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ABSTRAKT

TreSné (Prunus avium L.) obsahuji rizné fenolické slouceniny, které pfispivaji k celkové
antioxidaéni aktivité. Rada studii dokazuje, Zze obsah antioxidantd a polyfenolti maze hrat
pozitivni roli v prevenci kardiovaskularnich a onkologickych chorob u lidi. Zkoumali jsme
celkovou antioxidaéni aktivitu, obsah celkovych polyfenoll, anthokyand a vitaminu C v ovoci
vybranych kultivard tfedni vyslechténych ve VYZKUMNEM A SLECHTITELSKEM USTAVU
OVOCNARSKEM HOLOVOUSY s.r.o. Celkova antioxidaéni aktivita byla v rozmezi od 74,3
do 115,2 umol ekvivalentu Troloxu a celkovy obsah polyfenolt se pohyboval od 19,9 do
63,1 mg ekvivalentu kyseliny gallové oboji vztazeno na 100 g Cerstvého ovoce. Obsah
majoritniho anthokyanu cyanidin-3-rutinosidu v tfeSnich byl v rozmezi 2,0 a 23,4 mg a obsah
vitaminu C se pohyboval od 3,6 do 12,1 mg opét oboji vztaZzeno na 100 g Eerstvého ovoce.
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ABSTRACT

Sweet cherries (Prunus avium L.) contain numerous phenolic compounds that contribute to
the overall antioxidant activity. Several studies have demonstrated that the content
of antioxidants and polyphenols plays a positive role in the prevention of cardiovascular and
oncological diseases. We determined the total antioxidant activity, content of total polyphenols,
anthocyanins, and vitamin C in the selected cherry fruit cultivars bred in the Research and
Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd.The total antioxidant activity ranged from 74.3
to 115.2 ymol Trolox equivalent and the total polyphenol content ranged from 19.9 to 63.1 mg
gallic acid equivalent related to 100 g fresh fruit. The content of major anthocyanin cyanidine-
3-rutinoside in sweet cherries was between 2.0 and 23.4 mg and the content of vitamin C
ranged from 3.6 to 12.1 mg related again to 100 g of fresh fruit.
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uvoD

TreSné (Prunus avium L.) patfi mezi velmi oblibené plody jara a Iéta v mirnych oblastech
Evropy. Plody jsou cenény diky Stavnaté a chutné duzniné, a také jako zdroj mnoha Zivin a
zdravi prospésnych latek. Kromé toho patfi mezi prvni dozravajici ovoce v sezéné (Prvulovi¢
et al. 2011). Bylo prokazano, ze ovoce a zelenina maiji ochranny ucinek proti rozvoji lidskych
onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby, cukrovka a rakovina (Ferretti et al. 2010).

Pro stanoveni celkové antioxida¢ni aktivity a celkovych polyfenolt u potravin neexistuje
univerzalni metoda. Znamé postupy Ize rozdélit na metody chemickeé a fyzikalni. Existuje velké
mnozstvi metod pro stanoveni celkové antioxidaéni aktivity, pfi€emz nejastéji pouzivanou
metodou je TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity). U této metody se antioxidaéni
aktivita vyjadfuje jako pomér antioxidacni aktivity vzorku k 1,0 mmol/L roztoku Troloxu (Holla
2019; Knapova 2021).

Pro stanoveni fenolickych latek bylo navrhnuto, ovéfeno a publikovano nékolik rdznych
postupu. Tyto postupy Ize rozdélit na metody stanoveni celkovych polyfenold a metody pro
detekci a stanoveni urcité skupiny nebo jednotlivych fenolickych latek. PFikladem postupt pro
detekci celkovych polyfenold jsou zkouSky Folin-Ciocalteu, Folin-Denis a metoda dle
Jerumanise. Pro stanoveni urcitych skupin nebo druhu fenolickych latek se nej¢astéji vyuziva
rdznych kombinaci chromatografickych metod jako je vysokouc€inna kapalinova
chromatografie s detektorem pouzivajicim diodové pole nebo hmotnostni spektrometrie
(HPLC-DAD, HPLC-MS) (Francini a Sebastiani 2013; Kahkonen et al. 1999; Knapova 2021).

