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TESTOVACI ZPUSOB DETEKCE POSKOZENI PLODIN, POUZITI FENOLOVYCH
LATEK ANEBO ENZYMOVEHO INHIBITORU A TESTOVACI KIT

OBLAST TECHNIKY

Piedkladany vynélez se tyka testu na zji§té€ni poSkozeni sklizn€ a zejména testu na poskozeni
kofenové zeleniny, zvlasté pak brambor. Vynalez je popsan za vyuziti brambor jako piikladu

urody.

DOSAVADNI STAV TECHNIKY

Vznik pohmoZdéniny je pfirozenou reakci bun€k poskozenych Uderem. Takové uderové
poskozeni obvykle vznika pfi vyhrabavani brambor ze zemé pfi sklizni nebo kdyz jsou brambory
transportovany anebo zpracovavany.

Zpracovani brambor za vzniku mnoZstvi vyrobku, jako jsou smazené bramburky a tvarované
potraviny pro peeni v troubé, se v poslednich létech prudce zvétsilo. Proto je tedy potfeba
k pfipravé téchto vyrobkd vysoka kvalita nepoSkozenych brambor.

Bylo odhadnuto, Ze brambory v cené od 30 do 50 miliént liber jsou kazdoro¢né vyhozeny jen ve
Velké Britanii jako vysledek poSkozeni pohmozdénim. DulezZity problém pfi poskozeni brambor
pohmoZdénim je to, Ze poskozeni neni b&€zné znatelné, dokud neni odstranéna bramborova
slupka (periderm), napfiklad loupanim.

Dosud byly vyvijeny pouze laboratorni testy zkoumajici poSkozeni brambor pohmozdénim.
Obvykly test zahrnuje umisténi brambor pri teploté okolo 25 °C po dobu 18 az 24 hodin, aby se
stimuloval vznik pohmozdéni. ZpoZdéni vysledku testu 24 hodin je pfi velkoobjemovém

zpracovani neakceptovatelné. Tudiz bézné zafizeni neni jen drahé, ale také pomalé.

PODSTATA VYNALEZU

Predkladany vynélez ma za cil vyfesit vy§e zminéné i jiné problémy béznych testl na stanoveni
poskozeni urody.

Vzhledem k vynalezu je provadéna testovaci zpisob detekce poSkozeni plodin, ktery zahrnuje
kroky poskytujici vzorek urody pro testovani, odstranéni slupky brambor a stanoveni pfitomnosti

nebo nepfitomnosti bunéénych indikatorl poskozeni Urody.




Vyrazem ,stanoveni“ se mini zpGsob analytického zakroku, tedy tento termin nepokryva znamé
metody skladajici se jen z viditelné kontroly pfirozeného vyvinu pohmoZzdéni pfi dané teploté.
Vyraz ,indikator poskozeni“ je myslen tak, ze zahrnuje latky vylu€ované z poskozenych bunék
a jiné fyziologické zmény spojené s poSkozenim buiky, naptiklad enzymova aktivita, pfijem
kysliku, vyuZiti fenolovych substratd v bunénych vakuolach atd.

Piednostné je indikatorem poskozeni urity enzym, zvlasté oxidujici enzym, jehoZz aktivita mize
byt stanovena a mdZe indikovat pfitomnost nebo nepfitomnost poskozeni urody. Nejvice
upfednostiiovanym enzymem pro pouziti ve vynalezu jako indikatoru poSkozeni je enzym,
odpovédny za pocCatecni reakci, zpisobujici hnédnuti poSkozeného rostlinného materialu, dale
oznaCovany jako polyfenoloxidasa (PFOasa). Nicméné stejny enzym je také oznacovan jako
fenolasa, katecholasa, o-difenoloxidasa nebo tyrosinasa v zavislosti na jeho fenolovém substratu.
(Viz Walker J. R. L., & Ferrar P. H., Chemistry & Industry, 836-839, 16. ijna 1995, tyto zavéry
jsou zde uvedené referenci.)

