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Stanoveni zmén koncentrace hliniku v odvaru a digestatu
Hibiscus sabdariffa

Souhrn

Tato bakalarska prace se zabyvala charakterizaci obsahu hliniku v odvaru a digestatu
ibisku sudanského (Hibiscus sabdariffa), jehoz suSené Casti jsou Casto pouZivany pro pfipravu
jednodruhovych i smésnych bylinnych ¢i ovocnych ¢ajli po celém svété. Tento prvek je totiz
pfi nadmérné expozici vGici lidskému organismu toxicky. Mnozstvi hliniku, které lidsky
travici trakt s urcitou potravindfskou matrici pfijme a je schopen vstrebat, zavisi na mnoha
faktorech, napfiklad na formé pfitomného prvku, fyzik&Iné-chemickych vlastnostech
potraviny a v neposledni fadé také na jejich spoleCném chovani v lidské gastrointestindlni
soustavé. Koncentrace hliniku v samotné suSené rostlinné matrici ibisku stidanského je dana
mimo jiné schopnosti rostliny akumulovat v pldé pfitomny prvek a vytvaret ve svych
pletivech komplexy, diky kterym se chrani pred jeho toxicitou.

V praktické Casti bakalarské prace probéhlo stanoveni mnoZzstvi hliniku v susené
rostlinné matrici 8 ¢ajll z ibiskového kvétu, jejich nalevu a digestatu emisni spektrometrif
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES). Traveniny odvar( byly pfipraveny podle aktualni
verze statického in vitro gastrointestindlniho modelu Infogest Working Group. Bylo zjisténo,
Ze obsah prvku v rostlinné matrici nebyl ovlivnén (p < 0,05) zplsobem zemédélské produkce
(konvenéni x ekologické) ani zemi plvodu. Ze suseného ibiskového kvétu pak preslo do jeho
odvaru pouze primérné 5 % plvodniho mnozstvi hliniku, jez nebylo (p < 0,05) pfimo Umérné
vychozimu obsahu. Po prlichodu nalevll simulovanym travicim procesem byl zaznamenan
statisticky vyznamny (p > 0,05) narlist koncentrace prvku. Pozorované zvyseni obsahu hliniku
bylo pravdépodobné zplsobeno kyselym pH Zalude¢ni faze traveni, diky kterému presel
prvek do dobfe rozpustnych a tim Iépe vstfebatelnych forem.

Kli¢ova slova: hlinik, ibisek sadansky, in vitro trdveni, metabolismus, toxicita



Determination of aluminium concentration changes
In infusion and digesta of Hibiscus sabdariffa

Summary

The aim of this bachelor thesis was to characterize aluminium content in infusion and
digestate of Hibiscus sabdariffa tea. Dried Hibiscus is worldwide used for the manufacture
of herbal or fruit tea. Aluminium is at excessive exposure toxic for human organism.
The amount of this element which is human gastrointestinal tract able to intake and absorb
depends on many factors such as the form of it, physico-chemical properties of a food matrix
and on their behavior in the human gastrointestinal system. The concentration of aluminum
inthe dried plant matrix is influenced bythe ability of plant to accumulate element
from the soil and create aluminium complexes in tissues. This process protects plant against
aluminium toxicity.

In experimental part of bachelor thesis was determined the amount of aluminum
in dried plant matrix of 8 herbal teas of hibiscus flower, their infusions and digestates
by emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-OES). Digestates
from infusions were prepared according to the current version of the static in vitro
gastrointestinal model Infogest Working Group. The content of the element in plant matrix
was not (p < 0.05) effect by the type of agricultural production (conventional x ecological) or
country of origin. From dried hibiscus flowers passed only cca 5 % of aluminium into the
infusion and this amount was not (p < 0.05) proportional to the initial content of element.
There was a statistically significant (p > 0.05) increase in the concentration of aluminium
after infusions digestion via simulated gastrointestinal process. The observed increase
of aluminum content was probably caused by the acidic pH of the gastric phase of digestion
where aluminium passed into well soluble and therefore better absorbable forms.

Keywords: aluminium, Hibiscus sabdariffa, in vitro digestion, metabolism, toxicity
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1 Uvod

IbiSek sudansky (Hibiscus sabdariffa) je po celém svété hojné vyuZzivan, at’ jiz
k pFipravé pokrmd, krmiv, kosmetiky a dalSich produktd, tak i pfipravé napojd. V nékterych
zemich se stalo piti ibiskového Eaje tradici. V Ceské republice ho Ize sehnat jako samostatny
bylinny ¢aj nebo je soucasti ovocnych ¢ajl, kde tvofi prevaznou ¢ast susenych rostlin. Ibisek
je diky obsahu nékterych latek doporu¢ovan mimo jiné pro prevenci nékterych onemocnéni
nebo i pro lidi trpici napfiklad na onemocnénim ledvin, ale také se doporucuje téhotnym
a kojicim Zenam i détem, protoZe neobsahuje povzbuzujici latky. IbiSek sudansky vsak patfi
mezi rostliny, které jsou schopné ve svych pletivech akumulovat pro lidsky organismus
toxicky prvek - hlinik. Nékteré rostliny tento prvek akumuluji a nevykazuji jakékoliv zndmky
toxicity diky tomu, Ze si ve svych pletivech vytvari neSkodné komplexy. Hlinik se v3ak pfi
ur€itych podminkach z téchto komplex(i miZze uvolfiovat a pfi konzumaci dostavat
do lidského organismu, kde mliZe plsobit toxicky. V jaké mife se prvek z komplex( uvolni
avstiebd do organismu zavisi na mnoha faktorech, at uz to jsou fyzik&Iné-chemické
vlastnosti potraviny a tedy i forma prvku, tak i zplsob, jakym je potravina pfijata. Existuji
totiz latky, které vstfebani hliniku mizZou podpofit nebo naopak inhibovat. Velky vliv
nauvolnéni prvku z nevstiebatelnych komplexi ma pak predevsim pH prostiedi.
Nadmérnému pfijmu hliniku je doporuc¢ovano se vyhnout u téhotnych Zen, déti a také u lidi
trpicich ledvinovymi chorobami. Pro né je maximalni doporuc¢ené mnozstvi snizeno Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) pod 0,05 mg/l. Vzhledem k tomu je vyznamné
charakterizovat mnozstvi prvku v rlznych druzich potravinarskych matric, které jsou bézné

konzumovany a mohou byt rizikoveé pro citlivé skupiny obyvatelstva.



2 Cil prace

Hypotéza: Koncentrace hliniku v odvaru a digestatu ibiSkového Caje je zavisla
na rostlinné matrici, formé obsaZzeného prvku a pfipravé nélevu.

Cilem bakalarske prace je v teoretické Casti zpracovani literarni reSerSe shrnujici
soucasné poznatky o obsahu hliniku v rostlindch pouzivanych k pfipravé bylinnych, ovocnych
a pravych Caji a faktorech, které jej ovliviuji. V praktické césti pak bude provedeno
stanoveni koncentrace hliniku v suSené rostlinné hmoté Hibiscus sabdariffa, jejim odvaru

a digestatu pomoci ICP-OES.



3 Literarni reSerse

3.1 Hlinik

Hlinik (Al) je tfeti nejrozsifengjSi prvek na Zemi, hned po kysliku a kfemiku. Zaujiméa
zhruba 8 % zemské klry a nachazi se v rliznych mineralech, napfiklad v Zivcich a slidach
(aluminosilikaty). Primyslové je téZzen predevsim ve formé bauxitu (AlL,O; x H,O) a ma
Siroké vyuZziti, mimo jiné i jako stavebni a obalovy material (Health Canada, 1998). Al je,
diky své rozpustnosti, téZ pfirozenou soucasti atmosféry, pldy, podzemni a zejména
povrchové vody, rostlin a Zivocichd. Do Zivotniho prostfedi je tento prvek uvoliiovan hlavng
prirodnimi procesy a projevy lidské cinnosti jako jsou sopecné erupce, eroze pldy,
zemédeélska cinnost nebo spalovani uhli. MnoZstvi Al v daném prostfedi je pak zavislé na jeho
kyselosti, ktera ovliviiuje rozpustnost prvku. Ta je nejnizsi v rozmezi pH 5,5 aZ 6,0 a narlista
pfi vysSich i nizSich hodnotéach aktivni kyselosti. ZvySeny obsah volného prvku ve vodnich
zdrojich tak mohou podpofit i kyselé desté (ISO 12020, 1997; Jones et Bennett, 1986; WHO,
2004).

3.1.1 Formy hliniku

Forma Al, v niz se vyskytuje v rliznych anorganickych a organickych komplexech,
ovliviiuje jeho rozpustnost a tim i pohyblivost v prostfedi, biologickou dostupnost a toxicitu.
Mezi nejCastéjSi anorganické slouceniny tohoto prvku patfi hydroxidy, kfemicitany, oxidy
a komplexy na bazi fluorid(, fosfore¢nanl, chloridl a sirand. Z organickych forem jsou to pak
zejména slouceniny s fulvovymi a huminovymi kyselinami. VétSina ze jmenovanych latek je
nerozpustna (Adams et Hathcock, 1984; Hue et al., 1986).

