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Organické kyseliny a hlinik v ovoci a ovocnych st’avach

Abstrakt

Vzhledem ktémé&F kazdodenni konzumaci riznych druhti ovoce a znich
ptipravovanych ovocnych st'av, bylo by dobré védét, jaké latky se nam z téchto zdrojt dostanou
do téla. Ptikladem je hlinik, ktery se mize ukladat pfedevsim do plic a kosti a pfi nespravném
fungovani lidského organismu mutze pfispivat mnohym zdravotnim problémim jako
je osteomalacie ¢i poskozeni nervového systému. Cilem této prace je urcit, zda a v jakém
mnozstvi se nachazi hlinik v ovoci a ovocnych §tavach, nebot’ to jsou nezbytné slozky potravy
kazdého znas. Dalsim tukolem je stanovit nizkomolekularni organické kyseliny, které
se vV ovoci a ovocnych stavach vyskytuji a v jakém mnozstvi se jednotlivé kyseliny objevuji.
Pro stanoveni obsahl hliniku byla pouzita metoda ICP-OES (optickd emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem), kterd je pro prvkové analyzy hojné¢ vyuzivana. K méteni
organickych kyselin se vyuzila metoda iontové chromatografie. Zaroven jsme se pokusili ovérit
chovani vybranych organickych kyseliny v komplexu s hlinikem v prostiedi zaludku, tedy pii
hodnoté pH rovné 1,5 oproti prostiedi s hodnotou pH 3,38 (prumérna hodnota v ovocnych
$tavach). Z vysledkl vyplynulo, Ze za niz§ich hodnot pH je hlinik ve formé AI®* z komplexu
spise vytésnén a nachazi se volné pohyblivy v roztoku. V podminkach pH 3,38 se vazal vice na
ligand a byly zjistény rozdily v obsahu detekovatelného AI** mezi 50 a 70 % u kyseliny vinné
a PO4>. Zato kyselina $tavelova pfi pH zaludku vazala okolo 77 % AI** a pfi pH 3,38 jen
necelych 10 %. Kyselina jable¢na a citronova by mély byt schopné dobte vazat AI** nicméng
se to prokazalo jen pii kyselin¢ jable¢né. Hodnoty byly porovnavany s vypoctenymi
teoretickymi hodnotami z Visual MINTEQ 3.1, kde byly simulovany podobné podminky.
Kromé komplexd s kyselinou jable&nou a citronovou se predikce o vyskytu AI¥* téméf neligily.
Mnozstvi hliniku vazaném v komplexu na ligand by mélo odviset od jeho druhu, mnoZstvi
a poctu reaktivnich funkénich skupin vcetné hodnoty disociacni konstanty kyseliny. VéEtsi
potencidl vazat hlinik by mél byt v pfipad¢ ligandi s niz§i hodnotou pKa. Byla zjisténa
piitomnost osmi druhii organickych kyselin v ovocnych §t'avach a Sesti druhti v ovoci. Jednalo
se o kyseliny chinovou, jable¢nou, citronovou, fumarovou a $tavelovou. V ovoci byla navic
kyselina o-ketoglutaratova a ve §tavach kyselina vinna, pyrohroznova a mlécna. Kyselina
mlécna byla zjisténa jen ve vzorku kokosové vody. Nejvétsi naméfenda mnozstvi byla u kyselin
Vv piipadé kyseliny §tavelové. Obsah hliniku ve $tavach se pohyboval od 1,93 pg/100 ml do
219 pg/100 ml a pH vsech vzork bylo kyselé.

Klicova slova: hlinik, organické kyseliny, ovoce, §tavy, komplex



Organic acids and aluminium in fruit and fruit juice

Abstract

Considering the almost daily consumption of different types of fruit and fruit juices
prepared from them, it would be good to know what substances get into our body from these
sources. An example is aluminium, which can be deposited mainly in the lungs and bones and,
when the human body does not function properly, can contribute to many health problems such
as osteomalacia or damage to the nervous system. The aim of this research was to determine
whether and in what quantity aluminium is found in fruit and fruit juices, as these are necessary
components of the food of each of us. Another task was to determine the low-molecular organic
substances that occur in fruit and fruit juices and in what quantity the individual acids appear.
The ICP-OES method (inductively coupled plasma optical emission spectrometry), which
is widely used for elemental analyses, was used to determine the aluminium content. The ion
chromatography method was used to measure organic acids. Also, we tried to verify
the behaviour of selected organic acids in a complex with aluminium in the stomach
environment, i.e., at a pH value equal to 1,5 compared to an environment with a pH value
of 3.38. The results showed that at lower pH values aluminium is rather isolated from
the complex and is found freely in the solution. Under conditions of pH 3.38, it bound more
to the ligand and differences in detectable AI** content, were found between 50 and 70%
for tartaric acid and PO4>. On the other hand, oxalic acid bound around 77% of AI** at pH
of the stomach and only less than 10 % at pH 3.38. Malic and citric acid should be able to bind
AR well, however, this was only proven with malic acid. The values were compared with
the calculated theoretical values from Visual MINTEQ 3.1, where similar conditions were
simulated. Except for the complexes with malic and citric acids, the predictions
about occurrence of AI** hardly differed. The amount of aluminium bound in the complex
to the ligand should depend on its type, amount and number of reactive functional groups,
including the value of the dissociation constant of the acid. A greater potential to bind
aluminium should be in the case of ligands with a lower pKa value. The presence of eight types
of organic acids in fruit juices and six types in fruit was detected. These were quinic, malic,
citric, fumaric and oxalic acids. In addition, there was a-ketoglutarate acid in the fruit,
and tartaric, pyruvic and lactic acids in the juices. Lactic acid was detected only in the coconut
water sample. The largest measured amounts were for malic and citric acids, both in juices
and in fruit. The lowest contents were recorded in the case of oxalic acid. The aluminium
content of the juices ranged from 1.93 ng/100 ml to 219 ng/100 ml, and the pH of all samples
was acidic.

Keywords: aluminum, organic acids, fruits, juices, complex
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1 Uvod

Na zakladé udaji Ceského statistického Gfadu stoupla v Ceské republice béhem covidové
doby spotieba potravin véetnd ovoce. V roce 2020 snédl kazdy Cech pramémé 87,8 kg ovoce,
kdezto v roce 2019 to bylo o 1,3 kg méné. Polovina této spotfeby piipadla u ovoce mirného
pasma na jablka a dile mély znacnou spotiebu Svestky (12% podil). Z ovoce jizniho pasma
tvorily tietinu spotfeby banany, pomerance a mandarinky (websitel 2022).

Zéjem o ovoce mezi roky 1948 az 2019 je v nasledujicim grafu ¢islo 1. Nejvyssi spotieba
ovoce byla v roce 2009, kdy ¢inila 90,4 kg na osobu. Diky ristu cen se piedpoklada snizeni
konzumace ovoce. Lidé konzumuji ovoce také v podobé rtiznych napojl, napi. jako dzusy,
stavy ¢i smoothie. Nealkoholické napoje mély pokles spotieby naposledy v roce 2001.

Spotieba ovoce, zeleniny a brambor v kg na osobu
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Graf 1: Historicky vyvoj spotieby vybranych typii plodin na osobu

prevzato z: (website2 2021)

Vzhledem k tomu, ze vyuziti hliniku se za posledni roky stale zvysuje, je jeho expozice
¢loveku ¢im dal ¢astéjsi. Nejenze s nim prichazime do styku ve vyrobnim sektoru, jsme hliniku
vystavovani rovnéz v potravindch, kam se muze dostdvat ptirodni cestou nebo v dusledku
lidského pficinéni.

Prikladem je studie zaméfend na obsahy rizikovych prvkd v ovoci a zelening, které
se péstuji na Jamajce. Z vysledkli vyplynulo, Ze nejvétsi pramérny obsah hliniku v Cerstvé
hmoté v mg/kg je u bananu (93,12), tutinu (36,69) a sladké papriky (43,23). Odhadovany denni
ptijem hliniku vychazel nejvyssi opét u bananu, poté u zeli a sladké papriky (Antoine et al.
2017).



2 Hypotézy a cile

Cilem diplomové prace je prostiednictvim modelovani stanovit formy hliniku
a organickych kyselin obsazenych v rtiznych druzich ovoce a ovocnych §t'av a urcit osud téchto
sloucenin pii pH a teploté simulujici lidsky zaZzivaci trakt. DalSim cilem je stanovit obsah
hliniku v jednotlivych vzorcich za vyuziti metody ICP-OES a jako posledni urcit, jaké
nizkomolekularni organické kyseliny se ve vzorcich objevuji a v jakém mnozstvi.

Hypotéza: Interakce hliniku s organickou kyselinou budou podminény pH prostiedi,
poctem karboxylovych skupin v molekule organické kyseliny a disocia¢ni konstantou
organické kyseliny.



3 Hlinik

Hlinik je celkové v zemské klie svym zastoupenim z hlediska prvkl na tfetim miste
se 7,5-8,3 % a je nejrozsifenéjsim kovem (Von Uexkiill a Mutert 1995). Jako samostatny prvek
byl hlinik izolovan az v roce 1825. Je sttibiité Sedy neuslechtily kov, ktery ma velmi dobrou
elektrickou vodivost. Je lehky a kujny, ale napiiklad oproti médi kieh¢i. V Zivotnim prostiedi
je tento prvek obsazen ve vod¢, vzduchu, rostlinach a dale i v potravnim fetézci (MICHNA
2005).

Velmi dtlezité a pouzivané jsou slitiny hliniku. Naptiklad dural, ktery ma vétsi pevnost
I tvrdost. Hlinik se vyuziva i pfi upravé vody a v medicinské sféfe. V mediciné jde naptiklad
0 anacidum na zalude¢ni viedy i o prostiedek, ktery vaze fosfaty pti ledvinovych poruchéch.
Hlinik je bézné pouzivan dokonce jako obalovy material a pro skladovani potravin (MICHNA
2005).

3.1 Vyskyt v prirodé

V Cistém stavu je hlinik reaktivni, na vzduchu diky tomu tvofi vrstvu oxidu hlinitého,
ktera brani dalsim reakcim. Obecné reaguje hlinik jak s kyselinami, tak se zasadami, za vzniku
fady sloucenin, kde vystupuje nejcastéji v oxidaénim stavu +l11. Diky své reaktivité existuje
skoro vyluéné v podobé sloucenin. Nejznaméjsi slouceninou je ruda bauxit (Al.Oz - 2H20),
kterou tvoii mineraly gibbsit (Al2O3 - 3H20), diaspor (Al2Os - H20), boehmit (Al203 - H20)
a korund (Al>Oz) (Thrush 1968), ta sou¢asné poskytuje zakladni surovinu pro vyrobu hliniku.

V pade¢ se vyskytuje ptirozené v podobé primarnich a sekundarnich mineralt diky ¢emu
jeho obsah kolisa. Nejvice se nachazi v jilech, a poté v odvozenych mineralech, kde se obsah
hliniku pohybuje od 3 % u glaukonitu ((K,Na)(Fes,Al,Mg)2(Si,Al)4a010(0OH).) az do 45 %
uboehmitu (J. Hem a Wedepohl 1978). Ne&které =zdroje udavaji obsah hliniku
v pidé 50-150 mg/g (Curlik a Sefd’ik 1999) a jiné az 300 mg/g (Lindsay 1979). Za b&znych
podminek je hlinik diky stabilit¢ sloucenin bezpecny, S poklesem pH dochazi ale k jeho
uvolnovani a vzniku mobilnich forem, které jsou pro organismy toxické. Jeho toxicita se za¢ina
projevovat napiiklad v kyselych pudach s hodnotou pH pod 5 (Driscoll a Schecher 1990).

V téchto podminkach vznika forma hliniku v literatufe zjednodusené oznacovana jako
AIP*, Piitomnost AI** ma fytotoxicky dopad v prvni fadé na kofeny, kdy zhorsuje kofenové
dychani, narusuje bunééné déleni, ztuzuje bunééné stény, zhorSuje piijem ¢&i zpracovani vody
(Rout et al. 2001). Piitomnost hliniku v rostliné muze ovliviiovat i dalsi ptijem a vyuziti prvki.
Napiiklad transport fosforu mezi kofeny a vyhonky se snizil, jakmile vzrostl obsah AI®*
Vv kofenech (Barabasz et al. 2002). Hlavni dopad toxicity hliniku na rostlinu je patrny
na kotenech, a to ve velmi kratké dobé od pocatku jeho pusobeni (Poschenrieder et al. 2008).
Neéktere rostliny si vytvorily mechanismus, jak se kyselym pidam piizpisobit. Bud'to vyuziji
proces tolerance, nebo proces rezistence (Leon V Kochian et al. 2004).

Vzhledem Kk tomu, Ze je hlinik ve vodé malo rozpustnym kovem a nejmensi rozpustnost
ma pii pH 5,5-6 (Pitter 2009), ve vodnim prostfedi se ho proto mnoho nenachazi. Veétsi
rozpustnost ve vod¢ je za kyselych podminek, napt. po kyselych destich, kam se dostava
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vyluhem z piid a hornin. Podminky prostfedi vody jako je pH, teplota, iontovy soucin vody
a celkova koncentrace organickych latek maji vliv na formy obsazeného hliniku (Pitter 2009).

Obsah hliniku ve vzduchu odvisi od momentélni lidské cinnosti, pfi¢emz primeérna
hodnota koncentrace se pohybuje mezi 50 a 5000 ng/m?® (Barabasz et al. 2002).

3.2 Hlinik v Zivoté ¢lovéka

Jiz prvni civilizace se setkavaly s hlinikem v potravinach diky jilu, ze kterého si vyrabély
keramické nadoby. Kvuli tomu mohl hlinik pfechdzet z napoji ¢i potravin do lidského
organismu. V soucasnosti se ¢lovek vystavuje hliniku v mnohem vétsim meétitku.

I kdyz do lidského organismu podle odhadi naptiklad z hlinikového nadobi, obala
¢i kosmetiky se mize denn¢ dostavat relativné malé mnozstvi, piiblizné 0,1 mg/den (Matczak-
Jon 1995), piedstavuji tyto zdroje jen Spicku ledovce. Do téla se mtize hlinik dostavat predevsim
pfes travici trakt z potravy a napoju, a to i navzdory tomu, Ze je v nich v tézko vstiebatelnych
formach (Starska 1993). V rostlinnych potravinach jako je zelenina a ovoce dosahuji obsahy
hliniku kolem 10 mg/kg (Barabasz et al. 2002). U jednotlivych skupin potravin udava (Bratakos
et al. 2012) nejvyssi hodnoty u kotfeni (2,5-741,2 mg/kg), obilovin (1,4-42,25 mg/kg)
a z Cerstvého masa u hovéziho (1,4 mg/kg) a kuteciho (0,4 mg/kg). Vyssi obsahy byly zjistény
také v ¢aji (1-6 mg/l Al pti konzumaci ¢ajovych naleva (Flaten 2002)).

Hlinik se do potravin piidavé i ve formé tzv. ,,Eéek** jako E173, coZ je hlinik v podobé
pigmentu, dale E520 jako siran hlinity, E554-558 v podobé hlinitokfemicitanii (sodny,
draselny, vapenaty, hote¢naty) a E559 pro kiemicitan hlinity (website3 2016). V potravinovém
primyslu se soli hliniku pouzivaji napiiklad pro zlepSeni vzhledu mrazenych potravin, nebo
se piidavaji béhem procesu vyroby syru a piva. Roli v obsahu hliniku hraje i znacka produkt,
protoze na zakladé¢ toho se lisi proces jejich vyroby, baleni a také chemické ptisady
(Organization 1996; Seruga a Laslavi¢ 2006).

Skladovanim ¢i vafenim potravin v hlinikovém nadobi ¢i tacech a foliich dochazi také
K navySovani obsahu hliniku pfijimaného v jidle. Jde ovSem 0 hodnoty mensi nez 2 pg/g hliniku
(Greger et al. 1985). Potencialné se v ramci celé populace odhaduje, ze ¢lovek celkove piijima
s potravou 1,9 az 13 mg hliniku denné. Tato hodnota vSak podléha regionu, stravovacim
navykiim a podminkam, ve kterych naptiklad rostliny vyrostly. Dusledkem toho mohou byt
rozdily pomémé velké, napiiklad v Recku se odhaduje piijem okolo 3,7 mg Al/den
a ve Spojenych statech mezi 5 az 25 mg Al/den (Bratakos et al. 2012).

Denni pfijem hliniku se vzhledem Kk témto zdrojim prvku stanovil dle FAO/WHO
na 60 mg denné u dospé€lého ¢loveka, z cehoz vychazi hodnota 7 mg na kg télesné hmotnosti
za tyden v ramci mezi tolerance (Aluminum 1997; Kowalska et al. 2020).

Clovék se vystavuje hliniku i v kosmetice, napiiklad v podob& hlinikovych soli
Vv antiperspirantech nebo se mu dostava do téla z medicinskych zdroji jako jsou antacida anebo
jiné preparaty.

Prirozené se vyskytuje v povrchové i spodni vodé. Dle WHO je maximalni pfipustna
hodnota pro hlinik v pitné vod¢ stanovena na 0,2 mg/l (Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb.). Limit neni
z divodu ohroZeni zdravi, spiSe ma dopad na chut a vzhled pitné vody (Strunecka a Strunecky
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2019). Vtabulce 1 Matczak-Jon (1995) udava zdroje hliniku a jejich davky, se kterymi
se ¢lovek denné potyka.