Neposkozené ovoce a zelenina nehnédnou, protoZe ackoli enzym a jeho substraty jsou pfitomné
v tkani, jsou oddélené membranami v bunkach, tenze kysliku je nizk4 a tak reakce neprobihé
v neporusenych burikach. Nicméné, jakmile je vnitfni bun&na organizace poruSena, enzym
a substraty interaguji za vzniku chinonovych sloucenin. Tyto chinony se kombinuji s proteiny
a aminokyselinami za vzniku komplexnich Cerno/hnédych ,melaninovych® pigmentd, které je

mozné pozorovat jako pohmozdénou plochu Grody.
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Ackoliv kyslikova elektroda poskytuje velmi citlivé a rychlé stanoveni PFOasové aktivity, jsou
upfednostiiovany kolorimetrické metody pro jejich jednoduché pouZiti v rukou laické osoby.

Ve vhodném provedeni vynalezu je Uroda testovana na pfitomnost PFOasy aplikaci substratu
enzymu, ktery je oxidovan za vzniku barevného produktu. Tedy v tomto provedeni je poSkozeni
urody zobrazeno jako barevné ¢ast urody.

V upiednostiiovanych piipadech je organickym substratem fenolova slouenina. Vhodné
fenolové sloudeniny pro pouZiti v metodé vynalezu obsahuji difenoly. Nejvice upfednostiiované

fenolové slouCeniny obsahuji jednu nebo kombinaci dvou nebo vice latek jako je
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4-methylkatechol, katechol, ,.chlorogenovd“ kyselina, dopamin, L-DOPA (3,4-dihydroxy-
fenylalanin), pyrogalol, katechin a kyselina kavova.

Je brano v uvahu, Ze faktory tykajici se vyb&ru fenolového substratu budou obsahovat dostupnost
a cenu a také rychlost jeho reakce s enzymem za vzniku detekovatelného produktu. Jednoduse,
¢im rychlejsi reakce, tim rychlejsi vysledek testu.

Optimalni koncentrace jednotlivého substratu pro enzym pii dané teploté miZe byt lehce
stanovena za pouziti standardniho optimalizaéniho pokusu, tj. stanoveni enzymové aktivity pfi
rizné koncentraci substratu a vyneseni grafu, ze kterého se uréi koncentrace, pfi které je nejvyssi
aktivity enzymu.

Napfiklad, ve vhodném provedeni vynélezu miZe byt piitomnost indikatoru poskozeni, PFQasy,
v oloupanych bramborach detekovatelna pomoci zmény barvy za pouZiti fenolového substratu 4-
methylkatecholu za dobu men§i, nez je dvacet minut. Toto je obrovska vyhoda oproti b&zné
testovaci metodé, ktera trva od 18 do 24 hodin.

Prednostné obsahuje dale testovaci metoda aplikovani enzymového inhibitoru na Grodu
v ucinném mnozstvi, které inhibuje vyvin barevného pozadi b&hem prib&hu testu v disledku
malého poskozeni sklizné€ pfi odstratiovani slupky (oznafované dale jako ,poSkozeni fezem®).
Takové strihové poSkozeni zplisobuje mensi poSkozeni buiiky ve srovnini s poSkozenim
vzniklym pohmozdénim (narazové poskozent).

Aplikace enzymového inhibitoru ke zpomaleni aktivity PFOasy, jak je popsano vySe, zabrafiuje
stiihovému poSkozeni na tmavych plochach narazového poskozeni. Proto aplikace enzymového
inhibitoru ma za nasledek jasnéjsi vysledky testu.

