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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfena na simultanni stanoveni umélych sladidel acesulfamu K a
aspartamu pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie (HPLC). Byly nalezeny opti-
malni chromatografické podminky pro jejich analyzu. Déle bylo stanoveno mnoZzstvi obou

umélych sladidel ve vybranych vzorcich mineralnich a pramenitych vod.

Klicova slova: acesulfam K, aspartam, HPLC, mineralni voda, pramenita voda

ABSTRACT

This thesis was focused on the simultaneous determination of acesulfame K and aspar-
tame using high performance liquid chromatography (HPLC). The optimal chromatograph-
ic conditions for the separation of mentioned sweeteners were investigated. In addition, the

content of both sweeteners in chosen mineral and spring waters was determined.

Keywords: acesulfame K, aspartame, HPLC, mineral water, spring water
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UvVOD

Uméla sladidla, patiici mezi Sirokou skupinu aditivnich latek, prodélala za posledni dvé
desetileti velky rozvoj. Stala se pomérné béznou soucasti mnoha potravin a napojti. Posky-
tuji vjem sladké chuti, nezpiisobuji zubni kaz a zaroven svym slozenim nedodéavaji témér
zadnou energii, coz ocenuji hlavné diabetici a dalsi lidé, kteti dbaji na vyvazeny denni pii-

sun kalorii.

Uméla sladidla jsou latky vyrobené chemickou cestou a podléhaji ptisnym legislativnim
pozadavkiim. VSechna tato sladidla byla podrobena dlouholetym zkoumdanim jejich bez-
pecnosti a nasledné¢ pro kazdé z nich byla stanovena doporucend denni davka (ADI -
Acceptable Daily Intake). Pokud hodnota ADI neni piekroc¢ena, nemélo by pro spotiebitele
hrozit Zadné zdravotni riziko. Pfesto se u vnimavych osob mohou, obzvlast pii ¢asté kon-

zumaci téchto sladidel, objevit vedlejsi nezddouci ucinky.

Jednim z nejpouzivanéjsich a nejdiskutovanéjsich umélych sladidel je aspartam. Sladidlo
je zdrojem fenylalaninu a z tohoto diivodu jej nesmi konzumovat osoby trpici fenylketonu-
rii. Pfi jeho Casté konzumaci byly zaznamenany Skodlivé pfiznaky jako otupélost, bolesti
hlavy, Gnava, zvySovani hmotnosti, nespavost aj. Aspartam se Casto pouzivd ve smeési
s acesulfamem K. Piikladem jejich spole¢né kombinace v napojich jsou ne¢které limonady,
mineralni a pramenité vody. Limonady obsahuji vysoké mnozstvi sacharidii, konzervac-
nich latek, barviv aj., a ze zdravotniho hlediska se rozhodné nevyznacuji ptiznivym ucin-
kem na lidsky organizmus. Sacharidy (tedy spiSe formulujme termin cukry) obsaZzené
V limonadach napomahaji ke vzniku zubniho kazu a jejich vysoka spotteba, zaroven se
zvySenou konzumaci tuénych jidel a nedostatkem pohybu, zptisobuji v konecném disledku
nadvéahu a obezitu. Tyto slazené napoje nejsou svym sloZenim vhodné pro déti a dospéli by
je méli konzumovat v omezené mifte. Z tohoto hlediska se doporucuje pit predev§im neo-
chucené mineralni a pramenit¢ vody. Dodavaji lidskému organizmu mj. hoi¢ik, sodik,
vapnik, draslik a stopové prvky (fluér). Mnohé z ochucenych mineralnich vod jsou ale
pfislazovany cukrem, cukernymi sirupy, invertnim cukrem i umélymi sladidly. Z etiket
téchto ndpojui lze vycCist obsah cukrl, ale obsah umélych sladidel se mnohdy neuvadi.
K jejich stanoveni je mozné pouzit metodu HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy — vysoko u¢innou kapalinovou chromatografii). Tato prace se zabyva kvantitativ-

nim stanovenim sladidel acesulfamu K a aspartamu pomoci metody HPLC s UV detekei.
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Optimalizovana metoda pro simultdnni stanoveni téchto dvou sladidel byla aplikovéna na

vzorky mineréalnich a pramenitych vod.
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. TEORETICKA CAST
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1 VNIMANI SLADKE CHUTI

Chut’ je vnimana pomoci chutovych poharki umisténych na povrchu jazyka; u ¢lovéka se
jich na jazyku nachazi okolo 10 000. Chut'ové poharky piijimaji chemické informace, které
souvisi s ptijmem potravy. Pokud dojde k jejich stimulovani, nastava reflexni sekrece tra-
vicich §t’av, napf. slin a zalude¢ni §t'avy.

Dosud jsou znamy c¢tyfi zakladni typy chutovych vjema — sladké, slané, kyselé, horké.
Kysely vjem je zprostiedkovan protony, slanost ionty anorganickych soli, hotka chut’ je
kromé& organickych latek vyvoladna solemi hoic¢iku a vapniku [1]. Sladkost je zprostiedko-
vana z veétsi Casti organickymi latkami (z anorganickych napt. solemi olova). Podminkou

vnimani sladké chuti je dostate¢na rozpustnost latek ve vodé [1,2].

1.1 Sladivost

Ptirodni i uméla sladidla se navzajem lisi rozdilnou sladivosti. Plnou a pfijatelnou chuti i
pfi vysoké koncentraci vynikd disacharid sachardza. Z tohoto divodu se pouziva jako
standard sladké chuti pti senzorickém hodnoceni sladkosti latek (10% roztok sachardézy ma
sladkost 1) [3]. Mira vjemu sladkych latek zavisi na jejich koncentraci v roztoku, teploté,
pfitomnosti jinych latek aj. Uméla sladidla, vyrobena chemickou cestou, se vyznacuji vy-
znamn¢ vys$$im stupném sladivosti nez glukéza, fruktdza, maltéza nebo laktoza. Sladivost
dal§iho pfirodniho sladidla steviosidu, izolovaného z listl rostliny Stevia rebaudiana (Ber-
toni) Hemsl., je az 300krat vyssi nez sladivost sachardzy. Vysokou sladivosti rovnéz vyni-
ka mj. i taumatin (sladce chutnajici bilkoviny izolované z plodu byliny Katamfe — Thauma-
tococcus danielli Benth.)[4]. Seznam vybranych piirodnich sladidel a jejich stupen sladi-

vosti uvadi tabulkal, nej€astéji pouzivana uméla sladidla v napojich lze vidét v tabulce 2.
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Tabulka 1 Vybrana ptirodni sladidla a jejich stupen sladivosti [4]

Nazev prirodniho sladidla Sladivost
Sacharéza 1,0
Glukéza 0,5-0,7
Fruktéza 1,3-1,8
Maltéza 0,3-0,5
Laktoza 0,2-04
Steviosid 300,0
Taumatin 3000,0

Tabulka 2 Nejcastéji pouzivana uméla sladidla v napojich [4]

Nazev umélého sladidla

E kod sladidla

Sladivost

(sacharéza = 1,0)

Acesulfam K E 950 200
Aspartam E 951 350
Cyklamaty E 952 30

Sacharin sodny E 954 300
Sukraloza E 955 500
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2 CHEMICKE LATKY VYKAZUJICi SLADKOU CHUT

Pro slazeni napoji, potravin a 1ékt nekalorickymi nahrazkami sachar6zy mohou byt pouzi-
ty bud’ syntetické slouceniny, anebo piirodni produkty. V USA byla schvalena ¢tyii uméla
sladidla — sacharin, aspartam, acesulfam K a sukral6za. V Japonsku a nékterych dalsich
zemich se ke slazeni pouzivaji rostlinné latky, napt. diterpenoidni glykosid steviosid a bil-
kovina taumatin [5]. V CR je povoleno pouZivat do napoji a potravin jen vybrana sladidla.
Druhy a podminky pouziti ptidatnych latek a extrak¢nich rozpoustédel pti vyrobé potravin
uvadi Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb. a jeji ptiloha ¢.5 [6]. Oznacovanim, balenim potravin a jejich
uvadénim do ob¢hu se zabyva Zakon ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrob-
cich [7].

Um¢la sladidla, pouzivajici se jako nahrada za sachardzu, napt. pfi redukénich dietach,
jsou ptipravena chemickou cestou. Na rozdil od sachardzy nepodporuji rist bakterii v duti-
né Ustni, a tak napomahaji predchazet vzniku zubniho kazu. Uméla sladidla se nejcastéji
pouzivaji ke slazeni ndpoji (¢ajii, kdvy, kakaa, limonéad apod.) i mineralnich a pramenitych

vod. Lze je délit do dvou zdkladnich skupin:

1. Chemicky pfipravend uméla sladidla (uméla sladidla v uzsim slova smyslu)

2. Nahradni cukry [8].
Podle jiného zdroje [9] lze délit sladidla na kaloricka a nekaloricka.

1. Kaloricka sladidla: fruktéza, sorbit (obsahuji témet stejné mnozstvi energie jako
sachardza).

2. Nekaloricka sladidla: aspartam, acesulfam K, sacharin, sukraldza, neohesperidin
dihydrochalkon, taumatin, alitam (uplatituji se pti dodrZovani reduk¢ni diety a ne-

zpusobuji zubni kaz) [9].
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3 UMELA SLADIDLA

Uméla sladidla tvoii dilezitou tfidu potravinatskych ptisad, které jsou obvykle pouzivané
v potravinach, napojich, cukrafstvi a ve farmaceutickém priimyslovém odvétvi. Poskytuji
percepci sladké chuti, ale zarovent maly ¢i nulovy ptisun energie. Um¢la sladidla patii mezi
nejvice kontroverzni aditiva kvili podezieni z nepfiznivych zdravotnich u¢inka [10]. Na
jedné stran¢ vynikaji uziteCnymi vlastnostmi a jsou vhodné pro lidi trpici cukrovkou. Na
stran¢ druhé jim Casto byvaji pfipisovany vedlejsi ucinky jako ptisobeni dermatologickych
potizi, bolesti hlavy, stfidani ndlady, zmény chovani, dychaci potize, zachvaty, alergie a

rakovina.

