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ANOTACE

Tato prace se zabyva analyzou umélych sladidel v potravinach. Teoreticka ¢ast obsahuje
charakterizaci sacharidli, umélych sladidel a jejich zdravotni rizika. Nasledné€ jsou popisovany
vybrand umélé sladidla a jejich alternativy. Dalsi ¢ast je zaméfena na vyuziti vysokoucinné
kapalinové chromatografie ve stanoveni umélych sladidel ve vzorcich potravin. Experimentalni
¢ast prace je vénovana optimalizaci HPLC/MS podminek separace smési standardii a zjisténi
retencniho chovani jednotlivych sladidel. Optimalizovana metoda byla nasledné pouzita pro

stanoveni umélych sladidel v potravinatskych vyrobcich.

KLICOVA SLOVA

Um¢la sladidla, HPLC/MS, Analyza potravin, Aspartam, Acesulfam, Cyklaméat, Sacharin,
Sukral6za

TITLE

New stationary phases in the analysis of artificial sweeteners

ANNOTATION

This work deals with the analysis of artificial sweeteners in food. The theoretical part
contains the characterization of carbohydrates, artificial sweeteners and their health risks.
Subsequently, selected artificial sweeteners and their alternatives are described. The next part
is focused on determination of artificial sweeteners in food samples using high performance
liquid chromatography. The experimental part of the work is devoted to the optimization of
HPLC/MS separation conditions and determination of the retention behavior of individual
sweeteners. The optimized method was subsequently used for the determination of artificial

sweeteners in food products.
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Seznam zkratek a znacek:

ACN Acetonitril

ACE Acesulfam K

ADI Doporucena (pfijatelna) denni davka

ALI Alitam

ASP Aspartam

CE Kapilérni elektroforéza

CYC Cyklamat

EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
EU Evropska unie

FDA Americky utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
FIA Injekéni pritokova analyza

GC Plynova chromatografie

GI Glykemicky index

GL Glykemické néloz

Glykémie Koncentrace glukozy v krvi

GRAS Obecné uznavano jako bezpecné (Generally Recognized As Safe)
HFCS Vysoce fruktézovy kukuti¢ny sirup
HPLC Vysokoucinna kapalinové chromatografie
IC Iontova chromatografie

MeOH Methanol

MF Mobilni faze

MRM Monitorovani vice reakci

NEO Neotam

SAC Sacharin

SIM Monitorovani vybranych ionti

SUC Sukral6za

SPE Extrakce na pevné fazi

STV Steviosid (Steviol-glykosidy, Stévie)
TLC Tenkovrstva chromatografie

WHO Svétova zdravotnicka organizace



Uvod

Dnesni doba je symbolem boje s obezitou, cukrovkou, ale na druhé stran¢ také
symbolem hubnuti a zdravého Zivotniho stylu. V obou piipadech jsou z jidelnicku vyfazovany
Casto az démonizované sacharidy. Problémem je hlavné nadmérny piijem cukru, ktery pokousi
naSe chutové poharky na kazdém rohu v podob¢ sladkého peciva, cukrovinek, sladkosti,
ale tfeba i alkoholu a mtize zpiisobit riizné zdravotni potize. V potravinarském primyslu se tedy
hledé nahrada téchto kalorickych bomb.

Vhodnou alternativou se zdaji byt uméla sladidla, které jsou mnohondsobné sladsi
nez cukr, proto se pouzivaji pouze v malych davkach. Strukturné se podobaji molekulam
sacharidd, a tak v naSich chut'ovych poharcich dokdzou vyvolat vjem sladké chuti. Nase télo
je nedokdze metabolizovat, proto maji téméf nulovou energetickou hodnotu a neovliviuji
hladinu glykémie. Prodavaji se v rtiznych népojich, potravinach a dopliicich pod nazvy , light*,
»diet“ a ,sugar free”. Tyto vyrobky jsou vhodné pro konzumenty ke snizeni energetického
ptijmu za ucelem hubnuti, regulaci piijmu sacharida a hlidani hladiny glykémie pro cukrovkare
nebo snizeni rizika kardiovaskularnich onemocnéni.

V soucasné dobé neexistuje studie, kterd by potvrzovala negativni vliv umélych sladidel
na lidské zdravi. Jejich vyuZiti v potravinafském pramyslu se tak stidle zvySuje, a proto
je dulezity vyvoj novych analytickych metod pro kontrolu jejich obsahu a zajiSténi bezpecnosti

spotiebitele.
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1 Sacharidy

Sacharidy jsou pojmenovany z latinského slova saccharum, coz znamena cukr. Jsou
nejrozsitenéjsi skupinou organickych latek a jednou ze zakladnich slozek vSech zivych
organismu. Nachazi se v kazdé¢ bunce. Fototrofni organismy dokézou z oxidu uhlic¢itého, vody
a slune¢niho zafeni v procesu fotosyntézy vytvofit sacharidy a prevadét tak slunecni energii
na energie chemickych vazeb v sacharidech. Podle odhadl vytvoti rostliny kazdy rok vice nez
200 miliard tun sacharidii. Maji také velky vyznam jako aditiva v potravinach, kde méame
vysokou rozmanitost jejich aplikaci a produktii [1-3].

Sacharidy v lidském téle maji hodné dilezitych funkci. Jsou soucasti glykoproteinti
v chrupavditych tkanich a kloubech. Glykolipidy jsou dulezitou soucéasti vSech bunécénych
koenzym apod. Sacharidy jsou pro nas diileZité zejména proto, Ze jsou zdkladnim pohotovym
zdrojem energie. Dominantni postaveni ma D-glukéza, kterd je zivinou pro kazdou buiku
v téle. Slouzi jako rychly zdroj energie vhodny naptiklad pro sportovce piimo piti zatézi.
Sacharidy se §tépi na glukézu nebo se na ni preménuji riiznymi metabolickymi procesy.
V ptipad€ nedostatku sacharidi by piestaly fungovat zivotné dilezité organy a tkang. Proto
si télo dokaze pii nedostatku pfijmu sacharidli vytvofit nové sacharidy a glukézu z tuki
a bilkovin, coz je ale neefektivni a dlouhodob& neudrzitelné. Urcitd energetickd zasoba
sacharidl v organismu je ve formé jaterniho a svalového glykogenu. Také se udrzuje urcita
hladina glukoézy v krvi tzv. glykémie. Sacharidy reguluji cely metabolismus v jatrech a na stavu
hladiny krevni gluk6zy a zasobé glykogenu zavisi, jestli se pfijaté ziviny v potravé budou
ukladat do tukl nebo se naopak za¢nou vyuzivat jako zdroj energie i necukerné zdroje [1-6].

Denni pfijem sacharidi je pro kazdého jedince odlisny. Muzeme se pohybovat
v rozmezi 170 g az 500 g. Zalezi na pohlavi, stafi, fyzické aktivité a stravovacich zvyklostech.
Doporuceny pfijem sacharidi je 30-50 % naSeho denniho energetického piijmu, coZ je pro
primérnou osobu s ptijmem okolo 2000 kcal zhruba 150-250 g sacharidii na den. Pocatkem
roku 2014 vydala Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporuceni ohledné spotieby
pfidaného cukru. Idedlné by pfidany cukr mél byt maximalné 5% slozkou z celkového denniho
energetického piijmu. Pro primérnou osobu to znamena 100 kcal. Ttetinka limonady Cola
méfitkem bude mozné ¢ajova 1zicka, kterych WHO denné doporuc¢uje maximalné Sest [5, 7-9].

Energetickou hodnotu energickych substratii ukazuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Energetické hodnoty Zivin [1, 2, 7, 8]

Zivina Energetickd hodnota v 1 gramu
Sacharidy 4,1 kcal (17,2 kJ)
Bilkoviny 4,1 kcal (17,2 kJ)
Tuky 9,3 kcal (38,9 kJ)
Alkohol 7,1 kcal (29,7 kJ)

1.1 Rozdéleni sacharida

Chemicky se jedna o latky s uhlikovou kostrou doplnéné o hydroxylové a karbonylové
skupiny. MuzZeme je nazyvat (poly)hydroxyaldehydy nebo (poly)hydroxyketony. Daji
se klasifikovat nckolika riiznymi zplsoby. Z pravidla se déli podle poctu sacharidovych
jednotek na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Z vyzivového hlediska
se setkavame s pojmy jednoduché cukry a komplexni sacharidy. Skupina jednoduchych cukrti
obsahuje monosacharidy a oligosacharidy, které se vyznacuji sladkou chuti a jsou pohotovym
zdrojem energie. Komplexni sacharidy nejsou sladké a maji zisobni a stavebni

funkei [1, 2, 5, 6, 10]. Pfehledny vycet sacharidi, funkci a jejich vyskyt shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Zéakladni funkce a zdroje sacharida [2]

Sacharidy Zéakladni funkce/zdroj ve vyziveé
Monosacharidy (cukry) Pohotovy zdroj energie

Glukoza Ovoce, med

Fruktéza Ovoce, med

Galaktoza Mléko

Disacharidy (cukry) Pohotovy zdroj energie

Sachar6za Cukrové fepa, titina, ovoce, stolni cukr
Lakt6za MIéko a mlécné vyrobky

Maltdza Obili, pivo, meziprodukt trdveni Skrobu
Polysacharidy (komplexni sacharidy) Zasobni a stavebni funkce v organismech
Zasobni polysacharidy Pomalejsi a zasobni zdroj energie
Rostlinny skrob Obiloviny, brambory, ryze

Glykogen (zivo€isny Skrob) Maso, jatra

Inulin Cekanka, cibule, ¢esnek

Stavebni polysacharidy Nerozpustnd vlaknina v lidské vyzivé
Celuldza Zelené Casti rostlin

Chitin Houby, exoskelet hmyzu

Monosacharidy jsou zakladnim stavebnim kamenem vSech sacharidd. Jsou tvorené
jednou cukernou jednotkou, kterd ma cyklicky fetézec s 3-7 uhliky. V ptirod€ se vyskytuji

v D-konfiguraci. Nejznaméjsimi zastupci jsou glukoza (hroznovy cukr) a fruktdéza (ovocny
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cukr). Vyskytuji se v ovoci, medu, rostlindch atd. Dal$im zastupcem je napf. ribéza, ktera
je soucasti nukleovych kyselin DNA a RNA [1, 2, 4, 6, 10].

Oligosacharidy jsou tvoieny z 2-10 cukernych jednotek spojenych O-glykosidovou
vazbou. Disacharidy se skladaji ze dvou monosacharidii. NejznaméjSimi jsou stolni cukr
sachardza (glukoza a fruktéza), mléény cukr laktoza (galaktoza a glukdza) a sladovy cukr
maltéza (2x glukéza). Dalsi oligosacharidy maji maly vyznam [1, 2, 4, 6, 10]. V tabulce 3

je uveden seznam béznych zdroji sacharidi.

Tabulka 3: Nutriéni hodnoty sacharidt a vldkniny ve 100 g vybranych potravin [2, 5]

Potravina [100 g] Sacharidy [g] | Vlédknina [g]
Bila ryze 80 1
Brambory 21 1,5
Bataty 20 3
Téstoviny bilé 70 4
Ovesné vlocky 65 10
Miisli sypané s ovocem 60 10
Celozrnny chléb 48 9
Ovoce (pramér) 15 3
Banan 20 1
Zelenina (prameér) 10 5
Lusténiny (prumér) 60 16
Soja 30 12
Milka mlé¢na 59 1,8
Pytlik Bon Pari 95,5 0,6
Bonbény Zizalky 77,5 0

Polysacharidy jsou tvofené vice nez deseti monosacharidy. Casto vytvafeji dlouhé
fetézce ze stovek az tisicil cukernych jednotek a vytvareji pfirodni polymery. Z hlediska vyZzivy
je oznacujeme jako komplexni sacharidy. Maji pro nas dvé zasadni funkce — zasobni a stavebni.
Zasobnimi polysacharidy je rostlinny $krob a zivogisny glykogen. Skrob je tvofen z amylozy
(linearni polymer nékolika set gluk6zovych jednotek) a amylopektinu (rozvétvené molekuly
tisicti glukézovych jednotek). Rostlinné Skroby jsou hlavni slozkou lidské vyzivy. Vyskytuji
se napiiklad v bramborach, ryzi a obilovinach. Zasobnim polysacharidem u zvitat, ¢loveéka
a hub je glykogen. Strukturou se podoba amylopektinu, ale je vice rozvétvena. Clovék ma4 asi
400 g glykogenu, ktery je ulozen v jatrech a svalech. Polysacharidem fruktézy je inulin
(20-30 jednotek fruktozy zakoncenych glukdzou). Je zdrojem energie pro stfedni mikrofloru
a jednim z pfirodnich probiotik. Kviili sladké chuti a skoro nulové kalorické hodnoté se pouziva

1 jako sladidlo, které je sladsi nez sachardza. Nachazi se v ¢ekance, pampeliskach, artycoku,
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cibuli a ¢esneku. Stavebnim polysacharidem je celuldza. Je zakladni slozkou bunécénych stén
a pletiv vSech rostlin. Ma pievazné stavebni funkci a tvoii nejvétsi ¢ast hmoty rostlin. Lidi
ani vétSina zivoCichi ji nedokédze rozlozit a vstiebat jako zZivinu. Je soucasti dieva, papiru,
bavlny a dalSich bézn¢ uzivanych piirodnich latek. DalSim stavebnim polysacharidem je chitin,

ktery je hlavni stavebni slozkou exoskeletu ¢lenovel a bunéénych stén hub [1, 2, 5, 6, 10].

1.2 Metabolismus sacharida

Sacharidy piijaté v potravé jsou Stépeny slinnou a-amylazou v dutiné tstni, kde dochazi
k hydrolyze Skrobu a glykogenu, které se $tépi na smés kratSich fetézcl. Ve slinach je i enzym
lysozym, ktery dokdze naruSit peptidoglykanové stény grampozitivnich bakterii
a ma ochrannou a imunitni funkci. Déle traveni pokracuje v tenkém sttevé pomoci pankreatické
a-amylazy, ktera taktéz S§tépi polysacharidy na krat$i fetézce. Disacharidy prochazeji
v nezménéné podobé€ az do dvandctniku stejné jako nestravitelna celuléza. V oblasti traéniku
a kycelniku tenkého stieva se dokoncuje traveni sacharidii na kartaCovém lemu bunck
mikroklkl stfevni sliznice pomoci hydrolytickych enzymt glykosidaz. VSechny stravitelné
polysacharidy a oligosacharidy se zde §tépi na jednotlivé monosacharidy [2, 6].

Ty jsou dale vstfebavany skrz stfevni sliznici difizi pomoci pfenasece (pasivné) nebo
sodiko-draslikové pumpy (aktivn€). Vratnicovou zilou se pak dostavaji do jater a nasledné
do krve. Zde jsou zdrojem krevni glukdzy a udrzuji jeji ur€itou hladinu v krvi neboli glykémii.
Ostatni monosacharidy se v jatrech preménuji na gluk6zu nebo meziprodukty, které se zapojuji
do glykolyzy v buitkach. Normalni hladina glykémie zdravého clovéka je 3,9-5,5 mmol/l v zilni
krvi a do 10 mmol/1 po jidle [2].

Hladinu glykémie zvySuje traveni sacharidl z potravy. Ke zvySovani hladiny glukozy
glukogennich aminokyselin a glycerolu ze svali a tukové tkané na glukozu
(glukoneogeneze) 2, 4, 11]. U glykogenolyzy navic rozliSujeme Stépeni jaterniho a svalového
glykogenu. Zatimco primarni funkci jaterniho glykogenu je udrZeni glykémie pii hladovéni
nebo fyzické aktivité. Uvolnénd glukoza cestuje z jater do krve, odtud ji mohou vyuzit jako
klesnout prakticky na nulu, ale pfi pfijmu potravy se rychle obnovi. Primérna zasoba jaterniho
glykogenu v téle je 80-100 g. Oproti tomu svalovy glykogen slouzi k bezprostiednimu
a rychlému uvolnéni energie pouze pro praci daného svalu. Glukdza z n¢j se nikdy nemiize

uvolnovat zpét do krve, proto nemuze slouzit jako zdroj energie pro jiné organy. Jeho zasoba
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se pohybuje okolo 300-350 g. U primérného dospélého ¢loveéka je zadsoba glukdzy jako tstiedni
ziviny celého metabolismu v krvi a dalSich extracelularnich tekutinach pouze 15 g,
coz odpovida 60 kcal. Naproti tomu 400 g glykogenu v jatrech a svalech piedstavuje rychle
mobilizovatelny zdroj energie, ktery vydrzi cca na 20 hodin hladovéni nebo 60-90 minut

intenzivniho tréninku. Primérné zasoby energie v organismu shrnuje tabulka 4 {2, 11].

Tabulka 4: Primérné zasoby energie v organismu [2]

Energetické zasoby Hmotnost [g] | Energie [kcal]
Glykémie (glukdza v krvi) 15 40
Svalovy glykogen 300-350 1340
Jaterni glykogen 80-100 305
Bilkoviny 12000 47800
Tukova tkan 10500 92850

Ke snizeni hladiny glykémie naopak dochazi pti syntéze glykogenu, glykoproteind,
glykolipida atd. Dale také pfi spalovani glukézy v procesu glykolyzy, kdy dojde k vychytani
glukézy bunkami, jeji oxidaci a zisku energie. Samotny mozek spotiebuje denné
asi 120 g glukdzy. Glukéza vstupuje do bunék volné (mozek, ¢ervené krvinky, jaterni buiky)
nebo v zavislosti na inzulinu (kosterni a srdecni sval, tukova tkan). Rychlost transportu glukozy
do bunék zavislych na inzulinu je zavisla na mnozstvi pouzitého inzulinu. Glykolyza se sklada
z n¢kolika po sobé jdoucich reakci, jejichZ produktem je pyruvat. V anaerobnich podminkach
se zn¢ho vytvoii laktat a v aerobnich podminkéach vznikne acetylkoenzym A. Na glykolyzu
navazuji Krebstv cyklus a terminalni dychaci fetézec, ve kterych dojde k pfeméné produkti
glykolyzy na energii ve formé ATP. VytéZnost aerobni a anaerobni glykolyzy se znaéné lisi.
Aerobni glykolyzou butika ziska 36-38 molli ATP Gplnym spalenim gluko6zy, kdeZto anaerobni
glykolyzou velmi pohotové pouze 2 moly ATP [2, 5, 11].
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1.2.1 Cukrovka a inzulinova rezistence

Osoby trpici cukrovkou 1. typu (diabetes mellitus 1. typu) nejsou schopni vylucovat
ze slinivky inzulin vibec [2, 12, 13]. Jedna se zhruba o 5 % z celkového poctu diabetu
a v soucasné dob¢ je to nelécitelné autoimunitni onemocnéni. Terapie je zaloZzena na zevnim
podavani inzulinu. Jednou z pficin vzniku diabetu 1. typu muze byt brzké zavadéni kravského
mléka do stravy kojence [12, 13].

