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ABSTRAKT

V Ceské republice predstavuji jablka dlouhodob& nejvyznamnéj$i ovocnarskou
komoditu, jejich domaci produkce je vSak ohroZzovana dovozem levnéjSich
zahraniCnich jablek. ProtoZze i pfesto spotfebitelé Casto upfednostriuji domaci
produkty a jsou ochotni si za né pfiplatit, je neopomenutelnym rizikem nespravné
oznacovani zemé plvodu, tzv. ,faleSna geograficita“. Z analytického hlediska je vSak
kontrola geografického plvodu obtiznym Ukolem a dosud publikované postupy maji
své limitace. Cilem této pilotni studie bylo ovéfeni potencialu nové, dosud
netestované strategie odhaleni jablek s nespravné uvedenym geografickym
puvodem. Realizovana byla necilova analyza epikutikularni vrstvy plodd pomoci
techniky UHPLC-HRMS/MS, ziskana data (,chemické otisky) byla analyzovana
pomoci pokro€ilych statistickych metod. Vysledky ukazaly vyznamné rozdily ve
spektru epikutikularnich voskld rdznych odriid jablek a naznacily potfebu zpracovani
rozsahlejSiho souboru exaktné charakterizovanych plodud, ktera umozni konstrukci
diagnostického modelu pro urCeni geograficity.

Klicova slova: Malus sp., epikutikularni vosky, chemické otisky, ptuvod, plody

ABSTRACT

Apples have long been the most important fruit commodity in the Czech Republic, but
their domestic production is threatened by imports of cheaper foreign apples.
However, taking into account the fact that consumers often prefer domestic products
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and are willing to pay extra for them, incorrect labelling of the country of origin (so-
called "false geographicality") is an unavoidable risk. From an analytical point of view,
however, the control of geographical origin is a difficult task and the procedures
published so far have their limitations. The aim of this pilot study was to verify the
potential of a new, as yet untested strategy for detecting apples with incorrectly
stated geographical origin. Non-target analysis of the epicuticular layer of fruits was
performed using the UHPLC-HRMS/MS technique. Obtained data ("chemical
fingerprints") were analysed using advanced statistical methods. The results showed
significant differences in the spectrum of epicuticular waxes of different apple
cultivars and indicated the need to process a larger set of exactly characterized fruits,
which will allow the construction of a diagnostic model to determine geographical
origin.

Keywords: Malus sp., epicuticular waxes, chemical fingerprints, origin, fruits

UvoD

Kvalita jablek se odviji nejenom od atraktivity jejich vzhledu, chuté a viané, ale
konzumenty dnes zajima i geograficky plvod plodl, ktery, mimo jiné, spojuji
s chemickou bezpecnosti, konkrétné rizikem vyskytu rezidui pesticidd. Pristupy
péstitell k rozsahu aplikace chemickych prostfedkd proti Skidcum se totiz mohou
vyznamné lisit a informace v tomto smyslu, pokud se jedna o importované ovoce,
nejsou prakticky dostupné. Konzumenti proto ve vzrustajici mife davaji, i pfes vyssi
cenu, prednost jablkdm vypéstovanym v Ceské republice, v jejichz bezpe&nost maji
veétSi ddvéru, nebot cCesti producenti akcentuji tzv. ,nizkorezidualni“ produkci.
Nepoctivi prodejci jsou ale motivovani nizSimi cenami zahrani¢nich produktd a
pfistupuji k falSovani udaji o jejich pavodu — tzv. geograficité. Prikaznost falSovani
na zakladé analyzy rezidui pesticidu u vzorkl, kde neni znama historie produkce di
skladovani neni jednoducha, z tohoto ddvodu je tfeba uvazovat i nad alternativnimi
(resp. komplementarnimi) pfistupy, které by umoznily odhaleni ekonomické
kriminality a zlepSily ochranu spotfebitelU.