Prokdzanou bezpecnost umélych sladidel uvadi doporucend denni pfijatelnd davka ADI,
kterou stanovila Svétova zdravotnicka organizace (WHO — World Health Organization) a
Svétova organizace pro vyzivu (FAO — Food and Agriculture Organization of the United
Nations) [8]. U vétSiny potravinaiskych prisad existuje tzv. maximalni mozna spotieba

(sladidel a napojt), kterd nepovede k prekroceni limitu denni pfijatelné davky (ADI).

Uméla sladidla mohou byt pouZivdna oddé€lené ¢i ve smési s jinymi sladidly. V nyné&jsi
dob¢ je v potravinafstvi bézny trend pouzivat smési sladidel, protoze nékteré ze sladidel
muze mit jako vedlejsi €inek rizné pachuté, a to by mohlo omezit jeho aplikaci v jidlech
a napojich. Pfikladem takové smési je sacharin a cyklamat smichany v poméru 1:10. Hotka
pachut’ sacharinu je maskovand cyklamatem a nepiijemna pachut’ cyklamétu, vnimana

nékterymi lidmi, je maskovana sacharinem [8,11,12].

3.1 Uméla sladidla nejéastéji pouzivana ke slazeni napoji

Z etiket napojti b&zné dostupnych v obchodni siti v CR lze vétsinou snadno vyéist, jaka
sladidla byla pfi vyrob¢ pouzita. Napft. u limonad se velmi ¢asto objevuje invertovany cukr,
sirup, glukézovy sirup a uméla sladidla. Do ochucenych mineralnich vod Mattoni a Dobré
vody se pridava cukr, Hanacka kyselka obsahuje cukr a sacharin, Ondrasovka a Podébrad-
ka jsou slazeny cukrem, aspartamem a acesulfamem K (v zavislosti na pfichuti), Odyseus
(kromé téchto dvou umélych sladidel) obsahuje i cukr. Pramenitd voda Aquila Aquabeauty
je slazena fruktézou, Rajec gluk6zovym sirupem nebo fruktézou a v pramenité vodé Ko-
runni (rizné pfichute) je vedle invertovaného cukru obsazen i cyklamat sodny, sacharin,

acesulfam K a aspartam. Korunni Silueta je slazena sukral6zou.
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Nejvice zastoupena kombinace umélych sladidel byla aspartam s acesulfamem K. Z tohoto
davodu byly pro analyzu vybrany vzorky mineralnich a pramenitych vod, které prave tato

dv& uméla sladidla obsahovala.

I

- AQUIA &
AQUABEAUTY

R* |
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Obrazek 1 Pramenita voda

slazena fruktozou
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4 VYMEZENI POJIMU

4.1 Mineralni voda

Ptirodni minerdlni voda je mikrobiologicky ¢ista podzemni voda ziskané ze zdroje ptirodni
mineralni vody, o némz bylo vydano osvédceni Ministerstva zdravotnictvi a tento zdroj
dale splnil pozadavky Lazenského zakona ¢.164/2001 Sb. (napf. kromé stanoveni pasma
hygienické ochrany se musi prokazat, ze podzemni voda ma prospésné fyziologické ucinky

na lidsky organizmus).
Vyhlaska ¢. 423/2001 Sb. rozliSuje pét druhti mineralnich vod podle stupné mineralizace:
1. velmi slab& mineralizované s obsahem rozpusténych pevnych latek do 50 mg.I™?,

2. slab& mineralizované s obsahem rozpusténych pevnych latek 50 az 500 mg.I™?,

v

3. stiedné mineralizované s obsahem rozpusténych pevnych latek 500 mgl™ az

1500 mg.I™?,
4. siln& mineralizované s obsahem rozpusténych pevnych latek 1500 mg.1™ az
5mg.l™,

5. velmi silné mineralizované s obsahem rozpusSténych pevnych latek vys$im nez

5mg.I™

Rozpusténé pevné latky jsou stanoveny jako odparek pii 180 °C [13]. Podle Lazeiiského
zdkona ¢. 164/2001 Sb. [14] a Vyhlasky o zdrojich a laznich &. 423/2001 Sb. [15] se v CR
za mineralni vodu povazuje piirozené¢ se vyskytujici podzemni voda plivodni Cistoty, stalé-
ho slozeni a vlastnosti, kterda ma (z dietetického hlediska) fyziologické ucinky dané obsa-

hem rozpusténych latek nebo jinych soucasti [16].

4.2 Pramenita voda

Pramenita voda pochazi z chranéného podzemniho zdroje. Do mista plnéni do lahvi se pra-
menita voda smi pfepravovat pouze potrubim. Mezi povolené upravy patii napt. odzelez-
néni. U vod sycenych oxidem uhli¢itym musi byt uvedena informace ,,pramenitd voda sy-
cena a uveden obsah oxidu uhli¢itého v g.I'". Podzemni zdroj pramenité vody je mozné
vyuzivat jen na zaklad¢ dlouhodobého sledovani, které prokaze jeho stabilitu. Na etiket¢
musi byt uveden ndzev zdroje s uvedenim lokality ¢erpani 1 ptipadny zplsob Upravy vody.

Nasledné stanovi prislusny vodohospodaisky organ ochranné hygienické pasmo, které
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presné vymezuje rozsah zakazanych Cinnosti a aktivit v dosahu zdroje (napt. prumyslova
¢innost, zemédelska ¢innost atd.). Diky této ochran€ i skutecnosti, Ze hlubinné zdroje jsou
obvykle od povrchu izolovany desitkami a stovkami metrti horniny, jsou prasaky ¢i znecis-
téni zdroje Clovékem prakticky vylouceny. Na kvalitu dohlizi Statni zemé&délska a potrav-

inafska inspekce, ktera provadi pravidelné kontroly kvality [13].

Obrazek 2 Mineralni voda slazena cukrem
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5 PREHLED NEJPOUZIVANEJSICH UMELYCH SLADIDEL
V MINERALNICH A PRAMENITYCH VODACH

5.1.1 Aspartam (ASP)

Aspartam, ve form¢ bilého krystalického prasku, patfi ve farmacii a potravinaistvi mezi
nejpouzivanéjsi nekaloricka synteticka sladidla. Na etiketach vyrobka ho lze nalézt pod
kédem E 951. Chemicky jde o dipeptid metylesteru L-aspartyl-L-fenylalaninu. Sladidlo je
zdrojem fenylalaninu a z tohoto diivodu je nevhodny pro osoby trpici fenylketonurii. Fe-
nylketonurie je dédi¢né metabolické onemocnéni spocivajici v poruse ptemény fenylalani-
nu na tyrozin. Zpusobuje ho nefunk¢ni jaterni enzym fenyalaninhydroxyldza, ktery tuto
reakci u zdravych lidi katalyzuje. Potraviny obsahujici aspartam musi byt na obale oznace-
ny varovanim ,,Obsahuje zdroj fenylalaninu®, ptip. slovy ,,Nevhodné pro fenyketonuriky*
[11,17]. Z aspartamu v lidském téle ¢aste¢né vznika dioxopiperazin. Jeho karcinogenita

bohuzel neni doposud vyloucena [18].

Nema nahotklou pachut’, diky tomu je jeho uzivani velmi rozsiteno v potravindiském pru-
myslu, napf. pfi vyrobé dietnich napoji (s oznacenim ,,light*). Ma az 350krat vétsi sladi-
vost nez sacharoza. Pfi bézné pouzivanych davkach tohoto umélého sladidla zadné nebez-
peci nehrozi. Aspartam neni staly pii vyssich teplotach a pfi niz§im pH [18,19]. Pti pH < 3
je aspartam nestabilni a hydrolyzuje se na aspartylfenylalanin, pfi pH > 6 se zacina tvofit

5-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazinoctova kyselina.

Aspartam se po konzumaci v lidském téle rozstépi na prislusné aminokyseliny a nasledné
dojde k uvolnéni metanolu. Metanol se v jatrech oxiduje na formaldehyd, ten se dale $tépi
na kyselinu mravenci a oxid uhli¢ity. Fenylalanin se odbourava nebo dochazi k jeho hyd-
roxylaci na tyrozin. Slouceniny vzniklé pfi metabolizmu aspartamu se bézné vyskytuji i v
mnoha dalSich potravinach, které jsou podstatné vétSim zdrojem téchto metaboliti nez sa-

motny aspartam [19,20,21,22,23,24,25].

Aspartamu se pii vysSSich koncentracich pfipisuji nepfiznivé vedlejsi G€inky jako kiece,
vystielujici bolesti, zachvaty, bolesti hlavy, deprese, uzkosti, ztraty paméti, bolesti hlavy
aj.