Jak jiz bylo Fe€eno, rozpustnost Al roste zejména pFi nizSich hodnotach pH, kdy
se uvoliiuji volné kationty AIP*. Ty patfi, spolu s AI(OH)** (struktura uvedena na obr. 1),
AI(OH)E a Al(OH); (struktura uvedena na obr. 2) a labilnimi anorganickymi komplexy
s fluoridy nebo sirany, mezi formy pro Zivé organismy toxické a zavislost jejich vyskytu
na aktivni kyselosti prostfedi je znazornéna na obr. 3 (Exley et House, 2012).
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Obréazek 1: Prechod AI** na AI(OH)** (Gregory, 2006).

AIOH* + H,0 — AI(OH)! + H'
AI(OH)! + H,0 — AI(OH)? + H
AI(OH)? + H,0 — AI(OH); + H

Obréazek 2: Pfechod AIOH?* na AI(OH), (Essington, 2004).
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Obrézek 3: Vliv pH prostfedi na formy vyskytu Al. a = celkovy Al obsaZeny v roztoku
(Martin, 1986).



3.1.2  Vstup hliniku do lidského organismu

Al miZze vstupovat do lidského organismu nékolika zplsoby. Nejvétsi mnoZstvi
(aZ 95 %) pochazi z potravy, protoZze prvek je prirozenou soucasti rostlinnych a ZivociSnych
tkani a nachazi se téZ v pitné vodé (< 5 %). S tim souvisi i pouziti urCitého typu kuchynského

v

naCini a aditiva. Podle studie Cabrera-Vique a Mesiase (2013) byly nejvyssi prijmy Al
byly prokadzany pfi dodrZovani stfedomorské stravy, kterd dava prednost Cerstvym
potravinam.. Priimérny obsah Al ve vybranych potravinarskych produktech je uveden v tab. 1.
Jeho dalSim zdrojem, ktery je pFijiman gastrointestinalnim traktem Ci intraven6zné, jsou Iéky
pro vnitfni uZiti (analgetika, pFipravky proti nevolnosti a prekyseleni Zaludku) a vakciny
(nékteré slouceniny Al doké&zi zpomalit uvolfiovani antigenu a posiluji imunogenicitu). Prvek
mize byt dale absorbovan ¢asteéné respiranim systémem a v malém mnoZzstvi i kiizi, nebot’
hlinité slouceniny se pouZzivaji také pfi vyrobé kosmetickych produktl, napriklad krém,
ocnich stinl a rtének, ale i antiperspirant, kde tyto latky napomahaji blokaci potnich kanalkd
(Domingo, 2003; Lubkowska et Chlubek, 2014; Podda, 2001; Shaw et Tomljenovic, 2003;
Yokel et Florence, 2006).



Tabulka 1: Primérny obsah Al ve vybranych potravinarskych produktech (Lubkowska et
Chlubek, 2014).

Produkt Obsah Al [ug/g Cerstvé vahy, pg/ml]
Pramér Rozpéti

Byliny 19,00 8,20 - 26,00
Coca-Cola 0,70 0,30-1,30
Cukr a produkty na cukr bohaté 6,70 3,40 - 12,00
Caj 55,50 43,40 - 58,00
Chleba a kolace 7,40 3,40 - 22,00
Kakao a produkty z kakaa 33,00 9,40 - 103,00
Kéva 27,00 25,60 - 29,10
Koreni 145,00 6,50 - 695,00
Kravské mléko - 15,00 - 400,00
Luskoviny 9,30 3,20 - 16,00
Maso (i nakladané) a vnitFnosti 5,40 2,50 - 10,00
Materské mléko - 4,00 - 65,00
MIéko a mlécné produkty 4,50 1,20 - 16,00
Mofske plody 3,40 1,40 - 6,60
Mouka a produkty z mouky 9,50 3,80 - 34,00
Népoje 1,50 0,40 - 2,60
Olivovy olej 0,04 0,02 - 0,07
Ovoce 2,70 0,70 -7,90
Pivo 0,80 0,10-1,10
Ryby, konzervované ryby 3,20 1,20 - 5,50
S6jova bilkovina - 500,00 - 2400,00
sul 5,60 0,50 - 15,00
Zelenina - 0,70 - 33,00

Celkova koncentrace Al v potravinach zavisi nejen na jeho vlastnim obsahu v dané
suroving, ale také na fadé dalSich faktor(.. MliZe naristat volbou nékterych technologickych
procesti béhem zpracovani, baleni a skladovani, pouzivanim typl potravinarskych aditiv,
v nichZ se prvek nachézi (napfiklad E541 (fosforeCnan sodnohlinity) je obsaZzen v taveném
syru a v pradSku do peCiva, tedy i v pekafskych vyrobcich, E559 (kfemiCitan hlinity)




je protispékava latka nachazejici se v instantni kavé, suseném mléku, kofeni a Zvykackach
aE173 (kovovy pigment) se uplatiuje pfi zdobeni dortl a cukrovinek a k vyrobé
potravinovych obal(), a také pouzitim hlinikovych oballi a zejména varenim v hlinikovém
nadobi, pfi jehoZ pouZziti bylo zjisténo, Ze mize dojit az k 10% zvySeni mnozstvi Al
v potraviné (Cabrera - Vique et Mesias, 2013; Domingo, 2003; Solkiewicz et Lewandowski,
2000). Konec¢nou celkovou koncentraci ovliviiuji dale napfiklad délka a teplota zahfevu
surovin, pH procesu, sloZeni potraviny, respektive pFitomnost dalSich sloucenin (soli,
organické kyseliny), a vyvoj reakce (Ranau et al. 2001; Cabrera et Mesias, 2013). Lze tedy
fici, Ze i stravovaci navyky Ci rostouci spotfeba produktd s vysokym stupném opracovani
ma vliv na mnoZstvi prvku kazdodenné vstupujiciho do lidského organismu (Cabrera et
Mesias, 2013).

Pfirozeny obsah Al v pitné vodé zavisi na fyzikalné-chemickych a mineralogickych
faktorech. Jeho dalSim zdrojem jsou pak hlinité soli vyuzivané k Cisténi vod. Patfi mezi né
zejména kamenec (siran hlinity), ktery jako koagulant poméahé pfi odstrafiovani barvy, zékalu
a patogennich organism(, jako jsou viry a prvoci rodu Giardia. Kone¢na koncentrace prvku
ve vodé je zavisla jak na mnozstvi pridaného kamence, tak na pouzitém procesu CiSténi
povrchové vody a jeho podminkéach (pH, teploté). ProtoZe takto pfidany Al je z vétSi Casti
ve formé rozpustnych latek vcCetné organickych, tedy pro lidsky organismus Iépe
absorbovatelny, mnozstvi koagulantu je optimalizovano tak, aby koncentrace zbytkového
prvku byla co nejmensi (Health Canada, 1998; Miller et al., 1984; WHO, 2004).

Svétova spotieba Al na osobu je riznoroda a lisi se jak v ramci statli a mést, tak podle
jednotlivell. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) stanovila hranici celkového
maximalniho doporuceného denniho pfijmu prvku na 5 mg/den. MnoZstvi pfijatého Al v pitné
vodé a napojich by pak nemélo pfekracovat 0,2 mg/l, pficemzZ v pitné vodé se bézné nachazi
okolo 0,1 mg Al. V soucasnosti jsou nejmensi primérné hodnoty pFijmu prvku na obyvatele
zaznamenavany v Rakousku (1,9 - 2,4 mg/den), Nizozemsku (3,1 mg/den) nebo ve Spojeném
kralovstvi (3,9 mg/den). Doporucenou denni davku podle WHO naopak prekracuji napfiklad
Spojené staty americké (7,1 - 8,2 mg/den), Némecko (8 - 11 mg/den) a Svédsko (13 mg/den)
(WHO, 2004; Yokel et Florence, 2006). Tyto hodnoty vyjadfuji mnoZstvi podavangé, pficemz
vliv na lidsky organismus ma pak mnoZstvi absorbované, tedy biologicka dostupnost Al
(Yokel et Florence, 2008).



3.1.3 Vstrebavani a vylu€ovani hliniku v lidském organismu

Biologicky dostupné mnoZzstvi Al po jeho oralnim pfijmu se obvykle pohybuje
v rozmezi 0,2 az 1,5 %. Tato hodnota je pravdépodobné ovlivnéna mimo jiné velkosti davky,
dietnimi faktory, pH poZivatiny a tedy formou v ni obsazeného prvku. Bylo zjisténo, Ze
k nékolikanasobné vysSimu vstfebdvani dochédzi u osob vystavenych mensim pravidelnym
davkam (do 5 mg/den), nez pfi nepravidelném pfijmu vysokych davek (1 - 3 g/den), a Ze
s rostouci davkou absorpce u zdravych jedincll klesa (Health Canada, 1998).