U tfesni, stejné jako u jinych ¢ervenych plodd, proces zrani souvisi se zménou puvodni
zelené barvy na Cervenou, s akumulaci polyfenolickych sloucenin, anthokyanl a degradaci
chlorofylu (Ferretti et al. 2010). Bézné anthokyanidiny (aglykony anthokyanu), které jsou
zodpovédné za atraktivni barvu tfeSni, jsou cyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin,
petunidin a malvidin (Serradilla et al. 2017). Pro jejich kvalitativni a kvantitativni analyzu se
nejCastéji pouzivd technika HPLC. Cyanidin 3-rutinosid a cyanidin 3-glukosid jsou
pFevladajicimi anthokyany v tfeSnich (Vodopivec et al. 2002). U tfeSni se celkovy obsah
anthokyant pohybuje od nékolika miligramt az po cca 300 mg na 100 g Cerstvého ovoce
(Serradilla et al. 2017).

TreSné jsou vybornym zdrojem vitaminu, zejména vitaminu C (7,0-50,0 mg na 100 g
Cerstvého ovoce) nasledovany vitaminem E (0,1 mg na 100 g Cerstvého ovoce) a vitaminem
K (2,0 ug na 100 g Cerstvého ovoce) (Serradilla et al. 2017). Pro stanoveni vitaminu C se
vyuziva Siroké spektrum metod. Obecné nejvyhodnéjSi analyticka technika pouzivana pro
stanoveni vitaminu C je HPLC, protoze poskytuje vySSi selektivitu a citlivost nez
spektrofotometrické, titraCni nebo enzymatické metody (Mazurek a Jamroz 2015).

Cilem této studie bylo porovnat odridy tfeSni z hlediska celkové antioxidaéni aktivity,
celkovych polyfenoll, obsahu anthokyant a vitaminu C v ovoci vybranych kultivar( tfesni
vy$lechténych ve VYZKUMNEM A SLECHTITELSKEM USTAVU OVOCNARSKEM
HOLOVOUSY, s.r.o. Do studie byly pfidany i 2 odrlidy jako standard tfesni, které patfi mezi
celosvétové vyznamné kultivary. Slechtitelsky program VSUO Holovousy s.r.o. je zamé&feny
na tfeSné od 70. let minulého stoleti. Do roku 2019 zde bylo registrovano 27 odrud tfesni
(Zeleny 2019).
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MATERIAL A METODY

Analyzované vzorky

Stanoveni antioxidacnich charakteristik pomoci vybranych metod bylo provedeno u 20
vybranych odrud tfesni. K chemickym analyzam vybranych obsahovych latek bylo vybrano 18
odrud vyslechténych ve vSuUo Holovousy s.r.o. ‘Amid’, ‘Aranka’, ‘Halka’, ‘Helga’, ‘Horka’,
‘Irena’, ‘Jacinta’, ‘Justyna’, ‘Kasandra’, ‘Kordia’, ‘Korvik’, ‘Livia’, ‘Sandra’, ‘Sylvana’, ‘Tamara’,
‘Téchlovan’, ‘Tim’ a ‘Vanda’. Dale byly vybrany odrudy ‘Burlat’ a ‘Regina’ jako standard tfesni,
které patfi mezi celosvétové vyznamné kultivary. Plody Cerstvych tfeSni byly pfed viastni
analyzou odpeckovany a homogenizovany pomoci nozového mlynu Grindomix GM200
(Retsch).

Priprava vzorku pro stanoveni celkové antioxidac¢ni aktivity a anthokyanu

Navazka 2 g vzorku homogenizovaného ovoce byla pfevedena do 15 mL centrifugacnich
zkumavek a bylo pfidano 8 mL methanolu a 100 pL koncentrované kyseliny mravenci.
Nasledovala extrakce za pouZiti laboratorni tfepacky po dobu 1 hod pfi rychlosti 340 rpm a
odstfedéni pfi 4400 rpm po dobu 10 min. Poslednim krokem byla filtrace pfes 0,45 ym PTFE
filtr do vialek. Takto pfipravené extrakty byly pouZity pro stanoveni celkové antioxidaCni aktivity
metodou TEAC a pro stanoveni anthokyand metodou HPLC-DAD.

Priprava vzorku pro stanoveni celkovych polyfenoli

Pro stanoveni celkovych polyfenold metodou Folin-Ciocalteu byl navazen 1 g vzorku
homogenizovanych tfeSni do 15 mL centrifugaénich zkumavek a bylo pfidano 10 mL
methanolu. Nasledovala extrakce za pouZiti laboratorni tfepa¢ky po dobu 1 hod pfi rychlosti
320 rpm a odstifedéni pfi 2700 rpm po dobu 20 min. Poté byly smési filtrovany pfes 0,45 um
PTFE filtr do vialek.