Mnozstvi enzymového inhibitoru G¢inného pro zastaveni vyvinu zbarveni b&hem poskozeni
fezem miiZe byt lehce zp&tné stanovené provedenim sérii testd, pfi kterych je inhibitor aplikovan
pti rliznych koncentracich na vzorek oloupané urody. Uginné mnozstvi, jak je uvedeno vyse, je
mnozstvi, které inhibuje zbarveni zplsobené poskozenim fezem, zatimco dovoluje vzniku
zbarveni zpisobeném narazovym poskozenim.

Jak je uvedeno podle Walker & Ferrar (1995) ibid., mnoho reagencii inhibuje aktivitu PFOasy
a mohou byt rozdéleny do skupin podle jejich zplsobu udinku. Ty mohou byt zplGsobené
chelataci Cu-prostetické skupiny, kompetici se substratem nebo interakci s reak&nimi produkty.
Napfiklad, tak malo jako je 10 uM kyseliny salicylhydroxamova (SHAM) uplné a specificky
inhibuje jableCnou a bramborovou PFOasu. (Allan, A. C. & Walker, J. R. L., Phytochem., 1988,
27, 3075-76.)

Ponofeni do solného roztoku muze byt také pouzito, protoze chloridové ionty jsou kompetitivni

inhibitory PFOasy a solny roztok je levny.
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Kyselé latky jsou zvla§t€ vhodné, protoZe sniZuji pH a proto snizuji aktivitu PFOasy. Kyselina
citronova je vhodna kysela latka.

Enzymové katalyzovana reakce, ktera vede ke zhnédnuti je reversibilni a jakoZ to je oxidalni
reakci, miize b&¥et zp&t za piitomnosti redukujiciho &inidla. Uptednostiiované redukéni ¢inidlo je
kyselina askorbova (vitamin C).

Siricité slouteniny mohou byt také pouzité pro inhibici PFOasy. Tyto slou€eniny zabranuji
hnédnuti riznymi zpdsoby, jenz zahrnuji vznik komplext s chinony za vzniku sulfo-chinonl
jako je metabisiFiCitan sodny.

Sirné aminokyseliny, jako je cystein mohou byt pouZity jako inhibitory PFOasy. Podle Walker &
Ferrar (1995) ibid., 1995, derivat (N-acetyl-L-cystein) byl oznaCen stejné uinny jako sificitany
pfi inhibici hn&dnuti dzusd, jablek a brambor. (Friedman, M., Batistuta, F. F., J. Agric. Food
Chem., 1995, 43, 69-76. Piirozené produkovany tripeptid glutathionu (y-L-glutamyl-L-
cysteinylglycin), ktery G&inkuje jako pfirozeny inhibitor hnédnuti v grepech, (Macheix, J.-J.,
Sapis, J.-C., Fleuriet, A., Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 1991, 30, 441-486) je také ucinny.
Skoticové kyseliny jsou také inhibitory PFOasy a jejich inhibicni G&inek vznika v dusledku
jejich blizké strukturni podobnosti k pfirozenym enzymovym fenolovym substratiim. Skoficové
kyseliny a jejich derivaty a homology se vyskytuji piirozené ve v&t§ing rostlinnych potravin.
Mino skoficové kyselin inhibuje PFOasu mnoho aromatickych a alifatickych karboxylovych
kyselin. Potencialng uZitetné komer¢ni inhibitory obsahuji kyselinu sorbovou, krotonovou
a kojovou kyselinu. (Chen, J. S., Wei, C-L, & Marshall, M. R., J. Agric. Food Chem., 1991, 39,
1897-1990.)