Vyznamnou Ulohu pfi absorpci Al hraje téZ prichod matrice gastrointestinalnim
traktem. Jak jiz bylo popséno v kap. 3.1, prvek se nachadzi v dobfe rozpustné a tim i dobfe
vstiebatelné formé v alkalické a zejména kyselé oblasti pH. Av3ak i pres to, Ze v Zaludku,
pro néjz je nizkd aktivni kyselost prostfedi typickd, je prevedeno nejvétsi mnoZstvi
z celkového pfijmu Al do rozpustné podoby, pfi posunu traveniny do stfeva s témér
neutralnim pH je vétSina tohoto prvku pfeménéna opét na nerozpustné slouceniny, jeZ nejsou
absorbovatelné. Bylo pozorovano, Ze k nejvysSimu vstfebavani Al v intestindlni Casti
traviciho traktu dochdzi v proximalni Casti dvanactniku, kde je pH kyselejSi. DalSimi
vyzkumy, zaméfenymi na analyzu koncentrace prvku v krevnim séru a moci, bylo zjisténo, Ze
jeho obsah v téchto télnich tekutinach roste, pokud byl podan jako hydroxid hlinity (absorpce
az 0,45 %), uhlicitan hlinity nebo dihydroxid aminoacetat hlinity (absorpce 0,57 - 1,16 %).
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze mezi nejlépe vstfebatelné formy Al patfi latky s nizkou
molekulovou hmotnosti a labilni slouceniny (Kaehny et al., 1997; Reiber et. al. 1995; Nowak
et Brus, 1996).

Transport prvku pres stfevni sténu probihd ve dvou etapéch. V prvni dochézi k jeho
rychlé slizni¢ni absorpci a ve druhé k pomalému uvoliovani do krevniho obgéhu.
V kardiovaskularnim systému je pak Al vdzan na nékteré plazmatické transportni proteiny,
predevsim transferin (az 60 %) a sérovy albumin (34 %). Zbytek se sluCuje v krevnim séru
s citratem a méné nez 1 % je pritomno ve formé fosfore¢nanll a hydroxidd. Tak mlze byt
prvek transportovan do rdznych tkani a organt, kde je kumulovan (DeVoto et Yokel, 1994;
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Krewski et al., 2007). Nejvyssi hladiny Al u savcd byly nalezeny v ledvinach, plicich,
pFistitnych téliskach, skeletu, sleziné a §titné Zlaze, ale také v mozku (zejména v Sedé hmotg),
kde se jeho mnoZstvi zvySuje s vékem. Provedené studie v této oblasti také zaznamenaly, Ze
mira hromadéni prvku ve tkanich je dale ovlivnéna typem podavané slouceniny, zplsobem
jejiho vstupu do organismu, vékem, zdravotnim stavem (€innosti ledvin) a dietnimi ndvyky

respondenta (Health Canada, 1998). Existuji vSak i dalSi faktory, které vstfebavani



a metabolismus prvku v lidském organismu mohou ovliviiovat. Jednim z nich je i obsah
dalich minerald (vapniku, hof¢iku nebo Zeleza), s nimiz hlinité ionty soutézi o absorpéni
receptory v gastrointestindlnim traktu. ZvySena absorpce a kumulace Al v nervové tkani, jez
zplisobovala naruseni celkové struktury neurofibrilarnich klubek, byla napfiklad pozorovana
pfi nedostatku vapniku nebo hof¢iku (Cabrera-Vique et Mesias, 2013). Déle bylo zjisténo, ze
pritomnost kyseliny askorbové, citronové, jable¢né a mlécné ve stfevé mize zvySovat
vstiebavani prvku snizenim pH. Stejny ucinek byl zaznamenén i u sacharinu, vitaminu D nebo
parathormonu. Z tohoto ddivodu hraje sloZeni potravy ve vztahu k absorpci Al tak vyznamnou
roli. Silny vliv m4 také soucasny prijem jidla s pitnou vodou prvek obsahujici (Cabrera-Vique
et Mesias, 2013; Deng et al., 1998).

Vstiebatelnost Al mize byt na druhou stranu sniZena napriklad pFitomnosti
fosfore¢nand, které s nim tvofi i pri nizkém pH komplexy, v nichZ je prvek velmi silné vazan,
¢imz se stava prirozené hlre absorbovatelnym (Health Canada, 1998; Martin, 1986). Martin
(1986) pozoroval pokles miry vstfebavani Al pfi pfijmu potravy a pitné vody obsahujici jak
prvek, tak fosfatové slouceniny (fytaty, kaseiny) (Martin, 1986). Biologickou dostupnost Al
mlZe také snizit soucasny prijem mineralnich vod s obsahem kiemicitand, které maji stejny
ucinek jako fosforeCnany. Bylo zaznamenano, Ze rozpustény oxid kiemicity tvofi nerozpustne
hlinitosilikatoveé komplexy v travicim traktu (Edwardson et al., 1993).

Gastrointestinalni absorpce prvku je ovliviiovana i zdravotnim stavem, pficemz
nékteré choroby ji mohou podporovat. K vysSimu vstfebavani Al tak dochazi napfiklad
pfi encefalopatii, chronickém selhani ledvin a urémii a enteropatii, jez moduluje propustnost
stfevni stény (Health Canada, 1998).

Vylucovani prvku z lidského organismu je pomérné nizké. Hlavni tlohu v ném
zaujimaji ledviny. Literatura uvadi, Ze moci je denné vylouceno v prliméru 20 - 50 pg Al
Nizka efektivita tohoto procesu je zplsobena jeho resorpci v proximalnich kanalcich. Retence
prvku tak mlzZe vést u jedincl s poskozenymi ledvinami nebo u zdravych osob vystavenych
vysokym davkadm Al aZ k intoxikaci organismu (Volkonen et Aitio, 1997). Zhruba 2 % prvku
jsou vyloucena také Zluci, ale i tento zplisob je u zdravého jedince pomérné nevyznamny
(Health Canada, 1998). Z&véry nékterych studii pak naznacuji, Ze Al by mohl byt naopak
vyluCovan prevazné stolici (Greger et Baier, 1983), avSak toto zjisténi nebylo dosud

potvrzeno a vysledky jinych praci v této oblasti ho spiSe popiraji (Priest, 1993).



3.1.4 Biologicka aktivita hliniku

Al se za urCitych podminek, jako je napfiklad nizké pH, vyskytuje ve forméach, které
jsou potencialné toxické pro vSechny Zivé organismy. PFi akutni expozici je toxicita viak
nizka. Dle dostupné literatury nedochazi k projevim S$kodlivych kratkodobych G€inkd ani
pfi perorélnich davkéach 100 mg/kg télesné hmotnosti za den, pfijem vétS§iho mnoZstvi vsak jiz
vede k Siroké $kale toxickych projevll (Health Canada, 1998). Z tohoto dlivodu byl WHO
stanoven doporuceny maximalni pfijem prvku. Pfipustny obsah Al v pitné vodé (0,2 mg/l)
je pak snizen pro téhotné a kojici Zzeny, kojence a osoby trpici poruchami ledvin pod 0,05 mg/|
(WHO, 2004).

3.1.5 VIliv hliniku na zdravi

Jako neurotoxin je prvek predevsim spojovan s neurodegenerativnimi onemocnénimi,
jako jsou demence C€i Alzheimerova choroba. Ma tendenci k nerovnomérné akumulaci
v mozku, pficemz v Sedé hmoté mize byt jeho koncentrace az dvakrat vyssi nez v bilé.
Ackoliv byly u osob postizenych neurodegenerativnimi onemocnénimi zjistény zvysené
hodnoty Al v mozkové tkani, stale nebylo zcela potvrzeno, zda jsou tyto nalezy pficinou
poruch, nebo jejich projevem. Pro pozitivni vliv prvku pfi vzniku senilni demence hraje fakt,
Ze jeho obsah v mozku, ale i dalsich organech, predevsim v plicich, roste s vékem pacient(l
(Alfrey, 1986; Crapper et al., 1989; Lubkowska et Chlubek, 2012; Strzalkowska, 1991).
Dalsim zplisobem, kterym by se Al potencialné mohl podilet na vzniku a rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni, je jeho schopnost inhibovat mnoZstvi enzymovych
procesd, jez probihaji v lidském metabolismu. Bylo prokazéano, Ze tato biologicka aktivita
se vztahuje zejména na biokatalyzatory vyuZivajici ATP jako substrét, které se podileji mimo
jiné na syntéze katecholaminl a antioxidacnich reakcich. lonty prvku maji totiz schopnost
vytvéret s ATP silné komplexy diky spojovani jejich fosfatovych skupin s nukleovymi
kyselinami a fosfatovymi proteiny. Naruseni antioxidacnich procesti pak zvySuje oxidacni
stres bunék, jeZ byl také pozorovan u mozkovych neurond. Casem miize diky tomu dojit aZ
k jejich amyloiddze, kterd je mimo jiné pozorovana pfi Alzheimerové chorobé (Altmann et
al., 1987; Hamilton et al., 2001; Milla et al., 2002; Zatta et al., 2002).

Al dale plsobi toxicky na dychaci, kosterni, ¢i krvetvorny systém, coz mdze
zplisobovat encefalopatii, osteomalacii a mikrocytarni anémii. Osteomalacie mlze byt
pravdépodobné vyvolana jeho schopnosti ovliviiovat pomér mezi koncentraci vapniku
a fosforu v krevni plasmé (Diaz-Corte et al., 2001; Malluche, 2002). Rozvoj mikrocytarni
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anémie je pak nejspiSe zplsoben tim, Ze prvek soutézi se Zelezem v biosyntéze hemu a
v katabolickych procesech. To vede k poskozeni erytrocytd a snizené produkci hemoglobinu
(Vittori et al., 2002).