Pro autentikaci jablek podle zemé plvodu byly dosud publikovany rizné postupy,
vyuzivajici napfiklad hmotnostni spektrometrii izotopovych poméra (IR-MS) (Bat a
kol. 2012, Mimmo a kol. 2015, Longobardi a kol. 2015), infratervenou spektroskopii
v blizké oblasti (NIR) (Li a kol. 2018), mikroextrakci tuhou fazi ve spojeni s plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii (SPME-GC-MS) (Guo a kol. 2012) nebo
elektronicky nos a elektronicky jazyk (Longobardi a kol. 2015, Wu a kol. 2018),
obvykle s vyuzitim statistického zpracovani dat. Studie vSak byly provedeny pouze
s omezenym poctem vzorkd a nebyly tak dostateéné pokryty rizné faktory pfirozené
variability, které mohou vysledky do znacné miry ovliviiovat (rizné odrady, péstebni
lokality, zemédélské praktiky, meziro€ni variabilita ap.).
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Jako slibny pfistup k autentikaci zemé puvodu jablek se nabizi analyza slozZeni
metabolitl jejich povrchové, epikutikularni vrstvy, ktera dynamicky reaguje na vnéjsi
vlivy a nese tak cennou informaci o okolnim prostfedi (Tessmer a kol. 2012).
Kutikula, vnéjsi ochranna vrstva plodu, se sklada ze strukturni matrice kutinu, ktery je
pokryvan vrstvou voskl (Belding a kol. 1998). Zatimco intrakutikularni vosky jsou
pfimo zabudovany do kutinové matrice, epikutikularni vosky jsou lokalizovany na
povrchu kutinového polymeru (Yang a kol. 2017). Tyto vosky jsou z chemického
hlediska komplexni smési uhlovodikl s dlouhym fetézcem a jejich derivata
(karboxylovych kyselin, alkoholl, aldehydu a ketonl, esterl aj.) a sekundarnich
metabolitd s cyklickymi strukturami (napf. pentacyklické triterpenoidy) (Leide a kol.
2018, Shepherd a Griffiths 2006). Jejich mikrostruktura je vysoce uspofadana a na
zakladé jeji morfologie se rozliSuje mnoho riznych typu (Barthlott a kol. 1998).
Mnozstvi, mikrostruktura i slozeni voskl jsou vyznamné ovliviovany
environmentalnimi  podminkami, napf. teplotou, intenzitou zafeni, vlhkosti,
povétrnosti a nadmorskou vyskou. Napfiklad studie Riederera a Schneidera (1990)
prokazala vyznamny vliv riznych dennich a noCnich teplot na mnozstvi alkand,
primarnich alkoholl, mastnych kyselin a esterd u citrust. Dalsi studie ukazuji
pozitivni korelaci mezi rostouci intenzitou zafeni a pritomnosti latek s kratSim
fetézcem u jeCmene (Shepherd a kol. 1995, Shepherd a kol. 1997). Uplatiiuji se ale
také dalSi vlivy. Pfikladem muaze byt znecisténi ovzdusSi, pouzivana agrotechnika,
aplikace pesticidi a regulatort ristu &i ataky Skadcu a chorob. Ke zménam navic
dochazi také v prubéhu skladovani sklizenych ploda (vliv teploty, vihkosti,
koncentrace ethylenu ap.) (Li a kol. 2017). Lze pfedpokladat, Zze kombinace vSech
téchto stresovych faktort budou pro jablka s rGznou geograficitou natolik odlisné, ze
zpusobi prokazatelné rozdily ve sloZeni kutikularnich vosku téchto jablek.

SloZeni kutikularnich voskd bylo detailné zkoumano v mnoha publikacich za
vyuziti rlznych analytickych metod. Pro jejich extrakci je mozné vyuzit pfedem
enzymoveé izolované kutikularni membrany (Fernandez-Moreno a kol. 2016, Leide a
kol. 2018), ale byly popsany i jednoduché postupy vyuzivajici pouze oplach povrchu
plodu rozpoustédlem (nejCastéji chloroformem, ale také dichlormethanem,
petroletherem, hexanem aj.) (Belding a kol. 1998, Lara a kol. 2015, Li a kol. 2017, Li
a kol. 2019).