Pokud jde o cukrovku 2. typu (diabetes mellitus 2. typu), tak slinivka nevylucuje inzulin
v dostate¢né mife a tkané jsou na inzulin méné citlivé (inzulinové rezistence) [2, 13]. Inzulinova
rezistence je hormonalni porucha ti¢inku inzulinu, pii kterém se normalni plazmatické hodnoty
inzulinu v organismu vyvolavaji slabsi biologickou reakci. Jde o stav, kdy slinivka bfi$ni
na zéklad¢ pfijaté stravy uvolni dostatecné mnoZzstvi inzulinu, ale i pii jeho dostatku nebo
nadbytku neni schopen efektivné prevadét glukozu v krvi do bunék. Glukoéza se pak hromadi
v krvi. Tento jev lze zjednodusené popsat jako otupélost k plisobeni inzulinu po jeho
dlouhodobém nadbytku v krvi [4, 6, 13]. Navic je porusSena i signalizace hormonu leptinu.
Ten produkuji tukové buiiky a jeho funkci je regulace chuti k jidlu a télesné hmotnosti. Leptin
signalizuje mozku, kdy je potieba jist a kdy uz jsme syti a nemame se ptejidat [12].

Oba typy cukrovky vedou k nezadoucim hyperglykémiim. Organismus neni schopen
zvysSenou hladinu glukézy uklidit do svalovych ¢i tukovych bunék a dochazi k opakovanym
nebo dlouhodobym zvySenym hodnotdm glykémie. Naopak hypoglykémie muize diabetik
dosdhnout pfi pfedavkovéani inzulinem. Hlavnim problémem cukrovky je tedy chronicka
hyperglykemie, kterd vétSinou dosahuje 2x aZz 3x vétSich hodnot glykémie, neZ je tomu
u zdravého Cloveka [2, 13].

Tyto zvySené hodnoty piisobi negativné na vnitini vystelku vSech cév a zplsobuji
kardiovaskularni problémy. Mohou se projevit jako diabetickd retinopatie (poskozeni cév
prokrvujici sitnici oka), diabeticka nefropatie (poSkozeni ledvin), diabetickd angiopatie
(poskozeni velkych cév — napt. koronarni tepny, coz mize vést k infarktu myokardu nebo tepen
v mozku, coz mlZe vést k mozkové mrtvici), atd. Podle n€kterych odborniki je dokonce i vyssi
riziko vzniku Alzheimerovy choroby [4].

Cilem lécby diabetu je snaha o co nejvétsi udrzovani hodnoty glukézy v krvi
v normalnim rozmezi a rychlé potlaceni hyperglykémie [2, 13]. Toho docilime omezenim
jednoduchych cukrii a vysoce zpracovanych potravin. Krom stravy je nutné dbat i na pravidelny

pohyb [12, 13].
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1.2.2 Glykemicky index sacharidii a dalsi ukazatele

Kvalita zdroji sacharidi ve vyzivé je zavisla na nckolika zakladnich faktorech.
pocet gramii sacharidii na 100 g potraviny. Dal$im faktorem je spektrum obsazenych sacharida.
Jedna se o pomér jednoduchych cukrii a komplexnich sacharidii z celkového poctu sacharida.
Obsah cukri se musi povinn¢ uvadét na obalech potravin. Poslednim faktorem je obsah dalSich
latek v potraving, které ovliviiuji traveni a vstfebavani obsazenych sacharidii. Jde predevsim
o tuky, bilkoviny a vlakninu, které zpomaluji traveni sacharidi. Neméné dilezity je i obsah
mineralnich latek, vitamint a dal§ich mikronutrientt, které zvySuji nutri¢ni hodnotu potraviny.
Pro zdravou vyzivu je dillezity obsah sacharidd, jejich traveni a absorpce do krve. Pro lepsi

orientaci je zavedeno nékolik ukazatel, jako je napiiklad glykemicky index [2].

Glykemicky index

Glykemicky index byl poprvé piedstaven vroce 1981. Vyjadifuje rychlost traveni
sacharidl v potraviné a jejich vstfebavani do krve. Respektive jde o rychlost nartstu krevni
glukézy (glykémie) po konzumaci dané potraviny. Jde o bezrozmérnou veli€inu, ktera srovnava
nartst krevni gluk6zy po poziti potraviny s nardstem poziti stejného mnozstvi sacharidt
ve formé cCisté glukozy. Diive byl jako referencni potravina pouzivan bily chléb. Dnes
je pouzivana jako standard glukéza a ma hodnotu glykemického indexu (GI) = 100. Pokud
budeme mit potravinu s GI = 50, znamena to, Ze se bude travit, vstiebavat a uvoliiovat ve forme
glukézy 2x pomaleji. Cim vyssi je hodnota GI, tim rychleji stoupne hladina glykémie po poziti
dané potraviny a zaroven tak 1ze vyuzit glukozu jako zdroj energie z potraviny rychleji. Prubéh
glykémie po poZiti dané potraviny v Case vyjadiuje glykemicka kiivka (obrazek 1). Glykémie
dosahuje vrcholu zhruba po 30 minutach po pfijmu potraviny a nasledné se sniZzuje na po€atecni
hodnotu, jako pfed snédenim potraviny. Cely tento proces trvd zhruba 2 hodiny. ZvySenou
hladinu glukézy v krvi sniZzujeme inzulinem, ktery ji uloZi napf. do svali nebo
tukt [2, 4-6, 14-17].

Problémem je, Ze u potravin s vysokym GI je vylouceno vice inzulinu, nez je potifeba
k prevedeni daného mnozstvi glukézy v krvi. Diisledkem toho miize dojit k nadmérnému
poklesu glykémie, nez jaka byla pfed konzumaci potraviny. Dojde k hypoglykémii, kterad

je doprovéazena nepiijemnymi pocity hladu a chuti na sladké 2, 6].
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Potraviny délime do 3 skupin podle GI [2, 5, 14-16]:

e S vysokym GI (>70) — zvedaji glykémii velmi rychle. Tim dochazi k vylouceni vétsiho
mnozstvi inzulinu, coz vede k urychlenému ndstupu pocitu hladu. Do této skupiny
patii chléb, sladké pecivo, hranolky, pizza, chipsy, med, sladkosti, cokolada, ale tteba
1 pivo.

e Se sttednim GI (56-69) — zvedaji glykémii stfedné rychle. Patii sem celozrnné pecivo,
ovesné vlocky, ryze, brambory, knedlik, téstoviny, banan, bily rohlik, a dokonce
i zmrzlina.

e S nizkym GI (<55) — zvedaji glykémii pomalu a navozuji pocit sytosti po delsi dobu.
Jsou doporucovany v dietach a pro diabetiky. Patfi sem ovoce, zelenina, lusténiny,

tmava ryze, ofechy, zitné pecivo, atd.

Glykemicky index

e kiivka znazornujici hladinu cukru v krvi
po konzumaci jidla s vysokym GI

= kiivka znazornujici hladinu cukru v krvi
po konzumaci jidla s nizkym GI

nizky GI

hladina curu v krvi

1 2

zobrazeni ¢asu - hodiny

Obrazek 1: Glykemicka kiivka [18]

Glykemicka naloz

Na rozdil od glykemického indexu zahrnuje glykemicka naloZ i mnoZstvi snézenych
sacharidli v dané potraviné¢ a celkové mnozstvi potraviny, kterou v daném jidle snime.
Glykemickd naloz (GL) zohledfiuje 1 mnozstvi snézenych sacharidd, které maji vliv
na celkovou velikost glykémie po jidle. Z toho vyplyva, ze malé¢ mnozstvi potraviny s vysokym
GI zvysuje glykémii jen nepatrné. Naopak velké mnozstvi potraviny s nizkym GI maze ovlivnit
hodnotu glukézy v krvi dramaticky [2, 15, 16]. Vypocet glykemické néaloze se provadi
nasledovné:

GL = GI * mnozstvi sacharidi v gramech / 100
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Pokud vezmeme jako ptiklad croissant (GI = 75, vazi 45 g, obsahuje 20 g sacharidl).
Vyslednd GL =75 * 20/ 100 = 15. Oproti tomu 100 g ryze (GI = 54, obsahuje 78 g sacharidi).
Vysledna GL = 54 * 78 / 100 = 42. Z toho plyne, ze jeden croissant s vysokym GI zvedne
glykémii vyrazné méné nez 100 g porce ryze s nizkym GI. Stejné jako u GI se potraviny déli
do tfi skupin dle GL [2, 15]:

e S vysokou GL (>20) — téstoviny, ryze, susenky, cokolada, atd.
e Se stfedni GL (11-19) — brambory, ovesné vlocky, apod.
e S nizkou GL (<10) — ovoce, zelenina, mlé¢né vyrobky, atd.

Tyto ukazatele vznikly predevS§im pro diabetiky. Jsou pomulckou pro vybér téch
nejvhodnéjsich potravin dle jejich vlivu na hladinu krevniho cukru. Stejné tak jsou orientacni
pomitickou pro osoby trpici obezitou. Pro aktivniho zdravého ¢loveéka maji tyto ukazatele
omezeny vliv, protoze aktivni ¢lovék ma vyssi energeticky vydej i bazalni metabolismus
a potfebuje vys$si objem snadno a rychle vstfebatelnych sacharidii k regeneraci organismu
nebo dokonce nartstu svalové hmoty. Z tohoto divodu pro né maji tyto ukazatele spise
informacni charakter ovliviiovani nasi sytosti [2, 6, 14].

Ve skute€nosti je GI a tedy 1 GL pouze orienta¢ni hodnota, protoZe je zavisla na celé
fadé¢ faktord. Prvnim problémem je odlisnd metodika stanoveni GI v riznych studiich. Jednalo
se napiiklad o extrakci sacharidi z potraviny, coz ovliviiuje glykémii jinak, nez kdyby
potravina obsahovala i dal$i pfirozené slozky potravy. U jinych studii se bézn¢ uvadi prumér
vysledkl z n¢kolika dalSich studii. MiZeme se pak setkat s hodnotou GI u vafenych brambor
od 56 az pres 100 [2].

Dal§im faktorem je tepelna tiprava potravin. Cim déle a méné Setrné potravinu vaiime,
peceme, smazime, peCeme, apod., tim rychleji se sacharidy z potraviny zpracovavaji a tim vyssi
je GI. Pecené brambory v troubé maji GI = 85-95, vatené brambory bez slupky GI = 80, kdezto
brambory vafené v pare nebo ve vode se slupkou jen 65. Podobny tc¢inek ma i mechanické
zpracovani potravin jako je mixovani, mleti, atd. Potravina se stdva pfistupnéjsi pro travici
enzymy a glukoza se vstiebava rychleji. Proto bude mit bramborova kaSe vétsi GI neZ samotné
brambory [2, 14-17].

Glykemicky index je také ovlivnén kombinaci potravin a zivin. Malokdy konzumujeme
potraviny pouze samotné. VEtSinou konzumujeme smisend jidla. Tim se rozumi kombinace vice
potravin, které obsahuji 1 jiné Ziviny neZ sacharidy. Bilkoviny, tuky, vlaknina nebo kyseliny
v jidle zpomaluji traveni sacharidii a snizuji tak GI. Z potraviny s vysokym GI se mlze stat
komplexni jidlo, které ma nizké GI. Ptiklad kombinace potravin shrnuje tabulka 5. Vysledné

jidlo mé niz8i GI a jinou inzulinovou odpovéd’ [14-17, 19].
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Tabulka 5: Glykemicky index riznych kombinaci potravin [19]

Kombinace potravin (standard glukéza = 100) GI
Samotna ryze 96
Ryze s listovou zeleninou 82
Ryze s kufecim prsem 73
Ryze varenad s olejem 67
Ryze s kufecim prsem, olejem a zeleninou 50

Inzulinovy index

Inzulinovy index je veli¢ina, kterd ndm pfesné udava skutecnou inzulinovou odpoveéd’
pro danou potravinu. Experimentalné méfi zvySeni koncentrace inzulinu v krvi v intervalu
2 hodin po piijmu potravin (obsahujici stejné mnozstvi energie — zpravidla 1000 kJ =239 kcal).
Zavedl se kvili nepiimétrene zvysené koncentraci inzulinu u nékterych druhii potravin i ptesto,
Ze obsahuji velmi malé mnozstvi sacharidli a témé&f nulovy GI. U drtivé vétSiny potravin
je GI (narist glykémie) pfimo imérny inzulinovému indexu (vylou¢enému mnozstvi inzulinu).
U nékterych typt potravin to vSak neplati. Jedna se predevsim o libové maso (kuieci, hovézi,
ryby), nékteré mlécné vyrobky (bily jogurt, tvaroh), pekarské vyrobky a sladkosti (sladké
pecivo, suSenky, dorty). Inzulinovy index zdvisi i na mnozstvi a kvalité obsazenych bilkovin,
tukll a vzajemnych interakci téchto Zivin v potraving. Vylouc€eni inzulinu tedy nezavisi pouze
na obsahu glukézy a sacharidi [2].

Inzulin je zodpovédny za ukladani glukozy do bungk, ale 1 za ukladani aminokyselin
(z bilkovin) a mastnych kyselin (z tukll). Potraviny s vysokym obsahem bilkovin mohou zvysit
vylu¢ovani inzulinu [2]. Tuk sdm o sobé& vylouceni inzulinu nezplsobuje, ale v kombinaci
se sacharidy vyrazné zesiluje jeho vyluovani. Také se ukazalo, ze spole¢ny piijem sacharid
a tukll zvySuje glykémii vice, nez by odpovidalo stejnému mnozstvi sacharidt. Tuky zpomali
vstiebavani sacharidu, ale to jen oddali vrchol kiivky GI. Z tohoto divodu jsou nejhorsi volbou
jidla z fastfoodu, které obsahuji vysoké mnozstvi sacharidii, smazenych tukli a nekvalitnich
bilkovin [20, 21]. U aktivnich lidi neni problém se zvySenou hodnotou inzulinu, protoze inzulin
nasava ziviny potiebné k regeneraci glykogenu a reparaci svalovych bilkovin. U nesportujici
populace se sedavym zplisobem Zivota je situace samoziejme jind. Jejich svaly nepotiebuji
doplnit svalovy glykogen, ani Zivinami pokryt regeneraci, proto nadbytecnou energii ulozi
inzulin primarné do tukové tkané [2, 21].

Stejné€ jako u GI a GL je inzulinovy index limitovan faktory nejednotné metodiky
stanoveni, tepelnou upravou, kombinaci zivin, apod. V ramci inzulinového indexu je dulezita

individualni variabilita hodnot inzulinové odpovédi potravin. Bylo zjiSténo, Ze stejna potravina
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vyvola u dvou lidi se stejnym vékem, hmotnosti, pohlavim, vykonnosti, atd. rizné¢ vylouceni
inzulinu. Inzulinovy index je tedy do jist¢ miry pro kazdou potravinu individudlni. To nam
ukazuje, ze na stejné mnozstvi Zivin a potravin reaguji rtizni jedinci rizné. Proto neexistuje

zadna univerzalni dieta pro kazdého a je nutné dbat i na individualni piistup [2, 20].

Potfeba inzulinu po jidle (FID)

Podobné¢ jako u GL byl i pro inzulinovy index vytvotfen ukazatel, ktery zohlednuje vliv
mnozstvi pfijaté potraviny na celkové mnozstvi vylouceného inzulinu. Oznacuje se jako Food
Insulin Demand (FID) a vypocita se nasledovné:

FID = energie v daném mnozstvi potraviny [kJ] * inzulinovy index / 1000
Tento ukazatel je dale zkouman jako moderni a pfesnéjsi nastroj pro vypocet spravného
davkovani jednotek inzulinu pro diabetiky. Inzulinovy index je stile povazovan za zlaty stred

pii 1é¢bé cukrovky [2, 21].

1.2.3 Fruktdza a jeji Skodlivost

Fruktéza také oznaCovana jako levul6za nebo ovocny cukr. Je izomerem glukdzy.
Pro n€koho je hufe stravitelndA a miZe zplsobovat prijmy a nadymani. V minulosti
se doporucovala diabetikiim, protoze ma niz8§i GI neZz glukdza. Proto byla povazovana
za zdrav¢j$i. Léta se prodévala v potravinach oznafenych dia jako hlavni sladidlo. Nachazi
se v ovoci, ale 1 v kukufici, kterd je v Americe uz léta dotovana. Diky tomu ji je vSude dostatek
a drzi si nizkou cenu. Vyrabi se z ni vysoce fruktdozovy kukufi¢ny sirup (HFCS).

Tento sirup obsahuje vy$$i mnoZstvi fruktdézy. Problémem je pravé koncentrované
a nadmérné mnozstvi fruktézy vyuzivané jako sladidlo zejména v limonadéach. Pii nadbytku
se v jatrech snadno pfeménuje na tuky. Navic zvySuje hladinu hormonu ghreninu, ktery zvysuje
chut’ k jidlu. Déle podporuje riziko vzniku inzulinové rezistence a diabetu 2.typu. Paradoxem
tak je, ze $kodi tam, kde méla chréanit. Ceska diabetologicka spole¢nost uz zakéazala oznaGeni
dia na potravinach. Navic podporuje tvorbu kyseliny mocové, kterd vytvaii prozanétlivé
prostfedi a zvySuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Dale snizuje hladinu prosp&Sného
HDL cholesterolu a zvySuje hladinu Skodlivého LDL cholesterolu. Nicméné pokud budeme

konzumovat fruktdzu pouze z ovoce, tak ndm zadné problémy nehrozi [4, 5, 9].
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2 Uméla sladidla

Mnoho faktorh mé vliv na to, které jidlo budeme preferovat. Ziejmé tim nejvétSim
je chut’. Geneticky jsme naprogramovani k preferenci sladkych chuti. Tento mechanismus
se vyvinul evolu¢né€. V minulosti byla slana a sladka chut’ povazovana za energeticky vyzivnou
potravinu. Naopak kyseld a hoika chut’ méla znacit jedovaté nebo zkazené jidlo. Z tohoto
divodu jsou sladidla v potravinafstvi tak oblibena [2, 22]. Podle Natizeni Evropského
parlamentu aRady (ES) ¢.1333/2008, o potravindiskych pfidatnych latkach,
se monosacharidy, disacharidy a oligosacharidy nepovazuji za aditivni latky. Sladidla 1ze vSak
klasifikovat jako potravinafskou ptidatnou latku, pattici do tfidy ndhradnich sladidel [23].

Uméla sladidla jsou latky s mnohem vyssi sladivosti nez obycejny fepny cukr neboli
sachar6za. To znamena, Ze miizeme pouzit mnohem mensi davky, nez by tomu bylo u cukrt.
Vyssi sladivost je zptsobena vyssi vazebnou afinitou k sladkym receptoriim. Sacharoza se $té€pi
na glukozu a fruktoézu a je standardem v porovnavani sladivosti s ostatnimi cukry a sladidly.
Ume¢la sladidla maji nulovy nebo témét zadny obsah kalorii diky tomu, Ze je nedokazeme
metabolizovat. Strukturou se podobaji molekulam sacharidt, proto mohou v nasich chutovych
pohércich vyvolat vjem sladké chuti. Chutové poharky vySlou signdl do mozku
a my registrujeme sladkou chut’. Diky strukturni podobnosti s cukry se aktivuji stejné receptory
na jazyku. S tim rozdilem, Ze je nas travici trakt obvykle nedokéze vstiebat, proto pro nas maji
témef nulovou energetickou hodnotu. Maji velky vyznam pii nahrazovani cukrl a snizovani
energetické hodnoty, coz je Zddoucim jevem pro mnoho konzumentii. Z téchto divoda se uméla
sladidla casto pfidavaji do potravin, ndpojl, potravinovych doplikl a suplementd. Tyto
vyrobky se oznacuji jako ,,light*, ,,diet” 1 ,,sugar free* a mohou byt u¢innou zbrani v boji proti
obezit¢, hubnuti, kardiovaskuldrnim onemocnénim a 1é¢bé cukrovky [2, 22, 24-32].