Tabulka 1: Potencidlni zdroje hliniku pro clovéka

Zdroje hliniku Denni davka [mg/kq]
Potravinové vyrobky 2-5

-Maso, masné vyrobky 0,05-10,3

-Mlécné vyrobky, vejce 0,07-5,9

-Obiloviny 1,4-42,25

-Ovoce 0,02-2,0

-Syr 0,12-5,9

-Zelenina 0,07-41,1
Ptisady do jidel 10-20
Hlinikové nadobi <01

Pravideln€ uzivana antacida 1 000-4 000

Pufrovany aspirin 4000

3.3 Hlinik a lidsky organismus

Za béznych fyziologickych podminek se vétSina vstiebaného hliniku vaze v Krvi
na albumin a transferin. Vstiebavani muze byt ovliviiovano v zaludku, kdy nizsi pH zapii¢ifiuje
zvySovani prestupu do krve. VIiv na zvysSené vstfebavani mize mit i snizeny obsah Zeleza
Vv téle, vySsi obsah citratu v dieté, nebo pfitomnost diabetu. Naopak efekt snizovani obsahu
hliniku maji fosfaty, fluoridy ¢i pektiny (Organization 1996).

V lidském organismu se hlinik shromazd’uje pievazné Vv plicich a kostech, zbytek
je vmékkych tkanich, pficemz v kostech je piiblizné 60 % z celkového obsahu hliniku,
v plicich 25 % (Krewski et al. 2007). Absorpce hliniku je ovlivnéna hodnotou pH i organickymi
kyselinami (Sahin et al. 1994). Odstranovat by se m¢l hlavné pomoci ledvin. Jako dalsi mozné
cesty vylucovani literatura uvadi nehty, kizi, sperma ¢i vlasy (Exley 2013). Paklize k tomu
nedojde, hlinik ma tendenci ukladat se v tkanich, diky ¢emu muze zptisobovat neurologické
obtize (Alfrey et al. 1976).

Existuji dva typy toxicity hliniku. Akutni toxicita, kterd je vzacnd, vznika po vystaveni
se vysokym koncentracim hliniku a projevuje se akutni encefalopatii (Loughran et al. 2022),
zatimco chronicka vznikd postupnym dlouhodobym pfijmem mensich davek a ma
neurodegenerativni nasledky (Kramer a Heath 2014). Problematiku akutni toxicity ukazaly
vysledky studii (Alfrey et al. 1976; Reusche et al. 2001), kde udavaji pfi¢inu encefalopatie u
pacientl s uremii lécenych dialyzou do souvislosti s hlinikem, kdy pozorovali velké obsahy
hliniku ve svalech, mozku a kostech. Pacienti s dialyzacni demenci, jak se onemocnéni
ptezdivalo, vykazovali 4-nasobné zvyseny obsah hliniku v mozkové tkani v porovnani s jinymi
dialyzovanymi pacienty (6,5 pg.g™') a az 12-nasobné vy3$§i v porovnani s kontrolou
(2,18 pg.g 1). Pozdgjsi studie na populaci pred¢asné narozenych kojencti (Bishop et al. 1997)
ukazala u¢inky hliniku obsazeného ve standardni intravenozni stravé. Kdy kojenci, kterym byla
podavana specialni o hlinik ochuzena forma intravenozni stravy, dosahovali prokazatelné lepsi
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neurologicky vyvoj a vyssi index duSevniho rozvoje. ZhorSeni bylo statisticky patrné jen
ujedinct, ktefi dostavali intravendzni stravu po delsi dobu anetrpéli neuromotorickymi
poruchami.

Neurotoxicita hliniku byla zkoumdana napiiklad na potkanech, u kterych nejvice
ovliviioval hipokampus, tedy misto pro uceni a pamét’, zatimco akumulace zavisela od zpisobu
podani. Oraln¢ podany hlinik byl mén¢ toxicky neZ ten pii intraperitonealnim podani (Walker
et al. 1994; Yokel 2000).

Tragickym ptikladem chronickych nasledku se stal ptipad, kdy v Ontariu mezi roky 1944
a 1979 zkouseli 1é¢it u hornikt silikdzu plic za pomoci jemné mletého hliniku a oxidu hlinitého.
Hornici, kteti byli vystaveni hliniku v podobé tzv. ,,Mcintyre Powder<, vykazovali
pfi kognitivnich vySetfenich horsi vysledky nez pracovnici, kteti s nim do kontaktu nepfisli
(Rifat et al. 1990).

Obecné¢ mtize hlinik v mozku podnécovat vznik reaktivnich forem kysliku (dale ROS)
a aktivovat gliové bunky, pficemz dochdzi k nastartovani zanétlivych reakci a dale
k neurodegeneraci (J. M. Miiller et al. 1997). Expozice hliniku ma také G¢inek na mnozstvi
dopaminu v téle a miZze zplisobit narust oxida¢niho stresu a neurodegeneraci, kvili cemu mutize
byt rizikovym faktorem pro Parkinsonovu chorobu (Sanchez-lglesias et al., 2009).

Navzdory tomu, ze bylo provedeno né¢kolik studii zkoumajicich spojitost hliniku
Vv mozkové tkani s rozvojem Alzheimerovy choroby, Zadna nedosla k jasnému zavéru. EXistuje
vSak tada urcitych spojitosti s projevy dialyza¢ni demence (Alfrey et al. 1976), osteomalacii
(Bushinsky et al. 1995) ¢i s anémii (Kaiser a Schwartz 1985).

Dalsim potencialn¢ rizikovym zdrojem hliniku pro ¢loveéka se ukazal hlinik v kosmetice
v podob¢ hlinikovych soli. Vyznamnym ptikladem jsou antiperspiranty aplikujici
se do podpazi, kdy muze dochazet k lokalni intoxikaci kiZze. Hlinikové soli setrvavaji
na pokozce 1 po osprchovani, kvili ¢emu se pravdépodobnost negativniho a nepietrzitého
pusobeni zvySuje (Salem et al. 2018). Zejména proto, Ze v zevnim hornim kvadrantu prsu
(oblast nejblize podpazi) se ¢asto objevuji rizné tumory (Ellsworth et al. 2004) spojuje vliv této
kosmetiky na vyskyt rakoviny prsu nékolik klinickych studii. Studie Zen trpicich rakovinou
prsu pozorovaly uréitou spojitost mezi pouzivanim antiperspiranti s obsahem hlinikovych soli,
kdy zeny, které pozivaly Casté&ji antiperspiranty s hlinikovymi solemi, mély diagnostikovanou
potvrdily vliv hliniku na zmény déleni bun€k prsni tkang, nepotvrdily jednoznacné spojeni
s rakovinou (Sappino et al. 2012). Ze studii v ramci oboru epidemiologie vyplyva, ze u 90 %
karcinomt prsu se bere jako puvodce Zivotni prostiedi (Lipworth 1995).

Problémy spojené s hlinikem muizou pusobit ve svétle zminovanych informaci
0 to kontroverznéji, kdyz uvazime, ze slouceniny hliniku se pouzivaji jiz od roku 1926 jako
adjuvans ve vakcinach (S. L. Hem a HogenEsch 2007).

Pro zlepseni stavi pii akutni i chronické intoxikaci organismu hlinikem se osvédcila
chelatacni 1écba, kdy dochazi k vylouceni z téla potom, co chelata¢ni ¢inidlo vytvoii komplex
s kovem (Andersen 1999). Konkrétnim ptikladem chelata¢niho ¢inidla pro snizeni toxicity
hliniku je deferoxamin (Day a Ackrill 1993). Ke zlepseni stavu pfi neurotoxicité hlinikem
slouzi také antioxidanty, jako naptiklad vitaminy E a C. Vitamin E ovliviiuje bunééné odpovédi
na oxidaéni stres, zatimco vitamin C pohlcuje ROS (Halliwell a Gutteridge 2015). Stézejnim
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zdrojem antioxidantll je tedy strava. Pii neurodegeneraci a karcinogenezi se osveédcil melatonin
a flavonoidy (Kumar a Gill 2014; Tripathi et al. 2011).
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4 Fosfor

Pro dostatecnou produkci potravin vcetné¢ ovoce je nutné do pad aplikovat hnojiva,
ktera obsahuji fosfor, ale také dusik ¢i draslik (Cordell et al. 2009). Nejcastéji se k ochrané
rostlin pied $ktdci pouzivaji organo-fosforové pesticidy, napf. dichlorvos, diazinon (Fenik et
al. 2011). Nicméné musi byt kontrolovano, jaké latky a v jakém mnozstvi v rostlinach a plodech
po uziti pesticidii zistavaji, aby nebyly pro ¢lovéka nebezpecné. Miize dochazet k jejich
hromadéni (Fenik et al. 2011). Paklize by se tato hnojiva nepouzivala, tak by se sice nemuselo
ovoce tolik kontrolovat na vhodnou kvalitu pro lidskou stravu, ale na druhou stranu
by se nedostatek mineralnich latek projevil na metabolismus, ristu a vyvoji ovocnych stromut
(Bai et al. 2021). Kvili tomu by byly nizsi vynosy a celkové hor$i kvalita ovoce. Neblahé
ucinky na rust rostlin mize mit také vyznamnégjsi salinita pidy, pfiCemz nastdva snizovani
koncentraci fosforu v pudé (Bai et al. 2021). Témét veskery piijaty fosfor spolu s potravou
se sice vylou¢i mo¢i (Jonsson et al. 2004), ale piesto jde o poticbnou mineralni latku, ktera
u lidi zlepsuje stav kosti a funkci mnohych bunéénych procestt (Wickham 2014).
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5 Organické kyseliny

Organické kyseliny jsou nedilnou soucasti zivych organismi. Objevuji se v Krebsové
cyklu, jako prekurzor k syntéze aminokyselin, nebo pii glukoneogenezi (Kvaratskhelia a
Kvaratskhelia 2009). Hojné se vyuzivaji i v fad¢ odvétvich, jako je 1ékaisky, farmaceuticky
¢i praveé pro nas dulezity potravinarsky pramysl. V potravinafstvi funguji i jako aditiva, ktera
se pridavaji pfi vyrobé, zpracovani, skladovani ¢i baleni, aby zajistila dostateCnou kvalitu
produktu (Velisek 1999). Upravuji vzhled, vini, chut, fyzikalni vlastnosti ¢i prodluzuji
moznost skladovani (Davidek 1983). Dulezité je jejich pouziti jako konzervantu, kdy chrani
pfed negativnimi UCinky mikroorganismti a prodluzuji tak dobu udrzeni potravin.
Mikroorganismy bud’ usmrti, nebo pozastavi jejich mechanismus riistu. Pouzivaji se kyselina
mravenci, propionova, sorbova a benzoova. Nejvice se pro tyto ucely aplikuji pfirozené
se vyskytujici kyseliny, a to kyselina octova, poté kyselina mlécna, citronova, jable¢nd a vinna
(Kyzlink 1988).

Ovoce je tvofeno mnozstvim organickych latek jako sacharidy, dusi¢nany, vitaminy
a v neposledni fad¢ jiz zminéné organické kyseliny. Pro tuto praci jsou zasadni pravé organické
kyseliny, které se vyskytuji ve znaéném mnozstvi v duzing, kde sehravaji fadu metabolickych
procesu. Jejich obsah je zavisly na péstitelskych postupech, zralosti plodu i na druhu ovoce.
Nejcastéji jsou k nalezeni kyseliny jable¢na, vinna, jantarova, citronova, mlécna, Stavelova,
chinova a benzoova (Famiani et al. 2015).

5.1 Charakteristika a vyskyt

Organické neboli karboxylové kyseliny jsou charakteristické -COOH funkéni skupinou.
Karboxylova skupina ma kysely charakter, protoze snadno odstépuje atom vodiku a dokaze
tvofit karboxylatovy anion. Tyto kyseliny lze délit do rtznych skupin podle poctu
karboxylovych skupin na mono-, di-, tri- az poly-karboxylové. Podle typu uhlikatého fetézce
na aromatické a alifatické, nebo dale na nasycené a nenasycené podle hybridniho stavu atomt
uhliku (Pacék 1989).

Vyskyt organickych kyselin je zna¢né rozmanity. U rostlin je naptiklad nalezneme volné
v listech, semenech ¢&i v koifenech nebo ve formé soli, ve formeé esterd v tucich, voscich nebo
olejich. Objevuji se v listoveé zeleniné, ovoci, bobulich, v kofenovych plodinach (Famiani et al.
2015). Zastupcem je naptiklad kyselina mravenci vyskytujici se v kopiivach a jako jed
u mravenct, véel a vos ¢i kyselina octova a mlécna, ktera vznika pii v pribéhu kvaseni nebo
hniti (website4).

Do skupiny organickych kyselin spadaji i tfisloviny, aromatické latky, popeloviny
a pektinové latky. Kyseliny s aromatickou strukturou se podileji na viini a chuti ovoce a jsou
velice intenzivni. Hlavnimi slozkami té€chto latek jsou aldehydy, ketony, glykoly a vyssi
alkoholy. Ttisloviny maji navdzanou kyselinu gallovou, pfi¢emz jejim zakladem je tanin. Tanin
je smési glykosidl, které maji rGzné obsahy kyseliny gallové. Jsou pfitomny napiiklad
v hruskach a planych jablkach. Pektinové latky se objevuji ve vSech druzich ovoce a jejich
ucinkem je rosolovaténi produkti. Zmydelnénim esterovych vazeb pektinu a odsStépenim
methanolu lze ziskat pektinové kyseliny. Obsah pektinovych latek zavisi na zralosti i druhu
ovoce. Tuky jsou estery glycerolu a vysSich mastnych kyselin a nejsou obsazeny zrovna
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ve velkém mnozstvi. Soustied’uji se do jader a maji zadsobni funkci. Vosky, u nichz je glycerol
vymeénén za vysS$i primdrni alkohol, slouzi jako ochranna vrstva v ovocnych slupkach.
Popeloviny, anebo nehoflavy podil zahrnuje biogenni mineraly vapniku, sodiku, drasliku,
hoi¢iku, fosforu, Zeleza, manganu, kobaltu, zinku, siry, médi atd. Podily této slozky v ovocné
susiné jsou stanoveny mezi 1,5 az 6 %, pii¢emz nejvice je drasliku, a to okolo 50-60 %
(Famiani et al. 2015).

5.1.1 Organické kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti

5.1.1.1 Vyskyt a vyznam v pFirodé

Organické kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti, nebo Low Molecular Mass
Organic Acids (LMMOA), ptedstavuje uzsi skupinu organickych kyselin. Pro zjednoduseni
bude tato kategorie latek Vv textu oznaCovana jen jako organické kyseliny. Typicky tyto
molekuly nemaji vic nez ti karboxylové skupiny, jsou charakteristické dobrou rozpustnosti
ve vod¢ a relativné nizkou hmotnosti, atomova hmotnost nepiesahuje 300 Da (McFee a Kelly
1995). Jsou piirozené v rostlinach a zivocisich, nebo mohou vznikat i mimo né. Naptiklad
pfirozkladu rostlinnych materidli za pomoci bakterii, pfi fotochemickych reakcich
¢i pti raznych padnich pochodech (Polék et al. 2019). Objevuji se jako meziprodukty Krebsova
cyklu a glyoxylatd, nebo pii katabolismu a anabolismu aminokyselin. Na jednu stranu jsou
spotfebovavany rtiznymi mikroorganismy a dale preménovany pro navyseni obsahu biomasy
ana stranu druhou jsou jimi i vyluéovany (Kleerebezem et al. 1999). Detekovany byly také
v aerosolech, kyselych destich, v moiskych sedimentech i ve sladké jezerni vodé (Xiao a Wu
2014). Mohou hrat roli v procesech podzolizace, protoze dokazou urychlit zvétravani. Podileji
se na snadnéjsi asimilaci a pfenosu tézkych kovli v tkanich rostlin a mikrobt. Mohou ovliviiovat
pohyb Al a Fe v pdé¢ a tvofit s nimi pomérné pevné komplexy. Ptiblizné 30 % hliniku, ktery
se nachazi v organické Casti pidniho horizontu se vaze na tyto organické kyseliny (P. A. van
Hees et al. 1996). Praveé v této Casti horizontu se nachazi i nejvice téchto kyselin. Smérem
do vétsich hloubek jejich obsahy v pudé klesaly. V nejvyssich koncentracich je obsazena
kyselina citronova, nizsi zastoupeni pak maji kyselina $tavelova a Sikimova (P. A. W. van Hees
et al. 2000).

5.1.1.2 Funkce a vyznam organickych Kyselin v ovoci

V ovoci se nejhojnéji objevuji kyselina jableéna a citronova (Hulme 1971). VétSinou
obsahy kyselin rostou, dokud ovoce neni zralé a poté zacnou klesat. Citrat, isocitrat a malat jsou
dalezitymi meziprodukty Krebsova cyklu. Podle mnozstvi kyselin, které je uloZzeno ve vakuole,
se dale urcuje mnozstvi kyselin v ovoci pochazejici z Krebsova cyklu. Kyseliny z Krebsova
cyklu mohou byt pouzity jako prekurzory pro aminokyseliny, které u ovoce funguji
jako pigment. Nékteré mohou zpisobovat nepiijemnou chut’ ovoce, dokud nejsou semena zcela
vyvinuta ¢ili slouZi jako ochrana. Obsahy kyselin jsou zna¢né ovliviiovany teplotou, které
je pfi rastu ovoce vystaveno. Napiiklad u kiwi se plisobenim tepla obsah organickych kyselin
V plodu méni v zavislosti od ristové faze, diky ¢emu obsah kyseliny jablecné klesd ve faze
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akumulace Skrobu a naopak stoupa ve faze buitkového déleni (Richardson et al. 2004). Zna¢ny
vliv maji také mineralni vyziva rostlin, zejména dusik a draslik a nelze opomenout ani vliv
svétla, prisun vody a péstitelské postupy. Dalsi podstatnou kyselinou je kyselina chinova, ktera
se vyskytuje naptiklad v kiwi, hruskach ¢i jablcich (Famiani et al. 2015).

