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Abstrakt

V této praci byl zkoumén obsah phloridzinu v jablcich a v potravinach obsahujicich jablka.
Pro analyzu phloridzinu byla pouzita technika HPLC. Cilem vyzkumu bylo zhodnotit potencial
phloridzinu jako markeru pro potvrzeni pfitomnosti jablek v potravinach a feSit problémy
pravosti potravin. Metodika zahrnovala optimalizaci metody pro pfipravu vzorkl s ohledem
na vyber rozpoustédla a vliv kysliku na stabilitu phloridzinu. Analyza odhalila vyznamny rozdil
V obsahu phloridzinu mezi odridami jablek (Golden Delicious, Red Delicious, Granny Smith,
Gala, Champion a Jonagold), v priméru byl obsah phloridzinu 17 + 10 mg-kg . Dale bylo
analyzovano 16 ovocnych produkti na obsah phloridzinu a 5 potravin bez deklarace
pfitomnosti jablecné slozky. Phloridzin se ukéazal jako uCinny marker pii zjistovani
nedeklarované ptitomnosti jablek v dZemech, naplnich a v ovocnych pyré, coz zvyraziuje jeho
potencial pro ovéfeni pravosti potravin sobsahem jablek. Ovocné napoje a dzusy vSak
vykazovaly neprukazné vysledky, coz naznacuje potiebu vyvoje metod piipravy vzorkd a jejich
analyzy.

Abstract

Phloridzin, a phenolic compound found in Malus genus, was targeted in this study for detection
in apples and apple-based foods via HPLC. The research aimed to assess phlorizin’s potential
as a marker for confirming apple presence in food, addressing food authenticity concerns.
The methodology encompassed method optimization for sample preparation, considering
solvent selection and oxygen impact on stability. Analysis revealed significant phloridzin
distribution among apple varieties (Golden Delicious, Red Delicious, Granny Smith, Gala,
Champion, Jonagold), averaging 17 + 10 mg-kg*. Further, 15 fruit products were surveyed
for phloridzin content, with 5 non-apple-labelled foods also analysed. Phloridzin proved
effective in detecting undeclared apple presence in jams, fillings, and fruit purees, highlighting
potential for authenticity verification. However, fruit drinks and juices exhibited inconclusive
results, suggesting a need for improved sample preparation and analysis methods.
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1 UVOD

Jablka jsou jednim z nejcastéji konzumovanych plodu na svété. V roce 2011 podle statistik
Organizace pro vyzivu a zemé&d¢€lstvi byla svétova produkce jablek ptiblizn€ 75 miliont tun.
V Ceské republice jsou jablka jednim z nejkonzumovangjsich druhi ovoce, coz potvrzuje i fakt,
ze z celkové ro¢ni spotieby 87 kg ovoce na jednoho obyvatele piedstavuji jablka asi 25 kg, coz
je soucasné jedna z nejvyssich spotieb na svéte [1].

Z hlediska nutri¢ni hodnoty, piestoze obsahuji pfedev§im vodu, obsah prospésnych
biologicky aktivnich latek neni zanedbatelny. Vyznamnou skupinou jsou fenolické slouc¢eniny.
Jsou vyznamné nejen z nutri¢niho hlediska, ale ovliviuji i hofkost a aroma potravin. Tyto latky
vykazuji vyznamnou antioxida¢ni aktivitu. Antioxidacni aktivita ma piiznivé biologické ucinky
na zdravi cCloveéka. Nejvyznamnéj§im zastupcem zminovanych slouc¢enin V jablkach
je phloridzin. Z divodu jeho vysokého zastoupeni, 1ze tuto latku povazovat za marker jablka.
Je mozné tedy predpokladat, ze se phloridzin vyskytuje ve vysSich koncentracich ve vSech
potravinach obsahujicich jablko.

Phloridzin se tedy zacal vyuzivat pro hodnoceni autenticity potravin. Jablko totiz mize
slouzit jako nahrazka za drazs$i druh ovoce, coZ poskozuje spotiebitele. Pfidavanim jablek
do potravin, které by jablka obsahovat neméla, mize byt spotiebitel vystaven i zdravotnimu
riziku z dtivodu rostouciho trendu vyskytu alergii na jablko. Z toho divodu se tato diplomova
prace zabyva vypracovanim metody pro stanoveni phloridzinu pomoci HPLC a ovéfenim
moznosti vyuziti phloridzinu jako markeru pro prokazani pfitomnosti jable¢né slozky
V potravinach.



2 TEORETICKA CAST

2.1  FalSovani a autenticita potravin

Ovéfovani pravosti potravin je ¢innost, kterd v poslednim desetileti nabyva na vyznamu.
FalSovani potravin a napoju se stava stale vétsim problémem, ktery muize potencialné ohrozit
zdravi spotiebitelt a integritu odvétvi [2]. Odhaduje se, ze falSovani a padélani
V potravinafském pramyslu stoji roéné 10 az 15 miliard USD [3].

Konkrétni zptisoby falSovani potravin jsou:

- Zameéna potraviny za jinou levnéjsi: napt. vydavani levné;jsi odrady za drazsi

- Nastavovani potraviny levnejsi slozkou: ptikladem muze byt ndhrada drazSich druht
ovoce levné¢jsim (jable¢né pyré namisto jahod, jablecnd §t’ava namisto drazsich stav atd.),
pridavky vody, cukru, kyselin a barviv do ovocnych $tav, nektard, napoja atp.

- Pritomnost nedeklarovanych slozek: napt. nedeklarované pouziti jinych druhli masa
v masnych vyrobcich (konského).

- Nastaveni nebo falsovani potravin ke zlepseni jejich vlastnosti: napt. nedeklarované
nebo nepovolené ptibarvovani (barveni vyrobku z ¢erveného ovoce).

- Nedodrzeni deklarovaného technologického postupu: napt. vydavani rekonstituované
stavy z koncentratu za $t’avu Cerstve lisovanou.

- Uvddeni vyssiho nez skutecného obsahu slozky: uvadéni vyssiho podilu ovoce, zeleniny,
masa atp.

- Nespravné uvadeni geografického piivodu nebo zpiisobu produkce: napt. oznacovani
obvyklé produkce na bio (organic).

- Zneuziti zname znacky: jde predevSim o faleSny prodej vyrobku pod drazs§i obchodni
znackou.

- Uvddeéni nespravného obsahu latek deklarovanych na obalu: piikladem je uvedeni
vitamind, chemickych prvkl, aminokyselin, cukri atp.

2.1.1 Legislativni poZzadavky na vyrobky obsahujici ovoce

Vyhlaska ¢. 248/2018 Sb. o pozadavcich na napoje, kvasny ocet a drozdi Ministerstva
zemédélstvi CR upravuje kvalitu ovocnych §t4v, nektarti a napojii. V piilohach a v technickych
normach této vyhlasky jsou uvedeny fyzikalni, chemické a senzorické pozadavky na jakost
ovocnych a zeleninovych §t'av, nektarti a napoja [4].

Jako nektar mohou byt oznaceny ovocné napoje, které obsahuji min. 25—-50 % S§t'avy, diené
nebo jejich smési, v zavislosti na druhu ovoce [1]:

1. ovoce s kyselou §tavou nevhodnou k piimé spotiebé (napft. Cerny, Cerveny a bily rybiz,
citrony a limety — min. 25 %, Svestky jefabiny — min. 30 %, maliny, meruiiky, bortivky
— min. obsah §tavy 40 ) [5];

2. ovoce s nizkym obsahem kyselin nebo vysokym podilem diené ¢i aromatickych latek,
se St'avou nevhodnou k piimé spotiebé (min. obsah §t'avy 25 % — napt. banany, papaja,
mango, li¢i, granatova jablka) [1];



3. ovoce nebo zelenina se Stavou vhodnou k pfimé spotfebé (min. obsah Stavy
50 % — jablka, hrusky, broskve, citrusové plody s vyjimkou citroni a limet, ananas) [1].

Vyhlaska ¢. 397/2021 Sb. upravuje kvalitu vyrobklu z ovoce, ktera stanovuje pozadavky
pro Cerstvé ovoce a Cerstvou zeleninu, zpracované ovoce a zeleninu atd. a vyroky z nich [6].
Definuje také fadu ovocnych vyrobkil (dzemy, marmelady, povidla apod.) a stanovuje vybrané
pozadavky na né (napf. minimalni obsah pfirodnich sladidel v g/100 g vyjadieny jako
refraktometricka suSina, kyselost jako kyselina citronova v %, minimalni hmotnostni podil
ovoce g/kg) [6].

Pokud se zamétime na legislativu z pohledu Evropské unie, zdkladnim pilifem potravinového
prava je nafizeni (ES) ¢. 178/2002, které stanovuje obecné zasady a pozadavky potravinového
prava, ziizuje se Evropsky ufad pro bezpecnost potravin a stanovi postupy tykajici
se bezpecnosti potravin [7]. Dale také zfizuje evropsky informaéni systém vcasného varovani
pro potraviny a krmiva (RASFF). Ochrana zajmu spotiebitele je zakotvena v ¢lanku 8, jehoz
cilem je zabranit [7]:

a) podvodnym nebo klamavym praktikam
b) falSovani potravin
c) jakymkoliv jinym praktikam, které mohou spotiebitele uvést v.omyl

Za zminku stoji také nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1169/2011
0 poskytovani informaci o potravinach spotiebiteliim z pohledu prevence falSovani potravin.
V tamto nafizeni pravé ¢lanek 7 pojednava o uvadéni nezavadgjicich informaci [8].
2.1.2 Autenticita potravin obsahujici jablko
Nejcastéji jsou hlasené piipady falSovani ovocnych $tav predevsim piidavanim kukuficného
sirupu s vysokym obsahem frukt6zy nebo michanim s jinymi ovocnymi §tavami [2]. Samotna
jablka se hojné pouzivaji jako nahrazka jiné ovocné slozky v potravinach napt. v dZzemech,
ovocnych $tavach, povidlech atp. Celkové vyrobky zovoce jsou castym predmétem
falsovani [5]. Nejvice jsou vhledem k objemim produkce falSovany ovocné stavy [3].
Piikladem falSovani pfimo jable¢ného vyrobku je znamy ptipad z 80. let 20. stoleti, kdy na
vyrobu ,,jableéné §tavy“ byla pouZita pouze smés cukerného sirupu, kyseliny jable¢né, barviva
a jable¢ného aromatu [1]. V soucasné dob¢ se neobjevuji az tak extrémni pfipady falSovani, ale
je ¢im dal vice novych a rafinovanéjSich zpasobi.

2.2  Metody pro ovéieni autenticity produktu

Za zakladatele analytickych postupii detekce falSovani potravin je pokladan némecky chemik
Friedrich Accum, ktery od roku 1793 pisobil v Britanii [1]. V roce 1820 vydal Accum Treatise
on Adulteration of Food (Pojednani o falSovani potravin), ve kterém odsuzoval pouZivani
chemickych ptisad do potravin [9].



Postupy a metody pro detekci falSovani ovocich §t’av a vyrobku mizeme rozdélit podle principti
na [2]:

- Chemické a fyzikdlni markery autenticity (chromatografické, biologické
a spektroskopické metody)

- Izotopové metody (SNIF-NMR a IRMS)

- Fingerprinting, profilovani, metabolomika

- DNA analyza (identifikace druhu a odrtudy)

Nejbéznéjsi postup identifikace falSovani u ovocnych $tav, nektari a napoji vychazi
zZ analyzy vybranych kritérii chemickych markert, jejichz hodnoty se porovnavaji s existujicimi
databazemi [5]. V Evropé se nejcastéji pouziva A.LJ.N Code of Practice Evropské asociace
ovocnych §tav. Autenticky produkt musi vyhovovat ve vSech nebo vétSin€ sledovanych
parametrti s ohledem na sezonni a regionalni rozdily [3]. Dal$im postupem mize byt podezieni
na urcity zpusob falSovani (ptidavek cukru, jiného druhu ovoce) a volba postupli a metod, které
tuto hypotézu potvrdi nebo vyvrati [3].

2.2.1 A.1.J.N Code of Practice

Udava pozadavky na kvalitu, chemické a fyzikalni sloZeni vybranych ovocnych a zeleninovych
stav. Evropskd asociace ovocnych Stav reprezentuje zdjmy zpracovateli ovocnych $tav
v zemich EU jiz vice nez 40 let [3]. Kodex nazvany A.L.J.N Code of Practice zahrnuje
20 referenénich smérnic pro jednotlivé druhy ovoce a zeleniny [3].

Kazda smérnice obsahuje tzv. absolutni pozadavky na kvalitu, oznacované “A“ parametry,
které musi splnit kazdy vyrobek. Patii sem minimalni pozadavky na hustotu, refrakci,
hygienické a bezpecnosti limity (obsah alkoholu, téZkych kovii, hydroxymethylfurfuralu,
patulinu apod.) [3]. Parametry “B* jsou doporuc¢ena kritéria pro hodnoceni kvality a autenticity
vyrobkt vyjadiena bud’ formou koncentracnich rozsahd, nebo minimalni, popf. maximalni
akceptovatelnou hodnotou spolu s dopliiujicimi informacemi napf. piipadné mozné
odchylky [3].

2.2.2 Vyuziti markeru pro ovéfeni autenticity

Pro stanoveni markert autenticity se pouzivaji predevsim klasické fyzikalné-chemické postupy
(titrace, gravimetrie, spektroskopie), chromatografické a elektroforetické metody (HPLC,
superkriticka fluidni chromatografie, kapilarni elektroforéza, plynova chromatografie), NIR
spektrometrie, kryoskopie a enzymové metody [3].

Nejvyznamné&j§imi markery, kterymi Ize odhalit pravost ovocnych §tav a vyrobkii z ovoce
jsou: refraktometricka susina, hustota, kyseliny (jable¢na, citronova), cukry, formolové ¢islo,
popel, fosfor, draslik, hot¢ik, sodik, vapnik, prolin, sacharéza (cukr), pomér glukdza/fruktoza
(cukr), profil oligosacharidl (cukr), synteticka barviva, konzervacéni latky a kyselina fumarova
(synteticka kyselina jable¢na) [3].
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Existuji markery, které jsou charakteristické pouze pro dany druh (druhy) ovoce: sorbitol
(napf. jablka, hrusky, merunky), kyselina isocitronova (napft. jahody, pomerance, merunky),
phloridzin (jablka), kyselina vinna (vinné hrozny), karotenoidy (napf. pomerance, meruiiky),
naringin (grep), hesperidin (pomeran¢, mandarinka), eriocitrin (citron), kyselina Sikimova
(napf. mango), atd. [1]. Pravé fenolické slouceniny jako je phloridzin, jsou povazovany za
ucinné chemotaxonomické markery avhodny nastroj pro hodnoceni pravosti potravin
napf. ovocnych §t'av, dzemu atd. [10].

