv zpisobené organickymi latkami vyluCovanymi
samotnymi plody. Rizikovym faktorem je opozdéna sklizeni, pozdni uskladnéni a skladovéani
pti vyssich teplotach [31].

2.5.3.2.5 Jadrincové hnédnuti duzniny

Symptomem poruchy je zlutohnédé az riZzovohnédé zbarveni duZniny v prostoru kolem
jadtince. V pokrocilej$§im stupni se projevuje zhorSenim chuti. Vznik poruchy umoznuje
skladovani jablek pfi teploté okolo 0°C, uc¢innou prevenci je fizena atmosféra pii skladovani a
v¢asna sklizen [31].

2.5.3.2.6 Hnédnuti duzniny zpiisobené vysokou koncentraci CO, nebo nedostatkem O,

Projevem jsou nepravidelné¢ rozmisténé oranzové hnédé skvrny nebo souvislé pasy
s gumovitou strukturou ve stfednich castech plodi. Poskozend duZnina ¢asem tmavne,
vysycha a n€kdy se v ni objevi i korkovité dutinky. Porucha signalizuje nevhodné slozeni
atmosféry ve skladu, protoze je zptisobena nadmérnou koncentraci CO; [31].

2.5.3.3 Skladkové poruchy zpiisobené parazitickymi houbami
Z parazitl vegetujicich na jablkach Ize vybrat Ctyfi nejvyznamnéjsi.

2.5.3.3.1 Moniliova hniloba

Je zplsobena parazitem (Sclerotinia fructigena, Monilia fructigena, S. laxa, M. laxa), ktery
napadé jak plody dozravajici na stromé, tak plody béhem skladovani ¢i vyskladnéni. Houba
pronikd do plodii rlznymi poranénimi slupky zpusobenymi mechanickym poskozenim,
ptactvem, hmyzem, atd. Na stromech se projevuje hnédou hnilobou, ve skladech ¢ernou.
Hnéda hniloba se projevuje v okoli mista vniku patogenu vytvofenim okrouhlé skvrny, ktera
se rychle zvétSuje pii teplotich okolo 10°C. Napadena cast hnédne a za vlhka a tepla se
v zahnivajicim mist¢ tvoii koncentricky uspofadané kruhy drobnych polstarka s konidiemi.
Jejich barva postupné piechazi od bilé az k hnédé. Duznina ma mékkou konzistenci, ale
nekasovati. Pokud plod zlstane viset na stromé, zaschne a je zdrojem nakazy v pfistim roce.
Cernd hniloba se projevi pii pozdéjsi nakaze ve skladé leskle ¢ernym povrchem a hnédou az
¢ernohnédou duzninou. Nakaza se jen ziidka pfenasi dotykem z jednoho plodu na druhy [31].

2.5.3.3.2 Horka (gloeosporiova ) hniloba

Tato choroba (zplsobena patogenem sftadou latinskych nazvi: Phlyctaena vagabunda,
Pezicula alba, Cryptosporiopsis curvispora, Colletotrichum gloeosporioides, atd.) se rozviji i
v chlazenych skladech. Zdrojem nékazy jsou spory, které vznikaji v napadenych castech
odumfelych vétvi a destém se piendsi na plody, kde vyklici a do plod pronikaji riznymi
prasklinami. AZ do sklizn€ zGstava parazit v latentni formé.

Projevem je tvorba hnédych okrouhlych skvrn, které jsou ostfe ohrani¢ené od okolniho
pletiva. Kdyz skvrny dosahnout urcité velikosti, jejich stfedy vklesnou uprostied se objevi
bilé fruktifikacni organy, na kterych se tvoii konidie. Postizend duznina se zbarvuje hnéde¢,

21



ma moucnatou konzistenci a hotkou chut’. V kone¢ném stadiu plody mumifikuji. Nakaza se
jen ztidka ptrenasi dotykem [31].

2.5.3.3.3 Modra penicilinova hniloba

V sadech se vyskytuje na plodech jen vyjime¢né, a to na ovoci v pokrocilejSim stupni
dozravani. Jako ptiivodce je nejcastéji uvadéna houba Penicillium expansum, jejiz spory jsou
ptitomny prakticky vSude v pidé, na povrchu plodd, ve skladech, ve vzduchu, atd. Hlavnim
mistem vstupu infekce jsou riznd poskozena mista mechanicky, hmyzem, otlaky, napadenim
strupovitosti, apod.

Zacatek napadeni se projevuje svetlymi zlutymi nebo hnédymi skvrnami na povrchu plodu.
Hniloba je nejdiive mélka, postupné pronika hloubé&ji. Pozdéji se za vlhka a tepla vytvoii na
povrchu zprvu bélavy, potom modrozeleny nebo i sivé zeleny nalet houby, ktery silné prasi.
V chladném a suchém prostfedi se nalet neobjevi, i kdyz plody mohou byt plisni uplné
rozlozeny. Postizend duznina je zhnédla, sklovitd, vodnata, kiehkd, ma nepiijemnou vini i
chut’ [31].

2.5.3.3.4 Skladkova strupovitost

S postupujicim dozravanim na stromech se plody stavaji odolnéjSimi proti infekei ptivodce
strupovitosti (Venturia inaequalis, Fusiclandium dendriticum). Mize vSak dojit k latentni
infekci, ktera se projevi az ve skladech. Na slupce vznikaji sotva viditelné tecky, které se
pomalu zvétSuji. Jsou leskle Cerné, vkleslé a Casto navzajem splyvaji [31].

2.5.4 Zpisoby konzervace

Postupem casu vznikaly rtizné konzervacni postupy a techniky na zachovani plvodnich
organoleptickych vlastnosti potravin. Rozd¢€luji se do n€kolika skupin [30, 32].

2.5.4.1 Vylucovani mikrobii 7 prostiedi

Mikroorganismy mohou byt vylucovany z prostfedi rliznymi metodami, jejich piehled je
uveden v dalsim textu [30, 32].

2.5.4.1.1 Omezovani kontaminace potravin mikroby
Pod tento zplsob spadaji veskera opatieni, ktera preventivné snizuji pocet mikroorganismi
ohrozujicich zpracovavané hmoty. Jedna se o péci o:

e (istotu nafadi a pracovnich mistnosti

e (istotu vzduchu (pouziti pretlaku v mistnosti)

e (istotu vody

e (istotu pomocného materialu a ptisad

e (istotu pracovniki [30, 32].

2.5.4.1.2 Ochuzovani potravin o mikroby béhem zpracovani

Pti zpracovani potravin se narusuje prirozena obrana (naptiklad nastrouhdnim jablka se porusi
slupka a nezadouci Cinitelé mohou plsobit pfimo na duzninu), proto se material musi zbavit
necistot (v pripadée stav i nerozpustnych slozek). Provadi se tedy:

e prani surovin a tuhych polotovarii (pomoci kartact)

e odstfed’ovani kalovych latek ze stav
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e filtrace §t’avy [30, 32].

2.5.4.1.3 Uplné vylucovani mikroorganismii z potravin

Tato metoda ma uplatnéni pouze u $t'av a vin, kdy se provadi tzv. mechanicka sterilace, coz je
co nejdokonalejsi zbaveni produktu mikroorganizmil. Provadi se bud’ mikrobiélni filtraci nebo
baktofugaci [30, 32].

2.5.4.2 Piima inaktivace mikrobii

Jedna se o usmrceni nebo pfimou inaktivaci mikroorganismii v biologické matrici.
Nedosahuje se absolutni sterility nybrz pouze praktické, coz znamena, Ze se trvale inaktivuji
pouze ty formy mikrobt, které mohou vegetovat za podminek danych slozenim a uloZzenim
potraviny. Zvlastni diraz musi byt kladen na to, aby po inaktiva¢nim zékroku nebyla matrice
znovu infikovana mikroorganismy, jelikoz se timto konzervarenskym postupem neméni
sloZeni matrice, tudiZ na ni mohou mikroby opétovné vegetovat (potravina se musi ulozit do
sterilniho obalu). V praxi se rozlisuji dva typy zakrokt [30, 32].

2.5.4.2.1 Fyzikalni zakroky

Fyzikalni zakroky se mohou uskutecniovat:
e zvySenou teplotou (jedna se bud’ o obvyklé zahiivani, odporovy ohiev nebo o
vysokofrekvencni nebo-li mikrovinny ohiev)
e konzervaci ionizujicim zafenim
e sterilaci sttidavym tlakem (ultrazvukem)
e sterilaci ultravysokym tlakem (pfi tomto postupu se inaktivuji i enzymy) [30, 32].

2.5.4.2.2 Chemické zakroky

K chemosterilaci 1ze zaradit pouze ty zékroky, pii kterych se mikroorganismy trvale
inaktivuji. Jedna se tedy o:

e sterilaci kyslikem (oz6nem, peroxidem vodiku, atd.)

e sterilaci stiibrem

e sterilaci chemikaliemi [30, 32].

2.5.4.3 Nepiima inaktivace mikroorganismii

Témito postupy je upravovano prostfedi mikroorganismu tak, aby se v ném nemohly mnozit a
pusobit svym enzymatickym aparatem. Dle povahy ucinku se mohou tyto metody rozdélovat
na tfi kategorie [30, 32].

2.5.4.3.1 Konzervace fyzikalni, prip. fyzikalné-chemickou, upravou potravin

Je vice zplsobd, jak fyzikalni konzervaci provadét:
e odnimanim vody (suSenim, zahustovanim, vymrazovanim, proslazovanim, jedlou
soli)
e snizovanim teploty pod mez vegetace mikrobi
e odnimanim kysliku neboli modifikaci atmosféry (mechanickd evakuace okoli
potravin, konzervace v prostfedi neteCnych plynti, konzervace prosycenim tukem)
[30, 32].
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2.5.4.3.2 Konzervace chemickou upravou potravin

e konzervace malymi koncentracemi latek, které¢ jsou ve vE&tSim mnozZstvi
nepozivatelné¢ (mikroorganismy usmrcuji i pfi této nizké koncentraci); jedna se o
konzervaci chemikéliemi nebo uzenim

e konzervace umélou alkoholizaci a okyselovanim (pomoci vysokych koncentraci
ethanolu a organickych kyselin)

e konzervace antibiotiky (nesmi se pouzivat antibiotika, které se pouzivaji v mediciné
kvili vzniku rezistence)

e konzervace fytoncidy (fytoncidy jsou biologicky ucinné latky obsazené v nékterych
potravinach jako je cibule nebo ¢esnek) [30, 32].