Mohou byt vyrobeny chemickou syntézou nebo ziskany z rostlinnych extraktfi. Prvnim
komer¢né dostupnym umélym sladidlem uvedenym na trh byl sacharin v roce 1879. Od té doby
znacné€ vzrostla jejich spotieba. Existuje vice nez 115 rostlinnych sloucenin s udanou sladkosti,
ale pouze omezeny pocet béZné pouZzivanych ptirodnich a rostlinnych sladidel. Schvaluji se dle
jejich vlastnosti, relativni sladkosti a doporucené denni davky (ADI). Kromé své extrémni
sladkosti jsou znamy i hotkou a kovovou dochuti, které neposkytuji lahodny pocit v ustech jako
cukr. Kombinaci sladidel dojde k celkovému zlepsSeni chuti. Pficemz kazdé sladidlo maskuje
chut’ toho druhého a vykazuje synergické ucinky, diky kterym je vyslednd smés sladsi nez jeji
slozky. Velmi zndmym ptikladem takové smési je smés sacharin-cyklamat

v poméru 1:10. Hotkd dochut’ sacharinu je maskovana cyklamatem a nepfijemnd dochut
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cyklamatu, kterou néktefi lidé citi, je maskovana sacharinem. Soucasn¢ se diky synergickému
G¢inku zvysuje sladivost smési. V sou¢asné dobé bylo americkym Utadem pro kontrolu
potravin a 1éciv (FDA) schvéleno né¢kolik nizkokalorickych umélych sladidel: sacharin,
acesulfam, aspartam, neotam, sukraléza a advantam. V evropské unii je schvaleno Sirsi
portfolio umélych sladidel. Evropsky ufad pro bezpecnost potravin schvalil alitam,
neohesperdin a cyklamat, ktery je v USA zakazany. Mezi schvalené a nejcastéji pouzivana
prirodni sladidla patii steviol glykosidy, thaumatin a ovocny extrakt Luo Han Guo. Rozdily

mezi napoji slazenymi cukry a napoji slazenymi umélymi sladidly jsou uvedeny

v tabulce 6 [24, 25, 28, 30, 32-35].

Tabulka 6: Porovnani slazenych napoja a jejich variant bez cukru [36, 37]

, . Sacharidy| Ztoho |Energetick4 hodnota o .
Vyrobce Varianta ] el [ [kcal/100 mI] Pouzité sladidla
Coca-Cola | Original 11,2 11,2 45,4
acesulfam K,
Coca-Cola* |Zero 0 0 0,2 aspartam,
cyklamat
Pepsi Cola | Original 11 11 43,5
. « acesulfam K,
Pepsi Cola* | Max 0,1 0,1 0,4 aspartam
Kofola Original 8 8 32,5
Kofola* bez cukru 0,1 0,1 1,7 acesulfam K
The Doctor
Monster VR/46 17 16 71,2
Energy acesulfam K,
Monster* alira 0,9 0 2,4 sukraloza
Red Bull | Cnerey 11 11 46,4
drink
* aspartam,
Red Bull Sugar free 0 0 3,1 acesulfam K
. Galaxy
Big Shock drink 12,5 12,5 52,8
. " acesulfam K,
Big Shock* | Zero sugar 0,02 0,02 2 aspartam
Semtex Original 12 12 50,4
. acesulfam K,
Semtex NO sugar <0,5 <0,5 4 ikl oz

* Vyznacené napoje jsou se snizenym obsahem cukru

23




2.1 Zdravotni rizika

Bezpecnost umélych sladidel je jedno z nejvice kontroverznich témat. Patii také mezi
nejcastéji testovana aditiva v potravinach. V Evropské unii (EU) musi pfed pouzitim projit
dikladnym posouzenim zdravotni nezdvadnosti. Testy provadi Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin (EFSA). Hodnoti se toxikologické studie provadéné na zvitfatech, které se pak
prevadéji na lidskou populaci. Nasledné se stanovi doporucena denni davka (ADI), ktera udava
mnozstvi sladidla, které je bezpecné pro kazdodenni konzumaci v prabéhu celého zivota.
Tato hodnota pfedstavuje setinu maximalni davky, kterd neméla zadné prokdzané ucinky
pfi pokusech. To znamena, ze i kdybychom piekrocili hodnotu ADI stokrat, tak nedojde
k Zddnému poskozeni zdravi. Navic se uméla sladidla diky vysoké sladivosti vyskytuji
v potravinach ve velmi malych koncentracich, které se zdaleka nepfiblizuji mnozstvi, jenz
se pouziva ve studiich provadénych na zvitatech pti posuzovani bezpecnosti. V soucasné dobé
neexistuje vyzkum, ktery by potvrzoval negativni vliv na lidské zdravi pii konzumaci tohoto
nebo niz§iho mnozstvi [2, 22, 24, 28, 38, 39].

Nalezneme i studie, které poukazuji na negativni vliv umélych sladidel. Casto viak
sleduji jeden konkrétni jev, a ne dalSi podminky. Poukazuji naptiklad na poSkozeni mikrobiomu
a zhorSeni inzulinové odpovédi [40, 41]. VétSina téchto studii je vSak provadéna
na laboratornich krysach, které maji odliSny metabolismus a jsou jim podavany vyssi
davky [5, 40, 42-46]. Ze studie na lidech bylo zjist€no Ze uméla sladidla konzumuji obvykle
osoby s vys$§im BMI nebo obézni lidé [40, 47]. Prave obezita je jeden z klicovych faktort, ktery
vede k inzulinové rezistenci a cukrovce 2. typu. Zavery této studie lze vysvétlit reverzni
kauzalitou, kdy obézni lid¢ s jiz vzniklou inzulinovou rezistenci konzumuji uméla sladidla
s cilem zhubnout. V dalsi studii byl konzumovan sacharin po dobu jednoho tydne v maximalni
piijatelné davce [40]. U n¢koho doslo ke zhorSeni glykemické odpovédi, ale u nékoho zase
naopak ke zlepSeni. Autofi neudéavaji presna data glykemickych odpovédi, nesleduji jidelnicek
a pozorovani jedinci pfed touto studii uméld sladidla nekonzumovali. Doslo tak uméle
k navySeni piijmu umélych sladidel na cca 6 plechovek dietni koly denné. To neodpovida
readlnym podminkdm. Mikrobiom je navic schopny se za urcity ¢as adaptovat na riizné zplisoby
stravovani. Tato studie je tedy limitovana i jeji délkou jednoho tydne a vysledky se sacharinem

nejsou automaticky pfenositelné na jind umela sladidla [40, 48].
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Dal$im mytem je, ze po poziti umélych sladidel dochdzi k uvolnéni inzulinu, ktery
krevni cukr ulozi do tkani a dochézi k hypoglykémii, po které nasleduje pocit hladu a ptejidani.
Vylucovani inzulinu je vSak fizeno hladinou glukozy. Jelikoz uméld sladidla nedokézeme
metabolizovat, tak nedochazi k nartstu krevniho cukru a ani k vyluovani inzulinu. Pokud
by se inzulin vyplavoval bez narGstu hladiny glykémie, tak bychom méli 1€k na diabetes
1. typu [42].

Konzumace umélych sladidel je Casto negativné spojovdna s homeostazou glukézy,
narastem hmotnosti, obezitou, zménou mikroflory nebo cukrovkou 2.typu [25, 30, 49-51].
Neexistuji studie, které by predlozily konkrétni dikazy, které by prokazaly souvislost téchto
negativnich vlivli s konzumaci umélych sladidel. VétSina studii mé nedostatky, které vedou
pouze k ndhodnym tvrzenim bez patfiéné spolehlivosti [24, 25, 30, 50, 51]. Hladina krevni
glukézy po poziti umélych sladidel ukazala nizsi, vyssi 1 zddnou zménu. Na zéklad€é dostupné
literatury proto nelze stanovit u¢inek umélych sladidel na homeostazu glukoézy [25, 52-55].
Nékteré¢ studie ukazuji na zvySené riziko cukrovky 2. typu, jiné zase neuvadéji zadnou
souvislost. Samotni autofi uznavaji, ze k vysledkiim je potfeba nahlizet opatrné a nemély by byt
povazovany za samoziejmost. To muize byt zplisobeno reverzni kauzalitou a dalSimi
faktory [25, 56-62]. Z hlediska nartistu hmotnosti a obezity jsou opét sledovany oba jevy. Tedy
nariist hmotnosti, jeji ubytek nebo Zadné zmény [63-67]. Skupiny, které by mély omezit pfijem
umélych sladidel jsou déti a t€hotné a kojici Zeny. Ne v8ak kvili jejich Skodlivosti, ale spise
kvali nedostatku védeckych studii. Pfijem aspartamu by si mély pohlidat osoby
s fenylketonurii [2, 35, 38, 68].

Na zéklad¢ védeckych vyzkumt Ize s jistotou fici, ze se uméla sladidla nepodileji
na vzniku zubniho kazu a u ¢lovéka nezpiisobuji rakovinu [2, 35, 38, 68]. Podle dosavadnich
dikazl jsou uméla sladidla povazovana za bezpecna a neni diivod se jich obavat. Mohou nam
poskytnout i rizné benefity. Nahrazenim slazenych napoji za jejich dietni variantu dojde
ke snizeni poctu kalorii a moznému ubytku véhy, cozZ je pozitivni v dietdch nebo u obéznich
lidi. Diabetikiim pomadhaji regulovat mnozstvi piijatych sacharidii a nezvySovat hladinu
glykémie. Uméla sladidla jsou vhodnou alternativou, pokud si nechceme odepfit sladkou chut’.
Nicméné¢ je potieba sladit s mirou, protoZe zvySené stimulovani chutovych poharkt mtize vést
ke zvySené chuti na sladké nebo také tomu, Zze ndm bézné potraviny budou piipadat
nedostatecné sladké. Misto nahrady cukru za umé¢la sladidla by bylo vhodné spiSe omezovat
pfijem volnych a pfidanych cukrl. Z hlediska zdravi bychom méli preferovat primyslové

nezpracované potraviny a pit ¢istou vodu nebo jiné neslazené napoje [2, 5, 22, 40, 69].
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2.2 Déleni umélych sladidel

Sladidla mizeme rozd¢lit dle nékolika kritérii. Z chemického hlediska dle jejich
struktury na proteiny a peptidy (thaumatin, aspartam), halogenované disacharidy (sukraldza),
terpeny (steviosid), atd. Podle pivodu je d€lime na latky pfirodni (thaumatin, steviosid),
chemicky modifikované (sukraloza, aspartam) a syntetické (acesulfam K, sacharin, cukerné
alkoholy). V potravinarstvi je délime podle jejich vyzivové hodnoty. Prvni skupinu tvofi
vyzivova (kalorickd) sladidla, jako naptiklad cukerné alkoholy. Druhou pocetnéjsi skupinu
tvofi nevyzivova (nekalorickd) sladidla, kam patii téméf vSechny ptirodni, modifikované

ptirodni a syntetické latky [49, 70, 71].

2.2.1 Nevyzivova uméla sladidla

2.2.1.1 Acesulfam K

Acesulfam (ACE) byl objeven v Némecku roku 1967. Pismeno K v ndzvu odkazuje
na draslik, ktery obsahuje. Jeho pifesny nazev je 6-methyl-1,2,3-oxathiazin-4(3H)-on-
2,2-dioxid a jedna se o syntetické sladidlo s molekulovou hmotnosti 201,24. Jeho chemickou
strukturu Ize vidét na obrazku 2. Vyrabi se syntézou kyseliny sulfamové a diketenu. Nejprve
vznikd acetoacetamid-N-sulfonové kyseliny, kterd tvofi cyklickou strukturu za pfitomnosti
oxidu sirového. Finalnim krokem syntézy je reakce s hydroxidem draselnym, kdy vznika
draselna stl neboli acesulfam K. Je zhruba 200x sladsi neZ sachar6za s vysokou rozpustnosti
ve vodé. T¢lo ho neni schopno metabolizovat a neobsahuje tedy zddné kalorie. Vzhledem ke své
termostabilit¢ je vhodny k tepelnym upravam. Diky nahotklé pachuti se Casto kombinuje

s ostatnimi sladidly, aby se chut’ podobala vice sacharéze [2, 22, 24, 72-74].

Obrazek 2: Chemicka struktura acesulfamu K [75]
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2.2.1.2 Aspartam

Aspartam (ASP) byl objeven v roce 1965 pfti hledani 1éku na zalude¢ni viedy. Chemicka
struktura této latky je uvedena na obrazku 3. Je cca 180x sladsi nez cukr. Je mirné rozpustny
ve vod¢ a jeho rozpustnost se zvySuje s vySSim nebo niz§im pH i se zvySenou teplotou.
Obsahuje 4 kcal/g, ale vzhledem k obrovskému sladicimu ucinku jsou pouzivand mnozstvi
tak mald, ze jeho kalorickd hodnota v potravinach je zanedbatelna. Chutovée se velmi podoba
sachardze, proto je v potravinarstvi velice obliben. Nedoporucuje se ho pouzivat pti vysokych
teplotach. Neni termostabilni, a proto by dochazelo ke ztratdm sladivosti. Je tvofen dvéma
aminokyselinami: fenylalaninem a kyselinou asparagovou. Ob¢ tyto latky se bézn¢ nachazeji
v prirod¢. Kyselina asparagova se muze pieménit na methanol, ktery je ve vysokych
koncentracich toxicky. Pii konzumaci aspartamu je vSak tato davka zanedbatelnd. Na pfijem
tohoto sladidla by si méli davat pozor lidé s dédi€nym onemocnénim zvanym fenylketonurie.
Kvili této nemoci nejsou schopni metabolizovat aminokyselinu fenylalanin a museji si jeji
prijem ve stravé hlidat. Byl také zjistén vysoky vyskyt leukémie a lymfomi u laboratornich
potkani, kteti konzumovali obrovské davky aspartamu. Pokud by se vSak vysledky méli pfenést
na ¢lovéka (80 kg), tak by kazdy den musel vypit 2000 plechovek dietni koly. Navic hlodavci
zpracovavaji aspartam jinym zpuisobem a vysledky jsou proto zavadéjici. Jeho zdravotni
nezavadnost byla testovana i u déti, diabetikli, obéznich lidi a kojicich Zen. S jistotou

lze miZzeme fici, Ze je aspartam zcela bezpecny [2, 22, 24, 73, 74, 76-78].

HO._ O
NH-

Obrazek 3: Chemicka struktura aspartamu [75]

2.2.1.3 Neotam

Neotam (NEO) se skladd stejné jako aspartam zaminokyselin fenylalaninu
a kys. asparagové. Ziskava se N-alkylaci aspartamu. Jeho c¢inky jsou vSak odliSné. Strukturu
neotamu je mozno vidét na obrazku 4. Neotam se pysni extrémni sladivosti. Je asi 30x sladsi

nez aspartam a zhruba 7000-13000x sladsi nez sachardza. Proto se pouziva pouze ve velmi
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malych davkéch. Na rozdil od aspartamu je termostabilni. Miize se tedy pouzit pii peeni nebo
dalsich tepelnych tpravach. Az 30 % neotamu se v téle metabolizuje ptedevsim na methanol,
ale jednéa se o velmi malé¢ mnozstvi, které bézné ptijimame v klasické stravé. Velice malé
mnozstvi neotamu se pfeméni na fenylalanin, ale 1 lidé s fenylketonurii ho bez obav mohou

pouzivat. Pouziti neotamu je schvaleno jak v EU, tak v USA [2, 22, 24, 73, 79].

Obrazek 4: Chemicka struktura neotamu [75]

2.2.1.4 Sacharin

Sacharin (SAC) byl objeven jiz v roce 1878 a fadi se mezi nejstarsi sladidla. NaSim
travicim traktem prochazi v nezménéné podobé a neobsahuje zadné kalorie. Je zhruba 300-400x
sladsi nez sachar6za. Byl hojn€ pouZivan ve 20. stoleti béhem obou svétovych valek, kdy byl
nedostatek cukru. To pravdépodobné pomohlo k jeho rozsahlému pouZivani a oblibé vefejnosti.
Neékteré studie tvrdi, ze zpusobuje rakovinu mocového méchyte [2, 22]. Studie vSak byly
provadeény s extrémnimi ddvkami sladidla po dlouhou dobu. Ptesnéji je to popsano v kapitole
2.1 a tyto vyzkumy nejsou pienositelné na lidskou populaci. Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny fadi sacharin do skupiny 3, kam patfi nekarcinogenni latky pro ¢lovéka. Sacharin

je povazovan za bezpetné sladidlo, a proto je i1 schvalen. Jeho struktura je uvedena

na obrazku 5 [2, 22, 73, 74, 78].
S

i

0

Obrazek 5: Chemicka struktura sacharinu [75]
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2.2.1.5 Sukraléza

Sukraléza (SUC) byla objevena roku 1976. Je vyrabéna chlorinaci sachardzy nahradou
tii atomi chloru za tfi hydroxylové skupiny (obrdazek 6). Na vyrobcich ji Ize najit
pod oznacenim E 955 a komercné byva nabizena pod nazvem Splenda. Sukraléza je 320-1000x
slad$i nez cukr a neobsahuje zadné kalorie. Je velmi dobfe rozpustnd ve vodé a stabilni
v Sirokém rozmezi pH a teploty. Povazuje se za bezpec¢né sladidlo pro vSechny okruhy obyvatel.
V posledni dob¢ se vSak ukazuje, Ze mize mit negativni vliv na nase stfevni bakterie,

ale k definitivnim zaveéram je stale potieba vice studii na lidech [2, 4, 22, 73, 74, 78].