Jeho pouzivéni se schvalené ve vice nez 90 zemich svéta (napi. v CR, USA, Kanadg, Aus-

tralii) [11,20,26,27,28].
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Pti vysSich teplotdch se rozklada na jednotlivé aminokyseliny. Hotk4a chut’ fenylalaninu
poté prevladne nad neutralni chuti kyseliny asparagové. Casto se kombinuje s acesulfamem
K. ADI u aspartamu je stanoveno na 40 mg.kg™ pro Kanadu a evropské zemé, v USA &ini
hodnota ADI 50 mg.kg™ [19,22,30,29].

o OCH3
o N
|
HOOC N

NH;

Aspartam

5.1.2 Acesulfam draselny

Chemicky velmi podobny sacharinu je acesulfam K (6-metyl-1,2,3-oxatiazin-4(3H)-on-
2,2-dioxid), oznacovan kdédem E 950. Sloucenina je kyseld, chemicky stala a velmi dobie
rozpustna ve vodé. Nej€astéji se pouziva jako draselna stl. Po poziti sladidla ve vyssi kon-
centraci zanechava v ustech mirné nahotklou pachut’ [11,19]. JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives — Sdruzeni odbornikd pro potravinaiské piidatné
latky zahrnujici ¢leny jak z FAO tak WHO) dosla k zavéru, Ze je bezpecny (JECFA, 1983)
[19,21,24,31]. Acesulfam draselny je schvaleny pro pouziti v potravinach a napojich v pfi-
blizné 90 zemich [11].

Po konzumaci acesulfamu K dochazi ve stfevé k jeho vstiebani. Déale uz nepodléha meta-
bolickym procesim a v nezménéné formeé je vyluc¢ovan moci. Pro acesulfam K byla stano-
vena hodnota ADI na 15 mg.kg™. Jedna se o mnozstvi latky, které Ize konzumovat denné
béhem celého Zivota, aniz by zplsobilo prokazatelné zdravotni riziko. V potravinafstvi se
nejcastéji pouziva u slazenych napojti, do peciva, cukrovinek, pastilek proti kasli, do zZvy-

kacek, dezertii, zubnich past aj. [20,21,32,33,34,35].

HC™ Y07\

Acesulfam K
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5.1.3 Sacharin sodny

Chemicky jde o imid 2-sulfobenzoové kyseliny. Sacharin se pod kodem E 954 dodnes po-
uziva jako nejlevnéjsi nahrada fepného cukru. Podobn¢ jako aspartam po poziti zanechava
v ustech nahotklou pachut’ [19]. Jeho sladivost je 300krat vyssi nez sladivost sachardzy; ve
farmacii je pouzivan k tpravé chuti tabletovanych 1ékti. Vyuziva se také jako piisada do
zubnich past, Gstnich vod, zvykacek a dietnich potravin. Studie, které byly provadéné na
zviratech 1 lidech, nepotvrdily zadnou spojitost mezi uzivanim sacharinu a nadorovym

onemocnénim [19].

Je velmi rozpustny a stabilni. V oblasti nizkého pH se miize pomalu hydrolyzovat na 2-
sulfobenzoovou kyselinu a kyselinu 2-sulfoamylobenzoovou (to zptsobuje vyslednou hoi-
kou kovovou pachut). Sacharin je povazovany za pozivatelny v nejméné 90 zemich svéta

[11,19,36].

N

s/ H
[

Sacharin sodny

5.1.4 Cyklamaty

Jsou typické svoji nahotklou chuti, ale ve spojeni se sacharinem 1ze dosahnout dobré sladi-
vosti. Kyselina cyklamova je rozpustna ve vodé, jeji rozpustnost mize byt zvySena ptidav-
kem sodiku ¢i soli vapniku, je stabilni v Siroké oblasti pH a teplot. PouZiti cyklamatu je
dovolené v nékolika zemich. V USA je zak4zany kvilli podezieni z toxicity ucinek

[11,22,37,38,24,30,29,39,21,40].

Bylo zjisténo, Ze rGzni lidé metabolizovali toto sladidlo odliSnym zptsobem. Evropska
potravinova bezpecnostni agentura (EFSA — European Food Safety Authority ) publikovala
nazor na bezpecnost cyklamati tvrdici, ze dostupna epidemiologicka data neodhalila zadné

udaje o skodlivych ucincich na lidskou reprodukci. Cyklamaty nesou oznaceni E 952.
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Karcinogenni neni cyklamat, ale jeho metabolit cyklohexylamin. Ten vznika ve stfevé z
nepatrného mnozstvi nevstiebaného cyklamatu ptisobenim bakterii (hlavné enterokoki). K
této pfeméné dochazi u cca 10 — 30 % populace, u niz se zmetabolizuje 0,1 — 8 % cyklama-
tu. V pfipadé, ze je dodrzen niz$i pfijem, nez je stanovena hodnota ADI, nedojde
k vytvofeni dostatecného mnozstvi cyklohexylaminu, které by mélo karcinogenni ucinek
[11, 21,22,24,29,30,37,38,39,40].

N
~

SO3Na*

Cyklamat sodny

5.1.5 Sukraléza

Sukral6za patii mezi halogenované disacharidy. Jde o trichlorovany synteticky derivat sa-
char6zy (chemicky: 4,1°,6'-trichlorgalakto-sachardza). Sukraldza je asi 500krat sladsi nez
fepny cukr [19,41]. Na vyrobcich je oznacena kédem E 955. Je nekaloricka, vhodna pro
diabetiky, t€hotné Zeny, dobie se rozpousti ve vod¢, v lidském téle se nehromadi a pfi niz-
kém pH patii k tepelné nejstabilnéjSim umélym sladidlim. PouZiva se samostatné nebo v
kombinaci s daldimi nahradnimi sladidly. ADI hodnota ¢ini 15 mgkg™ [42,43]. V roce
1991 byla v Kanad¢ potvrzena jeji bezpecnost a schvaleno jeji pouziti v jidlech a napojich.
V roce 1998 ve Spojenych statech schvalil Utad pro kontrolu potravin a 1éki (FDA —Food
and Drug Administration) pouziti sukralozy v 15 potravinovych a napojovych kategoriich
roce 1999, ji FDA povolil uzivat jako univerzalni sladidlo ve vSech potravinach, napojich a

dietnich doplncich. Sukraldza se smi poZzivat ve vice nez 60 zemich celého svéta [44].

OH
OH
HO.
OH” > "07 -0
OH ¢

Sukraloza
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6 CHROMATOGRAFICKE METODY A MOZNOSTI
CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI UMELYCH
SLADIDEL

Pomoci chromatografickych metod Ize délit smési riznych latek na jednotlivé slozky. Dnes
tyto metody patii mezi nejvyznamnéjsi analytické i1 preparativni techniky. Chromatografic-
ké dé€leni smési je zaloZzeno na nasledujicim principu: smés délenych latek se pohybuje
spolu s rozpoustédlem nebo je unaSena ve formé par nosnym plynem a je ve styku s jinou
fazi, kterd je vicCi okoli nepohybliva a riznou silou zdrzuje rtizné slozky délené smesi.
Timto zptsobem se nékteré slozky pohybuji pies nepohyblivou fazi rychleji, jiné pomaleji,
n¢kdy mohou byt i zadrzeny. K nestejnomérnému rozdéleni mezi obé faze dochézi na za-
kladé rtizné afinity jednotlivych separovanych slozek anebo diky jejich odlisné schopnosti
difundovat do fazi. Vlivem svych tepelnych pohybt stfidavé vnikaji molekuly separova-
nych latek do obou fazi, pticemz se lisi dobou, po kterou v nich setrvavaji. Timto dyna-
mickym procesem dochdazi k separaci slozek. V ptipad¢, ze se nachazi molekuly latky vice
v mobilni fazi, jsou undSeny rychleji nez latky, které difunduji vice do stacionarni faze

[45,46].
6.1 Déleni chromatografickych metod

6.1.1 Rozdéleni chromatografickych metod podle stacionarni faze

1. Sloupcova chromatografie (kolonova chromatografie, CC — Column Chromato-
graphy) — stacionarni faze se nachazi v kolong.

2. Papirova chromatografie (PP — Paper Chromatography) — stacionarni fazi je papir
nebo upravena celuldza.

3. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC — Thin Layer Chromatography) — stacionarni

fazi je tenka vrstva suspenze.

6.1.2 Rozdéleni chromatografickych metod podle mobilni fize

1. Plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography) — jako mobilni faze vystupu-
je plyn.
2. Fluidni chromatografie (SFC — Supercritical Fluid Chromatography) — mobilni fazi

je latka v nadkritickém stavu.
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6.2

Plazmové chromatografie — mobilni fazi zde je proud iontd.

Kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC - Ultra High Performance Liquid Chromatography) — pii kapalinové
chromatografii vystupuje jako mobilni faze kapalina a jako stacionarni faze pevna

latka (pfipadné kapalina zakotvend na pevné latce).

HPLC

HPLC patii mezi nejrozsiienéjsi analytické fyzikalné-chemické separa¢ni metody. Termin

vysoko-ucinna kapalinova chromatografie se uziva v piipad¢, je-li stacionarni fazi sorbent

umistény v tenké ocelové trubici — chromatografické koloné. Tok mobilni faze kolonou

zaji$t'uji Gcinna vysokotlaka pistova nebo membranova cerpadla.