2.5.4.3.3 Konzervace biologickou upravou potravin

Pii tomto typu konzervace vznikaji konzervacni Cinidla biologickou cestou. Pouziva se
naockovani vhodnou kulturou mikroorganismi.

e konzervace kvasenim cukrii (alkoholickym, mlécnym)

e pfeména proteolyzou [30, 32].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje a vzorky

Chemikalie, standardy a kity

Dihydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, CR)

Dusitan sodny (Lachema, CR)

Folin-Ciocaltauovo ¢inidlo

Hydroxid sodny (Onex, CR)

Chlorid hlinity

Kyselina chlorovodikova (Penta, CR)
Monohydrogenfosforenan disodny dodekahydrat (Lach-Ner, CR)
Peroxid vodiku (Lach-Ner, CR)

Polyvinylpyrolidon (Sigma-Aldrich, CR)

»Ransod kit“, Randox Laboratories (USA)

Siran méd'naty (Lachema, CR)

, Total antioxidant status kit*, Randox Laboratories (USA)
Triton X-100 (Serva)

Uhli¢itan sodny (Lachema,CR)

Vinan sodno-draselny tetrahydrat (Lachema, CR)
2,6-dichlorindofenol

4-methylkatechol (Sigma-Aldrich, CR)

Pristroje

Analytické vahy (AND HR-120)

Centrifuga (Janetzki T23, Polsko)

Lyofilizator a koncentrator LABCONCO (USA)
Mrazici box (Samsung-Calex, CR)
Spektrofometr Helios y

Systém Experion (Bio-RAD, USA)
Temperovand vodni lazen (EL-20R)

UV/VIS spektrofotometr Helios o,

Material

K dispozici byly tfi odridy jablek, ptficemz od kazdého druhu byly dodany dva typy plodi
jablek: jedno skladované v normalni atmosféfe a druhé v modifikované atmosféte s snizenou
koncentraci kysliku (2%). Bylo pracovano s témito odriidami: Idared, Golden Delicious a
Jonagored.
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I'Jprava vzorku

Pted stanovenim jednotlivych charakteristik bylo vzdy nutné upravit vzorky jablek do takové
formy, kterd by vyhovovala pozadovanému stanoveni a soucasné¢ by dany parametr byl
stabilni.

Celé jablko kazdého typu bylo zvazeno, poté rozptileno a vzdy jedna polovina byla pouZita na
stanoveni nizkomolekularnich antioxidantd a druhd na stanoveni antioxidacnich enzymu. Z
poloviny jablka na nizkomolekularni latky byl jest¢ oddélen maly dil na stanoveni vitaminu
C.

Nizkomolekularni antioxidanty byly stanovovény v Cerstvé §tavé, proto bylo nutné danou cast
jablka vzdy nastrouhat na plastovém struhadle a nasledné¢ byla hmota piefiltrovana pies
dvojitou gazu, ¢imz byla ziskéna surova Stava. JelikoZ nebylo mozné provést vSechna méfeni
ihned, musela byt Stava zamrazena pii -18°C, aby se zamezilo ztratdm sledovanych latek.
Mala cast jablka na urceni vitaminu C byla ruéné natrhdna na kousky a v tfeci misce byla
rozmélnéna s 2% HCI. Pak byl roztok zfiltrovan.

Zvlastni diraz na rychlé zpracovani byl kladen na stanoveni enzymil. Sledované antioxida¢ni
enzymy rychle reagovaly se vzduSnym kyslikem a piechézely do oxidované formy. Bylo
vyzkouSeno vice postupli na zpracovani biologického materidlu:

e jablko bylo nastrouhano na plastovém struhadle, ze ziskané hmoty byla co nejrychleji
vymackéna Stdva ptes dvojitou gazu a ihned vlozena do mraznicky. Po zmrazeni byla
lyofilizovéna.

e jablko bylo zpracovéano jako v pfedchozim postupu, jen ke hmoté¢ pied vymackanim
byly pfidany 2 gramy polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu X-100 [2].

e po nastrouhani jablka byla hmota zamrazena pfiddnim tekutého dusiku a rozmélnéna
na prasek pomoci tloucku v tfeci misce. Mrazeni dusikem muselo probihat po ¢astech.
Dusik ithned zmrazil danou ¢ést jablka, kterd musela byt nasledné od misky oddélena
a rozmélnéna na prasek tlouckem. Béhem mélnéni dochéazelo k lokdlnimu vzniku
tepla, proto se muselo Casto pfidavat po troskdch mrazici médium. Na zmrazeni
poloviny praimérné velkého jablka bylo potfeba cca 0,5 litru dusiku. Také bylo nutné
dbat na ochranu nadobi pfed nizkymi teplotami, a proto byla miska i s tlouc¢kem pted
pouzivanim vloZena vzdy na cca 30 minut do mraznicky.

e jablko bylo zpracovdno obdobnym postupem jako byl predchédzejici, jen ke hmoté
pfed mrazenim byly pfidany 2 gramy polyvinylpyrolidonu a 1 ml Tritonu X-100.

VSechny vysledné preparaty byly uchovavany po celou dobu zkouSeni v mraznicce. Jako
nejlepsi byl vyhodnocen posledni uvedeny postup, tedy mrazeni pod tekutym dusikem
s ptidavkem polyvinylpyrolidonu a Tritonu X-100 s ndslednim rozmélnénim. Proto byly takto
zpracovany i ¢asti odridovych jablek na vlastni analyzu enzymi.

3.2 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

Celkova antioxidacni aktivita (ABTS) byla stanovena pomoci kitu TAS od firmy Randox. Kit
obsahoval roztok pufru a chromogen, substrat a standard v praskové form¢. Hodnota ABTS
byla stanovena ihned po naskladnéni a po 158 dnech skladovéni.

Princip:

Principem meéfeni je sledovani inhibice pfemény chromogenu substratem. Cim vys$si je
absorbance dané smési, tim vice chromogenu bylo pfeménéno, tzn. ze pfidany vzorek byl
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mens$im antioxidantem, jelikoZ nebyl schopen dostate¢né vychytat radikaly piisobici na
chromogen.

Postup:
Nejprve byly prevedeny praskové chemikalie do roztoku dle navodu od vyrobce. Nasledné
byla do ziizené kyvety pipetovdna tato mnozstvi roztokt a Cinidel:

blank standardni vzorek | vzorek jablek
deionizovand voda 10 ul 8 ul 8 ul
standard - 2 ul -
jable¢na §tdva - - 2ul
chromogen 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Po napipetovani blanku do kyvety byla métena A; na spektrofotometru Helios y proti vzduchu
pfi A = 600 nm. Pak bylo pfiddno 100 pl substratu a po tfech minutidch od tohoto ptidavku
byla zmétena A,. Stejn¢ bylo postupovano i v ptipadé standardniho vzorku a vzorku jablek.
Na analyzu byla pouzivana zamrazena surova Stava z jablek.

Vypocet:
Hodnota celkové antioxidacni aktivity byla spocitana podle nasledujicich vzorct:
c
fa kt or = s tan dardu
AAb/ank - AAS tan dartniho vzorku ) -5

ABTS = faktor ' (AAblank - Aszorku jublek) ’ 5

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
finalnim tvaru, tzn. se zahrnutim korekce). Vyslednd hodnota pak byla piepocitana na obsah
celkovych antioxidantli v gramu jedlého podilu pomoci experimentalné zjisténé hustoty
jabledné 04y (Pjablesn seavy = 1,011024 g/em’).

3.3 Stanoveni nizkomolekularnich antioxidanta

Z celé siroké skupiny téchto latek byly stanovovany nasledujici parametry: obsah vitaminu C
titracné, celkové polyfenoly a celkové flavonoidy spektrofotometricky. Obsah
nizkomolekuldrnich antioxidantd byl stanoven ihned po naskladnéni a po 158 dnech
skladovani.

3.3.1 Obsah vitaminu C

Princip:
Vitamin C reaguje s modrym ¢inidlem 2,6-dichlorindofenolem za vzniku lososové riizového
roztoku. Obsah tohoto vitaminu ve vzorku se stanovuje titracné.
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Postup:

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

Nasledné byl stanoven obsah vitaminu C ve vzorku. Na analyzu byl pouZit filtrat (pfipraveny
dle uvedeného postupu v kapitole 3.2), ktery byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky na
25 ml a doplnén po rysku 2% HCI. Roztok v odmérné baiice byl prelit do titrani banky a
titrovan odmérnym roztokem stejnym postupem jako pfi titraci standardu..

Vypocet:

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

3.3.2 Celkové polyfenoly

Princip:

Vzorek jablecné Stavy reaguje s Folin—Ciocaltauovym ¢inidlem. Zména zabarveni je
sledovéana spektrofotometricky a nasledné se porovnava se zménou zpisobenou standardnim
roztokem kyseliny gallové.

Postup:

Do zkumavky byl pipetovan 1 ml Folin-Ciocaltauova ¢inidla (desetkrat ziedéného), 1 ml
vody a 50 pl vzorku jablek. Smés byla diikladné promichéna. Po péti minutach byl piidan 1
ml nasyceného roztoku Na,COs, smés ve zkumavce byla opét promichdna a ponechana 15
minut v klidu. Po inkubacni dobé byla méfena absorbance na spektrofotometru Helios y pfi A
= 750 nm proti blanku (postup namichani slepého vzorku byl totozny, pouze misto jable¢né
Stavy bylo ptidano 50 ul vody). Jelikoz byly ptipravené roztoky pfili§ koncentrované, musely
byt tiikrat ztedény vodou. Na stanoveni byla pouzita zamrazena S$tava z jablek.