Prfiprava vzorku pro stanoveni vitaminu C

Bylo navazeno 20 g Cerstvé homogenizovanych tfeSni do 100mL odmérné banky s polovi¢nim
obsahem roztoku kyseliny metafosforeCné (20 g/L) a po navazeni dopInéno roztokem po
rysku. Obsah barky byl fadné promichan a ziskané extrakty byly vakuové filtrovany filtraCnim
papirem €. 389. S filtraty byl ihned proveden redukéni krok, a to tak, Zze do kadinky bylo
pipetovano 20 mL filtratu, nasledné pfidano 10 mL roztoku L-cysteinu (40 g/L) a na
magnetickém michadle bylo pfidavkem roztoku fosforeCnanu trisodného (200 g/L) upraveno
pH na hodnotu mezi 7,0 az 7,2. Smés byla michana pfesné 5 min. Pak bylo pfidavkem kyseliny
metafosforeéné (200 g/L) sniZzeno pH na hodnotu mezi 2,5 az 2,8. Roztok byl kvantitativhé
preveden do 50mL odmérné barky a doplnén vodou po rysku. Takto pfipraveny vzorek byl
filtrovan pfes 0,45 um PTFE filtr do vialek.

Metoda TEAC pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity

V mikrotitracni desti¢ce pro spektrofotometrické stanoveni bylo smichano 220 yL pracovniho
roztoku DPPH s 30 pL extraktu ovoce. Mikrotitraéni desticky s napipetovanymi roztoky byly
zakryty a ponechany ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 1 hod. Absorbance byla poté
zméfena pomoci spektrofotometru EPOCH, upraveného pro detekci v mikrotitracnich
destickach (micro UV reader) pfi 515 nm. Aktivita extraktl zalozena na vychytavani DPPH
radikalu byla vynesena do grafu proti ménici se koncentraci Troloxu a vysledky byly vyjadieny
v jednotkach pmol Troloxu/100 g Cerstvého ovoce. Kazdy extrakt byl proméfen tfikrat a pouzit
byl praimeér.
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Metoda Folin-Ciocalteu pro stanoveni celkovych polyfenoli

Reakce je zalozena na chemické redukci Folin-Ciocaltauova Ccinidla obsahujici
fosfomolybdenan a fosfowolframan vedouci ke zméné zbarveni (Kahkonen et al. 1999).
Zmeéna zbarveni se méfi spektrofotometricky a vysledek se vyjadiuje v ekvivalentech kyseliny
gallové (GAE), jako standardniho roztoku. Celkovy obsah polyfenolt byl stanoven v kazdém
extraktu za pouziti Cinidla Folin-Ciocalteu. Kalibrace byla hodnocena s pomoci kyseliny gallové
s koncentraci v rozsahu 10-700 mg/L. Folin-Ciocalteuovo ¢€inidlo bylo nejprve desetkrat
zfedéno destilovanou vodou a poté bylo 0,5 mL €inidla smichano s 0,1 mL methanolického
extraktu. Roztok byl ponechan stat po dobu 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfidano
1,7 mL 20% uhli¢itanu sodného a 10 mL destilované vody. Po 20 min inkubace za michani na
tfepacce byla zméfena absorbance pfi 735 nm. Vysledky byly vyjadfeny v mg kyseliny gallové
na 100 g Cerstvého ovoce. Kazdy extrakt byl proméfen tfikrat a vypocitan byl prameér.

Metoda HPLC-DAD pro stanoveni anthokyant

Pro identifikaci a kvantifikaci anthokyanu v tfeSnich byl pouzit HPLC-DAD systém Agilent 1260
Infinity. Mobilni faze byla sloZzena z 2% kyseliny mravenci, ktera tvofila slozku A a methanol
byl pouzit jako slozka B v gradientové eluci. Popis gradientu je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1. Gradient HPLC-DAD pro stanoveni anthokyant
Table 1. Gradient HPLC-DAD for determination of anthocyanins

Cas (min) ¥ Mobilni faze — slozka A (%) 2 | Mobilni faze — slozka B (%) ¥
0 95 5
4 80 20
8 75 25
10 10 90
10,15 10 90
10,3 95 5
13 95 2

1) Time (min), 2) Mobile phase A (%), 3) Mobile phase B (%)

