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ABSTRAKT

Merunky stejné jako dalSi ovoce obsahuji celou Fadu prospésnych latek pro lidsky organismus,
vyznamnou skupinu z nich tvofi fenolické latky. Validovana metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detektorem pouzivajicim diodové pole byla vyuzita pro srovnani obsahu
fenolickych latek v Cerstvém ovoci a po 20 dnech skladovani v 1-methylcyklopropenu. Ve
vzorcich byly kvantifikovany 4 fenolické latky, a to kyselina chlorogenova, katechin,
epikatechin a rutin. Ke zménam obsahu sledovanych latek rovnéz dochazelo béhem
skladovani. Byly porovnavany vzorky plodd merunék, u nichz byly pouzity pfipravky na
ochranu rostlin se vzorkem bez postfiku pesticidi. Byl rovnéz zméfen celkovy polyfenolicky
profil pouzitim metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci CoulArray™.
Vysledky ziskané z obou méficich metod jsou porovnatelné a vzajemné spolu koreluji
z hlediska obsah( jednotlivych fenolickych latek.
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ABSTRACT

Apricots and other fruits contain a number of beneficial substances, a significant group of those
compounds are phenolic substances. The validated method of high performance liquid
chromatography with diode array detector was used to compare the content of phenolic
substances in fresh material and after 20 days of storage in 1-methylcyclopropene. Four
substances, namely chlorogenic acid, catechin, epicatechin, and rutin, were quantified in the
samples. The contents also changed during storage. Furthermore, samples in which plant
protection products were used were compared with a sample with no treatment. The overall
polyphenolic profile was also determined using the liquid chromatography method with
CoulArray™ detector. The results obtained using both methods were comparable and
correlated well with each other in terms of the contents of individual phenolic substances.
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uvoD

Meruriky (Prunus armeniaca L.) jsou jednim z nejvyznamnéjSich druhd rodu Prunus
péstovanych na svété. Meruriky jsou dilezitym nutriénim zdrojem vlakniny, vitamina skupiny
B (B1, B2, B3, B5, B6, B9) a vitaminu C. Z dostupné literatury je znamo, Ze celkovy obsah
fenoll v merurikach je vétSinou tvoren sloueninami, mezi které patfi kyselina chlorogenova,
kyselina neochlorogenova, rutin, katechin a epikatechin (Radi 2004, Dragovic-Uzelac 2005).
Diky tomuto bohatému fenolickému slozeni se pfedpoklada, ze merunky maji dobrou
antioxidaéni aktivitu, nebot existuje pozitivni a vysoce vyznamny vztah mezi celkovym
obsahem fenoll a antioxidacni aktivitou (Karakaya et al. 2001).

Meruriky jsou klimakterické ovoce s velmi kratkou dobou skladovatelnosti, jednak diky
vysoké rychlosti dychani a také diky rychlému procesu zrani (Egea 2007). Aby se prodlouZila
doba upotfebeni plodu, byly vyvinuty rizné zplsoby konzervace, v€etné zavarovani, mrazeni,
suseni a baleni v kontrolovanych atmosférach (Sharma 1992, Botondi 2015). Obecné Ize Fici,
Ze jakakoli ztrata Zivin v ovoci a zeleniné zavisi na druhu, teploté, dobé& zpracovani a
podminkach skladovani.

Vyuziti metody kapalinové chromatografie s detektorem vyuZzivajici diodovym pole (DAD
detekce) jako samostatné detekéni techniky pro hodnoceni obsahu fenolickych latek v riznych
druzich ovoce, zeleniny a dalSich rostlin je velmi bézné. DAD detekce umozniuje soucasny
sbér dat napfi¢ celym UV-VIS spektrem. Fenolické slou€eniny maji ve své struktufe minimalné
jeden aromaticky kruh, coz umozriuje UV-DAD detekci pfi specifickych vinovych délkach. Také
je mozné zkombinovat DAD detekci s dalSim detektorem zaloZzeném na jiném detekénim
principu. DalSim pfistupem je vyuziti ECD detekce (CoulArray), ktera patfi do skupiny
elektrochemickych detekénich metod. Tento typ umoZznuje detekci vSech oxidovatelnych latek
ve vzorku, takze je velmi citlivy pro stanoveni elektro-aktivnich latek. Kazda latka ve vzorku,
ktera maze byt oxidovana na detekéni elektrodé, tedy potencialni antioxidant, poskytuje urcity
signal. Takto je ziskana dal§i informace nejen o identifikovanych fenolickych latkach, ale také
o0 dalSich latkach, které nemusi byt jednoznacné identifikované, ale pfesto vykazuji
antioxidacni aktivitu. Tak je zjiStén celkovy obsah latek s antioxidacni aktivitou v daném vzorku.