Vypocet:
Pro vypocet byla pouzita rovnice linearni regrese ziskana z kalibra¢ni kiivky namétené pro
rozsah koncentraci kyseliny gallové 0,11-0,53 mg/ml:

A=1,4974-c.
Byla ziskéna koncentrace celkovych polyfenolii v mililitru §tavy, kterd musela byt pfepoctena
pomoci experimentalné zméfené hustoty Stavy (pijableene seavy = 1,011024 g/cm3) a pfimé umery
na obsah polyfenolt v gramu jedlého podilu.

3.3.3 Celkové flavonoidy

Princip:
Zména zabarveni roztokli vyvoland piitomnosti flavonoidii ve vzorku je méfena
spektrofotometricky a porovnana se zménou zpiisobenou standardnim roztokem katecholu.
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Postup:

Do zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml jable¢né st'avy, 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% NaNO,. Smés
byla promichéna. Po péti minutach bylo pfidano 0,2 ml 10% AICl;, smés byla zamichana a
nechala se v klidu stat 5 minut. Pak bylo pfidano 1,5 ml 1 M NaOH a 1 ml vody, roztok byl
naposledy promichdn a po inkubaéni dob&€ 15 minut byla méfena absorbance na
spektrofotometru Helios y pfi A = 510 nm proti fyziologickému roztoku. Jelikoz byly
ptipravené roztoky pfili§ koncentrované, musely byt tfikrat zfedény vodou. Na stanoveni byla
pouzita zamrazena vymackané st'ava z jablek.

Vypocet:
Pro vypocet byla pouzita rovnice linearni regrese ziskana z kalibra¢ni kiivky naméiené pro
rozsah koncentraci katecholu 0,5-3 mg/ml:

A=31541-c.
Byla ziskdna koncentrace celkovych flavonoidi v mililitru §tavy, kterd musela byt pfepoctena
pomoci experimentalné zméfené hustoty Stavy (pjablecns seavy = 1,011024 g/cm3 ) a pfimé umeéry
na obsah flavonoidii v gramu jedlého podilu. Déle byla vypoctena smérodatna odchylka
opakovanych méteni.

3.4 Stanoveni proteini

3.4.1 Hartree-Lowryho metoda

Byly méfeny roztoky vzniklé rozpusténim cca 0,1 g jablek mrazenych v tekutém dusiku v 10
ml fosfatového pufru. Dané roztoky obsahovaly tuhy podil, ktery by rusil spektrofotometrické
stanoveni, proto byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi 7500 ot./min. Ke stanoveni byl
pouzit supernatant, takze mohly byt stanoveny pouze rozpustné proteiny. Koncentrace
proteinii byly stanoveny v jablkach skladovanych 158 dni v riznych typech atmosféry.

Princip:
Princip je zalozen na reakci aromatickych aminokyselin s Folin —Ciocalauovym c¢inidlem.
Vzniké tmavé modry roztok, intenzita zbarveni je méfena spektrofotometricky [39].

Postup:

Do zkumavek byl pipetovan 1 ml fyziologického roztoku (v ptipadé blanku) nebo vzorku. Pak
bylo pfidano do kazdé zkumavky 0,9 ml cinidla A (roztok vinanu sodno-draselného,
uhli¢itanu sodného a hydroxidu sodné¢ho ve vod€) a smési se nechaly inkubovat 10 min ve
vodni lazni vyhraté na 50°C. Poté byly zkumavky ochlazeny na laboratorni teplotu, po
ptidavku ¢inidla B (roztok vinanu sodno-draselného, siranu méd’natého a hydroxidu sodné¢ho
ve vod¢€) byly protfepany a nechaly se deset minut v klidu stat pti laboratorni teploté. Pak
byly rychle ptidany 3 ml ¢inidla C (Folin-Ciocalauovo ¢inidlo), po promichdni se zkumavky
opét vlozily do vodni 1azné vyhtaté na 50°C a po deseti minutach inkubace a nasledném
ochlazeni na laboratorni teplotu byla méfena absorbance roztoku na spektrofotometru Helios y
pfi A = 650 nm proti blanku.

29



Vypocet:

Celkovy obsah proteini ve vzorcich byl vypocitan pomoci rovnice linedrni regrese z

kalibraéni k¥ivky naméfené pro rozsah koncentraci albuminu 6.107-0,15 mg/ml:
A=5,8501-c+0,0347 .

Vyslednéd hodnota byla jesté prepocitdna pfes mnozstvi navazky mrazen¢ho vzorku na gram

jedlého podilu jablka pomoci pfimé umeéry.

3.4.2 Stanoveni bilkovin pomoci mikrocipové elektroforézy

Byl pouzivan mikrocip, kity a celé zatizeni Experion od firmy Bio-Rad.

Princip:

Gelem nanesenym na mikro¢ip pomoci specidlniho zafizeni prochédzi proteiny hnané
proudem, které se zachytavaji v zavislosti na své molekulové hmotnosti rizné daleko od
startu. Jednotlivé bilkoviny jsou vizualizovany pomoci fluorescencniho barveni a je méiena
intenzita jejich fluorescence, z ¢ehoz l1ze orientané ur¢it mnozstvi daného proteinu ve vzorku.

Postup:

Vsechny roztoky dodavané v kitu Experion byly citlivé na svétlo, proto byly uchovavany ve
tm¢ a v chladu. Pied pouzitim musely byt roztoky ustaleny na laboratorni teplotu, jemné
promichany a mirné stoceny v centrifuze. Do ¢ipu vloZeného do nanédSeci stanice bylo
nejprve pipetovano 12 ul gelu dle navodu pfilozeném ke kitu. Stanice byla uzaviena a na gel
pusobil pfedepsany tlak po dobu 1 minuty. Pak bylo jesté do ¢tyt jamek pipetovano 12 pl gelu
a do zbyvajicich deseti 6 pl pfedem povafeného vzorku. Cip byl vloZen do automatické
elektroforetické stanice, byla spusténa analyza a vysledky byly vyhodnoceny speciadlnim
programem Experion. Pokud se v ¢ipu nachazelo pfili§ mnoho bublinek, nemohla byt analyza
provedena a bubliny musely byt odstranény.

Vyhodnoceni:
Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Experion.

3.5 Stanoveni antioxida¢nich enzymii

Ve vySe uvedenych odridach jablek byly stanovovany tii enzymy: superoxiddismutasa
(SOD), katalasa a polyfenoloxidasa (PPO). Nejprve bylo nutné zavést metody stanoveni
téchto enzymi pro dany biologicky materidl. Enzymy byly stanoveny v jablkach
skladovanych 158 dni riznych atmosférach.

3.5.1 Stanoveni SOD

Na stanoveni SOD v jablkach byl k dispozici kit Ransod od firmy Randox. Tato souprava se
pouziva na stanoveni SOD ve vzorcich krve pfi teploté 37°C. Z opakovanych pokusi bylo
zjiSténo, Ze se tento kit da pouzit 1 pfi laboratorni teploté a na stanoveni SOD ve vzorku
jablek. Navic byla tato alternativa jiz testovany na vzorcich je¢ného zrna [33].
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Princip:

Xanthinoxidasa generuje z xanthinu superoxidovy radikal, ktery reaguje s 2-(4-iodofenyl)-3-
(4-nitrofenol)-5-fenyltetrazolium chloridem za vzniku d&ervené zbarveného roztoku
formazanu. SOD vychytava vzniklé superoxidové radikaly a brani tak tvorbé cerveného
komplexu.

Postup:

Nejprve byly ptevedeny praskové chemikalie z kitu do roztoku dle ndvodu od vyrobce. Pak
byl pfipraven roztok rozpusténim cca 0,1 g pod dusikem zmrazené¢ho jablka v 10 ml
fosfatového pufru. JelikoZ vzorek obsahoval 1 nerozpustné casti jablka, byl pfedem
centrifugovan 10 minut pti 7500 ot./min. Z takto pfipraveného vzorku bylo pipetovano 50 pl
do kyvety s1,7 ml substratu [smes xantinu a 2-(4-iodofenyl)-3-(4-nitrofenol)-5-
fenyltetrazolium chloridu]. Obsah kyvety byl dobie promichan a nakonec bylo ptidano 250 pl
xanthinoxidasy. Byla zmétena absorbance roztoku na spektrofotometru Helios y pii A = 505
nm proti vzduchu po 30 sekundach (A) a pak po tfech minutach (A;) od ptidavku enzymu.
Obdobné se postupovalo 1 v ptipadé méfeni absorbance korekce na piitomnost rozpoustédla
(S1), pouze misto vzorku jablek bylo do kyvety pipetovano 50 pl rozpoustédla Ransod.

Vypocet:
Nejprve byla vypoctena procenta inhibice prislusejici danému roztoku:
A, -4
vzorku/min 3
A, -4,
S, /min — 3

[ hi Aszorku/ in 100
% inhibice =100 — min

S; / min

50% inhibice odpovidala jedné mezinarodni jednotce SOD. Pfimou imérou byla vypocitana
aktivita SOD v mezinarodnich jednotkéch i v katalech v cca 0,1 g dusikem mrazeného jablka.
Tato hodnota byla pfepocitana na aktivitu v mezinarodnich jednotkéch i v katalech v gramu
jedlého podilu jablka.

3.5.2 Katalasa

Na zjisténi aktivity enzymu katalasy v jablkadch bylo nalezeno n¢kolik moznych postupt
stanoveni (manganometrické wurCeni [36], prace skitem od firmy Sigma [37],
spektrofotometrické meteni [2], atd) Jako nejvhodnéjsi byl vybran posledni zmitiovany [2].

Princip:
Do roztoku peroxidu vodiku o znamé koncentraci se ptida vzorek obsahujici enzym katalasu.
Katalasa méni peroxid vodiku na vodu a kyslik podle nasledujici reakce:

2 H,0,—"" 52 H,0+0,

ME¢ti se tibytek peroxidu vodiku v roztoku v zdvislosti na Case.
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Postup:

Nejprve byl piipraven roztok rozpusténim cca 1 g pod dusikem zmrazeného jablka v 10 ml
fosfatového pufru. JelikoZ obsahoval 1 nerozpustné ¢asti jablka, byl centrifugovan 10 minut
pii 7500 ot./min. Z takto pfipravené¢ho roztoku vzorku byl odebran do kyvety 0,1 ml. Objem
byl nasledné doplnén fosfitovym pufrem nebo roztokem peroxidu na 3 ml a byla méfena
absorbance po 1 a pil minuté od pfidavku enzymu na spektrofotometru Helios a pii A = 240
nm proti fosfatovému pufru.