Cizkova uvadi, ze u nékterych markert se ukazalo, Ze jsou teoreticky ovlivnitelné recepturou,
pouzitymi surovinami ¢i technologii vyroby [5]. Obsah kyselin mize byt ovlivnény ptidavkem
kyseliny citronové, ktera byla soucasti receptury. Obsah kyselin je také ovlivnén stupném
zralosti ovoce. Také draselné kationty mohou byt vneseny do finalniho vyrobku chloridem
draselnym ¢i pouzitymi konzervanty (sorban draselny) [3]. Je tedy nutné vzdy dikladné
zohlednit vS§e, co miize ovlivnit chemické slozeni vyrobku a zejména sledovanych parametra.

Tabulka 1: Pehled zakladnich marker( pro rychly screening ovocné §tavy [3]

Marker Zména markeru Pravdépodobny zpiisob

falSovani

Refraktometricka susina Zvyseni nebo snizeni Ptislazeni nebo fedéni

Sacharoza, glukéza, fruktoza Zvyseni nebo snizeni nebo zména | Pfislazeni, jiny druh ovoce
9 9

poméra nebo fedéni
Draslik Snizeni Snizeni ovocného podilu
Yl s e Pulp wash, kvalita v

Hoft¢ik, vapnik Zvyseni ulp was K alita vody,
technologie

Formolové ¢islo Snizeni Snizeni ovocného podilu

Kyselina citronova Zvyseni Zamaskovani nafedéni a
prislazeni

Kyselinajableéné Snizeni SniZeni ovocného podilu, _]11’1}7

druh ovoce

Pro odhad podilu jable¢né $tavy je mozné pouzit rovnici (1) [3]:

Podil jable¢né stavy [%] = draslik x 33,3/1175 + fosfaty x 33,3/200 + popel x 33,3/2,5 (1)
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Tabulka 2: Pehled ovocnych stav pouzivanych k falsovani $tav z jiného druhu ovoce a moznosti
prukazu [3]

Pouzita metoda

Pivodni §ava Pridavana $tava Pouzity marker k detekei zvoleného
markeru

Vétsina ovocnych §tav | Hruskova stava Arbutin HPLC/UV fenoly,
protonovd NMR

Vétsina ovocnych §tav | Jable¢na $tava Phloridzin HPLC/UV fenoly,
protonovd NMR

Citrusové §tavy, §tavy | Stava z granatového Sorbitol Enzymovy test,

z bobulovin jablka HPLC/UV

Citronova §t'ava Limetkova §t'ava 7-methoxy-kumarin | HPLC/UV nebo MS

Citrusova §tava Citronova $§t'ava Eriocitrin HPLC/UV flavonoidy

Citrusova $t'ava Grapefruitova §tava | Naringin HPLC/UV flavonoidy

Maracuja Pomeran¢ova §tava | Hesperidin HPLC/UV flavonoidy

Ostatni §t'avy Hroznova §tava Kyselina vinna HPLC/UV

2.3 Analytické techniky pro detekci phloridzinu

2.3.1 Stanoveni a separace fenolickych sloucenin

Existuji rizné validované analytické metody pro extrakci a analyzu fenolickych latek z jablek
a jejich casti viz tabulka 3. [11]. Mezi bézné techniky pouzivané pro stanoveni fenolickych
latek patii kapalinova chromatografie (LC) spojena s hmotnostni spektrometrii (MS), ionizace
elektrosprejem (ESI), LC/MS/MS, vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC),
nuklearni magneticka rezonance (NMR), hmotnostni spektrometrie (MS), LC—UV a plynova
chromatografie (GS/MS) [11]. Shalika a Shashi uvadi, Ze i chromatografické techniky, jako
sefadexova chromatografie (Sephadex LH 20), vysokorychlostni protiprouda chromatografie
(HSCCC) a chromatografie za vyuziti superkritického oxidu uhli¢itého, je mozné pro separaci
fenolickych latek pouzit [11]. Uvadi se, ze pro separaci a purifikaci phloretinu z kury jabloni
lze pouzit preparativni vysokorychlostni protiprouda chromatografie [11]. Na separaci
a identifikaci glykosida quercetinu a phloretinu z jable¢nych slupek bylo také dosazeno pomoci
syst¢tmu HPLC/NMR/MS a fenolické latky lze analyzovat jejich derivatizaci methylestery
s vyuzitim technik GC a GC/MS [11].

Dftive se také pro kvalifikaci celkového obsahu polyfenolli pouZzivala spektrofotometricka
metoda napt. Folin-Ciocalteutv test. Tento test vSak ma urcité omezeni v podobé¢ interference
proteind. Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC je ve srovnani s UV/VIS
spektrofotometrem piesnéjsi. Je to nejspolehlivéjsi, nejrychlejsi, nejpresnéjsi, nejcitlivejsi

24
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2.3.2 HPLC

K analyze rostlinnych vzorku s orientaci na fenolické latky se nejcastéji vyuziva kapalinova
chromatografie s pouzitim kolon naplnénych reverzni stacionarni fazi [12]. Jedna se
0 jednoduchou, rychlou a reprodukovatelnou metodu [11]. Pouzivané kolony jsou dlouhé
150—250 mm s vnitinich primérem 2,1; 3,1 a 4,6 mm. Stacionarni fazi tvoii nejcastéji Castice
silikagelu s navazanymi uhlovodikovymi fetézci (C8, C18) [12]. Mobilni faze je vétSinou
tvofena smési dvou kapalin. Jedna z kapalin je mirn¢ kysely vodny roztok (obsahujici kyselinu
octovou, mravenci nebo trifluoroctovou) [12]. Slab¢ kyselé prostiedi zptisobi sniZeni ionizace
analytd, a tim umozni zvysit retenci polyfenoli v koloné, jelikoz jsou slabé kyselé [12]. A druha
je organické rozpoustédlo, jako je acetonitril nebo methanol. Marchev a spol. uvadi, ze nejvyssi
vytéznosti (90 % za pouziti extrakce na pevné fazi) dosahli, pii pouziti methanolu [13]. Naopak
Kindt a spol. zminuji, ze methanol sice umoznuje nejrychlejsi separaci fenolickych latek, ale
neni mozné dosahnout dobrého rozliSeni. Naopak acetonitril poskytl nejlepsi rozliSeni, ale doba
separace je delsi [14]. Kindt a spol také zminuji, ze acetonitril nebyl schopny oddélit
(+)-katechin a kyselinu chlorogenovou [14]. Ve vétsing piipadu se voli gradientova eluce [12].

Pro detekci se nejcastéji kombinuje DAD a fluorescen¢ni (FLD) nebo MS detektory [12].
Méné Castéji se vyuzivaji elektrochemické detektory [12]. DAD detektor je mozné vyuzit diky
aromatickym kruhtim ve struktute téchto latek. FLD detektor lze vyuzit u latek schopnych
nativni fluorescence, piipadné fluorescence po derivatizaci. Cim dal vice se do popredi dostava
hmotnostni spektrometrie, ale nevyhodou jsou vysoké naklady na pfistrojové zafizeni [12].
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Tabulka 3: Ptehled separa¢nich podminek [12]

Stanovované latky Material Uprava vzorku Typ kolony a Mobilni faze Detekce
stacionarni faze
Kyselina gallova, kavova, syringova,
chlorogenova, ferulova, skoficova, et v
. . . . Jableéna $tava
phloretin, phloridzin, katechin, kvercetin, o Extrakce Agua C18 A — CH3;COOH/H,0 DAD
epikatechin, prokyanidin B1 a B2, SuSena jablka hvlacets o
. . . . 5 ethylacetatem (5 um, 250 x 4,6mm) | B — CH3COOH/H,O/acetonitril MS
isorhamnetin, kyselina p-kumarova, Cerstvé hrusky
kyselina hydroxybenzoova,
5-hydroxymethyl furfural
Kyselina chlorogenova, ferulova,
oetin. vselina k - Extrakce Luna C18 A — CH;COOH/H,0
phioretin, ys‘? na umarovf" ysfa' na Jablka ethanolem v DAD
kavova a skoficova, kvercetin, rutin, Ultrazvukové lazni (5 pm, 250 x 4,6 mm) B — CH3COOH/H,0O/methanol
phloridzin
Extrakce
methanolem Zorbax Eclipse
Kyselina chlorogenova, katechin Lo v ultrazvukové A —HCOOH/H,0
. . . . Susena jablka lazni Plus C18 DAD
epikatechin, kvercetin-3-O-ramnosid azni B _ Acetonitril
Mikrovinna (5 pm, 150 x 4,6 mm)
extrakce
Kyselina chlorogenova, kavova, . “ , DAD
, o Tlakova extrakce | Ascentis Expres C18 A — Mravencan amonny/ H,0
protokatechova, homovanilova, rutin, Jablka ) CAD
. vrouci vodou (2,7 um, 150 x 2,1 mm) | B _ methanol s HCOOH
phloridzin ECD
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2.3.2.1 Priprava vzorku

Vzhledem k vysokému obsahu vlhkosti je vhodné jable¢né tkané pied extrakci vysusit bud’
lyofilizaci, nebo suSenim v susarng, aby se zabranilo degradaci ptivodnich polyfenolickych
slozek [11]. SuSeni pfi vysokych teplotach (nad 60°C) vSak poskozuje vétSinu fenolickych
latek, a proto je tieba se tomu vyhnout [11]. Pro Géinnou extrakci fenolickych latek se vyuzivaji
rizna rozpoustédla. Napiiklad Rana a Bhushan pro extrakci pouzili aceton, methanol, ethanol
a ethylacetat s ruznou polaritou. Piilezitostné také vyuzili k ¢isténi techniku frakcionace
rozpoustédel s pouzitim smési rozpoustédel [11]. Aby se rozrusila silna vazba fenolickych latek
s makrozivinami, jako jsou bilkoviny, doporucuji metody, jako je urychlené rozpousténi
(ASE — accelerated solvent extraction), ultrazvuk a mikrovinnou extrakci [11]. Pro extrakci
fenolickych latek zjable¢nych vyliski byla u¢inné pouzita technika mikrovinné extrakce
(mikrovinny vykon 650,4 W doba extrakce 53,7 s. koncentrace rozpoustédla 62,1 %) [11].
Pokud porovname extrakci kapalina-kapalina, pevna faze a chromatografickou separaci, jako
vhodnéjsi se ukazuje extrakce pevnou fazi [11]. V piipad¢é susenych jable¢nych vyliski se
extrakce provadi pii pokojové teploté [11].

Hlavnim problémem izolace a stanoveni phloridzinu z ptirodnich zdroji je komplexni obsah
ziskanych extrakti. Podle Marcheva a spol. je extrakce kapalina-kapalina nevhodna metoda
z divodu malé vytéznosti flavonoidt [13]. Aby bylo mozné oddélit a identifikovat urcité
skupiny fenolickych latek nebo jednotlivé slouc¢eniny z komplexnich potravinovych matric,
je velmi Casto nutné izolaci FeSit extrakci na pevné fazi. Problémem této extrakce je nutnost
hluboké znalosti struktury a vlastnosti pryskyfice a interakci mezi adsorbentem a adsorbantem.
Je potieba také vzit v uvahu mnoho faktori, jako pfitomnost sacharidi, aminokyselin, teplotu,
pH a mozné vzajemné interakce fenolickych latek [13].

2.4 Alergie na jablka

V soucasnosti existuje nékolik tisic odrid jablek [15]. Tyto odridy vznikly vegetativnim
mnozenim jabloni (§t€povani — ockovani a roubovani). Plody z vegetativné mnozenych stromi
jsou témét totozné (obsahuji stejné bilkoviny) a maji teoreticky stejny alergenni potencial [15].
Asi 6,5 % Evropant je citlivych (senzibilizovanych) na bilkoviny, které jsou v jablku [15].
U ¢asti z nich lze tuto alergii indentifikovat pouze pozitivnim koznim testem nebo podle
laboratorniho vysledku, kdy maji zvysSeny specificky “jablecny” imunoglobulin skupiny E
(sIgE jablka) nebo jednotlivych bilkovin [15]. Ale pouze ti, ktefi maji pozitivni alergologické
vySetieni a zdroveil maji reakci po konzumaci jablka, jsou skute¢ni potravinovi alergici.
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Mnozstvi potencidlnich alergenti v jablku zéavisi nejen na odrade, ale 1 na dalSich
proménnych, naptiklad na klimatickych podminkach, pfitomnosti $ktidcd, plisni nebo
parazitujicich rostlin, stupni zralosti v dobé¢ sklizné€, zptsobu skladovani a na tpravé pred
podanim jable¢ného pokrmu nebo napoje [15]. Nékteré jablené alergeny ztraci sviyj potencial
pfi tepelném zpracovani (vafeni, peceni, zavafovani, smazeni), nebot’ jsou termolabilni [15].
Jablko obsahuje také odolné bilkoviny, které se neméni ani teplem ani enzymatickym
Stépenim — taumatin like protein, lipid transfer protein. Tyto alergeny zpisobuji celkové, vazné,
alergické reakce [15]. Tyto vazné projevy alergie se ¢astéji vyskytuji u obyvatel na jihu Evropy.
Zatimco na severu jsou lidé alergiCti na Cerstvou jable¢nou duzinu, lidé na jihu trpi alergii
na slupku ve vsech jejich podobach, at’ uz v syrovém nebo vareném stavu [16].