Chromatograficky systém je sloZen ze tfi zékladnich prvkid — mobilni faze, slozky vzorku a

stacionarni faze. Mobilni faze unasi slozky vzorku skrz stacionarni fazi. Jako stacionarni

faze vystupuje ta ¢ast chromatografického systému, kterd splituje alespon jednu z téchto

vlastnosti:
1. fyzikalné-chemicky adsorbuje nebo absorbuje slozky vzorku z mobilni faze,
2. na povrchu probiha proces iontové vymény,
3. jeho struktura je porovita a umoznuje separaci slozek vzorku na zakladé efektivnich
rozmeéri jeho molekul.
6.2.1 Déleni kapalinové chromatografie podle interakci se stacionarni fazi
1. Sorpéni chromatografie — separace se uskuteciiuje specifickymi interakcemi ¢astice
s povrchem adsorbentu — adsorp¢ni chromatografie (LSC — Liquid-Solid Chroma-
tography) nebo se stagnujici kapalnou stacionarni fazi nanesenou na nosi¢i — rozde-
lovaci (adsorpéni) chromatografie (LLC — Liquid-Liquid Chromatography).
2. Gelova (permeacni) chromatografie (GPC — Gel Permeation Chromatography) —
separace se uskuteciiuje na zaklad¢ velikosti Castic a velikosti port gelu.
3. lontova chromatografie (IEC — lon-Exchange Chromatography) — k separaci ionti
dochdzi na zékladé¢ specifickych interakci s nabitym nosi¢em.
4. Afinitni chromatografie — staciondrni faze obsahuje zakotvené ligandy, na néz se

rozdélovana latka vaze.
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5. Rozdélovaci chromatografie — o separaci rozhoduje rizna rozpustnost slozek vzor-

ku ve staciondrni a mobilni fazi.

aj. [47,48].

6.2.2 Obecné schéma kapalinového chromatografu
Kapalinovy chromatograf je slozen z téchto ¢asti:

1. zafizeni pro uchovavani (nejcastéji sklenéné lahve) a transport mobilni faze (vyso-
kotlaké cerpadlo),

2. degasér (zafizeni pro odplynéni mobilnich fazi),

3. zafizeni pro davkovani vzorku véetné autosamplert,

4. zafizeni pro separaci latek (chromatograficka predkolona, kolona, termostat kolo-

ny),
5. zafizeni pro detekci latek (hlavné detektory), popt. sbéra¢ frakci, PC [47].

Kapalinovy chromatograf miize mit fadu obmén. Nekteré soucasti 1ze vyradit nebo naopak
pridat. Pfi izokratické eluci (kdy analyza probiha za konstantnich podminek — slozeni mo-
bilni faze, priutoku mobilni faze i teploty na kolong) je mobilni faze ze zasobniku vedena
do vysokotlakého cerpadla. Pfi gradientové eluci (kdy dochazi k plynulé nebo skokové
zmeéné sloZzeni mobilni faze, pritoku nebo teploty termostatu) se pfivadéné proudy ze dvou
nebo vice zasobnikl misi podle programu ve sméSovaci (je fazeny pred nebo za vysokotla-
kym Cerpadlem). Odplynéni mobilni faze probiha v odplynovaci (degaséru). Pak je mobilni
faze vedena ptes zafizeni pro ddvkovani vzorku do chromatografické kolony. Ta je pfimo
spojena s detektorem — za n&j muZe byt na vystupu zafazen jesté sbéra¢ jednotlivych frak-

ci. Z detektoru je signal veden do datové stanice (PC) s tiskarnou [46,47,49].

Kolona Vyhodnocovaci
zafizeni
W————
Davkovaci zafizeni &
Zasobnik ‘ 1
s mobilni Vzorek
fazi
Cerpadlo Detektor

Odpad

Obrazek 3 Schéma kapalinového chromatografu [50]
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6.2.3 Zakladni techniky separace
Lze rozlisit dvé zékladni techniky pro eluci a nasledné stanoveni slozek separované smési:

1. kapalinovou chromatografii na normalnich fazich (NP-HPLC) - stacionarnimi fa-
zemi jsou polarni oxid kiemicity (silikagel) nebo oxid hlinity (alumina), oxidy zir-
konu a dalsi patentované organicko-anorganické materialy, mobilni fazi je nepolar-
ni kapalina — nepoléarni organické rozpoustédlo, jako napf. hexan, heptan, aceton,
obvykle ve smési s polarngjSim organickym rozpoustédlem (chloroform, etanol,

dichlormetan).

2. kapalinovou chromatografii na obracenych (reverznich) fazich (RP-HPLC). Sepa-
race zde probiha na nepolarni stacionarni fazi, bézn¢ na silikagelu chemicky modi-
fikovaném nepolarnimi skupinami, mezi néz patii C8 (oktyl) nebo C18 (oktadecyl,
nebo fenyl). Jako mobilni faze se pouzivaji polarni kapaliny metanol, acetonitril a
smés vody ¢i vodného pufru s polarnim organickym rozpoustédlem. Specialnim
piipadem jsou stacionarni faze s navazanymi kyano (CN) nebo amino (NH;) skupi-
nami, které umoziuji praci jak vreverznim, tak v normalnim usporadani

[46,47,49].

Tabulka 3 Dva druhy HPLC, jejich stacionarni a mobilni faze [46,47,49]

HPLC na normalnich fazich HPLC na obracenych fazich
Stacionarni faze Mobilni faze Stacionarni faze Mobilni faze
Polérni: Nepolarni kapalina: Nepolarni: Polarni kapalina:
SiO4, Al,O3 hexan, heptan silikagel (Cg Cas) CH30H, CH3CN

6.3 Vypocty charakteristickych veli¢in u HPLC

Charakteristickou veli¢inou pro chromatografovanou latku je elu¢ni ¢as tg nebo eluéni ob-

jem V.
Tyto veli¢iny spolu souvisi vztahem:
VR = tRFm (1)

Fm vyjadiuje objemovou rychlost toku mobilni faze.
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Elué¢ni objem Vg je dan souctem dvou objemovych veli¢in:
Ve= Vg + Vi (2

kde Vg je redukovany eluéni objem, Vjy je mrtvy objem (tedy objem, ktery zaujima mo-

bilni fAze od mista nasttiku, ptes kolonu az po detektor).

Pro hodnoceni G¢innosti dané chromatografické kolony se uziva vztah pro pocet teoretic-

kych pater kolony:
Vr\2

kde Yy je sitka piku v zakladné (vyjadiena v objemovych jednotkach).

K popsani ucinnosti déleni dvou chromatografovanych latek je zaveden pojem rozliseni:

Ry, = 2(VR2— VR1) )

Yyi1+Yy2
Utinnost dé&leni latek lze vyjadtit i pojmem relativni ostrost:
o= Vr/Vy (5)

Kapacitni pomér k vyjadiuje pomér celkového mnozstvi separované latky ve fazi stacio-

narni k jejimu celkovému mnozstvi ve f4zi mobilni:
14
k= Kp == (6)
Vm
kde Kp je distribu¢ni konstanta, Vs objem stacionarni faze, Vi objem mobilni faze v kolo-
n¢, tj. mrtvy objem kolony. Mimokolonové ptispeévky k mrtvému objemu se zanedbavaji.
V praxi se pro vypocet pouziva vztah:

_ Vp—=Vpm
k=t ()

Asymetrie piku je praktickd veli¢ina kvality chromatografické kolony. Asymetrie piku je
vzdy nezadouci, souvisi s u¢innosti kolony a mé negativni vliv na integraci piku, obzvlast
tehdy, pokud je nizky pomér signal-Sum. Existuji dvé techniky vyjadfeni asymetrie piku —
bud’ jako faktor asymetrie As, ktery je vyjadien jako pomér Siiky piku vzestupné (tp) K se-
stupné casti piku (fp) nejcastéji v 5 nebo 10 % vysky piku:

=
As= L (@)
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a nebo jako tailing faktor T, ktery je vyjadien jako Siika piku k dvojnasobku $itky piku

vzestupné ¢asti fp v 5 % vysky piku:

fso+ tso
T: 5% 5% 9)
2fs9%

Pokud pik chvostuje, pak faktor asymetrie nebo tailing faktor >1, v ptipadé¢, ze <I, pak
dochazi k frontovani piku [46,51,52].

100 %%

% wisky piku

T=(f+t)/2F

5% [----——_

Obrazek 4 Asymetrie piku a tailing
faktor [53]
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6.4 Vyuziti HPLC v oblasti analyzy umélych sladidel

Technika HPLC umozni ziskat informace o identit¢ soucasti smési (jakostni — kvalitativni
informace) a informace o jejich koncentraci (kvantitativni informace) [54]. Separaci slozek

v ndpojich s umelymi sladidly lze provadét pomoci HPLC na obracenych fazich.

Ptiprava vzorku ve slozitych matricich pro analyzu metodou HPLC vzdy zahrnuje proces
Cisténi vzorku. Potraviny totiz obsahuji konzervujici latky, barviva, zahust'ovadla, vitami-
ny, proteiny, tuky, mineralni latky, vSechny tyto slozky mohou interferovat pii stanoveni
sladidel. V mineralnich vodach bez ptidatnych latek se ¢isténi vzorku obvykle nemusi pro-
vadét. U slozitéjsich matric se vétSinou pro Cisténi vyuziva extrakce tuhou fazi — SPE (So-
lid Phase Extraction) s C18, C8 nebo polymernimi sorbenty piipadné s ndplnémi na bazi

aluminy.