Pro analyzu je nejastéji vyuzivana plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) (Barthlott a kol. 1998, Lara a kol. 2015, Leide a
kol. 2018, Li a kol. 2019), ktera vSak vyZaduje chemickou derivatizaci. Alternativni
metodou pro analyzu voskl, nyni stale vice vyuzivanou, mize byt kapalinova
chromatografie s reverzni fazi ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (RP-LC-MS), a
to obvykle s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) nebo ionizaci
elektrosprejem (ESI) (Chen a kol. 2015, Tada a kol. 2005). Vyhodou LC-ESI-MS je
moznost simultanni detekce rliznych tfid lipidd, a to pfi pouziti aditiv v€etné obtizné
ionizovatelnych neutralnich ester voskua. Pouziti MS s vysokym rozliSenim umozniuje
kvantifikaci na zakladé molekularnich nebo aduktovych iontl, zatimco aplikace
kolizni energie je vhodna pro ziskani informace o struktufe molekul (Chen a kol.
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2015). Vyhodna muze byt i separace pomoci superkritické fluidni chromatografie
(SFC) (Planeta a kol. 2000), ktera je vhodna pro latky Sirokého rozmezi polarity a
nabizi vétsi vSestrannost pfi vybéru podminek (napf. vyuziti jak polarnich, tak
nepolarnich stacionarnich fazi), a tak mozZnost vétSiho ovlivnéni charakteru
separace. Vyuzivat pfitom muze stejné detektory jako LC (Tarafder 2016).

Pro studium slozek epikutikularnich voskd byla vtéto pilotni studii jako
nejvhodnéjsi zvolena strategie ,chemickych otiskd“ (fingerprintd) realizovanych
pomoci chromatografické techniky ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS).

MATERIAL A METODY
Vzorky jablek

Celkem bylo k analyzam pouzito 51 vzorkl jablek uvedenych v tabulce 1. Jednalo se
o ovoce zejména z Ceské republiky (20 vzorkil) a Polska (26 vzorkil). Dva vzorky
byly pdvodem z Chile a tfi z Italie.

Tabulka 1. Pfehled vySetfovanych vzorkl jablek

Table 1. Overview of examined samples of apples

Ked Odrada Producent/Distributor Obchod Zneme
vzorku puvodu
1255 "Jonagold” Pomona Tésetice - CR
1257 | ldared’ Pomona Té&Setice - CR
1258 ‘Idared” Polsko - Polsko
1259 | 'Redscaiffe” Pomona TéSetice - CR
1260 ‘Golden delicious” Pomona TéSetice - CR
1261 | Golden delicious” VSUO - CR
1262 | 'Red Jonaprince”  VSUO - CR
1263 | ‘Idared’ vSUO - CR
1264 | 'Gala’ Pomona Té$etice - CR
1448 ‘Golden delicious”  Blanicka s.r.o. Penny CR
1449 "Fuji’ Bio organic Lidl Chile
1450 ‘Granny Smith’ GebrIClementi GmbH Lidl Italie
1451 "Pink lady” pinkladyeurope.com Lidl Chile
1452 | 'Golden delicious” - Lidle CR
1453 "Jonagold” Bohemia apple, druzstvo Lidl CR
1454 ‘Golden delicious”  Bohemia apple, druzstvo Albert CR
1456 BIO 'Red Delicious” Cerozfrucht s.r.o. Kaufland Italie
R THE GROWER'S HARVEST, Farm «
1457 Fuiji GrownVVISS a.s. Kaufland CR
R THE GROWER'S HARVEST, Farm «
1458 Fuiji GrownVVISS a.s. Tesco CR
1507 ‘Red Jonaprince’ - - Polsko
1508 ‘Champion’ Hortim- International spol. s.r.o. - Polsko
1509 ‘Champion’ - - Polsko
28
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1510 ‘Red Jonaprince’ Sun-Sad sp.z.0.0 Nowe Grobice - Polsko
1511 ‘Champion’ Hortim- International spol. s.r.o. - Polsko
1512 ‘Red Chief” Hortim- International spol. s.r.o. - Italie
2315 | ‘Gala Schiga’ ZD Dolany - CR
2316 | ‘Champion’ ZD Dolany - CR
2317 | 'Rubin’ ZD Dolany - CR
2318 | ‘Bohemia Gold” ZD Dolany - CR
2479 "Empire’ - - Polsko
2480 ‘Red Jonaprince’ - - Polsko
2481 “Idared” - - Polsko
2482 "Champion’ - - Polsko
2483 ‘Gala’ "Veronika" - - Polsko
2484 ‘Red Jonaprince’ - - Polsko
2485 | ‘Golden Delicious”  ZD Dolany - CR
2486 “Topaz’ - - Polsko
2487 |'NS’ - - Polsko
2488 ‘Gala” "Dobrovice" - - Polsko
2489 ‘Golden Delicious” - - Polsko
2490 | ‘Topaz’ ZD Dolany - CR
2491 "Jonagold” - - Polsko
2492 "Pagacz’ - - Polsko
2493 "Ligol’ - - Polsko
2494 "Mutsu’ - - Polsko
2900 ‘Gala "Mundial’ - - Polsko
2901 ‘Galaval’ - - Polsko
2902 ‘Golden Delicious” - - Polsko
2903 ‘Red Jonaprince’ - - Polsko
2904 "Honeycrunch’ - - Polsko
2905 ‘Rubinola’ - - Polsko