2.5 Latky obsaZené Vv jablcich

Jablka patii mezi nejvyznamnéjsi ovocné zdroje polyfenolickych slou¢enin v zapadni strave,
jelikoz jsou hojné konzumovana a dostupna cely rok [17]. Obsahuji, jako vétSina ovoce,
predevsim vodu. Nasleduji sacharidy (zejména frukt6za, sachar6za a glukoza). Jablko obsahuje
také mnoho bioaktivnich latek napf. vlakninu (pfedev§im pektin a celul6za) a organické
kyseliny (kyselina jable¢na, v nizsi koncentraci kyselina citronova a salicylova) [18]. Piehledné
slozeni plodu jablka je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Latky obsazené v jablcich [5]

Latky Na 100 g jedlé casti Latky Na 100 g jedlé ¢asti
Tuky [0] 0,6 Vitamin A [mg] 6,0
Bilkoviny [g] 0,3 Vitamin B1 [mg] 0,04
Sacharidy [g] 114 Vitamin B2 [mg] 0,03
Vlaknina [g] 2,0 Vitamin B3 [mg] 0,3
Draslik [mg] 122,0 Vitamin B6 [mg] 0,1
Vapnik [mg] 7,0 Kyselina listova [ug] 75
Hoi¢ik [mg] 6,0 Vitamin C [mg] 12,0
Zelezo [mg] 0,5 Vitamin E [mg] 0,5

Pozn. Obsah jednotlivych latek zavisi na odridé. V tabulce jsou uvedeny
prumérné hodnoty.
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2.5.1 Fenolické latky

Fenolické latky jsou organické slouceniny, které obsahuji jeden nebo vice aromatickych kruhii
nesouci jeden nebo vice hydroxylovych substituenti. Jedna se také o jejich funk¢ni derivaty
(estery, methylethery, glykosidy atd.). Rostlinné fenoly (pokud nejsou zcela esterifikovany,
ctherifikovany nebo glykosylovany) jsou obvykle rozpustné v polarnich rozpoustédlech [19].
Vétsina fenolickych glykosidil je rozpustna ve vodé, ale odpovidajici aglykony jsou obvykle
rozpustné méné [19]. Az na n¢kolik vyjimek rozpustnost ve vodé se zvySuje s rostoucim poétem
pfitomnych hydroxylovych skupin [19]. Né&které fenolické latky se také rozpoustéji
V hydroxidu sodném a uhli¢itanu sodném [19]. V alkalickém prostiedi se ale jejich oxidace
zvySuje, a proto by se zpracovavani alkalickymi rozpouStédly mélo provadét bud’
pod N2 atmosférou, nebo by se mélo této metodé radéji vyhnout [19]. Fenolické latky s malym
poctem hydroxylovych skupin jsou rozpustné v etheru, chloroformu, ethylacetdtu, methanolu
a ethanolu [19]. K rozpousténi fenolovych sloucenin se pro analytické Gcely pouziva methanol,
ethanol, voda a smési alkoholu a vody [19].

Fenolické slouceniny jsou nutri¢né a organolepticky vyznamné latky, které se nachazeji
v ovoci. Ovliviyji hotkost a aroma potravin a pftispivaji k zakaleni jableénych $tav [10].
Rostlinné fenoly patii do skupiny sekundarnich metaboliti a vykazuji se vyznamnou
biologickou aktivitou [1]. Tyto fenolické latky jsou Casto ulozeny na mistech, kde zastavaji
signaliza¢ni i1 obrannou roli [1]. Zminované latky se obvykle hromadi v centralnich vakuolach
epidermalnich bunék, stejné jako v subepidermalnich bunkach listt a vyhonku [1]. Kromé toho
nékteré fenolické latky jsou pfipojeny kovalentni vazbou na sténu rostlinné bunky [1]. Nekteré
studie se zminuji o ukladani flavonoidi v jadrech bunék nékterych druhti stromt, kdy
flavonoid—DNA komplex poskytuje vzajemnou ochranu pied oxidativnim poskozenim [1].

Rozsahlou skupinu fenolickych latek tvoti flavonoidy, jejichz zakladni strukturou je flavan
[20]. Flavonoidy jsou Klasifikovany do nékolika skupin: Katechiny, leukoanthokyanidiny,
flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, anthokyanidiny a isoflavonoidy. Heterocyklicky
kruh C se mize nachazet i v oteviené formé. Jedna se pak o chalkony a dihydrochalkony. Bylo
popsano vice nez 6000 téchto latek a toto Cislo stale roste [21]. Mnozstvi dihydrochalkonti
Vv rostliné se muze liSit v zdvislosti na tkéni, odridé, vyvojovém stadiu, dob& odbéru
a na vnéjsich faktorech jako je napadeni patogeny [22]. V semenech jabloni se dihydrochalkonu
nachazi primérné 66 %, v kure 70—80 % a listech 80—90 % [22].

Polyfenoly piitomné v riznych odrtidach jablek jsou témér identické, ale 1isi se v jejich
koncentrace. Mezi strukturni tfidy polyfenold ptitomnych v jablkach patii flavonoly (kvarcetin,
kaempferol a rutin), dihydrochalkony (phloretin a phloridzin), flavan-3-oly (epikatechin
a prokyanidiny) a fenolové kyseliny (kyselina kavova a kumarova) [11]. V listech jabloni se
nachazi fenolické slouceniny jako 3-hydroxyphloridzin, phloridzin, kvarcetin-3-O-arabinosid
a rutin. Tyto latky pochazi z rostlinné aromatické drahy, pocinaje aminokyselinami $ikimatové
drahy a konce molekulami produkovanymi fenylpropanoidni a flavonoidni dréhou.
Koordinovana indukce—regulace téchto drah vede k produkci nekolika tisic riznych molekul.
Piehled fenolickych sloucenin nachazejicich se v jablcich je vypsan v tabulce 5 a tabulce 6.
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Z druhtui rodu Malus bylo popsano deset phloretinovych derivata [22]. Jsou to phloretin,
phloridzin, trilobatin, 3-hydroxyphloretin, 3-hydroxyphloridzin, sieboldin, phloretin-2°-O-
xyloglukosid, phloretin-2°-O-xylogalaktosid, 4-O-trans-p-kumaroyl-phloridzin a 4-O-cis-p-
kumaroyl-phloridzin [22]. Posledni dva byly zjistény pouze po oSetieni inhibitorem
dioxygenazy prohexydionem-Ca [22]. Kromé toho byl nalezen phloretin 2°,4%-O-giglukosid
a 3-hydroxyphloretin-2°-O-xyloglukosid, ale pouze v extraktech jable¢né §tavy [22].

Tabulka 5: Piehled fenolovych kyselin v jablku [11]

Fenolové kyseliny

hydroxybenzoova . . , hydroxyskoticova o .
. syringova kyselina . kavova kyselina
Kyseliny kyselina
4-p-kumarylchinova 4-kafeyllchinova , ) L, )
. . ferulova kyselina | p-kumarinova kyselina
kyselina kyselina

Tabulka 6: Piehled flavonoidi v jablku [11]

Flavonoidy
Antokyaniny Dihydrochalkony Flavanoly Flavonoly
kyanidin-3-O- 3-hydroxyphloretin-2- katechin quercetin-3-arabinopyranosid
arabinosid O-glukosid
kyanidin-3-O- phloridzin epikatechin quercetin-3-arabinofuranosid
galaktosid
kyanidin-3-O- phloretin prokyanidin B1 quercetin-3-O-galaktosid
xylosid
phloretin-2- prokyanidin B2 guercetin-3-O-glukosid
xyloglukosid
prokyanidin C1 guercetin-3-O-rhamnosid
Prokyanidin- quercetin-3-O-rutinosid
tetramer
Prokyanidin- quercetin-3-O-xylosid
pentamer

quercetin (aglykon)
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2.5.1.1 Osud fenolickych ldtek v organismu

Hlavni mistem resorpce fenolickych latek je tenké stievo, kde hlavni roli hraje enzym laktaza-
phloridzin-hydrolaza (LPH) [23]. Tento enzym se piesnéji nachazi na vnéjsi strané membrany
kartacového lemu enterocytd. Jeho pusobenim vznika z phloridzinu aglykon—phloretin, ktery
se nasledné absorbuje stievni sténou [23]. Tuto teorii potvrzuje studie, ve kterém byl mySim
peroralné podavan phloridzin a phloretin. Poté byl odebran vzorek plasmy a byla provedena
analyza pomoci HPLC. V plazm¢ myS$i krmenych phloridzinem nebyl vlivem LPH
(hydrolyzoval phloridzin je$té pied absorpci) phloridzin detekovan. Naopak phloretin
(v konjugované form¢) se vyskytoval u mysi jako krmenych phloretinem i phloridzinem [24].

Masumoto a spol. zjistoval ucinek oralné podaného phloridzinu u diabetickych mysi [25].
Po podani bylo pozorovano snizeni krevni glukozy [25]. Metodou HPLC byla také zjisténa
plazmaticka koncentrace phloretinu, phloridzinu a jejich metabolitd [25]. Konkrétné v plazmé
byl phloridzin ve velmi nizké koncentraci a phloretin o koncentraci az 30krat vyssi [25]. Tato
vysoka koncentrace nasvédCuje 0 pfemeéné phloridzinu na jeho aglykon a ten se nésledné
absorbuje stievni sténou. Phloridzin se absorbuje jen ve velmi malém mnozstvi [25].

2.5.1.2 Utinek fenolickych litek na lidské zdravi

Bylo zjisténo, Ze konzumace jablek ma pozitivni vliv na starnuti a pokles kognitivnich funkci,
regulaci hmotnosti, zdravi kosti, astma a funkce plic a zdravi traviciho traktu [11]. VétSina
téchto ucinkli je spojena s pfitomnosti sekundarnich metabolit, jako jsou flavonoidy,
isoflavonoidy, karotenoidy, fenolové kyseliny a dietni vlaknina [11].

Fenolické latky se tadi mezi latky s antioxidacni aktivitou. Tato aktivita je zavisla
na struktufe jednotlivych latek, zejména na poctu a pozici hydroxylovych skupin a typu
substituci a aromatickych kruzich [12]. Antioxida¢ni aktivita ma piiznivé biologické ucinky
na zdravi ¢lovéka. Rozhodujici je jejich schopnost pusobit jiz v malych koncentracich
na intracelularni urovni a zpomalit nebo naruSit nezadouci oxidacni reakce. Pfirodni
antioxidanty maji schopnost eliminovat negativni u¢inky zptisobené volnym radikalem v Krvi.
Inhibuji oxidaci lipida tim, ze reaguji s hyperoxidovym volnym radikalem a vznika tak malo
reaktivni hyperoxid, ¢imz se prerusi fetézova radikalova reakce [20]. Antioxidanty také
ovliviyji i procesy regulace krevniho tlaku a hladiny glukosy v krvi [20]. Maji i protinadorové,

-----

vvvvvv

fermentované ve stievech ptlisobi jako ucinny antioxidant proti karcinomu tlustého stieva
bunécné linie Caco-2 [11]. Uvadi se také, ze inhibuji proliferaci lidskych bunék rakoviny jater
HepG2 [11]. Vyzkumy prokazaly tento Ucinek na extraktu z jable¢nych slupek o koncentraci
12,4 £ 0,4 mg-ml™ [11]. Bylo také zjisténo, ze antioxidaéni aktivita je vyssi ve slupce nez
V duziné jablka, coz je pravdépodobné zplsobeno vysokym obsahem fenolickych latek
ve slupce. Studie ukazuji, Ze piijem flavonoidu snizuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni,
snizuje také rizika karcinogeneze [11]. Kromé toho se phloridzin podili na mnoho
fyziologickych procest, jako je zesileni bunécnych stén a ochrana pied oxida¢nim stresem [11].
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Phloridzin se uplatiuje zejména pii glykémii [20]. Rizné studie zminuji jeho anti-
hyperglykemickou aktivitu u mysi [20]. Rovnéz byla provedena studie u dobrovolnikd,
u kterych byl sledovan efekt phloridzinu na snizeni krevni glykémie [20]. Po provedeni oralniho
gluk6zového tolerancniho testu (OGTT) se soucasnym podavanim phloridzinu bylo zjisténo
vyznamné snizeni glykémie [20]. Tyto studie poukazuji na vyznamnou schopnost phloridzinu
snizovat postprandialni glukozu a zlepsit tak zdravi pacientt s diabetem [20].

2.5.1.3 Stabilita fenolickych latek béhem skladovani a zpracovani jablek

Variabilita polyfenold je ovlivnéna odridou, fazi zrani, vegetatnim obdobim, faktory prostiedi,
zemépisnou oblasti, vyrobnimi postupy a podminkami skladovani [26]. V literatufe se vysledky
ohledné vlivu skladovani na obsahu fenolickych latek pomérné lisi, a to pravé z davodu
analyzovani rozdilnych odrud jablek. Carbone a spol. studovali vliv genotypu, typu tkané
a skladovani v chladu na bioaktivni latky rtiznych odriid jablek (Golden klon B, Fuji klon Kiku8
a Braeburn klon Hillwell) [26]. Autofi prokazali, ze celkovy obsah fenoll se po skladovani
Vv chladu (1 °C po dobu tii m&sicti) dramaticky snizil v duzniné (0 50 %) a slupkach (0 20 %)
jabloné Hillwell, ale ne u ostatnich odrud [26]. Phloridzin podléha také degradaci po napadeni
jablka houbami. Hruba a spol. zminuji, ze phloridzin je houbami pfeménovan na phloretin,
floroglucinol a kyselinu floretovou. Kyselina floretova se nasledné pfeménuje na kyselinu
p-hydroxybenzoovou [10].

Komplexngjsi vysledky zjistili Begi¢—Akagi¢ a spol. Tito autofi prokazali, Ze obsah
fenolickych latek v jablkéach v zavislosti na dobé skladovani (60 dni pti 1 °C) mirné klesa u tii
béznych odrid jablek (Topaz, Pinova a Pink Lady) a tfi autochtonnich odriid jablek
(Ruzmarinka, Ljepocvjetka a Paradija) z Bosny a Hercegoviny [26]. Skladovanim pii pokojové
teploté (20 °C po dobu dvou tydni) se prokéazalo, Ze obsah fenolll v jablkach odrid Golden
Delicious, Pinova, Mairac a Honey crisp se nezménil a u odridy Wellant byl dokonce
pozorovan nartst obsahu téchto latek [26]. U odridy Topazin byl naméfen vyrazny pokles
obsahu fenold (0 50 %) ve srovnani s obsahem naméfenym pii sklizni [26].