Walker & Ferrar (1995) ibid., 1995, také uvadgji, Ze dobfe znama vlastnost askorbové kyseliny,
jako kratkodobé ofetteni proti hnédnuti, byla podrobena pokusu zvysit jeji G¢innost pomoci
derivatizace (Sapers, G. M., et al, J. Food Sci., 1989, 34, 997-1002.) Napfiklad, estery mastné
kyseliny a askorbové kyseliny jsou ucinné pfi inhibici hné&dnuti v jable¢ném dzusu. Podobng di-
a trifosforedné derivaty byly zkoumény a bylo nalezeno, Ze jsou netCinné v dZusu, ale ucinné na
teznych plochach jablek, kde se predpoklada, ze fosfatova skupina je hydrolyzovana pomoci
kyselych fosfatas. Ve srovnivaci studii askorbové kyseliny proti dehydroaskorbové kyseliné,
isoaskorbové kyseling (,erythorbova kyselina*), 2-fosfore¢nanu askorbové kyseliny a 2-siranu
askorbové kyselin, 74dna znich nebyla tak uCinna jako kyselina askorbova pfi inhibici
fenolasové aktivity, (Hsu, A. F., ef a/, ibid, 1988, 53, 765-771) ackoliv ,erythorbova kyselina“
ukazala uginnost pfi uréitych modelovych systémech. (Sapers, G. M., ef al, J. Food Sci., 1989,
54, 997-1002 a Sapers, G. M., Ziolkowski, M. A., ibid 1987, 52, 1732-1733.)
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Ptiklady inhibitori PFOasy od Walker & Ferrar, ibid, 1995:

Skupina I, reduk¢ni €inidla.
Askorbova kyselina, SO,, metabisulfat sodny, thioglykolat, merkaptoethanol, 2-merkapto-

benzothiazol.

Skupina II, chelatacni ¢inidla médi.

Diethyldithiokarbamat sodny (DIECA), oxid uhelnaty, kyanid, tropolon.

Skupina III, chinonové parové ¢inidla.

Cystein, glutathion, penicilamin, benzensulfiniova kyselina, SO,, metabisifi¢itan sodny.

Skupina IV, substratové analogy

Kyselina skoficova, p-kumarova kyselina, ferulova kyselina.

Skupina VI, Jiné inhibitory
Kyselina salicylhydroxamovd (SHAM), 4-hexyl-resorcinol, kojova kyselina, sorbova kyselina,

PVP a PVPP, cyklodextriny, halogenidy.

Jiné enzymové aktivity, které mohou byt pouzity jako indikatory poSkozeni v metodé vynalezu
obsahuji aktivity superoxidismutasy (SOD) a katalasy.

Pokud kyslik vstoupi do biologického systému, je dostateCné reaktivni, aby vznikaly aktivni
kyslikové slouceniny, jako jsou atomarni kyslikové a superoxidové anionty, které jsou
potencialné toxické pro buiky pfes jejich schopnost reakce s nenasycenymi lipidy
v membranach. Tyto radikaly jsou zhaSené in vivo pomoci antioxidantd a enzymt, obsahujicich
SOD a katalasu. Aktivity téchto enzymu vzristaji jako vysledek narazového poskozeni. Oba dva
mohou byt stanoveny spektrofotometricky v odsoleném bezbuné¢ném bramborovém extraktu.
SOD vytvafi peroxid vodiku ze superoxidovych radiklt a stanoveni je zaloZeno na vzniku barvy
pii 595 nm podle mnoZstvi pfitomného superoxidu. Proto je vznik barvy sniZen v pfitomnosti
enzymu pii kompetitivnim stanoveni.

Katalasa rozklada peroxid vodiku, vznikly pomoci SOD a pomér enzymové aktivity mize byt
sledovan pomoci zapisu zmény absorbance pfi 240 nm. Oba enzymy tedy méfi odezvu na

oxidaéni stres. PonévadZ oxidaéni stres mizZe byt zpusobeny jinymi faktory, neZ je narazové
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poskozeni, katalasa a SOD aktivita je mén€ specificka a tedy mén& upfednostiiovany indikator
bun&&ného poskozeni neZ aktivita PFOasy.