Priprava vzorku

K izolaci epikutikularnich voskl z povrchu jablek byla vyuzita smés rozpoustédel
dichlormethan — methanol (1:1, v:v). Extrakty ziskané ze tfi plodd byly spojeny a
zkoncentrovany pomoci vakuové odparky, zbytkova rozpoustédla byla odstranéna
proudem dusiku a odparek zvazen. 100 mg vzorku bylo rozpusténo v uvedené smeési
rozpoustédel, a prefiltrovany roztok pfeveden do vialky pro naslednou analyzu.

Analyza extraktu

Pfipravené extrakty byly analyzovany metodou ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s vysokorozliSovaci tandemovou hmotnostni spektrometrii
(UHLPC-HRMS/MS). Separace 1ul vzorku byla povedena s vyuzitim chromatografu
Dionex UltiMate 3000 na koloné BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 pm), jeji teplota byla
60 °C. Mobilni faze byla A: 5 mM mravenan amonny v H20:MeOH (95:5, viv) +
0,1% kyselina mravenci, B: 5 mM mraven¢an amonny v iPrOH:MeOH:H20 (65:30:5,
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viviv) + 0,1% kyselina mravenci. K detekci byl uzit QTOF — TripleTOF™ 6600
(SCIEX, USA) s elektrosprayem (ESI, iontovy zdroj) provozovanym v pozitivnim i
negativnim maodu; rozsah m/z 100 — 1200; rozliSeni FWHM > 40 000. Ke kontrole
presnosti hmoty, intenzity a posunu retencniho ¢asu béhem celé sekvence méfeni
byl pouzit kontrolni vzorek (IQC sample) obsahujici smés extraktl vdech vzorka.

Statisticka analyza

Data generovana pomoci UHPLC-HRMS/MS, byla nasledné zpracovana a statisticky
vyhodnocena pomoci programu Marker View. Pro zpracovani dat byla nastavena
nasledujici kritéria: rozsah reten€nich ¢ast 0-22 min, tolerance retenéniho Casu
0,2 min; tolerance hmoty 0,02 Da; minimalni spektralni Sifka piku 0,2 Da a maximalni
pocet pikd 8000. Pro zredukovani dimenze dat byly odstranény izotopické hmoty a
dale byly odecteny latky pfitomné ve slepych vzorcich. Za ucCelem rozdéleni
jednotlivych vzork( do shlukl podle jejich geografického plvodu byla data nejprve
analyzovana pomoci analyzy hlavnich komponent PCA, pro procesovani bylo pouZito
Paretovo Skalovani (Pareto scaling). Po tomto zpracovani byla data dale
normalizovana na celkovou sumu ploch.