Kyselina citronova (Obrazek 2) je obsazena ve velké mife v citrusech, ale i v mnoha dalSich
druzich ovoce jako je naptiklad rybiz. Tato kyselina je nedilnou soucasti Krebsova (citratového)
cyklu, pii kterém dochazi k odbouravani bilkovin, tukl a sacharida, kdy kone¢nymi produkty
jsou voda a oxid uhli¢ity. Jde o proces vyroby energie (L. Wang et al. 2017). Je siln¢
hygroskopicka (Balastik 2001) a dobie rozpustna v riznych rozpoustédlech. Ma jemné kyselou
chut. Funguje jako pfirodni konzervacni latka a hojné¢ se vyuziva jako dochucovadlo
v nealkoholickych népojich a konzervarenskych vyrobcich. Soli této latky slouzi pfi riznych
dietnich omezenich jako zdroj minerala (website5 2012).

@) OH
O

HO OH
OH

Obrazek 2: Molekularni vzorec kyseliny citronové

prevzato z: (website6 2022)

Kyselina jable¢na (Obrazek 3) je velmi stabilni kyselina, ktera se kromé ovoce nachazi

také v zeleniné a v nékterém mase ¢i syrech. Mize hrat roli v metabolismu sacharidd
a ovliviiuje kyselost, kterou zvySuje (Gomis 2000). Slouzit mize také jako konzervacéni latka
V potravinafstvi. Za pokojové teploty jde o bilou krystalickou latku stejné jako v piipadé
kyseliny citronové, stavelové a jantarové. Existuje ve dvou opticky aktivnich formach, kdy
Vv ptirodé se vyskytuje pouze v levotocivé formé, ktera je meziproduktem citratového cyklu.

Y L

a antibakterialn€. Hojné vyuZiti je v rdmci kosmetického priimyslu pro hydratacni a rozjasiiujici
vlastnosti v ramci pleti (Davidek 1983; website7 2022).
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Obrazek 3: Molekularni vzorec kyseliny jablecné

Pievzato z: (website7 2022)
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Kyselina chinova ¢i také quinova (Obrazek 4) se v ramci rostlin akumuluje v plodech
(nejvice v duzing), listech i hlizach a jeji mnozstvi se 1isi u kazdého druhu ovoce. Syntéza

kyseliny chinové probiha v rdmci Sikimatové drahy a k ulozeni dochazi vétSinou ve vakuole,
diky ¢emu muze vystupovat ijako zasobni latka, v prubéhu zrani se jeji obsah v ovoci
ale snizuje. (Marsh et al. 2009). Sikimatova draha je metabolicka cesta, ktera vyuziva kyselinu
chinovou jako prekurzor pifi syntéze vitamint a aromatickych aminokyselin (Leistner 1999).
Patrna mnozstvi této kyseliny byla potvrzena u jablek, Svestek, broskvi ¢i borivek a jinych
druhu ovoce (Hulme a Wooltorton 1957). Tato kyselina dale podnécuje tvorbu tryptofanu
a nikotinamidu, které slouzi jako antioxidanty. V gastrointestinalnim traktu se na tyto latky
dokaze pretvorit a zvysuje schopnost oprav chyb DNA ¢i dokaze slouzit jako zdroj esencialnich
latek ¢lovéka (Pero et al. 2009).

Obrazek 4: Molekulovy vzorec kyseliny chinové

prevzato z: (website10)

Kyselina vinna (Obrazek 5) se vyskytuje v plodech, listech ¢i pletivech a akumuluje se jen
u nékterého ovoce. Syntéza probihd ptfedev§im z kyseliny askorbové. Funkce této kyseliny

nejsou dostateCné prozkoumany, ale pii vysokém obsahu by méla odrazovat od pozirani
bylozravci nebo nékterymi patogeny. Hojné zastoupena je v plodech hrozni. Zcela chybi
naptiklad v jablcich, bortivkach ¢i ¢erném rybizu, pticemz ale zalezi na kultivaru daného ovoce
ataké dle faze vyvoje a pletivech (Kliewer et al. 1967). Vliv mohou mit samoziejmeé i podminky
péstovani, skladovani a zpracovani. Vyuziva se k tpravé kyselosti ovocnych népoji. Mize
ve vysokém mnozstvi fungovat jako svalovy toxin, protoze dokéaze inhibovat tvorbu kyseliny
jable¢né. Jako sl této kyseliny, tedy jako tartrat, ma roli v omezovani vytvareni ledvinovych
kament (Debolt et al. 2007; Ford 2012; website12).
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Kyselina stavelova (Obrazek 6) plni v ovoci riiznorodé funkce. Muze slouzit k regulaci pH
v ramci asimilace dusi¢nant, k ukladani vapniku ¢i pfi ochrané pied poziranim. Napiiklad
ve slupce kiwi je o dost vice krystalii kyseliny $tavelové nez v duzing, coz ma plnit pravé
ochrannou funkci k odpuzeni zvitat (Maysoon Rassam a Laing 2005). Syntetizovana
je v pletivech z glukozy ¢i fruktozy, nebo i z kyseliny isocitronové. Tato kyselina se vyskytuje
bud’ ve formé¢ krystalii §tavelanu vdpenatého nebo jako rozpustna forma a ob¢ tyto formy
najdeme ve vakuole. Ve vétSim mnozstvi byla kyselina nalezena v angrestu (Famiani et al.
2015). Oxalat se mize v lidském organismu hromadit a mit $kodlivy G¢inek na ledviny, kterymi
ma byt vylu¢ovan (Ermer et al. 2016).

O OH

HO O

Obrazek 6. Molekulovy vzorec kyseliny stavelové

pievzato z: (websitel3)

Kyselina benzoova (Obrazek 7) je nejjednodussi aromaticka kyselina, ma pouze jednu
karboxylovou skupinu. V ovoci a zelening je jen v nizkych koncentracich. Nachazi se naptiklad
ve Svestkach ¢i brusinkach. Kyselina benzoova hraje svou roli také v rostlinach. Strukturalné
a stavebn¢ je podstatna napiiklad pro rostlinné hormony, kofaktory ¢i atraktanty pro opylovace.
Existuji potom i ptirodni produkty vyrabéné z této kyseliny s vhodnymi nutri¢nimi hodnotami
pro ¢lovéka (Widhalm a Dudareva 2015). Diky tomu se pouziva jako konzervacni ¢inidlo
na zastaveni Sifeni plisni a bakterii v potravinach, ¢imz prodluzuje jejich trvanlivost (Kyzlink
1988; Velisek 1999; Vrbova 2001).
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Obrazek 7: Molekulovy vzorec kyseliny benzoové

ptevzato z: (websitel4)

5.2 Organické kyseliny a lidsky organismus

Organické kyseliny jsou latkami, které se podileji na biochemickych procesech a diky
nim lidské télo funguje lépe. Povzbuzuji chut’, ¢innost zazivaciho traktu, stimuluji sekreci
zaludecnich §tav, zpomaluji rist hnilobnych bakterii. Dokazou z téla odstranovat toxiny
audrzuji acidobazickou rovnovahu organismu. Konzumace naptiiklad kyseliny citronové
zvySuje pH intersticialni tekutiny u diabetu, ¢imz se snizuje inzulinova rezistence (Marunaka
2018). Nekteré z téchto kyselin (napi. kyseliny jableéna a citronova) maji vliv na zvyseni
absorpce Zeleza v téle (Bortz a Kirschner 2016). Pozitivni G¢inky maji tyto kyseliny také
na nehty, vlasy a pokozku, kterou udrzuji mladou a hebkou (Robles et al. 2019).

Kyselina jable¢na se miize vyskytovat v mnohych produktech péce o plet pro svou funkci
vyhlazovani vrasek ¢i ¢isténi port. Vhodna je v kombinaci s vitaminem C pro zlepSeni projevu
u lidi s melasmou, ktera se projevu tmavymi pigmentovymi skvrnami (Taylor et al. 2013).
Pozitivni vliv vyplyva i ze studie (Rodgers et al. 2014), kdy kyselina jable¢na udajné zvysuje
pH moci a tim se snizuje riziko vzniku ledvinovych kament. Dale mize byt tato kyselina
uziteéna ve spojeni s hot¢ikem pti zmirnéni bolesti u fybromyalgie (Russell et al. 1995). Lidem
trpicim velkymi suchostmi Ust miize pomoci sprej s 1% kyselinou jablecnou (Gémez-Moreno
etal. 2013).

Nadbytek organickych kyselin mize mit rovnéz negativni dopad na lidsky organismus.
Konzumace stravy bohaté na kyselinu $tavelovou miize vést k tvorbé ledvinovych kament
nebo jinym onemocnénim ledvin (Ermer et al. 2016).
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6 Analytické metody pro praktickou ¢ast

Pro tuto diplomovou praci byly pouZzity metody iontové chromatografie, opticka emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem a uzavieny rozklad na mokré cesté.

6.1 lontova chromatografie

Chromatografie zahrnuje mnoho fyzikalnich metod analyzy ¢i separace komplexnich
smési. Slozky smési se rozdéluji mezi dvé faze, a to mobilni a stacionarni. Latky rozpusténé
vV mobilni fazi, kterou predstavuje kapalina nebo plyn, prochazi stacionarni fazi, coz je vétsinou
pevna latka. Rychlost priichodu slozek smési stacionarni fazi je pro kazdou odlisna a Castokrat
natolik specificka, ze slouzi jako kvalitativni parametr umoznujici identifikaci analytu (Haddad
a Jackson 1990).

lontova anebo iontové-vyménna chromatografie umoziuje separaci latek nesoucich
naboj. Princip je zalozen na afinit¢ ionti k iontoméniéi, zavisejici na velikosti naboje
a poloméru vlastniho iontu. lontoméni¢em (stacionarni faze) jsou bud’ anexy, nebo katexy.
Funkéni skupiny anexti jsou zasadité, a tudiz zprostiedkovavaji vyménu aniontli, zatimco
u katexi jsou funk¢ni skupiny kyselé a vymeéiuji se kationty. Mobilni fazi byvaji pufry. Opacné
nabity protiiont vazany iontovou vazbou na kazdou funkéni skupinu staciondrni faze
je vyménovan iontem z mobilni faze, kde iontova sila prostfedi a hodnota pH maji vliv na silu
vazby. Ionexova chromatografie se uplatiiuje pti separaci ruznych slabych kyselin a zasad,
1é¢iv, aminokyselin, nukleovych kyselin ¢i lanthanoidt a aktinoidi (Haddad a Jackson 1990).

Pro stanoveni organickych kyselin byla vyuzita iontova chromatografie Dionex ICS 1600
(Thermo scientific) v gradientu hydroxidu draselného, ktery slouzil jako mobilni faze.
Koncentra¢ni rozsah 1,0-32,35 mmol/l KOH s délkou gradientu 57 minut, ktery nasledné
umoznil vznik dobfe definovanych zon s charakteristickym retencnim ¢asem, specifickym
pro kazdou organickou kyselinu.

Za UCelem stanoveni reten¢nich casti a urceni koncentrace organickych kyselin byly
vyuzity modelové roztoky organickych kyselin se zndmym sloZenim a koncentraci. Vyuzity
byly roztoky Inorganic ventures organickych kyselin s poc¢ate¢ni koncentraci 1000 mg/I, které
byly nafedény na koncentraci 0,1; 1,0; 5; 10 a 40 mg/l. Tyto koncentrace slouzily na vytvoieni
kalibra¢ni ktivky umoziujici analytickému softwaru (Chromeleon) dopocitat realnou
koncentraci organické kyseliny v analyzovanych vzorcich.

Pii kalibraci byly vyuzity standardy celkem pro 32 analytl, 31 organickych kyselin
a KH2POg4 pro stanoveni a kvantifikaci fosfore¢nanového aniontu. Z organickych kyselin byly
zvoleny kyselina chinova, glukonova, mlécna, Sikimova, glykolova, octova, propionova,
mravenci, isomaselnd, maselna, pyrohroznova, galakturénova, isovalerova, glukuronova,
valerova, glutarové, adipova, jantarova, jable¢na, vinna, malonovéa, maleova, alfaketoglutarova,
Stavelova, fumarova, citronova, akonitova.

Metoda iontové chromatografie byla zvolena podle vzoru Cunha et al. (2002) nebo
Scherer et al. (2012), ktefi potvrdili vhodnost pouZiti této metody pro simultanni stanoveni
organickych kyselin v ovocnych dzusech diky jeji selektivité, reprodukovatelnosti, citlivosti
i rychlosti.
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Na stanoveni stability komplexti vybranych organickych kyselin s hlinikem byla vyuzita
iontova chromatografie Dionex ICS 6000 DC (Thermo scientific) s derivatizaci viz obrazek 8.

Obrazek 8: Systémy iontové chromatografie Dionec ICS 1600 (vpravo) a Dionex ICS 6000 DC (vlevo)

6.2 ICP-OES

Optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma optical emission spektrometry, ICP-OES) je technika vhodna, jak pro urceni stopovych,
tak i vyznamnych koncentraci prvki v analyzovanych vzorcich, které jsou ve vét$iné ve vodni
matrici. Je to velmi spolehliva a dostupna metoda s vysokou citlivosti, ktera se stala jednou
Z nejbéznéji vyuzivanych analytickych metod.

Roztok, ktery ma byt analyzovan prochazi peristaltickym cerpadlem pies nebulizér
az do rozpraSovaci komory. Vznikd tzv. aerosol, ktery je veden proudem argonu
do plazmového hofaku. Plazma je generovana chlazenou indukéni civkou, pies kterou prochazi
vysokofrekvencni stfidavy proud. Diky tomu se indukuje magnetické pole urychlujici
elektrony. SraZkou argonu a elektronu dochazi k ionizaci a vznika tak stabilni plazma o teploté
6 000 az 10 000 K. V hotaku probihd desolvatace, atomizace a ionizace vzorku. Pfi vstupu
zkoumanych prvkid do plazmatu se vybudi emisni Cary. Pro analyzu téchto ¢ar je nutné
je pfevést na monochromator a rozdé€lit dle vinovych délek. Zna¢nym urychlenim metody
je pouziti polychromatoru. Na konec dochazi k vyhodnoceni detektorem, ktery méfi intenzitu
dopadajiciho zateni o dané vinové délce. Detektor je pokryty fotocitlivou polovodicovou
vrstvou prevadejici svetlo na slaby elektricky proud. Intenzita signdlu pak odpovida mnozstvi
prvku v roztoku (Thompson 2012).
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V pribéhu diplomové prace byl vyuzit piistroj ICAP 7000 (Thermo) zobrazeny
na obrazku ¢islo 9 a k vyhodnoceni vysledkt analyticky software, ktery byl soucasti ptistroje.

/i

Obrazek 9: ICS-OES iCAP 7000

6.3 Uzavrieny rozklad na mokré cesté

Jedna se o metodu mokrého rozkladu v uzavieném systému, jehoz vyhodou je zamezeni
kontaminace z vnéjsiho prostiedi, ztraty tékavych latek za nizsi spotieby chemikalii, kterych
sloZzeni a koncentrace je uzplsobena rozklddané matrici. Provadi se za zvySené teploty
(Obrazek 10) a atmosférického tlaku, diky ¢emu je proces rychlejsi a efektivnéjsi. Prib¢h
rozkladu je ve dvou krocich, pficemz se nejdiive kyselou hydrolyzou matrice rozlozi, a poté
dojde k oxidaci meziprodukt. Rychlost reakci odvisi od teploty a uziti oxidacnich ¢inidel.
Pouziti ¢inidel jako H202 nebo HCIO4 zejména pii rozkladu organickych matric mize vést
k explozivni reakci disledkem silné oxidace vzorku (Kalra 1997).

i oy e

Obrazek 10: Zahrivajici se vzorky pii uzaviceném rozkladu
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7 Prakticka ¢ast

Ke stanovovani obsaht hliniku a organickych kyseliny bylo vybrdno dvacet riznych
druhti ovocnych §t’av. Ovocna §t'dva je ze 100 % ovocné slozky a mize do ni byt pfidana pouze
kyselina askorbova a citronova. Vyrobek z koncentratu je ovocna slozka obohacena o mnozstvi
piidané vody a je nazyvana dzusem (Podesvova 2017; Vrbova 2001). Béhem diplomové prace
byly pouzity vzorky $tav z jablek, pomeran¢t, mandarinek, hrusek, ananasu, raj¢at, grepu,
brusinek, malin, bortvek, z ¢erného bezu, granatového jablka, rybizu, bilych a ¢ervenych
hroznti nebo z rakytniku, aronie, citronu, limetek. Do prace byla zafazena také stoprocentni
kokosova voda, jelikoz kokos je rovnéz klasifikovan jako ovoce. Co se tyka syrového ovoce,
tak byly vybrany nasledujici druhy: pomeran¢, hruska, kiwi, jahoda, vodni meloun, banan,
broskev. Do diplomové prace byly rovnéz zahrnuty vzorky jablek, $vestek a ¢erného bezu
rostoucich v blizkosti cest.