Cilem naseho vyzkumu bylo porovnani obsahu polyfenoll a zmén celkové antioxidaéni
aktivity s Casem u Cerstvych plodd merunék pfi vyuziti poskliziiového oSetfeni G€innou latkou
1-methylcyklopropen (1-MCP). Aplikace tohoto pfipravku ma za cil prodlouzit skladovatelnost
ovoce. Velmi dobrych vysledku dosahuje oSetfeni plodtd 1-MCP v kombinaci se skladovanim
v atmosféfe s ultra nizkym obsahem kysliku (ULO) €i v jinak fizené atmosfére (Bilkova et al.
2020). Uginna latka 1-MCP se pfi poskliziiovém oSetfeni pfednostné navaze na receptory
ethylenu a tim blokuje dal§i dozravani plodu klimakterického typu.

MATERIAL A METODY

Analyzované vzorky

Testované vzorky plodd merunék k analyze obsahu polyfenolickych latek a antioxidani
aktivity byly ziskany z experimentalni vysadby VYZKUMNEHO A SLECHTITELSKEHO
USTAVU OVOCNARSKEHO HOLOVOUSY s.r.o. Pro vyzkum byla vybrana stfedné rana
odrida merunky ‘Betinka’, ktera je vhodna pro pfimy konzum. Vzorky plodl byly odebirany ze
dvou typu vysadeb, kde v jedné vysadbé byly praktikovany zasady integrované ochrany ovoce,
a druha vysadba byla obhospodafovana bez pouZziti jakychkoliv pesticida.
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Podminky a technologie skladovani

Poskliziiové oSetfeni probé&hlo v prvni den po naskladnéni. Pfipravek na bazi 1-MCP byl
aplikovan rozptylenim pomoci difuzéru v plynotésné uzavienych prostorach ULO boxu.
Pouzita davka 1-MCP u plodd merunék byla 0,06 g/m3. Doba pulsobeni pfipravku trvala
24 hodin. Po této dobé doslo k vyvétrani atmosféry obsahujici 1-MCP. Po vyvétrani byl
skladovaci kontejner opét uzavien a dalSi skladovani probihalo v béZzné atmosféfe. V ramci
studie byly porovnavany Cerstvé plody a plody skladované po dobu 20 dni.

Priprava vzorku a stanoveni obsahu polyfenolickych latek pomoci HPLC-DAD

Extrakty byly pfipraveny navazenim 3 g homogenatu merunék a pfidanim 15 ml extrakéniho
roztoku (0,1% koncentrované kyseliny octové v methanolu). Nasledovala extrakce
v ultrazvukoveé lazni po dobu 10 min, centrifugace pfi 4400 rpm a 4 °C po dobu 10 min.
Nasledné byl supernatant prefiltrovan pres PTFE filtr s velikosti pora 0,22 um. Extrakty byly
pfed analyzou uchovavany ve tmé pfi teploté 4 °C.

Celkem bylo ke stanoveni vybrano 16 fenolickych latek, které se v merunikach vyskytuji
(Campbell 2013, Dragovic-Uzelac 2005, Gardia-Viguera 1994, Radi 2004, Roussos 2011). Pro
stanoveni byla pouzita validovana metoda HPLC-DAD s pfistrojem DionexUItiMateTM 3000
RSLC systém. Kazdy vzorek byl promérfen tfikrat a z jednotlivych hodnot byl vypocitan pramér.
Fenolické latky byly detekovany spektrofotometricky pfi rlznych vinovych délkach. Rutin,
kvercitrin, myricetin a kvercetin byl detekovan pfi 254 nm, kyselina protokatechinova a
kaempferol pak pfi 260 nm. Kyselina gallova, salicylova, o-kumarova a 4-aminobenzoova,
jakoz i katechin, epikatechin a vanilin byly detekovany pfi 280 nm a nakonec kyseliny
chlorogenova, p-kumarova a ferulova pfi 320 nm. Ziskané vysledky jsou uvedeny jako
mnozstvi dané polyfenolické latky v mg/g Cerstvého ovoce.