Pro stanoveni sladidel se mohou pouzivat metody separac¢ni, elektrochemické nebo spek-
tralni (FTIR — Fourier Transform Infrared, infracervena spektroskopie s Fourierovou trans-
formaci; FT — Raman, Ramanova spektroskopie). Separa¢ni metody — plynova chromato-
grafie (GC, GC-MS), kapalinova HPLC, IEC, TLC; ve specialnich ptipadech CZE (Ca-
pillary Zone Electrophoresis — kapilarni zoénova elektroforéza). Mezi spektralni metody
patii spektrofotometrie, FTIR, Ramanova spektroskopie, aj. Elektrochemické metody: po-
tenciometrie; potenciometrickd titrace HPLC se (podle zpusobu detekce) dale déli na de-
tektory s UV, MS, ELSD (Evaporative Light Scattering Detector — detektor rozptylu svét-
la). Jednoduché a rychlé analyzy lze provadét pomoci metody FIA se spektrofotometrickou
detekci — Flow Injection Analysis, metodou FTIR, metodou potenciometrie anebo potenci-

ometrickou titraci [11].

6.4.1 Metoda HPLC-ELSD

Andrzej Wasik a kol. [55] se zabyvali simultannim stanovenim deviti umélych sladidel v
sycenych 1 nesycenych nealkoholickych ndpojich, v jogurtu a v konzervovaném ovoci po-
moci metody HPLC s ELSD detektorem. Vzorky 1 standardy byly rozpustény (extrahova-
ny) v roztoku zfedéné kyseliny mravenci s ptidavkem trimetylaminu. Pak byly vzorky ¢is-
tény pomoci SPE extrakce na kolonkéach se sorbentem C18. SPE eluce byla provedena me-
tanolem. Tim byl vzorek vyc¢istén. Eluat byl odpafen dosucha a odparek rozpustén v rozto-
ku pufru. Takto pfipraveny vzorek byl podroben HPLC analyze. Byla pouzita RP-HPLC

separace na C18 stacionarni fazi, v gradientovém modu, mobilni faze A byla sloZzena z
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metanolu, pufru a acetonu v poméru 69:24:7, mobilni faze B z metanolu, pufru a acetonu v
poméru 11:82:7. Separace prob&hla za konstantniho priitoku mobilni fize 0,5 ml.min™ a
analyty byly detekovany pomoci ELSD detektoru. Byly testovany 4 razné kolony C18. U
vSech bylo zjisténo stejné poradi eluce sladidel: ACS-K, sacharin, cyklamat, ASP, sukral6-

za, dulcin, alitam, NHDC, neotam [55].

6.4.2 Metoda HPLC-MS

Agata Zygler, Andrzej Wasik, Agata Kot-Wasik a Jacek Namiesnik [56] stanovovali devét
hlavnich umélych sladidel v rtiznych potravindch metodou HPLC s hmotnostnim detekto-
rem. Byly pouzity stejné vzorky jako v minulém piipadé [55] — napoje, jogurty. Vzorky i
standardy byly extrahovéany v roztoku pufru — mravenéi kyselina o pH 4,5 s ptfidavkem
N,N-diizopropyletylaminu. Roztoky byly ¢istény pomoci SPE extrakce na polymernim
sorbentu Strata-X. Samotna HPLC separace probihala v reverznim modu, gradientovou
eluci, k detekci byl pouzit hmotnostni detektor, ionizace prob¢hla pomoci elektrospreje,
detekce byla provedena v negativnim modu — byly detekovany zaporné nabité ionty. Mo-
bilni fazi A tvorila smés metanolu, pufru a acetonu. Pomér fazi byl stejny jako v predeslém
¢lanku — [55]. Hmotnostnimu spektru ACS-K dominoval fragment m/z = 161,9, coz odpo-
vida molekulovému iontu ACS-K bez drasliku [M - K]. U sacharinu byl dominantnim
zaporn¢ nabitym iontem ve spektru m/z = 181,9, tedy ion [M-Na]’, coz odpovida ztraté
sodiku — molekulovy ion bez sodiku. U cyklamatu sodného dominoval ion [M-Na] 0 m/z
= 178,0 — coz odpovida ztraté sodiku z molekuly cyklamatu sodného. U ASP byl domi-
nantni ion o m/z = 293,0, tedy deprotonizovany molekulovy ion aspartamu [M - H]". Na

obrazku 5 je uveden chromatogram deviti analyzovanych umélych sladidel [56].
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Obrazek 5 Chromatogram deviti analyzovanych umélych sladidel.

Pozn. SAC = sacharin, CYC = cyklamat, SCL = sukraléza, DUL = dulcin, ALI =
alitam, NHDC = neohesperidin dihydrochalkon, NEO = neotam [56]

6.4.3 Metoda HPLC/TOF-MS

Analyzou sukralozy a dal§ich umélych sladidel pomoci HPLC-TOF/MS (TOF — Time of
Flight — pruletovy analyzator) se zabyvali i Imma Ferrer a E. Michael Thurman [44].
Vzorky byly ¢istény pomoci SPE extrakce. Chromatograficka separace probihala na kolo-
né Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm, 5 pm), mobilni faze A byla acetonitril, mobilni
faze B 0,1% kyselina mraven¢i. HPLC analyza byla provedena pomoci gradientové eluce s
prabéhem: 0 —5 min 10 % A, 5 — 30 min 10 — 100 % A. Byla pouzita hmotnostni detekce
s pruletovym analyzatorem TOF. Byly detekovany kladn¢ nabité ionty — detekce
V pozitivnim modu. ASP: hlavni fragment [M + H]+, m/z = 295,13; Sacharin: hlavni frag-
ment [M + H]*, m/z = 184,01; Sukral6za: [M + Na]", m/z = 419,00 [44].

6.4.4 Metoda RP-HPLC

Cubuk a kol. [57] analyzovali hlavni uméla sladidla a konzervanty v instantnich napojich a
v Cole. Byl stanovovan ASP, sacharin, ACS-K, vanilin, sorbova a benzoova kyselina. Pou-
zita byla metoda RP-LC Vv izokratickém mddu eluce s UV detekcei, mobilni faze A 15 %
acetonitril v 0,005 mol.dm™ acetatovém pufru. Mobilni faze B byl acetonitril. Pomér A/B
byl 15/85. pH mobilni faze byl upraven na hodnotu 4,0. Byla pouzita kolona YMC-ODS
(250 x 4,6 mm, 5 um). Eluce probéhla v obvyklém potadi — ACS-K, sacharin, aspartam,
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vanilin, benzoova kys., sorbové kyselina. Jak autofi popisuji, za urcitych podminek pfi
analyze doslo k ptekryti piku sacharinu s pikem ACS-K. Pro UV detekci byly pouzity vl-
nové délky: ACS-K 230 nm; sacharin 220 nm, ASP 203 nm, vanilin 280 nm, benzoova
kyselina 225 nm, sorbova kyselina 256 nm [57].

Obrazek 6 HPLC Dionex Ultimate 3000
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II. PRAKTICKA CAST
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7 CIL EXPERIMENTALNI PRACE A METODIKA

Cilem prace bylo nalézt optimalni chromatografické podminky pro simultdnni stanoveni
umélych sladidel acesulfamu K a aspartamu pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromato-
grafie (HPLC). Vybrand metoda byla aplikovdna na vzorky mineralnich a pramenitych

vod.

7.1 Chemikalie
standard acesulfam K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
standard aspartam (Supelco Analytical)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Penta, Chrudim)
metanol pro HPLC (Lab-Scan analytical sciences)
kyselina trihydrogenfosfore¢na (Lab-Scan analytical sciences)
hydroxid draselny (Lab-Scan analytical sciences)
kyselina mravenc¢i (Penta, Chrudim)
trthydrét octanu sodného (Penta, Chrudim)

redestilovana voda

7.2 Pomiicky a pristroje
predvazky (KERN, Némecko)
analytické vahy (Adam, AFA - 210 - LC, Schoeller instruments, CR)
lednice (Whirpool, Ceské republika)
ultrazvukova vodni lazeni PS 04000A (Notus - Powersonic s.r.0., SR)
predkolona Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7 um, 5 x 4,6 mm)
kolona Ascentis Express C18 HPLC Column (2,7 pm, 150 x 4,6 mm)
HPLC pfistroj Hewlett Packard 1100
kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 RS Column Compartment; Dionex
pH metr HI 110 Series

mikrostfikacka Hamilton
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stiikackovy nylonovy filtr (syringe filtr), velikost porti 0,45 um

bézné laboratorni sklo a pomicky

7.3 Vzorky mineralnich a pramenitych vod

Pro analyzu bylo zakoupeno 12 riznych druhti vzorkil minerdlnich a pramenitych vod od 3
ruznych vyrobcti. Od kazdého druhu bylo zakoupeno 6 baleni (6 ks). Vzorky byly zakou-
peny v supermarketech v CR, nasledné byly pfevezeny a uskladnény v laboratofi v temnu
pii teploteé 23 °C (klimatizovana laboratot). VSechny vzorky nebyly skladovany déle nez 1
tyden.