Jako indikator bun&ného pokozeni miize byt také pouZita spotieba kysliku, protoze reakce pfi
poskozeni spotfebovavaji kyslik. Pro pfesné méfeni spotieby kysliku mlze byt pouZita
bioluminiscence. Tento velmi citlivy zptsob je zalozeny na luciferin/luciferasové oxidaci, pfi
které je substrat luciferin oxidovan enzymem luciferasou v pfitomnosti ATP a mnoZstvi
produkovaného svétla je Gmérné koncentraci piitomného kysliku. Nicméng, toto je velmi citlivy
biologicky indikator kysliku a miZe detekovat dychani, a tak je nepravd&podobné, aby byl
specificky pro reakce pfi poskozeni. Jinak, spotieba kysliku neni velmi specificky indikator
bund&ného poskozeni zptisobeného pohmozdénim.

Zatimco vy§e zminéné indikatory bunééného poskozeni mohou byt podle vynélezu pouZzity, bylo
zjist&no, Ze nejvice specificky a tedy nejlepsi indikator pohmoZdéniny je PFOasova aktivita.

Za druhé se vynilez zabyva pouZitim fenolové slouceniny jako substratu pro enzymovou
indikaci poskozeni v testovacim zptsobu podle vynalezu.

Za tieti se vynalez zabyva pouZitim enzymového inhibitoru v testovaci metodé podle vynalezu.
Za &tvrté se vynalez zabyva pouzitim fenolové slouceniny anebo enzymového inhibitoru pfi
pripravé kitu pro provedeni testovaci metody podle vynalezu.

Za pété je poskytovéan kit, ktery je vhodné pfenosny, obsahujici pracovni plochu pro provedeni
metody podle vynélezu, jak je uvedeno vyse.

Prednostng, &inidla pro provedeni metody vynalezu jsou poskytovany ve formé kitu obsahujiciho
jednu nebo vice ampuli obsahujici ¢inidla, pfednostné fenolovou sloudeninu jako substrat pro
enzymovou indikaci poskozeni a voliteln€ jednu nebo vice ampuli obsahujici enzymovy
inhibitor, prednostné okyselujici latku.

Vhodné provedeni vynalezu bude nyni popsano za pouziti nelimitujicich prikladd s odkazem na

piipojeny Obr. 1, kde je schématicky ukéazano pouziti vhodného kitu vynalezu.

PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU

P¥iklad 1: Rychly test na pohmozd&ni bramborovych hliz (S. tuberosum).

Vybér odriady

Hlavnimi plodinami pouZivanymi pro testovani byly vybrany odridy Cara, Maris Piper, Romano
a Pentland Dell. Jedn se o reprezentativni typ bramborovych hliz. Vybér je ze stejné sezonni
skupiny, a¢koliv je tato odrida uréena k vyrobé smaZenych bramblrek. Vzhledem k pfitomnosti

sezénni skupiny, druhé ranné, byla pouZzita odriida Estima.

*see



Pfedbézné oSetreni
Predb&zné oSetreni vyZaduje uskladnéni nebo uchovani hliz pfi teplots 10 °C, popt. 5 °C. Tento
24 hodinovy zplsob standardizuje hlizy pred w&inkem plsobeni narazu. Stupeti vnitiniho

poskozeni byl vétsi, pokud byla teplota hliz nizka.

Mechanické poskozeni

Morfologické rozdily mezi stonkem a konci pupenti hlizy zpGsobuji rozdily v citlivosti poranéni.
Je znamo, Ze konec stonku je mnohem snadngji nichylny na naraz, protoze buriky jsou na konci
stonku obvykle vétsi a maji tenci bun&&né stény a jsou proto vyvojové stardi nez konec pupenu.
Pro poskozeni tkané na stonkovém konci byl pouZit 235 gramovy buchar, jenz byl uvolnén
z vysky 300 mm. Na hlizu byla vynaloZena sila 0,7 J. Zaoblené konce bucharu byly namoceny

do inkoustu, aby oznacily ptesnou plochu pisobeni.