HO
Cl o © "

: T
HO® ™~ ™gQ" Cl

OH 4o “oH

Obrazek 6: Chemicka struktura sukralozy [75]

2.2.1.6 Cyklamat

Cyklamat (CYC) byl objeven v roce 1937 pii hledani 1éku proti horecce. Cyklamat
ma sladivost 30-50x véEtsi neZ sachardza a hotkou chut’, kterd mizi synergickymi Ucinky
ve smesi se sacharinem. Je rozpustny ve vodé€ a rozpustnost lze zvysit pfipravou sodné nebo
vapenaté soli. Patfi mezi termostabilni latky a jeho struktura je uvedena na obrazku 7.
V minulosti byl spojovan s rakovinou moc¢ového méchyte podobné jako sacharin. Pozdé&jsi
studie karcinogenitu vyvratily. Nicméné kazdy clovék reaguje na piijem cyklamatu odlisné.
Nekteti lidé ho vylouc¢i v nezménéné formé, u jinych lidi maze dojit ke konverzi cyklamatu
sttevnimi bakteriemi na toxicky metabolit cykloheximid. Z tohoto hlediska je povazovan
za jeden z nejkontroverzngjSich a nejproblematictéjSich umélych sladidel. V USA je jeho

pouzivani zakdzano, v EU je vSak povolen [2, 22, 24, 73].
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Obrazek 7: Chemicka struktura kyseliny cyklamové [75]
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2.2.1.7 Steviol-glykosidy (Stévie)
Stévie je ptirodni bylina. Steviol-glykosidy jsou primyslové ziskavany z listi rostliny
Stevia rebaudiana. Kromeé steviosidu se zde nachazi i rebaudiosid A, rebaudiosid C, dulkosid
a dal$i slouceniny. V listech tvofi az 15 % suSiny. Steviosid (STV) nasledovany
rebaudiosidem A jsou dva nejvyznamnéj$i a nejcastéji pouzivana sladidla se steviolovym
jaddrem. Rebaudiosid je dokonce 250-450x sladsi nez sachardza bez vedlejsich chuti, zatimco
steviosid je 300x sladsi nez sachar6za a méa mirnou hotkou pachut. V sumarnich smésich
je 80-90 % steviosidu, zbytek je tvofen pifevdzn€ rebaudiosidy. Steviol-glykosidy jsou
komplexni molekuly, které obsahuji 13-hydroxykaur-16-en-18-onovou kyselinu (steviol),
na které je navazan riizny pocet glukdzovych jednotek (obrazek 8). Stévie je v EU pomérné
novym sladidlem, protoZe byla schvalena az v roce 2011. V Jizni Americe se vSak listy
pouzivaji nékolik stoleti a v Japonsku uz vice nez 40 let. Jeji pouZiti je vhodné k tepelné tiprave,
jelikoz je stabilni az do 198 °C. Obsahuje pouze =zanedbatelné mnozstvi energie.
Steviol-glykosidy jsou hydrolyzovany stfevni mikroflorou na steviol, ktery je v jatrech
konjugovan s glukuronidem a poté vylu¢ovan zejména moci. Stévie se Casto oznacuje jako Cisté
ptirodni sladidlo, ale pro potravindisky primysl jsou steviol-glykosidy ziskavéany ze sklizenych
listhh stévie slozitym fyzikélné-chemickym procesem. Sladi se extrakéné ziskanym bilym
praskem nebo praskem zrozemletych usuSenych listd. Konzumace steviol-glykosida
je bezpe¢na. Nicméné bychom neméli piekraCovat hodnotu 4 mg/kg télesné hmotnosti na den.
Vhodna je pro pacienty s fenylketonurii i pro diabetiky. Ma antifugalni, antibakterialni
a protizanétlivé u€inky. SniZzuje krevni tlak, LDL cholesterol, riziko aterosklerozy a diabetu
2. typu. Dnes se Siroce pouziva k vyrobé cukrovinek, cokolady, peciva, zmrzliny, jogurti,
napoju, proteinovych doplitkii a omacek [2, 22, 24, 31, 72-75, 80, 81].
HO
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Obrazek 8: Chemicka struktura steviosidu [75]
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2.2.1.8 Thaumatin

Proteiny se sladkou chuti se pfirozen¢ vyskytuji v nékterych exotickych rostlinach.
Thaumatin je smés Sesti Uizce provazanych proteinti: thaumatinu a, b, ¢, I, I a III, extrahovanych
z ovoce Thaumatococcus daniellii (Benth) pochazejiciho ze zapadni Afriky. Hlavnimi slozkami
jsou thaumatin I a II, ale i dalsi izoformy maji sladkou chut’. V plodech se thaumatin vytvari
jako odezva na napadeni rostliny viroidy. Thaumatin je dobfe rozpustny ve vod¢, odolava
vysoké teploté a kyselému pH. Sladivost je zhruba 1600-3000x vyssi nez u sacharozy. Jeho
sladka chut’ se zna¢né 1isi od chuti cukru. Hlavnim problémem je pozdni nastup ucinku, vjem
chuti vSak trva dlouho a ve vysokych davkéch je citit mirna pachut’ 1ékotice. Nedoporucuje
se pouzivat ho ve velkych davkach, ale v kombinaci s jinymi sladidly funguje velice dobie,
protoze zesiluje jejich chut. Metabolismus thaumatinu je podobny metabolismu jakéhokoli
jiného proteinu v lidské stravé. Obsahuje 4 kcal/ g, coZ je zanedbatelné kvuli nizkym davkam.
Doporuceny denni piijem je teprve pfedmétem zkoumdani, protoze nebyl dostatecné
toxikologicky prozkouman a existuje riziko alergickych reakci. Nicméné je povolen jak v EU,
tak v USA, kde je FDA oznacen jako GRAS (obecné povazovan za bezpecny). Soucasna
produkce neuspokojuje poptavku a stale rostou alternativni zptsoby produkce thaumatinu
prostfednictvim mikroorganismil a transgennich rostlin. Dnes se ¢asto pouziva u zpracované
zeleniny, omacek, polévek, produkti pochézejicich zvajec, druibeze, ovocnych S$tav
a zvykacek. Dale je latka pouZivana k vyrobé zubnich past, vitaminovych piipravkid a krmiv

pro zvifata [31, 82, 83].

2.2.1.9 Extrakty Luo Han Guo

Sladké plody rostliny Siraitia grosvenorii neboli malé ovalné ovoce Luo Han Guo roste
v jizni Cing a severnim Thajsku. Pouzivé se jako sladidlo a funké&ni pisada v tradi¢ni ¢inské
medicin€. Buddhisti¢ti mnisi ovoce péstovali pro své 1é¢ivé vlastnosti, proto se mu fiké ovoce
mnicha nebo Budhova koule. Koncentrat z tohoto ovoce ma statut GRAS. Jde o prvni sladidlo
na bazi ovocného koncentratu s nulovou energetickou hodnotou, ktery je schvalen FDA.
Ovocny koncentrat obsahuje slouceniny pfirozené se vyskytujici v ovoci se sladivosti
300x vyssi nez cukr. Osm ¢ajovych Izicek cukru miize byt nahrazeno pouze ¢tvrtinou gramu

tohoto koncentratu [69, 73, 84].
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2.2.1.10 Advantam

Advantam je dalSim derivatem aspartamu. Jako potravindiskd piidatna latka
ma cCislo E 969. Pfesn¢ se jednd o N-[N-[3-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)propyl]-L-a-aspartyl]-
L-fenyl-alaninu), jehoz struktura je na obrazku 9. Je dokonce 20 000x sladsi nez sacharoza.
Ma podobnou chut’ jako aspartam. V téle je z Casti absorbovan v gastrointestinalnim traktu,
ale pfevazné je vylucovan stolici. Toxicita byla studovana laboratornimi pokusy u mysi, krys,
kralikd 1 pst a nebyla prokdzana. Jedinym pozorovanym jevem bylo snizeni hmotnosti
pokusnych zvirat. Lze ho tedy povazovat za bezpecny. EFSA posoudil bezpecnost advantamu

a stanovil pfijatelny denni limit na 5 mg/kg télesné hmotnosti na den [24, 75, 85].
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Obrazek 9: Chemicka struktura advantamu [75]

2.2.1.11 Alitam

Alitam (ALI) je intenzivni sladidlo se silou sladkosti 2000x vys$$i neZ sacharoza.
Vyvinula ho firma Pfizer. Je 10x sladSi neZ aspartam a oproti nému nemé Zzadnou nepiijemnou
dochut’. Proto by mél v budoucnu nalézt vétsi vyuziti v potravinarském primyslu. Alitam
je v téle hydrolyzovéan na asparagovou kyselinu, kterd je normalné metabolizovana. Déle pak
na D-alaninamidovou c¢ast molekuly, kterd je z téla vyluCovéna beze zmény. Na rozdil
od aspartamu neobsahuje fenylalanin, a tak ho mohou konzumovat osoby s fenylketonurii.
Doporu¢end denni davka byla stanovena na 1 mg/kg télesné hmotnosti/den. Jeho pouziti
je povoleno v Mexiku, Australii, Ciné a na Novém Zélandu. V CR, EU, ani USA zatim povolen

neni. Jeho struktura je uvedena na obrazku 10 [75, 86].
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Obrazek 10: Chemicka struktura alitamu [75]
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2.2.2 Vyzivova uméla sladidla

2.2.2.1 Cukerné¢ alkoholy (polyoly)

Cukerné alkoholy jsou malo stravitelné uhlohydraty, které se pfirozené vyskytuji
v ovoci, zelening, houbédch a fasach. Jsou to latky, které nepatii ani mezi cukry, ani mezi
nizkokaloricka sladidla. V poslednich letech se ¢asto pouzivaji jako alternativni druh sladidel.
Jejich sladivost je zhruba 60-70 % oproti sachardze. Mezi cukerné alkoholy povolené
v potravinafstvi jako vyZzivova nebo objemova sladidla patii maltitol, mannitol, sorbitol, xylitol,
erythritol, isomalt a laktitol. Jejich kalorickd hodnota se pohybuje okolo 10 kJ/g (2,4 kcal/g).
Vyjimkou je erythritol s nulovou energetickou hodnotou. Jde vSak o energii, kterd se uvolni
az po nastépeni cukernych alkoholt stfevnimi bakteriemi (erythritol tomuto $tépeni nepodl€hd).
Funguji jako potrava pro stievni bakterie a maji probiotické ucinky. Jejich funkce je v tomto
podobna vlakning. Ziskavaji se katalytickou hydrogenaci z ptislusnych cukrii. Mannitol,
sorbitol a maltitol se snadno extrahuji z hnédych tas. U erythritolu se pouZiva metoda zaloZena
na fermentaci nebo enzymatické preméné s osmofilnimi kvasinkami a houbami. Oproti
klasickému cukru nezpiisobuji zubni kaz a maji nizsi GI a obsah kalorii, coz je opét vyhoda
pro diabetiky. Casto se pouZivaji spolu s nekalorickymi sladidly, aby maskovali jejich
nahotklou chut’ nebo jim proptijcili objemovou hodnotu. Polyoly nejsou uplné traveny a jejich
nadmérné pouziti mizZe vést ke stfevnim potiZzim, nadymani a plynatosti. Nejlépe je tolerovan
erythritol diky tomu, Ze jako jediny z cukernych alkoholl neni §tépen stfevnimi bakteriemi.
Kromé tohoto vedlejsiho u¢inku nevykazuji Zadné dalsi zdravotni problémy a lze je povazovat
za bezpecné. Nejcastéji pouzivané jsou xylitol, erythritol a maltitol. Jsou vhodnou néhradou
cukru, atozejména tehdy, kdyZz ho chceme nahradit v poméru 1:1. Typickym pfikladem
je peceni, kdy by ndm pfti pouziti nizkokalorickych sladidel chybé€l objem, ktery v plivodnim
receptu zastaval cukr. Pti pouziti cukernych alkoholti zlistane sladivost na zhruba 70 % a objem

stejny [5, 24, 31, 73, 74].

2.3 Alternativy umélych sladidel
2.3.1.1 Agavovy sirup

Agavovy sirup je vysoce primysloveé upravovany produkt, ktery se ziskava ze sukulenti
rostoucich v Jizni Americe. M4 GI pouze na hodnoté 15. AvSak po zpracovani tento sirup
obsahuje ptes 75 % fruktozy, coz je vice nez u HFCS. Negativni vlivy zvySeného piijmu
fruktozy jsou popsany v kapitole 1.2.3. Agavovy sirup je omylem zdravé vyzivy a nelze

ho doporucit jako sladidlo [4, 87].
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2.3.1.2 Datle

Maji vysoky obsah cukrii a hodi se spise ke slazeni nez k pfimé konzumaci. Po kratkém
namoceni je mozné datle rozmixovat na pastu, kterou lze sladit nejriizn€jsi druhy potravin.
Krom toho obsahuji dostateéné mnozstvi vldkniny a mineralnich latek. Ceskou alternativou

jsou sladidla ze suseného ovoce. Ze susenych rozemletych hrusek se sladily frgale [4, 87].

2.3.1.3 Glukoézovy sirup
Je vyrabén z kukufice, brambor i ryze. Pouzivad se pfedevSim k vyrobé sladkosti.

Obsahuje dominantné glukézu, ale sirup na rozdil od samotné glukdézy ma GI 75 [4, 87].

2.3.1.4 Javorovy sirup

Vyrabi se rafinaci $tavy z javoru. Primarn¢ obsahuje vodu a sacharézu s riznym
mnozstvim aminokyselin, organickych kyselin a fenolickych latek, které se koncentruji
zahfivanim za vzniku Siroké $kaly aromatickych latek. Z mikrozivin se zde nachazi Zelezo,
vapnik a mangan. M4 nizky obsah glukézy a GI okolo 60. Ze sirupi patii k nejlepSim

moznostem [4, 31, 87].

2.3.1.5 Med

Je jednim z nejstarSich ptirodnich sladidel. Sklada se z velké ¢asti z glukézy a fruktdzy.
Je sladsi nez cukr a je jedinym sladidlem ziskanym ze Zivocisnych zdroji. Med pfirozené
obsahuje cenné mikroziviny. Vyskytuje se zde hoicik, zelezo, draslik, zinek, vapnik a selen.

Pasteraci se vSak nékteré z té€chto zivin nici [4, 31, 87].

2.3.1.6 Melasa

Melasa je sladka a nutricné bohata Stava, ktera je vedlejSim produktem vyroby cukru
z cukrové titiny. St'ava se koncentruje vafenim a cukr se krystaluje a odstted’uje. Tento proces
se n¢kolikrat opakuje az vznikne husty tmavy sirup, ktery je zbaven vétSiny cukru. Obsah cukru
v melase se 1i$i od 20 do 60 %. Obsahuje vSechny cenné latky z cukrové titiny, 3 % bilkovin,
malé mnozstvi vitamina B a kyseliny pantotenové. Je jednim z nejbohatSich rostlinnych zdroja
zeleza, ale obsahuje 1 fosfor, hoicik, zinek, vapnik, draslik a chrom. Nevyhodou mize byt

zneCisténi zbytky agrochemikalii [4, 31, 87].
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2.3.1.7 Palmovy a kokosovy cukr

Palmovy cukr se vyrabi ze stavy stromi, kokosovy cukr z mizy kvétu kokosové palmy
(Cocos nucifera L.). Oba obsahuji sachardzu a GI maji cca 35. Najdeme zde 1 mineralni latky
jako vapnik, draslik, zelezo a zinek. Vyskytuji se zde i1 kratké fetézce mastnych kyselin
a antioxidanty. Kokosovy cukr ma téchto mikrozivin o trochu vice. Mimotadny je zde vyskyt
inulinu, coz je vlaknina, kterd miize zpomalovat pifechod cukru do krve. Z hlediska vyzivy vSak
obsahuji stejné mmnozstvi kalorii jako obycejny cukr. K zisku smysluplného mnozstvi
mikrozivin by bylo nutné spotradat velké mnozstvi téchto cukri. Ve vysledku je sladivost nizsi,

cena vysoka a vyzivova hodnota pochybna [4, 31, 87].

2.3.1.8 Sladénka a obilné slady

Obsahuji maltozu, coz je disacharid sloZen z dvou glukézovych jednotek. Déle se zde
nachazi mineralni latky jako vapnik, draslik, Zelezo, hot¢ik, fosfor, méd’ a zinek. Sladénka
se ziskava extrakci z je¢mene a ma konzistenci hustého medu. Chutnéd méné sladce nez glukoza,

ale mé vyssi GI a proto je mén¢ prospésny [4, 87].

2.3.1.9 SuSené ovoce
SuSené ovoce je asi tou nejlepsi moznou variantou, jak si osladit dezerty a dalsi pokrmy.
Jakékoli sladké ovoce je moZzné namocit na chvili do vody a po zméknuti nasekat, nastrouhat

nebo rozmixovat jako sladkou polevu [4, 87].

2.3.1.10 Cekankovy sirup

Jde o mimotddné sladidlo vtom smyslu, Ze sladkou slozku zde zastavd inulin,
coz je rozpustna vlaknina ve vod¢ majici sladkou chut’. Je to polymer slozeny z n€kolika set
jednotek fruktdéz zakonceny molekulou glukézy. Konzumaci inulinu podpoifime stfevni
mikrofloru, doplnime vlédkninu a elegantné nahradime cukr. Podle druhu obsahuje pouhych
5-13 % cukru, coZ je oproti ostatnim siruptim vyrazny rozdil. Ve srovnani se sachardzou
ma tetinovy podil kalorii a podstatné niz8§i GI. Nenatraveny prochazi Zzaludkem a tenkym
sttevem. V tlustém stfevé ho rozkladaji bakterie. Béhem kvaseni vznikaji mastné kyseliny
s kratkymi fetézci, ale také oxid uhliCity, vodik a methan. Tvorba téchto plynil stfevnimi

bakteriemi je jeho jedinou nevyhodou, protoze mize zpiisobit nadymani.
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3 Metody analyzy umélych sladidel v potravinach

Obsah sladidel v jednotlivych potravinach je omezen zvlastnimi predpisy dané zemé.
Nez se smi sladidla v EU pouzivat, tak EFSA diikladné posuzuje jejich bezpecnost. Smérnice
EU 94/35/ES [88], 96/83/ES [89], 2003/115/ES [90], 2006/52/ES [91] jasn¢ definuji, ktera
sladidla maji povoleni se pfidavat do potravin a napoju. Z divodu bezpecnosti spotiebitele
je nutné obsah sladidel v potravindch kontrolovat. K ziskani téchto informaci jsou nutné
spolehlivé kvalitativni a kvantitativni metody analyzy pro méfeni sladidel v Sirokém spektru
potravinovych matric. K jejich stanoveni je k dispozici mnoho analytickych metod zalozenych
na riznych principech [92, 93].

Mezi pouzivané metody patii vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(HPLC) [94-109], iontova chromatografie (IC) [110, 111], tenkovrstva chromatografie
(TLC) [112, 113], plynova chromatografie (GC) [114], kapilarni elektroforéza (CE) [115, 116],
injekéni pratokova analyza (FIA) [117], elektroanalytické techniky [118], techniky s pomoci
dvouvrstvych lipidovych membran [119] a spektroskopické techniky [120-122]. Vétsina z nich
je vsak vhodna pouze pro stanoveni jednoho sladidla nebo urceni sladidla z jednoho typu

vzorku [92, 93].

3.1 Uprava vzorku pied analyzou
Piiprava vzorkl je nezbytnou fazi analytického procesu a vzorky potravin patii mezi
minimalizovat spravnou piipravou vzorku. Obecné piiprava vzorku zahrnuje Ctyfi kroky:
homogenizaci, extrakci, pre€iSténi a ptipadné zakoncentrovani. Optimalni pfipravou vzorku
se muze zkratit Cas analyzy, eliminovat zdroje chyb, zvysit citlivost a umoznit jednozna¢nou
identifikaci, potvrzeni a kvantifikaci analytt [92].
Sladidla se bézné pouzivaji v riznych druzich potravin: nealkoholické napoje, ovocné
napoje, fermentované mlécné napoje, instantni praskové népoje, bonbony, zvykacky, pevna
a tekutd sladidla, dzemy, okurky, konzervované ovoce, susené ovoce, omacky, dehydratované

polévky, zel¢, pekarenské vyrobky, mlééné vyrobky, cukrovinky a ¢okolady [92].

3.1.1 Extrakce
Mnoho potravinafskych vyrobkli jsou smési obsahujici rtizné organické (lipidy,
bilkoviny, sacharidy, barviva, vitaminy, konzervanty atd.) a anorganické (voda, mineraly atd.)

ptisady. Nékteré tyto latky z matrice mohou ovlivnit stanoveni sladidel, coz zptsobuje zesileni
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nebo zeslabeni signdlu detektoru. To obvykle vede ke zvySeni meze detekce metody.
Neprecisténé extrakty surového vzorku dlouhodobé zanasi HPLC/MS instrumentaci, a proto
je Cisténi extraktu zasadni k udrzeni analytického systému v nejlepSim stavu po co nejdelsi
dobu. Zvlasté pak v ptipadech, kdy je systém pouZzivan pro rutinni analyzu. Pro tento tcel
se pouzivd extrakce kapalina-kapalina [104], srdzeni, filtrace, dialyza [99-101]
a extrakce SPE [93, 96, 97, 100, 103, 105, 107, 109, 123, 124].