Vypocet:

K vypoctu byl pouzZit Lambert-Beeriv zdkon (A = lc.g), kde 1 byla tlouStka kyvety
v centimetrech, ¢ byla molarni koncentrace v molech na litr a &€ byl molarni extinkéni
koeficient). Z absorbance byla vypoctena konecna koncentrace peroxidu po plisobeni enzymu.
Z rozdilu pocateCni a konecné koncentrace peroxidu bylo vypocteno latkové mnozstvi
pfeménéného substratu, z kterého byla zjiSténa aktivita enzymu v pfipraveném roztoku.
Pfimou umérou byla vypoctena aktivita nalezici jednomu gramu jedlého podilu jablka.

3.5.3 Stanoveni PPO

Prace s timto enzymem je znacn€ naro¢na, jelikoz rychle reaguje se vzdusnym kyslikem a
oxiduje. Na jeho stanoveni byla pouzita spektrofotometrickd metoda po reakci s 4-
methylkatecholem [38].

Princip:
Roztok methylkatecholu reaguje skyslikem a PPO za vzniku oranzového roztoku
benzochinonu, ktery se nasledné pomalou reakei s vodou méni na hnédy melanin:

metyhlkatechol + O, —2°— benzochinon + H,O —22“_s melanin

M¢fti se spektrofotometricky zména koncentrace methylkatecholu.

Postup:

Prvné byl pfipraven roztok rozpusSténim cca 1 g pod dusikem zmrazeného jablka v 10 ml
fosfatového pufru a centrifugovan 10 minut pifi 7500 ot./min. 1 ml tohoto vzorku byl
napipetovan do kyvety s2 ml methylkatecholu. Byla meétfena absorbance roztoku na
spektrofotometru Helios a pfi A = 400 nm proti fosfatovému pufru po 30 sekundach (A,) a po
2,5 minutach (A;) od pfidani enzymu.

Vypocet:

K vypoctu byl pouzit Lambert-Beertiv zdkon. Byl vypocitan rozdil absorbance vzorku po 30
sekundach a po 2,5 minutdch plisobeni enzymu a od této hodnoty byl odecten rozdil
absorbance methylkatecholu, jehoz rozklad byl zpasoben vzdusnym kyslikem
(experimentalné¢ zméfeno). Ze ziskané hodnoty byla vypoctena za pomoci molarniho
extink¢éniho koeficientu koncentrace a nasledné¢ latkové mnoZzstvi ubytku methylkatecholu.
Z této hodnoty byla vyjadiena aktivita enzymu v mezinarodnich jednotkach a v katalech
v nafedéném roztoku a po piepoctu i v jednom gramu jedlého podilu.
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3.5.4 Stanoveni SOD, katalasy a PPO v Cerstvé §tavé

Vyse zminlované enzymy byly stanovovany i v Cerstvé vymackané stave z jablek.

Postup:

Pted kazdou analyzou byla nastrouhana Cast jablka, ze které byla manualné vylisovana §t’ava.
Dalsi operace se stavou byly shodné jako v postupech stanoveni jednotlivych enzymi z pod
dusikem mraZzenych vzorki. V ptipad¢€ potieby byla §t'ava nafedéna.

Vypocet:
Vypocty byly provedeny stejnymi postupy, jaké byly uvedeny v kapitolach 3.5.1, 3.5.2 a
3.5.3.

3.6 Uméla infikace jablek plisnémi

Byl sledovan rozvoj kolonii plisni na jablkach v zavislosti na odriid¢ a atmosféfe skladovani.
Vzdy z kazdé odridy a atmosféry bylo infikovano jedno jablko témito plisnémi:
Gloeosporium album izolovand znapadeného jablka (viz Priloha 4), cistd kultura
Gloeosporium album a plisen rodu Penicillium.

Postup:

Nejprve byl vyzaren a vydezinfikovan box, ve kterém se s vySe uvedenymi mikroorganismy
pracovalo. Nasledné bylo ocisténo jablko na tfech mistech ethanolem a byly do né&j provedeny
tii vpichy pomoci kuchyniského noze. Poranéni bylo vedeno spiSe do povrchové ¢asti pod
slupkou. Do kazdého vpichu byla vpravena ¢ést kultivaéniho média s danou plisni. Jablka
byla kultivovéana 4 tydny v chladu. Po inkubacni dobé byla na jablkach zhodnocena ispéSnost
umeléhozaplisnéni.
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4 VYSLEDKY

4.1 Stanoveni celkové antioxidacéni aktivity

Postupem uvedenym v kapitole 3.2 byla provedena analyza celkové antioxida¢ni aktivity ve
vzorcich jablek pomoci kitu TAS od firmy Randox. Métfeni probéhlo v jablkdch cCerstvé
dodanych do skladu a po 158 dnech ulozeni v modifikované nebo normalni atmosféte.

Tabulka 2: Vysledky méteni ABTS po dodani jablek do skladu a po 158 dnech skladovéni

ABTS [umol/g]
po dodéni po 158 dnech
normalni atmosféra | modifikovana atmosféra
Idared 3,836 13,151 14,894
Jonagored 2,815 12,365 12,983
Golden Delicious 2,321 12,533 13,039

Graf 1: Porovnani hodnot celkové antioxidacni aktivity v jablkach po dodani do skladu a po
158 dnech v atmosfére
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Z grafu je patrné, Ze na pocatku skladovani mély vSechny vzorky nejnizs$i celkovou
antioxida¢ni aktivitu. Tento jev byl pravdépodobné zpiisoben tim, ze jablka v dob¢ sklizné
nemely jeSté dostateCnou zralost a dozravaly az ve skladu. Dals$i pficinou mize byt
rozrusovani bunék vlivem disimilacnich procesti a tim vyplavovani v bunice vazanych latek.
Ve vsech odridach byla nejvyssi aktivita naméfena ve vzorcich skladovanych v modifikované
atmosféte, nejvice ze vSech pak v odrid¢ Idared.

Thned po dodani do skladu mély ob¢ cervené odriidy (Idared, Jonagored) vétsi hodnotu ABTS
nez odrtida zelena (Golden Delicious). V pribéhu skladovani se poméry zménily. Odrada
Idared si zachovala nejvyssi hodnoty, ovSem ve vzorku jablka Jonagored dochézelo
k navySovani poméroveé pomaleji nez v odradé Golden Delicious.
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4.2 Stanoveni nizkomolekularnich antioxidantu

Nizkomolekularni antioxidanty (vyjma vitaminu C) byly métfeny ihned po naskladnéni jablek
a po 158 dnech ulozeni.

4.2.1 Obsah vitaminu C

Vitamin C byl méfen titracné dle postupu uvedeného v odstavci 3.3.1. Po piepoctech
uvedenych ve stejné ¢asti této bakalaiské prace byly ziskany vysledky v mg vitaminu na gram
jedlého podilu jablka, které jsou sumarizovany v nasledujici tabulce.

Tabulka 3: Vysledky vypoctt obsahu vitaminu C v odriidovych jablkach po 158 dnech
skladovani

obsah vitaminu C [mg/g]
normalni atmosféra modifikovana atmosféra
Idared 0,0688 0,0521
Jonagored 0,0130 0,0194
Golden Delicious 0,0162 0,0495

Graf 2: Srovnani obsahu vitaminu C v jablkach po 158 dnech skladovani
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Ze srovnani je patrné, ze nejvetsi obsah vitaminu C byl stanoven v odriid€ Idared skladované
v normalni atmosféfe. Mezi obsahy vitaminu v normdlni atmosféfe byl znacny rozdil pii
porovnani odridy Idared s ostatnimi zkouSenymi odridami. Pfi tomto zptsobu skladovani
obsahovala nejméné vitaminu C odrida Jonagored. Potfadi dle mnozstvi vitaminu bylo
zachovano 1 pfi skladovani v modifikované atmosfére.

U ploda Idared ptsobila modifikovana atmosféra negativné, u odrid Jonagored a Golden
Delicious pozitivné (zvlasté u posledni zminované, kdy byl zaznamendm prudky narist).

4.2.2 Celkové polyfenoly

Postupem, ktery byl popsan v odstavci 3.3.2 byla provedena analyza celkovych polyfenola
v odriidovych jablkach. M¢feni poskytla vysledky (pfepoctené na mg obsahu celkovych
polyfenoll v gramu jedlého podilu jablka) uvedené v tabulce.
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Tabulka 4: Vysledky méteni celkovych polyfenoli po dodani jablek ze skladu a po 158 dnech

celkové polyfenoly [mg/g]
po dodéni po 158 dnech
normalni atmosféra | modifikovana atmosféra
Idared 0,328 0,610 0,677
Jonagored 0,162 0,419 0,470
Golden Delicious 0,313 0,386 0,222

Graf 3: Porovnani obsahu polyfenoll v odriidovych jablkach po dodani do skladu a po 158
dnech skladovani

0,71
0,61
0,51
0,41
0,31
0,21
0,1,
0,0

[mg/g]

Iderad Jonagored Golden Delicious

B po dodani do skladu B normalni atmosféra O modifikovana atmosféra

Stejn¢ jako u ABTS bylo zjiSténo, ze na zacatku skladovani obsahovaly vzorky mnohem
méné celkovych polyfenoli nez po ur¢ené dobé uskladnéni. Diivody jsou pravdépodobné
stejné, totiz predCasna sklizenl plodii a dozravani az ve skladu nebo disimilacni procesy a tim
navySovani hodnoty vlivem uvoliiovani polyfenoll z bunéénych struktur.

Ve vsech tiech stanovenich byly nejvyssi hodnoty namétfeny u odrady Idared. Po dodani do
skladu byly zjistény vyS$si hodnoty celkovych polyfenolli u jablek Golden Delicious nez u
odrtidy Jonagored, naopak tomu bylo pii skladovéani v obou typech atmosfér.