V pribéhu prace bylo stanoveno pH pomoci pH metru, prvkové slozeni ovoce a $tav
po mikrovinném rozkladu pomoci metody ICP-OES, obsah organickych kyselin ve stavach
a ovoci pomoci iontové chromatografie a v posledni fadé¢ stabilita vybranych komplext hliniku
s organickou kyselinou pifi vybraném pH pomoci iontové chromatografie s postkolonovou
derivatizaci.

7.1 Méreni pH

U jednotlivych vzorkt se instrumentalné méfila hodnota pH pomoci pH metru inoLab
pH 7110 (WTW) a sklenéné pH elektrody Sentix 41 (WTW) kalibrované pomoci standardnich
roztokt v rozsahu pH 4,01; 7,0 a 10,01. Mezi métenimi pH jednotlivych vzorkd byla elektroda
vzdy oplachovéna destilovanou vodou ze stfi¢ky, aby nemohlo dojit ke kontaminaci vzorkd.

7.2 Uprava vzorki pro iontovou chromatografii

Nasledna analyza pomoci IC-6000 stanovila obsah méfitelného AI®* ve vzorku. Analyza
volného AI®* ve smési byla zprostiedkovana na chromatografické koloné Dionex CS5A
(lonPac™) za pomoci interakce s dihydroxybenzen-3,5-disulfonovou kyselinou (TIRON)
Vv roztoku se uzil roztok octanu amonného a demineralizované vody (6:10* mol/l TIRON
v 1 mol/l octanu amonném) a jako mobilni faze byla pouzita 0,75 mol/l HCI. Pted pouzitim
doslo k prefiltrovani roztoku TIRONU pomoci podtlakové filtrace pfes CRONUS FILTER
NYLON s velkosti porti 0,2 pm a nasledn¢ nastalo zbaveni pevnych ¢astic a necistot. Pro ucely
kalibrace byl vzat standard hliniku (ROTI®STAR, CarlRoth) v matrici 2 % HNOs3 s pocatecni
koncentraci 1000 mg/1, ktery by nafedén na koncentrace 1, 5, 10 a do 40 mg/I.

Mé¢feni probihalo v UV oblasti s vinovou délkou 310 nm, protoze umoznuje detekci
reakénich komplext hliniku, které reaguji za vzniku hlinik-TIRON-ového komplexu
se specifickym zachytem UV zafeni ve zminéné oblasti. Ziskané chromatogramy byly nasledné
po zmé&feni vyhodnoceny pomoci programu Chromeleon 7.2.
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7.2.1 Zpracovani vzorki ovocnych $tav

V tomto ptipad¢ bylo nejprve do 50ml kadinek napipetovano 9,9 ml deionizované vody
a nasledn¢ 1,1 ml koncentrovanych vzorka s§tavy. Roztoky byly promichany za tucelem
homogenizace. Timto bylo dosazeno 10ndsobného ziedéni. Pro jednotlivé vzorky byly
nachystany dvé nadepsané zkumavky. Z t¢hoz roztoku se poté pipetoval 1 ml do prazdné
zkumavky a opét se pridala deionizovana voda. Pfidavkem 9 ml vody do 1 ml jiz 10krat
ziedéného roztoku bylo dosazeno 100nasobného ziedéni vzorku. Pro ucely analyzy iontovou
chromatografii muselo dojit k odstranéni mechanickych ¢astic, kdy byly nafedéné vzorky
prefiltrovany pomoci stiikacky pies stiikackovy membranovy filtr s velikosti pora 0,45 pm
(nylon, VWR). Takto upravené roztoky byly nasledné analyzovany.

Prvotni natfedéni se ukazalo nedostatecné diisledkem vysoké koncentrace organickych
kyselin, diky ¢emuz nebylo mozné stanovené organické kyseliny ve vzorcich kvantifikovat
a vzorky musely byt osobité nafedény 200, 300, 400 a v ptipad¢ limetkové ¢i citronové $tavy
az 500krat.

7.2.2 Zpracovani vzorki ovoce

Byly vybrany rizné druhy ovoce, které se shodovaly s ovocnymi dzusy. Jednalo
se 0 jablko, hruSku, pomeran¢ a Cerny bez. Jako nové druhy byly zatfazeny jahody, Svestky,
banéan, vodni meloun, broskev a kiwi. VétSina vzorkl byla nakoupena v potravinach. Avsak
U pole kousek za Prahou, Svestky od nezpevnéné cesty u stavby také za Prahou a ¢erny bez byl
od silnice v Praze.

Pro stanoveni obsaht organickych kyselin ve vybraném ovoci se nejprve navazily
2 gramy cerstvého ovoce, ke kterym bylo pipetovanim pfiddno 20 ml deionizované vody
(Obrazek 11). Vzorky byly posléze homogenizovany do vzniku suspenze pomoci
homogenizatoru Ultra-Turrax T 25 digital pii 9600 otackach za minutu. Nasledné byly vzorky
centrifugovany po dobu 10 minut p#i 4000 otackach za minutu. Podobné¢ jako v pfipadé vzorka
stav byly i tyto vzorky filtrovany pomoci stiikaCkovych filtra. Piefiltrované vzorky byly dale
ziedény. Kdy bylo pipetovano 0,5 ml filtrované suspenze a piidano do 9,5 ml deionizované
vody ¢imz bylo dosazeno 20nasobného fedéni. Timto zptisobem byly zfedény vSechny vzorky.
Takto pfipravené roztoky byly nasledné analyzovany pomoci iontové chromatografie, stejné
jako vzorky s§t'av.
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Obrazek 11: Vzorky ovoce v deionizované vodeé

7.3 Uprava vzorku pro analyzu pomoci ICP-OES

7.3.1 Zpracovani vzorki ovocnych $t’av

Stanoveni obsahu hliniku a jinych prvka v ovocnych stavach bylo realizovano pomoci
ptistroje iICAP 7000 SERIES od firmy Thermo scientific. ICP-OES probihala dle standardniho
postupu za vyuziti multiprvkového standardu obsahujiciho az 23 prvka (Rondevaldova et al.
2023).

Piiprava vzorkli pro ICP-OES probihala soucasné s piipravou vzorkd pro iontovou
chromatografii. Do prvotné 10krat ziedénych vzorkd a v deionizované vodé, které byly
11x ztedény, bylo odebrano 5ml a pomoci pipety piidano jesté 0,5 ml koncentrované
ANALPURE HNO3 urc¢ené pro analytické ucely. Vzniklé vzorky byly tedy ve vysledku ziedény
10,5x (Obrazek 12). Cely tento objem byl opét pomoci stfikacky a stfikackovych filtrii
prefiltrovan. Timto postupem byly zjistovany obsahy prvki v kapalné sloZce $tavy.

Rozklad na mokré cesté byl proveden podle postupu od Altundag and Tuzen (2011).
Nejprve bylo v deionizované vodé nékolikrat oplachnuto 42 teflonovych lahvicek od HNOs
(10%), ve kterém bylo vSe pfes noc naloZeno pro ziskani patficné Cistoty. Poté byly lahvicky
dany na 45 minut k vysuSeni. Od kazdého vzorku dZusu byl navazen 1 g ve dvou opakovanich
a nasledné pipetovanim pfidano 6 ml HNOs (65%, ANALPURE) a 2 ml H20. (30%). Byly
piipraveny také slepé vzorky obsahujici jen 6 ml HNOz a 2 ml H20». Takto pfipravené vzorky
se nechaly po dobu ¢tyf hodin zahtivat na 130 °C, a poté byly ponechany ptes noc pii laboratorni
teploté. VSechny vzorky byly nasledujici den fedény deionizovanou vodou do 50ml odmérnych
bangk a piefiltrovany pies filtra¢ni papir. Z filtrovanych vzorkd bylo odebrano 10 ml roztoku
a pomoci stiikacky protlaceno pies stiikackovy membranovy filtr o velikosti poru 0,45 pm
(nylon, VWR) do zkumavek a nasledné zmétfen obsah prvka v suspendovanych pevnych
Casticich, tak v roztoku stav. Diky tomu byl zméfen totalni obsah prvka ve stavach.
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Obrazek 12: Zredéné vzorky ovocnych stav

7.3.2 Zpracovani vzorki ovoce

Pracovni postup v piipadé rozkladu vzorki ovoce byl obdobny jako v ptipadé pripravy
vzorki ovocnych §tav pro ICP-OES jen s vyjimkou kroku, pii kterém bylo Cerstvé ovoce
nejdiive suseno pomoci lyofilizace.

Vybrané vzorky Cerstvého ovoce byly nakrajeny a pteneseny do plastovych vialek
0 objemu 50 ml, zavickované a po zvazeni pies noc vymrazeny pfi teploté -21°C. Zmrazené
vzorky ovoce se umistily druhy den odvickované do lyofilizacnich banék, kde ve vakuu
(0,086 Torr) po dobu ¢ty dnti probihal proces suseni.

Tato metoda vyuziva k suseni jev sublimace vodniho ledu za nizkého tlaku pii laboratorni
teploté, za opétovného zmrazeni vodnich par na vymrazovaci spirale vné ptistroje. Tato metoda
ma oproti tradi¢nimu suseni tu vyhodu, ze limituje degradaci suseného materialu.

Po natlakovani lyofiliza¢nich banék byly vialky opét zavickovany, aby nenasély
vzdusnou vlhkost a zvazeny za Ucelem stanoveni zmény hmotnosti pro potieby propoctu.
K suseni byl vyuzit lyofilizator Alpha 1-2 LD plus (Martin Christ).

Vysusené ovoce se na achatové tfeci misce nadrtilo achatovym tlou¢kem na jemny
prasek, z kterého se nasledné navazoval do teflonové rozkladné nadoby 1 g. Aby se vzorky
vzajemné nekontaminovaly, miska i tlou¢ek byly omyty pted drcenim kazdého nového vzorku.
Z divodu rychlého odpafovani byl pro omyvani zvolen ethanol.

Vzorky byly nasledné rozkladané za stejného postupu jako v piipadé ovocnych stav.

7.4 Interakce vybranych anionti s hlinikem v zavislosti od pH

Za celem tohoto stanoveni bylo vybrano celkem pét aniontu, které byly rozdéleny
do 3 kategorii. Organické kyseliny, které literatura v souvislosti s ovocem zminuje relativné
Casto (1): kyselina vinna, citronova a jableéna, méné zminovanou (2): kyselinu §tavelovou
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a (3): afosfor v podob¢ fosforecnanového aniontu. Pro vSechny anionty byly pfichystany
modelové roztoky s koncentraci 50 mmol/l na ptipravu kterych byly pouzity Cisté kyseliny (kys.
citronova, jable¢na, Stavelova) nebo soli (Na-K-vinan - 4H>,O a KH2PQO4). Tyto roztoky
se nasledn¢ obohacovaly o roztok hliniku, ktery se pfipravil z hexahydratu chloridu hlinitého
(AICI3 - 6H20) rovnéz s koncentraci 50 mmol/I.

Do kadinky bylo pipetovano 5 ml roztoku aniontu a 5 ml hlinikového roztoku, ktery byl
10x ziedén pridavkem 40 ml deionizované¢ vody, diky ¢emu byla dosazena vysledna
koncentrace 5mmol/l pro AI** i aniont soudasné. Vysledny objem ¢&inil 50 ml. Timto zptsobem
byly pfipraveny vSechny smeési. Nasledné bylo z téchto roztokli pireneseno do prazdnych
kadinek 20 ml a upraveno pH. Pro kazdou smés byla vzdy varianta A s pH 3,38 (primérna
hodnota ve §tavach) a varianta B s pH 1,5 (nejnizs$i pH v Zaludku). Pro upravu pH jiz byly
vyuzity roztoky hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové o rizné molarité. Pozadované
zmény pH bylo docileno piidavkem kyseliny, nebo baze fadové na urovni nizsi nez 80 ul diky
¢emuz miizeme pripadné zmény V koncentraci aniontli nebo hliniku zanedbat.

Jakmile se doséhlo pozadované hodnoty pH, vzorek byl pfelit do zkumavky a umistén
do rotatoru (Multi Bio RS-24, BioSan), kde byl promichavan do druhého dne. Ze zkumavek
se nasledujici den napipetovalo do kadinky 0,5 ml vzorku a smichalo se s 4,5 ml deionizované
vody, ¢imz se dosahlo 100nasobného ziedéni vuci puvodnimu zasobnimu roztoku
a koncentrace analytl cinila 0,5 mmol/l. Po promiseni se vysledné roztoky prelily
do chromatografickych vialek a pomoci iontové chromatografie ICS 6000 DC s postkolonovou
derivatizaci s UV detekci byl stanoven obsah dostupného AI** v roztoku. Cilem bylo hodnoceni
stability komplexu hliniku s vybranymi anionty v zavislosti na pH, ktery se simuloval pfechod
zaludkem.

Jako kontrola slouzil zasobni roztok hliniku, ktery byl 100nasobé ziedén a pro ucely
kalibrace standard hliniku (Roti®Star, Carl Roth Gmbh) s pocateénim obsahem hliniku
1000 mg/I. Ten byl natedén na pozadované koncentrace 1, 5, 10 a 40 mg/I.
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8 Vysledky

8.1 Hodnoty pH

Hodnoty z méfeni pH ovocnych $tav vysly vSechny pod hodnotu neutrality a vSechny
byly tedy spise kyselého charakteru. Nejvys$si zaznamenana hodnota byla pozorovana na arovni
5,25 u kokosové vody, kde jsme se stale pohybovali okolo relativné kyselého pH.
Za nejkyselejsi vzorky lze prohlasit citronovou, limetkovou a brusinkovou $tavu s hodnotami
pH piiblizné na urovni 2,4. Nejcastéji se pH vzorki pohybovalo okolo 3, konkrétné az u deviti
vzorkd. Vypocltené primémé pH vSech vzorki vysSlo rovno hodnoté 3,38. Zajimavé
je, ze v ramci citrust byly hodnoty pH rozmanité a pohybovaly se relativné daleko od sebe (viz
Tabulka 2). U pomerancové §t'avy se blizilo spise k pH 4, u mandarinkové stavy hodnoté 3,5;
u grepové se rovnala témét hodnoté 3 a nasledné $tavy citronova a limetova mély pH mirné
pod hodnotu 2,5. Vysledné hodnoty pH u hroznovych §t'av bez ohledu na barvu si byly velmi
blizké a lisily se jen na urovni 0,03 jednotky. U bortivkové st'avy byla predpokladana spise

Sv v

Tabulka 2: Namerené hodnoty pH Ve Stavach

zkratka Stava zkratka
Kokosova voda KOK 5,25 | Hrozen bily HROb 3,33
Rajce RAJ 4,38 | Granatové jablko GRN 3,15
Hrugka HRUS 4,06 | Grep GRP 3,13
Cerny bez CBEZ 4,02 | Malina MAL 2,98
Pomeranc¢ POME 3,81 | Bortivka BOR 2,90
Ananas ANA 3,73 | Cerny rybiz RYB 2,82
Jablko JABL 3,59 | Rakytnik RAK 2,81
Aronie ARO 3,51 | Brusinka BRU 2,45
Mandarinka MAN 3,51 | Limetka LIM 2,42
Hrozen ¢erveny HRO¢ 3,36 | Citron CITR 2,41

8.2 Obsah hliniku v ovocnych §t’avach

Pomoci ICP-OES byly stanoveny obsahy hliniku a dalSich prvki ve vSech dvaceti vzorcich
ovocnych §tav. Méteno bylo celkem 23 dalsich prvki, kde prvkové slozeni jednotlivych §tav
je knalezeni v tabulce 16 v piiloze. Obsahy hliniku naméfenych v jednotlivych ovocnych
stavach udava graf 13a a 13b. Nejvyssi naméfeny obsah hliniku v kapalné slozce stav byl
pozorovan u rakytniku, konkrétn¢ 219 ug/100 ml. Druha v potadi byla stava z granatového

cvwr
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obsah hliniku velmi podobny, a to mezi 71-76 ug/100 ml. PfestoZe u §t'av z bilych a ¢ervenych
hrozntl bylo prakticky totozné pH, obsahy hliniku se u nich zna¢né lisily. U bilych hroznl bylo
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naméteno 145 pg/100 ml, kdezto u ervenych pouze 53,6 ng/100 ml. Primérny obsah hliniku
ve vSech vzorcich se pohyboval na Grovni 67,8 ug/100 ml. Veskeré vzorky by se daly rozélenit
do obsahovych kategorii: nejvyssi okolo 100-219 pg/100 ml: kam by se fadily §t'avy z rybizu,
rajcat, bilych hroznti, granatovych jablek a rakytniku; blizké priméru 53-84 by pattily Cervené
hrozny, jablko, malina, hruska, ¢erny bez, citron, limeta a bortivka a mezi vzorky s velmi
nizkymi obsahy1,93-33 pg/100 ml by patfily: aronie, pomerané¢, mandarinka, grep a brusinka.
Specifickou skupinu by tvofily vzorky kokosové vody a ananasového dzusu, u kterych nebylo
mozné stanovit obsah hliniku ani v koncentrovanéjsich vzorcich - neptesahoval limit detekce
3,86 ng/100 ml (odkaz na limity detekce pro stanovené prvky lze nalézt v tabulce 17 v piiloze),
¢ili zaznamenané koncentrace byly piili§ nizké, aby je bylo mozné stanovit bez dalsich uprav
vzorkt. Kvuli tomu, ze nebylo mozné dokazat signal pro hlinik, je podle bézné praxe obsah
hliniku u téchto dvou vzorkd udan jako polovina limitu detekce pfistroje (1,93 ug/100 ml).
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Ovocné stavy
Graf 13a: Obsah Al ve filtrovanych ovocnych stavach (ug/100 ml filtrovaného roztoku)
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Graf 14b: Obsah Al ve filtrovanych ovocnych stavach (ug/100 ml filtrovaného roztoku)

8.3 Obsah hliniku v ovoci

I kdyz vybrané vzorky lyofilizovaného ovoce (v nasem ptipadé 10 druht) po rozkladu
na mokré cesté byly pfipraveny ke stanoveni obsahu hliniku a dal$ich prvkt s vyuzitim metody
ICP-OES, nebylo méfeni vzhledem Kk nepfedvidané mechanické zavadé na ptistroji mozné
uskutecnit.