Pouzité podminky separace byly nasledujici: mobilni faze A: ultralista voda upravena na
pH 2,8 pomoci kyseliny octové, mobilni faze B: acetonitril. Gradientova eluce s nasledujicim
obsahem B v mobilni fazi A: 0 min 10% B, 7 min 18% B, 13,6 min 45% B, 14-17 min 10% B.
Prutokova rychlost byla 0,6 ml/min a nastfikovy objem vzorku 1 pl. Chromatograficka kolona
byla temperovana na teplotu 30 °C. Separace probihala na koloné Luna Omega Polar C18
(150%4,6 mm; 5 uym) s pfedkolonou Security Guard TM Polar (4 x 2 mm; 3 um). Detekce
probihala pfi vySe uvedenych vinovych délkach s ohledem k stanovovanym polyfenolickym
latkam.

HPLC-CoulArray analyza antioxidacéni aktivity

Pro stanoveni antioxidaéni aktivity byla vyuzita CoulArray™ detekce elektro-aktivnich latek.
Byl zvolen 8kanalovy CoulArray 5600A detektor (ESA, Chelmsford, MA, USA). Detektor byl
tandemové zapojen k HPLC systému Agilent 1260 Infinity. Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl
pouzit CoulArray 3.10 software. Potencial 8kanalového detektoru byl nastaven v rozsahu 200—
900 mV s pravidelnym pfirdstkem po 100 mV.

Hodnota 200 mV zajistila oxidaci silné redukujicich interferujicich latek z matrice vzorku
nebo z mobilni faze. Vysoky potencial az do 900 mV pak zajistil oxidaci pfirozené se
vyskytujicich antioxidant( v extraktu merunék.

Pro separaci latek byly pouzity mobilni faze v nasledujicim sloZeni: octanovy pufr okyseleny
kyselinou mravenci na pH 3 (mobilni faze A) a acetonitril (mobilni faze B) v gradientové eluci
s nasledujicim pribéhem: 0 min 5% B, 15 min 30% B, 25 min 50% B, 27 min 50% B. Poté
nasledovala ekvilibrace kolony do puvodnich podminek metody (5% B). Prutokova rychlost
byla 1 ml/min. Separace probihala na stejné koloné Luna Omega Polar C18 (150%x4,6 mm;
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5 ym) s kompatibilni pfedkolonou Ascentis Express C18 srozméry 50x4,6 mm; 5 ym pfi
teploté 35 °C. Nastfikovy objem vzorku byl 10 pl. Byly hodnoceny plochy pikl ziskané z odezvy
8kanalového detektoru.

VYSLEDKY A DISKUSE

Polyfenolické latky kyselina chlorogenova, katechin, epikatechin a rutin byly detekovany a
kvantifikovany u vSech testovanych vzorkl. Porovnani obsaht fenolickych latek u kontrolniho
vzorku a u skladovanych plodu je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1. Porovnéani koncentraci detekovanych latek v Cerstvém a skladované vzorku
s aplikaci pesticidti a bez postfikt pesticid(

Table 1. Comparison of concentrations of detected substances in fresh and stored sample
with application of preparations and without application of preparation

Koncentrace (mg/g)"
Plody s aplikaci Plodyv_bez Plody s aplikaci Plodyv_bez
esticidu * postriku pesticid( ¥ postriku
P pesticidt ¥ pesticidt ¥

Stanovovana latka ? Cerstvé plody ° Plody po 20 dnech skladovani ©
Kyselina 31,45 56,09 113,42 120,55
chlorogenova
Katechin 35,68 40,92 58,25 tfené
Epikatechin 20,67 20,54 30 22,19
Rutin 29,88 51,08 44,59 62,99

1) Concentration (mg/g), 2) Substance, 3) Fruits with application of pesticides, 4) Fruits without
application of pesticides, 5) Fresh fruits, 6) Fruits after 20 days of storage

Zmény obsahu fenolickych sloucenin v pribéhu skladovani u vSech kvantifikovanych latek
byly zpusobeny uvolfiovanim z jejich glykosidickych forem (MajerCikova 2020). Nejvétsi
kolisani hladin koncentraci bylo u kyseliny chlorogenové, kde dochazelo k nejvétSimu narastu
a naslednému postupnému poklesu obsahu. Zmény obsahu fenolickych latek byly zpGsobeny
enzymatickou aktivitou ve skladovaném ovoci, pfi které dochazelo k uvolnéni aglykont
z glykosidickych forem (prvni faze). Pfi delSim skladovani pak maze dochazet i k rozkladu
(druha faze). Nejlépe byla tato zména vidét u kontrolniho vzorku bez oSetfeni, kde byly zmény
enzymatické aktivity nejvy8Si. Coz potvrzuji vysledky stanoveni jednotlivych fenolickych latek
metodou HPLC-DAD, ale i HPLC — Coularray (odezva detektoru 350,98 + 47,37 uC).