Jako vyhodnéjsi z danych typti uskladnéni se jevi udrZzovani v modifikované atmosférte.

4.2.3 Celkové flavonoidy

Jako cast z celkovych polyfenolii byl méfen obsah celkovych flavonoidd. V tabulce jsou
uvedeny piehledné vysledky méfeni (pfevedeny na mg celkovych flavonoidi vztazenych na
gram jedlého podilu jablka).
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Tabulka 5: Obsah celkovych flavonoidl v jablkdch po dodani jablek do skladu a po 158
dnech skladovani

celkové flavonoidy [mg/g]
normalni atmosféra modifikovana atmosféra
po dodani | po 158 dnech | smérodatna | po 158 dnech | smérodatna
odchylka odchylka
Idared 0,181 0,431 0,029 0,427 0,007
Jonagored 0,101 0,331 0,015 0,294 0,010
Golden Delicious 0,171 0,279 0,022 0,317 0,055

Graf 4: Porovnani hodnot celkovych flavonoida v jablkach ihned po dodani jablek do skladu a
po 158 dnech skladovani

0,5+
0,41
0,4+
0,3+
0,3+
0,2
0,2
0,11
0,1+
0,0

[mg/g]

Idared Jonagored Golden Delicious

B po dodani do skladu B normalni atmosféra @ modifikovana atmosféra

I u tohoto stanoveni se ukdzalo, Ze na pocatku skladovéani byl obsah flavonoidi mnohem
mensi nez po 158 dnech uloZeni.

Nejvétsi hodnoty byly opét naméfeny u odridy Idared a to u vSech typli méfeni. Odrida
Jonagored vynikd nad Golden Delicious obsahem flavonoidii pii uloZeni v normalni
atmosféte, opacné je to pii ulozeni do modifikované atmosféry a pii méteni ihned po sklizni.
Opét nelze fici, kterd odriida obecné, zda Cervena ¢i zelend, mé vyssi obsah téchto latek.

U plodi Idared se neprojevily téméi zadné rozdily pti skladovani v normélni a modifikované
atmosféfe, u obou dalSich odrid byly rozdily pouze malé.
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Graf 5: Srovnani obsahu celkovych polyfenoll a flavonoida v jablkach ihned po sklizni
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Vyse uvedeny graf monitoroval situaci v plodech ihned po sklizni. U odriidy Idared a Golden
Delicious tvoftily flavonoidy pfiiblizné polovinu z celkového obsahu polyfenol, u odrady
Jonagored to byly piiblizn¢ dv¢ tretiny.

Graf 6: Srovnani obsahu celkovych polyfenoll a flavonoida v jablkach po 158 dnech v
normalni atmosféte
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Graf 6 srovnaval pomérny obsah flavonoidl a polyfenolil v jablkach po 158 dnech uloZeni
plodii v normalni atmosfére. Bylo zjisténo, ze u odrid Idared a Golden Delicious tvorily
flavonoidy asi tfi Ctvrtiny z celkového obsahu polyfenold, u odridy Jonagored to byly
priblizné Ctyti pétiny.
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Graf 7: Srovnani obsahu celkovych polyfenoll a flavonoida v jablkach po 158 dnech v
modifikované atmosféie
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Pfi stejném srovnani u jablek skladovanych v modifikované atmosféie (Graf 7) se doslo
k zavéru, ze u odrad Idared a Jonagored tvotily flavonoidy cca dvé tfetiny z celkového poctu
polyfenolii a u odriidy Golden Delicious to byly ¢tyfi pétiny.

4.3 Stanoveni proteini

4.3.1 Hartree-Lowryho metoda

V jablkédch bylo mozno postupem uvedenym v kapitole 3.4.1 stanovit pouze rozpustné
proteiny. Proto vysledky nevypovidaji o hodnotidch celkovych proteini a jsou celkové
pomérné nizké, coz je pro jablka typické

Tabulka 6: Vysledky méteni rozpustnych proteinil v jablkach vztazenych na gram jedlého
podilu jablka

rozpustné proteiny [mg/g]
normalni atmosféra modifikovana atmosféra
Idared 0,470 0,679
Jonagored 1,008 0,499
Golden Delicious 0,902 0,391
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Graf 8: Srovnani obsahu rozpustnych proteint v jablkach v modifikované a v normalni
atmosfére
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Z vyse zobrazen¢ho grafu je vidét, Ze nejvice rozpustnych proteinll je v odriidé Jonagored
skladované v normalni atmosféte. U ploda Idared bylo skladovani v modifikované atmosféie
prospesné, zatimco u dalSich dvou odrid plisobilo negativné.

Pokud bude uvazovano, Ze u poslednich dvou typti simuluje skladovani v normalni atmosfére
pocateni podminky pii sbéru, je ziejmé, Ze béhem uchovani téchto odrid v modifikované
atmosféte doslo ke sniZzeni obsahu celkovych rozpustnych proteinti zhruba na polovinu.

Z vysledki stanoveni nelze fici, zda ma vice rozpustnych proteinli odriida cervena ¢i zelena.
Celkové proteiny byly stanovovany zejména jako pomocny parametr pro hodnoceni
enzymovych aktivit a proteinového sloZeni v plodech.

4.3.2 Analyza jable¢nych proteinti mikrofluidni elektroforézou

Pomoci ¢ipu od firmy Bio-Rad byly kvalitativné uréeny nékteré rozpustné proteiny ve vzorku
jablek. Program Experion vyhodnotil analyzu a vysledkem byly grafy a tabulky s hodnotami
pro kazdy analyzovany vzorek.
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Obrazek 1: Ukéazka programu na kvalitativni vyhodnoceni obsahu bilkovin ve vzorku pro
v poradi paty vzorek
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Obrazek 2: Vysledky Cipové elektroforézy vsech odriid jablek
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Fialové Sipky urcuji vzdy spodni a horni mez detekce. Na Cip byly pipetovany vzorky jablek
pripravené rozpusténim pod dusikem mrazeného preparatu ve fosfatovém pufru.

Do jamky €ipu oznacené jako L (sloupec L) byl nanesen standard dodany firmou Bio-Rad. Do
1. a 2. jamky byl aplikovan vzorek extraktu jablka Idared skladovaného v normalni
atmosféte, do 3. a 4. vzorek jablka Golden Delicious skladovaného v normalni atmosfére, do
5. a 6. vzorek jablka Jonagored skladovaného v normalni atmosféte, do 7. a 8. vzorek jablka
Idared skladovaného v modifikované atmosféie, do 9. vzorek jablka Golden Delicious
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skladovaného v modifikované atmosfére a nakonec do 10. jamky byl nanesen vzorek jablka
Jonagored skladovaného v modifikované atmosféte.

Jelikoz se pfedpokladalo, Ze se kvalitativné nebude distribuce hlavnich bilkovinnych frakci
lisit v jednotlivych odrtidach, byl vybrana jedena representativni linie (vzorek 5), ktera byla
vyhodnocena. Prioritou v uréeni bilkovin bylo nalezeni dikazu pfitomnosti enzymd,
jmenovité¢ SOD, katalasy a PPO.

Byly porovnany molekulové hmotnosti jednotlivych enzymii (molekulova hmotnost jable¢né
SOD lezi v rozmezi mezi 22 a 32,5 kDa v zavislosti na typu kovového prvku, ktery je jeji
soucasti [33]; molekulovd hmotnost katalasy izolované ze sav¢ich bun¢k nélezi do intervalu
mezi 230 a 250 kDa [34]) s naméfenymi hodnotami (Ptiloha 1). Z tohoto srovnani vyplynulo,
ze prvni Cernou Sipkou vyznaceny pik (Pfiloha 2) ndlezi SOD a druhy (Pfiloha 3) nélezi
katalase. Ze srovnani vyplyva, ze mikrofluidni elektroforézou byl zjistén vyssi obsah SOD
nez katalasy ve vzorku. V kapitole 4.4 vSak bylo zjiSténo, Ze jablka obsahovala nejvice
enzymu katalasy. Tento rozdil se da vysvétlit tim, ze katalasa ma molekulovou hmotnost
blizko horni meze detekce, proto se nepodafilo zachytit vSechen enzym a vysledky jsou tudiz
zkreslené. Také je mozné, ze v pribéhu provedeni mikrocipové elektroforézy doslo k ¢astecné
degradaci (denaturaci) katalasy.

Enzym PPO se viibec nepodafilo gelovou elektroforézou zachytit, jelikoz jeho molekulova
hmotnost je zna¢n¢ vysokd (cca 750 kDa pro enzym izolovany z jablek [35]) a tudiZ tato
hodnota lezi nad horni mezi detekce.

4.4 Stanoveni enzymi

4.4.1 SOD

SOD byla stanovena pomoci kitu Ransod od firmy Randox. Jelikoz byl zminovany kit
financné nakladny, byla provedena pouze jedna analyza v kazdém vzorku. Proto nebylo
mozné vyhodnotit tyto vysledky statisticky. VSechny namérené hodnoty byly zpracovany tak,
jak je uvedeno v ¢asti 3.5.1 a pfepocitany na aktivitu v mezinarodnich jednotkach (mnozstvi
preménéného substratu v umolech za jednotku ¢asu v minutidch) a v katalech (mnozstvi
pfeménéné¢ho substratu v molech za jednotku Casu v sekundéch) v gramu jedlého podilu
jablka. Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 7:Vysledky stanoveni SOD v jednotlivych
odrtdach jablek v gramu jedlého podilu.

Tabulka 7:Vysledky stanoveni SOD v jednotlivych odriidach jablek v gramu jedlého podilu
modifikovand atmosféra

normalni atmosféra

U [umol/min]

katal [mol/s]

U [umol/min]

katal [mol/s]

Idared 4,130 6,883.10° 5,346 8,911.10°
Jonagored 4817 8,028.10° 5,054 8,424.10°°
Golden Delicious 3,629 6,048.10° 1,437 2,395.10'8
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Graf 9: Srovnani hodnot SOD v jednotlivych odridéach jablek v katalech
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Z grafu 9 vyplyva, Ze nejvétsi aktivita SOD byla zjiSténa v odrid¢é Idared skladované
v modifikované atmosféfe a nejmensi v jablku odridy Golden Delicious. Skladovani
v upravené atmosféfe vychazi obecné jako vyhodnéjsi pro uchovani aktivity SOD, ovSem u
odriidy Golden Delicious se projevilo jako nepfiznivé. Pficina tohoto odliSeni se vSak miize
nachazet v nevhodném terminu sklizn€ tohoto konkrétniho plodu.