7.3.1 Charakteristika jednotlivych vzorki

K rozboru byly pouZity vzorky mineralnich a pramenitych vod, jemné& perlivych i neperli-
vych. Pro kvantitativni analyzu umélych sladidel acesulfamu K a aspartamu bylo tedy vy-
brano 12 vzorkidl mineralnich a pramenitych vod od tfi riznych vyrobci, ve tfech prichu-
tich. Kazd4 mineralni nebo pramenita voda byla v této diplomové praci zamérné oznacena
unikatnim dvoumistnym kdédem. Dale nebyl zdmérné u vzorkl uveden vyrobce. Tyto udaje

budou prezentovany az u obhajoby diplomové prace.

Pismeno v kédu vzdy popisuje jednu sadu tii analyzovanych vod proddvanych pod stejnym
obchodnim nazvem, ¢islem je oznacena ruzna ptichut. Kédem A byly popsany 3 prameni-
té vody, pod kody B, C a D se nachazi mineralni vody.

Firma, kterd vyrabi mineralni vody zde uvadéné pod kdédem D (1,2,3), se vyznacuje tim, ze
ve svém sortimentu nabizi 1 mineralni vody pfimo vyrobené pro Kaufland. Tyto vzorky

byly také podrobeny analyze. V této praci maji oznaceni B (1,2,3).
1. Vzorek Al

Ochucend pramenita voda s cukrem a sladidly. Jemné perliva. Sycena CO..

Slozeni udané vyrobcem: pramenitd voda, invertovany cukr, CO,, kyselina citronova, aro-

ma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 54 KJ (12,8 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 3 g, tuky
0 g, vldknina 0 g, sodik < 0,2 g.
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2. Vzorek A2
Ochucena pramenita voda s cukrem a sladidly. Jemné perliva, sycena CO».

SloZeni udané vyrobcem: pramenita voda, invertovany cukr, CO», kyselina citronova, aro-

ma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 54 KJ (12,8 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 3 g,
z toho cukry 3 g, tuky 0 g, sodik < 0,2 g.

3. Vzorek A3
Ochucena pramenitd voda s cukrem a sladidly. Jemné perliva. Sycena CO,.

SloZeni udané vyrobcem: pramenitd voda, invertovany cukr, CO,, kyselina citronova, aro-

ma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 54 KJ (12,8 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 3 g.

4. Vzorek Bl

Ochucena mineralni voda nizce mineralizovana s cukrem a sladidly. Odzeleznéna. Obsah

rozpu§ténych latek je 107,6 mg.1™.

Slozeni udané vyrobcem: mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO,, kyse-

lina citronova.
Vyzivova hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky
0g.

5. Vzorek B2

Ochucend minerélni voda nizce mineralizovand, sycend, S cukrem a sladidly. Odzeleznéna.

Obsah rozpusténych latek je 107,6 mg.1™,

Slozeni udané vyrobcem: mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO,, kyse-

lina citronova.
Vyzivova hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky
0g.

6. Vzorek B3

Ochucend mineralni voda nizce mineralizovana, sycend, s cukrem a sladidly. Odzeleznéna.

Obsah rozpusténych latek je 107,6 mg.1™,
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Slozeni udané vyrobcem: mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO,, kyse-

lina citronova.

Vyzivova hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky
0g.

7. Vzorek C1

Sycend mineralni voda ochucena, s cukrem a sladidly. Sycena CO, do 5 g.I"\. Pro vyrobu
tohoto napoje byla pouzita ptirodni mineralni voda, sttedn¢ mineralizovana, hydrogenuhli-
¢itano-vapenata, hypotonicka. Obsah rozpusténych pevnych latek je 560 mg.l‘l. Odzelez-

néna.

Slozeni udané vyrobcem: pfirodni mineralni voda, cukr, CO,, kyselina citronova, aroma,

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bilkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5
g, cukry 2,3 g, tuky < 0,05 g, sodik 4,4 mg.

8. Vzorek C2

Sycena mineralni voda ochucena, s cukrem a sladidly. Sycena CO, do 5 g.I"%. Pro vyrobu
tohoto napoje byla pouzita pfirodni mineralni voda, sttedné¢ mineralizovana, hydrogenuhli-
&itano-vapenata, hypotonicka. Obsah rozpuiténych pevnych latek je 560 mg.1™". Odzelez-

néna.

SloZeni udané vyrobcem: ptirodni minerdlni voda, cukr, CO,, kyselina citronova, aroma,

konzervanty E 202 (sorban draselny) a E 211 (benzoan sodny), aspartam, acesulfam K.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bilkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5
g, cukry 2,3 g, tuky < 0,05 g, sodik 4,4 mg.

9. Vzorek C3

Sycend mineralni voda ochucena, s cukrem a sladidly. Sycena CO, do 5 g.I":. Pro vyrobu
tohoto napoje byla pouzita ptirodni mineralni voda, sttedn¢ mineralizovana, hydrogenuhli-
Citano-vapenata, hypotonicka. Obsah rozpusténych pevnych latek je 560 mg.l‘l. Odzelez-

néna.

Slozeni udané vyrobcem: pfirodni mineralni voda, cukr, CO,, kyselina citronovd, aroma,

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K.
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Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bilkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5
g, tuky 0,05 g, sodik < 4,4 mg.

10. Vzorek D1
Sycend mineralni voda ochucena, se sladidly. Odzeleznéna.

Slozeni udané vyrobcem: mineralni voda, kyselina citronova, CO,, aroma, acesulfam K,

aspartam.
Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 0,4 KJ (0,1 kcal), bilkoviny 0 g, sacharidy 0 g, tuky
0 g, sodik 0,05 mg.
11. Vzorek D2
Nesycena mineralni voda ochucenad, se sladidly. Odzeleznéna.

Slozeni udané vyrobcem: mineralni voda, kyselina citronovd, aroma, konzervant benzoat

sodny, acesulfam K, aspartam.
Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 0,4 KJ (0,1 kcal), bilkoviny < 0,1 g, sacharidy 0 g,
tuky < 0,1 g, nasycené mastné kyseliny < 0,1 g, vlaknina < 0,1 g, sodik 0,036 g.

12. Vzorek D3

Sycend mineralni voda ochucena, se sladidly, s obsahem rozpustné vlakniny a L-karnitinu.

Odzeleznéna.

SloZeni udané vyrobcem: mineralni voda, kyselina citronova, citronan sodny, CO,, roz-

pustna vlaknina, L-karnitin, aroma, aspartam, acesulfam K.

Vyzivové hodnoty ve 100 ml: energie 1,12 KJ (0,28 kcal), bilkoviny <0,1 g, sacharidy
<0,1 g, tuky <0,1 g, nasycené mastné kyseliny < 0,1 g, vldknina 0,1 g, sodik 0,036 g.

7.4 Priprava roztoki a vzorki pro HPLC analyzu

Zasobni roztoky standardi obou umélych sladidel byly pfipravovany o koncentraci 100
pg.ml™. Do 10 ml odmérné baiiky byla kvantitativn pievedena navazka 0,0010 g standar-
du, po rysku doplnéna metanolem ¢i redestilovanou vodou, batika byla zabalena do alobalu

a uchovavana v chladu v lednici pii 8 — 9 °C.

Jako pufr byl ptipraven 0,1 mol.dm™ KH,PO, o pH 4,5. Vypocitana navazka KH,PO, ¢ini-
la 6,8045 g (navazka byla kvantitativné prevedena do 0,5 1 odmérné bariky, po rysku dopl-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

néna redestilovanou vodou). Hodnota pH byla upravena na hodnotu 4,5 pomoci KOH a

H3PO..

Pti hledani optimalni metody bylo vyzkouSeno pouziti jako mobilni faze A 0,12 mol.dm™
CH3COONa.3H,0, mobilni fazi B zlstal metanol. Podle vypoc¢tu bylo navazeno 8,1272 g
CH3COONa.3H,0, navéazka byla kvantitativn¢ pievedena do 0,5 1 odmérné baiky, fadné
promichéana a doplnéna po rysku. Uprava pH byla provedena pomoci HCOOH na hodnotu
4.5.

Dal3i odzkousenou mobilni fazi A byla 0,4 mol.dm™ HCOOH, fazi B byl op&t metanol. Do
0,5 1 odmérné banky byla po rysku doplnéna redestilovana voda a nésledné bylo pfidano
pomoci automatické pipety 0,4 ml HCOOH. Odmérna banka byla opatfena zatkou a opatr-
n¢ promichéna. Hodnota pH kyseliny mravenci byla upravena pomoci KOH na kone¢nou

hodnotu 4,01.

Pouziti CH3COONa.3H,0 nebo HCOOH jako mobilni fdze A se neosvédcilo. Jak se pii

analyze ukazalo, tyto metody byly vhodné pouze pro stanoveni samotného ACS-K.

Vzorky mineralnich a pramenitych vod byly tésné pred analyzou otevieny, promichéany,
bylo z nich odebrano po 100 ml, které byly pfemistény do kadinek. Poté byly vzorky
v kadinkach odplynény v ultrazvukové lazni po dobu 20 minut pfi teploté 30 °C. Nasledo-
vala filtrace ptes stfikackovy filtr nylon (velikost port 0,45 um). Nasledné byly pipetovany
v objemech 1,5 ml do pfislusnych nalezité¢ oznacenych tmavych vialek s teflonovym sep-
tem, které byly umistény do autosampleru kapalinového chromatografu Dionex. Pokud
byly vzorky analyzovany na pfistroji HP 1100, byly vialky umistény v temnu a vzorky

byly postupné davkovany na kolonu chromatografickou stiikac¢kou Hamilton.