K extrakci umélych sladidel z matrice se voli extrakéni rozpoustédlo podle povahy,
rozpustnosti ptisluSného sladidla a s ohledem na extrahovany material a dal$i zpracovani
extraktu. N&které vzorky jako napoje, praSkové napoje, sirupy, dzusy, pevna a tekutd sladidla
lze jednoduSe rozpustit ve vodé, pufru [93] nebo organickém rozpoustédle jako methanol
a acetonitril (ACN) [125], ptipadné v jejich roztocich s vodou ¢i pufrem [96-99, 101, 102,
104-106, 124-126]. K témto smésim nebo ptimo do pufrii se ¢asto ptidavaji kyselina mravenci
a octova [93]. Vpfipad¢ sycenych napoji musi byt vzorky pred analyzou
odplynény [92, 93, 96].

a dalsi musi byt nejdiive homogenizovéany, nasledné fedény a alespoii na 10 minut uloZeny
do ultrazvukové lazn€ [93, 96]. Vzorky obsahujici bilkoviny, slizovité a mastné castice
je vhodné vycetit pomoci Carrezovova €inidla [92].

Vsechny vzorky musi byt alespoit jednou zfiltrovany pfes membranovy filtr
k odstranéni jemnych necistot [92]. Je Zddouci vyuzit i centrifugace k odstranéni pevnych ¢asti
matrice [92, 93, 98, 127, 128]. Nasledn¢ se supernatant izoluje a analyzuje [96, 98, 127] nebo
jsou pouzity dalsi Cistici kroky, jako naptiklad extrakce tuhou fazi (SPE) [93, 124].

3.1.2 Extrakce tuhou fazi

Cisténi vzorkli zaloZené na SPE se zd4 byt nejlepsim feSenim pro predisténi vzorku
a v n€kterych ptipadech i k zakoncentrovani. Extrakce je jednoducha, pfimétené rychla a levna
a poskytuje reprodukovatelné¢ vysledky. Dalsi vyhodou je nizsi spotfeba organickych
rozpoustédel oproti jinym metodam a kompatibilita s velkym mnoZzstvim instrumentalnich
technik pouZivanych pfi analyze potravin. Samoziejmé jsou mozné i jiné postupy cisténi
vzorku, ale obvykle jsou vysoce specifické pro studovany analyt, vzorek nebo pouzitou
techniku kone¢ného stanoveni [92, 129]. Schéma extrakce na pevné fazi je uvedeno

na obrazku 11.
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Obrazek 11: Schéma extrakce na pevné fazi (SPE) [130]

Proces extrakce na SPE kolonce zahrnuje kondicionovani (pfedupravu) kolonky,
davkovani vzorku, promyti kolonky a eluci analytl. Interferujici latky by mély byt zadrZzovany
velmi siln€ nebo viibec. Slabé zadrZzované latky mohou byt snadno odstranény z kolonky béhem
plnéni vzorku nebo pifi promyvani, naopak latky majici silnou afinitu k sorbentu zlstavaji
adsorbovany uvnitf patrony i po promyti cilovych analytii béhem elu¢niho kroku [92, 129, 130].

Technika extrakce na pevné fazi umoziuje frakcionaci slozek vzorku na zéklad¢ afinity
slouceniny nebo skupiny sloucenin ke staciondrni fazi. Pro Gispé$nost extrakce musi mit analyt
vyssi afinitu k tuhé fazi neZ k matrici vzorku. Lze ji povaZovat za kapalinovou chromatografii
s nizkym rozliSenim. Mezi velkym poctem SPE kolonek dostupnych na trhu se nejcastéji
pouzivaji s chemicky vazanou nepolarni stacionarni fazi (nejcastéji
oktadecylsilikagel — C18) [92, 129, 130].

Porovnanim uc€innosti extrakce sladidel s rGznymi komeréné dostupnymi SPE
kolonkami se zabyvalo velké mnozstvi studii [93, 103, 105, 109, 124, 131, 132]. Nejlepsi
ucinnost vykazovaly kolonky se sorbenty na principu systéml s obracenymi
fazemi [93, 105, 132]. Zejména kolonky Strata-X [93, 105] a Oasis HLB [103, 105, 109, 124]
poskytovaly vysoké vytéznosti. Vytéznost sladidel na SPE kolonkach siln¢ zavisi také na

slozeni vzorku, proto spravnou volbou pufru a pH miZzeme ovlivnit Gi¢innost zadrzeni sladidel
na kolonce. Ve studii [131] byly testovany riizné octanové a mravenc¢anové pufry pii nékolika
hodnotach pH, které byly pouzity jako rozpoustédlo, kondiciona¢ni i promyvaci roztok.

Nejlepsich ~ vysledkti  bylo dosazeno u pufru slozeného zkyseliny mravenci
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a N,N-diisopropylethylaminu (pH 4,5) [93, 131]. Umé¢la sladidla se z kolonky poté eluovala
methanolem nebo vodnym roztokem methanolu [105, 131, 132]. U kolon s iontovou vyménou
muze byt methanol obohacen amoniakem nebo kyselinou mravenci[105, 132]. Eluat
je nasledné€ nafedén mobilni fazi pro analyzu HPLC a ihned analyzovan [93, 131] nebo odpaten

v proudu N a pted analyzou znovu rozpustén [105, 107].

3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je moderni separacni technika, kterd vynika schopnosti separovat slozité smési
latek v kratkém case s vysokou efektivitou. Principem je rozdélovani slozek mezi mobilni
(pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi umisténou v kolon¢. Kolony jsou plnény
stacionarni fazi o velikosti ¢astic 3-7 um. Pokud jsou castice mens$i, nez 2 pum jedna
se o ultra-vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (UHPLC), kde je nutné vyuzit
specidlniho zafizeni, protoze pii pruchodu mobilni faze kolonou dochazi k velkému odporu
a je potfeba pouzit vysokotlakd Cerpadla, ktera odolavaji tlakim az 150 MPa, na rozdil
od béznych chromatografickych systémut, kde staci pouzit Cerpadla pro tlaky v rozmezi
30-60 MPa. Schéma chromatografického systému je mozno vidét

na obrazku 12 [129, 130, 133-137].

g zasobniky mobilnich fazi
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Obrazek 12: Schéma kapalinového chromatografu [138]

Mobilni faze jsou cerpany vysokotlakymi, zpravidla pistovymi cerpadly. Déle

prochazeji ptes odplynovac a v ptipadé gradientové eluce sméSovacem mobilnich fazi, ktery
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mobilni faze smiché podle nastaveného poméru. Vzorek je davkovan do mobilni faze vétSinou
ptes Sesticestny davkovaci ventil (manudln¢€) nebo pomoci autosampleru (automaticky). Poté
jeunasen do chromatografické kolony umisténé v termostatu, kterda ma jasné definovanou
délku, vnitini pramér a naplin. Na chromatografické kolon¢ dochazi k déleni analytl na zaklade
opakované distribuce vzorku mezi kapalnou mobilni a tuhou stacionarni fazi. Béhem déleni
analyt dochézi k mnoha typim vzijemnych interakci mezi molekulami stacionarni faze,
mobilni faze a molekulami vzorku. Volbou mobilni a stacionarni fize mizeme ovlivnit proces
separace a meénit tim eluci separovanych slozek. Na zévér slozky vzorku putuji do detektoru

a ziskana data se vyhodnocuji pomoci pocitace [129, 130, 133-137].

3.2.1 Fazové systétmy v HPLC

3.2.1.1 Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi

U chromatografie v systémech s normalnimi faizemi (NP-HPLC) se pouzivé polarnéjsi
stacionarni faze, nez je faze mobilni. Je vhodnd ptredevSim k déleni poldrnich latek. Jako
stacionarni faze se nejCastéji pouziva silikagel nebo chemicky modifikovany silikagel pomoci
aminopropylové, kyanopropylové, diolové ¢i jiné polarni skupiny. Jako mobilni faze se pouziva
nepolarni rozpoustédlo (napt. hexan, heptan) s pifidavkem polarntho modifikatoru
(propan-2-ol). Polarni analyty maji vyssi afinitu k polarni stacionarni fazi oproti nepolarnim

latkam, které eluuji drive [130, 133-135, 137].

3.2.1.2 Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi

V systémech s obracenymi fazemi (RP-HPLC) miizeme separovat latky jak nepolarni,
tak polarni. U tohoto systému je mobilni fdze polarné;si nez staciondrni faze a v drtivé vétSiné
se pouziva chemicky vazany oktadecylsilikagel (C18). Kromé& C18 stacionarnich fazi 1ze vyuzit
1 dal$i chemicky vazané nepolarni faze jako butyl, oktyl, fenyl, alkylfenyl, kyanopropyl,
pyridyl, nitril, nebo dlouhé fetézce alkyli (C30). Dale lze vyuzit polymerni sorbenty
s hydrofobnim povrchem. Jako mobilni fize se nejcastéji pouzivaji smési vody ¢i pufru
s polarnimi organickymi rozpoustédly (methanol ¢i acetonitril). Vysoce polarni latky skoro
neinteraguji se staciondrni fazi a byvaji eluovany nejdiive. S klesajici polaritou latek roste jejich
retence na staciondrni fazi. Pfi separaci slozité smési latek s riznymi retenénimi faktory
je vyhodné pouzit gradientovou eluci, pti které dochazi béhem analyzy ke snizovani polarity
mobilni faze (pfidavkem organické faze), coz umoznuje rychlejsi eluci nepolarnich latek

z kolony [129, 130, 133-135, 138].
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3.2.1.3 Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci

Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC) byla poprvé definovana
vroce 1990 Andrewem Alpertem. Diive byla tato technika povazovana za spojeni NP-LC
a RP-LC. HILIC se ukazala jako skv€ly nastroj pro separaci polarnich slou¢enin na polarni
stacionarni fazi (kolony typické pro NP-LC) pomoci polarnich rozpoustédel obsahujicich vodu
jako silny elu¢ni solvent (rozpoustédla podobné s RP-LC). Slovo hydrofilni charakterizuje
afinitu k vodg¢, ktera se ptidava do mobilnich fazi [130, 139-143].

Hydrofilnéjsi stacionédrni faze vice poutd vodu z mobilni faze a analyt se poté rozdéluje
mezi stacionarni fazi bohatsi na vodu a mobilni fazi na vodu chudsi. Mechanismus HILIC
ovliviiuji i iontové interakce v zavislosti na volb¢ stacionarni faze, vodikové vazby a interakce
dipol-dipdlové. Tyto interakce spolecné s volbou mobilni a stacionarni faze, povahou analytu
a jejich vzajemného plsobeni ovliviiuji separaci HILIC, avSak pfesny mechanismus separace
je neustale pfedmétem zkoumdani. Separace se provadeji v isokratickém rezimu s vysokym
procentem organického rozpoustédla nebo v gradientovém rezimu, kdy se zvysuje podil vody
jako silngjsiho elu¢niho rozpoustédla [130, 139-144].

K separaci se miize pouzit témét jakakoli polarni staciondrni faze, nejcastéji silikagel
Cisilikagel chemicky modifikovany riznymi polarnimi  funkénimi  skupinami
(aminopropylovymi, amidovymi, nitririlovymi, karbamatovymi, diolovymi,
kyanopropylovymi, polyethylenaminovymi, polyethylenglykolovymi nebo
polyhydroxylovymi skupinami). Déale se vyuzivaji stacionarni fdze na bazi polymeru nebo
iontoménice. Né&které kolony byly vyvinuty specidlné pro HILIC aplikace. Mezi né patfi
naptiklad stacionarni faze na bazi polyimidu kyseliny jantarové, polymerni kolony s chemicky
vazanymi amidickymi, fosforylcholinovymi ¢i zwitteriontovymi sulfobetainovymi skupinami.
Zwitteriontové kolony jsou zndmé pod nazvem ZIC-HILIC a obsahuji siln€ kyselé skupiny
kyseliny sulfonové, ale i siln¢ bazické kvartérni amoniové skupiny. MiiZeme jimi analyzovat
jak latky kyselé, bazicke, tak 1 neutrdlni. Styren-divinylbenzenovymi pryskyficemi miZeme
délit neutralni latky ve smiSeném reZzimu aniontové a kationtové vymeény. Pii jejich pouZiti
muzeme dosahnout specifické selektivity. Velice slibnym materidlem je silikagel typu C
s hydrosilovanym povrchem, kde jsou silanolové skupiny (-Si-OH) nahrazeny hydridovymi
skupinami (-Si-H), ptipadné modifikovany méné polarnimi skupinami (C18, cholesterol,
kyselina undekanova). I kdyz pocet komercéné dostupnych kolon ur¢enych specialné pro HILIC
roste, stale neexistuje Zadna univerzalni stacionarni faze jako C18 v RP-HPLC, protoze
pfi méteni na jedné HILIC koloné pfi pouziti riznych mobilnich fazi mizeme dosahnout

naprosto odliSné selektivity separace [130, 139-143].
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Mobilni faze v HILIC dominantn¢ obsahuji vysoké koncentrace acetonitrilu (60-97 %)
a nizké koncentrace vody (3-40 %). Vyhodou téchto mobilnich fazi je nizka viskozita a maly
zpétny tlak 1 pfi pouziti pomérné dlouhych kolon. Pfi pouziti nizSich koncentraci acetonitrilu
se méni mechanismus retence a chromatografické chovani latek odpovida separacim
v RP-HPLC. Nicméné je mozné pouzit i dal$i organickd rozpoustédla jako isopropanol,
methanol, ethanol, tetrahydrofuran, aceton a 1,2-ethandiol. V podstaté 1ze pouzit téméf vSechny
vodné-organické faze. K mobilni fazi se Casto piidavaji pufry (octan a mravenan amonny),
které upravuji pH a iontovou silu mobilni faze. Retence se zvySuje s polaritou analytu a snizuje
se zvySenim polarity mobilni faze (s rostoucim podilem vody nebo pufru) [130, 139-143].

HILIC mé oproti NP-HPLC a RP-HPLC mnoho vyhod. Je vhodny pro analyzu vysoce
polarnich sloucenin, které se v systému RP-HPLC eluuji v t€sné blizkosti mrtvého objemu
kolony a snadno se rozpoustéji v pouzité mobilni fazi, coz neplati u NP-HPLC. HILIC je ideélni
pro spojeni s hmotnostni spektrometrii, a to predevsim pii pouziti elektrospreje, protoze vysoky
podil organického rozpoustédla v mobilni fazi vede k rychlému odpatovani rozpoustédla
béhem ionizace. HILIC miiZe nabidnout aZ desetindsobné zvyseni citlivosti oproti RP-HPLC

améla by byt povazovana za alternativu tohoto nejCastéji pouzivaného chromatografické

systéemu [140-142].

3.2.2 Detekce

Detektory identifikuji latky vychazejicich z chromatografické kolony. Jsou to zafizeni,
kterd monitoruji zmény sloZeni mobilni fdze méfenim fyzikalnich nebo chemickych velicin.
Detektor by mél byt vysoce citlivy pro analyzované latky, univerzalni pro co nejvice analyti,
a na zmeény teploty a tlaku. Mezi dalsi kladené pozadavky patii maly objem pritocné cely,
moznost gradientové eluce a dostatecné velky pomér mezi meéfenou hodnotou
a Sumem [ 138, 145-147].

Problémem stanoveni komplexnich smési je to, Ze jednotlivé slozky vzorku mohou mit
vyrazn€ odlisné fyzikalné-chemické, elektrochemické a spektralni vlastnosti. Pravé takovy
problém nastava piti analyze smési umélych sladidel, coz jsou chemicky zcela rozdilné latky.
Pro analyzu sladidel samostatné nebo ve smési se nejCastéji pouziva spektrofotometricky
detektor (UV) [92, 94, 95, 104, 107], ktery ale neni vhodny pro sladidla bez chromoforu. DalSim
slibnym detektorem k urceni nékolika sladidel v jedné analyze je detektor rozptylu svétla

(ELSD) [148]. Mezi ostatni pouzivané detektory patii FTIR [106] a detektor nabitého aerosolu
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(CAD) [107]. Nicmén¢ v mnoha ptipadech je zddouci simultdnni stanoveni a kvantifikace,
kterou nejlépe poskytuje hmotnostni spektrometr (MS) [93, 96-103, 105, 125]. MS si nasel
dominantni postaveni v analyze vzork se slozitymi matricemi, jako jsou pravé vzorky

potravin [93, 138, 145-147].

3.2.2.1 Spektrofotometricka detekce

Spektrofotometrické detektory méii absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm a velikost odezvy je ddna Lambert-Beerovym zadkonem.
Jsou jedny z nejvice pouzivanych detektort. Jednim z nejdokonalejSich spektrofotometrickych
detektorti je detektor s fotodiodovym polem (DAD), ktery je schopny proméfit celé absorpéni
spektrum (vétSinou 190-800 nm) v redlném Case bez pieruseni chromatografické separace.
Jeho vyhodou je moznost sestrojit chromatogram pro jakoukoli vlnovou délku a porovnat
spektra analyzovanych latek se standardy. Dal§imi vyhodami jsou identifikace pomért
absorbanci pti riznych vlnovych délkéach, vysoka rychlost snimani spektra, moznost sdruzovat
signaly a vypocitat cistotu piku. Jeho nevyhodou miZe byt vysSi pofizovaci

cena [130, 138, 145].