Pfi porovnani aktivit v jablkach skladovanych v normalni atmosféfe vychazi jako nejlepsi
odrida Jonagored, nasledné Idared a nakonec Golden Delicious. Pfi porovnani v atmosfére
modifikované se jevi nejlépe odrida Idared, ndsledn¢ Jonagored a naposledy Golden
Delicious. U prvnich dvou odriid nebyl pfi stanoveni velky rozdil mezi hodnotami aktivit pfi
skladovéani v modifikované atmosféte, u odridy Golden Delicious nastal prudky pokles.
Pokud se bude vychézet z ptedpokladu, ze skladovani v modifikované atmosféte je pro
zachovani SOD vyhodngjsi a Ze, pfi znacném zjednoduSeni, aktivita enzymu klesd pfi
dlouhodobém uchovévani ve vSech odridach stejné rychle, 1ze sumarizovat, ze v ervenych
jablkéach (v této praci representovany odriidami Idared a Jonagored) je SOD vice zastoupena
nez v jablkach zelenych (v této praci representovany odriidou Golden Delicious). Dale také
lze uvazovat, Ze v normalni atmosféte dochazi k degradaci enzymu u jablek Idared rychleji
nez u jablek Jonagored. Otazkou ziistava, z jakych podminek v plodu je SOD aktivovéna.

4.4.2 Katalasa

Druhym stanovovanym enzym v jablkach byl enzym katalasa. Postup 1 vypocet
korespondovaly s odstavci stejného ndzvu v kapitole 3.5.2. Méfeni bylo provedeno s danym
vzorkem vzdy ttikrat. Primérné vysledky jsou prehledné shrnuty v nasledujicich tabulkéch.

Tabulka 8:Primérné vysledky stanoveni katalasy v odriiddach skladovanych v normalni
atmosféie prepoctené na gram jedlého podilu

primér U prumér katal smérodatna smérodatna

[uwmol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 20,918 3,486.1077 0,904 1,507.10°
Jonagored 19,068 3,178.107 0,523 8,720.10”
Golden Delicious 17,383 3,109.107 0,495 3,718.10'8
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Tabulka 9: Primérné vysledky stanoveni katalasy v odridach skladovanych v modifikované
atmosféie prepoctené na gram jedlého podilu

primér U primér katal smérodatna smérodatna
[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 19,175 3,196.10” 1,769 2,948.10°
Jonagored 17,796 2,966.10°7 1,131 1,885.10°
Golden Delicious 16,741 2,790.107 0,837 1,395. 10®

Graf 10: Srovnani hodnot katalasy v jednotlivych odradéch jablek v katalech
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Z vyse uvedeného grafu je patrné, ze aktivita katalasy v skladovanych jablkach je vyssi,
pokud jsou skladovany v normalni atmosféfe. V modifikované je aktivita enzymu nizsi.
Z vysledku by bylo mozné piedpokladat, Ze jablka z normalni atmosféry maji vice aktivovany
antioxida¢ni obranné systémy.

Nejveétsi hodnoty byly naméteny v odrade Idared, néasledné Jonagored a nejmensi v odradé
Golden Delicious. Sestupna tendence aktivity enzymy v tomto potfadi byla naméfena jak
v plodech z normadlni, tak v plodech z modifikované atmosféry.Mezi zminiovanymi odridami
vSak nejsou tak znatelné rozdily jako u enzymu SOD.

Pokud se bude predpokladat, ze plody z normalni atmosféry simuluji situaci po utrzeni jablka,
1ze fici, ze v ¢ervenych odridach (v této praci zastoupeny odriidami Idared a Jonagored) se
nachazi vice enzymu katalasy nez v odridach zelenych (v této praci zastoupeny odradou
Golden Delicious).

4.4.3 PPO

Déle byl také stanoven enzym PPO v odradovych jablkach. Metoda nebyla z ¢asovych
divodi v daném typu biologického materidlu dostate¢né ovéfena, proto jsou namétfené
vysledky povazovany pouze za orientacni.

Prace stimto enzymem byla naro¢na, jelikoZz jeho aktivita rychle na vzduchu klesala. I
substrat (methylkatechol) na vzduchu oxidoval, proto musel byt se vzorky skladovan neustéle
v temnu. Aktivita byla métfena tfikrat, v nasledujicich tabulkdch jsou shrnuty primérné
hodnoty vSech stanoveni.
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Tabulka 10: Primérné vysledky stanoveni PPO v odriidach skladovanych v normalni
atmosféie prepoctené na gram jedlého podilu

primér U prumér katal smérodatna smérodatna

[uwmol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 0,093 1,543.10° 9,735.10° 1,622.10"°
Jonagored 0,038 6,405.10"° 1,677.10° 2,795.10"
Golden Delicious 0,017 2,874.107"° 5369.107 8,948.10°"

Tabulka 11: Primérné vysledky stanoveni PPO v odrtidach skladovanych v modifikované
atmosféie prepoctené na gram jedlého podilu

prumér U pramér katal smerodatna smerodatna

[umol/min] [mol/s] odchylka U odchylka katal
Idared 0,018 3,031.10"° 7,412.10™ 1,235.10"
Jonagored 0,023 3,898.10"° 4,198.10° 6,997.10°"
Golden Delicious 0,025 4,234.10™"° 7,055.107 1,176.10"°

Graf 11: Srovnani hodnot PPO v jednotlivych odridach jablek v katalech

1,6E-09 I
1,4E-091 i
1,2E-09- i
1,0E-09- I
8,0E-10 i
6,0E-10- I
4,0E-10 I
2,0E-10- i
0,0E+00

katal

}-

Golden Delicious

Idared Jonagored

Onormalni atmosféra O modifikovana atmosféra ‘

Ze srovnani je vidét vyrazny obsah PPO v odrtidé Idared skladované v normalni atmosféfe
proti ostatnim odriddm. Nejméné enzymu pak bylo stanoveno v odridé Golden Delicious
skladované v normalni atmosféte.

U odrtd Idared a Jonagored ma regulovand atmosféra spise negativni vliv na mnozstvi PPO, u
odridy Golden Delicious pozitivni. Divodem muize byt zvySend mobilizace nékterych
obrannych enzymovych systémti v cCervenych druzich jablek ve fazi postupné degradace
plodl. Plody cervenych jablek analyzovanych v praci maji krat§i dobu uchovatelnosti nez
jablka zelena.

Za ptedpokladu, Ze aktivita PPO namétfend v plodech znormalni atmosféry simuluje
podminky pii sklizni (vyjma plodi jablek Golden Delicious), lze uvazovat, Ze aktivita
enzymu v modifikované atmosféfe je niZsi u odriidy Idared nez Jonagored. Dale také lze fici,
ze v ¢ervené odrid¢ Idared je mnohem vice enzymu PPO nez v druhé cervené odrudé
Jonagored, ovSem 1 tato odriida mé této slozky pon€kud vice nez zelend odriida Golden
Delicious. Tyto vysledky jsou dalSim dokladem pro pravdépodobnou roli PPO jako
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obranného systému chraniciho dozravajici ¢i lehce degradujici plody pied poskozenim
oxidaci.

4.4.4 Vzijemné porovnani stanovenych enzymii v jednotlivych odridach

V predlozené praci byly vSechny uvedené metody stanoveni antioxida¢nich enzymil nové
zavedeny a optimalizovany pro dany biologicky materidl. V pribéhu analyz byly ziskany
hodnoty fadové srovnatelné s publikovanymi udaji.

Z predchozich kapitol je ziejmé, Ze kazda odriida vykazuje vyssi aktivity u jinych enzymi.
V nasledujicich grafech jsou porovnany hodnoty aktivit vSech jednotlivych stanovovanych
enzymu v kazdé odradé.

Graf 12: Srovnani aktivit enzymi v jednotlivych odrtidach skladovanych v normalni
atmosféie

3,5E-07
3,0E-071
2,5E-071
2,0E-071
1,5E-07
1,0E-07
5,0E-08
0,0E+00

katal

Idared Jonagored Golden Delicious

B SOD B katalasa O PPO

Je patrné, Ze nejvétsi aktivitu ma v jablkach ve vSech odridach skladovanych v normalni
atmosféie enzym katalasa, jako druhy v pofadi je enzym SOD a nejmensi aktivitu ma enzym
PPO.

V odrid¢ Idared znormaélni atmosféry je nejvice katalasy a PPO ze vSech odrud. Plody
Jonagored se vyznacuji zase nejvyssi aktivitou enzymu SOD. Odriida Golden Delicious
skladovand v normalni atmosféfe ma nejmensi aktivitu vSech enzymt ze vsSech
stanovovanych odrid. Tento vysledek mulzZe souviset svySe zminénou niz8i dobou
uchovatelnosti ¢ervenych jablek a aktivaci obrannych systémii, zejména katalazy a PPO.

46



Graf 13:Srovnani aktivit enzymi v jednotlivych odridach skladovanych v modifikované
atmosfére
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Z grafu lze fici, Ze jablka Idared maji nejvys$si hodnotu aktivity katalasy i v modifikované
atmosféte. Toto porovnani potvrzuje zaver, ze v jablkdch je nejvice zastoupen enzym
katalasa, pak SOD a nejméné enzym PPO.