30 minutova piestavka
Hlizy byly zanechany 30 minut pfi pokojové teploté. Tato doba byla uréena k tomu, aby se
simulovala pfiblizna doba mezi sklizni bramborovych hliz a vypracovanim rychlého detek&niho

testu na pohmozdeéni.

Osetieni enzymovymi inhibitory (okyselujici latka): ponofeni do 2 hmotn. % kyseliny citronové
Cerné skvrna vznikla v ddsledku otladeni je obvykle umisténa pod peridermem (slupkou) a ma
velikost 5 az 10 mm v priméru. Proto, kdyZ byl stonkovy konec odstran&n, nepiesahovala
tloustka fezu 5 mm. Tim se zaruCilo, aby mél fez povrchu presnou plochu, kde jsou buiiky
poskozené narazem. Nésledné byl fez slupky na 15 minut ponofen do 2 hmotn. % kyseliny
citrénové.

Béhem optimalizace antioxidantu 1 hmotn. % kyseliny askorbové a 2 hmotn. % kyseliny
citronové bylo zji§téno, Ze kyselina askorbova nebyla esencialni slozkou smési. Optimélni
koncentrace kyseliny citronové byla 2 % a ona sama zpomaluje oxidaci v bufikach, jeZ jsou

poSkozeny fezem a umoziuje oxidaci, jenz nastava v buiikach poskozenych narazem.

Osetfeni PFOasou (indikator poskozeni narazem): ponofeni do 10 mM 4-methylkatecholu
opHS

Rez slupky byl ponofen do 10 mM 4-methylkatecholu na 2 minuty. Pogateni vyvoj polarografie
v enzymologii PFOasy byl spojen s pouzitim kyslikovych elektrod typu Clark, aby bylo

dosazeno zplisobu identifikace fenolovych substrati, které jsou v této testovaci metodé vynalezu
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pouzity. Di- a trihydroxyfenolové slou€eniny byly provéfeny a porovnany s puvodné ptirodnimi
substraty hliz, tyrosinem a kyselinou ,chlorogenovou®. 4-methylkatechol byl oxidovan pfi
poméru 152 % ke kyselin& ,,chlorogenové®. Optimalizaéni pokusy usuzuji, Ze 4-methylkatechol

mél nejvétsi specifickou aktivitu pii 25 az 30 °C, pfi 10 mM koncentraci a pH 5.

Zbarveni
Hlizy byly ponechany pii pokojové teploté a zbarveni se projevilo po 10 a 20 minutach.
Rychlost, jakou se hlizy zbarvovaly, je zavisla na typu odridy, ale dané Casy je dosti dlouhé pro

jakoukoliv dosud zkoumanou odriidu brambor.

Piiklad 1a - Vybér fenolovych substratl
OH

OH 0,CHC=CH OH

H H .
O CO0 kyselina ,,chlorogenové”

OH
o OH 0
NH,
OH

COOH
OH

DOPA katechin

Vzorky stonkovych konc bramborovych hliz byly homogenizovéan v pufru, napf. 100 mM MES
pii pH 6 a odsoleny pres kolonu Sephadex PD10™.

Extrakt byl poté pouzit jako surovy enzymovy preparat v polarografickém enzymovém stanoveni
s pouzitim elektrody typu Clark.

Enzymova aktivita je vyjadiena v mikromolech prijmu kysliku na minutu a miligram proteinu.
Pfirodnimi substraty pro PFOasu v bramborech jsou tyrosin, zatimco nejhojnéj§im fenolem je
kyselina , chlorogenova“. Prvni uvedeny je pfitomny v 10-krat vétsim.mnoZstvi nez druhy, ale je
mnohem méné reaktivngjsi pti stanoveni PFOasové aktivity.