Béhem zpracovani jablek, dochazi také k vyraznym ztratam fenolickych latek [26].
Pii procesu ¢ifeni jable¢nych §t'av se odstranuji zejména (—)-epikatechin a prokyanidiny [26].
Naopak v zakalenych §tavach se tmavé produkty oxidace ze §t’avy neodstranuji. Po zpracovani
se jable¢na Stava obvykle skladuje. Skladovani jablecné stavy pii pokojové teploté (25 °C)
podobu deviti mésici vedlo k 60% ztraté¢ kvercetinu a celkové ztrat¢ prokyanidint,
a to navzdory skutecnosti, Ze polyfenoly jsou v ovocnych S$tavach stabilngj$i nez
vitamin C [26].
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2.5.2 Charakteristika phloridzinu

Phloridzin je flavonoid, ktery byl poprvé izolovan De Koninckem z kurry jabloni v roce 1835
[22]. Phloridzin patti do chemické téidy fenylpropanoidi, dihydrochalkond, na které je v poloze
2' navazana B-D-glukopyranosa (Obrazek 1) [22]. Dihydrochalkony jsou charakterizovany
pritomnosti dvou benzoovych jader, které jsou spojeny tiiuhlikatym fetézcem. Na rozdil
od chalkonti, se zde vyskytuje redukovana dvojna vazba. Aglykon phloridzinu se nazyva
phloretin. Phloridzin je pfitomen u vSech druhu Malus, ale u Malus trilobita je zcela nahrazen
trilobatinem, zatimco druhy ze skupiny Sieboldiana (napi. Malus sieboldii) obsahuji kromé
phloridzinu také sieboldin [22]. Trilobatin a sieboldiana nebyly nalezeny spole¢né u stejnych
druha [22]. Distribuce phloridzinu v jablkach siln¢ zavisi na odradé jablek [10]. Velké rozdily
jsou také v riznych tkanich jablek — slupka, duzina a jadiinec. Nejvys$si koncentrace byly
nalezeny v seminkach jablek [10]. Zna¢nou dobu pietrvaval piredpoklad, ze se phloridzin
vyskytuje pouze Vv jablcich. Nasledny vyzkum vSak ukazal, Ze phloridzin byl nalezen
i v nékterych dalSich rostlinach (jahody, brusinky, oregano a rtze Sipkova) [10]. Obsah
phloridzinu v jinych druzich technologicky vyznamného ovoce neni vSak Vtak vysokych
koncentracich jako v jablkach.

OH
HO OH
HO o . |
HO
HO OH

Obrazek 1: Struktura phloridzinu

Existuje omezeny pocet studii, které porovnavaji ekologicky a konvenéné péstovana jablka
[27, 28, 29]. Nedavna studie s jablky Golden Delicious péstovanymi ekologicky a konvenénim
zpusobem zjistila relativné podobny celkovy obsah polyfenold [30]. Valavanidis a spol.
uvadéji, ze nezjistili zadné rozdily mezi ekologicky a konvenéné péstovanymi jablky, pokud
jde o koncentrace phloridzinu [31]. Jablka obou typl postupti zemédélské produkce pecliveé
vybirali tak, aby odpovidaly oblasti, regionu (sousedni farmy) a dnu nakupu, ktery byl do tydne
od sklizné [31]. Hecke a spol. naopak zminuji, Ze obsah fenolti je u ekologicky péstovanych
odrid mnohem vyssi, nez u odrud péstovanych komeréné [30]. V ¢lanku neni ale zminéno, zda
stanovovali i obsah samotného phloridzinu. Jak je zminéno vyse, obsah phloridzinu v riiznych
odridach je odlisny a Hecke a spol. neanalyzoval stejnou odruidu jablek, ktera by byla péstovana
jak komercné, tak i ekologicky. Jejich zavéry tedy neprokazuji, Zze pokud je jablko péstovano
ekologicky, ma vyssi obsah fenolickych latek konkrétné phloridzinu.

21



Domnéla uloha phloridzinu a jeho vedlejsich produktl pro jabloné je sporna. Hunter a Lorry
zminuji, Zze se o nich uvazuje jako o konecnych produktech metabolismu, represorech auxinii,
kofaktorech zakofenéni, antibakterialnich, fungicidnich a anti-herbivornich latkach [33]. Gosh
a spol. také zminuji pifedpoklad, Ze se phloridzin podili na odolnosti jablek vici patogenim
[22]. Podil phloridzinu a jeho derivati na odolnosti jablek vaci riznym patogentim je vSak
sporny, protoze jeho obsah ne vzdy koreluje se stupném odolnosti riznym odrtd jabloni [22].
Bylo prokazano in vitro, Ze aglykon phloretin inhibuje rist Venturia inaequalis (strupovitost
jablek) [22]. Zjistili se také silné fungicidni u¢inky phloridzinu a phloretinu na rist mycelia
Phytophthora cactorum (korunova hniloba jabloni) [22]. Akumulace phloridzinu byla zjisténa
v ktife jabloni infikovanych P. cactorum nebo v listech infikovanych V. inaequalis [22].

Gosh a spol. taktéZz zminuji antimikrobialni ucinek phloretinu a 4-O-cis-p-kumaroyl-
phloridzinu proti bakterii Erwinia amylovora. [22]. Muthuswamy a Rupasiinghe prokazali,
ze phloridzin vykazuje antimikrobialni u¢inky proti patogennim bakteriim [22]. Naproti tomu
Hunter, Noveroske a spol. a Raa nezjistili zadnou korelaci mezi obsahem phloridzinu
a rezistenci vaci strupovitosti jabloni. Podle Picinelli a spol. je pro odolnost proti strupovitosti
rozhodujici pomér phloridzinu a flavanolu, coz dojist¢ miry potvrdily i vysledky
Mikulic—Petkovsek a spol [22]. U nachylnych odrid jabloni byl zjistén vys$§i pomér
phloridzin/flavanol. Na rozdil od Huntera, Noveroske a spol. i Raa oznacili oxida¢ni produkty
phloridzinu jako antimykotické [22]. Bylo také prokazano, ze phloridzin a phloretin inhibuji
kli¢eni spor poskliziové hniloby plodi jabloni Phlyctaena vagabunda pii koinkubaci
s polyfenoloxidazou [22].

2.5.2.1 Biosyntéza phloridzinu v jablcich

Biosyntéza phloridzinu byla zkoumana teprve nedavno pomoci rekombinantnich enzymu
a extraktd rostlinnych proteinti a zahrnovala NADPH—dependentni dehydrogenazu, chalkon-
syntazu a UDP-glukoza:phloretin-2'-O-glykosyltransferazu [22]. Zatimco biosyntéza chalkont
a flavonoidl je na enzymové a genové Urovni dobfe znama, biosyntéza phloridzinu byla
objasnéna a popsana az mezi roky 2008-2010 Goschem a spol. [22, 34].

Melonyl-CoA je syntetizovan <z acetyl-CoA, zatimco p-kumaroyl-CoA  vznika
Z fenylalaninu, ktery je produkovan Sikimatovou cestou [22]. Fenylalanin-amoniak-lyaza
katalyzuje tvorbu cinnamatu (kyselina skoficova) z fenylalaninu a oznacuje bod rozvétveni
mezi primarnim metabolismem a polyfenolyckymi slou¢eninami souvisejicimi se cinnamatem
[22]. Cinnamat je dale hydroxylovan enzymem cinnamat-4-hydroxylaza a aktivovan ligazou
hydroxycinnamat:CoA, ¢imz vznika p-kumaroyl-CoA (4-hydroxycinnamoyl-CoA) [22]. Jeho
kondenzaci s ttemi molekulami maloyl-CoA vnika naringeninovy chalkon [22]. Tato reakce je
katalyzovana enzymem chalkon-syntaza (CHS) [22].
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Zatimco p-kumaroyl-CoA je prekurzorem chalkonu naringeninu a dalsich flavonoidd,
p-dihydrokumaroyl-CoA je nutny pro biosyntézu dihydrochalkonti jako je phloretin [22].
P-dihydrokumaroyl-CoA kondenzuje se tfemi molekuly malonyl-CoA a vznika pravé phloretin
[22]. Poslednim krokem reakce je glykosylace phloretinu za tcasti phloretin-2'-O-
glykosyltransferazy (P2'GT) a produktem je phloridzin [22]. Vysoka podobnost p-kumaroyl-
CoA a p-dihydrokumaroyl-CoA vedla k ptedpokladu, ze chalkon-syntaza mize vyuzivat oba
substraty se tfemi molekulami malonyl-CoA za vzniku naringeninového chalkonu, resp.
phloretinu [22]. Nebyla zjisténa zadna substratova preference —alesponn u rdznych
rekombinantnich chalkonsyntdz z jabloné, coz naznacuje, ze tvorbu dihydrochalkont
katalyzuje bézné chalkonsyntdza, a nikoli specializovany enzym s odliSnou substratovou
specifitou [22].
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Obrazek 2: Syntéza phloridzinu v jablku [22]
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Chemikalie

- standard phloridzinu (phloridzin dihydrate, 99 %) od firmy Sigma—Aldrich (Praha, Ceské
republika)

- methanol (v LC kvalité, 99,8 %) od firmy LiChrosolv® (Darmstadt, Némecko)

- methanol (v LC-MS kvalit¢, > 99,9 %) od firmy Fisher Scientific (USA)

- acetonitril (v LC—MS kvalite, > 99,9 %) od firmy Fisher Scientific (USA)

- kyselina mravenéi (99-100 %) od firmy VWR International (USA)

- ultracista voda (VWR International, USA)

- hydranal Titrant 5 (Honeywell)

- hydranal Water Standard (Honeywell)

- hydranal — Solvent (Honeywell)

3.2  Pristroje, zafizeni a pomiicky

- analytické vahy
- ultrazvuk
- kapalinovy chromatograf (Agilent 1260 Infinity, Agilent Technologies)
e cerpadlo — 1260 Infinity Quaternary Pump
e autosampler — 1260 Infinity Autosampler
e kolona HPLC (Kinetex® 2.6 um F5 100 A, LC Column 150 x 4.6 mm)
e kolona HPLC (Kinetex® 5 pm EVO C18 100 A, LC Column 250 x 4.6 mm)
e termostat kolony — 1290 Infinity Thermostat
e detektor — 1260 Infinity Diode Array Detector
e MS detektor — Agilent InfinityLab LC/MS iQ
o analyzator: Single quadrupole
o ionizace: ESI
- Karl-Fisher titrator 701 KF Terino s 703 Ti Stand (Methrohm)
- bé&zné laboratorni sklo
- injekéni stiikacky (BD Discardit)
- strikackové filtry CHS s velikosti porti 0,45 um Nylon (Chromservis)
- sklenéné vialky a vicka (Agilent Technologies, 2 ml)
- plastové struhadlo
- elektricky mixér Sencor
- keramicky niz
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3.3 Pouzity material

- Vzorky jablek:
e jablko odriida Golden Delicious (zemé ptivodu Ceska republika)
e jablko odriida Gala (zemé piivodu Ceské republika)
e jablko odrady Red Delicious (zemé ptivodu Ceska republika)
e jablko odrudy Granny Smith (zemé puvodu Italic)
e jablko odridy Jonagold (zemé pavodu Ceska republika)
e jablko odrudy Champion (zemé& puvodu Polsko)

Vzorky ovocnych napoju:

e Albert Cerstva §tava jablko (100 % jablek)

e Nature’s promise kids kids 100% most, jablko

e Albert 100% ovocna $tava jablko a merunika (69,2 % jable¢na S§tava, 21,2 %
merunkové pyré, 9,6 % jable¢na dren)

e Relax Ovocny napoj pomeran¢ (pomerancova $tava z koncentratu 30 %)

e Relax Ovocny napoj jablko, arénie, visen, lesni jahoda (jable¢na §t'ava z koncentratu
25 %, $tava z aronie z konc. 3,5 %, visnova §tava z konc. 1 %, §tava z lesnich jahod
z konc. 0,5 %)

¢ Relax Ovocny napoj jablko (jable¢na §tava z koncentratu 30 %, Relax)

e RIO Stévie jablko, jable¢ny napoj (jable¢na St'dva z koncentratu 40 %, jable¢né pyré
4 %)

e Pfanner B, C, E ovocny napoj s chuti lesnich plodu (podil ovocné slozky nejméné
30 %, jablko, hroznové vino, aronie, ¢erny rybiz, bezinka, jahoda, malina, bortivka,
ostruzina)

- Pevné vzorky potravin:

e Hamé Merurika a jablko, ovocna smés (25 % jablka, 15 % meruiky, Hamé)

e Nature’s Promise Bio Merunkovy vybérovy dzem (55 % merunky)

e Hamé Extra dZem ostruzinovy (50 % ostruziny)

e Hamé Povidlova napln se skofici s viini rumu (170 g Svestek na 100 g vyrobku)

e HELLO Ovocna piesnidavka s jablky (85 % hm jable¢na dien)

e HELLO Ovocna ptesnidavka s meruitkami (63 % hm jable¢na dien, 22 % hm
meruikova dren)

e HELLO Ovocna piesnidavka s jahodami (65 % hm. jable¢na dien, 20 % hm. jahodova
dren)

e HiPP BIO Merunky (46 % merunky, pfikrm)

e domaci jable¢na piesnidavka s pfidavkem malin

3.4  Statistické zpracovani dat

Vsechny namétené hodnoty byly zpracovany pomoci programu MS Excel, kde byly pouzivany
funkce PRUMER a SMODCH.VYBER.S. Vysledky vzorkil po analyze HPLC byly statisticky
vyhodnocovéany pomoci programu MS Excel jednofazovym ANOVA s Tukey HSD testem.
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3.5  Vypracovani metody pro stanoveni phloridzinu
3.5.1 Testovani extrak¢nich technik

Pro stanoveni nejvhodnéjsi metody extrakce byly vybrany 4 vzorky:

- standard phloridzinu (dihydrat)

- jablko, odrtda Golden Delicious

- vzorek Albert Cerstva §tava jablko

- vzorek domaci jablecné presnidavky s pfidavkem malin

Po prostudovani literatury byl jako rozpoustédlo nejprve zvolen ethylacetat [12, 35].
Na analytickych vahach bylo odvazeno 0,250 g standardu phloridzinu s piesnosti na Ctyfi
desetinnd mista. Vzorek byl kvantitativné pifeveden do odmérné banky (o objemu 25 ml)
a doplnén ethylacetatem po rysku. Pro G¢inngjsi rozpusténi byla banka vlozena na 1 min
do ultrazvukové lazné. Takto pfipraveny roztok byla nasledné nafedén do vialky — 100 pl
roztoku vzorku a 900 pl ethylacetatu. Vzorek byl poté zméfen piistrojem HPLC—MS.
Ethylacetatem byl také 1:1 fedén vzorek Albert Cerstva §tava jablko. Tento vzorek se viak
nepodrobil HPLC—MS analyze z diivodu pouziti nevhodného rozpoustédla.