Takto upravena data z programu Marker View byla pfevedena do programu
SIMCA. Zde byla data podrobena statistické analyze metodou diskriminacni analyzy
CasteCnych nejmensich ¢tvercl PLS-DA s cilem vytvofit statisticky model, podle
kterého by bylo mozno ovéfovat geografickou autenticitu jablek. Podobné jako pfi
pouziti metody PCA bylo i zde pouzito Paretovo Skalovani. Nasledné bylo mnozZstvi
dat zredukovano a vybrany byly pouze hodnoty, které meély hodnotu VIP skoére
(Variable Influence on Projection) vétSi nez 1, jednalo se tedy jen o ty ionty, které
mély statisticky vyznamny vliv na rozdéleni do jednotlivych skupin. Z takto
upravenych dat byly vybrany pomoci grafu komponentnich vah latky nejvice
charakteristické pro dané statistické rozdéleni.

Pro naslednou identifikaci charakteristickych marker byl pouzit software Peak
View, ktery byl diky ziskanym hmotnostnim spektrim schopen pomoci hodnot m/z a
izotopového profilu urcit sumarni vzorec neznamych latek. Po ziskani sumarniho

v v

latky. Ziskana fragmentacni spektra byla porovnana s odbornou literaturou.

VYSLEDKY A DISKUSE

Chromatografické profily ziskané analyzou extraktd smési dichlormethan/methanol
(1:1, v/v) jsou pro oba ionizatni médy uvedeny nize (viz Graf 1 a 2), celkové
obsahovaly Ffadové tisice signalu (tzv. ,features®). Graf komponentniho skére PCA
neukazal vyznamné klastrovani vzork( jablek ptivodem z Ceské republiky a Polska,
PLS-DA analyza trend pfi srovnani fingerprintl pfisluSnych extraktll ukazala urcity
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rozdil, nicméné validacni parametry modelu nebyly pro rozliSeni ¢eskych a polskych
jablek dostacuijici (viz Graf 3).

Jak jiz bylo vuvodni ¢&asti shrnuto, slozeni epikutikularni vrstvy jablek je
podminéno nejen genetickymi faktory, ale je ovlivnéno i podminkami v dané lokalité i
agrotechnickymi praktikami. Pravé od této skuteCnosti se odvijela pracovni hypotéza
o moznosti vyuziti studia epikutikularnich vosku k autentikaci geografického puvodu
plodud. Pro izolaci této slozky povrchove vrstvy jablek byly v ivodni ¢asti experimentu
testovany rizné smési rozpoustédel s cilem ziskat co nejbohatSi zastoupeni
pritomnych sloucenin, slozek metabolomu (je nutné zduraznit, Ze optimalizace
extrakce si neklade za cil jejich kvantitativni izolaci). Jako nejvhodné&jsi byla zvolena
smés dichlormethan — methanol (1:1, v/v), ktera byla poté pouZita pro zpracovani
dostupného souboru jablek. Pro separaci vzorku byla zvolena ultrau¢inna kapalinova
chromatografie na koloné sreverzni fazi, pro detekci pak vysokorozliSovaci
tandemova hmotnostni spektrometrie, tedy technika, ktera disponuje fadou prednosti
v€etné moznosti identifikace slouCenin na zakladé prfesnych hmot generovanych
iontd. Na grafech 1 a 2 jsou uvedeny ziskané zdznamy v obou ionizaénich mdodech,
detekovany byly tisice iontl (,features®).

Graf 1. UHPLC-HRMS chromatogram (celkovy iontovy tok, TIC) smésného vzorku
extraktd kutikuly jablek odridy Golden Delicious, ionizace ESI+

Graph 1. UHPLC-HRMS chromatogram (total ion current, TIC) of mixed sample of
apple cuticle extracts of cultivar Golden Delicious, ESI ionization
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Graf 2. UHPLC-HRMS chromatogram (celkovy iontovy tok, TIC) smésného vzorku
extrakt kutikuly jablek odriidy Golden Delicious, ionizace ESI-