3.2.2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k ptevedeni molekul na ionty,
rozliSeni téchto iontl dle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému zaznamu relativnich
intenzit jednotlivych iontd. Hmotnostni spektrometr se skladd ziontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru, detektoru a dalSich casti jako je vakuovy systém, iontova optika
a pocitac. lontovy zdroj slouZzi k zplynéni mobilni faze a pfevedeni neutralnich molekul analytu
na nabité Castice (tzv. ionizace). lonty jsou separovany podle jejich poméru hmotnosti a naboje
m/z hmotnostnim analyzatorem. Detektor vyhodnoti zavislost intenzity signalu na pomeéru m/z,
které se nazyva hmotnosti spektrum. Spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem umoziuje
jednoznacnou identifikaci vzorku, protoZe k identifikaci latek ndm slouZi nejen shoda jejich
retencnich Casl se standardy, ale 1 hmotnostni spektrum, z kterého jsme schopni stanovit
molekulovou hmotnost a dalsi strukturni informace. HPLC/MS ndm umoziiuje soucasné
analyzovat n€kolik umélych sladidel ve vzorku, coz z ngj ¢ini nejlepsi metodu pro stanoveni

vice sladidel v Siroké Skale potravin [93, 134, 135, 138, 146, 147].
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3.2.3 Kbvantifikace

Ke zjisténi kvantity se pouziva plocha nebo vyska piki. Ke kvantifikaci se nejcastéji
vyuzivad metoda kalibra¢ni kiivky s komerc¢né dostupnymi standardy jednotlivych sladidel.
Casto se pro eliminaci vlivu matrice pfidava vnitini standard, ktery musi byt dobie oddélen
od vsech slozek analyzovaného vzorku a mél by byt eluovan v blizkosti stanovované slozky.
U spojeni HPLC/MS se zpravidla voli deuterované analogy sladidel. Pouziva se warfarin
sodny [96] a deuterovana sukral6za, ktera vSak kviili omezené dostupnosti a vysoké cené byva
nahrazena N-(2-methylcyklohexyl) sulfamatem, ktery ma pii pouziti MS lepsi odezvu [93].
Kalibra¢ni kfivky jsou poté konstruovany vynesenim poméru plochy piku sladidel ku plose
piku vnitiniho standardu proti poméru jejich koncentraci. Nasledné jsou uréeny rovnice linearni
regrese. Mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ) jsou uréeny na zdkladé poméru signalu
k Sumu. LOD jako trojnasobny odstup signalu od Sumu a LOQ jako desetinasobny odstup
signalu od Sumu [92, 93, 96-98, 147].
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3.3 Analyza umélych sladidel metodou HPLC

Nejcastéji se pro separaci umélych sladidel vyuziva RP-HPLC s oktadecylsilikagelovou
stacionarni fazi (C18) [93, 95-98, 101, 102, 104, 105, 107, 108, 149-152]. Z dalsich chemicky
modifikovanych staciondrnich fazi byla pouzita oktylova (C8) [103, 150] ¢i aminopropylova
faze [150]. Mobilni fazi je smés vody nebo pufru [93-97, 102, 104, 105, 107, 128, 131, 149-152]
s organickym rozpoustédlem jako je methanol [95, 105, 107, 137, 150], acetonitril (ACN)
[94, 97, 101-104, 151, 152], aceton nebo smési organickych rozpoustédel [93, 96, 98, 131].
Pro upravu pH se pfidavaji kyseliny mravenci, octova [93, 102] nebo trifluoroctova [104].
S pouzitim acetonitrilu nebyla separace sladidel tak uspokojiva, jako pfi pouziti methanolu,
jelikoz piky meély horsi tvar a nedochazelo k jejich dostatecnému rozdé€leni [150]. Po pfidani
acetonu do mobilni fize bylo pozorovéano zvyseni uc¢innosti ionizace [96] a také uzsi piky pro
acesulfam-K, sacharin, aspartam, sukraldzu, cyklamat, alitam, neohesperidin DC a neotam [98].
Pouziti dvou organickych slozek v mobilni fazi (ACN a methanolu) vedlo k lepsi separaci
analytlh ve srovnani se separaci dosazenou pouze s jednou organickou slozkou [98]. Doba
RP-HPLC analyz se zpravidla pohybuje v rozmezi 16-36 minut [93, 96, 98, 105, 131, 150].
Ke zrychleni analyzy a zuzeni jednotlivych pikdi analyti se pouziva gradientova eluce
[93, 96-98, 104, 107, 150]. Pti separaci ionizovatelnych latek v systému RP-HPLC ma vliv
na retencni ¢asy hodnota pH. Pouzitim vys§iho pH se celkova doba separace zkracuje. Idealniho
rozliSeni 1ze dosahnout v oblastech pH = 3,3 - 4,2. Aspartam je stabilnéjsi pti pH = 5, protoze
pii niz8ich hodnotéach dochazi k jeho kyselé hydrolyze [137].

V HILIC analyzach byly pouzity kolony se stacionarni f4zi na bazi silikagelu [105, 123,
124, 126, 153], hydroxyethylamidu [125], amidu [127, 153], BEH [123], sulfobetainu [124],
sulfoalkylbetainu [153] a polyethyleniminu [128]. Jako mobilni faze se v drtivé vét§iné pouziva
smés vody €1 pufru [123-125, 127, 128, 153] s acetonitrilem [105, 123-128, 153]. V nékterych
studiich byl pouzit i methanol [123, 153]. Pfidanim methanolu ke smési pufr-ACN doslo
ke zlepSeni signalu pozorovanych analyti. Pravdépodobné je to zpusobeno ovlivnénim
vodikové vazby, kterd ma vliv na retenci v HILIC [123]. Pfevladajicim mechanismem separace
sladidel v systému HILIC je jejich rozdéleni do vodné vrstvy [123]. ZvySenim obsahu vody
v mobilni fazi dochdzi k urychleni separace latek, ale snizuje se jejich rozliSeni [127].
Se zvySenym obsahem ACN v mobilni fazi dochazi k nartstu reten¢nich ¢ast ASP a SUC.
Vyrazné zvyseni jejich retencniho Casu je pozorovano pii koncentraci ACN v mobilni fazi
nad 85 % (v/v) [128]. Nahrazenim octanu amonného mraven¢anem amonnym ve smesi s ACN

doslo u HILIC kolon k mirnému zvySeni signdlu téméf u vSech analyzovanych latek [123].
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Nicméné¢ jeho pouzitim miize dojit ke $tépeni piku ACE [105]. Naproti tomu v jiné studii [126]
bylo dosazeno lepSich vysledkli pfi pouziti octanu amonného, kde byla pozorovana lepsi
ucinnost separace a symetrické piky na tfech testovanych HILIC kolonach. Kromé typu
pouzitého pufru hraji roli 1 jeho koncentrace. Iontova sila totiz siln€ ovliviiuje retenci nékterych
analytd. U ASP (dipeptid) byl pozorovan narist retencniho ¢asu pfi zvysSeni koncentrace pufru.
Zména koncentrace pufru vSak neovlivituje retenci sukraldzy a u sulfamati (ACE, CYC a SAC)
dochazi se zvySenim koncentrace pufru pouze k malému zvySeni reten¢niho casu [153].
Navysenim koncentrace mravenc¢anu z 5 mmol/l na 10 mmol/l vyznamné neovlivnilo citlivost,
ani reten¢ni Casy analytt [123]. Obsah pufru nad 10 mmol/l vedl k malym zménam ve tvarech
pika a potlaceni odezvy. ZvySeny obsah kyseliny octové v ACN (> 0,05 %) m¢l podobny
ucinek [126]. Pti pouziti 100 mM mravenc¢anu amonného doslo ke zvySeni retencnich cast
vSech analytl s vyjimkou ASP [124]. Pfi koncentraci pod 10 mmol/l byly pozorované
deformované piky u ASP, zatimco u koncentraci nad 40 mmol/l dochéazelo ke sniZeni citlivosti
detekce [153]. U sukraldzy a sulfamatii nebyla retence ovlivnéna hodnotou pH, zatimco u ASP
retence klesala s klesajici hodnotou pH. U ZIC HILIC kolony vSak pfi snizeni pH dochézi ke
zvétseni retence u sulfamati [153]. Optimalni teplota separace sladidel je 25 °C a s rostouci
teplotou dochazi ke zkraceni analyzy [123], k niz§imu rozliSeni a deformaci pika [124].

Byla vyzkouSena 1 kolona se smiSenym reZimem Acclaim ™ Trinity ™ P2, ktera
kombinuje mechanismus HILIC s iontové-vyménnou chromatografii. Optimalni koncentrace
pufru byla u této kolony stanovena na 40 mmol/l. Niz§i koncentrace zplisobovala deformaci
piki u ACE a SACH a prodluzovani separace. Naopak u vyssich koncentraci jiz nedochazelo
ke zlepSeni separace sladidel, ani tvari pikt, ale zhorsila se citlivost, pravdépodobn¢ z diivodu
omezeni tvorby vodikovych vazeb mezi molekulami analytil a stacionarni fazi [126].

Pti porovnani HILIC a RP-HPLC [105, 126] byla pozorovana vétsi uc¢innost separace
v RP-HPLC, zejména u syntetickych sladidel [126]. Linearita obou metod byla
srovnatelna [105], ale nizSich mezi kvantifikace bylo dosazeno u HILIC s vyjimkou ASP [105].
Relativni smérodatna odchylka u metody RP-HPLC byla vZdy mensi nez 4 %, kdeZzto u HILIC
analyz dosahovala i 13 %. V HILIC analyze doslo vlivem matrice k velkému potlaceni signalu
pro SAC a SUC [105].

Z detektort se standardné ve spojeni s HPLC pouziva spektrofotometricky detektor,
ktery 1ze vyuzit i pro n¢ktera sladidla, jako acesulfam-K, aspartam a sacharin, které maji ve své
struktufe chromofor a absorbuji zafeni UV oblasti svétla [150]. Acesulfam-K absorbuje
v rozmezi vlnovych délek 200-260 nm, sacharin pii 200-235 nm a aspartam v rozmezi

200-220 nm [150, 151]. Idedlni vlnova délka pro stanoveni vice sladidel dohromady je tedy
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210 nm [125, 150, 152]. Cyklamat a sukral6zu nelze detekovat pomoci spektrofotometrického
detektoru z ditvodu absence chromoforu v molekule a pro jejich moznou detekci pomoci
spektrofotometrického detektoru je nutnd derivatizace. Jako vhodné Cinidlo pro derivatizaci
cyklamatu byl prezentovan 4-fluor-7-nitrobenzofuran a pro sukraldzu
p-nitrobenzoylchlorid [92].

Jak jiz bylo diskutovéno, spektrofotometricky detektor neni vhodny pro stanoveni vice
sladidel v jedné analyze kvuli absenci chromoforu u nékterych z nich. Z toho davodu
se pro komplexni analyzu vSech sladidel pouziva citlivy MS detektor. Ionizace vzorku probiha
nejcasteji pomoci elektrospreje (obrazek 13) ve vétsSing piipadi pfi zdznamu zapornych iontd
(ESI-) [93, 96-98, 102, 103, 105, 109, 123, 124, 128, 131, 150, 153]. U nékterych sladidel bylo
pouzito 1 snimani kladnych iontti [103, 125]. Pfi komplexni analyze smési sladidel lze vyuzit
1 pfepindni polarity vlozeného napéti [98], pfiCemZ u aspartamu, alitamu a neotamu byla
pozorovana lepsi ioniza¢ni t¢innost v ESI+. Ke kvantitativnimu stanoveni sladidel 1ze vyuzit
rezim monitorovani vybranych iont (SIM) [96, 97, 128, 131], kde systém propusti na detektor
pouze nami zvoleny pomér m/z [154], nebo rezim monitorovani vice reakci (MRM) [98, 102,
105, 125, 150], kde je monitorovan nejintenzivngjs$i fragmentovy ion. Nejcastéji se MRM
vyuziva u trojitého kvadrupolu, kdy prvnim kvadrupolem projde pouze nami definovana m/z
sledovaného analytu. Dany ion je v kolizni cele fragmentovan a vznikly nejintenzivné;si iont
je vybran tfetim kvadrupolem [154]. V nékterych ptipadech pfi ionizaci vznikaji adukty,
napf. u sukralézy vzniké adukt s kyselinou octovou, a intenzita pfechodu na molekularni ion

je vetsi nez intenzita prechodu z molekularniho iontu na fragmentovy iont [98].

molekula analytu odpafovani Coulombické nabity analyt
rozpouitédla Stépeni (ionty analytu)

| o Lo 1]

:— r + ‘@l‘ L P.F

@

zdroj napajeni

e F=—"VVVV\—

stiilcaci tryska

Obrazek 13: Tonizace elektrosprejem [138]
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a zarizeni
Hmotnostni spektrometr QTRAP 4500
Kapalinovy chromatograf 1200 series

e Cerpadla mobilni faze G1312B

e SméSovac mobilni faze

e Odplyniova¢ G1379B

e Autosampler G1367C

e Termostat kolon G1316B
Kapalinovy chromatograf LC-20AD prominence

e Cerpadla mobilni faize LC-20AD

¢ SméSovac mobilni faze

e Odplynova¢ DGU-20A 3R

e Autosampler SIL-20AC XR

e Termostat kolon LCO 102

e Detektor diodového pole SPD-M30A
Kolona Raptor polar 100 mm x 2,1 mm, 2,7 um
Analytické vahy
Automatické pipety Biohit-Proline
827 pH lab metr

AB SCIEX, USA

Agilent Technologies, USA
Agilent Technologies, USA
Agilent Technologies, USA
Agilent Technologies, USA
Agilent Technologies, USA
Agilent Technologies, USA
Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko
Shimadzu, Japonsko

Ecom, CR

Shimadzu, Japonsko
Restek, USA

Sartorius, Némecko

Biohit, Finsko

Metrohm, Svycarsko

Magnetickd michacka color squid IKAMAG® white IKA®, Némecko

Laboratorni odstiedivka 5424
Ultrazvukova lazeni K12LEs

4.2 Pouzité chemikalie
Acenaften

Acetonitril LS-MS Chromasolv®
Deonizovana voda (W)

Kyselina mravenci (FA) > 98,0 %
Kyselina octova > 99,7 %
Mraven¢an amonny > 99,0 %

Octan amonny > 99,0 %

48

Eppendorf, Némecko
Kraintek, Slovensko

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

MILI-Q, Merck Milipore, Némecko
TCI Europe, Japan

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA



4.2.1 Standardy sladidel

Acesulfam K > 99,0 % Sigma-Aldrich, USA
Aspartam > 98,0 % TCI, Tokyo, Japonsko
N-cyklohexylsulfamat sodny > 99,0 % Sigma-Aldrich, USA
Sacharin > 98 % Sigma-Aldrich, USA
Sukralosa > 98 % Sigma-Aldrich, USA

4.3 Pouzité vzorky

Vzorek 1: limonada Coca Cola Zero

Vyrobcee/distributor: Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.0.
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: cyklamat sodny, acesulfam K, aspartam

Vzorek 2: limonada Pepsi max
Vyrobce/distributor: KMV BEV CZ, s.r.0.
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: aspartam, acesulfam K

Vzorek 3: energeticky ndpoj RedBull sugarfree
Vyrobcee/distributor: Red Bull GmbH, Rakousko
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: acesulfam K, aspartam

Vzorek 4: iontovy napoj Getorade cool blue
Vyrobce/distributor: KMV BEV CZ, s.r.0.
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: sukraldza, acesulfam K

Vzorek S: energeticky napoj Black horse
Vyrobce/distributor: Nealko Oravan, spol. s.r.o.
Zakoupeno: M1j obchod, Pardubice

Obsahuje: acesulfam K, sukral6za, aspartam
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Vzorek 6: Gstni voda Odol classic
Vyrobce/distributor: GlaxoSmithKline Consumer Healthcare Czech Republic s.r.0.
Zakoupeno: Penny, Pardubice

Obsahuje: sacharin sodny

Vzorek 7: Sumivy napoj Bolero raspberry
Vyrobce/distributor: Bolero & Co. Ltd., Bulharsko
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: acesulfam K, sukraldza, steviol-glykosidy

Vzorek 8: Sumivé tablety Hoi¢ik citron
Vyrobce/distributor: Lidl Ceska republika v.o.s.
Zakoupeno: Lidl, Pardubice

Obsahuje: sacharin sodny, cyklaméat sodny

Vzorek 9: protein Myprotein Clear Whey Isolate, Rainbow candy
Vyrobce/distributor:
Zakoupeno: Myprotein, e-shop

Obsahuje: sukral6za, acesulfam K

Vzorek 10: protein Bodylab Whey Protein 100, Salted caramel milkshake
Vyrobce/distributor: Bodylab nutrition DK
Zakoupeno: Aktin, e-shop

Obsahuje: sukral6za, acesulfam K

Vzorek 11: ovocné Lizatko bez cukru
Vyrobee/distributor: Jifi Sasinka-HORS
Zakoupeno: Kaufland, Pardubice

Obsahuje: sukroldza, isomalt

Vzorek 12: jogurtovy napoj Skyr
Vyrobce/distributor: Zott Polska Sp. z.0.0
Zakoupeno: Lidl, Pardubice

Obsahuje: aspartam, acesulfam K
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Vzorek 13: zvykacky Airwaves, mentol & eukalyptus
Vyrobce/distributor: Mars Czech, s.r.o.
Zakoupeno: Penny, Pardubice

Obsahuje: aspartam, acesulfam K, sorbitol, isomalt, manitol,, maltitolovy sirup

Vzorek 14: zubni pasta Odol perlicka, jahoda
Vyrobce/distributor: GlaxoSmithKline Consumer Healthcare Czech Republic s.r.o.
Zakoupeno: Penny, Pardubice

Obsahuje: sacharin sodny, sorbitol

Vzorek 15: zubni pasta Odol cool fresh
Vyrobce/distributor: GlaxoSmithKline Consumer Healthcare Czech Republic s.r.0.
Zakoupeno: Penny, Pardubice

Obsahuje: sacharin sodny, sorbitol

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Mobilni faze

Mobilni faze se skladala ze dvou slozek. Vodnou slozku mobilni faze tvoril
mravenc¢anovy nebo octanovy pufr (koncentrace 5-15 mmol/l) upraveny kyselinou mravenci
nebo octovou na pH 3-5. Organickou sloZku mobilni faze tvofil Cisty acetonitril, pfipadné
acetonitril s pfidavkem octanu amonného (koncentrace 5-15 mmol/l) rozpusténého v malém
objemu vody v poméru 98 : 2 (ACN : CH;COOH v H;0). Mraven¢an do ACN ptiddvan nebyl,
protoze neni v ACN rozpustny. Pfi optimalizaci separace byl testovan vliv koncentrace pufru,
pH pufru a obsah ACN v mobilni fazi (iCinek hydratace stacionarni faze) na retenci

jednotlivych sladidel.

4.4.2 Uprava vzorki

Kapalné vzorky (1-6) byly odplynény cca 20 min v ultrazvukové lazni. Nasledné byl
odpipetovan 1 ml vzorku do odmérné baiiky o objemu 100 ml a doplnén redestilovanou vodou
po rysku. Z takto ziedénych vzorkl byl odebran 1 ml do 10 ml odmérné banky a objem byl
doplnén po rysku smési 10 mM CH3COOH (pH 5) : ACN (1:1). U vzorku 7 (Sumivy népoj)

bylo navazeno 0,6 g a toto mnozstvi bylo rozpuSténo ve 100 ml redestilované vody,

51



coz odpovida doporucené ptipraveé napoje na obalu. U vzorku 8 byla rozpusténa celd tableta
ve 200 ml redestilované vody a lizatko (vzorek 11) bylo po navéazeni rozpusténo ve 100 ml
vody. Pro dokonalé¢ rozpusSténi byly vzorky ponechdny 20 minut v ultrazvukové lazni
anasledné¢ byly 1000x nafedény stejnym zpisobem jako u kapalnych vzorkt. U vzorkt
proteini (vz. 9-10) bylo 0,1 g vzorku rozpusténo v5 ml vody a ponechano 20 min
v ultrazvukové lazni. Z tohoto roztoku byl odpipetovan 1 ml do 100 ml odmérné baiiky, dale
bylo pfidano 40 ml redestilované vody a nasledné probéhlo Cifeni pomoci Carrezova ¢inidla
(po 10 ml obou roztoktli). Vzorek byl protfepan a 5 minut ponechan v klidu. Nasledn¢ byla
barika doplnéna po rysku a roztok zfiltrovan pies skladany filtr. Z tohoto filtratu byl odebran
1 ml do 10 ml odmérné baiky a doplnén po rysku smési octanového pufru s ACN. U vzorki
12-13 byl navaZen 1 g ke kterému bylo pfiddno 40 ml redestilované vody. Ptipraveny roztok
byl ponechan 20 min v ultrazvuku. Cely objem byl pfeveden do 100 ml odmérné banky
anasledn¢ probihalo Carrezovo Cifeni a fedéni stejnym zplsobem jako u vzorki 9-10.
Zvykacka (vzorek 14) byla rozdrcena v tieci misce a prevedena do odmérné baiiky o objemu
100 ml stejné¢ jako 1 g vzorku pasty (vzorek 15). Roztoky byly ponechdny 20 min
v ultrazvukové lazni a poté centrifugovany pii 10 000 otackach/min po dobu 15 min. Na zavér
probéhlo jejich desetindsobné fedéni smési octanového pufru s ACN. VSechny vzorky byly

jeste pred analyzou HPLC/MS ptefiltrovany pies stiikackovy PTFE filtr.