Je upfednostiiovano, e fenolovy substrat vyvolava alespor 20% aktivitu a lépe vice nez 50%,

zv14§t& 70% a vice neZ je vyvolana kyselinou , chlorogenovou®.
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Tabulka 1 ukazuje polarografické testy s riiznymi fenolovymi substraty jako mozZnymi substraty

PFOasy.
Substrat Primérna specificka aktivita| % podil ,chlorogenové®
kyseliny
(10mM) pumol(O,) . mg protein . min.”’
4-methylkatechol 0,3719 152
,,chlorogenova® kyselina 0,2444
katechol 0,3093 148
,,chlorogenova“ kyselina 0,2089
katechol a 4-methylkatechol 0,2898 119
,,chlorogenova“ kyselina 0,2444
dopamin 0,3591 75
o ,,chlorogenova® kyselina 04807 | |
L-DOPA 0,0619 61
,,chlorééé;lové“ kyselina 0,102
pyrogallol 0,1415 58
,,chlorogenova® kyselina 0,2444 — - —
katechol 0,1369 56
~ chlorogenové“ kyselina 0,2444 o _ S “
katechin 0,0717 29
" chlorogenova* kyselina 002444 - '
kyselina kavova 0,0537 20
,chlorogenova* kyselina | 02647 | “
kyselina gentisinova 0,0027 4
chlorogenova* kyselina | 00727 S ]
resorcinol 0,0051 3
~ chlorogenova* kyselina 01768 | )
kyselina galova 0,0038 2
~chlorogenova“ kyselina | 01788 | "
methylhydrochinon 0,0034 2
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,,chlorogenova“ kyselina 0,222

Kkyselina 0-hydroxyfenyloctova 0,0026 1

. ,,_chlorogenové“ kyselina 0,222 T

kyselina ,,Sikimova* 0,0029 1
,,chlorogenova“ kyselina 0,2803

hydrochinon 0 0
o ,,chlorogenova“ kyselina 0,1788

Odbornici v oboru si budou védomi, Ze kombinace dvou nebo vice fenolovych latek anebo dvou
nebo vice inhibitort enzymil by mohla zvysit rychlost anebo citlivost testu ureného pro ur€ity

typ sklizné.

Priklad 2:

Hlavnimi plodinami byly vybrany odridy Estima, Marfona a Maris Piper, protoZe odrida Estima
se snadno otladuje, zatimco odrida Marfona méné a Maris Piper se nejméné otlacuje. Testovaci
zptsob vynalezu byl optimalizovan pro kaZzdou odridu nasledovné.

Namaééeni péti omytych a lehce oloupanych hliz v 5% vodném roztoku kyseliny citrénové o pH
5 po dobu 17 minut (Marfona) nebo 20 minut (Estima). Odrda Maris Piper byla namocena 17
minut v 4% kyseling citronové. Poté byly hlizy umistény do 10 mM vodného roztoku 4-
methylkatecholu o pH 5 na 1,5 minuty. Hlizy byly jemné osuSeny papirovym rucnikem a
uloZeny v dobfe vétrané mistnosti pii pokojové teploté. Zaznamendni zbarveni po 30 a 60
minutach ve form& purpurové razového dopachromu ukazuje otlatené plochy.

Chemikalie byly pouzity v jednolitrovych objemech a kazda ddvka zlstala funk¢ni po priblizné
100 hlizach, jenZ byly testovany pii pokojové teploté.

Zbarveni bylo nejvice ziejmé, pokud byla hliza uskladnéna pfi teploté nizsi nez 15 °C. Test byl
méné U¢inny s hlizami, jenz byly pfedem oSetfeny pii pokojové teploté (23,5 °C).

Je ocefiovano, Ze optimalizace metody vynalezu pro konkrétni plodiny je v moZnostech

pracovnikl v této oblasti technologie.