Graph 2. UHPLC-HRMS chromatogram (total ion current, TIC) of mixed sample of
apple cuticle extracts of cultivar Golden Delicious, ESI ionization
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Data ziskana analyzu souboru vzorkl byla zpracovana vySe popsanymi statistickymi
postupy. Graf komponentniho skore PCA neukazal vyznamné klastrovani vzorku
jablek ptivodem z Ceské republiky a Polska, PLS-DA analyza trendii pfi srovnani
,chemickych otiskd“ pfislusnych extraktl ukazala urCity rozdil, nicméné validacni
parametry modelu nebyly pfili§ vysoké a oba soubory vzorkd rlizného puvodu tedy
nebyly od sebe navzajem dostateéné spolehlivé oddéleny (viz Graf 3). Pro ziskani
robustniho modelu k ur€eni geograficity by bylo tfeba zfejmé pracovat s podstatné
vétSimi soubory vzorku stejné odrady.

Na strané druhé, jak ukazuje Graf 4, lepSi parametry modelu (tedy separaci obou
souboru) jsme pozorovali pro ¢eska a italska jablka (téch vSak byl podstatné mensi
pocCet). Tato skute€nost je principialné v souladu s pracovni hypotézou, Ze pfiznivym
faktorem projevujicim se v separaci obou souborl stejného geografického plvodu
byly pravdépodobné vyraznéji odlisSné klimatické podminky v mistech puvodu jablek.
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Graf 3: PLS-DA, graf komponentniho skore pro ¢eska a polska jablka (v8echny
odrudy), ionizace ESI+

Graph 3. PLS-DA, component score graph for Czech and Polish apples (all
cultivars), ESI + ionization
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Graf 4. PLS-DA, graf komponentniho skore pro Ceska a italska jablka, ionizace ESI+.
DalSi statistické zpracovani dat ukazalo, Ze jablka se zfetelné klastrovala podle
odrud. Tento poznatek, resp. ziskany model, by mohl byt vyuzitelny pro autentikaci
odrud jablek podobného vzhledu, které bézny spotiebitel / obchodnik nedokaze
rozeznat (viz Graf 5).

Graph 4. PLS-DA, component score graph for Czech and lItalian apples, ESI +
ionization. Subsequent statistical processing of data showed that the apples were
clearly clustered by cultivar. This knowledge, resp. the obtained model could be
useful for the authentication of apple cultivars with similar appearance, which the
standard consumer/trader cannot recognize (see Graph 5).
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Graf 5. PLS-DA, graf komponentniho skore, extrakty jablek a rozdéleni na zakladé
jednotlivych odriid: ‘Idared’, "Jonagold’, "Fuji’

Graph 5. PLS-DA, component score graph, apple extracts and distribution based on
individual cultivars: ‘ldared’, "Jonagold’, "Fuji’
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Autentikace geografického puvodu jablek pomoci chemickych analyz je skutecna
vyzva, nebot slozeni vzorku dané odrudy je podminéno fadou faktord, z nichz mnohé
pfi zakoupeni plodl v trzni siti je obtizné &i pfimo nemozné dohledat. Prezentovana
studie vyuzivajici strategii ,chemickych otisk(“ epikutikularnich voskl pomoci
techniky UHPLC-HRMS/MS nicméné naznaCuje, Ze konstrukce dostateCné
robustniho modelu bude u vzorkd z riznych lokalit CR a Polska proveditelna jen za
predpokladu viceletého Setfeni rozsahlych souborl vzorkd vybranych odrad. Kriticka
analyza dat generovana v ramci jednoroCni studie zaroven ukazala, Ze je mozné
spolehlivé klasifikovat odradu i v pfipadé plodu velmi podobného vzhledu.
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Vysledek byl vytvofen v ramci projektu NAZV QK1910104 ,Vyzkum metabolomickych
metod pro laboratorni ovéfeni geografické autenticity jablek” v ramci Programu
aplikovaného vyzkumu Ministerstva zemé&dé&lstvi na obdobi 2017-2025 ZEME.