Zkoumana byla také mutagenita a kancerogenita Al. Vysledky provedenych studii
byly v obou oblastech negativni. Ackoli prvek je schopen tvofit komplexy s DNA a nékteré
jeho slouceniny dokazi vyvolat chromozomalni anomalie u rostlinného materialu, nebyla
zaznamenana jeho mutagenita vici lidskym burikdam. Stejné tak nebyla prokdzéana ani
souvislost Al se zvysenym vyskytem nador( (Leonard et Leonard, 1989; WHO, 2004).
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3.2 Caj

v

Podle zdkona €. 110/1997 Sbh., o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné
a doplnéni nékterych souvisejicich zakond, pro €aj, kdavu a kavoviny, je Cajem vyrobek
rostlinného plvodu slouZici k pFipravé napoje ureného k pFimé spotfebé nebo napoj
pfipraveny z tohoto vyrobku (Zakon ¢. 110/1997 Sh., Vyhlaska €. 78/2003 Sb.).

3.2.1 Rozdéleni ¢ajl

v

Dle zékona €. 110/1997 Sh., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné
a dopInéni nékterych souvisejicich zakond, pro ¢aj, kavu a kavoviny, jsou Caje rozdélovany
do 3 z&kladnich kategorii, na prave, ovocné a bylinné. Déle jsou do téchto poZivatin fazeny
téZ ovonéné, ochucené a aromatizované Caje a vyrobky ziskané vodni extrakci, jez slouzi
po rozpusténi ve vodé k pfipravé instantnich ¢ajd a ¢ajovych napojd.

Caj pravy je produkt vyrobeny z vyhonkd, listd, pupenli nebo jemnych &asti
zdrevnatélych stonkll ¢ajovniku ¢inského (Camellia sinensis), popfipadé jejich kombinaci.
Podle zplisobu fermentace je dale kategorizovan na zeleny ¢aj pravy, jez je nefermentovany,
polofermentovany €aj pravy (oolong), u néjz doSlo k CasteCné fermentaci, a Cerny Caj pravy,
ve kterém probéhla pIné fermentace.

Caj ovocny je definovan jako vyrobek ze suseného ovoce a &asti susenych rostlin,
kde podil suseného ovoce je vy3si nez 50 % hmotnosti. Caj bylinny je pak produkt z &asti
jednotlivych bylin nebo jejich smési nebo smési bylin s pravym ¢ajem €i s ovocem, pficemz
obsah bylin musi Cinit opét minimalné 50 % hmotnosti (Zakon ¢. 110/1997 Sh., Vyhlaska
¢. 78/2003 Sh.).

3.2.2 Ibisek sudansky

IbiSek sudansky (Hibiscus sabdariffa Linnaeus) pochazi z celedi slézovité
(Malvaceae), ktera zahrnuje pfes 300 druhd bylin, kefd i stromd. Jedna se o jednoletou, az
2,5 m vysokou bylinu s Cervenymi stonky a zelenymi, 7,5 - 12,5 cm dlouhymi, stfidavé
posazenymi listy s naCervenalou Zilnatinou. Ty jsou u mladych a v horni ¢asti starSich rostlin
jednoduché, zatimco tvar dolnich listl starSich zastupcl je 3 az 4 laloCnaty s ozubenymi
okraji. Kvéty, zasazené jednotlivé v Gzlabi listl, jsou az 12,5 cm Siroké a skladaji se
z 5 kali$nich listkd. Jejich barevna $kala sahd od Zluté pfes hnédoZloutou, s rlizovou az
s kastanovou skvrnou, ktera na konci dne pfi uvadani opét zrlizovi, az po typicky ¢ervenou

barvu. Bylina je zobrazena na obr. 4 (Mohamed et al., 2007).
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Obrézek 4: Ibisek sudansky (Dostupné z: http://www.theepochtimes.com/n3/1933499-
hibiscus-tea-for-weight-loss-blood-pressure-and-inflammation).

Ibisek sudansky pochazi z Afriky a bylo prokézano, Ze byl domestikovan jiz
pfed 4 000 let pfed naSim letopoctem v zapadnim Sudanu. Dnes je péstovan v tropickych
a subtropickych oblastech po celém svété, kde jsou zajistény minimalni nocni teploty 20 °C
po 4 - 8 mésich v roce, 13 h sluneéniho zafeni a 130 - 250 mm mési¢niho Ghrnu srazek.
Rostlina je z hlediska potfeb Zivin nenaroéna a dobfe prospiva i na chudych pddach,
predstavuje tedy jednu z idealnich plodin pro rozvojové zemeé. Jeji hlavni nevyhodou je
pomaly rist (Ali et al., 2005; De-Costa-Rocha et al., 2014; McKay et al., 2010).

Bylina nalezla primyslové vyuZiti v potravinafstvi, krmivarstvi, textilnim
a kosmetickém prlmyslu i farmacii. V zapadni Africe jsou listy a semena tradi¢né pouzivany
pro pripravu pokrmd. V Turecku a Jizni Americe je ibisek stidansky pro svou mirné nakyslou
chut’ oblibeny jako teply i studeny napoj, ktery je znamy pod nazvy Roselle, kysely ¢aj, Agua
de Jamaica nebo Karkade. V zapadnim svété je pak rostlina uplatiovana nejcastéji jako slozka
bylinnych a ovocnych ¢ajd (Ali et al., 2005; De-Costa-Rocha et al., 2014; Ross, 2003).
Jeji potencial je vSak mnohem $irsi. Z kvétll se mohou téZ vyrabét dzemy a Stavy, zmrzlina,
cokolady a pudinky, kolace, ale také kvaSené napoje (Sayago-Ayerdi et al., 2007). Bylina je
také vyuzivana jako krmivo pro zvifata. V Indii je ibiSek stdansky jednim z nejdllezitéjsich
druhli péstovanych pro vlakno, jez slouzi jako nahrazka juty pro vyrobu oblegeni nebo
loZniho pradla. V Malajsii je jeho olej soucésti kosmetickych pFipravkd. V Ciné je vyuzivan
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pro své léCivé vlastnosti. Kvéty, které jsou pro své GCinky vyuZivany, se sbiraji mezi

Cervencem a zafim (De-Costa-Rocha et al., 2014; Ismail et al., 2008).

3.2.3 Biologicka aktivita ibisku sudanského

Bylina je pro své priznivé ucinky na lidské zdravi tradicni surovinou lidové mediciny.
PouZivaji se zejména jeji kvéty, listy a semena, jeZ jsou bohaté na vitaminy, mineralni latky,
vlakninu a bioaktivni slouceniny, mezi kterymi lIze jmenovat predevsim rlzné organické
kyseliny, fytosteroly, polyfenoly, flavonoidy a antokyany (Ali et al., 2005). Dle vysledkd
dostupnych studii je slozeni kvétl ibisku sidanského nasledujici: bilkoviny 1,9 g/100g, tuk
0,1 g/100g, sacharidy 9,2 g/100g a vlaknina 2,3 g/100g (cca 33,9 %). Sacharidy jsou tvofeny
z velké Casti sloZzenymi cukry, jejichz zakladnimi stavebnimi jednotkami jsou predevsim
arabin6za, galakt6za, glukdza, rhamn6za a mendi mnozZstvi kyseliny galakturonové,
glukuronové, mandzy a xylézy (Sindi et al., 2014). Z vitamind je rostlina bohata napfiklad
na vitamin C (14 mg/100g, suSené kvéty 260 — 280 mg/100g) nebo B-karoten (300 mg/100g).
Mnozstvi vitaminQ je vSak velmi variabilni, coz mlze byt disledkem odli$ného genomu
a odrldy, Zivotnim prostiedim nebo podminkami sklizné (De-Costa-Rocha et al., 2014; Ismail
et al., 2008). Bylina téZ obsahuje vyznamné mnozstvi vapniku (1,72 mg/100g) a Zeleza (57
mg/100g). Extrakty ibiSku stidanského vykazuji vysoké procento organickych kyselin, a to
zejména kyselinu citrénovou (12 — 20 % hm.), hydroxycitronovou (< 15 % hm.), jableCnou
(2-9 % hm.) a vinnou (8 % hm.), v malém mnoZstvi pak kyselinu Stavelovou. Obsah
antokyan( (skupina derivatll flavonoidd a pfirodnich pigmentl) dodava kvétim rostliny
typickou barvu, jeZ se méni v zavislosti na pH. Za aroma jsou odpovédné tékavé latky.
V kvétu ibisku stdanského bylo nalezeno celkem 23 sloucenin Fadicich se mezi aldehydy,
alkoholy, ketony, organicke kyseliny a terpeny (Ramirez-Rodrigues et al., 2011).