Druhé pouzité rozpoustédlo pro stanoveni zptsobu extrakce byl methanol [10, 12, 31, 36].
Extrakéni metoda za pouziti methanolu probihala u standardu totozné jako u piedchoziho
rozpoustédla. Methanol byl pouzit i uvzorku domaci jable¢né piesnidavky, kde bylo
do kadinky na analytickych vahach navazeno 2,5 g ptesnidavky a ptidano 25 ml methanolu.
Jablko odrady Golden Delicious bylo omyto vodou, nakrajeno a byl odstranén jadiinec. Jablko
(i se slupkou) bylo nastrouhano do petriho misky. Do kadinky byly odvazeny ptiblizné 2 ¢
nastrouhaného jablka a piidano 10 ml methanolu.

Veskeré vzorky krom¢ standardu byly umistény na vicemistnou magnetickou michacku
a v zavislosti na ¢ase byly vzorky michény za laboratorni teploty. Po uplynuti urcitého ¢asu
byly vzorky pievedeny do injekénich stiikacek se stiikackovym filtrem a pies filtr dale
ptevedeny do vialek. Vzorky byly poté méteny piistrojem HPLC—MS. Vzorek dzusu byl také
analyzovan bez pouziti vySe zminénych rozpoustédel. Vzorek dzusu byl piefiltrovan
ptes stiikacku s filtrem. Prefiltrovany vzorek byl nasledné fedén 1:1 s destilovanou vodou tak,
ze do vialky bylo napipetovano 500 pl prefiltrovaného vzorku a 500 pl destilované vody.

3.5.2 Ovéreni efektu oxidace phloridzinu

Jablka odridy Golden Delicious, Gala a Champion byla vlozena do dusikového vaku, kde byla
rozpulena pomoci keramického noze a byly odstranény jadfince. Pilka jablka byla nasledné
zpracovavana bez piitomnosti kysliku v dusikovém vaku a druha puilka pii standardnich
laboratornich podminkéch za ptitomnosti O2. Kazda ptlka jablka byla nastrouhana a odvazena
do tfech kadinek (tabulka 7). Postup extrakce byl totozny jako ten z ptedchozi kapitoly
za pouziti methanolu jako rozpoustédla s jedinym rozdilem, ze v dusikovém vaku byly vzorky
odvazovany za pouziti pfedvazek s presnosti na dvé desetinna mista. Veskeré vzorky byly
nasledné prefiltrovany do vialek a byla provedena HPLC—MS analyza.
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Tabulka 7: Navazky vzorka extrahovanych za ptitomnosti kysliku a v dusikové atmosféie

Golden delicious [g] Gala [g] Champion [g]

N2 atm. 0O, atm. N atm. O, atm. N2 atm. 0, atm.
2,74 2,3531 2,58 2,3570 2,58 3,0054
2,20 2,0543 2,47 3,1869 2,35 2,8323
2,31 2,1006 2,29 2,9052 3,32 2,8679

Pozn. N2 atm. je oznaceni pro pfipravu vzorku v dusikové atmosféie (vazeno na predvazkach).
O atm. je oznaceni pro standardni laboratorni podminky, ptisobeni kysliku na vzorek (vazeno
na analytickych vahach).

3.5.3 Parametry pro HPLC-MS

Jednotlivé parametry analyzy byly testovany na vzorcich:

- standard phloridzinu (dihydrat)

- jablko, odriida Golden Delicious

- vzorek Albert Cerstva §t'ava jablko

- vzorek domaci jable¢né presnidavky s pfidavkem malin

Byly testovany rtizné stacionarni a mobilni faze:

1. kolona Kinetex® 2.6 um F5 100 A, LC Column 150 x 4.6 mm. Mobilni fize
obsahovala 0,1% kyseliny octovou, vodu (rozpoustédlo A) a acetonitril (rozpoustédlo B).
Elu¢ni gradient: 0 min: 90 % A, 3 min: 90 % A, linedrni klesani do 25 min: 70 % A,
Lineéarni pokles do 30 min: 60 % A, 30,01 min: 60 % A.

2. kolona Kinetex® 5 pm EVO C18 100 A, LC Column 250 x 4.6 mm. Mobilni fize
obsahovala 0,1% kyseliny mravenéi, vodu (rozpoustédlo A) a acetonitril
(rozpoustédlo B). Elucni gradient: 0 min: 90 % A, 3 min: 90 % A, linearni klesani
do 25 min: 50 % A, lineérni rast do 30 min: 90 % A, 30,01 min: 90 % A.

3.6  Priprava kalibraénich roztoki

Jako standardni vzorek byl pouzit phloridzin (dihydrat) od znacky Sigma Aldrich (> 99 %).
Nejprve bylo na analytické vaze navazeno 0,0250 g standardniho vzorku phloridzinu. Toto
mnozstvi bylo nasledn¢ kvantitativné pievedeno do odmérné bainky (25 ml) a doplnéno
methanolem po znacku, aby vznikl zasobni roztok. Tento zasobni roztok o koncentraci
1000 mg-l_lbyl rozfedén na koncentraci 100 mg-1"%; 10 mg-l_l; 1,0 mg-l_1 a0l mg-l_l. Tyto
Ctyfi roztoky byly nasledné pfevedeny do vialek, uzavieny vickem a zmétfeny pfistrojem
HPLC—-MS. Po analyze prvnich vzorki, byl zjistén koncentraéni rozsah a byly ptipraveny nové
kalibra¢ni roztoky o koncentraci: 10 mg-l_l; 5,0 mg-l_l; 1,0 mg-l_1 a0,1 mg-l_l.
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3.7  Priprava realnych vzorki
3.7.1 Priprava vzorku jablek

Jablka byla omyta vodou, nakrajena na mensi ¢asti a byly odstranény jadfince. Vzorky byly
rozmélnény (struhadlem nebo mixérem). Rozmélnéné vzorky jablek byly navazeny do kadinek
S presnosti na dvé desetinna mista (navazky tabulka 8). Do kadinek bylo ptfidano 10 ml
methanolu z odmérného valce. Veskeré kadinky byly zad€lany parafilmem. Extrakce probihala
piiblizné 30 min na magnetickych michac¢kach. Vyextrahované vzorky byly piefiltrovany
ptes stiikacku s filtrem do vialek. Cela tato pfiprava jiz probihala bez ptitomnosti kysliku
V dusikovém vaku.

Tabulka 8: Navazky jednotlivych vzorka jablek extrahovanych v dusikové atmosféte

Golden Delicious | Gala | Red Delicious | Granny Smith | Jonagold | Champion

[0] [a] [a] [0] [a] [0]

2,74 2,58 2,33 1,93 2,16 2,58
2,20 2,47 2,62 1,82 1,95 2,35
2,31 2,29 2,62 2,35 2,63 3,32

3.7.2 Priprava vzorki potravin

V ramci stanoveni obsahu phloridzinu byly analyzovany vzorky potravin deklarujici obsah
jablka a potraviny, kter¢ by jablko podle deklarace nemély obsahovat. Méné tekuté vzorky jako
jsou marmelady, povidla i piesnidavky byly odvazeny do kadinek s piesnosti na 4 desetinna
mista viz tabulka 9 a bylo ptidano 10 ml methanolu. Do kadinek bylo nasledné pfidano
michadlo a kadinky byly zadé€lany parafilmem. Vzorek byl michan na michacce 30 min.
Po uplynuti ¢asu byly vzorky pfiefiltrovani pomoci stiikacky s filtrem do vialky a byly
analyzovany pomoci HPLC—MS. Vesker¢ tekuté vzorky, jako ovocné napoje, dzusy a mosty,
byly fedény destilovanou vodou v poméru viz tabulka 10.

Tabulka 9: Navazky jednotlivych vzorkl potravin

Vzorek Navazka [g]
Merurnka a jablko, ovocna smés 3,0384
Merunkovy vyberovy dzem Bio 3,0547
Extra dzem ostruzinovy 3,0598
Ovocna presnidavka s jablky 2,8148
Ovocny piikrm BIO merunky 2,9703
Ovocna presnidavka s merunikami 2,9284
Ovocna piesnidavka s jahodami 3,0630
Povidlova napln se skofici s viini rumu 2,9064

28



Tabulka 10: Redéni vzorkii ovocnych napojt

Vzorek Redéni
Cerstva §tava jablko 1:1
100% ovocna §t'ava jablko a merunka 11
100 % jable¢ny most 1:5
Stévie jablko, jable¢ny napoj 1:1
Ovocny napoj jablko 1:1
Ovocny napoj jablko, aronie, visen, lesni jahoda 1:1
Ovocny napoj B+C+E s chuti lesnich plodi 11
Ovocny napoj pomerané 1:1

3.8  Stanoveni vody titra¢né podle Karl-Fishera

Pti kazdé analyze vzorku jablka byl stanoven i obsah vody. Ptiprava probihala tak, ze ptiblizné
2 g nastrouhaného vzorku byly ptidany do kadinky a zvazeny s piesnosti na ¢tyfi desetinna
mista (my). Vahy byly vytarovany a bylo ptidano 10 ml methanolu a roztok byl opét zvazen
(mwmeon). Do kadinky bylo pfidano michadlo a vzorek byl extrahovan 30 min na magnetické
michacce. Slepy vzorek obsahoval pouze methanol. Vsechny kadinky byly zadélany
parafilmem, aby nedoslo k vytékani methanolu.

Nasledné z kazdé kadinky bylo odebrano asi 5 ml vzorku injekéni stfikackou s filtrem
a vzorek byl prefiltrovan do vysuSenych oznafenych vialek. Do titracni cely Karl—Fisherova
titratoru bylo pfidéano titra¢ni ¢inidlo hydranal a michadlo. Ptistroj byl zkalibrovan. Do injek¢ni
stiikacky s jehlou bylo nabrano asi 80 pl vzorku, ptipadné vzduchové bubliny byly vytlaceny.
Naplnéna injekéni stiikacka byla zvaZena na analytické vaze, védha byla vytarovand a vzorek
byl nadavkovan do titra¢ni cely. Stiikacka byla poté zvazena a rozdil hmotnosti byl zapsan
do pfistroje. Po spusténi pfistroje zacala titrace vzorku. Po ukonceni titrace byl obsah vody
odecten z displeje. Takto bylo postupovano u vSech vzorkd. Kazdy vzorek byl titrovan
minimalné dvakrat, aby se ziskaly relevantni data.

3.9  Stanoveni susiny suSenim

Susina byla stanovena u viech odrid jablek, které byly analyzovany pomoci HPLC—MS. Cista
jablka byla rozptilena a nasledn¢ byl odkrojen tenky platek. Hlinikové misky s odkrytymi vicky
byly vysuseny pti 110 °C v susarn¢ a po vychladnuti v exsikatoru byly i s vicky zvazeny (mm).
Rychle byly do nich navazeny cca 3 g jablka (pro kazdou odridu zvlast’) s piesnosti na Ctyfi
desetinna mista (my). Misky byly vlozeny do susarny vyhiaté na 110 °C a susily se 2,5 hodiny.
Potom se misky uzaviely vicky a po patnactiminutovém chladnuti v exsikatoru byly zvazeny.
Pak byly misky se vzorky vlozeny opét do suSarny na 30 minut a po vychladnuti byly opét
zvazeny (Mms+s). Tento postup se opakoval, dokud rozdil mezi poslednimi dvéma vazenimi byl
mensi nez 2 mg.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1  Stanoveni suSiny podle Karl-Fishera

Z namétfenych hodnot titrace podle Karl-Fishera byly v programu MS Excel dopocitany
hodnoty obsahu vody ve vzorku (wh20) dle vztahu (2). Z obsahu vody byla nasledné urcena
susina (mswina). Vysledky vSech vzorka z Karl-Fisherovy titrace jsou uvedeny v tabulce 11
a tabulce 12. Obsah vody ve vzorcich se pohyboval mezi 62,78 az 67,79 %. Masoudi a spol.
uvadi hodnoty obsahu vody v riznych odridach jablek kolem 83,77 % [37]. Tato hodnota
neodpovidd hodnotdm naméfenym metodou podle Karl Fishera. Z toho diivodu, bylo potieba
pouzit jinou metodu stanoveni obsahu vody v jablku. U jablek Gala byla také provedeno
opakované méfeni s tim rozdilem, Ze u opakovani nebyl vzorek strouhan, ale kovovou 1zi¢kou
byla duzina seSkrabovana ptimo do kadinky. Predpoklad byl, ze timto zplisobem piipravy,
nedojde ke ztratam vody, jelikoz béhem strouhani na prkénku dochazelo k odtékani jable¢né
stavy z prkénka. Tento predpoklad se nepotvrdil, jelikoz namétené hodnoty z opakovani byly
dokonce o piiblizné 5 % niZsi.
(WHZOex B WHZOMeOH) " MyeoH (2
mU

Wh,0 =

Tabulka 11: Navazka vzorku jablek na stanoveni obsahu vody podle Karl Fishera

Odrida Navazka vzorku [g] | NavaZka methanolu [g]
Golden Delicious 2,0620 6,9615
Gala 2,2448 7,8134
Gala opakovani 2,4014 7,5955
Red Delicious 2,6468 7,7874

Tabulka 12: Naméfené a dopocitané hodnoty

Vzorek Whiteo [20] | Wpramerb20ex [20] | W20 [20] | Misusina [0]
Golden Delicious 1,89 20,49 £ 0,01 62,78 0,7675
Gala 20,70 + 0,30 67,79 0,7229
Gala opakovani 1,20+ 0,02 21,10+ 0,60 62,81 0,8930
Red Delicious 22,64 + 0,08 63,10 0,9768
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4.2  Stanoveni suSiny metodou suseni

Prestoze jablka obsahuji vys$i mnozstvi monosacharidii, dosahlo se u vzorkti Golden Delicious,
Junagold a Champoin konstantniho tibytku hmotnosti jiz po druhém vazeni suSiny. U zbylych
vzorkl bylo potieba jablka susit o 30 minut déle. Z navéazek vysuSenych vzorki byly pomoci
programu MS Excel dopocitany hodnoty obsahu vody dle vztahu (3). Vysledky vSech vzork
jsou uvedeny v tabulce 13. Obsah vody ve vzorcich se pohyboval mezi 83,46 % a 86,99 %.
Tyto naméfené hodnoty jsou mirné vyssi, nez uvadi Masoudi a spol. Konkrétné pro odridu
Golden Delicious uvadi primérny obsah vody 83,78 %, coz je o 3,21 % méné nez hodnota
naméfena V této diplomové praci [37]. Masoudi a spol. méfili obsah vody u odrid Golden
Delicious, Red Delicious a Granny Smith [37].