4.5 HPLC/MS podminky

Chromatografickd separace probihala na kapalinovém chromatografu 1200 series
(kapitola 4.1) s kolonou Raptor Polar o délce 100 mm, priméru 2,1 mm a velikosti povrchové
poréznich ¢astic 2,7 um za izokratickych podminek. Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min
a teplota kolony 30 °C. Detekce byla realizovana pomoci MS. Davkovany objem byl 2 pl.
Mrtvy objem kolony byl zméfen pomoci acenaftenu na kapalinovém chromatografu LC-20AD
prominence (kapitola 4.1) s detektorem diodového pole SPD-M30A za stejnych podminek

a ¢inil 0,49 min.

MS parametry

Optimalizace ptechodi pro MRM mdd byla provedena pomoci pfimé infuze standardti
umélych sladidel ve smési ACN-mravencan amonny (1:1) do hmotnostniho spektrometru pii
snimani kladnych 1 zapornych iontii s ionizaci elektrosprejem. Z diivodu velmi nizké ionizacni

ucinnosti v rezimu MRM pfi pouziti mraven¢anového pufru byl pro optimalizaci separace dale
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vyuzivan rezim SIM pfi snimdni zapornych iontd. Poméry m/z a deklastracni potencidly

jednotlivych sladidel jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Podminky méfeni na kapalinovém chromatografu s MS detekci — rezim SIM

Umélé sladidlo |Q1 mass [m/z] |Deklastrac¢ni potencial [V]
Acesulfam 161,7 -40
Aspartam 292.8 -55
Cyklamat 177,8 -50
Sacharin 181,8 -10
Sukraléza 394,7 -85

Po optimalizaci metody byla jesté jednou provedena piimé infuze umélych sladidel.
Tentokrat ve smési ACN-octan amonny (1:1). Pfi pouziti octanového pufru byla jiz ionizaéni
ucinnost pfi MRM vétsi, a proto byla vyuzita pro kvantitativni analyzu sladidel v realnych
vzorcich. Parametry pro méfeni v rezimu MRM pfi snimani zapornych iontd (kvantifikacni
ionty snimany 50 ms, konformacni 10 ms) vcéetné deklastracnich potencidlii (DP), kolizni
energie (CE) a vystupniho potencialu kolizni cely (CXP) jsou uvedeny v tabulce 8. Ostatni MS
parametry byly nésledujici — pratoky plynt podilejicich se na rozpraseni a suSeni eludtu:
,curtain gas® — 20 psi, ,,ion source gas 1 — 40 psi, ,,ion source gas 2* — 50 psi, kolizni plyn:

,»collision gas® —medium, teplota 300 °C, ,,ion spray voltage* -4500 V, vstupni potencial -10V.

Tabulka 8: Podminky méfeni na kapalinovém chromatografu s MS detekci - rezim MRM

Umélé sladidlo MRM piechod DP [V] | CE[V] | CXP [V]
161,8/81,9 kvantifikacni -40 -20 -5
Acesulfam K
161,8/77,9 konformacni -40 -44 -7
292.9/260,9 kvantifikacni -70 -16 -9
Aspartam
292,9/199,9 konformacni -70 -20 -7
177,9/79,9 kvantifika¢ni -25 -46 -7
Cyklamat
177,9/90,9 konformacni -25 -12 -5
181,8/105,9 kvantifika¢ni -70 -26 -7
Sacharin
181,8/154,9 konformacni -70 -14 -9
394,8/358,9 kvantifika¢ni -85 -18 -11
Sukraldza
396,9/360,6 konformac¢ni -85 -18 -9
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4.6 Vyhodnoceni dat

HPLC/MS data byla vyhodnocovéna pomoci programu Analyst (AB Sciex, USA).
Experimentalné naméfena data byla v programu QC expert 2.9. (Trilobyte, Cesko) proloZena
linearni regresi pro ASP a CYC. ACE a SAC byly prolozeny polynomem druhého stupné.
Pomoci grafickych diagnostickych testti (Williamsuv, Pregibontiv a L-R graf) byly detekovany
a odstranény odlehl¢é body kalibra¢ni kiivky a pro linearni zavislosti byly zaznamenany

smérodatné odchylky useku a smérnice. Déle byla posouzena vyznamnost absolutnich ¢lent.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Retenéni chovani umélych sladidel

Retencni chovani sladidel bylo testovano na koloné¢ Raptor Polar X s hybridni
stacionarni fazi kombinujici HILIC a iontové-vyménny mechanismus separace. V ramci
diplomové prace byla studovana zména retence v zavislosti na zméné koncentrace ACN
v mobilni fazi, na zméné pH a koncentrace pufru.

Retence SUC se vyrazn€é neménila v ramci celého méfeni diplomové prace, coZ neni
v souladu s publikovanymi daty. Pravdépodobné jsou neptesnosti v méfeni u tohoto standardu
zpusobeny jeho Spatnou kvalitou. Standard SUC je zpravidla bil4 krystalick4 latka, ale dostupny
standard m¢l pfi piiprave standardnich roztokti hnédou barvu a dosti zapachal, pravdépodobné
vlivem unikajici HCI. Domnivame se, ze doslo k rozkladu a dana chemikalie jiz obsahovala
pouze stopy SUC. Z divodu velké neptesnosti vlivem S$patné kvality standardu nebudou

vysledky u tohoto sladidla diskutovéna.

5.1.1 Vliv obsahu ACN v mobilni fazi

Vliv koncentrace acetonitrilu v mobilni f4zi na retencni chovani jednotlivych umélych
sladidel byl testovan u mobilnich fazi obsahujicich octan nebo mravenan amonny
(c = 10 mmol/l) pfi hodnotach pH 3, 4 a 5. Celkem byly promé&feny retencni charakteristiky
pfi péti koncentracich ACN v rozmezi 70-90 %. Vypoctené retencni faktory vSech studovanych
sladidel jsou uvedeny v tabulkich P1 a P2 jako primérné hodnoty ze tfi opakovanych méfeni.

Pti pouziti mravencanu amonného (pH = 5) byl s rostouci koncentraci ACN pozorovan
narast retence ASP a CYC (obrazek 14 a P 1-2). Pokud je obsah ACN v MF 80 % a vyssi,
tak u ASP dochazi k vyznamnému narGstu retence (obrazek 14 a P 1-2), avSak
za soucasného rozmyvani jeho piku. U ostatnich studovanych sladidel dochdzi se stoupajici
koncentraci ACN k zuZeni pika a tedy ke zvySeni odezvy detektoru. V ptipadé ACE a SAC
se retencni Casy se stoupajici koncentraci ACN pozvolna snizuji a k mirnému nariistu dochézi
az pii koncentraci 90 % ACN v MF (obrazek 14), coz mize byt zpiisobeno zménou separa¢niho
mechanismu u nami pouzité kolony. Pfi pouziti vySsiho procenta acetonitrilu v mobilni fazi
se na koloné& Raptor Polar X vytvoii vodni vrstva na povrchu ¢astic oxidu kiemicitého. Polarni
analyty piejdou z acetonitrilové vrstvy do vodni, kde reaguji s povrchem oxidu kiemicitého
a stacionarni fazi. Pfevladajicim mechanismem separace se stdva HILIC a polarni latky jsou
zadrzeny hydrofilnimi interakcemi se stacionarni fazi a eluuji se déle. S nartstajicim procentem

vody v mobilni fazi se uplatiiuje mechanismus iontové vymény. Pii zméné pH ke kyselejSim
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hodnotadm narist retence ACE a SAC u 90 % ACN slabne (obrazek P1) au pH = 3 k nému

vibec nedochazi (obrazek P2).

Kk 20 A
15 -
ASP
ACE
10 -
SAC
——CYC
5 -
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
65 70 75 80 85 90 95
% ACN

Obrazek 14: Zavislost reten¢niho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici HCOONH4 (¢ = 10 mmol/l,
pH=5)

Reten¢ni chovéani umélych sladidel je pti pouZiti octanu amonného podobné jako pfi
pouziti mravencanu amonného, avSak vlivem zmény pouZitého pufru doslo ke sniZeni doby
analyzy. Pouze v piipadé¢ 90 % ACN bylo pozorovano rapidnéjsi zvyseni retence u ASP
(obrazek 15). Trend vSak zlstava stejny, ASP s rostouci koncentraci ACN v mobilni fazi
zvysuje svoji retenci, CYC nejprve retenci oproti mravencanu vyrazné neméni a poté lehce
stoupa az u 90 % ACN (obrazek 15). Stejné tak se neméni princip ani u ACE a SAC, u nichz
se retencni Casy se stoupajici koncentraci ACN snizuji a az pii obsahu 90 % ACN v mobilni
fazi mirn€ rostou (obrazek 15), a to i v kyselejSim pH oproti mravencanu (obrazek P 3-4).
Vyhodou pouziti octanového pufru byla také mnohem lepsi ioniza¢ni UCinnost a zlepSeni

symetrie pikl u vSech studovanych sladidel.
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Obrazek 15: Zavislost reten¢niho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici CH3COONH4 (¢ = 10 mmol/l,
pH=5)
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5.1.2 Vliv pH pufru

Vliv zmény pH na retenci umélych sladidel byl zkouman v mobilni fazi sloZzené z octanu
nebo mravenc¢anu amonného (¢ =10 mmol/l) a ACN s obsahem 70-90 %. Reten¢ni chovani bylo
testovano u hodnot pH 3, 4 a 5. Pfi pouziti obou pufri doslo ke stejnym vysledkim. Malo
ionizovatelny ASP snizuje svoji retenci se snizujicim se pH a u siln€ ionizujicich molekul
(ACE, SAC a CYC) bylo pozorovano zvyseni retence s klesajicim pH (obrazky 16-17 a P 5-8).
U mobilnich fazi s vysokym obsahem ACN byl pokles v retenci ASP s klesajicim pH
mnohonasobné vys§i nez u mobilnich fazi s mensim obsahem ACN (obrazek 18).
ASP je dipeptid (kys. asparagové a fenylalaninu), ktery je stabilni pii pH 4,3 a posunem
ke kyselejsSimu pH dochazi k jeho hydrolyze. Vyssi retence ASP pii pH = 5 je pravdépodobné
zpisobena slabymi elektrostatickymi interakcemi mezi negativné nabitym oxidem kiemicitym
a amfoternim ASP (dipeptid). Pfi nizSich hodnotach pH ma ASP kladny néboj, oxid kifemicity
je neutralni a prevladajicim mechanismem je rozdéleni do vodné vrstvy. Proto je retencni
chovani ASP siln€ zdvislé na pH. U ionizujicich molekul (ACE, SAC a CYC) dochézelo
k mensi zmén¢ retence vlivem pH i koncentrace ACN (obrazky P 3-8). Sulfamaty (ACE, SAC
a CYC) jsou zaporn¢ nabité pfi vSech studovanych hodnotdch pH a mechanismus rozdéleni
do vodné vrstvy je zde patrné kombinovan s elektrostatickou repulzi ze zaporné nabité
stacionarni faze, ktera snizuje jejich retenci zejména u pH 5. Z namétenych vysledkl sulfamatt
muzeme pozorovat vétsi vliv hodnoty pH a koncentrace ACN v mobilni f4zi na CYC (sulfonova

kyselina), nez na ACE a SAC (N-sulfonylamidy).
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6 ASP
5 ACE
4 SAC
3 ——CYC
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2,5 3 3,5 4 45 5 5,5
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Obrazek 16: Zavislost retencniho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l HCOONHs4 a ACN
s obsahem 70%
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Obrazek 17: Zavislost retencniho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l CH;COONH; a ACN
s obsahem 70%
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Obrazek 18: Zavislost retencniho faktoru aspartamu na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l AcNH4 a ACN
s obsahem 70-90%
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5.1.3 Vliv koncentrace pufru

Pro monitorovani vlivu koncentrace pufru byl vybran pouze octan amonny, protoze
pii jeho pouziti byly pozorovany uzsi a symetrické piky, citlivost hmotnostné spektrometrické
detekce byla také mnohonédsobné vyssi, a navic se zkratila doba analyzy. Retencni chovani
sladidel bylo testovano u tfi koncentraci octanu amonného a to 5, 10 a 15 mmol/l o pH 5
s obsahem ACN v mobilni f4zi mezi 70-90 %. Vypoctené retenéni faktory jednotlivych sladidel
jsou uvedeny v tabulce P3. Retence vSech monitorovanych sladidel se zmenSuje se stoupajici
koncentraci pufru, a tedy vétsi iontovou silou mobilni faze (obrazek 20 a obrazky P 9-12).
ZvySovanim obsahu ACN v mobilni fazi se dominantnim mechanismem separace stava
HILIC (kapitola 5.1.1). Pfidanim amonné soli do mobilni faze s vysokym procentem ACN
nejspise dochazi k omezeni elektrostatické repulze sulfamatti, jelikoz kation NH*' je schopen
kompenzovat negativni naboj stacionarni faze. Nicmén€ klesajici trend retence vSech
studovanych sladidel se zvysujici koncentraci pufru zlstava stejny i pii obsahu 90 % ACN

(obrazek P 12).

kK 71 ASP
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Obrazek 19: Zavislost reten¢niho faktoru na koncentraci pufru v mobilni fazi s obsahem 75% ACN

V neposledni fad¢ byl testovan vliv ptidavku soli také do organické slozky mobilni faze
(acetonitrilu). Pfidavkem CH3COONH4 do ACN se zvysi koncentrace soli v mobilni fazi,
atedy jeji iontova sila. Vypoctené retencni faktory umélych sladidel u mobilnich fazi
s ptidavkem pufru do ACN jsou uvedeny v tabulce P4. Diky dalSimu navyseni koncentrace soli

dojde k jesté vétSimu snizeni retencnich Casti vSech umélych sladidel a ¢as analyzy se zkracuje
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zhruba na polovinu, nez pted jeho pfidavkem (obrazek 21 a 22). Aby bylo mozné rozpustit
octan v ACN, tak je nutné pridat maly podil vody (kapitola 4.4.1). Tim dojde k malému zvySeni
podilu vodné slozky v MF. Pfi zméné koncentrace ACN v mobilni fazi vSak zlistava
koncentrace soli konstantni na rozdil od pfedchoziho ptipadu, kdy stil do ACN piidana nebyla.
Na obrazku 21 je zobrazena zéavislost retencniho faktoru ASP a CYC na koncentraci ACN
u mobilnich fazi s pfidavkem a bez pfidavku soli do organické slozky mobilni faze. Z obrazku
je patrné, ze pii pouhé zméné koncentrace ACN, za konstantni koncentrace soli nedochazi
k tak rapidni zméné€ retence u 90 % ACN jako pii soucasné zméné koncentrace soli
a koncentrace ACN. Z toho vyplyva, ze koncentrace soli do zna¢né miry ovlivituje retenci ASP
a CYC zvlasté u mobilnich fazi s vysokym obsahem ACN. U sladidel ACE a SAC dochazi
vlivem piidavku soli do ACN pouze ke snizeni retence u vSech testovanych koncentraci ACN
v mobilni fazi bez vétSich vychylek (obrazek 22). Z toho vyplyva, ze u HILIC chromatografie
je nutné optimalizovat slozeni mobilni faze véetné veskerych aditiv, kterd do znacné miry

ovliviuji kvalitu separace.
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Obrazek 20: Zavislost retenéniho faktoru na obsahu ACN s pfidavkem a bez pfidavku pufru v mobilni fazi
obsahujici CH3COONHy4 (¢ = 10 mmol/l, pH=5)
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Obrazek 21: Zavislost retencniho faktoru na obsahu ACN s pfidavkem a bez ptidavku pufru v mobilni fazi

obsahujici CH3;COONH;4 (¢ = 15 mmol/l, pH=5)
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5.2 Analyza umélych sladidel ve vzorcich potravin

Ke zjisténi pfitomnosti a obsahu vybranych umélych sladidel ve vybranych vzorcich
potravin a drogistickych vzorcich byla pouzita optimalizovand metoda s kolonou Raptor Polar.
Jako mobilni faze byl pouzit 75 % ACN v 10 mM octanu amonném o pH = 5, kde vSechna
studovana sladidla byla eluovana za 3 minuty. Pro separaci byla pouzita MS detekce v rezimu

MRM, jejiz podminky jsou uvedeny v kapitole 4.5 a chromatogram znazornén na obrazku 23.

Int x109
5.0 ACE
46

4.2
3.8
3.4
3.0

1.0 SAC CYC

o o5 10 15 20 25 Cas [min]
Obrazek 22: Separace standardti umélych sladidel za optimalizovanych podminek

Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; pritok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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5.2.1 Kalibraéni méreni

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok standardi ASP, ACE, SAC a CYC
o koncentraci 0,1 mg/l. Kvili Spatnému stavu standardu sukralézy toto sladidlo nebylo
kvantifikovano v analyzovanych vzorcich. Ze zdsobniho roztoku standardl byla piipravena
kalibra¢ni fada v rozsahu koncentraci 0,001 — 2,5 pg/ml a v zavislosti na intenzité signalu byla
sestrojena kalibra¢ni zavislost v rozsahu koncentraci uvedenych pro jednotlivé standardy
v tabulce 10. Analyza kazdého kalibracniho roztoku byla provedena tfikrat a kalibracni data
byla vyhodnocena v programu QC Expert, kde byly pomoci grafickych diagnostickych testt
odstranény odlehlé body, zaznamenany smérodatné odchylky a posouzena vyznamnost
absolutnich clenii (kapitola 4.6). Jednotlivé kalibracni zavislosti spolu se smérodatnymi
odchylkami (SD) jednotlivych koeficientl jsou uvedeny v tabulce 9. V tabulce 10 jsou déle
uvedeny koncentracni rozsahy kalibracnich kiivek, koeficienty determinace, pfistrojové meze
detekce (LOD) a meze kvantifikace (LOQ), které byly stanoveny na zaklad¢ poméru signalu
ku Sumu (S/N), mez detekce jako trojndsobek poméru S/N a mez kvantifikace jako
desetinasobek poméru S/N. V piipadé ACE a SAC byly kalibra¢ni kiivky v daném
koncentraénim rozmezi nelinedrni a museli byt aproximovany polynomem druhého stupné,

stejné jako ve studii [93].

Tabulka 9: Ktivkova rovnice, vyznamnost absolutniho ¢lenu a smérodatna odchylka jednotlivych koeficientli

Vyznamnost
Analyt Rovnice absolutniho | SDa. SDp SD.
¢lenu
ASP y =3480322 x + 64 036 vyznamny - 7453 | 7593
ACE y =-737 606 x>+ 2 519 482x nevyznamny | 28135 | 29596 -
SAC | y=-331952x%>+2590084x +32981 | vyznamny | 18109 | 40154 | 14421
CYC y =3 287250 x nevyznamny - 9159 -

SDa — smérodatna odchylka koeficientu a (kvadraticky ¢len)
SDb — smérodatna odchylka koeficientu b (linearni ¢len)
SDc — smérodatna odchylka koeficientu ¢ (absolutni ¢len)

Tabulka 10: Koncentra¢ni rozsah, koeficienty determinace, LOD a LOQ

Analyt | c[pg/ml] R? LOD [ng/ml] | LOQ [ng/ml]
ASP 0,05 -2 0,9995 0,62 1,98
ACE |0,001-1,2| 09997 0,37 1,19
SAC | 0,01-2,5 | 09994 0,60 2,00
CYC 0,01 -1 0,9999 0,48 1,59
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5.2.2 Kvantitativni stanoveni umélych sladidel v realnych vzorcich

Vsechny vzorky byly k méfeni ptipraveny dle postupu uvedeném v kapitole 4.4.2.
Z kalibracnich zavislosti a experimentaln¢ namétenych ploch pikt byly vypocteny koncentrace
jednotlivych umélych sladidel ve vzorcich. Kazdy vzorek byl méfen tiikrat a vysledné
koncentrace byly zprimérovany (tabulka 11 a 12). Koncentrace sladidel se na obalech potravin
neuvadéji, nebot’ to nepozaduje legislativa, proto neni mozné zkontrolovat spravny obsah
jednotlivych sladidel, ale pouze jejich pfitomnost. Chromatografické separace vSech vzorki
jsou uvedeny v pfiloze na obrazcich P 13-27.