Plody Idared skladované v upravené atmosfére vynikaji nejvétsim obsahem katalasy a SOD
ze vSech stanovovanych odriid z modifikované atmosféry, plody Golden Delicious maji zase
nejveétsi obsah enzymu PPO ze stanovovanych odriid skladovanych v regulované atmosféte.
Na hladiny antioxida¢nich enzymi v jablkdich mé& krom¢ odridovych vlastnosti a s tim
spojené geneticky determinované délky udrzitelnosti plodi ziejmé zésadni vliv i1 stupen
zralosti pti sklizni. Vyznamné jsou rovnéZ hladiny nizkomolekuldrnich antioxidantl, které
pomahaji regenerovat enzymové antioxidanty. Srovnanim ziskanych vysledkli se cervena
odrtda Idared jevi jako nejbohatsi na vSechny typy antioxidantii, coz mize znamenat nejvyssi
stupenn zralosti a stejné¢ tak nejvyssi tupennt mobilizace obrannych systému pted postupujici
destrukci plodd; tomuto by odpovidaly obecné nizsi hodnoty ptevazné vétSiny antioxidantii
namétené u plodu skladovanych v ochranné atmosfére.

4.4.5 Stanoveni SOD, katalasy a PPO v Cerstvé §t'avé

Bylo zkouSeno rovnéz stanoveni enzymt z Cerstvé vymackané $t'avy. Bohuzel byly enzymy
velmi rychle oxidovany vzduSnym kyslikem, takze ani pfi rychlé praci nebylo mozné
veérohodné urcit aktivity jednotlivych enzyma.

Dal§im problém pii takovémto postupy byla synchronizace Casu méfeni. Nejenze kazda
z analyz jednotlivych enzyml ma jiny postup a jiny casovy interval méfeni, ale navic nelze
fici, ze rychlost zpracovani biologického materialu byla stejna pti vSech stanovenich.
Zpracovani tkani v tekutém dusiku je tedy nezbytné pro stanoveni aktivity enzymi
v jable¢nych vzorcich.
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4.5 Umélé zaplisnéni jablek

Uméle infikovana jablka byla uchovana po dobu ¢ty tydnii v chladu pii 4-10°C. Po stanovené
dobé byla sledovana a vizudln€¢ zhodnocena tispéSnost zaplisnéni.

Na vSech odridach a obou typech atmosfér byla GspéSnost umelého zaplisnéni stoprocentni.
Mezi morfologii plisné Gloeosporium album izolované z jablka a morfologickymi znaky Cisté
kultury nebyly zjiStény podstatné rozdily ani po mikroskopické analyze, proto byly zavéry
sumarizovany pro oba pokusy.

Z Ptiloha 5, Ptiloha 6 a Ptiloha 7 je patrné, Ze nejvétsi kolonie plisn€ Gleosporium narostla na
odrid¢ Jonagored skladované v normélni atmosfére. Musi se vSak ptihlédnout k faktu, ze
tento konkrétni plod byl napaden zminovanou plisni jiz mnohem dtive (dokonce z n¢j byla
ziskana srovnavaci kultura pro umélou infekci), a proto lze predpokladat, Ze masivni nartst
nebyl zplsoben pouze umélym zaplisnénim. Pokud se dale porovnaji kolonie vZdy na stejné
odriade ale z jiné atmosféry, lze konstatovat, Ze se nijak vyrazné nelisi, i kdyZ jako ponckud
méné poskozené se jevi vzdy plody uchované v modifikované atmosfére.

Podobné vysledky byly ziskany i s plisni Penicillium, jak je patrné z ptiloh vyplyva i z
Priloha 8, Priloha 9 a Priloha 10.

V souhrnu lze fici, Ze narast kolonii obou plisni byl velmi podobny a tudiz nelze urcit, zda je
nckterd z plisni dominujici pfi zachovani stejnych podminek, jako byly podminky pokusu.
Literarni udaje vSak uvadéji jako hlavniho ptivodce skladkové choroby plisen Gleosporium.
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5 DISKUZE

V ptedloZené praci byly sledovany hladiny vybranych enzymovych a nizkomolekularnich
antioxidantli u tfi odrid jablek dlouhodobé¢ skladovanych pfi rtizné regulované atmosféie
lisici se obsahem kysliku. Soucasné byl u vSech typli plodi sledovan rozvoj vybranych
skladkovych infekci po umélém infikovani plisnémi rodu Gleosporium a Penicillium.

Ze ziskanych vysledkl je patrné, ze kazda odrida ma ponckud odlisné hladiny antioxida¢nich
parametrii a soucasné kazdy typ uchovavaci atmosféry ma jiny efekt na dlouhodobé zmény
jednotlivych sledovanych antioxidantd.

Pti obecném shrnuti celkové antioxidacni aktivity lze fici, ze skladovani (v jakékoliv
atmosféie) mélo pozitivni vliv na narist této hodnoty. Ve vSech odriidach byla zmétena nizsi
antioxidac¢ni aktivita ihned po sklizni nez po 158 dnech skladovani. Tento efekt byl pozorovan
rovnéz u vSech porovnavanych nizkomolekularnich antioxidanti a u vétSiny enzymovych
antioxidanti. Mohlo to byt zapfi¢inéno bud’  pfedCasnou sklizni nebo postupnym
uvolnovanim latek z bunéénych struktur vlivem disimilaénich procesti ve skladu. Na hladiny
antioxidanti v jablkdch ma déale krom¢ odridovych vlastnosti a s tim spojené geneticky
determinované délky udrzitelnosti plodii zfejmée zasadni vliv 1 stupeni zralosti pfi sklizni.

Odruda Idared

Tato odriida vynikd v fad€ stanoveni vysokymi hladinami antioxidanti. Byla u ni zji$téna
nejvyssi hodnota celkové antioxidacni aktivity a vSech nizkomolekularnich antioxidant
thned po sklizni 1 po 158 dnech skladovani v normalni i modifikované atmosféte. Flavonoidy
tvorily z celkovych polyfenoll asi jednu polovinu pii méteni ihned po sklizni, tfi Ctvrtiny pfi
méfeni plodd uskladnénych v normdalni atmosféfe a dvé tretiny pfi méfeni ploda
z modifikované atmosféry. Z vysledkl také vyplynulo, ze pro nejvyssi obsah vitaminu C je
vhodné skladovat tuto odridu v normalni atmosféfe, pro nejvyssi obsah celkovych polyfenola
v modifikované atmosféfe a pro nejvyssi obsah celkovych flavonoidli v normalni atmosférte.
Dalsi ¢ast méfeni byla vénovana proteiniim. Bylo zjiSténo, Ze u tohoto druhu bylo nalezeno
nejvyssi mnozstvi rozpustnych proteind ze vSech odriid pfi ulozeni v modifikované atmosféie
rozpustnych bilkovin (hlavné enzymu) je vyhodnéjsi ulozeni plodd Idared v modifikované
atmosféfe. Rozdil je zpisoben pravdépodobné rychlou oxidaci enzyml se vzduSnym
kyslikem, na ktery je normalni atmosféra dosti bohatd. Ostatni odridy si zachovaly vyssi
obsah bilkovin v normalni atmosféfe, tudiz se 1ze domnivat, Ze odriida Idared je méné odolna
proti pasobeni vzdusného kysliku nez ostatni dvé métené. Tato odrida se vyznacuje nejkratsi
dobou udrzitelnosti plodit ze vSech tii analyzovanych odriid. Dale je tfeba brat do uvahy
faktor postupujici proteolyzy u prezralych a postupné degradujicich plodi.

Byly také méfeny samostatné aktivity jednotlivych antioxidac¢nich enzymi. V normalni
atmosféie byla u odridy Idared namétena vyssi hodnota katalasy a PPO, v modifikované pak
vy$§i hodnota enzymu SOD. U této odridy byla naméfena nejvy$Si hladina SOD
v modifikované atmosféte, katalasy a PPO v normalni atmosféfe ze vSech analyzovanych
odrtd. Pti srovnani hladin vSech tfi enzymi v obou atmosférach bylo zjiSténo, ze dominantni
zastoupeni vykazuje katalasa, dale jablka obsahovaly mensi mnozstvi SOD a PPO byla
zachycena v porovndni s obéma vySe uvedenymi pouze nepatrné. Tento zaver vSak nebyl
potvrzen mikrofluidni elektroforézou. Nejvyssi hodnoty zde byly naméfeny u enzymu SOD.
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Lze to vysvétlit tim, Ze se nepodafilo dostatecné zachytit katalasu, jelikoZ jeji molekulova
hmotnost byla blizko horni meze detekce. PPO se nepodafilo stanovit viibec ze stejného
divodu. Kvantitativni analyza mikro¢ipovou elektroforézou je vSak spiSe orientacni, takze za
smérodatné lze povazovat spiSe vysledky stanoveni enzymové aktivity.

Odruda Jonagored

Druhou v poradi zkoumanou odriidou byla odrida Jonagored. V fadé¢ meéfeni se umistila
pfi porovnani hladin antioxidantli na pomyslném druhém misté za odriidou Idared. V této
odrde byly zjistény i podobné poméry aktivnich latek pii riizném typu skladovani.

To vSak urcité neplatilo pfi méfeni vitaminu C, jehoZ bylo zjiSténo u jablek Jonagored
nejnizs$i mnozstvi z analyzovanych odrtd, a to v normalni i v modifikované atmosféte. Obsah
polyfenoltl v modifikované 1 normalni atmosféfe byl poncékud nizs$i nez u odridy Idared,
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métenych ihned po sklizni a v modifikované atmosféie, pti ulozeni v normalni atmosféte byla
na druhém misté. Pomér celkovych flavonoidii k polyfenolim byl rizny v zavislosti na typu
skladovani. Thned po sklizni tvofily flavonoidy dvé tfetiny, v normalni atmosféte Ctyfi pétiny
a v modifikované dv¢ tretiny z celkovych polyfenold, ve vSech piipadech tedy pomérné
vysoké zastoupeni.

Jak jiz bylo zminéno, vétsi obsah rozpustnych proteint si tato odriida zachovala v normalni
atmosfére, dokonce nejvyssi hladinu ze vSech odriid. V normalni atmosféfe byla namétena
vy$$i hodnota katalasy a PPO, v modifikované zase vyS$si hodnota SOD (prvenstvi mezi vSemi
zaujimala v obsahu SOD v normalni atmosféte). Vzajemné pomérové zastoupeni vSech tii
enzymi bylo zachovano stejné jako u odriidy Idared.