Mezi primérnymi obsahy vody stanovenymi Masoudim a spol. a hodnotami v této
diplomové praci je statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01). Obsah vody v jablcich je zavisly na
stupni zralosti, zemi pivodu atp., proto tyto diference se daji ptisoudit pravé rozdilim mezi
jednotlivymi jablky. Tyto odchylky by se také daly pfisoudit zplisobem suSeni. Masoudi a spol.
susili jablka pouze pti 77 °C [37]. Vyssi pouzita teplota (110 °C) mohla vysledky také ovlivnit.
Po porovnani namétenych vysledki s metodou podle Karl Fishera, je metoda suSeni piesnéjsi,
proto se pro dalsi tcely pracovalo s témito hodnotami.

1 * 1
WHZO 00 ( § 00 (3)

Tabulka 13: Navazky a dopoc¢itané hodnoty pro suSinu a obsah vody

. Hlinikova miska | Navazka vzorku | Miska se susinou | Susina | Obsah vody
Odrida
[9] [9] [9] [9] [%6]
Golden Delicious 23,9255 2,9945 24,3152 0,3897 86,99
Gala 24,4883 2,6738 24,8863 0,3980 85,11
Red Delicious 23,3241 2,7321 23,6962 0,3721 86,38
Granny Smith 23,4806 2,8252 23,8951 0,4145 85,33
Jonagold 24,4090 2,7589 24,8203 0,4113 85,09
Champion 23,5123 2,1616 23,8699 0,1654 83,46
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4.3 Vyhodnoceni extrakénich metod

Jako prvni bylo zvoleno rozpoustédlo ethylacetat. Standard phloridzinu se v ethylacetatu i¢inné
rozpustil. Pfi extrakci jinych vzorkd napf. domaci jable¢né piesnidavky, se roztok rozdélil
na dvé faze. Cilem bylo ziskat homogenni roztok, proto misto ethylacetatu jako rozpoustédla
byl zvolen methanol. Toto druhé zvolené rozpoustédlo bylo vhodné&jsi pro pouziti, jelikoz
se netvorily dvé faze a vzorek se efektivnéji rozpoustél. Toto rozpoustédlo preferuji ve vétSing
¢lancich, kde tedy vétsinou vyuzivaji smés methanol:voda (napt. 80:20 nebo 90:10)
[10, 31, 36]. Vzorky marmelad a piesnidavek se v methanolu efektivné rozpoustély. Vzorek
povidlové napln¢ bylo zapotiebi pied piidanim na magnetickou michacku peclivé v methanolu
rozmichat pomoci sklenéné ty¢inky. Methanol byl jako rozpoustédlo pouzit u vSech pevnych
vzorkd.

Tekuté vzorky byly fedény destilovanou vodou. Vzorek Cerstvé $tavy jablko byl fedén 2x.
Z divodu vyssich naméfenych hodnot (viz obrazek 3), byl nasledné jiz vzorek 100% mostu
fedén 5x. Takto nafedény vzorek vykazoval dostate¢né silnou odezvu na detektoru. Pro ovocné
napoje, které obsahovaly pramérné 30% $tavu z koncentratu, bylo zapotiebi naopak mensi
fedéni a to 1:1. Vzhledem k nizkym naméfenym koncentracim phloridzinu je i moznost provést
nastiik prefiltrovaného vzorku bez piedchoziho fedéni. Toto doporucuji i Suarez a spol., kteti
vzorky 100% jable¢nych dzusi pouze filtrovali a nasledné bez fedéni vzorek prevedli do vialek
[38]. Vzhled k velmi nizkym koncentracim phloridzinu naméfenych v ovocnych napojich
v ramci této diplomové prace (viz tabulka 23), je potieba upravit metodu piipravy vzorka
a jejich analyzu. Vhodné by bylo vzorek napt. zakoncentrovat, pouzit sorbent nebo extrakéni
rozpoustédlo napt. methanol.

Jablka byla rozmélnovana pomoci plastového struhadla, jelikoz rozmixovany vzorek
mixérem nebyl dostate¢né¢ homogenni. Byla také pozorovéna rychlej$i oxidace/hnédnuti
rozmixovaného jablka, a to i v dusikové atmosféie. Proto bylo na zpracovani jablek vyuzito
nejen plastové struhadlo, ale i keramicky niiz, ¢im se mira hnédnuti snizila.

17 8 19
tention time [min]

Obrazek 3: Zaznam signalu pro phloridzin na MS detektoru — vzorek Cerstvé §tavy jablko, fedéni 1:1
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4.4  Efekt oxidace phloridzinu

Pro hodnoceni vlivu atmosféry byla pouzita jablka odrudy Golden Delicious, Gala a Champion.
Cilem bylo ur¢it, zda a jaky vliv ma pfitomnost kysliku béhem extrakce na miru degradace
phloridzinu. Jak 1ze vidét v tabulce 14 a na obrazku 4, u odrid Golden Delicious a Champion
byla koncentrace phloridzinu vlivem kysliku v praméru 0 10,84 % nizsi. Naopak u jablek Gala
byla koncentrace phloridzinu vyssi a to o0 2,56 mg-kg* (v éerstvém stavu). Tyto vyssi hodnoty
se daji vysvétlit tim, ze vzorek byl pfipraven v co nejkrat§im ¢asovém intervalu od rozkrojeni
jablka, nedoslo tedy k takové mife degradace. Celkové tedy v praméru byl obsah phloridzinu
za pouziti dusikové atmosféry 0 3,15 % vySsi nez za ptitomnosti kysliku, statisticky ale se
nejedna o vyznamny rozdil (p>0,05). Statisticky nevyznamny vliv kysliku na miru degradace
phloridzinu zmifiuje také Hruba a spol. [10]. | pies tyto zavéry byl dusikovy vak pouzit
pfi pfipraveé vSech ostatnich vzorku jablek.

Tabulka 14: Vysledné obsahy phloridzinu v riznych odrudach jablek a v rtizné atmosféte.

. , Obsah phloridzinu | Obsah phloridzinu
Odrida Atmosféra _ o _
[mg-kg™] Vv susiné [mg-kg™]
o N2 atm 22+3 170 +22
Golden Delicious
O atm 19+3 150+ 22
N, atm 7,8+0,9 52+ 8
Gala
0O, atm 10+1 68 +7
Champion N atm 15+1 88+8
Oz atm 13+1 80+9

Pozn. pro tabulku 14 a obrazek 4: N2 atm. je oznaceni pro pfipravu vzorku v dusikové atmosféte
(vdZeno na predvazkach). Oz atm. je oznaceni pro standardni laboratorni podminky, ptisobeni
kysliku na vzorek (vazeno na analytickych vahéach). Kazda hodnota je vyjadiena jako prumér
+ smérodatnéd odchylka

26 A
24 4
22 4
20 4
18 ~

N2 atm
02 atm

N2 atm

16 02 atm
14 1

12 A 02 atm

obsah [mg-kg—1]

10 N2 atm

o N B~ OO
1

Golden Delicious Gala Champion
Obrazek 4: Graf zobrazujici rozdily v obsahu phloridzinu pii rozdilné volb¢é atmosféry
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45  Optimalizace podminek pro analyzu

P#i analyze standardu phloridzinu za pouziti kolony Kinetex® 2.6 um F5 100 A, LC Column
150 x 4.6 mm a mobilni faze se skladajici se z 0,1% kyseliny octové, vody (rozpoustédlo A)
a acetonitrilu (rozpoustédlo B) byl retencni ¢as byl pouhych 2,5 min. Absorpéni maximum
naméfené DAD detektorem bylo 285 nm (obrazek 5). Literatura uvadi nejvhodnéjsi méteni
phloridzinu pii 280 nm [10, 20].

phioridzin_STD100mgL_6 | DAD1 Scan RT=2,791 Minutes

el. Response

Wavelength [nm]

Obrazek 5: Chromatogram standardu phloridzinu méteném na DAD detektoru

Na hmotnostnim spektru byl nejvyssi pik s pomérem m/z 435,1 (viz obrazek 6 a obrazek 7).
Tato hodnota se shoduje s literaturou, kde napf. Meng a spol. naméfili hodnotu m/z 435,1279
[39]. Hodnoty v publikacich jsou uvedeny s piesnosti na Ctyfi desetinna mista, jelikoz vyuZzivali
vysoce rozliSovaci techniky. Pti pouziti gradientu pro kolonu Kinetex® 2.6 um F5, byl reten¢ni
¢as 15 min, z ¢ehoz vyplyva, Ze se phloridzin bude eluovat pii sloZeni mobilni faze odpovidajici
poméru A: 79 a B: 21.

phlordzin_STD100mgL._6 | MS1-Scan ESI r: 2.810 min) Frag=135V Gain=1,0  LCMS-2023-11-13 1240-53+01-00.dx

g Var 9518
7 phloridzin

50 112

rel. Abundance [%]

10 w2
5 m N g

0w 7 w0z 2 asarkz oot war wren an2'f L0 W0 se wne o i Tosmo S TOMB G M0 g | w2 w1 o)
moo® om  m W ® 4 & W K W & W m W % W %

Obrazek 6: Hmotnostni spektrum standardu phloridzinu
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phloridzin_STD100mgL_6 | MS1-Sean ESI (: 2.810 min) Frag=135V Gain=1,0 | LCMS-2023-11-13 12-40-58+01-00.dx

100 43k 1

75

phloridzin
50
% 2730 43,1 A

1250 1448 1657 1883 2102 2907 252252 2048 3150 307 3667 W6T 4172 4~|-* | 080
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rel. Abundance [%)]

0

Obrazek 7: Hmotnostni spektrum standardu phloridzinu s pfiblizenim na phloridzin

Nasledné byla testovana kolona Kinetex® 5 um EVO C18 100 A, LC Column 250 x 4.6 mm,
ktera byla poté vyuzita pfi analyze vSech vzorkd. Pro tuto kolonu byla zvolena mobilni faze
0 sloZeni: 0,1% kyselina mravenéi, voda (Rozpoustédlo A) a acetonitril (rozpoustédlo B)
a gradient viz tabulka 16. Retenc¢ni ¢as se zkratil na piiblizné 13,4 min. Pti téchto parametrech
detekovat. VVzorek standardu o koncentraci 0,1 mg-1"* byl zfedén nejprve na 10 pg-1" a nasledné
na 1 pg:1". Z vysledki analyzy HPLC-MS vyplynulo, Ze i takto nizké koncentrace jsou na MS
detektoru zachyceny s dostateénou vysokou intenzitou. LOQ je rovno 0,20 pg-1ta LOD je
0,06 pg-1. Tyto hodnoty naznaduji vysokou citlivost metody.

Na zaklad¢ vysledkt testovani byly nastaveny nejidealnéjsi parametry analyzy. Tato metoda
byla pouzita u v§ech analyzovanych vzorcich metodou HPLC-MS.

Tabulka 15: Parametry nastaveni HPLC—MS pro stanoveni phloridzinu

Nazev a typ pristroje HPLC Agilent 1260 Infinity

0,1% kyselina mravenci

slozeni MF

acetonitril
objem nastiiku Sul
prutok MF 1 ml/min
teplota kolony 35°C
doba analyzy 30 min
Kinetex® 5 pm EVO C18 100 A, LC
kolona
Column 250 x 4.6 mm
DAD - 280 nm
detektor
MS —m/z 435,1
ionizace ESI
typ skenu SIM
napéti fragmentoru 135V
polarita negativni
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Tabulka 16: Zvoleny gradient mobilni faze

. Mobilni faze
t [min]
0,1% HCOOH [%] | Acetonitril [%0]

0,00 90 10

3,00 90 10

25,00 50 50

30,00 90 10

30,01 90 10

4.6 Kalibrace HPLC-MS

Béhem optimalizace metody piipravy vzorki a analyzy HPLC—MS, byla sestavena kalibra¢ni
fada z koncentraénimi rozsahy: 100 mg-1%; 10 mg1™?; 1,0 mgl™? a 0,1 mgl?. Nésledng
z vysledné rovnice (4) byl vypocten prumérny obsah phloridzinu ve vzorku jablka odridy
Golden Delicious a t05,2953 mg-1! (za y dosazovana hodnota plochy piku). Takto byl
stanoven koncentrac¢ni rozsah v jablku, koncentrace se pohybovaly spise ve spodni oblasti
kalibraéni fady. Byla tedy sestavena nova kalibra¢ni fada o koncentracich: 10 mg-mol?;
1,0 mg-lfl, 5,0 mg-lfl a 0,1 mg-lfl. Vyslednou kalibracni tfadu lze vidét na obrazku 8.
Pro vypocet obsahu phloridzinu ve vSech vzorcich byla vyuzita vysledna rovnice (5), zay byla
dotazovana hodnota vysky piku.

y = —188,2230x2 + 42823,2280x + 4631,4692 (4)
y = 9796,5377x (5)

Jelikoz jako standard byl vyuzit phloridzin dihydrat S molarni hmotnosti
Mip = 472,44 gmol %, kterd je vyssi nez molarni hmotnost molekuly phloridzinu
M = 436,413 g'mol %, bylo zapotiebi hodnoty koncentraci kalibra¢ni fady pfepoditat. Pomoci
rovnice (6) a piimé tméry byly dopocitany realné koncentrace, které byly zapsany do programu
Data analysis, ¢imz byla upravena kalibra¢ni fada. Vysledné koncentrace kalibra¢ni fady lze
vidét viz tabulka 17.

mq

m = ' Mr (6)

Myp
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Tabulka 17: Prepocet koncentraci kalibra¢ni fady pro phloridzin

., . Koncentrace phloridzinu (dihydrat) | Koncentrace phloridzinu
Cislo rady 4 »
[mg-kg™] [mg-kg™]
1 0,10 0,09
2 1,00 0,93
3 5,00 4,64
4 10,00 9,27

nin
Residual standard deviation : 331208338
Origin : Foree

Weighting mehod ; Mone

Obrazek 8: Kalibracni fada pro phloridzin

4.7  Obsah phloridzinu v raznych odridach jablek

Analyzovano bylo 6 nejcastéji se vyskytujicich odrid jablek na ¢eském trhu. Zamérem bylo
také vybrat jablka, ktera budou pochazet z jednoho regionu. Nakonec byly testovany &tyti
odriidy se zemi ptvodu Ceska republika. Vzorek jablka odriidy Champion pochazel z Polska
a vzorek odridy Granny Smith z Italie. Z toho divodu mohou byt vysledky mirné zkresleny,
jelikoz profil polyfenolll zavisi nejen na odrd¢, ale 1 na typu ptdy, intenzité slunecniho zafeni

a hnojeni dusikem [31].
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Vysledky v tabulce 18 a tabulce 20, a obrazku 9 potvrzuji, Ze mezi jednotlivymi odridami
je statisticky vyznamny rozdil v obsahu phloridzinu (p <0,01), tento pfedpoklad zminuje napft.
Valavanidis a spol. [31]. Naproti tomu Hruba a spol. neprokazali zadny rozdil mezi testovanymi
odridami jablek z hlediska obsahu phloridzinu [10]. Vyznamné rozdily v koncentraci
phloridzinu nebyly zaznamenany mezi odridami Gala a Granny Smith, dale také mezi
Champion a Jonagold (p>0,05). Nejvyssi koncentrace phloridzinu se nachéazela v jablku odridy
Red Delicious, konkrétné 37 +5 mg-kg™? (270 +38 mg'kg ! v pfepoétu na susinu). Tato
phloridzinu bylo naméfeno u odriidy Granny Smithato 7 + 1 mg-kg ! (48 + 6 mg/kg v pfepoctu
na susinu), coz je o0 61 % mén¢ neZ primérny obsah phloridzinu ostatnich odrid jablek.