Pratokova rychlost byla 1 mL/min. Separace probihala na koloné Kinetex F5 100A
(150%x4,6 mm; 2,6 uym) pfi teploté 50 °C. Objem nastfikovaného vzorku byl 4 pL. Detekce
probihala pfi 520 nm. Identifikace jednotlivych antokyanu byla provedena na zakladé
porovnani retencnich asu eluatl vzorkl tfeSni a retenénich ¢asl standardnich latek cyanidin-
3-glukosidu a cyanidin-3-rutinosidu. Standardy anthokyanu pochazely od firmy Extrasynthese
a byly uchovavany v mrazicim boxu pfi -18 °C. Z kazdého z téchto standardu byl pfipraven
zasobni roztok o koncentraci 1 mg/mL v 1% methanolickém roztoku kyseliny mravenci.
Z tohoto zasobniho roztoku byly nafedénim pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci 5; 10;
20; 50; 100; 150 a 250 yg/mL. Obsahy analytl ve vzorcich byly vypoéteny s pouzitim kalibra&ni
kfivky a pfepocitany na mnozstvi jednotlivych anthokyanu ve 100 g Cerstvého ovoce.

Metoda HPLC-DAD pro stanoveni vitaminu C
Pro stanoveni vitaminu C v tfeSnich byl opét pouzit HPLC-DAD systém Agilent 1260 Infinity.
Mobilni faze se skladala ze dvou roztoku, které byly poté smichany a odplynény. Prvni roztok
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byl pfipraven rozpusténim 13,6 g dihydrogenfosforeCnanu draselného v 900 mL destilované
vody a prefiltrovan pfes filtr 0,45 ym. U druhého roztoku bylo v kadince rozpusténo 1,82 g
N- cetyl-N,N,N-trimethylamonium bromidu ve 100 mL methanolu. Prutokova rychlost byla
1,0 mL/min. Separace byla na koloné Kinetex C18 100A (150x4,6 mm; 5um) pfi teploté 25 °C.
Objem nastfikovaného vzorku byl 20 uL. Detekce probihala pfi 265 nm. Identifikace a
kvantifikace byla provedena na zakladé srovnani se standardem metodou kalibracni kfivky,
tj. technikou externi kalibrace. Byl pfipraven zasobni roztok standardu kyseliny L-askorbové
o koncentraci 1 g/L v extrakcnim Cinidle kyseliny metafosfore¢né (20 g/L). Z tohoto roztoku
byly nafedénim pfipraveny pracovni roztoky o koncentraci 2; 5, 10, 20, 50, 100, a 200 mg/L.
Obsah vitaminu C v méfenych vzorcich byl vypoc&ten s pouzitim kalibracni kfivky a pfepocitan
na mnozstvi vitaminu C ve 100 g Cerstvého ovoce. Kazdy vzorek byl pfipraven dvakrat a ze
zmeérenych dat byl vypocitan prameér.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky stanoveni celkové antioxidani aktivity méfené metodou TEAC a celkovych
polyfenolt pomoci Folin-Ciocalteu ¢&inidla jsou zobrazeny v grafech 1 a 2. U vybranych odrtd
tfeSni nebyl pozorovan vyrazny rozdil v celkové antioxidacni aktivité, pouze odrida ‘Aranka’ a
‘Helga’, které patfi mezi odriidy s ranou zralosti, byla pozorovana hodnota o cca 30 % nizsi.
Rovnéz u standardni odrudy ‘Burlat’, ktera také patfi mezi odridy s ranou zralosti, byla
pozorovéna nizsi hodnota Celkove polyfenoly méfené metodou Folin- Ciocalteu byly nejvyssi

naméfrena u odrudy ‘Helga’ 19,9 mg GAE/100 g Cerstvého ovoce.

Graf 1. Celkova antioxida¢ni aktivita stanovena metodou TEAC (v umol Troloxu/100 g
Cerstvého ovoce)

Graph 1. Total antioxidant activity determined by TEAC method (in pmol Trolox/100 g fresh
fruit)
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Graf 2. Celkové polyfenoly stanovené metodou Folin-Ciocalteu (v mg GAE/100 g Cerstvého

ovoce)
Graph 2. Total polyphenols determined using Folin-Ciocalteu method (in mg GAE/100 g fresh

fruit)
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Mezi hlavnimi anthokyany obsazenymi v tfeSnich jsou cyanidin-3-glukosid a cyanidin-3-
rutinosid (Vodopivec et al. 2002). Tyto latky jsme kvantitativné stanovili optimalizovanou
metodou HPLC-DAD. U vétSiny odrad byl detekovan a kvantifikovan cyanidin-3-rutinosid nad
limitem kvantifikace (2,0 mg/100 g Cerstvého ovoce), u odrady ‘Jacinta’, ‘Kordia’ a ‘Livia’ byl
detekovan a kvantifikovan také cyanidin-3-glukosid. U ostatnich odrad byl tento anthokyan pod
limitem kvantifikace, ktery byl 2 mg/100 g Cerstvého ovoce. Z Grafu 3 je vidét, Ze nejvyssi
obsah anthokyanut (> cyanidin-3-glukosid, cyanidin-3-rutinosid) 25,52 mg/100 g Cerstvého