Odruda Golden Delicious

Odrida Golden Delicious se vyznacovala celkové nejniz§imi hladinami vétSiny
analyzovanych antioxidantli, a to v obou typech atmosféry. Pouze obsahem vitaminu C se
umistila na druhém mist€¢ v obou atmosférach, pficemz v modifikované byl zaznamenan
prudky nartst oproti normalni. Pfi méfeni ihned po sklizni byl pomérné¢ vysoky i obsah
celkovych polyfenolt, v pritbéhu skladovani vSak dosSlo u cervenych odrad k vys$Simu stupni
vzniku polyfenolickych latek ¢i uvolnéni zrostlinnych tkani. OvSem stale platilo, Ze
v prub¢hu skladovani dochazi k nartistu obsahu vzhledem k ptivodni hodnoté pti sklizni (veétsi
byl naméfen pii ulozeni v modifikované atmosfétre). Celkové flavonoidy byly zjistény
nejvyssi pifi skladovani v modifikované atmosféfe (druhd nejvyssi hodnota), dale pak
odrtd). Pomér flavonoida k polyfenolii byl ihned po sklizni 1:2, v normdlni atmosféfe 3:4 a
v modifikované 4:5.

Obsah celkovych proteint byl u této odridy pomérné nizky, rovnéz aktivita SOD a katalasy
byla nejmensi ze vSech odrid v obou atmosférach,u PPO byl v§ak naméfen v modifikované
atmosféie obsah nejvetsi.

Zaplisneni jablek
Dals$im pokusem bylo stanoveni vlivu skladovaci atmosféry na rozvoj kolonii ur€itych druht
plisni. Pfi porovnani narostlych kolonii za 4 tydny po infikovani bylo ziejmé, Zze se od sebe
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sice nijak vyrazné nelisi, ale pfece jen vizudlné lepsi charakteristiky vykazuji plody uchované
v modifikované atmosféie s redukovanou koncentraci kysliku.

Celkové lze uzaviit, ze pro komplexni popis vlivu typu skladovaci atmosféry na kvalitu plodii
ma ziejmé zdsadni vliv hodnota celkové antioxidacni aktivity, kterd v sobé zahrnuje celkovy
efekt vSech typa antioxidantli ve vzajemnych interakcich. Podle hodnot TAS je pro zachovani
antioxidacnich charakteristik a tedy 1 biologické kvality vyhodné;jsi uloZeni plodi vSech odrad
do modifikované¢ atmosféry. Tomu odpovidd 1 hodnota vétSiny nizkomolekularnich
antioxidantli, které pomadhaji regenerovat enzymové antioxidanty. Srovndnim ziskanych
vysledkl se Cervend odrida Idared jevi jako nejbohat$i na vSechny typy antioxidantl, coz
muze znamenat nejvySsi stupenl zralosti, nejvyssi kvalitu plodl a stejné tak nejvyssi stupent
mobilizace obrannych systémii pted postupujici destrukci plodi. K objektivnimu posouzeni
by bylo tfeba sledovat hladiny antioxidac¢nich parametrt jest¢ po delsi dobu a porovnat je
s vizudlni, senzorickou, mikrobiologickou a tim s celkovou spotiebitelskou kvalitou plodi.
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6 ZAVERY

V ptedloZené praci byly sledovany hladiny vybranych enzymovych a nizkomolekularnich
antioxidantii u tif odrid jablek b&zné celoroéné dostupnych v CR — dvou &ervenych (Idared,
Jonagored) a jedné zelené (Golden Delicous). Jablka byla dlouhodobé skladovand pfi rizné
regulované atmosfére liSici se obsahem kysliku. Soucasné byl u vsech typi plodl sledovan
rozvoj vybranych skladkovych infekci po umélém infikovani plisnémi rodu Gleosporium a
Penicillium. Biologicky material byl ziskan ve spolupraci s Ustavem posklizitové technologie
AF MZLU v Lednici.

Hlavni z&véry prace:

e Hladina celkové antioxida¢ni aktivity byla nejvyssi u Cervené odridy Idared. Vlivem
skladovani po dobu 158 dni doslo k nardstu hodnot TAS u vSech analyzovanych odrid, a
to vice v modifikované atmosfére.

e Pomér nizkomolekuldrnich antioxidantli — polyfenolt a flavonoidd se liSil v zavislosti na
dané odrd¢ 1 na zptsobu uskladnéni, pro nékteré bylo vyhodnéjsi uloZzeni v normdlni, pro
jiné v modifikované atmosfére. Vzdy vsak byl zaznamenan nartist hodnot u uchovéavanych
jablek proti hodnotam métenym ihned po sklizni.

e Dadle byly v praci zavedeny a optimalizovany metody stanoveni enzymii SOD, katalasy a
PPO ve tkanich plodi jablek. Bylo vyzkouSeno vice postupl zpracovani biologického
materialu 1 stanoveni enzymové aktivity, jako nejlepsi bylo ovéteno okamzité zpracovani
plodii v tekutém dusiku s pfidavkem detergentu.. Uspé$né byly ovéfeny metody pro
stanoveni SOD a katalasy. U PPO byl sice nalezen vhodny postup méteni, z ¢asovych
divodl se nepodatilo metodu optimalizovat pro jable¢né tkané a uvedené vysledky PPO
jsou proto povazovany za orientacni.

e Pomoci vyse stanovenych metod byla méfena aktivita jednotlivych enzymi v zavislosti na
typu skladovani. Nelze sice jednoznacné fici, zda je néktera z atmosfér pro zachovani
vysoké hodnoty aktivit lepsi; celkové se jako vyhodné€j$i pro udrZeni aktivity ve vSech
odridach jevi spiSe modifikovana atmosféra.. Z porovnani bylo zji§téno, ze nejvetsi
zastoupeni v jablkdch ma katalasa, nasledn€é SOD a nejmensi PPO. Dale je z vysledk
patrné, ze katalasa a PPO pusobi spiSe synergisticky a jsou aktivovany jako obranné
systémy u zralych a degradujicich plodii.

e Byla provedena orientac¢ni analyza kvalitativniho zastoupeni proteint v jablkdch pomoci
mikrofluidni elekroforézy se zvlaStnim zaméfenim na zjiSténi vysSe uvedenych enzymi.
Touto metodou byly urceny proteinové frakce odpovidajici katalase a SOD.

e Umélé zaplisnéni odriidovych jablek bylo provedeno u vSech odriid i u obou typi
skladovaci atmosféry. Pon¢kud vnimavéjsi k infekci byly jablka uchovavand v normalni
atmosfére, takze zvySené hladiny vétSiny antioxidantii by svédCily spiSe pro mobilizaci
obrannych systému

Z uvedenych méfeni a vysledkl je zfejmé, Ze nezavisle na podminkach skladovani si jablka
dokédzou dlouhodobé wuchovat vysoky obsah aktivnich latek a patii opravnéné
k nejvyznamnéjSim celoroéné dostupnym zdrojim antioxidantli v nasi populaci. Odridy se
sice mohou v zastoupeni jednotlivych skupin antioxidantti ponékud liSit, avSak rozdily pii
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zachovani stejnych podminek jsou pomérné nizké a pii mnozstvi primérné konzumovanych
jablek (3-4 kg mési¢n¢) nemaji zdsadni vliv na celkovy pozitivni efekt jablek na nase zdravi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

SOD
PPO
DOPA
PVP
ABTS
IDRA
JGRA
GDRA
IDFAN
JGFAN
GDFAN

superoxiddismutasa

polyfenoloxidasa

dihydroxyfenylalanin

polyvinylpyroliden

celkova antioxidacni aktivita

odrida Idared skladovana v normalni atmosfére

odriida Jonagored skladovana v normalni atmosfére
odrida Golden Delicious skladovana v normalni atmosfére
odruda Idared skladovana v modifikované atmosféie
odrtida Jonagored skladované v modifikované atmosfére
odruda Golden Delicious skladovana v modifikované atmosfére
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Ukazka tabulky se zjisténymi molekulovymi hmotnostmi jednotlivych proteind ve
vzorku ¢islo 5 (odrida Jonagored skladovand v normélni atmosféie)

F:“;?:tke NF:Aen?Eer Ml?s.el;r]ne M[DQ'D\:;L Eon[cn Z?ﬂﬁ“on C ali:.gfﬁﬁ]nc. % Total Comments Observation
1 11.45
2 14.04
3 16.09
= 4 16,30 1.20 Lower Marker
5 2024 BES Syatem Peak
£ 2396 11.80 Fraliy £3
7 2919 34.04 74974389 B35
8 29.84 KA 1025695 94
9 3459 772 354961 3E
10 34596 70.30 173324 18
1 35.40 7328 218386 20
12 H/ET .14 188732 1.7
13 3599 7808 151327 14
14 3642 gz.00 18997.0 1.7
15 36.80 85,43 116874 11
16 7 90,33 e ron 21
17 8141 25293 88 0.0
z 18 51,95 Upper Marker
19 £1.44
20 £1.98
2 £3.10

Priloha 2: : Representativni vzorek (odrida Jonagored skladovand v normalni atmosfére)-
vyhodnoceni SOD
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Priloha 3: Representativni vzorek (odriida Golden Delicious skladovana v normalni

atmosféte)-vyhodnoceni katalasy
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Ptiloha 4: Pfirozen¢ narostla plisett Gloeosporium album
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Priloha 5: Plisen Gloeosporium album na odridé Idared skladované v normalni a
modifikované atmosfére

= . - . -

Priloha 6: Plisent Gloeosporium album na odridé Jonagored skladované v normalni a v
modifikované atmosféie

i

Ptiloha 7: Plisen Gloeosporium album na odridé Golden Delicious z normalni a
modifikované atmosfé
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Pfiloha 8: Plisenn rodu Penicillium na odrudé Idared skladovana v normalni a modifikované
atmosfére

Ptiloha 9: Plisen rodu Penicillium na odradé¢ Jonagored skladované v normdlni a
modifikované atmosféie

Pfiloha 10: Plisent rodu Penicillium na odrudé Golden Delicious z normalni a modifikované
atmosféry
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