Jednotlivé vysledky se nedaji exaktné porovnat s hodnotami uvedenymi v literatute, jelikoz
ty vykazovaly velké rozdily, které pravdépodobné odrazely rizné metody extrakce, rtizné
odrudy jablek, péstitelské oblasti, typ pudy a intenzitu slune¢niho zateni [10, 29, 40, 41].
Valavanidis a spol. si na analyzu zvolili odridy, které byly analyzovany i Vv této diplomové
praci (Red Delicious, Golden Delicious, Champion, Jonagold a Gala) [31]. Valavandis a spol.
naméfili nejvyssi obsah phloridzinu u odrid Red Delicious (84 +13 mgkg') a Golden
Delicious (45 + mgkg!') [31]. V této diplomové praci byly taktéZ naméfeny nejvyssi
koncentrace u odriid Red Delicious (37 + 5 mg-kg ') a Golden Delicious (22 + 3 mgkg ™).
Naopak nejnizsi koncentrace phloridzinu Valavanidis a spol. stanovili u odridy Jonagold
(8 £ mg-kg ') [31]. Veskeré koncentrace, které Valavadis a spol. namé&fili (viz tabulka 19), jsou
vy$si, nez byly naméfeny v ramci této diplomové prace.

Tyto vyssi koncentrace mohou byt zpusobeny metodou ptipravy, kdy byly na analyzu
pouzita cela jablka tedy i S jadfinci, ktera byla dusikem zmrazena a nasledné rozemleta na
prasek. Extrakci nasledné provadéli pomoci 90% methanolu v dusikové atmosféie [31]. Jak lze
vidét pravé v tabulce 19, rozdily mezi jednotlivymi Castmi jablka jsou patrné a vysledné
koncentrace tak mohou byt zpiisobem ptipravy vzorku ovlivnény.

Tabulka 18: Obsah phloridzinu v raznych odrtidach jablek analyzovanych v této
diplomové praci

Obsah
3 . Obsah phloridzinu
Odrida phloridzinu o ,
_1 Vv suSiné [mg-kg™]
[mgkg™]
Red Delicious 37+£5 270 + 38
Golden Delicious 2243 170 £22
Champion 15+1 88+ 8
Jonagold 14+2 92+ 13
Gala 7,8 +0,9 52+8
Granny Smith 7+1 486

Kazda hodnota je vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka
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Tabulka 19: Obsah phloridzinu ve vybranych odridach jablek uvadény v literatuie [10, 31]

Granny Golden . Red
. . Champion | Royal Gala | Jonagold .
Smith Delicious (mg-kg ) (mg-ke?) | (mgkg ) Delicious
- - mg-kg mg-kg mg-kg -
(mgkg™) | (mgkg™) (mg-kg™)
Slupka 10,0+ 0,4 343+21,3 18,8 £8,4 23+6 21+5 142 £23
Duzina 2,0+0,8 34+20 6,9+18 - - -
Jadro 16,8 £ 11,8 18,9 £6,6 66,7 +22.9 - - -
Seminka 2307 + 337 | 2566+ 1529 | 1734+ 173 - - -
Celé¢ jablka 16+5 45+ 8 - 12+3 8+2 84 + 13
350 1
269,72
300 A
250
5
© 167,83
7 200 A
en
4
an
E 150 -
S 92,56 88,50
£ 100 A "
52,43 48,34
50 - I I
0
Red delicious Golden Jonagold Champion Gala Granny Smith
Delicious

Obrazek 9: Obsah phloridzinu v riznych odridach jablek

Pozn. Kazda hodnota vyjadiuje pramér + smérodatna odchylka
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Tabulka 20: Vysledky jednofazového ANOVA s Tukey HSD testem —**(p < 0,01), *(p < 0,05), ns
(not significant — nevyznamné)

Golden Red Grann i

Delicious Gala Delicious Smithy Jonagold - | Champion
Golden Delicious *x * Hok * *
Gala ** *% ns *% *%
Red Delicious * *%x Hox *k *ok
Granny Smith okl ns *%k *ok *ok
Jonagold * ** *x *x ns
Champion * e *x *x ns

Na obrazku 10 a ptedevs§im na obrazku 11 lze pozorovat pik charakteristicky pro phloridzin
zaznamenany na DAD detektoru (méfeno pti 280 nm). Odezva je pro vzorky jablek dostate¢né
silna, dokonce u odrudy Red Delicious je pik pro phloridzin nejvyssi ze zaznamenanych piku.
Odezva na MS detektoru (obrazek 10 a obrazek 12) je mnohonasobné vyssi nez na DAD
detektoru (meéfeno pii m/z 435,1). Pik je ostiej$i a bez vétsich piekryvu, proto je pro
vyhodnoceni obsahu vhodnéjsi vyuzit data pravé z MS detektoru.
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Obrazek 10: Zaznam na DAD a MS detektoru — vzorek jablka odridy Gala zpraveném za piitomnosti
O: (ptiblizeni na zdznam DAD)

Pozn. zelena kfivka zaznamenava vystup z MS detektoru, modra z DAD
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Obrazek 11: Zaznam na DAD — vzorek jablka odridy Red Delicious

00 -“HU
1 2 415 8_17 18 18 20 A 2 23 24 25 2% 27 B 28 30 3 3R 33 34
Retention time mir]

RDEL3| MS1 -TIC SIMES| Frag=135V Gain=1.0

13,284p)]

Response[Courts]

|
075 x |

050 A .

025 " ,\—/J 'b\’/" ltf\

100 105 11,0 115 120 125 130 135 140 165 16,0 165 170 175 180 185 19,0 195

145 150
Retention time mir]

Obrazek 12: Zaznam phloridzinu na MS detektoru — vzorek jablka odridy Red Delicious
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4.8  Obsah phloridzinu v potravinach

Pro urceni toho, zda je phloridzin vhodny jako marker jable¢né slozky, bylo vybrano osm
pevnych vzorkd potravin a osm vzorkti ovocnych napoju. Veskeré tyto vzorky byly podrobeny
HPLC-MS analyze. Vysledné koncentrace phloridzinu v jednotlivych vzorcich lze vidét
v tabulce 21a tabulce 23. Na obrazku 13 a obrazku 14 lze pozorovat trend, kde u potravin
s niz§im obsahem jablek byla naméfena niz$i koncentrace phloridzinu. Jiz z téchto obrazkd, 1ze
ur€it, Ze mnozstvi phloridzinu je pfimo umérné obsahu jablek v potraving. Pro potvrzeni tohoto
predpokladu byla vypocéitana primérna koncentrace phloridzinu v jablcich testovanych vyse
viz tabulka 18 (16,99 mg-kg 1) a pfimou umérou byl dopo¢itan odhadovany procentuélni obsah
jablek v potravinach. Odhadované mnozstvi jablek korelovalo s deklarovanym obsahem
na etiket¢ viz tabulka 21. Mezi deklarovanymi procentualnimi obsahy a odhadnutymi nebyl
zadny statisticky rozdil (p > 0,1). Pouziti phloridzinu jako markeru pravosti pevnych ovocnych
produkta je tedy slibné.

Hrub4 a spol. zjistili, Ze stanoveny obsah phloridzinu na trovni 1 mg-kg ! (tj. pfitomnost
ptiblizné 30 g jablek na kg vyrobku) dokazuje piidavek jablek do ovocnych vyrobki [10]. Toto
tvrzeni bylo tedy Vv této diplomové praci nasledné ovéfeno na vybranych vyrobcich z ¢eského
trhu viz tabulka 21. V potravinach, které na svych etiketach nedeklarovaly piitomnost jablek,
se koncentrace phloridzinu pohybovala mezi 0,0669 — 0,1671 mg-kg %, coz je méné nez vyse
zmitiovany 1 mg'kg !, a tedy byla dodrzena deklarace na etiketich. Tento zavér odpovida
i odhadovanému mnozstvi jablek, ktery se u téchto potravin pohyboval pod 1 %. Hruba a spol.
pro vypocet odhadu obsahu jablek vychazeli z obsahu phloridzinu ve vzorcich jable¢ného pyré,
konkrétné z rozmezi od 28,7 do 32,5 mg-kg ! [10]. V této diplomové praci se pfi vypoctu
odhadu vychazelo z primérnych koncentracich Vv analyzovanych jablcich, tedy z hodnoty
(16,99 mg-kg ). Pokud se bude vychézet z primé&rné koncentrace phloridzinu v jablcich, obsah
na urovni 1 mg-kg 1 by odpovidal ptiblizné 59 g jablka na 1 kg vyrobku.

Nejvétsi odchylka od deklarovaného mnozstvi na etiketé byla nalezena u ovocné
ptesnidavky s jahodami, kde na etiketé byl deklarovano 65 % jablek. Namétené koncentrace
phloridzinu, ale naznacuji obsah jablek az 80,23 %. Obsah phloridzinu byl tedy 0 2,5 mg-kg ™!
vyssi, coz by odpovidalo moznému piidavku 152,4 g jablek na 1 kg vyrobku. Odchylka byla
také u ovocné smési Meruika a jablko, kde byla vy3si koncentrace phloridzinu o 1,48 mgkg ™,
coz by odpovidalo moznému ptidavku 87 g jablek na 1 kg. Vysledky mohly byt ovlivnény tim,
7e potraviny byly vyrobeny ze dvou druhli ovoce. Hrub4a a spol. uvadi, ze v jahodéach byla
naméfena koncentrace phloridzinu 0,38 mg-kg* (pfepocteno na susinu) [10]. Jelikoz se ale
jedna o hodnotu mensi nez 1 mgkg?, neda se ¥ici, ze by vysledna koncentrace phloridzinu
V potraviné byla ovlivnéna pfidavkem jahod. Pokud se zamétime na merunky, V rdmci této
diplomové prace byl analyzovan dzem obsahujici pouze merunky (55 %) bez ptidavku jablek.
U tohoto vzorku byla naméfena koncentrace phloridzinu niz$i nez 1 mgkg™?, a to presné
0,07 mg-kg*. Opét se neda piedpokladat, e by piidavek merunék zna¢né& ovlivnil koncentraci
phloridzinu v potraving.
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Tabulka 21: Obsah phloridzinu v pevnych vzorcich potravin analyzovanych v této diplomové praci

s procentualnim odhadem obsahu jablek

Obsah phloridzinu Odhadovany
Vzorek _ .
[mg-kg™] obsah jablek [%6]

Ovocna smes meruiika a jablko (25 % jablek) 5,72 33,69
Meruiikovy vybérovy dzem Bio (55 % merunék) 0,07 0,39
Extra dzem ostruzinovy (50 % ostruzin) 0,07 0,41
Povidlova napln se skofici s viini rumu (170 g Svestek na 0.10 0.59
100 g vyrobku)

Ovocna presnidavka s jablky (85 % hm. jablek) 15,14 89,14
Ovocna presnidavka s meruitkami (63 % hm. jablek) 10,29 60,59
Ovocna presnidavka s jahodami (65 % hm. jablek) 13,63 80,23
Ovocny ptikrm BIO meruiiky (46 % merunck) 0,17 0,98

Tabulka 22: Obsah phloridzinu ve vybranych vyrobcich na ¢eském trhu (deklarovany obsah v

jablkach je uveden v zavorkach) [10]

Vzorek Phloridzin Odhz_ldovany obsah
[mg-kg ] jablek [%]
Svestkova povidla s jablky 19,7+£0.5 60,6-68,6
Svestkova povidla 48+0.2 14,8-16,7
Jable¢na napln na peceni (90 %) 6,1 £0.1 18,8-21,3
Merunkova napli na peceni (70 %) 1,5+0.1 4,6-5,2
Jahodova napli na peceni (70 %) 1,8+0.2 5,5-6,3
Jable¢na détska vyziva 25,0£0.2 76,9-87,1
Jable¢né purée (95 %) 31,4+0.2 96,6-109,4
Jable¢no—jahodovy dzem (35 %) 156+0.4 48-54,4
Jable¢no—rybizovo—jahodovy dzem | 10,8 £0.5 33,2-37,6
Jable¢no—merunkovy dzem (35 %) 12,6 £ 0.1 38,8-43,9
Borvkovy dzem 57+0.1 17,5-19,9

Pozn. vypolteno s intervalem spolehlivosti 32,5-28,7 mg-kg™ phloridzinu
(Groven spolehlivosti: 0,95) pro Cisté jablecné pyré; kazdou hodnotu je vyjadiena
jako primér £ SD; neni statisticky rozdil mezi vzorky oznacenymi stejnym

pismenem (P > 0,01)
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Obrazek 15 a obrazek 16 zobrazuje chromatogram pro ovocnou smés Merurika a jablko.
Pokud tento zaznam porovname s obrazkem 17 (zaznam vzorku piesnidavky s jablky), miZzeme
vidét, ze i na DAD odpovidéa intenzita signalu mnozstvi jablek deklarovanych na etiketé.
Zkratka, ¢im vice jablek v potraving, tim intenzivnéjsi odezva na DAD detektoru. Na obou
obrazcich lze vidét, ze i pouzitim DAD detektoru, je mozné zjistit, kolik jablek obsahuje
potravina. Problém nastava pfti niz§ich koncentracich kde, jiz piky nejsou tolik ostré, rozsifuji
se a splyvaji s jinymi. Tento problém pravée tesi citlivéjsi MS detektor. Obrazek 16 a obrazek
18 zobrazuje zaznam na MS detektoru, téchto dvou potravin. Z obrazku je patrné, Ze pti zadani
hodnoty m/z pro phloridzin, dostaneme jeden vysoky ostry pik, diky ¢emuz se dosahneme vyssi
piesnosti a spolehlivosti.
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Obrazek 15: Zaznam na DAD detektoru - vzorek Ovocna smes meruiika a jablko (jablko 25 %)
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Obrazek 16: Zaznam na MS detektoru — vzorek Ovocna smés meruiika a jablko
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Obrazek 17: Zaznam na DAD detektoru - vzorek ovocné piesnidavky s jablky
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Obrazek 18: Zaznam na MS detektoru — vzorek ovocné piesnidavky s jablky
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V ovocnych napojich byly naméfeny velmi nizké hodnoty phloridzinu srovnatelné
s pevnymi vzorky potravin, které neobsahuji zadné jablko viz vySe. Tyto nizké koncentrace
jsou u ¢asti vzorku zptisobené nizkym obsahem jable¢né slozky a také absenci duziny. Bylo by
tedy vhodné upravit metodu piipravy vzorki, s pouzitim metody zakoncentrovani. Obsah
phloridzinu také nekoreloval s deklarovanym obsahem jable¢né slozky viz tabulka 23. Obrazek
19 zobrazuje graf, kde jsou vzorky sefazeny sestupné dle deklarovaného obsahu jablecné
slozky. Jak se 1ze vidét v tomto pfipad€ neni obsah phloridzinu umérny obsahu jablecné slozky.
Toto porovnani neni zcela relevantni z toho diivodu, ze nékteré ovocné néapoje obsahovaly
§tavu z koncentratu, nékteré Cistou stavu a vzorek 100% ovocné §tavy jablko a merunka
obsahoval i pyré.