treSni ‘Aranka’ a ‘Helga’ a u standardu tfesni odrady ‘Burlat’ dokonce pod limitem kvantifikace.
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Graf 3. Obsah cyanidin-3-rutinosidu a cyanidin-3-glukosidu stanovena metodou HPLC-DAD
(v mg/100 g Cerstvého ovoce)

Graph 3. Content of cyanidine-3-rutinoside and cyanidin-3-glucoside determined using HPLC-
DAD method (in mg/100 g fresh fruit)
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Median obsahu vitaminu C ve vybranych odriidach byl 6,2 mg/100 g ¢erstvého ovoce, coz
odpovida hodnotam uvedenym v dfive provedenych studiich (Ferretti et al. 2010).

NizSi obsah vitaminu C u nékterych odriid mize byt zpasoben vlivem mnoha faktord, jako
jsou klimatické podminky, zemédélské postupy, zralost pfi sklizni, zpGsob sklizné, podminky
manipulace po sklizni (skladovani), odriida a genotyp. VSechny tyto faktory jsou zodpovédné
za velké rozdily v obsahu vitaminu C v ovoci a zeleniné (Derradji-Benmeziane 2016). Graf 4
zobrazuje, ze mezi odrudy s naméfenymi nejvy$Sim obsahem vitaminu C patfi rané odrudy
‘Aranka’ (11,4 mg/100 g Cerstvého ovoce), ‘Helga’ (12,1 mg/100 g Cerstvého ovoce) a
standard tfesSni ‘Burlat’ (16,6 mg/100 g Cerstvého ovoce), zaroven u téchto odrid byla
pozorovana niz8i celkova antioxidaCni aktivita i obsah anthokyand. Vliv na celkovou
antioxidac¢ni aktivitu, celkové polyfenoly a sloZzeni a obsah jednotlivych i celkovych anthokyan(
a vitaminu C mohou mit tyto faktory: obdobi sklizné, odrida, faze sklizné, klimatické podminky
a vegetacni obdobi, coz rovnéz dokazuji i dfive publikované studie (Ferretti et al. 2010;
Prvulovi¢ et al. 2011; Serrano et al. 2005). Nejniz$i obsah vitaminu C byl stanoven u odridy
‘Korvik’ 3,6 mg/100 g Cerstvého ovoce.
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Graf 4. Obsah vitaminu C stanoveny metodou HPLC-DAD (v mg/100 g ¢erstvého ovoce)
Graph 4. Content of vitamin C determined using HPLC-DAD method (in mg/100 g fresh fruit)
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Jak celkové polyfenoly, tak vitamin C jsou hlavnimi pfispévateli k celkové antioxidacni
aktivité (Du 2009), v naSem experimentu bylo prokazano, Ze nizSi antioxida¢ni aktivita
v tfeSnich neodpovida niZz8imu obsahu vitaminu C, ale naopak. Lze tedy pfedpokladat, Ze k
antioxidacéni aktivité v tfeSnich pfispivaji pfedevsim fenolické latky.

ZAVER
Nas vyzkum ukazal variabilitu v méfenych chemickych atributech mezi kultivary tfesni.
Antioxida¢ni aktivita nékterych z nich pochazela pfedeviim z fenolickych latek, u jinych
z vitaminu C. U vétSiny zkoumanych odrud tfeSni nebyl pozorovan vyrazny rozdil v celkové
antioxidacéni aktivité. Nejvyssi celkové polyfenoly byly stanoveny u odrudy ‘Sylvana’ zatimco
nejvySsi obsah anthokyan( byl pozorovan u odrudy ‘Kordia’. NejvysSi obsah vitaminu C byl
pak naméfen u ranych odrid tfeSni. Problematika antioxida¢nich charakteristik plodu tfesni
bude dale studovana vzhledem k mozné ro€nikové variabilité.

Zavérem lze fici, ze plody tfesni vyslechténych ve VSUO Holovousy s.r.o. se z hlediska
méfenych chemickych atributd vyrazné neliSi od standardd tfeSni, coz potvrzuje fakt, Ze o tyto
odrudy je ve svété velky zajem.
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