8.4 Organické kyseliny

Pro vétsi piehlednost je tato podkapitola rozdélena na zjisténé organické kyseliny v ovoci,
dale vovocnych s§tavach. A posledni ¢ast je vénovana samostatnému fosforu,
ktery se objevoval jak v ovoci, tak v ovocnych §tavach a jeho obsah byl rovnéz sledovan,
nebot’ podobné jako organické kyseliny ptedstavuje vyznamny ligand schopny vézat hlinik.

8.4.1 Organické kyseliny v ovocnych $tavach

V Tabulce 3 jsou vidét obsahy jednotlivych organickych kyselin ve vSech dvaceti druzich
ovocnych §tav. Ve vzorkach bylo celkové stanoveno 8 organickych kyselin v koncentraénim
rozsahu pohybujicim se od 1,3 do 4259 mg/100 ml. V nékterych piipadech byly kyseliny
omezeny jen maly poc¢et vzorki, napi. kyselina mlécna pro kokosovou vodu anebo kyselina
vinna pro vzorky §tav z hroznu ¢erveného a bilého nebo pomerance. Jen kyselina jable¢na
a citronova byly stanoveny ve vsech vzorcich.

Kyselina jable¢na byla v pripad¢ rakytnikové §tavy dokonce nad moznym méfitelnym
mnozstvim, prestoze byl tento vzorek fedén 400krat, proto je hodnota zvyraznéna Cervené.
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Pouhych pét vzorkd neptesdahlo ani 100 mg/100 ml, jednalo se o rajcatovou, grepovou,
malinovou, granatovou a mandarinkovou §tavu. Jinak bylo nejvétsi mnozstvi kyseliny jable¢né
ve §tave z aronie (854 mg/100 ml) a nejnizsi u rajcatové stavy (28,8 mg/100 ml). Primérna
hodnota vysla na 337 mg/100 ml, pficemz sedm $t'av mé¢lo hodnotu okolo 200 mg/100 ml.

Kyselina citronova, jejiz primér ve vzorcich ¢inil 1213 mg/100 ml, méla nejvétsi
zastoupeni U Cerného rybizu (3564 mg/100 ml), naopak nejmensi u kokosové vody
(4,20 mg/100 ml). U sedmi ze zkoumanych §t'av nebyla pfekro¢ena ani hodnota 50 mg/100 ml.
Konkrétné to byly kokosova voda, hruskova §tava, jable¢na $tava, $tava z aronie, ¢ervenych
hroznti, bilych hroznl a rakytniku. Znovu se v tabulce objevuji ¢ervené zvyraznéna Cisla,
ato pti limetové a citronové stave, které byly sice fedény dokonce 500x, ale stejné doslo
k pfesazeni méfitelného mnozstvi. Rozmezi u kyseliny citronové bylo 4,20 az 4259 mg/100 ml.
Mimo tyto dvé organické kyseliny bylo stanoveno jesté Sest dalsich.

Tabulka 3: Organické kyseliny obsazené v ovocnych stavach [mg/100 ml]

KOK 197 4,20 1,41 10,1
RAJ 28,8 213 7,98 3,58
HRUS 24,2 233 17,8 20,5

255 243 1242 165 11,7 8,31

POME [NAG 147 919 17,1
11,8 130 481 16,1
JABL Ik 456 7,07 70,9
473 854 25,3 4,28
Y 926 1143 567 367
61,5 209 26,7 339 2,41

HROb 62,3 433 41,8 238 25,5 1,30

GRN 76,7 2774 5,20
GRP 32,1 1309

MAL 34,4 2312 61,0

BOR 802 201 633 8,73 1,63

RYB 16,7 204 3564 232 62,8 40,6
RAK 1902 2005 47,5

BRU 1186 448 1261 17,8

LIM 20,5 501 4259

CITR 24,8 211 3985

chin=chinovd, jbl=jablecnd, cit=citronovd, vin=vinnd, pyr=pyrohroznova, fum=fumarovd,
Stv=stavelova, mlé=mlécna

Kyselina chinova se vyskytovala v rozsahu od 11,8 mg/100 ml u §tavy ananasové
az po 1902 mg/100 ml u rakytnikové stavy. Druhé nejvyssi hodnota byla zjisténa u brusinkové
stavy 1186 mg/100 ml. Zatimco v sedmi vzorcich, konkrétn&ji ve vzorcich hruskové,
pomerancové, ananasové, jable¢né, rybizové, limetové a citronové Stavy, hodnoty nepiesahly
ani 30 mg/100 ml. Kyselina chinova pak nebyla zjisténa jen v Sesti vzorcich, konkrétné
Vv kokosové vodg¢, rajcatové stave, mandarinkové, granatové, grepové a malinové.
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Kyselina vinnd se vyskytla pouze u vzorki §t'av z bilych a cervenych hroznti a u §tavy
z pomeranci. Kde hodnoty pro hroznové §tavy dosahovaly 339 u ¢ervené a 238 mg/100 ml
u bilé. V pomerancové stavé dosahl obsah kyseliny vinné nejmensi koncentraci, pouhych
17,1 mg/100 ml.

Kyselina pyrohroznovéa byla zjisténa u osmi vzorkd. Slo o §tavu rajéatovou, bezovou,
jable¢nou, malinovou, borGvkovou, rybizovou, brusinkovou a o S§tavu z bilych hrozni.
Nejvyssi obsah byl v éerném rybizu (232 mg/100 ml) a nejmensi u rajCatové Stavy
(7,98 mg/100 ml). Vyc¢nivajicimi hodnotami byly jiz zminéna nejvyssi hodnota u ¢erného
rybizu a dale s vysledkem 165 mg/100 ml ¢erny bez. Kyselina fumarova byla az na vzorek
¢erného rybizu (62,8 mg/100 ml) zastoupena jen ve velmi nizkych mnozstvich. Rozsah byl
od 1,3 do 11,7 mg/100 ml. Stavelova kyselina byla nalezena u osmi vzorkl a pouze v malém
zastoupeni. U péti z nich nebyl obsah kyseliny vyssi nez 10 mg/100 ml. Rozptyl byl od 1,41
u kokosové vody po 40,6 mg/100 ml u §tavy z ¢erného rybizu. Posledni naméfenou kyselinou
byla kyselina mlé¢na, ktera byla potvrzena pouze v kokosové vod¢ a jeji mnozstvi dosahovalo
jen 10,1 mg/100 ml.

8.4.2 Organické kyseliny v ¢erstvém ovoci

Jak je vidét v tabulce ¢. 4, nejvice se ve vSech vzorcich vyskytovaly podobné jako
u ovocnych §tav kyselina jable¢na a citronova. V ptipadé ovoce bylo celkové oproti §tavam
pozorovanych mén¢ druhti organickych kyselin. VEetné kyseliny jable¢né a citronové byly jesté
pozorovany kyseliny quinova, fumarova, a-ketoglutaratova a stavelova. Mnozstvi organickych
kyselin se pohybovalo v koncentra¢nim rozsahu od 2,84 mg/100 g u stavelové az do 970
mg/100 g u citronové.

Tabulka 4: Organické kyseliny obsazené v ovoci [mg/100 g]

chin 1ol cit fum ket Stv

618 131,4 970

100 231 275 59,4 2,84
116 663 77,9 8,79
91,6 673 26,5 108

5,37 70,6 579

410 793 7,63 5,14

64,1 296 2,92 4,60

40,2 372 5,34 7,31
143 7,37
319 256

KIW=kiwi, BRO=broskev, JAH=jahoda, SVE=s§vestka, MEL=meloun vodni, BAN=banéan
chin=chinovd, jbl=jablecnd, cit=citronovd, fum=fumarovd, ket=ketoglutarovd, §*’v=stavelova,

Podobné jako pfi ovocnych stavach, tak i v ovoci byly ve vSech vzorcich stanoveny
kyseliny jable¢na a citronova. N¢které jiné kyseliny byly stanoveny jen ve specifickych druzich
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ovoce. Kyselina glukonova byla naptiklad stanovena jen u cerného bezu kde jeji obsah dosahl
2,33 mg/100 g Cerstvé vahy ovoce. U §tavy se ji stanovit nezdafilo.

Kyselina jable¢na dosahla nejvyssi hodnoty 793 mg/100 g ve Svestce a 372 mg/100 g
91,6 a 70,5 mg/100 g. Obsah ve vzorcich vodniho melounu, kiwi a ¢erného bezu mél tendenci
kolisat okolo praméru 130 + 13 mg/100 g a u vzorkt broskve, jablka a bananu se spise drzel
Vv priméru kolem 282 + 46 mg/100 g koncentra¢nim rozsahu mezi 100 az 300 mg/100 g.

Kyselina citronova se objevovala Ve vSech zkoumanych druzich ovoce a byla u ni
namefena nejvyssi hodnota v pripadé kiwi, konkrétné 970 mg/100 g. Znacny obsah byl také
Vv jahodé, bezu a pomeranci. Nejnizsi obsah byl u jablka, kde bylo jen 2,92 mg/100 g. Nicméné
nad 10 mg/100 g se nedostalo ani u hrusky, melounu a ani u §vestky. Primérné mnozstvi vyslo
u kyseliny citronové na 319 mg/100 g, coz ji ¢ini v praiméru nejvice zastoupenou kyselinou.

Kyselina chinova se vyskytovala v Sesti vzorcich z deseti. Nejvice bylo obsaZzeno v kiwi
618 mg/100 g a poté ve Svestce 410 mg/100 g. V broskvi, jablku a hrusce byly hodnoty spise
nizké a pohybovaly se mezi 100 a 40 mg/100 g. V nepatrném mnozstvi byla stanovena
v pomeranci (5,37 mg/100 g).

Kyselina fumarova byla stanovena jen v jahod¢ a v jablku, pficemz ob¢ tyto hodnoty byly
pomérné nizké. U jablka Slo o pouhych 4,6 mg/100 g a u jahody o 26,5. Mezi méné zastoupené
se fadila také kyselina a-ketoglutarova, ta byla stanovena v broskvi, ¢erném bezu a v jahodg,
kdy v jahodg¢ ji bylo i nejvice 108 mg/100 g, v broskvi nejméné, jen 59,4 mg/100 g.

Kyselina stavelova byla stanovena jen ve ¢tyfech vzorcich ovoce a ani u jednoho hodnota
nepifesahla 10 mg/100 g. Jednalo se o Cerny bez, hruSku, Svestku a broskev. V ¢erném bezu
ji bylo nejvice, koncentrace dosahla 8,79 mg/100 g, u hrusky dosahla 7,31 a v broskvi jeji obsah
nepiekrocil ani 3 mg/100 g.

8.4.3 Fosfor v ovocnych $tavach a ovoci

Fosfor je mimo organické kyseliny vyznamnym faktorem pti reakcich s hlinikem, proto
se stanovoval kromé& obsahu organickych kyselin také obsah PO4* aniontil. V tabulce 5 jsou
obsahy fosforu v ovocnych $tavach stanoveny pomoci iontové chromatografie ve filtrovanych
vzorcich, kdy bezkonkuren¢né nejvice ho bylo ve vzorku §tavy z ¢erného bezu 104 mg/100 g
a nejmén¢ zase V brusinkové stavé 5,61 mg/100 g. Do obsahu mezi 10 az 28 mg/100 g by
se vesla vétsina ze ziskanych vysledki, konkrétné dvanact z nich. Nad tento rozsah prevySovaly
kromé& nejvice zastoupeného Cerného bezu jen rajce, aronie, bilé hrozny a rybiz. Hodnotu
10 mg/100 g dale nepiesahly ani §t'avy z ananasu a citronu.
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Tabulka 5: Obsah fosforu (PO4*) v ovocnych stavach [mg/100 mi]

KOK 18,7 HROb 32,5
RAJ 48,3 GRN 27,5
HRUS 14,8 GRP 17,8
CBEZ 104 MAL 21,1
POME 26,6 BOR 11,0
ANA 8,76 RYB 48,2
JABL 12,9 RAK 28,0
ARO 33,0 BRU 5,61
MAN 14,1 LIM 16,6
HRO¢ 21,3 CITR 9,90

V tabulce 6 je znazornéno mnozstvi fosforu ve filtrovanych vzorcich homogenizovaného
ovoce rovnéz stanoveno pomoci iontové chromatografie, kdy nejvice ho bylo stanoveno
v broskvi 52,7 mg/100 g. Nasledné se okolo 45 mg/100 g pohybovaly vodni meloun, pomeranc,
banan a kiwi. Nejmensi mnozstvi vykazovaly hruska (14,3 mg/100 g) a hned za ni jablko
13,2 mg/100 g. Ve vzorcich hruskové stavy a hrusky vysly prakticky totozné obsahy fosforu,
stejné tak u jable¢né $t'’avy a jablka. Nelze tomu ovSem ptisuzovat pfili§ velkou vahu, vzhledem
Kk rozdilnym hodnotam u pomerance a ¢erného bezu s jejich ptislusnymi §tavami se jedna jen
0 nahodu.

Tabulka 6: Obsah fosforu (PO4*) v ovoci [mg/100 g]

HRU 14,3 SVE 26,4
BEZ 31,5 KIW 45,4
POM 46,5 BRO 52,7
JAB 13,2 MEL 48,4
JAH 36,6 BAN 45,9

8.4.4 Stabilita komplexii vybranych anionti s hlinikem v zavislosti od pH

Z grafu &. 14 je &itelné, ze se obsah méfitelného hliniku ve formé AI** v roztoku pfi rizném
pH 1isil. Zatimco pti pH 3,38 (oranzova barva), je tendence pozorovat spiSe mén¢ hliniku,
v roztoku s pH 1,5 (zelena barva), je ve viech vzorcich obsah méfitelného hliniku ve formé A1%*
znatelné vyssi. Z toho je mozné usoudit, ze stabilita komplexovanych forem byla lepsi v piipadé
vys§iho pH, kdeZto se snizenim pH roztokt na uroven zaludku je patrné snizeni schopnosti
ligandu (organické kyseliny nebo PO4>) véazat efektivné AI®* Kkationt. To se projevuje jeho
uvolnénim z komplexi pisobenim TIRONu, ktery je efektivnim chelatacnim cinidlem
trojmocnych kationti. Ve vSech ptipadech je vidét stejny efekt, kdy s poklesem pH signal
detekovatelného AI®* roste.
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Graf 15: Obsah detekovatelného APt ve smésich s vybranym ligandem v diisledku zmény pH
P=PO.%, §tv=stavelovd, vin=vinna, jbl=jablecna, cit=citronova, A=pH 3,38; B=pH 1,5

Nejvyssi zména disledkem pH byla stanovena u fosforu POs*, nasledovany kyselinou
vinnou, kdy se z komplexu ptisobenim nizsiho pH uvolnilo do roztoku pfiblizné 70 a 50 % AI*
pvodné vazané na ligand. U kyseliny citronové ¢&inil rozdil po uvolnéni AI** z komplexu
necelych 15 %, zatimco u kyseliny $tavelové se uvolnilo kolem 10 %. Nejméné byl obsah AI*
ovlivnén Vv ptipadé kyseliny jablecné, kde doslo k navyseni o 7,5 %. Minimalni rozdily byly
v obsahu detekovatelného APP* u kyseliny jable¢né a citronové diky skuteénosti, Ze tyto
kyseliny vykazovaly nizkou stabilitu komplext i pti pH 3,38, kdy bylo detekovatelnych 82
a 90 % kationtd AI¥*. Zcela nejmensi zaznamenana zména byla v piipadé kyseliny §tavelové.
Tato kyselina byla schopna vazat hlinik nejefektivnéji bez ohledu na hodnotu pH, kdy pti pH
3,38 bylo mozno detekovat jen pouhych 12 % z celkového obsahu

37



9 Diskuse

9.1 Obsahu hliniku v ovocnych §tavach

Z vyzkumu Lopez et al. (2002) vyvstalo, Ze se v pomerancové $tavé muze obsah hliniku
pohybovat od 6,95 do 71,4 ug/100 ml hliniku, coZ je v dobré shodé se stanovenou koncentraci
piiblizné 20 pg/100 ml. V ananasové §t'ave byl dle stejnych autort pozorovan obsah hliniku
v rozsahu mezi 16 a 41 ug/100 ml, coz je podstatné vyssi, protoze ananasové Stavy pouzité
béhem diplomové prace nebylo mozné obsah hliniku stanovit. Nase vysledky u rajéatové stavy
(104 pg/100 ml) zapadaji do rozmezi od Lopéze, které je 84-116 nug/100 ml. U vzorkd
ananasove¢ a rajcatové stavy bylo autory zjisténo mnozstvi hliniku jak v tetrapaku, tak také
ve skle a v obou pfipadech vysly obsahy hliniku v obalu z tetrapaku vétsi (Lopez et al. 2002).