Bylina je vyuZivana k podpofre 1éCby a prevenci vzniku mnoha akutnich i chronickych
onemocnéni. Pozitivni GC€inky byly prokézany napfiklad na aterosklerzu, diabetes,
hypertenzi, jaterni a kardiovaskularni choroby. Diky obsahu fenolickych sloucenin
(polyfenoly a flavonoidy) a vlakniny byly také pozorovany antimikrobialni, antioxidacni,
antitumoralni, cholesterolemické a imunostimulacni vlastnosti ibisku sudanského (Sindi et al.,
2014; Jeszka-Skowron et al., 2015). Studie zaméfené na biologickou aktivitu rostliny déle
zaznamenaly, Ze m& schopnost uvolfiovat délohu a stfevni sliznici a podporovat reprodukéni
funkce. Extrakt z ibisku sudanského téz inhibuje aktivitu a-amylaz a blokuje absorpci cukrd

aSkrobll, coz mlze byt pFiznivé pfi snizovani vahy (De-Costa-Rocha et al., 2014).
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Susené fermentované kalichy byliny mohou diky svému nizkému pH navic ovliviiovat

dostupnost mineralnich latek, jako je hofCik, vapnik, zinek nebo Zelezo (Falade et al., 2005).
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3.3 Hlinik v ajich

Jak jiz bylo podrobné rozebrano v kap. 3.1, Al je v rlznych formach pfirozenou
soucasti ovzdusi, pldy i vody, odkud se miZe dostat téZ do pletiv rostlin a tkani Zivocich(.
Koreny rostlin pfichazeji do kontaktu s prvkem vétSinou v podobé neskodnych oxidl nebo
hlinitokfemicitan(. Tyto slouceniny vSak vlivem pfirodnich procesi a lidskou ¢innosti mohou
uvoliiovat kationt AI**, ktery je pro mnoho rostlinnych druht toxicky, a to v mikromolarnich
koncentracich. Bylo zjisténo, ze AI** omezuje riist koFen(, &imZ negativné ovliviiuje pFijem
zivin i vody a tim plsobi celkovy Spatny rdst a produktivitu. Zemédélské vynosy jsou tak
ohrozeny predevsim na kyselych plidach, kde se vlivem pH prostfedi kationt uvoliiuje
z pritomnych forem Al snadngji a ve vétSim mnoZstvi. Jako obranu si rostliny proti toxickému
plsobeni AIF* vyvinuly riizné mechanismy. Mezi 2 nejrozsitengjsi patfi zplisob zaloZeny
na zabranéni vstupu prvku do pletiv a zplisob zaloZeny na jeho kumulaci. Oba pracuji
na principu tvorby latek, jejichz anionty vytvari dostatecné silné komplexy s kationtem, jako
jsou napfiklad citrat, malat a oxalat. Tyto organické kyseliny jsou pak v prvém pripadé

uvolnény do rhizosféry, kde chelatuji AI**

a tim zabrani vstupu toxické formy Al do rostliny.
Popsany mechanismus vyuziva fada zemédélskych plodin, mezi nimiz jsou i kukufice, oves,
pohanka, pSenice, s6ja nebo Zito. V druhém pfipadé dochazi k hromadéni kationtu v pletivech,
kde je jeho toxicita neutralizovana tvorbou pfislusnych komplex(. Takto jsou rostliny
chranény i pfi vysokych koncentracich prvku. K druhlim vyuzivajicim popsany mechanismus
patfi napfiklad fléra tropickych destnych pralesti (Delhaize et Ryan, 1995).

Rada rostlin vyuZivanych k vyrobé ¢aji patfi mezi druhy akumulujici Al
Tento potravinarsky produkt, jeZ je celosvétové velmi obliben a, Casto jako soucast Zivotniho
stylu, Siroce konzumovan, je tak jednim z hlavnich potravinovych zdrojd prvku v lidském
jidelnicku. Bylo zaznamenano, Ze piti ¢aje mize zvysit prijem Al aZz dvojnasobné. To lIze
vysvétlit tim, Ze prvek je v Cajovych nalevech pfitomen pIné nebo Castecné ve formé
komplext s organickymi molekulami, jako jsou napfiklad polyfenolické slouceniny, které
maji vysokou afinitu k alkaloid(im, sacharid(im, bilkovinam, ale také kovim (Alberti et al.,
2003). Absorpce Al pFitomného v napoji lidskym organismem mize byt také zvysena
zplisobem vyroby a podavanim produktu. Pozitivng plsobi napriklad pridavek kyseliny
citréonové, jez je vyuzivana nejen jako konzervant a acidulant komerénich vyrobkd, ale je také
pfirozenou soucasti citronové Stavy, tradicniho ochucovadla Caje. Prvek ve formé citratu
hlinitého prochazi totiz snadno pres gastrointestindlni bariéru (Greger et Powers, 1992).
Stejné jako lze zvysit biologickou dostupnost Al pfidanim citronové Stavy, hovofi se
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0 moZnosti zvySeni pfi pfidani mléka do Caje (Kralj et al., 2005). Podle Streeta a kol. (2007)

pridani cukru do nalevu nema Zadny vliv na dostupnost Al (Street et al., 2007).

3.3.1 Hlinik v pravych ¢ajich

Jiz v davnych dobéach zacali lidé pitnou vodu Castecné nahrazovat horkymi vyluhy
z pozdéji cileng péstovanych bylin, ovoce a dalSich rostlinnych druhd. Pravé Gaje pochazeji
z rostlin rodu Camellia, které se brani toxicité AI** kumulanim mechanismem, kdy je Al
ve formé komplex(i s organickymi kyselinami hromadén v pletivech a izolovan
od metabolicky aktivnich €asti (Martin, 1990). Jeho mnoZstvi v Cajovniku zaleZi na fadé
faktor(l, mimo jiné na nadmorské vysce, plidnich podminkach, kyselosti a mnozstvi srazek,
genetické odrldé a stari rostliny. Matsumoto a kol. (1976) ve své studii uvadi, Ze staré listy
¢ajovniku mohou obsahovat az 30 mg prvku na gram suSiny. Spole¢né s nékolika druhy
kofeni se tak tato potravinarskd surovina a vyrobky z ni fadi k matricim s nejvysSim
koncentracemi Al (Matsumoto et al., 1976; Mdller et al., 1998). Na mnoZstvi prvku, jez
prejde do napoje ma vsak kromé jeho obsahu v produktu vliv i samotny zplsob pFipravy
a podavani odvaru (teplota vody, pomér susena matrice:voda, délka louhovani, pocet nalevl
(s pribyvajicim poctem se obsah Al snizuje), pfidavek ochucovadel atd., jak bylo popsano
vkap. 3.3) (Marcus et al., 1996). Prehled prdmérnych koncentraci Al v suSené matrici

a nalevech rdiznych druhl pravych ¢aji po 5 min louhovani je uveden v tab. 2.
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Tabulka 2: Koncentrace Al vybranych druhi pravych &aj.

Produkt car [H9/g] | car [Ho/100ml]
Bily &aj° neuvedeno | 143,0+17,0
Cerny ¢aj* 899,0 +292,0 419,0
Cerny €aj° 4450 - 1552,0 | neuvedeno
Cerny &aj° neuvedeno 155,0 + 5,0
Zeleny ¢aj° 520,0 - 940,0 | neuvedeno
Zeleny ¢aj’ neuvedeno | 358,0 + 30,0
Bily ¢aj (Pai Mu Tan)® 805,0 95,1
Cerny &aj (Ceylon OP decaffeinated Superior)” 825,0 271,0
Cerny &aj (Darjeeling FF FTGFOP1 Lucky Hill Inbetween)® 869,0 210,0
Cerny &aj (Golden Yunnan FO)® 659,0 184,0
Cerny &aj (Pu - Erh)° 1280,0 66,9,0
Zeleny ¢aj (Darjeeling SFTGFOP Moondakotee)® 966,0 166,0
Zeleny ¢aj (China Senecha)” 2410,0 700,0
Zeleny ¢aj (Java OP Green)® 1560,0 304,0

Mller et al., 1997
®Street et al., 2007
“Wrébel et Colunga, 2000
 Milani et al., 2015

3.3.2 Hlinik v bylinnych ¢ajich

| pfes oblibenost pro svou chut, absenci kofeinu a pFiznivé €i pfimo lé¢ebné ucinky

na lidsky organismus je doporucovano bylinné Caje konzumovat s opatrnosti vzhledem

k pFirozenému obsahu nékterych rizikovych prvk( a latek, mezi néz patfi i Al. Literatura viak

uvadi, ze piti téchto napoji by nemélo zplsobovat zdravotni problémy, pokud ve stejnou

dobu nejsou pozivany potraviny kontaminované vysokym mnozstvim toxickych forem tohoto

prvku (Yalcin Gorgulu et al., 2014). Pfehled primérnych koncentraci Al v susenych matricich

a nalevech rdiznych druhl bylinnych ¢ajd po 3 - 15 min louhovani je uveden v tab. 3.
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Tabulka 3: Koncentrace Al vybranych druhd bylinnych &aj.

Druh byliny cal [Ho/g] Car [1g/100ml]
Citrénova trava "¢ 1080,0 + 50,0" 260,0 + 80,09
FenykI° neuvedeno 9,0
Ginko ° 50,0 £ 1,0 57,0 19,0
Ginko ¢° 74020 neuvedeno
Hibiscus" 272,0 £ 19,0 13,0
Hibiscus® 2455+7.0 6,7 +0,7
Hibiscus® 222.3+0.6 6,3+0,5
Mata peprna® 477,0 £52,0 14,5
Sipek® 183,0 + 32,0 neuvedeno
Sipek® 157,0 + 12,0 56,0 + 5,5

Mller et al., 1997

®Ozcan et al, 2008

‘Malik et al., 2013

Basgel et Erdemoglu, 2006
*Stefanovits-Banyai et al., 2006
"Kumar et al., 2005

9Milani et al., 2015

" Wrobel et al. 2000

3.3.3 Hlinik v ¢ajich obsahujicich ibisek sudansky

IbiSek sudansky je v dnedni dobé velmi popularni slozkou at” uz teplych nebo
vychlazenych népojli po celém svété, a to predevsim diky své prijemné kyselé chuti a obsahu
pfirodniho Cerveneho barviva. Je jak vyznamnym samostatnym druhem Caje, tak je vyuZivan
jako zéakladni slozka ovocnych a smésnych bylinnych ¢ajl, které bézné mohou obsahovat
az 50 % a vice této rostliny.