Nejcastéji pouzivanym sladidlem je ACE, ktery byl detekovan ve vSech studovanych
vzorcich. Casto se vyskytoval v kombinaci s ASP detekovanym v 8 vzorcich, méné popularni
jsou pak SAC (detekovan v 5 vzorcich) a CYC (detekovan pouze ve 3 vzorcich). Navzdory
stejné¢ nastavenym podminkdm pro detekci sukraldozy vrezimu MRM s publikovanou
literaturou se ji nepodatilo detekovat v zadném z testovanych vzorkti. VSechna analyzovana
sladidla byla pravdivé uvedena na etiketdch deviti vzorkd (Coca cola Zero, Pepsi max,
Red Bull, Getorade, Sumivy ndpoj Bolero, protein Bodylab, jogurtovy népoj Skyr, Jogobella
Light a Zvykacky Airwaves). U vyrobkl energetického napoje Black horse a stni vody Odol
classic nebyla detekovana sladidla deklarovana vyrobcem, a navic zde byla kvantifikovana jina
sladidla, ktera na obalu uvedena nebyla (tabulka 11). Vzorky Sumivych tablet hot¢iku, proteinu
Myprotein a zubni pasty Odol cool fresh obsahovaly sladidlo (tabulka 12), které nebylo
deklarovano vyrobcem, v ptipad¢ Sumivych tablet byl v§ak obsah velmi nizky, az pod mezi
kvantifikace. Nejhiife dopadl vzorek ovocného lizatka bez cukru, kde byla detekovana vSechna

analyzovana sladidla, ale ani jedno nebylo uvedeno na obalu (tabulka 12).
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Tabulka 11: Koncentrace umélych sladidel v kapalnych vzorcich

Vzorek Nazev vzorku Sladidlo | Koncentrace [mg/1] Smérodatna
odchylka
ASP 75,93 0,64
1 limonada Coca Cola Zero ACE 123,15 1,38
CYyc 198,99 3,52
) T «da Pensi ASP 42435 13,79
imonada Pepsi max ACE 33.74 1.66
3 energeticky napoj RedBull ASP 129,63 0,85
sugarfree ACE 160,63 4,32
4 iontovy napoj Getorade ACE 10,61 0,68
k¥ nénoi Black ASP** <LOD -
5 energeticky napoj Blac ACE <L0Q i
horse
SAC* 188,95 25,84
ASP* 28,36 0,23
6 ustni voda Odol classic ACE* 151,30 2,52
SAC** <LOD
* Obsahuje sladidlo, které neni deklarovano na obalu
** Neobsahuje sladidlo, které je uvedeno na obalu
Tabulka 12: Koncentrace umélych sladidel v pevnych vzorcich
Vzorek Nazev vzorku Sladidlo | Koncentrace [ng/ml] | Smérodatna odchylka
7 Sumivy ndpoj Bolero |, 52238,67 2695,03
raspberry
L - ACE* <LOQ -
2 Sumivé tablety Hofi¢ik SAC 38033 11.80
citron
CYC 10392,40 95,81
9 protein Myprotein, ACE 1356,11 65,19
rainbow candy SAC* 464,69 114,62
10 protein Bodylab, salted ACE 210321 264.60
caramel
ASP* 190,11 48,29
T ovocné Lizatko bez ACE* 104,04 16,12
cukru SAC* 152,33 28,15
CYC* 133,08 23,56
1 ourtovd mnoi Sk ASP <LOQ _
JOBHUTOVY RAPOT SEYE 17 A CE 3,95 0,17
13 jogurt Jogobella Light, ASP 39,67 1,16
jahoda ACE 48,39 0,54
14 Zvykacky Airwaves, ASP 1146,05 12,22
mentol & eukalyptus ACE 699,15 13,09
L5 zubni pasta Odol cool | ACE* 2,60 0,50
fresh SAC 1987,63 151,91

* Obsahuje sladidlo, které neni deklarovano na obalu
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5.3 Validace metody

5.3.1 Navratnost metody

Vramci validace byla testovana navratnost na tiech koncentra¢nich hladinach
v zavislosti na koncentracnim rozsahu kalibracnich zavislosti (viz. tabulka 10). Pro ASP a SAC
byly vybrany koncentrace 1,8; 0,5 a 0,1 pg/ml, pro ACE a CYC koncentrace 0,5; 0,1
a 0,02 pg/ml. VSechny kalibracni roztoky byly pfipraveny 3x nezavisle na sobé a kazdy z nich
3x analyzovan. Hodnoty navratnosti v tabulce 13 odpovidaji priméru z deviti méteni kazdého

kalibracniho roztoku. Dle validacnich protokold [155] by se hodnoty navratnosti meéli

pohybovat mezi 80-110 %, coz bylo splnéno ve vSech ptipadech (tabulka 13).

Tabulka 13: Navratnost metody

Sladidlo konlc)iillgzzg‘[lzgfml] NaméFeFjgl;;?f entrace Navratnost [%]
1,80 1,9032 105,73
ASP 0,50 0,5165 103,30
0,10 0,0895 89,53
0,50 0,4657 93,13
ACE 0,10 0,1037 103,68
0,02 0,0220 109,75
1,80 1,7759 98,66
SAC 0,50 0,4922 98,43
0,10 0,0980 98,03
0,50 0,4767 95,34
CYC 0,10 0,0963 96,29
0,02 0,0199 99,65
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5.3.2 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost vyjadiuje tésnost shody mezi navzajem nezavisle naméienymi vysledky
za podminek, pii kterych bylo opakované méfeni vzorkl provadéno stejnym pracovnikem,
na stejném pfistroji a za stejnych pracovnich podminek béhem kratkého ¢asového rozmezi.
Pro testovani opakovatelnosti byly vybrany vzorky limonady Pepsi max (vz. 2), Sumivé tablety
hot¢iku (vz.8) a jogurtu Jogobella (vz. 13). Pro stanoveni intradenni opakovatelnosti byly
z kazdého vzorku potravin pfipraveny 1. den tfi dil¢i vzorky a 2. den pét dil¢ich vzorkt. Kazdy
z téchto dil¢ich vzorkl byl 3x analyzovan. Opakovatelnost je vyjadiena jako primér relativni
smérodatné odchylky (RSD) vSech méfeni v ramci daného dne (tabulka 14). Mezidenni
opakovatelnost je vyjadiena jako primér relativni smérodatné odchylky (RSD) vSech méfeni
(celkem 24 méfeni). Podle validacnich protokoli [155] by hodnoty RSD nemély
ptesdhnout 11 %, coz bylo splnéno u vSech vzorkli bez ohledu na typ matrice nebo upravu

vzorku.

Tabulka 14: Intradenni a mezidenni opakovatelnost

intradenni opakovatelnost mezidenni
Vzorek | Analyt opakovatelnost
1. den 2. den
koncentrace | RSD | koncentrace | RSD korEIcne;l/tlr]ace I?OSA)]])
[mg/1] [%0] [mg/1] [o]

5 ASP 42435 3,25 440,17 2,10 433,39 3,20
ACE 33,74 4,91 37,19 4,50 35,71 6,68
koncentrace | RSD | koncentrace | RSD | koncentrace | RSD

[ng/gl [%] [ng/gl [7o] [ng/gl [7o]

g SAC 380,33 3,10 329,95 6,76 342,54 8,68
CYcC 10392.40 0,92 11143,91 2,07 11018,66 3,20

03 ASP 39,67 2,93 44,32 4,72 42,99 6,55
ACE 48,39 1,13 49,09 2,14 48,89 2,02
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6 Zavér

Tato diplomové prace se zabyva studiem reten¢niho chovani raznych typu sladidel
na kolon¢ Raptor Polar s dvojim retenénim mechanismem a optimalizaci HPLC/MS podminek
pro stanoveni vybranych sladidel ve vzorcich potravin a drogistickych vyrobkl. Retenc¢ni
chovani standardi sladidel ASP, ACE, CYC, SAC a SUC bylo zkoumano v zavislosti na zméné
koncentrace ACN v mobilni fazi, zméné¢ pH a koncentrace pufru. Optimalni separace pro
analyzu sladidel probihala na kolon¢ Raptor Polar za izokratickych podminek s mobilni fazi
skladajici se z 10 mmol/l octanu amonného o pH 5 a 75 % ACN za 3 minuty. Optimalizovana
HPLC/MS metoda byla GspéSné pouZita pro analyzu sladidel v riznych typech vzorkl jako
napoje, Sumivé napoje a tablety, jogurty, proteiny, lizatka, zvykacky a zubni pasty. Kvili
Spatnému stavu standardu sukraldzy se nepodaiilo optimalizovat podminky pro jeji stanoveni
a nebyla detekovana ani v jednom vzorku. Z tohoto diivodu je optimalizovanid metoda vhodna
pouze ke stanoveni ASP, ACE, CYC a SAC. Devét vzorkli mélo pravdivé uvedena uméla
sladidla na svych obalech. U dal$ich Sesti vzorki byl zjistén rozdil oproti informacim uvedenym
na obalu a deklarovanym vyrobcem. Jednotlivd uméla sladidla byla nasledné kvantifikovana,
nicmén¢ neni mozné porovnat jejich obsah s udaji od vyrobce, protoze mnozstvi sladidel

se na obalech dle legislativy uvadét nemusi.
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Prilohy
TABULKY:

Tabulka P 1: Reten¢ni faktory umélych sladidel pii pouziti 10 mmol/l mraven¢anu amonného

HCOOH | % ACN| SUC ASP ACE SAC CYC

70 0,9388 | 1,8571 | 4,3061 | 5,1633 | 6,4694
75 0,9388 | 2,1429 | 4,1633 | 5,0816 | 6,6735
pH5 80 0,9388 | 3,2653 | 3,9796 | 4,9388 | 7,1429
&5 1,0204 | 6,5306 | 3,9388 | 5,0408 | 8,3061
90 1,1633 20,9796 | 5,3469 | 6,1633 | 11,4490
70 0,9184 | 1,3673 | 5,4898 | 6,6939 | 8,6939
75 0,9388 | 1,6939 | 5,1224 | 6,3673 | 8,8980
pH4 80 0,9592 | 2,4286 | 4,8163 | 6,1429 | 9,3469
85 1,0408 | 4,7143 | 4,6122 | 5,9592 | 10,4082
90 1,1633 | 16,1224 | 5,2449 | 6,2041 | 12,7551
70 0,2449 | 0,5102 | 5,6531 | 7,0000 | 9,7347
75 0,2653 | 0,7959 | 5,2245 | 6,6735 | 10,0612
pH3 80 0,2857 | 1,4490 | 4,9184 | 6,5102 | 10,8776
85 0,4082 | 3,3061 | 4,7347 | 6,4694 | 12,5102
90 0,5306 | 11,9388 | 4,6735 | 6,4490 | 15,7959

Tabulka P 2: Retencni faktory umélych sladidel pfi pouziti 10 mmol/l octanu amonného

CH3COOH | % ACN| SUC ASP ACE SAC CYC
70 0,2653 | 1,0408 | 3,1633 | 3,8980 | 4,8776
75 0,3061 | 1,6531 | 2,6735 | 3,3469 | 4,5102
pH5 80 0,3061 | 2,9184 | 2,4082 | 3,0612 | 4,5102
85 0,3878 | 6,6939 | 3,0000 | 3,4082 | 4,9388
90 0,4898 |24,5510 | 2,7755 | 4,0816 | 7,3265
70 0,2653 | 0,7143 | 3,8571 | 4,7551 | 6,2245
75 0,2857 | 1,0612 | 3,4490 | 4,3673 | 6,1224
pH4 80 0,3061 | 1,8163 | 3,0612 | 3,9796 | 6,1633
85 0,4082 | 4,2041 | 2,8571 | 3,6122 | 6,4082
90 0,5102 | 15,8980 | 3,0408 | 4,0204 | 7,9388
70 0,2653 | 0,5510 | 5,0816 | 6,2449 | 8,3878
75 0,2857 | 0,8163 | 4,6327 | 5,8163 | 8,4694
pH3 80 0,3061 | 1,4694 | 4,1837 | 5,3878 | 8,7347
85 0,4286 | 3,2653 | 3,6939 | 4,9796 | 9,2857
90 0,5306 | 10,9184 | 4,4490 | 5,3878 | 10,5306
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Tabulka P 3: Reten¢ni faktory umélych sladidel pii rtiznych koncentracich octanu amonného

% ACN | ¢ [mmol/l] SUC ASP ACE SAC CYC
5 0,2857 | 1,3265 | 4,4694 | 5,4490 | 6,8367
70 10 0,2653 | 1,0408 | 3,1633 | 3,8980 | 4,8776
15 0,3061 | 1,0408 | 2,0408 | 2,4694 | 3,1429
5 0,3265 | 2,0816 | 4,1224 | 5,1224 | 6,8776
75 10 0,3061 | 1,6531 | 2,6735 | 3,3469 | 4,5102
15 0,3878 | 1,5306 | 1,7755 | 2,2449 | 3,0612
5 0,3469 | 3,6735 | 3,5714 | 4,5102 | 6,6735
80 10 0,3061 | 2,9184 | 2,4082 | 3,0612 | 4,5102
15 0,4898 | 2,6531 | 1,6327 | 2,0612 | 3,0816
5 0,4490 | 8,3673 | 3,3673 | 4,1429 | 6,9796
&5 10 0,3878 | 6,6939 | 3,0000 | 3,4082 | 4,9388
15 0,5918 | 5,8776 | 1,4898 | 1,9388 | 3,3673
5 0,5510 | 30,7347 | 2,8367 | 4,0000 | 8,8980
90 10 0,4898 | 24,5510 | 2,7755 | 4,0816 | 7,3265
15 0,8776 | 20,9184 | 1,4082 | 2,0000 | 4,5102

Tabulka P 4: Retenéni faktory umélych sladidel pfi riznych koncentracich octanu amonného s pfidavkem pufru
do ACN

koncentrace | % ACN* | SUC* ASP* ACE* SAC* CYycCe
70 0,3061 | 0,9796 | 2,7959 | 3,3878 | 4,2245
75 0,3469 | 1,3469 | 2,2449 | 2,7755 | 3,7143
5 mmol/l 80 0,4490 | 2,1020 | 1,7143 | 2,2041 | 3,2449
85 0,5510 | 3,9184 | 1,3878 | 1,7959 | 2,9592
90 0,7347 | 10,1837 | 1,0612 | 1,4490 | 2,9796

70 0,2857 | 0,8980 | 1,2653 | 1,5102 | 1,8571
75 0,3061 | 1,2449 | 1,2449 | 1,3673 | 1,6735
10 mmol/1 80 0,3265 | 1,8367 | 0,9184 | 1,2041 | 1,8367
85 0,4286 | 3,1837 | 0,7347 | 0,9592 | 1,6939

90 0,5918 | 7,6327 | 0,5918 | 0,8980 | 1,8776
70 0,3061 | 09184 | 1,1429 | 1,4286 | 1,7959

75 0,3469 | 1,2653 | 1,0000 | 1,2245 | 1,5102
15 mmol/l 80 0,4490 | 1,9184 | 0,8367 | 1,0408 | 1,5102
85 0,5714 | 3,3265 | 0,7143 | 0,9388 | 1,5306

90 0,7755 | 8,1224 | 0,6735 | 0,8776 | 1,8367
* Naméieno s piidavkem soli do mobilni slozky B (ACN)

82



OBRAZKY:

LT
14 ]
12 1
0] —o— ASP
] ACE
8 E SAC
] ——CYC
6 /

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

65 70 75 80 85 90 95
% ACN

Obrazek P 1: Zavislost reten¢niho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici HCOONH4 (¢ = 10 mmol/I,
pH=4)
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Obrazek P 2: Zavislost retenéniho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici HCOONH4 (¢ = 10 mmol/I,
pH=3)
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Obrazek P 3: Zavislost reten¢niho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici CH3COONH4 (¢ = 10 mmol/l,
pH=4)
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Obrazek P 4: Zavislost retencniho faktoru na obsahu ACN v mobilni fazi obsahujici CH3COONHj4 (c = 10 mmol/I,
pH=3)
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Obrazek P 5: Zavislost reten¢niho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l CH;:COONH4 a ACN
s obsahem 75 %
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Obrazek P 6: Zavislost retencniho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l CH;COONH4 a ACN
s obsahem 80 %
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Obrazek P 7: Zavislost reten¢niho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l CH;COONH4 a ACN
s obsahem 85 %
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Obrazek P 8: Zavislost retencniho faktoru na pH mobilni faze slozené z 10 mmol/l CH;COONH4 a ACN
s obsahem 90 %
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Obrazek P 9: Zavislost reten¢niho faktoru na koncentraci pufru v mobilni fazi s obsahem 70% ACN
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Obrazek P 10: Zavislost retencniho faktoru na koncentraci pufru v mobilni fazi s obsahem 80 % ACN
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Obrazek P 11: Zavislost retenc¢niho faktoru na koncentraci pufru v mobilni fazi s obsahem 85 % ACN
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Obrazek P 12: Zavislost retencniho faktoru na koncentraci pufru v mobilni fazi s obsahem 90 % ACN
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Obrazek P 13: Chromatograficka separace vzorku limonady Coca Cola Zero. MRM pro ASP, ACE a CYC.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; pritok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 14: Chromatograficka separace vzorku limonady Pepsi Max. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 15: Chromatograficka separace vzorku energetického napoje RedBull. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 16: Chromatogram iontového népoje Getorade se selektivnim zaznamem iontu ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 17: Chromatograficka separace vzorku energetického napoje Black Horse. MRM pro ACE a SAC.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 18: Chromatograficka separace vzorku ustni vody Odol classic. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 19: Chromatograficka separace vzorku Sumivého napoje Bolero. MRM pro ACE.
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Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM reZimu
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Obrazek P 20: Chromatograficka separace vzorku Sumivé tablety Hoi¢iku. MRM pro ACE, SAC a CYC.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 21: Chromatograficka separace vzorku proteinu Myprotein. MRM pro ACE a SAC.
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Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 22: Chromatograficka separace vzorku proteinu Bodylab. MRM pro ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 23: Chromatograficka separace vzorku ovocného lizatka. MRM pro ASP, ACE, SAC a CYC.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;

izokraticka
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eluce; pritok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 24: Chromatograficka separace vzorku jogurtového napoje Skyr. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 25: Chromatograficka separace vzorku jogurtu Jogobella light. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 26: Chromatograficka separace vzorku zvykacky Airwaves. MRM pro ASP a ACE.
Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;
izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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Obrazek P 27: Chromatograficka separace vzorku zubni pasty Odol. MRM pro ACE a SAC.

Kolona Raptor Polar (100 x 2,1 mm; 2,7 um); MF A: 10 mmol/l octan amonny o pH=5; MF B: 75 % ACN;

izokraticka eluce; priitok MF 0,4 ml/min; teplota 30 °C; davkovany objem 2 ul; MS detekce v MRM rezimu
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