Vyvoj obsahu detekovanych latek stanovenych metodou HPLC- DAD v prabé&hu skladovani
u vzorku s aplikaci pesticidu je zdokumentovan v grafu 1. Obsahy fenolickych latek u erstvych
plodd a béhem skladovani detekované metodou HPLC a detekce CoulArray jsou uvedeny
v grafu 2. Plochy pikl ziskané z odezvy 8kanalového detektoru byly hodnoceny jako suma pro
porovnani celkového obsahu antioxidantl. Co se ty¢e obsahu fenolickych latek u Cerstvych
plodd merunék s aplikaci pesticidl byla odezva signalu 166,71 + 7,0 uC, u skladovanych plodud

32
VPO 28(1): 29-37, 2022



po dobu 20 dnl byla odezva signalu 342,09 + 54,68 uC. Obsah polyfenolickych latek béhem
skladovani u kontrolni varianty bez postfiku pesticidl je zdokumentovan v grafu 3.

Graf 1. Vyvoj obsahu detekovanych latek v pribéhu skladovani u vzorku s aplikaci pesticidti
Graph 1. Development of the content of detected substances during storage of the sample
with aplication of pesticides

120

100

N (o2} [0}
o o o

Obsah fenolickych latek (mg/g) ¥
I
o o

10 15 20 25 30 35
Doba skladovani 2

o
&)

—eo—kyselina chlorogenova 2 katechin 4 epikatechin % rutin 9

1) Content of phenolic compounds (mg/g), 2) Days of storage, 3) Chlorogenic acid, 4) Catechin,
5) Epicatechin, 6) Rutin

33

VPO 28(1): 29-37, 2022



Graf 2. Obsahy fenolickych latek u vzorku Cerstvych plodi merunék vzorku s aplikaci pesticid( (vlevo) a po vyskladnéni po 20 dnech (vpravo)
detekované metodou HPLC a detekce CoulArray

Graph 2. Phenolic contents in a sample of fresh apricot fruits of the sample with aplication of pesticides (left) and after removal from storage after
20 days (right) determined by HPLC and CoulArray detection

1) Detector response (LA), 2) Time (min)
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Graf 3. Obsahy fenolickych latek u skladovanych plodi merunék kontrolniho vzorku bez
postriku pesticidti

Graph 3. Content of phenolic substances in stored apricot fruits of the control sample without
spraying pesticides

1) Detector response (UA), 2) Time (min)

ZAVER

Ve vzorcich Cerstvych a skladovanych plodi merunék odrudy ‘Betinka’ byly detekovany a
kvantifikovany tyto fenolické sloueniny: kyselina chlorogenova, katechin, epikatechin a rutin.
Dale se ve vzorcich vyskytovaly jesté kyseliny gallova, protokatechinova, p-kumarova,
salicylova, o-kumarova, a také kaempferol, obsah téchto latek byl ale pod limitem kvantifikace.
V pfipadé kyseliny gallové a kyseliny protokatechinové pod 0,2 mg/g, p-kumarové kyseliny pod
0,15 mg/qg, salicylové kyseliny pod 3 mg/g, o-kumarové kyseliny pod 0,1 mg/g a kaempferolu
pod 0,3 mg/g.

Co se tycCe stability fenolickych latek v analyzovanych vzorcich, bylo u vzorku s aplikaci
pesticidu nasledné vidét, ze béhem skladovani dochazelo ke kolisani koncentrace kyseliny
chlorogenové, oproti tomu epikatechin a rutin byly b&hem skladovani latkami vice stabilnimi.
U katechinu dochazelo nejprve k mirnému poklesu, ale pak byl trend naristu obsahu obdobny
jako u kyseliny chlorogenové. Dfive publikované studie dokazuji, Ze na obsah vybranych
fenolickych latek mohou mit vliv tyto faktory: obdobi sklizng, odrida, faze sklizné a typ
skladovani (Awad et al. 2000, Rdéssle et al. 2010).

Vyuziti vhodného typu poskliziiového oSetfeni ukazalo, ze vysoky obsah polyfenoll a
antioxidantl Ize udrzet optimalnimi podminkami skladovani.
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