Koncentrace phloridzinu uvedena v tabulce 23 neodpovida publikovanym udajim
v literatufe, kdese obsah phloridzinu pohyboval vrozmezi 2,3 — 38,0 mgl?
[10, 42, 43, 44, 45]. V téchto publikacich publikacich byly analyzovany dzusy vyrobené pouze
Z jablka, bez ptidavki jiného ovoce a bez velkych tprav. V této diplomové praci byly testovany
dva vzorky 100 % jable¢né stavy. Zaprvé vzorek 100 % jable¢ného mostu, kde byla namétena
koncentrace phloridzinu pouhych 0,3422 mg:I"1. Zadruhé vzorek Cerstvé §tavy jablko (100%
za studena lisovana), kde byla naméfena nejvyssi koncentrace phloridzinu 6,2817 mg-1"%. Tato
hodnota se nejvice pfiblizuje intervalu, ktery je zminény vyse. Je pravdépodobné, ze se vzorek
Cerstvé §tavy jablko slozenim nejvice pfiblizuje vzorkim, testovanych ve zminovanych
publikacich. Obsahuje 100 % necifené, nefiltrované, zakalené jable¢né §tavy. Vétsina zbylych
testovanych vzorki ovocnych napoji byla Cira stava, ktera se vyznacuje nizkym obsahem
fenolt v dasledku procesu Cifeni. Tento proces vede Kk i dramatickym zménam v profilu
fenolickych sloucenin [10, 45]. Suarez a spol. dosli k zavéru, Ze stabilizace jableénych §tav
membranovymi technologiemi vyrazné ovliviiuje hlavni fenolicky profil zejména phloridzin,
(—)-epikatechin, p-kumarovy derivat a prokyanidin B1 [38].

Z vysledkd tedy vyplyva, ze v komerénich ovocnych napojich, které nejsou vyrobené
ze 100% necitené jable¢né stavy nelze s presnosti urcit, kolik jablek bylo do produktu pfidano
a zda to odpovida deklaraci. U n¢kterych produktd s vy$sim obsahem jablek, byly naméfeny
niz8i koncentrace phloridzinu nez u produktt, které deklarovaly niz§i obsah jable¢né slozky.
JelikozZ nejvice jsou vzhledem k objemiim produkce falSovany pravé ovocné stavy je mozné,
ze testované vzorky nespliiovaly deklarovany obsah jable¢né slozky [5]. Testovan byl i vzorek
ovocného napoje Pomerané, ktery podle deklarace neobsahuje zadnou jable¢nou slozku.
V tomto ptipadé nebyl ve vzorku phloridzin detekovan. Z toho se da usoudit, Ze se neda urcit,
kolik bylo jablek do produktu ptidano. Pokud ale nebyl v napoji phloridzin detekovan,
neobsahuje jable¢nou slozku. Problémem u napoji vSak mutize byt otazka, jaka koncentrace jiz
mize byt povazovana za piidavek jablek. LOD bylo stanoveno na 0,06 pgl?, je tedy
pravdépodobné, ze zachyti i phloridzin pochazejici napt. z jahodové slozky v néapoji, jelikoz
i jahody phloridzin v nizkych koncentraci obsahuji [10].
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Tabulka 23: Obsah phloridzinu v ovocnych napojich analyzovanych v této diplomové praci

Obsah phloridzinu

Vzorek .
[mg-1™]
Cerstva §tava jablko (100% za studena lisované jablena §tava) 6,28
100% ovocna $tava jablko a merunka (69,2 % jable¢na Stava, 003
9,6 % jablecna dret) ’
100 % jable¢ny most 0,34
Ovocny napoj pomerané n.d.
Ovocny napoj jablko, aronie, visen, lesni jahoda (25 % jable¢né 020
§tavy z koncentratu) ,
Ovocny napoj jablko (30 % jablecné §tavy z koncentratu) 0,49
Ovocny napoj B+C+E s chuti lesnich plodt (podil ovocné slozky 0.03
nejméné 30 %) '
Ovocny napoj stévie, jablko (nejméné 40% jablko) 0,10
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Obrazek 20 a obrazek 21 zobrazuje zaznamy z analyzy vzorku 100% mostu. Jelikoz byl vzorek
5x fedén signal je na DAD detektoru velmi slaby. Na MS detektoru je signal silngjsi, ale
V porovndnim s pfesnidavkami, nebo samotnymi jablky, je intentenzita piku nizka.
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5 ZAVER

Cilem této diplomoVvé prace bylo vypracovat metodu pro stanoveni phloridzinu a ovéfit, zda je
phloridzin jako marker vhodny pro prokazani pfitomnosti jable¢né slozky V potravinach.
Nejdtive bylo vybrano vhodné rozpoustédlo pro extrakci pevnych vzorki. Po sérii testovani byl
zvolen > 99,8% methanol. Nasledné se volila atmosféra, pti které se bude vzorek extrahovat.
Pro otestovani byla zvolena odrida Golden Delicious. Vzorek extrahovany v dusikové
atmosféfe pramérné obsahoval 22 + 3 mgkg™* phloridzinu (170 £ 22 mgkg?! v piepodtu
na susinu). U vzorku zpracovavaného za pristupu kysliku byla naméfena nizsi koncentrace
phloridzinu 19 £ 3 mg-kg * (150 22 mg-kg ! v pfepoctu na susinu). Rozdil mezi témito vzorky
byl ptiblizné 3 mg-kg *. Na zakladé tdchto vysledki, bylo rozhodnuto, Ze veskeré ostatni vzorky
jablek budou piipravovany v dusikovém vaku. Za piistupu kysliku byly nasledné extrahovany
i vzorky odrudy Gala a Champion, aby se potvrdil nebo vyvratil pfedchozi zavér. Po ziskani
dat bylo zjisténo, ze mezi koncentracemi phloridzinu ve vzorcich pfipravenych v dusikovém
vaku a témi zpracovanych za ptistupu kysliku neni Zadny statisticky rozdil (p>0,05).

Pro stanoveni mnozstvi phloridzinu byla pouzita metoda HPLC s DAD a MS detektorem.
Po vyhodnoceni prvnich dat, se nakonec zvolila mobilni faze slozena z0,1% kyseliny
mravenci, vody (rozpoustédlo A) a acetonitrilu (rozpoustédlo B). Pro vyhodnoceni koncentraci
se Cerpalo z dat z MS detektoru. Obsah phloridzinu byl méfen u Sesti odrud jablek, kdy byl
mezi odradami potvrzen statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01) v obsahu phloridzinu. Tyto
rozdily je dulezité brat v potaz, jelikoZ mohou ovlivnit mnozstvi phloridzinu v potravinach
vyrobenich z jablek. Vysledky analyzy bylo také potieba piepocitat na obsah v susiné. Z tohoto
divodu byl v jednotlivych vzorcich jablek stanoven obsah vody titraci dle Karl-Fishera.
Vysledné hodnoty nekorespondovaly s literaturou, jelikoz byly piili§ nizké. Z toho divodu
se susina stanovila metodou suSeni.

Pro ovéfeni phloridzinu jako markeru jablka bylo vybrano 16 vzorka potravin, které obsah
jablek deklaruji na etiketé a také potraviny, které obsah jablek nedeklaruji. U vzorkii dZemt
i presnidavek byl pozorovan trend, kde se imérné se snizujicim se obsahem jablek, snizoval
obsah phloridzinu. Z pramérného obsahu phloridzinu v testovanych odridach jablek
(16,99 mg-kg 1) byl odhadnut procentudlni obsah jable¢né slozky V potraving. Tyto hodnoty
byly porovnany s obsahy deklarovanymi na etiketé. Mezi témito hodnotami nebyl Zadny
statisticky rozdil (p>0,05), tudiz se diky této metodé da odhadnout, zda do potraviny bylo
pfidano vétsi mnozstvi jablecné slozky, nez je deklarovano.
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U dvou vzorkid se odhadovany obsah jablek neshodoval s deklaraci. U ptesnidavky
s jahodami bylo na etiketé deklarovano 65 % jablek. Namétené koncentrace phloridzinu, ale
naznacuji obsah jablek az 80,23 %. Obsah phloridzinu byl tedy 0 2,5 mg-kg * vys§i (tj. 0 152,4 g
jablek na 1 kg vyrobku). Odchylka byla také u ovocné smési merurika a jablko, kde byla vyssi
koncentrace phloridzinu o 1,5 mgkg™ (tj. 87 g jablek na 1 kg). Vzhledem k nizkym
koncentracim phloridzinu v jahodach 0,38 mg-kg ! (pfepoéteno na susinu) [10] a meruiikach
0,07 mg-kg ! (naméfeno V této diplomové praci v meruiikovém dzemu obsahujicim 55 %
merunck), nelze piedpokladat, Ze by piidavek merunék nebo jahod zna¢n¢ ovlivnil koncentraci
phloridzinu v potravin¢é. Bylo tedy potvrzeno, ze obsah phloridzinu na Grovni pfiblizné
1 mgkg™ (tj. piitomnost pfiblizné 59 g jablek na 1 kg vyrobku) mize naznadovat ptidavek
jablek do ovocnych vyrobku. Tento piedpoklad se potvrdil pouze u pevnych vzorka dzemd,
naplni, presnidavek a piikrmt. U ovocnych népoji se tento predpoklad nepotvrdil.

Poslednimi analyzovanymi vzorky byly ovocné napoje a dzusy. U téchto vzorka byly
naméfeny velmi nizké koncentrace phloridzinu pod 1 mg-kg™. Obsah phloridzinu nekoreloval
s deklarovanym mnozstvim jablek. Jediny vzorek, ktery vykazoval vyssi hodnoty byl vzorek
erstvé $tavy jablko, zde byla koncentrace phloridzinu rovna 6,2819 mgkg?. Tyto vyssi
hodnoty koncentrace phloridzinu mohou byt zptisobeny tim, Ze §t'dva byla za studena lisovana
a nebyla jinak technologicky upravovana (Cifeni, filtrace...) Ostatni vzorky byly pfili§
technologicky upravované a fedéné. Byl analyzovan i vzorek, ktery podle deklarace nema
obsahovat jablko, a to ovocny napoj Pomeran¢. Zde nebylo detekovano zadné mnozstvi
phloridzinu. Zavérem se tedy da fici, ze vyuziti phloridzinu jako markeru ovocné slozky se zda
slibné u pevnych vzorkl potravin, kde lze 1 diky mnoZzstvi phloridzinu odhadnout mnozstvi
ptidané jable¢né slozky. U vzorkd ovocnych napoju je potfeba vyvinout precisnéjsi metodu
upravy vzorku, aby vysledky byly piesnéjsi a odezva na detektoru silngjsi. Zatim lze fici,
ze pokud néapoj jablko neobsahuje, nem¢lo by byt naméfeno prakticky zadné mnoZstvi
phloridzinu, pokud tedy neni potravina vyrobena zjiného ovoce obsahujicich phloridzin
napt. jahody.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CAD
DAD

DH
DCH2'GT
ECD

ESI

EU
CH3COOH
CHI

CHS
HCOOH
H20
HPLC
HPLC-MS

HPLC-UV

IRMS

M

MS

n.d.

LOD

LOQ

LPH
SNIF-NMR

usD

detektro nabitého aerosolu

detektor diodového pole

dehydrogenaza

dihydrochalkon 2'—O—glukosyntransferaza
detektor elektronového zachytu
elektrosprej

Evropska unie

kyselina octova

chalkonisomeréaza

chalkosyntdza

kyselina mravenci

voda

vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie za pouziti hmotnostniho spektrometru
jako detektoru
vysokoucinnd  kapalinova
Vv ultrafialovém spektru

chromatografie za pouziti spektroskopie
izotopova hmotnostni spektrometrie

molarni hmotnost

hmotnostni spektrometr

nedetekovano

limit detekce

limit stanovitelnosti

laktaza-phloridzin-hydrolaza

nukledrni magneticka rezonan¢ni spektrometrie s frakcionaci pfirodnich izotopt
specifickych pro danou lokalitu

americky dolar
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8 PRILOHY

Ptiloha 1: Vzorky pouzité k analyze potravin
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napoj s chuti lesnich plodi 100% Most, jablko jable¢ni napoj

Ptiloha 2: Zdznam domaci pfesnidavky
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Obrazek 22: Chromatogram domaci pfesnidavky, méfeno na DAD detektoru
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Obrazek 23: Zaznam phloridzinu na MS detektoru — vzorek domaci presnidavky
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