POUZITA LITERATURA

BARTHLOTT, W., C. NEINHUIS, D. CUTLER, F. DITSCH, I. MEUSEL, |. THEISEN
and H. WILHELMI. Classification and terminology of plant epicuticular waxes.
Botanical journal of the Linnean society. 1998, 126(3): 237-260. ISSN 0024-4074.
DOI: 10.1111/5.1095-8339.1998.th02529.x.

BAT, K.B., R. VIDRIH, M. NECEMER, B.M. VODOPIVEC, I. MULIC, P. KUMP and N.
OGRINC. Characterization of Slovenian apples with respect to their botanical and
geographical origin and agricultural production practice. Food Technology and
Biotechnology. 2012, 50(1): 107-116. ISSN 1330-9862.

BELDING, R.D., S.M. BLANKENSHIP, E. YOUNG and R.B. LEIDY. Composition and
variability of epicuticular waxes in apple cultivars. Journal of the American Society
for Horticultural Science. 1998, 123(3): 348-356. ISSN 2327-9788. DOI:
10.21273/JASHS.123.3.348.

FERNANDEZ-MORENGO, J.P., S. MALITSKY, J. LASHBROOKE, A.K. BISWAL, R.C.
RACOVITA, E.J. MELLEROWICZ, R. JETTER, D. ORZAEZ, A. AHARONI and A.
GRANELL. An efficient method for medium throughput screening of cuticular wax
composition in different plant species. Metabolomics. 2016, 12(4): 73. ISSN 1573-
3882. DOI: 10.1007/s11306-016-0982-0.

GUO, J., T. YUE and Y. YUAN. Feature selection and recognition from nonspecific
volatile profiles for discrimination of apple juices according to variety and
geographical origin. Journal of food science. 2012, 77(10): C1090-C1096. ISSN
1750-3841. DOI: 10.1111/j.1750-3841.2012.02914 .x.

CHEN, J., K.B. GREEN and K.K. NICHOLS. Characterization of wax esters by
electrospray ionization tandem mass spectrometry: double bond effect and
unusual product ions. Lipids. 2015, 50(8): 821-836. ISSN 1558-9307. DOI:
10.1007/s11745-015-4044-6.

LARA, I, B. BELGE and L.F. GOULAO. A Focus on the biosynthesis and
composition of cuticle in fruits. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 2015,
63(16): 4005-4019. ISSN 1520-5118. DOI: 10.1021/acs.jafc.5b00013.

LEIDE, J., AX. DE SOUZA, I. PAPP and M. RIEDERER. Specific characteristics of
the apple fruit cuticle: investigation of early and late season cultivars "‘Prima” and
‘Florina” (Malus domestica Borkh.). Scientia Horticulturae. 2018, 229: 137-147.
ISSN 0304-4238. DOI: 10.1016/j.scienta.2017.10.042.

36
VPO 27(1): 25-38, 2021



VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

LI, C., L. LI, Y. WU, M. LU, Y. YANG and L. LI. Apple variety identification using near-
infrared spectroscopy. Journal of Spectroscopy. 2018, 2018(10): 1-7. ISSN 2314-
4939. DOI: 10.1155/2018/6935197.

LI, F., D. MIN, C. REN, L. DONG, P. SHU, X. CUI and X. ZHANG. Ethylene altered
fruit cuticular wax, the expression of cuticular wax synthesis-related genes and
fruit quality during cold storage of apple (Malus domestica Borkh. c.v. Starkrimson)
fruit. Postharvest Biology and Technology. 2019, 149: 58-65. ISSN 0925-5214.
DOI: 10.1016/j.postharvbio.2018.11.016.

LI, F., D. MIN, B. SONG, S. SHAO and X. ZHANG. Ethylene effects on apple fruit
cuticular wax composition and content during cold storage. Postharvest Biology
and Technology. 2017, 134: 98-105. |ISSN 0925-5214. DOI:
10.1016/j.postharvbio.2017.08.011.