V (Arruda et al. 1993) udali obsah hliniku v jabletné §tavé mezi hodnotami
12,3 40,6 ng/100 ml, coz je v porovndni s naméfenou hodnotou 55,2 ng/100 ml méné, rozdil
je stale relativné maly. V ananasové §tavé byl stanoven obsah hliniku v rozmezi 1,9-33,7
ug/100 ml a u rajcatové stavy 18,1-20,3 png/100 ml.

V ¢lanku od Kowalska et al. (2020) zjistovali obsahy rizikovych prvki v pomerancovych,
jable¢nych a rybizovych stavach. Hlinik se ve vSech vzorcich vyskytoval oproti jinym prvkiim
V nejveétsim mnozstvi. V pomerancové §tave skladované ve sklenéném obalu bylo v priméru
13,4 1g/100 ml hliniku a ve §tavach v tetrapaku 18,3. V jable¢nych §tavach ve sklenéném
obalu bylo stanoveno primérné mnozstvi hliniku okolo 2,25 pg/100 ml a ve $tavach
Vv tetrapaku bylo pfiblizné 2,68 pg/100 ml. Jako posledni bylo feSeno mnozstvi hliniku
ve §tavach z ¢ern¢ho rybizu, kdy ve sklenéném obale byl primérny obsah 4,26 nug/100 ml
a v obalu z tetrapaku 4,22 1g/100 ml. (Kowalska et al. 2020)

Tabulky 7a a 7b porovnavaji piehlednéji ziskany koncentra¢ni rozsah hliniku ve vybranych
ovocnych stavach s literaturou.

Tabulka 7a: Porovnani naméreného obsahu hliniku s literaturou [ug/100 ml]

Vlastni Zdroi
S - (Peixoto et al.
KOK 1,93 5,91-6,05 2023)
16,2-40,8 (Lépez et al.
ANA 1,03* s 2002)
1 3.80-44.6 (Arrudaet al.
DR 1993)
- (Seruga a
POME 19,5 25,8305 Laslavi¢ 2006)
| 6.95-71.4 (Lopez et al.
B 2002)
i (Pennington
MAN 19,5 10,0-20,0 1085,
g (Seruga a
o o 286340 Laglavic 2006)

* polovina limitu detekce pristroje
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Tabulka 7b: Porovnani nameéreného obsahu hliniku s literaturou [ug/100 ml]

Vlastni Literatura

) (Seruga a
G s 69.6-721 | atavié 2006)
- 19,4-22,3 (Seruga a
HROC 536 Laslavi¢ 2006)
123-40 6 (Arrudacet al.
JABL 55,2 =k,
4.93-6.74 (Lopez et al.
’ ’ 2002)
% Sepe et al.
HRUS 62,4 15,7-36,1 (2001)
) (Seruga a
BOR 84.8 43,3-49.2 Laslavié¢ 2006)
) (Seruga a
R — 956-595 y aglavié 2006)
) (Lopez et al.
RAJ 104 84,9-115 2002)
(Y. Wang et al.
HROb 145 61,0 1991)
RAK 219 22,0-167 (Zeb 2004)

Obecné se mnoho z ¢lankt zabyvalo vlivem obalu na obsah hliniku a vyplyva z nich, ze
typ obalu hraje svou roli, kdy hlinik a olovo byly ve vétsim mnozstvi ve §tavach v obalu
z tetrapaku (Kowalska et al. 2020; Lopez et al. 2002). Naptiklad prace (Seruga a Laslavi¢ 2006)
udava u vSech vybranych vzorku obsahy hliniku ve §t'avach skladovanych ve skle i v tetrapaku
a potvrzuje, ze vyskyt hliniku ve $tavach skladovanych v tetrapaku je vyssi. Z jejich vysledka
plyne i odlisnost mnozstvi hliniku ve $tavach dle vyrobce. Jako dal$i divod odlisnosti
V hodnotéch hliniku autofi udavaji, Ze celkovy obsah zahrnuje 1 hlinik, ktery se do §tav dostal
Vv procesu zpracovani a kvili odlisSnym podminkam pfti péstovani. Za sekundarni zdroj povazuji
uzivani pesticidd a hnojiv, nebo také mnohé stroje a nadoby (Seruga a Laslavi¢ 2006). \Vzorky
zkoumané v ramci diplomové prace byly v ptipad¢ citronové a limetové stavy v PET obalech,
devét stav bylo uchovavano ve skle a zbylych devét vzorku v tetrapaku (viz Tabulka 8)
(Kowalska et al. 2020).

V ptipadé snahy porovnat nami ziskané hodnoty obsaht hliniku u vzorkl skladovanych
v tetrapaku a ve skle, byl dle Studentova t-testu nalezen rozdil na statisticky vyznamné Grovni.
Nase hodnoty hliniku ve $tavach skladovanych v tetrapaku a ve skle (Tabulka 8) jsou vzajemné
na statisticky signifikantni urovni odli$né.
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Tabulka 8: Porovnadni obsahit hliniku ve stavach dle obalu [ug/100 ml]

Tetrapak Al Sklo Al
KOK 1,93 ARO 3,97
ANA 1,93 BRU 33,0

POME 19,5 MAL 60,9
MAN 19,5 CBEZ 70,2
GRP 21,1 BOR 84,8

HRO¢E 53,6 RYB 101
JABL 55,2 HROb 145

HRUS 62,4 GRN 154
RAJ 104 RAK 219

Hodnota p byla rovna 0,03 a potencialné by se tedy nemuselo jednat o nahodnou distribuci.
Hypotéza byla polozena na zavislosti obsahu hliniku v ovocnych §tavach dle materialu,
ve kterém byly stavy skladovany. Samoziejmé protoze mezi sebou neporovnavame obsahy
hliniku jednotlivych $tav jak v tetrapaku, tak ve skle, nelze potvrdit zadnou shodu
ani s zadnymi z autort, ktefi se t€émito porovnanimi zaobirali. Navic bylo v naSem zkoumani
hodnoceno jen malé mnozstvi vzorkt na to, aby mél vysledek statistickou vahu a jednoznaény
zavér vlivu obalu na obsah hliniku. Podafilo se jenom potvrdit statisticky vyznamny rozdil mezi
hodnotami, nikoliv vliv obalového materiilu.

9.1.1 Vztah obsahu hliniku a vybranych faktori v ovocnych §t’avach

Piestoze je chovani hliniku v roztocich podtizeno jeho pH (Leon V. Kochian et al. 2005),
byla prozkoumana mozna zavislost obsahu hliniku v ovocnych stavach od pH. Byly naméieny
hodnoty z jednotlivych §t'av a prevedeny do ekvivalentu koncentrace HCI na zakladé ¢eho bylo
mozné uréit obsah H3O" iontd v roztoku. Tato koncentrace pak byla porovnana pomoci
Pearsonova korela¢niho koeficientu se stanovenym obsahem hliniku. Z vysledného korela¢niho
vztahu bylo mozné stanovit, jestli existuje spojitost mezi témito veli¢inami a ¢i je mozné pouZit
pH stavy jako indikator obsahu hliniku. Z promitnuti dat v grafu 15 vsak vyplyva, ze mezi
obsahem hliniku v ovocnych §tavach a jejich pH neexistuje patrny ptimy vztah. To indikuje
velice nizky koeficient determinace (R?), ktery je skoro rovny hodnot& nula a ktery promita
velmi mala odchylka od osy X. Tento zavér dale potvrzuje i korela¢ni koeficient blizky nule
(r=0,16), coz znamena velmi slabou nebo Zadnou korelaéni zavislost mezi porovnavanymi daty.
To, Ze se jedna o nahodné uspofadani bez statistické vyznamnosti dokazuje nakonec hladina
vyznamnosti s hodnotou p>> 0,05. Koncentrace H3O" naopak vykazuje statisticky vyznamnou
(p<<0,01) silnou pozitivni korelaci (r=0,78) a to také potvrzuje vysoky koeficient determinace
(R?=0,60) s celkovym obsahem organickych kyselin ve §tavach.
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Graf 16: Koncentrace hliniku a H3;0*

Organické kyseliny obsahuji v molekule -COOH skupinu, ktera se zmifiuje mimo jiné
v souvislosti se schopnosti reagovat s kationty kovt a polokovi, diky ¢emu napiiklad kyselina
jable¢na anebo citronova pii kontaktu s hlinikem tvoii velmi rychle chelaty a tim maji vyznam
pii toleranci tohoto prvku, protoze pusobi detoxika¢nim ucinkem (Jones et al. 2001).
V humanni mediciné byl tento jev dokonce vyuzit pii tzv. chelatacni terapii, pti které jde
0 snahu odstranit kovové ionty z mista s biochemickou 1ézi. Stabilita kovového chelatu odvisi
od pH, od tendence tvotit hydroxidy ¢i konkurence s jinymi ionty (Williams a Halstead 1982).
Ptitomnost organickych kyselin mé pozitivni vliv, co se tykd mobility a dostupnosti hliniku
pro rostliny (Vondrackova et al. 2015) a ma za nasledek, zZe ptijimany hlinik, nebo jiny rizikovy
prvek, pti vstupu do rostliny nema negativni nasledek a mtze pak pies kofeny difundovat
do nadzemnich ¢asti rostlin (M. M. Lasat 2002). Ze vSech kovu pfijatych kofeny rostlin je jen
mensi ¢ast ukladana do bunék, znacna ¢ast zistava v kofenech a bunéénych sténach odkud se jiz
do nadzemnich ¢asti nedostanou (M. Lasat 1999). V kotenech se vyskytovaly nejvice citraty,
jable¢nany a vinany, ve stoncich rostlin pfevazuje jable¢nan a v listech pievladal $t'avelan nebo
laktat (Vondrackova et al. 2015). Na zakladé tohoto byla také hodnocena korelace mezi
obsahem zminovanych kyselin s obsahem hliniku ve $tavach. Z vysledkt koeficientu
determinace (graf 16) vsak vyplyva, ze obsah hliniku mize mit potencialni souvislost
jen s obsahem kyseliny jableéné (R?=0,27), u které byla pozorovéna silnd pozitivni korela¢ni
zavislost (r=0,52) s hlinikem doké&zana na statisticky vyznamné hladiné p=0,02.
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Graf 17: Porovnani koncentraci hliniku a organickych kyselin

Korelace byla hodnocena jen u téchto kyselin, pfestoze je s nimi Vv literatufe spojovana
dobra chelata¢ni schopnost (McColl a Pohlman 1986) a vyskytovaly se ve vSech vzorcich §t'av.

Obsah hliniku v ovoci

I kdyz nebylo mozné zdiavodu zdvady na pfistroji stanovit pfesny obsah hliniku
v rozlozenych vzorcich ovoce. Je mozné alespon na zékladé udaji v literatufe teoreticky
piedpokladat, ze v ovoci by byly v porovnani s ovocnymi §t'avami pozorovany nizsi obsahy
hliniku. Do §tav se hlinik totiz mize pfenaset pii procesech zpracovani plodu ¢i v dasledku
baleni a skladovani. Jednozna¢né posouzeni obsahu hliniku vSak neni Gplné¢ mozné kvuli
ruznym faktorm, jako naptiklad ptida a prostiedi, ve kterém bylo ovoce péstovano. Piehled
literaturou uvadénych obsaht hliniku pro testované ovoce sumarizuje tabulka 9.

Tabulka 9: Obsah hliniku v testovaném ovoci [ug/g]

18 (M. Miiller et al.
! 1998) ) (Boerngen a
Al 05-231 (Boerngen a SVE L2 Shacklette 1980)
! ! Shacklette 1980)
(Imensek et al. (M. Miiller et al.
BEZ 9,37 2021) KIW 7,9 1998)
(M. Miiller et al. ) (Boerngen a
PO 2,2 1998) BRE L1505 Shacklette 1980)
21 (M. Miiller et al.
’ 1998) (Zook a
A2 04-83 (Boerngen a WIEL <0,05 Lehmann 1968)
T Shacklette 1980)
_ (Zook a (M. Miiller et al.
JAH 0,6-2,4 Lehmann 1968) BAN 0.7 1998)
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V ovoci se obecné mnozstvi hliniku podle literatury pohybuje mezi 0,02-2,0 ug/g
(Bratakos et al. 2012) nebo 0,7-7,9 ug/g Cerstvé vahy (M. Miiller et al. 1998). Naptiklad
pro vzorek bananu udava obsah hliniku okolo 0,7 pg/g cerstvé vahy, pro hrusku 1,8 ng/g, jablko
2,1 ng/g, pomeranc¢ 2,2 pg/g anejvyssi obsah pro kiwi 7,9 pg/g (M. Miiller et al. 1998). Rozsah
obsahu hliniku dle Boerngen and Shacklette (1980) udava pro jablko 0,4-8,3 png/g,
pro pomeran¢ 0,69-13,8 ug/g, pro broskev 1,1-50,5 ng/g, pro hrusku 0,5-23,1 ug/g a pro
Svestky 1,2-11,5 pg/g. Pro jahody byl stanoven obsah hliniku 0,6-2,4 pg/g (Zook a Lehmann
1968). Ve vodnim melounu a bananech vyslo dle literatury (Pennington 1988; Zook a Lehmann
1968) mnozstvi hliniku zanedbatelné, mensi nez 0,05 pg/g. Pro rakytnik bylo autory zjisténo
mnozstvi ptiblizn€ 2592 ng/g suché vahy (Zeb 2004).

9.2 Obsah organickych Kkyselin v ovocnych §t’avach

V ramci chromatografickych analyz ovocnych s§tav bylo identifikovano 8 aniontl
organickych kyselin v celkovém koncentra¢ni rozsahu od 1,30 do 4259 mg/100 g. Konkrétné
se jednalo o kyseliny chinovou, jable¢nou, citronovou, vinnou, pyrohroznovou, fumarovou,
Stavelovou a mlé¢nou. Podrobngjsi koncentracni rozsahy pro jednotlivé kyseliny a jeho
porovnani s dostupnou literaturou obsahuje tabulka 10. Pokud jde o0 snahu zatadit nase vysledky
do rozsahli danych literaturou, tak v pfipadé kyseliny chinové, jable¢né, citronové, vinné,
pyrohroznové a mlééné se hodnoty s rozsahy v literatufe shoduji. V piipadé kyseliny fumarové
a Stavelové nase hodnoty mirn¢ ulitly do vétSiho zjisténého zastoupeni, nez je pro né udano
Vv literatufe. V literatufe je dané maximum pro kyseliny fumarovou na 39,3 mg/100 ml a my
jsme se dostali az na hodnotu 62,8 mg/100 ml. Podobné¢ dopadly také hodnoty u kyseliny
Stavelové, kdy maximum v literatufe bylo stanoveno na 26,8 mg/100 ml a v naSem piipadé
jsme doséhli az vysledku 40,6.

Tabulka 10: Koncentracni rozsahy organickych kyselin ve stavach [mg/100 ml]

Kyselina Vlastni Literatura

11,8-1902 3,0-1966
28,8-2005 18-2271
4,2-4259 2,0-6544

17,1-338 0,04-1047
7,98-232 30-470
1,3-62,8 6,4-39,3
1,41-40,6 4,9-26,8
10,1 7,9-26,7

literarni zdroje podrobnéji zminuje tabulka 11 nize

Kyselina chinova se dle literatury muze vyskytovat v hruskové, jable¢né, broskvové
a borivkové ¢i jahodové stave (Li et al. 2020). Ve zkoumanych vzorcich byla tato kyselina
nalezena také ve Staveé bezové, pomeranové, ananasové, citronové, limetové, brusinkové,
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stave z aronie, z hroznt, rybizu a rakytniku. Dle Li et al. (2020) bylo v jablecné staveé naméfeno
79,2 £ 41,2 mg/100 ml, v hruskové 72,8 + 20,8 mg/100 ml a v borivkové 120 + 30,6.
Analyzované¢ vzorky obsahovaly v jable¢né stavé 27,8 mg/100 ml kyseliny chinové
a Vv hruskové 24,2, coz vyslo v obou vzorcich méné€ nez v literatuie. A Vv boriivkové §taveé ndm
vyslo 802 mg/100 ml, tedy o dost vice ve srovnani s literaturou.