Piiklad 3: Kit uréeny pro tuto metodu.
Kit ptednostné obsahuje cednik (1), tj. nadoba s perforovanym dnem pro piecedéni a
proplachnuti vzorku, jenZ ma takovou velikost, aby padla na nadobu s fenolovym substratem (S)

indikatoru enzymového poskozeni. Vyhodné kit dale obsahuje nddobu na enzymovy inhibitor (I).
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Pouziti kitu je velmi jednoduché. Vzorek (2) testované plodiny je oloupan a umistén do cedniku
(1), jenz je promyvan vodnym roztokem fenolového substratu (S) po dobu 2 minut nebo tak.
Otlaceni je detekovano jako Cernd/hn€da plocha na ploding.

V upfednostiiovaném pfipadé¢ zobrazeném na obrazku 1, je cednik (1) obsahujici vzorek
oloupané plodiny (2) nejprve namocen do roztoku enzymového inhibitoru (I) na vhodnou dobu

napf. 15 minut.
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PATENTOVE NAROKY
Testovaci zplsob detekce poskozeni plodin vyznadujici se tim, Ze obsahuje kroky zajidtujici
testovany vzorek plodiny, odstranéni slupky plodiny a stanoveni piitomnosti nebo

nepiitomnosti indikatoru poskozeni bunék plodiny.

Zplsob podle naroku 1 vyznaCujici se tim, Ze indikator poSkozeni je oxida¢ni enzymova

aktivita.

Zptsob podle naroku 2 vyznadujici se tim, Ze enzym je polyfenoloxidasa.

Zptsob podle naroku 2 nebo 3 vyznadujici se tim, Ze enzymova aktivita na substrat vede

k tvorbé barevného produktu.
Zpusob podle naroku 3 nebo 4 vyznalujici se tim, Ze substrét je fenolova slouGenina vybrani
z jednoho nebo vice substratd 4-methylkatecholu, katecholu, kyseliny | chlorogenové®,

dopaminu, L-DOPA, pyrogalolu, katechinu a kyseliny kdvové,

Zplsob podle naroku 5 vyznalujici se tim, Ze fenolova latka je 4-methylkatechol anebo

katechol.
Zpusob podle jakéhokoliv z narokd 2 aZ 6 vyznalujici se tim, Ze zplsob dale obsahuje
aplikovani mnozstvi enzymového inhibitoru Gcinného k prokazani enzymové aktivity

v burikach poranénych fezem, ale ne v burikach poranénych narazem.

Zpusob podle naroku 7 vyznadujici se tim, ze inhibitor je vybran jako samotny nebo smés z

solného roztoku, okyselujicich latek a redukénich Cinidel.

Zpusob podle naroku 8 vyznadujici se tim, ze okyselujici latky je kyselina citronova.

Zpusob podle naroku 8 vyznadujici se tim, Ze redukénim ¢inidlem je kyselina askorbova.

Zpusob podle jakéhokoliv z predchazejicich narokd vyznalujici se tim, Ze plodinou je

korenova zelenina.
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Zplsob podle naroku 11 vyznadujici se tim, Ze kofenova zelenina jsou brambory.

Pouziti fenolovych latek jako substratu pro indikator enzymového poskozeni v testovacim

zpusobu podle jakéhokoliv z predchazejicich narokd.

Pouziti enzymového inhibitoru v testovacim zplisobu podle jakéhokoliv z predchazejicich

narokd.

Pouziti fenolové latky anebo enzymového inhibitoru pro vyrobu kitu pro provedeni

testovaciho zpsobu podle jakéhokoliv z narokd 1 az 12.
Kit pro provedeni testovactho zplsobu podle jakéhokoliv z ptedchazejicich néarokd
vyznadujici se tim, Ze obsahuje nadobu, ktera je pfednostné prenosna, pracovn plochu pro

stanoveni pfitomnosti indikatoru poskozeni ve vzorku oloupané plodiny.

Testovaci zplsob pro detekci znaéné poskozené plodiny, jak je zde popsano v jednom nebo

vice doprovodnych ptikladech.

Testovaci kit jak je zde popsan v jednom nebo vice doprovodnych p¥ikladech.
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