7.5 Optimalizace chromatografickych podminek

Chromatografickd separace a analyza standardd a vzorkd mineralnich a pramenitych vod
byla zpoc¢atku provadéna na piistroji Hewlett Packard 1100, v pozd¢jsi dobé€ 1 na novéjSim
typu chromatografu UltiMate 3000 (Dionex). Béhem analyzy byla vzdy udrzovana teplota

termostatu kolony 30 °C.

Nejprve byl proveden vybér a optimalizace nejvhodnéjsi metody stanoveni s dirazem na
kvalitni separaci sledovanych sladidel. Pro simultanni stanoveni aspartamu a acesulfamu K
v napojich metodou HPLC-UV existuje n€kolik metodik. V nasem piipadé se vzdy pouZila

ptedkolona Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7 um, 5 x 4,6 mm), kolona Ascentis
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Express C18 HPLC Column (2,7 pm, 150 x 4,6 mm). Davkovany objem vzorku na kolonu
¢inil 20 pl.

V ramci optimalizace metody byly vyzkouSeny tyto poméry fazi: 10:90, 100:0, 0:100 (me-
tanol:octan sodny), dale 20:80, 40:60, 60:40, 80:20, 90:10, 0:100 (metanol:kyselina mra-

ven¢i). Pritok se pohyboval v zavislosti na tlaku v rozmezi od 0,6 — 0,9 ml.min™.

Jako pufr byl pouzit 0,1 mol.dm™ roztok KH,PO, o pH 4,5. Mobilni fazi B predstavoval
metanol. Pfi analyze v gradientovém moddu vzrostl tlak na kolon€ nad tlakovy limit HPLC
pump (20 MPa), proto bylo od gradientové eluce ustoupeno a v dalSich analyzach byla
provadéna izokraticka eluce. Byly testovany rizné mobilni faze A (napt. 0,1 mol.dm™
CH3COONa, 0,4 mol.dm™ HCOOH), poméry fazi a rychlosti toku mobilni faze. Mobilni
faze B byla nahrazena acetonitrilem, coz pfineslo jen ¢aste¢ny uspéch — v ptipadé pouziti
0,02 mol.dm™ KH,PO, byla tato metodika stanoveni vhodna pouze pro aspartam. Acesul-
fam K je v acetonitrilu velmi Spatné rozpustny. Vysledky analyzy nebyly optimélni, takze

% roztok

bylo pfistoupeno k metod¢, kdy byl pii izokratické eluci pouzit 0,1 mol.dm
KH2PO4 o pH 4,5 upravenym pomoci H3PO4 a metanol. Pomér pufru a metanolu byl 7:3.
Tato metoda byla aplikovand pfi simultdnnim stanoveni obou umélych sladidel ve vzorcich
minerdlnich a pramenitych vod. Analyza byla provedena v izokratickém rezimu pfi prito-
ku mobilni faze 0,8 ml.min™. Doba analyzy byla nastavena na 15 min. Signal byl sniman

detektorem diodového pole (DAD) pii vinovych délkach 210, 220, 254 a 270 nm.

7.6 Konec¢né chromatografické podminky pro separaci aspartamu a

acesulfamu K

V naSem piipadé byla pouzita technika na reverzni fazi v izokratickém modu. Jako mobilni
faze A byl pouzit pufr (0,1 mol.dm™ roztok KH,PO, o pH 4,5; uprava pH byla provedena
pomoci H3POg), jako faze B bylo aplikovano polarni organické rozpoustédlo metanol
(CH30H). Pomér pufru a metanolu A:B byl 7:3 po celou dobu analyzy. Jako stacionarni
faze byl pouzit vhodny oktadecylsilikagel na kolon¢ Ascentis Express C18 HPLC (2,7 um,
150 x 4,6 mm). Jako ptedkolona byla pouZita Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7
um, 5 x 4,6 mm). Teplota termostatu byla udrzovana pti 30 °C. Doba analyzy byla nasta-

vena na 15 min. pfi pritoku mobilni faze 0,8 ml.min™,

Vysledné plochy pikli byly odecitany pti 220 nm u acesulfamu K a pii vlnové délce 210

nm u aspartamu, coz odpovida vinové délce, pii které maji tyto latky nejvyssi absorbanci.
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7.7 Priprava kalibra¢ni rady standardi

Standardy obou umélych sladidel byly navazeny s presnosti na 0,0001 g. Poté byla navaz-
ka kvantitativné prevedena do 100 ml odmérné baiiky a byla doplnéna po rysku redestilo-
vanou vodou. Timto postupem byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 100 pg.ml™. Nasle-
dovalo dikladné protfepani a piiprava kalibra¢ni fady roztokli o koncentraci 10; 20; 40; 60
a 80 ug.ml'1 (odpipetovanim vypocteného objemu zasobniho roztoku do odmérnych banék
o objemu 10 ml a doplnénim redestilovanou vodou po rysku). Z jednotlivych odmérnych
banék pripravené kalibracni fady bylo odpipetovano 1,5 ml do ptislusnych vialek. Popis-
kem oznacené vialky s tésnicim teflonovym uzavérem byly pfipraveny k analyze. Chroma-
tografickd analyza probihala za stejnych chromatografickych podminek, jako je uvedeno
v kapitole 7.6. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost plochy piku (mAU) na kon-
centraci standardd (pg.ml™). Po sestrojeni kalibraéni kiivky byl z jeji rovnice vypo&ten

obsah nahradniho sladidla ve vzorku.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Vysledky méreni kalibraéni kfivky aspartamu a acesulfamu K

Byly prométeny velikosti plochy pikd standardu aspartamu a acesulfamu K 0 koncentra-
cich 10; 20; 40; 60; 80 a 100 pg.ml'l. Kazda koncentrace pfipravenych standarda byla
prométena trikrat, detekce byla provedena pii vinové délce 210 nm pro aspartam a 220 nm
pro acesulfam K. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost primérné plochy piku A
(mAU) na koncentraci umé&lého sladidla (pg.ml™). Plocha piku je pfimo umérné koncen-
traci vzorku. Retenc¢ni ¢as acesulfamu K byl 2,12 min, aspartamu 7,97 min. Vysledky mé-
feni jsou uvedeny v tabulce 4 a 5. Sestrojené kalibra¢ni kiivky lze vidét na obrazku 7 a 8.

Chromatogramy standardti ACS-K a ASP jsou uvedeny v ptilohach P I, Il a Ill.
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Obrazek 7 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni acesulfamu K
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@ plocha piku [mAU]
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Obrazek 8 Kalibrac¢ni kfivka pro stanoveni aspartamu
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Tabulka 4 Kalibrace acesulfamu K pfi vinové délce 220 nm

Koncentrace acesulfamu K

[mg.ml™]

Plocha piku

[mAU]

Primérna plocha piku

[mAU]

15716

10

15786

15750

15750

31399

20

31330

31364

31364

62007

40

62690

63141

62612

93902

60

93882

94119

93967

122299

80

122678

122225

122400

144894

100

144875

144941

144903
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Tabulka 5 Kalibrace aspartamu pfi vinové délce 210 nm

Koncentrace aspartamu K

[mg.ml™]

Plocha piku

[mAU]

Pramérna plocha piku

[mAU]

8259

10

8299

8323

8293

17145

20

17152

17194

17163

33887

40

33605

34026

33839

50481

60

50035

50358

50291

66897

80

66666

66725

66762

83480

100

82954

83172

83202
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8.1.1 Vysledky stanoveni acesulfamu K a aspartamu ve vzorcich mineralnich a

pramenitych vod

Odectena plocha piku kazdého vzorku byla dosazena do rovnice regrese kalibracni kiivky,
kterd ma tvar y = 1458,9x + 3124,90 (pro acesulfam K), y = 829,85x + 383,18 (pro aspar-
tam). Dosazenim do rovnic byl vypocten obsah obou umélych sladidel ve vzorcich. Meto-
dika stanoveni obou umélych sladidel je uvedena v kapitole 7.6. Kazdy vzorek byl analy-
zovan 3x. K identifikaci umélych sladidel bylo pouzito porovnani retenc¢nich ¢asti nezna-
mych latek s retencnimi Casy standardi. Koncentrace téchto latek byla zjisténa odectenim
velikosti ploch pod elu¢ni kiivkou. V piipadé¢ vyznamnych odchylek od retencnich Casii
standardii byl proveden piidavek roztoku standardu ke vzorku — 750 pul vzorku bylo smise-
no se 250 pl zasobniho roztoku standardu o koncentraci 100 pl.ml™; roztok byl nasledng
podroben analyze (byla pouzita metoda standardniho ptidavku). Vysledky analyzy jsou
uvedeny v tabulkach 6 — 29.