Kyselina jable¢na byla v literatufe zjiSténa ve Stavach z jahod, malin, cerného a ¢erveného
rybizu (St a Targonski 2006), dale také v ananasové, jabletné a pomerancové $tavé (Cunha
et al. 2002). Kyselina jable¢na se v nejvétsi mife objevovala dle predpokladii v jable¢né stave
(474 £ 140 mg/100 ml (Li et al. 2020)), pfi¢emz nami stanoveny obsah ¢inil 456 mg/100 ml,
tudiz byl vysledek v dobré shodé. V pomerancové st'aveé se nachazelo okolo 19 az 433 mg/100
ml a naSe vysledna hodnota 147 mg/100 ml kyseliny jablecné do toho spada také. Ananasova
Stava dle literatury obsahuje mezi 29 az 350 mg/ 100 g (Cunha et al. 2002), coz je v souladu
s nasi hodnotou 130 mg/100 ml. Nami stanoveny obsah této kyseliny ve staveé z cerného rybizu
byl 204 mg/100 ml a opét to koresponduje s hodnotami z literatury, kde se namétilo 90-307
mg/100 ml (Saccani et al. 1995). V borivkové §tavé nam vyslo 201 mg/100 ml kyseliny
jable¢né, takze jsme hodnotu z literatury piesahli, protoze autofi zminuji 25 + 4,79 (Li et al.
2020). Stejna literatura uvedla mnozstvi také pro grepovou stavu 189 + 76,2 mg/100 ml,
pti¢emz zkoumany vzorek obsahoval jen 32,1 mg/100 ml.

Kyselina citronova byla naméfena v jahodové, malinové, pomerancové, jable¢né,
ananasové ¢i rybizové stavé (Cunha et al. 2002; St6j a Targofiski 2006). Co se tyka vlastnich
vzorki $tav, tak kyselinu citronovou obsahovaly vsechny vzorky. Zna¢né mnozstvi kyseliny
citronové bylo v nasem ptipadé€ ve §t'avach z cerného rybizu, kdy literatura udavd mezi 2115
az 6544 mg/100 ml, kam zapada i nas vysledek 3564 mg/100 ml. Velké mnozstvi bylo ve §tave
z granatovych jablek (2774 mg/100 ml). Vysoky obsah byl naméfen i v malinové §taveé
(2312 mg/100 ml), pricemz v literatuie vySlo mezi 746-2519 mg/100 ml (Stoj a Targofiski
2006). Pro pomerancové $tavy vzniklo rozmezi obsaht této kyseliny od 164 do 2662 mg/100
ml a naSe hodnota byla stanovena na 919 mg/100 ml, tyto vysledky tedy také souhlasi. Obsah
kyseliny citronové v jable¢né §t'aveé byl stanoven na primérnou hodnotu 7,07 mg/100 ml.

Kyselina vinna byla literaturou od Violeta et al. (2010) zminéna v pomerancové,
mandarinkové, citronové, grepové a v malém mnoZzstvi i v limetové $tavé. Ve zkoumanych
vzorcich byla pouze ve §t'dvach z bilych a ervenych hroznli a v pomerancové stavé. Mctena
pomeran¢ova §t'ava obsahovala 17,1 mg/100 ml, kdezto v literatuie bylo trochu vys§i mnoZstvi
(33,6 mg/100 ml (Violeta et al. 2010)).

Kyselina pyrohroznova byla naméfena v ¢lanku, ktery se zabyval jen jablecnou Stavou
(Monakhova et al. 2014). Primérna hodnota byla stanovena na 198 mg/100 ml
a Vv analyzovaném vzorku této stavy vyslo 70,9 mg/100 ml, tedy o néco mén&. Mimo jable¢nou
Stavu byla tato kyselina v analyzovanych vzorcich zjisténa jesté ve staveé z ¢erného bezu, rajcat,
bilych hroznti, malin, bortvek, rybizu a brusinek.

Kyselina Stavelova se dle literatury mlze vyskytovat ve Stavé z grepu, pomerancoveé,
mandarinkové, citronové a limetové staveé, kdy v pomerancové staveé bylo 10,9 mg/100 ml,
Vv grepové 14,3 mg/100 ml, v citronové bylo 9,4 mg/100 ml a v limetové staveé 11 mg/100 ml
(Violeta et al. 2010). V analyzovanych vzorcich byla zjisténa v kokosové vodg, stave z ¢erného
bezu, granatovych jablek, dale v rajcatové, hruskové, ananasové, mandarinkové a rybizové
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Stave. V mandarinkové $taveé bylo zminénou literaturou stanoveno 4,9 mg/100 ml a my jsme
naméfili velmi blizkou hodnotu, a to 5,67 mg/100 ml.

Kyselina fumarova byla dalsi méfenou kyselinou, ktera byla v analyzovanych vzorcich
Stav z Cerného bezu, aronie, mandarinek, bilych i ¢ervenych hroznd, bortivek a rakytniku.
Literatura zmifiuje nizky obsah v jablené stavé, bortivkove, grepové, jahodové ¢i broskvové.
z broskvi 1,33 + 0,49 mg/100 ml (Li et al. 2020). Piedpokladem vyskytu této kyseliny je jeji
tvorba po tepelném zpracovani a mikrobidlni kontaminaci, zc¢ehoz Ize usuzovat,
ze je indikatorem kazeni ovoce (Trifiro et al. 1997).

Kyselina mlé¢na byla v literatufe stanovena v piipad¢ jablecné stavy (7,9-28 mg/100 ml
(Cunha et al. 2002)), mandarinkové $tavy (82,1 mg/100 ml), limetové (91,5) a v citronové
dokonce v mnozstvi 155 mg/100 ml (Violeta et al. 2010)), ale v nasich vzorcich byla nalezena
jen v kokosové vodé (10,1 mg/100 ml).

Pro ptehledné;jsi porovnani zastoupeni jednotlivych organickych kyselin v nasich vzorcich
a v literatute slouzi tabulka ¢islo 11 (Cunha et al. 2002).

Tabulka 11: Prehled obsahu organickych kyselin [mg/100 ml]

Kyselina Ovoce Vlastni Literatura Zdroj
BOR 801,5 519-1136 (Romero Rodriguez et
al. 1992)
RYB 16,7 0-148 (Romero Rodriguez et
al. 1992)
RYB 204 50-140 (Milivojevic¢ et al. 2009)
RAJ 28,8 10-90 (Hernandez Suérez et al.
2008)
ANA 130 30-350 (Cunha et al. 2002)
RYB 3564 340-680 (Milivojevic¢ et al. 2009)
RAJ 213 200-850 (Hernandez Suarez et al.
2008)
ANA 482 26-990 (Cunha et al. 2002)
vin POME 17,1 33,6 (Violeta et al. 2010)
JAB 70,9 30-470 (Monakhova et al. 2014)
ARO 4,28 5,1-10,7 (King a Bolling 2020)

MAN 3,67 4,90 (Violeta et al. 2010)
DO MAN - 82,1 (Violeta et al. 2010)

9.3 Obsah organickych kyselin v ovoci

Kyselina chinova byla v literatufe zjisténa v jablcich, boruvkach, hruskach, kiwi,
broskvich, §vestkach, rybizu ¢i jahodach. Ve zkoumanych vzorcich byla objevena v Kiwi,
broskvi, pomeranci, $vestce, jablku a hrusce. Hodnota kyseliny chinové byla naméiena dle
piedpokladu Vv nejvys$$§im mnozstvi u vzorku Kiwi (618 mg/100 g), coz se shoduje také
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s literaturou (Marsh et al. 2009), ktera udava mezi 400-1300 mg/100 g. Nasledn¢ bylo nejvice
kyseliny chinové ve Svestkach, kde vyslo 410 mg/100 g a literatura (Robertson et al. 1992)
zminuje rozsah od 160 do 520 mg/100 g, kam nase hodnota zapada. V jablku bylo naméteno
64,1 mg/100 g a Vv literatuie se objevuje rozmezi 17-66 mg/100 g, coz odpovida (Fuleki et al.
1994). U hrusky se naméfilo 40,2 mg/100 g kyseliny chinové a v ¢lanku (Drake a Eisele 1999)
definuji rozsah od 38 do 48 mg/100 g. Vesli jsme se i do rozmezi 100-200 mg/100 g této
kyseliny v broskvi (Dirlewanger et al. 1999), kdy v nasem vzorku bylo zjisténo 100 mg/100 g.
Literatura (Albertini et al. 2006) udava, ze v duziné citrusovych ploda je chinové kyseliny
nejvice prvni par desitek dni jejich vyvoje (do 50 dni), a poté s narGstem velikosti plodi
koncentrace s napinanim duziny klesa.

Kyselina jable¢na a citronova byly stanoveny ve vSech vzorcich ovoce. Prace od (Famiani
et al. 2015) se zabyva obsahy téchto dvou kyselin v mnohych druzich ovoce, protoze jsou
to nejhojnéji zastoupené organické kyseliny a jejich mnozstvi se dle podminek zrani
az po sklizen méni. Z ¢lanku od (Svanella et al. 1999) vyplynulo, Ze by pfi porovnavani
mnozstvi zastoupené kyseliny jablecné a citronové v piipad¢ broskvi mélo byt vice kyseliny
jable¢né, coz se potvrdilo i v naSem experimentu (rozdil okolo 200 mg/100 g). V ptipadé
pomeran¢e by méla pievladat (Gonzalez-Aguilar et al. 2003) a u nas také prevlada kyselina
citronova (rozdil priblizné 500 mg/100 g). U Svestek vychazi vétsi zastoupené mnozstvi
kyseliny jable¢né oproti citronové 0 cca 785 mg/100 g a potvrdily to nase vysledky i vysledky
od (Famiani et al. 2012). U jahod by méla v ramci porovnani téchto dvou kyselin pfevazovat
kyselina citronova (Famiani et al. 2005), pficemZ nase naméfené hodnoty vySly o zhruba
580 mg/100 g vyssi oproti kyseling jable¢né. Je patrné z (Dong et al. 2023), Ze na mnoZzstvi
obsazen¢ kyseliny citronové ma vliv 1 délka skladovani ovoce, pfi¢emz hodnota v ovoci klesa
a snizuje se tedy kyselost ploda.

Kyselina fumarova se vyskytla ve dvou analyzovanych vzorcich (jablko 4,60 mg/100 g
a jahoda 26,5 mg/100 g). Byla naptiklad zkoumana v ramci nékolika genotypu jablek Gala
(Sturm et al. 2003), kde byla od 0,3 do 2,0 mg/kg Cerstvé vahy. Je zde ovS§em moznost, ze v sobé
jablka méla mikroorganismy kazici plody a se schopnosti tvofit kyselinu fumarovou, ktera
se nasledné mize objevovat i v jableénych stavach (Gokmen* a Acar 2004). V jahodach nebyl
obsah kyseliny fumarové v naSem piipad€ moc vysoky (26,48 mg/100 g) a literatura udava
podobné hodnoty mezi 0,1 az 17,5 mg/kg (Koyuncu a Dilmagiinal 2010). Obsahy se ovSem
opét mohou lisit v zavislosti na kultivaru, na tkdni ovoce a na fazi vyvoje (Nguyén a Savage
2013; M Rassam et al. 2006).

Kyselina a-ketoglutaratova byla literaturou zminé€na v ptipadé hroznti, broskvi,
pomerancl, citronti. Zkoumana byla t€Z u vzorku melounu, ale tam byly hodnoty
pod moznostmi detekce (Flores et al. 2012). Ve zkoumanych vzorcich byla stanovena jen
Vv broskvich, ¢ernému bezu a jahodach. V broskvi se namétilo 59,4 mg/100 g a v literatute
pouhych 1,6 (Flores et al. 2012). V ¢erném bezu vyslo 77,9 mg/100 g a v jahodach dokonce
108 mg/100 g.

Kyselina stavelova byla dalsi z naméfenych kyselin, ktera se v plodech objevuje mezi
226 mg/100 g Gerstvé hmotnosti (Nguyén a Savage 2013; Noonan a Savage 1999). Tato
kyselina byla odhalena literaturou v pfipadé boruvek, rybizu, ananasu, kiwi, Svestek, malin
¢irajéat (Famiani et al. 2015). Nami zjisténé hodnoty této kyseliny se pohybovaly mezi
2 anecelymi 9 mg/100 g. Jednalo se o vzorky broskvi (2,84 mg/100 g), bezu (8,79 mg/100 g),
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Svestek (5,14 mg/100 g) a hrusek (7,31 mg/100 g). U svestek bylo podle Famiani et al. (2015)
stanoveno oproti naSemu vysledku jen 1,14 mg/100 g Cerstvé vahy.

Ovlivnit to mohou také podminky péstovani, proces zpracovani a skladovani ovoce (De
Kreij etal. 1992). Dle vyzkumu od (Wu et al. 2022) je potvrzeno, Ze obsah organickych kyselin
Vv ovoci (zde konkrétné v hruskach) ovSem odvisi od doby zrani plod a od typu kultivaru
(Albertini et al. 2006). V tabulce 12 byla piehledné zobrazena rozmezi vyskytu jednotlivych
organickych kyselin v ovoci v nasich vzorcich a v literatuie.

Tabulka 12: Rozsahy zastoupeni organickych kyselin v ovoci [mg/100 g]

Vlastni Literatura
5,37-618 0,08-133

(Famiani et al. 2015)

70,5-793 14-2183 (Flores et al. 2012)
2,92-970 61-5149 (Flores et al. 2012)
4,6-26,5 5,8-13,8 (Flores et al. 2012)
59,4-108 0,6-2,3 (Flores et al. 2012)

(Noonan a Savage

2,84-8,79 0,3-64 1999)

9.4 Interakce organickych a anorganickych ligandi s hlinikem

Za celem porozumeéni interakce a stability vybranych ligandt s hlinikem v grafu 14,
na kterém je patrny vyznam pH, byl ucinén speciacni rozbor pomoci programu Visual
MINTEQ 3.1. Ten prostiednictvim matematického modelovani umoznil nejen porovnani mezi
obsahem chromatograficky detekovatelné AI** p¥i obou hodnotach pH, ale umoznil stanovit
Vv jakych formach bude hlinik vystupovat. Z tabulky 13 je ptitom patrné, Zze stanovené obsahy
AR* vykazuji relativné dobrou shodu s hodnotami, které predpoklada modelovani. Vyznamnou
odchylku ptedstavuje jen roztok s kyselinou citronovou pii pH 3,38; kde navzdory modelem
piedpokladanych 3 % detekovatelného AI®* byl experimentalné stanoven 26nasobné vyssi
obsah, ktery neni mozny pfipsat jen vlivu rozdilu mezi idealnimi podminkami matematického
modelovani a realnim roztokem. Nejpravdépodobné&jsim vysvétlenim je lidsky faktor.

Tabulka 13: Obsah volného APt

Obsah volného AI**v roztoku (%)

Experimentalné¢  Smérodatna MINTEQ

zméfeno odchylka vypocitano
Ligand pri pH 3,38
P 26,8 7,35 17,2
§tv 12,7 2,56 10,1
vin 45,9 3,13 55,1
jbl 90,4 3,55 100
cit 81,9 7,75 3,11
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pri pH 1,50

P 95,3 1,70 98,3
3tV 22,3 4,81 15,7
vin 96,4 2,77 100
jbl 95,8 1,33 100
cit 98,0 4,16 96,0

U komplexi kyseliny jable¢né s hlinikem byl bez ohledu na pH prokazan piiblizné stejny
obsah AI** (kolem 95 %), coz bylo v relativné dobré shodé s modelovymi 100 %. V piipadé
kyseliny vinné bylo pfi pH 3,38 zaznamenano necelych 50 % AI**, coz piedstavovalo odchylku
od modelu na Grovni kolem 5 %, zatimco po snizeni pH byla schopnost této kyseliny tvofit
komplexy vyrazné potlacena a prakticky 100 % AI®* bylo pozorovanych volné v roztoku.
Témet identické hodnoty pro kyselinu stavelovou vykazovalo MINTEQ modelovani. V tomto
piipadé se shoda s modelem takika neliSila. Poslednim pozorovanym komplexem byl komplex
hliniku a fosfore¢nanu, kdy pii hodnoté pH 3,38 bylo navéazano pfiblizné 73 % hliniku, kdezto
pii pH Zaludku nebylo vazano ani 5 % hliniku, ¢imz §lo opét 0 dobrou shodu s modelovymi
vysledky.

Pomoci matematickych vypoctd v aplikaci Visual MINTEQ 3.1 byly ziskdny dale
teoretické hodnoty pro zastoupeni hliniku v jednotlivych komplexech s vybranymi anionty
(viz Tabulka 14).

Tabulka 14: Speciacni zastoupeni ligandu s hlinikem v zavislosti od hodnoty pH podle MINTE Qu

Speciace roztoku Zastoupeni spécie v roztoku (%)

k. fosforeéna + AI** pH 3,38 pH 1,50
AIHPO/* 67,5 5,30
AlLPOS* 19,10 0,14
H3PO4 1,40 77,2

k. §tavelova + Al%* pH 3,38 pH 1,50
Al-GEv)y 8,86 7,20
Al-$tv* 80,9 80,6

k. vinns + AI®* pH 3,38 pH 1,50
Al-(vin)y 46,6 X
Ha-vin 2,64 96,6

k. jabletns + AI* pH 3,38 pH 1,50
H2-jbl 49,9 98,7
H-jbl 48,6 1,32

k. citronova + AI¥* pH 3,38 pH 1,50
AlH-cit* 23,5 10,7
Al-cit® 73,5 0,44
Hs-cit 1,04 93,4

X — modelovani vyskyt specie nepredpoklada
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U fosfore¢nanového aniontu bude dle modelu hlinik vazan piedevsim ve formé
AIHPOs* 68 % a AlL,POs* 19 %, které snizenim pH uvoliiuji hlinik nasledkem sniZeni
zastoupeni AIHPO4" na 5 %, zatimco druha spécie prakticky zanika. V piipadé kyseliny
Stavelové dochazi k zanedbatelné zméné ptusobenim pH, diky ¢emu ptredpoklddany obsah
nejdominantnéjsich spécii Al-(5t'v)2" a Al-8t'v* klesne jen o necelé 2 % a v obou podminkéach
je touto kyselinou vazanych bezmala 90 % kationti AIF*. U kyseliny vinné modelovani
predpoklada jen vyskyt spécie Al-(vin)z, ktera dusledkem poklesu pH zanika a uvoliuje
do roztoku pfiblizn€ 47 % pivodné vazaného hliniku. V pfipade¢ kyseliny jablecné modelovani
interakci s hlinikem neptedpoklada, zatimco s kyselinou citronovou pii pH 3,38 model uvadi
piiblizn& 97 % hliniku vazaného na dominantni spécie AIH-cit* 24 % a Al-cit® 73 %, kdezto
Vv ptipadé pH 1,50 zastoupeni téchto forem klesa na pouhych 11 %.