Samotny ibiSek sudansky je také Casto doporucovan ke spotfebé téhotnym Zenam
a détem vzhledem k nepfitomnosti kofeinu (Prenesti et al., 2007). Nejvyssi hodnoty Al
u Malika a kol. (2013) byly namérfeny v BIO ibiSkovém c¢aji, a to az 12,05 pg/100ml.
Podle Toncea a kol. (2015) dochéazi u ekologického zemédgélstvi k okyselovani pid a tim

[>*

i vétsi koncentraci Al, ktery se ve formé AFF* dostava do pldniho roztoku a je tak pfistupny

pro rostliny (Malik et al., 2013; Tonce et al., 2015).
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4 Materialy a metody

4.1 Materiély, chemikalie, pristroje a zarizeni

4.1.1 Materialy

Pro pripravu néalevd z ibiskového kvétu bylo pouzito 8 bylinnych ¢ajd, které jsou

b&Zné dostupné v trzni siti CR. Jejich seznam je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4: Seznam pouzitych rostlinnych matric.

Min.
Vzorek Nazev Vyrobce Plvod _
trvanlivost
Karkade bylinny ¢aj IbiSek Valdemar GresSik - o
1 o Sadén 10. 12. 2016
sudansky kvét Natura s.r.o.
Bylinny ¢aj BIO Ibisek kvét Burkina
2 Sonnentor s.r.o. 8. 2016
Sonnentor Faso
3 Bylinny ¢aj IbiSek kvét VICkova Helena Sadan 10. 9. 2016
4 RGZovy ibisek Dr. Popov s.r.0. Sri Lanka 5.1. 2018
5 Nase byliny - Ibisek Oxalis, spol. s.r.o. Nigérie 3.12. 2017
) o Great Tea Garden
6 Bylinny Caj IbiSek kvét Egypt 11.9. 2018
S.r.0.
7 Ibisek cely Amana s.r.o. Sadan 14. 1. 2017
. RE food - orientalni o
8 Karkade Caj ) Sadan neuvedeno
potraviny
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4.1.2 Chemikalie

Pro vytvoreni travicich tav a pFipravu pufrovacich roztok( byly pouzity nasledujici
chemikalie o Cistoté p.a.:

e CaCly x (H,0); (Penta, CR)
e HCI (Lach-ner, CR)

e KCI (Lach-ner, CR)

e KHyPO, (Penta, CR)

e MgCl, x (H,0)s (Penta, CR)
e NaCl (Lach-ner, CR)

e NaHCO; (Lach-ner, CR)

e NaOH (Lach-ner, CR)

e (NH,4),COs (Penta, CR)

Pro in vitro simulaci traviciho procesu byly pouZzity nasledujici enzymy a latky o Cistoté

vhodné pro potravinarské ucely (food grade):

e pankreatin (Sigma-Aldrich, USA)
e pepsin (Sigma-Aldrich, USA)
e 7luC (Sigma-Aldrich, USA)

4.1.3 Pristroje a zarizeni

Pro prlbéh traveni a stanoveni mnozstvi Al bylo pouZito standardni pFistrojové

vybaveni analytické laboratofe. Specialni pFistroje jsou uvedeny nize:
e ICAP 7000 (Thermo Scientific, USA)

e Mini inkubator Cultura (Merck Millipora, DE)
e Orbital shaker 3005 (GFL, DE)

21



4.2 Metody

4.2.1 PFiprava nalevu pro in vitro traveni

Nélev byl pFipraven zalitim 1 g Caje ibisSkového kvétu 50 ml vrouci pitné vody. Smés
byla dale louhovana 15 min a poté zfiltrovana 2 zpUsoby, pfes kuchyrisky cednik, nebo pres
buniinu. K naleviim byl analogicky pFipraven slepy vzorek pouze z pitné vody.

4.2.2 Invitro traveni (Infogest Working Group, 2016)

Nalevy byly podrobeny aktualni verzi simulovaného in vitro gastrointestinalniho
traveni modelu Infogest Working Group (Minekus et al., 2014; Infogest Working Group,
2016). Tento model zahrnuje celkem 3 faze - orélni, gastrickou a intestinélni (tenké stfevo).
U tekutin Ize v3ak orélni fazi vynechat. Slozeni simulovanych travicich Stav je uvedeno

v tabulce 5.

Tabulka 5: SloZeni simulovanych travicich Stav.

Chemikilie Zasobni roztok | Simulovand Zaludecni Stava | Simulovana stfevni Stava

c [g/1] | c [mol/l] ¢ [mmol/l] ¢ [mmol/l]
CaCl, (H:0), | 44,10 0,30 0,15 0,60
HCI - 6,00 15,60 8,40
KCI 37,30 0,50 6,90 6,80
KH,PO, 68,00 0,50 0,90 0,80
MgCl, (H,0)6 | 30,50 0,15 0,12 0,33
NaCl 117,00 2,00 47,20 38,40
NaHCO; 84,00 1,00 25,00 85,00
(NH4) .COs 48,00 0,50 0,50 -

Pro Zaludecni fazi traveni byly vzorky nélevu vytemperovany na 37 °C (Mini
inkubator Cultura, Merck Millipora, DE) a smichany se stejné vytemperovanym (Mini
inkubator Cultura, Merck Millipora, DE) roztokem simulované Zalude¢ni Stavy (SGF)
20,075 mmol/l CaCI2 x H20 (Penta, CR) s obsahem pepsinu (Sigma-Aldrich, USA) v
poméru 1:1, aby koncentrace enzymu ve finalnim roztoku byla 500 U/ml. Smés byla dale
podrobena simulaci gastrického traveni pfi pH 3 (1M HCI, Lach-ner, CR), 37 °C a 200 rpm
(Orbital shaker 3005, GFL, DE) po 2 h.
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Ihned po ukonéeni simulovaného gastrického traveni byla zapocata faze stfevni. Ke vzorkim
byla pfiddna simulovana stfevni Stava (SIF) vytemperovand na 37 °C (Mini inkubator
Cultura, Merck Millipora, DE), enzym panktreatin (Sigma-Aldrich, USA), CaCl, x H,O
(0,6 mmol/l, Sigma-Aldrich, USA) a Zlu¢ (20 mmol/l, Sigma-Aldrich, USA) vytemperovane
(Mini inkubator Cultura, Merck Millipora, DE) stejné jako SIF. Smésny pomér byl opét 1:1,
aby koncentrace enzymu pankreatinu (Sigma-Aldrich, USA) ve finalnim roztoku byla
100 U/ml. Vznikl& smés byla nakonec pro simulaci traveni v tenkém stfevu upravena na pH 7
(1M NaOH, Lach-ner, CR). Samotna simulace intestinalni faze probihala pfi 37 °C a 200 rpm
(Orbital shaker 3005, GFL, DE) po 2 h. In vitro travici procesy byly ukonceny inaktivaci
enzymd zmraZenim travenin na -80 °C (hlubokomrazici sk¥ifiovy box Sanyo, Schoeller, CR).
Analogicky byly téZ pfipraveny slepé vzorky bez pfidavku ibiSkového kvétu. Pro kazdy
vzorek byla provedena 3 paralelni stanoveni.

4.2.3 Méreni koncentrace hliniku

Méreni koncentrace Al probihalo pomoci analytické metody emisni spektrometrie
s induk¢&né vazanym plazmatem (ICP-OES) na pfistroji iCAP 7000 (Thermo Scientific, USA).

Rostlinna matrice (suSeny ibiSkovy kvét) byla pfed vlastni analyzou rozloZena
nasledujicim zplsobem: 1 g vzorku byl navazen (analytické vahy Sartorius Extend, Sartalex,
CR) do teflonovych nadob vylouhovanych v 10% HCI (Lach-ner, CR) a vysuSenych v susarné
(Memmert, Thermo Scientific, USA) do konstantni hmotnosti. Pipetou bylo pfiddno 10 ml
65% HNO3 (Centralchem, SK). Nadoby byly lehce uzavieny vickem a jejich obsah ponechan
pfes noc zreagovat. Nasledoval zahrev pIné dotaZzené nadoby na topné desce (deska topna HD,
Merci, CR) pfi cca 120 °C po 2 h. Vychlazené vzorky byly poté pomoci stficky s destilovanou
vodou prevedeny do 50ml odmeérnych banék, jez byly po rysku doplInény destilovanou vodou
a promichany. Vznikld smés byla prefiltrovana (filtr 390, Munktell, DE) a 5 ml filtratu
pfevedeno do 50ml odmérnych banék, jez byly opét doplnény po rysku destilovanou vodou
a promichany. 10 ml takto vzniklych roztokl bylo prefiltrovano pres 0,45um nylonovy filtr
(Labhut, UK) do 12ml plastovych zkumavek a analyzovdno na ICP-OES. Takto bylo
dosazeno zfedéni 500x. Analogicky byly téZ pripraveny blanky. Pro kazdy vzorek byla
provedena 3 paralelni stanoveni a vysledky byly pfepocitany na susinu.