LONGOBARDI, F., G. CASIELLO, A. VENTRELLA, V. MAZZILLI, A. NARDELLI,
D. SACCO, L. CATUCCI and A. AGOSTIANO. Electronic nose and isotope ratio
mass spectrometry in combination with chemometrics for the characterization of
the geographical origin of Italian sweet cherries. Food chemistry. 2015, 170: 90—
96. ISSN 0308-8146. DOI: 10.1016/j.foodchem.2014.08.057.

MIMMO, T., F. CAMIN, L. BONTEMPO, C. CAPICI., M. TAGLIAVINI, S. CESCO and
M. SCAMPICCHIO. Traceability of different apple varieties by multivariate analysis
of isotope ratio mass spectrometry data. Rapid Communications in Mass
Spectrometry. 2015, 29(21): 1984-1990. ISSN  1097-0231. DOI:
10.1002/rcm.7306.

PLANETA, J., P. NOVOTNA, V. PACAKOVA, K. STULIK, M. MIKESOVA and J.
VEJROSTA. Application of supercritical fluid chromatography to the analysis of
waxes in objects of art. Journal of High Resolution Chromatography. 2000, 23(5):
393-396. ISSN 1615-9314. DOI: 10.1002/(SICl)1521-
4168(20000501)23:53.3.CO;2-l.

RIEDERER, M. and G. SCHNEIDER. The effect of the environment on the
permeability and composition of Citrus leaf cuticles. Planta. 1990, 180(2): 154—
165. ISSN 1432-2048. DOI: 10.1007/BF00193990.

SHEPHERD, T. and D.W. GRIFFITHS. The effects of stress on plant cuticular waxes.
New Phytologist. 2006, 171(3): 469-499. ISSN 1469-8137. DOI: 10.1111/}.1469-
8137.2006.01826.x.

SHEPHERD, T., G.W. ROBERTSON, D.W. GRIFFITHS and A.N. BIRCH. Effects of
environment on the composition of epicuticular wax esters from kale and swede.
Phytochemistry. 1997, 46(2): 83-96. ISSN 0031-9422. DOI: 10.1016/S0031-
9422(97)00272-0.

SHEPHERD, T., G.W. ROBERTSON, D.W. GRIFFITHS, A.N.E. BIRCH and G.
DUNCAN. Effects of environment on the composition of epicuticular wax from kale
and swede. Phytochemistry. 1995, 40(2): 407-417. ISSN 0031-9422. DOI:
10.1016/0031-9422(95)00281-B.

37
VPO 27(1): 25-38, 2021



. VEDECKE PRACE OVOCNARSKE

TADA, A., Z.-L. JIN, N. SUGIMOTO and K. SATO. Analysis of the consituents in
jojoba wax used as a food additive by LC/MS/MS. Journal of the Food Hygienic
Society of Japan. 2005, 46(5): 198-204. |ISSN 1882-1006. DOI:
10.3358/shokueishi.46.198.

TARAFDER, A. Metamorphosis of supercritical fluid chromatography to SFC: An
Overview. TrAC Trends in Analytical Chemistry. 2016, 81: 3—10. ISSN 0165-9936.
DOI: 10.1016/j.trac.2016.01.002.

TESSMER, M.A., L.R. ANTONIOLLI and B. APPEZZATO-DA-GLORIA. Cuticle of
‘Gala” and ‘Galaxy” apples cultivars under different environmental conditions.
Brazilian Archives of Biology and Technology. 2012, 55(5): 709-714. ISSN 1516-
8913. DOI: 10.1590/S1516-89132012000500010.

WU, H., T. YUE and Y. YUAN. Authenticity tracing of apples according to variety and
geographical origin based on electronic nose and electronic tongue. Food
analytical methods. 2018, 11(2): 522-532. ISSN 1936-976X. DOI:
10.1007/s12161-017-1023-y.

YANG, Y., B. ZHOU, J. ZHANG, C. WANG, C. LIU, Y. LIU, X. ZHU and X. REN.
Relationships between cuticular waxes and skin greasiness of apples during
storage. Postharvest Biology and Technology. 2017, 131: 55-67. ISSN 0925-
5214. DOI: 10.1016/j.postharvbio.2017.05.006.

38

VPO 27(1): 25-38, 2021