Velmi podobny vliv pH na interakci AI** skyselinou §tavelovou, citronovou
a jable¢nou Vv riznych pomérech pozorovali i (Kiplagat et al. 2015) na zaklad¢ experimenti
v kombinaci s matematickym modelovanim V pfitomnosti hliniku k aniontu kyseliny
vV molarnim poméru pfiblizn€ 1:1. Pfi kyseliné Stavelové a pH 1,90 autofi sledovali dominanci
AP 21.8 % a Al-§tv* 73,1 %, coz je v dobré shodé s pozorovanimi, pficemz predpokladaji
schopnost této kyseliny vazat stabiln¢ hlinik i pti pH 1,25. Jakym zpisobem bude $tavelanovy
aniont interagovat bude primarné¢ podminéno jeho koncentraci, kdy mtze dochazet k tvorbé
dva- nebo tii-stavelanovych komplext. U kyseliny jablecné pii pH 2,11 by mélo dochazet
ke vzniku Al-jbl™ aZ na arovni 53,4 %, €0Z uZ je ve znaéném rozporu s modelovanim. Vznik
této formy hliniku dokonce ptedpokladaji ve vSech systémech, které zkoumali bez ohledu na pH
nebo koncentraci iontl. V ptipadé modelového vysledku je rozpor mozno vysvétlit potencidlné
pouzitim modelu PHREEQC a stabilitnich konstant, které pouzili béhem modelovani i jiny
autofi (Kopittke et al. 2017). Rozdil v signalu AI®* (Kiplagat et al. 2015) nepozorovali
a zdivodiuji to disledkem metody. Ta totiz neni schopna rozlisit vznikly Al-jbl™ od volného
A" atim padem se neprojevuje, stejné jako v tomto piipads, poklesem AP signalu, ktery
by indikoval zménu koncentrace. V piipad¢ kyseliny citronové v podminkach pH 1,84 kyselina
nebylo schopna vazat hlinik, coz opét potvrzuji 1 pozorovani v diplomové praci. Schopnost této
kyseliny vazat hlinik je primarné podfizena hodnoté pH, a to mize mit do jisté miry vliv
potlaceni, pokud obsah kyseliny pfevySuje koncentraci hliniku. Pozorovani autori rovnéz
podporuji hypotézu lidské chyby pfti roztoku s pH 3,38.

Zptisob a rozsah interakce ligandi, jak organickych kyselin, tak PO4*, s hlinikem bude
podiizen hodnoté disocia¢ni konstanty kyseliny neboli pKa, ktera vyjadiuje schopnost molekul
odevzdat H" do roztoku za vzniku H3O", ¢imz se dostava do disociovaného stavu se zapornym
nabojem, ktery ji umozni reagovat s kationty. To piedurcuje potencial vEtsi stability komplexu
s klesajici hodnotou této konstanty, protoze schopnost setrvat v disociovaném, reaktivnim stavu
stoupa (Miessler et al. 2014). Dalsim vyznamnym faktorem bude dale pocet funkénich skupin
schopnych podléhat disociaci, diky ¢emu hustota zdporného naboje stoupa a schopnost vazat
kationt sili.

Porovnanim hodnot pKa v tabulce 15 (Schoéttelndreier et al. 2001; Vondrackova et al. 2015)
pro pozorované kyseliny v ovocnych stavach se da predpokladat na zéklad€ téchto tvrzeni
stabilita a vznik komplexua hliniku.
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Tabulka 15: Hodnoty disociacnich konstant kyseliny (pKa) pro jednotlivé ligandy

380 25 346 127 303 34 298 313 216
427 444 52 434 476 7121

639 12,32

P — kyselina fosforecnd H3POs

Hodnota disocia¢ni konstanty vV podminkach nizkych koncentraci rovnéz udava ptibliznou
hodnotu pH, kdy bude funkéni skupina v molekule disociovana a stale schopna interagovat.
Pokles pod tuto hodnotu bude mit naptfiklad u karboxylovych kyselin za nasledek
protonaci -COO™ za vzniku -COOH, diky ¢&emu ztraci tato funk¢éni skupina Svoji
charakteristickou schopnost reagovat s kationty polokovii a kovi (Davidek 1983; Wuana et al.
2010). Hodnota pH rovnéz ovlivni, jakym zplsobem bude kationt prvku s Kyselinou
interagovat. (Tokalioglu et al. 2006).

Z tabulky 15 je mozno, na zakladé hodnoty pKa a schopnosti disociovat, odhadnou vznik
stabilnich komplexa hliniku v ovocnych §tavach s kyselinou stavelovou, citronovou, vinnou,
jable¢nou anebo s ortofosfore¢nanem. Potencial kyseliny fumarové vazat efektivné hlinik
je opomenut, protoze S touto kyselinou neni spojovana dobra chelata¢ni schopnost (McColl a
Pohlman 1986) i navzdory dvéma karboxylovym skupinadm a relativné nizké hodnot¢ disociaéni
konstanty.
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10 Zavér

V prvni ¢asti prace byl vytvoren teoreticky podklad pro navazujici praktickou cast. V dalsi
¢asti byly popsany jednotlivé analytické metody, které byly aplikovany pii praktické casti
prace. Mezi né se fadila iontova chromatografie, ICP-OES a uzavieny rozklad na mokré cesté.
V ramci praktické ¢asti se méfilo pH vzorkt ovocnych §tav, obsah hliniku ve vzorcich
a zjisStovaly se druhy pfitomnych organickych kyselin a jejich mnozstvi v ovoci a ovocnych
Stavach. Jednou z hlavnich kapitol bylo stanoveni interakci mezi hlinikem a ur€itymi
organickymi kyselinami za dvou odli§nych podminek pH.

Vysledné pH $tav se pohybovalo v relativné Sirokém rozsahu hodnot od 5,25 v ptipadé
kokosové vody po pH 2,41 u citronové Stavy.

Ve vsech vzorcich ovocnych §tav s vyjimkou kokosové vody a ananasové stavy,
kde nebylo mozné obsah hliniku kvantifikovat viibec, byl hlinik naméten v rozsahu 3,97-219
ug/100 ml §tavy. Jednozna¢né nejvyssi obsah hliniku byl stanoven v rakytnikové §tave, u které
bylo potvrzeno 219 pg/100 ml, hranice vyssi nez 100 pg/100 ml dosahly vzorky $§tavy
z ¢cerného rybizu (101 pg/100 ml), dale rajcatova stava (104 pg/100 ml), Stava z bilych
(145 nug/100 ml) a z ¢ervenych hroznt (154 ug/100 ml), zatimco ve zbylych vzorcich méla
koncentrace hliniku tendenci kolisat kolem hodnoty 53,6 ng/100 ml. Jelikoz vzorky
nezohlediiovaly mozny vliv obalu na obsah hliniku, nebylo mozné potvrdit vyznam obalového
materialu.

Organickych kyselin bylo v ptipad¢ ovocnych $tav stanoveno celkem 8 druhti, konkrétné
kyseliny chinova, jablecnd, citronova, vinnd, pyrohroznova, fumarova, stavelova a u jednoho
vzorku také kyselina mlé¢n4. Kyselina jablecné a citronova se jako jediné vyskytovaly ve vSech
zkoumanych vzorcich, kde rozsah kyseliny jable¢né ¢inil od 28,8 mg/100 ml u rajcatové §t'avy
az po 2005 mg/100 ml ve §t'ave z rakytniku, kdezto obsah kyseliny citronové zacinal na Grovni
4,20 mg/100 ml v kokosové vodé a koncil na hodnoté 4259 mg/100 ml ve §t'avé z limetky.
Kyselina chinova (11,83-1902 mg/100 ml) byla naméfena ve Ctrnacti vzorcich z dvaceti,
kyselina pyrohorznova (7,98-232 mg/100 ml) a stavelova (1,41-40,6 mg/100 ml) v osmi,
fumarova (1,30-62,8 mg/100 ml) v sedmi, vinna (17,1-339 mg/100 ml) pouze ve tfech
a kyselina mlé¢na (10,1 mg/100 ml) jen v kokosové vodé.

V ovoci bylo potvrzeno Sest druhti organickych kyselin, a to kyseliny chinova, jable¢na,
citronova, fumarova, o-ketoglutaratova a Stavelova. Ve vSech vzorcich se opét stanovily
kyselina jable¢na 70,6-793 mg/100 g (u pomerane a ve $vestkach) a citronova 2,92-970
mg/100 g (u jablka a v kiwi). Kyselina chinova (5,37-618 mg/100 g) byla v Sesti vzorcich
z deseti zkoumanych, §tavelova (2,84-8,79 mg/100 g) ve étytfech, a-ketoglutaratova (59,4-108
mg/100 g) ve tfech a fumarova (4,6-26,5 mg/100 g) jen ve dvou vzorcich.

Pro znaénou reaktivitu hliniku a fosforu byl ve vzorcich stanoven také obsah PO4>". Vétsina
ovocnych §tav obsahovala méné nez 30 mg/100 ml POs*, vyrazné vyssi hodnoty byly
stanoveny jen u rajcatové stavy, cerného rybizu (obé 48 mg/100 ml) a stavy z ¢erného bezu
(104 mg/100 ml). Ve vzorcich ovoce méla koncentrace PO.* tendenci se udrzovat
ve vyrazn¢ tésn&jSim rozsahu, kde mnozstvi kolisalo mezi hodnotami 13,2 mg/100 g (jablko)
a 52,7 mg/100 g (broskev).

Zmeéna chovani hliniku v prostiedi s podminkami pH 3,38 (praimérna hodnota v ovocnych
Stévach) a za podminek prostiedi Zaludku pti pH 1,5 byla zna¢n€ ovlivnéna pii nizkém pH, ¢im
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potvrdila hypotézu diplomové prace. Pfi niz$ich hodnotdch pH byl hlinik ve forme AI®* spise
voln¢ pohyblivy v roztoku, kdezto pii pH 3,38 mél tendenci vazat se na dany ligand a diky tomu
byly pozorovany rozdily v obsahu detekovatelného AI** na trovni az 68,4 % anebo 50,5 %
u PO4%, anebo kyseliny vinné. Na druhé strané kyselina $tavelova vykazovala rozdil pouhych
9,62 % a i pti pH zaludku stabilné vazala v priméru 77,7 % AI**. Navzdory tomu, ze kyseliny
jable¢na a citronovd by mély vykazovat vysoky potencidl vazat AI®*, experimentalné
to pozorovano nebylo. V obou piipadech by to bylo mozné potencialné piisuzovat pouzité
metod¢, ale jen U kyseliny jable¢né byl tento ukaz pozorovan i v literatufe. Stanovené hodnoty
byly porovnany i S teoretickymi hodnotami vypocétenymi pomoci Visual MINTEQ 3.1, které
simulovaly obdobné podminky. Kromé komplexu hliniku s kyselinou citronovou a jable¢nou
se teoretické predikce pro vyskyt volného AI®* ligily od praktického pokusu v priiméru na
urovni 5,76 %, coz je mozné povazovat za velmi dobrou shodu.

To, kolik hliniku bude vazano v komplexu s ligandem bude ptfedevsim zaviset na jeho
druhu, jeho mnozstvi, poétu reaktivnich funkénich skupin a na hodnoté disocia¢ni konstanty
kyseliny (pKa). Na zaklad¢ tohoto pozorovani bylo stanoveno, Ze nejlepsi potencial vazat hlinik
jak ve stavach, tak v ovoci bude u ligandi s niz§i hodnotou pKa, protoze jim umoziuje setrvat
v disociované (reaktivni) formé i pfi nizSich hodnotach pH, anebo s vy$sim poctem reaktivnich
skupin (naptiklad -COO a -O"), se kterymi bude hlinik potencialné reagovat. Na zakladé toho
bude nejlepsi podminky k interakci poskytovat kyselina Stavelova, citronova, vinna, jable¢na
nebo PO4*.

Vzhledem Kk navySujicimu se vystavovani lidi hliniku, ktery neni zdravotné zcela
nezavadny, je na misté zkoumat jeho pfijimané mnozstvi a jeho chovani v naSem organismu.
Doufam, ze v tomto ohledu prace svymi pozorovanimi piispéla k rozsiteni védomosti, pokud
jde o tuto problematiku a pomtize pti dal§im zkoumani.
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12 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ANA Ananasova Stava

ARO Aronie §tava

BAN Banan

BEZ Cerny bez

BOR Borlvkova §t'dva

BRO Broskev

BRU Brusinkova stava

cit Kyselina citronova
CITR Citronova Stava

CBEZ Cerny bez §t'ava

fum Kyselina fumarova

glu Kyselina glukonova
GRN Granatové jablko Stava
GRP Grepova stava

HROb Hrozen bily stava
HRO¢ Hrozen Cerveny Stava
HRU Hruska

HRUS Hruskova §tava

chin Kyselina quinova (chinova)
JAB Jablko

JABL Jable¢na st'ava

JAH Jahoda

jbl Kyselina jable¢na

ket Kyselina a-ketoglutaratova
KIW Kiwi

KOK Kokosova voda

LIM Limetova $tava
LMMOA Organické kyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti
MAL Malinova §tava

MAN Mandarinkova $t'ava
MEL Vodni meloun

ml¢ Kyselina mlé¢na

POM Pomeran¢

POME Pomerancova Stava
pyr Kyselina pyrohroznova
RAJ Rajcatova st'ava

RAK Rakytnikova Stava
RYB Cerny rybiz §tava

Stv Kyselina §tavelova
SVE Svestka

vin Kyselina vinna
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15 Samostatné prilohy

Tabulka 16: Vysledky ICP-OES, analyza prvkii v stavach [mg/ 1]

KOK 0,019 6583 0,000 0,127 0,201 70,09 1850 0,370 68,71 42,03 0,344
RAJ 1,038 61,24 0,000 0,353 0,985 51,10 * 0,015 1403 1,69 1,027
HRUS 0,623 2943 0,000 0,296 0,255 3370 8173 0,042 64,70 0,581 0,837
CBEZ 0,702 1160 0,038 0,284 3,039 29513 151 0,086 419,6 6,266 1,947
POME 0,194 1656 0,000 0,408 0,470 96,51 42,77 0,018 150,2 9,070 0,646
ANA 0,019 7221 0,011 0,439 1,075 68,28 3,151 0,030 44,57 23,32 1,378
JABL 0552 1312 0,000 0185 0,633 4984 6336 0,019 6572 7,180 0,232
ARO 0,040 1252 0,008 0,462 0550 82,73 9,205 0,096 1629 2,808 0,936
MAN 0,195 110,2 0,009 0,647 0486 8733 3691 0,011 8085 4551 0,779
HRO¢ 0536 90,42 0,016 1,253 1,088 58,85 1554 0,019 90,20 9,786 0,531
HROb 1,445 1048 0,001 0,364 1,777 5846 1867 0,014 1155 9,073 0,994
GRN 1,540 59,04 0,011 0492 1849 4966 7,969 0,128 107,0 4,253 1,327
GRP 0,210 58,44 0,000 0,212 0,153 57,65 14,08 0,027 1035 1,717 0,361
MAL 0,609 106,0 0,008 0,147 0,646 1089 557 0,385 1238 1,988 1,896
BOR 0,848 96,30 0,000 0,333 0,443 39,84 4,707 0,062 5357 2,485 0,992
RYB 1,006 211,8 0,008 0,38 2939 78,01 1439 0,127 2240 3,417 1,585
RAK 2,188 50,41 0,026 0,581 4,527 5452 84,43 0,183 158,7 4,662 1,021
BRU 0,330 49,59 0,004 0,158 0943 2951 7,95 0,050 34,37 3,769 0,655
LIM 0,758 81,80 0,017 0,505 0,553 57,55 40,36 0,026 109,0 7,706 0,733

CITR 0,712 H 1044 0,000 0,570 0,633 69,2 130,6 0,025 76,25 8,291 0,975
*obsah vysoko nad ramec kvantifikovatelnosti

Tabulka 17: Detekcni limity stanovovanych prvkii [mg/ 1]

Prvek Detekénilimit Prvek Detekéni limit |

Al 0,0386 Mg 0,0029
As 0,0067 Mn 0,0001
B 0,0067 Na 0,0258
Ba 0,0067 Ni 0,0004
Be 0,0067 P 0,0067
Ca 0,0079 Pb 0,0015
Cd 0,0002 S 0,0121
Co 0,0018 Sb 0,0082
Cr 0,0007 Si 0,0521
Cu 0,0060 \Y 0,0006
Fe 0,0184 Zn 0,0060

K 0,0934 - -