Nalevy, jejich digestaty a jim odpovidajici slepé vzorky byly pfed ICP-OES analyzou
prefiltrovany v mnoZzstvi 10 ml pres 0,45um nylonovy filtr (Labhut, UK) do 12ml plastovych
zkumavek. Nalevy byly pripraveny Cerstvé, digestaty byly do stanoveni uchovany pfi -80 °C
(hlubokomrazici skfifiovy box Sanyo, Schoeller, CR).
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4.3 Statisticka analyza

Ze souboru ziskanych dat byly v programu Microsoft Excel 2003 (Microsoft, USA)
vypocteny aritmetické priméry a smérodatné odchylky. Rozdily mezi jednotlivymi vzorky
rostlinnych matric, nalevl a digestatl byly hodnoceny pomoci ANOVA testu na zvolené
hranici pravdépodobnosti P(a = 0,05).
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5 Vysledky

Stanoveni koncentrace Al v rostlinné matrici kvétu ibiSku, odvaru z ni vytvorfenée
a digestatu odvaru bylo provedeno u 8 bylinnych €ajdi béZné dostupnych v trzni siti CR,
jejichz seznam je uveden v tabulce 4 v kap. 4.1.1. Traveniny nalevd byly vytvoreny pomoci
aktualni verze simulovaneho statického in vitro gastrointestindlniho traviciho modelu Infogest
Working Group. MnozZstvi prvku bylo zanalyzovdno metodou ICP-OES. Vysledky jsou
uvedeny na obrazcich 5 a 6 a jejich statistické zhodnoceni v tabulkach 6, 7 a 8.
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Obrézek 5: Stanoveni koncentrace obsahu Al v rostlinné matrici, nalevu a digestatu Caje ze suSeného kvétu ibisku sudanského (Hibiscus

sabdariffa). Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky prlimér ze 3 paralelnich stanoveni + smérodatna odchylka. = rostlinnd matrice,
m nélev, digestét.
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Obrazek 6: Pomérné zmény koncentrace Al pfi pfipravé nalevu ze suSeného kvétu ibisku sidanského (Hibiscus sabdariffa) a prichodu

tohoto nalevu simulovanym statickym in vitro gastrointestindlnim modelem. Vysledky jsou znazornény jako aritmeticky pramér
ze 3 paralelnich stanoveni £ smérodatné odchylka. » rostlinnd matrice, m nalev,  digestat.
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Tabulka 6: Statisticka analyza rozdil(i v koncentraci Al mezi rostlinnymi matricemi, nalevy a

digestaty Caje ze suSeného ibiSkového kvétu. a = 0,05. uy = 9,28.

Rostlinna matrice Nalev Digestat

Par Uo Par Uo Par Uo
1-2 2,53° 1-2 241,32° 1-2 53,33°
1-3 4,18° 1-3 11,55° 1-3 15,76°
1-4 1,24° 1-4 10,89° 1-4 49,88°
1-5 2,35° 1-5 73,672 1-5 71,06
1-6 2,77° 1-6 3,74° 1-6 62,65°
1-7 1,54° 1-7 55,80° 1-7 55,72°
1-8 3,68" 1-8 39,75° 1-8 72,55
2-3 24,50° 2-3 481,93° 2-3 94,33
2-4 4,07° 2-4 262,432 2-4 148,29°
2-5 5,95 2-5 362,73 2-5 182,86°
2-6 8,50" 2-6 61,00 2-6 144,08
2-7 10,41° 2-7 317,68 2-7 164,29
2-8 10,252 2-8 196,87° 2-8 177,10
3-4 2,27° 3-4 27,62° 3-4 60,15
3-5 1,01° 3-5 124,34° 3-5 106,072
3-6 1,39° 3-6 6,26" 3-6 70,63
3-7 7,56° 3-7 91,67° 3-7 77 47°
3-8 0,20° 3-8 52,772 3-8 100,66°
4-5 1,01° 4-5 63,66° 4-5 60,672
4-6 1,21° 4-6 0,63 4-6 31,75
4-7 0,17 4-7 45 842 4-7 12,73
4-8 2,07° 4-8 32,42° 4-8 56,212
5-6 0,05" 5-6 16,50° 5-6 3,68"
5-7 1.62° 5-7 15,46° 5-7 108,24°
5-8 0.96" 5-8 10,012 5-8 12,25°
6-7 2,33° 6-7 12,28° 6-7 28,96°
6-8 1,16" 6-8 11,98 6-8 2,50
7-8 3,86" 7-8 0,49° 7-8 64,76

®statisticky vyznamny rozdil na P (a) = 0,05

statisticky nevyznamny rozdil na P (a) = 0,05
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Tabulka 7: Statistickd analyza rozdili v koncentraci Al mezi nalevem a pfislusnym

digestatem Caje ze suSeného ibiskového kvétu. a =0,05. uy = 9,28.

Vzorek Uo

1 59,24°

96,49°

82,43°

32,56°

36,29°

8,90"

N[OOI~ WiIN

101,54°

8 0,34°

®statisticky vyznamny rozdil na P (a) = 0,05
bstatisticky nevyznamny rozdil na P (o) = 0,05

Tabulka 8: Statisticka analyza rozdil(i v koncentraci Al mezi rostlinou matrici a prislusnym
nalevem. a = 0,05. uq = 9,28.

Vzorek Uo

1 132,90

792,89

1167,72°

119,67

76,08

40,21°

N[OOI~ WiIN

129,83

8 69,92°

Astatisticky vyznamny rozdil na P (a) = 0,05

v v

(110,7 mg/kg) v rostlinné matrici byla nalezena u vzorku 2 (Sonnentor), nejvyssi
(355,3 mg/kg) naopak u analytu 3 (VIckova Helena). Statisticky vyznamné (p > 0,05) rozdily
v mnoZstvi prvku v susenem ibiSkovém kvétu byly stanoveny mezi Caji2a3,2a7a2a8.

Bylo pozorovéano, Ze nalevy pfipravené z prislusnych rostlinnych matric obsahovaly
mnohem niZsi koncentrace Al. Ze suSeného ibiSkového kvétu preslo do odvaru vzdy pouze
okolo 5 % prvku pfitomného v rostlinné matrici, pfiCemzZ ziskané rozpéti bylo od 3,5 %
pro vzorek 5 (Oxalis) do 6,6 % pro analyt 3 (VICkova Helena). Vyjimkou byl pouze produkt
2 (Sonnentor), jehoZz nalev obsahoval 13,9 % pdvodniho mnoZstvi Al (p > 0,05). Celkové
nejnizsi koncentrace prvku (0,021 mg/100 ml, p > 0,05 s vyjimkou odvaru z vyrobku 8) byla
zaznamenana v nalevu analytu 7 (Amana) a nejvyssi (0,046 mg/100 ml, p > 0,05 s vyjimkou
odvaru z produktu 6) pak u vzorku 3 (VICkova Helena).
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Po prlichodu nalevli ze suSeného ibiskového kvétu simulovanym statickym in vitro
travicim modelem byly nejniZsi hodnoty obsahu Al (0,026 mg/100 ml, p > 0,05 s vyjimkou
digestatu odvaru z vyrobk( 5 a 8) ziskany u vzorku 6 (Great Tea Garden) a nejvyssi
(0,086 mg/100 ml, p > 0,05) u analytu 3 (VICkova Helena). PFfi porovnani mnoZstvi
stanovovaného prvku v odvaru a pfislusném digestatu ibiSkového kvétu bylo pozorovano, Ze
kromé vzork(l 6 (Great Tea Garden) a 8 (RE food - orientalni potraviny), u nichz byl obsah Al
v obou pfipadech srovnatelny, byla koncentrace Al v traveniné nalevu vzdy vyssi (p > 0,05).
Tento narlist dosahoval od 1,2 % pro digestat odvaru z produktu 5 (Oxalis) do 10,1 %

pro traveninu nélevu z vyrobku 2 (Sonnentor).
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6 Diskuze

Tato bakalarska prace byla zaméfena na stanoveni mnozstvi Al, které pfejde ze suSené
rostlinné matrice kvétu ibiSku sudanského (Hibiscus sabdariffa) do nalevu z ni pFipravené
a dale na charakterizaci zmén tohoto mnozstvi po priichodu odvaru simulovanym statickym
in vitro gastrointestinalnim modelem lidského traveni. Jako material bylo pouzito 8 bylinnych
¢ajil bézné dostupnych v obchodni siti CR, které obsahovaly pouze suseny ibiskovy kvét (viz.
tab. 4 v kap. 4.1.1).

Analyzou koncentrace Al v rostlinné matrici ¢aji bylo zjisténo, Zze prlimérné mnoZzstvi
prvku se v této komodité pohybovalo okolo 275,5 mg/kg. Statisticky vyznamné (p > 0,05)
tedy analyty 2 (Sonnentor, 110,7 mg/kg) a 3 (VICkova Helena, 355,3 mg/kg) a dale 2 a 7
(Amana, 262,2 mg/kg) a 2 a 8 (RE food - orientalni potraviny, 360,0 mg/kg). Ziskané
vysledky jsou v souladu s vystupy dalSich studii, které byly zaméFeny mimo jiné na obsah
prvku v rostlinné matrici Hibiscus sabdariffa (Malik et al., 2013; Wrobel et al., 2000).

Prace, v nichZ byla zjistovana koncentrace Al také u bylinnych ibiskovych ¢aji
z ekologického zemédélstvi, uvadi Siroké rozmezi hodnot jeho mnoZstvi pohybujici se
od 110 aZz do 520 mg/kg. Ziskané vysledky analyzy této rostlinné matrice s jejich vystupy
souhlasi (vzorek 2, bio Sonnentor, 110,7 mg/kg). Do diskutovaného intervalu obsahu prvku
by se navic veSly vSechny stanovované produkty. Autofi Sifku rozmezi koncentrace Al
komentovali tim, Ze typ zemédélské produkce (konvencni nebo ekologické) nema
na mnozstvi prvku v rostlinach Hibiscus sabdariffa statisticky vyznamny vliv. Tonce a kol.
(2015) tyto zavéry vysvétluji tim, Ze ekologické zemédélstvi sice pFispiva k okyselovani pld
atim i ke zvySené koncentraci rozpustnych forem Al, jez mize byt vstfebavan rostlinami,
v nich, avsak tento proces je ovlivnén Ffadou dalSich faktord. Mezi nejvyznamnéjsi patfi
napfiklad zemédélské postupy, organické kyseliny uvolnéné ze zbytk( rostlin v pldé, ¢i
samotnd sekrece organickych kyselin rostlinou. Nezastupitelnou roli také hraje typ
mechanismu tolerance prvku. IbiSek sudansky je fazen mezi druhy, které kumuluji Al
ve svych pletivech, kde vytvafi komplexy pro rostlinu neSkodné. Diky tomuto mechanismu
dale neustale neuvoliuji organické kyseliny do rhizosféry a nepodporuji okyseleni plidy a tim
i pravdépodobnost zvyseni rozpustnych a vstiebatelnych forem prvku v pldnim roztoku.
Vzhledem k velmi variabilnim hodnotam namérenym u bio Caje Ize tedy uvaZovat i o dalSich
vyznamnych faktorech, jako je oblast péstovani a pfedevsim, koncentrace prvku v plidé dané
oblasti a kyselost srazek, které napomahaji uvolfiovani Al z pldnich vrstev do pddniho

31



roztoku. Vysledky, jez byly ziskany v této bakalafské praci, statisticky vyznamny vliv
(p < 0,05) zemé plvodu na mnozstvi prvku v produktu nepotvrdily, Ize se tedy domnivat, Ze
silnéji je tento parametr ovliviien oblasti, obsahem Al v plidé a kyselosti srazek (Malik et al.,
2013; Tonce et al., 2015).

Analyzou koncentrace Al v nalevu bylo zjisténo, Ze ze suSené rostlinné matrice do jejiho
odvaru preslo (s vyjimkou vzorku 2, Sonnentor), v priméru pouze okolo 5 %, od 3,5 (analyt
5, Oxalis) do 6,6 % (vyrobek 3, VItkova Helena), prvku obsazeného v €aji. PFi tom nebyly
Al bylo stanoveno v nalevu produktu 7 (Amana, 0,021 mg/100 ml, p > 0,05 s vyjimkou
odvaru z vyrobku 8) a nejvyssi pak v nalevu ze vzorku 3 (VIckova Helena, 0,046 mg/100 ml,
p > 0,05 s vyjimkou odvaru z analytu 6). Nebyla zde tedy pozorovana pfima Uméra mezi
mnozstvim prvku v plvodnim suseném ibisSkovém kvétu a v jeho nélevu, coz mize byt
zplisobeno rozdilnou formou a tedy rozpustnosti pfitomného Al (Miilder and Stein, 1994).

Po prlichodu nalevll z rostlinné matrice aktualni verzi simulovaného statického in vitro
gastrointestinalniho modelu lidského traviciho systému Infogest Working Group byl
zaznamenan statisticky vyznamny (p > 0,05) narlst koncentrace prvku u celkem 6 vzorkd.
V pripadé zbylych 2, produktli 6 (Great Tea Garden) a 8 (RE food - orientalni potraviny),
obsah Al v traveninach oproti prislusnym odvardm poklesl, avSak statisticky nevyznamné
(p < 0,05). Pozorované zvySeni mnozstvi prvku v digestatech lze pravdépodobné vysvétlit
pfechodem nerozpustnych sloucenin Al na dobfe disociovatelné formy béhem Kkyselé
gastricke faze traveni, kterd probiha pfi pH 3. Vzhledem k tomu, Ze nebyla zjisténa pfima
Uméra mezi narlstem koncentrace prvku v nalevu a jeho traveniné (obsah Al vzrostl od 1,2 %
u analytu 5 (Oxalis) do 10,1 % u vzorku 2 (Sonnentor)), je mozZno opét usuzovat na rozdilnost
forem prvku v pdvodnich susenych ibiskovych kvétech (Milder and Stein, 1994).
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7 Zaver

Hypotézou bakalarské prace bylo, Ze koncentrace Al v odvaru a digestatu ibiSkového Caje
je zavisla na rostlinné matrici, formé obsaZzeného prvku a pripravé nélevu. Jejim cilem pak
bylo stanovit koncentrace prvku v rostlinné hmoté bézné dostupnych ¢ajii ze suSenych
ibiskovych kvétl, v jejich nalevu a digestatu pomoci ICP-OES. Stanoveni probéhlo
u 8 rliznych produktl b&zné dostupnych v obchodni siti CR, které pochazely z konvenéniho
i ekologického zemédélstvi. Samotny digestat byl vytvofen pomoci aktualni verze
simulovaného statického in vitro gastrointestinalniho modelu lidského traveni.
Bylo zjisténo, Ze koncentrace prvku se v rostlinné matrici ¢aji pohybovala okolo
275,5 mg/kg. Nebyl pozorovan Zadny vliv (p < 0,05) typu zemédélské produkce (konvencni x
ekologickd) a zemé plivodu na tento parametr. Analyzou obsahu Al v nalevech pfipravenych
ze susenych ibiskovych kvétd byly ziskany hladiny prvku dosahujici zhruba 5 % jeho
plvodniho mnoZstvi v rostlinné matrici bez ohledu na typ filtrace. Nebyla zde zaznamenéana
pfima umeéra (p < 0,05) mezi mnozstvim Al, jez pfesSlo ze suSeného ibiSkového kvétu do jeho
odvaru. Lze tedy usuzovat, Ze tento proces je Fizen predevsim formou a tedy rozpustnosti
pritomného prvku. Po prdchodu nalevli simulovanym statickym in vitro gastrointestinalnim
modelem lidského traviciho traktu byl pozorovan statisticky vyznamny (p > 0,05) narlst
koncentrace Al v mnoZstvi primérné 5,7 %. Toto zvyseni mlze byt vysvétleno kyselou
gastrickou fazi tréveni, pfi niZz by mohlo pravdépodobné dochazet k uvolnéni prvku
z nerozpustnych forem do dobre disociovatelnych sloucenin. Opét zde nebyla zjisténa pfima
uméra (p < 0,05) mezi stanovenym obsahem Al v digestatu a jeho plvodnim mnozstvim
v odvaru, coz potvrzuje pfedchozi vysledky naznacujici, Ze se jednotlivé produkty vzajemné
liSily nejen koncentraci prvku, ale také zastoupenim a vzajemnym pomérem jeho forem.
Lze tedy fici, Ze hypotéza prace byla splnéna a koncentrace Al v nalevu a digestatu
ibiSkového Caje je zavisld na typu rostlinné matrice a zejména typu sloucenin, v nichZ je
obsazen. Nebyl vSak pozorovan vliv (p < 0,05) pouzitych forem filtrace a nalevu
na stanovovany parametr.

Jak jiz bylo zminéno v literarni reSersi, doporucena denni davka prvku v pitné vodeé je
0,2mg/l. Caje pFipravené ze sudeného ibiskového Kkvétu toto mnoZstvi sice vyrazné
neprekracovaly, avsak po jejich prlichodu simulovanym statickym in vitro gastrointestinalnim
modelem lidského traveni byly ziskany az dvojndsobné koncentrace Al. PFijem a dostupnost
prvku se tedy mlze dale zvySovat pravé diky jeho obsahu v ibiskovém c¢aji, ktery je

doporucovan mimo jiné diky obsahu vitaminu C, vapniku, Zeleza, antioxidaénim u¢inkim
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a absenci kofeinu. Jeho obsah Al by z vySe uvedeného divodu nemél byt prehlizen obzvlasté
u lidi s nadmérnou konzumaci ¢ajd a také u rizikovych skupin obyvatelstva (téhotné a kojici
Zeny, déti Ci osoby trpici ledvinovymi poruchami).

Na zékladé ziskanych vysledkd lze tedy uzavfit, Ze hypotéza prace byla splnéna.
Do budoucna by bylo vhodné, zejména u rizikovych latek, stanovovat nejen jejich koncentraci
v urcité potravinarské matrici, ale zaméfit se také na jejich vyuZitelnost z ni pri priichodu této

matrice gastrointestindlnim systémem.
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9 Seznam zkratek

ICP-OES - Emisni spektrometrie s induk¢né vdzanym plazmatem
(Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy)

SGF - Simulovana Zalude¢ni Stava (Simulated Gastric Fluid)

SIF - Simulovana stfevni Stava (Simulated Intestinal Fluid)

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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