Tabulka 6 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku Al

T Druh umélého Reten¢ni ¢as | Plocha piku | Obsah sladidla

sladidla [min] [mAU] [mg.1™]
ACS-K 2,18 5312 1,50

: ASP 7,35 1672 1,55
ACS-K 2,21 5297 1,49

§ ASP 7,21 1678 1,56
ACS-K 2,19 5283 1,48

. ASP 7,26 1782 1,69

Tabulka 7 Primérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku Al

Primérny obsah 1 !
Druh umélého sladidla ) 1 S.D. [mg.I"] p [mg.1™]
sladidla [mg.I"]

ACS-K 1,49 0,01 1,49 + 0,01

ASP 1,60 0,06 1,60 + 0,06
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Tabulka 8 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku A2

Druh umélého Retencni ¢as Plocha piku Obsah sladidla
Méreni ) ) !
sladidla [min] [mAU] [mg.I”]
ACS-K 2,14 5573 1,68
1.
ASP 8,01 2496 2,55
ACS-K 2,14 5564 1,67
2.
ASP 8,00 2496 2,55
ACS-K 2,14 5570 1,68
2k
ASP 8,01 2488 2,54
Tabulka 9 Primérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku A2
Primérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I""]
ACS-K 1,68 0,01 1,68 £ 0,01
ASP 2,54 0,01 2,54 +0,01
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Tabulka 10 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku A3

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) !
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,17 5466 1,60
1.
ASP 8,52 2047 2,00
ACS-K 2,17 5423 1,58
2.
ASP 8,51 2049 2,01
ACS-K 2,17 5408 1,56
3.
ASP 8,48 2057 2,02
Tabulka 11 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku A3
Prumérny obsah i .
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 1,58 0,02 1,58 £ 0,02
ASP 2,01 0,01 2,01 +£0,01
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Tabulka 12 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku B1

Druh umélého Retencni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) L
sladidla [min] [mAU] [mg.I”]
ACS-K 2,15 82767 54,59
1.
ASP 8,27 15841 18,63
ACS-K 2,15 82962 54,72
2.
ASP 8,26 15862 18,65
ACS-K 2,14 82950 54,72
&
ASP 8,27 15894 18,69
Tabulka 13 Praimérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku B1
Primérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I""]
ACS-K 54,68 0,06 54,68 + 0,06
ASP 18,66 0,03 18,66 + 0,03
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Tabulka 14 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku B2

N— Druh umélého Retenéni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla

sladidla [min] [mAU] [mg.I"]
ACS-K 2,13 87440 57,79

. ASP 8,00 18462 21,79
ACS-K 2,13 87073 57,54

i ASP 8,01 18423 21,74
ACS-K 2,13 87302 57,70

> ASP 8,01 18384 21,69

Tabulka 15 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku B2

Primérny obsah 1 1
Druh umélého sladidla ) " S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]

ACS-K 57,68 0,10 57,68 £ 0,10

ASP 21,74 0,04 21,74 £ 0,04
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Tabulka 16 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku B3

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 86978 57,48
1.
ASP 8,25 6974 7,94
ACS-K 2,15 86886 57,41
2.
ASP 8,25 7009 7,98
ACS-K 2,15 86841 57,38
3.
ASP 8,26 6932 7,89
Tabulka 17 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku B3
Priamérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 57,42 0,04 57,42 + 0,04
ASP 7,94 0,04 7,94 + 0,04
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Tabulka 18 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku C1

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 38767 24,43
1.
ASP 7,89 19072 22,52
ACS-K 2,15 38855 24,49
2.
ASP 7,89 19107 22,56
ACS-K 2,15 38927 24,54
3.
ASP 7,93 19048 22,49
Tabulka 19 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku C1
Primérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 24,49 0,04 24,49 £ 0,04
ASP 22,53 0,03 22,53 +0,03
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Tabulka 20 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku C2

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 38533 24,27
1.
ASP 8,27 17782 20,97
ACS-K 2,15 38582 24,30
2.
ASP 8,27 17761 20,94
ACS-K 2,15 38530 24,27
3.
ASP 8,27 17798 20,99
Tabulka 21 Praimérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku C2
Priamérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 24,28 0,02 24,28 + 0,02
ASP 20,96 0,02 20,96 + 0,02
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Tabulka 22 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku C3

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 70721 46,33
1.
ASP 8,21 18340 21,64
ACS-K 2,15 70914 46,47
2.
ASP 8,23 18310 21,60
ACS-K 2,14 70909 46,46
3.
ASP 8,26 18325 21,62
Tabulka 23 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku C3
Priamérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 46,42 0,06 46,42 + 0,06
ASP 21,62 0,01 21,62 +0,01
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Tabulka 24 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku D1

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 78758 51,84
1.
ASP 8,29 41966 50,11
ACS-K 2,15 78732 51,82
2.
ASP 8,30 41971 50,11
ACS-K 2,15 78765 51,85
3.
ASP 8,30 41964 50,11
Tabulka 25 Pramérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku D1
Priamérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 51,84 0,01 51,84 +£0,01
ASP 50,11 0,01 50,11 £0,01
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Tabulka 26 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku D2

Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla
Méreni ) ) 1
sladidla [min] [mAU] [mg.I]
ACS-K 2,15 85098 56,19
1.
ASP 8,31 41627 49,70
ACS-K 2,15 84618 55,86
2.
ASP 8,29 41908 50,04
ACS-K 2,14 85070 56,17
3.
ASP 8,29 41796 49,90
Tabulka 27 Praimérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku D2
) Priamérny obsah L L
Druh umélého sladidla ) L S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]
ACS-K 56,07 0,15 56,07 £ 0,15
ASP 49,88 0,14 49,88 + 0,14
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Tabulka 28 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku D3

Meten Druh umélého Reten¢ni ¢as Plocha piku | Obsah sladidla

sladidla [min] [MmAU] [mg.I™]
ACS-K 2,13 90632 59,98

- ASP 7,97 42931 51,27
ACS-K 2,13 90491 59,88

: ASP 7,99 42925 51,26
ACS-K 2,13 90369 59,80

. ASP 8,00 42890 51,22

Tabulka 29 Primérny obsah ACS-K a ASP ve vzorku D3

Primérny obsah 1 1
Druh umélého sladidla ) " S.D. [mg.I"] n [mg.l™]
sladidla [mg.I"]

ACS-K 59,89 0,07 59,89 £ 0,07

ASP 51,25 0,02 51,25+ 0,02

Provedenou analyzou bylo u vzork zjisténo toto primérné mnozstvi obou umélych sladi-
del: pramenita voda A1 obsahovala 1,49 + 0,01 mg.I"" acesulfamu K a 1,60 + 0,06 mg.I™
aspartamu. Ve vzorku A2 bylo naméteno 1,68 = 0,01 mg.l'1 acesulfamu K a 2,54 + 0,01
mg.l'1 aspartamu. Vzorek oznacen kodem A3 obsahoval 1,58 + 0,02 mg.l'1 ACS-K a2,01+
0,01 mg.I"* ASP.

Mineralni voda B1 obsahovala 54,68 + 0,06 mg.I* ACS-K a 18,66 + 0,03 mg.I™* ASP. Ve
vzorku mineralni vody B2 byl analyzou detekovan obsah ACS-K 57,68 + 0,10 mg.l'1 a
21,74 £ 0,04 mg‘l'1 ASP. Vzorek B3 se vyznacoval obsahem 57,42 + 0,04 rng.l'l ACS-K a
7,94 + 0,04 mg.1I™" ASP.
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V mineralni vod& C1 byl ACS-K detekovan v mnozstvi 24,49 + 0,04 mg.l™”, aspartam
22,53 + 0,03 mg.l'l. Primérné mnozstvi acesulfamu K ve vzorku C2 bylo 24,28 + 0,02
mg.l'l, aspartam byl naméfen v mnozstvi 20,96 + 0,02 mg.l'l. Ve vzorku C3 byl zjistén
obsah acesulfamu K 46,42 + 0,06 mg.1* a 21,62 + 0,01 mg.I"* aspartamu.

Mineralni voda D1 se vyznacovala obsahem 51,84 + 0,01 mg.l'1 acesulfamu K a 50,11 +
0,01 mg.I™ aspartamu. Acesulfam K byl u vzorku D2 zastoupen v mnoZstvi 56,07 + 0,15
mg.I™, aspartamu v témZe vzorku bylo 49,88 + 0,14 mg.I"". Vzorek D3 prim&mé obsaho-
val 59,89 + 0,07 mg.I* acesulfamu K a 51,25 + 0,02 mg.I"* aspartamu.

Z prehledné tabulky v ptiloze P IV lze pro srovnani vycist slozeni deklarované vyrobcem
na etiketé¢ a primérny obsah obou sladidel ve vSech analyzovanych vzorcich. Pramenita
voda oznacena kédem A (1,2,3) ve vSech tfech riznych ptichutich pokazdé obsahovala
okolo 1,49 — 1,58 mg.l'1 acesulfamu a téméf srovnatelné mnozstvi aspartamu. Tento rela-
tivné nizky obsah obou umélych sladidel 1ze vysvétlit slozenim téchto pramenitych vod.
Vedle ACS-K a ASP vyrobce uvadi invertovany cukr, cyklamat sodny a sacharin. Podle
Zakona €. 110/1997 Sb. O potravinach a tabakovych vyrobcich, ve znéni pozdéjsich pied-
pist, je povinen vyrobce uvadét do slozeni vyrobku slozky, z nichz je potravina sloZena,
sestupné podle obsahu v potraving; slozky tvotici méné nez 2 % mnozstvi kone¢ného vy-
robku mohou byt uvedeny v rizném potadi za ostatnimi slozkami. Z takovych udaji da-
nych zakonem Ize usuzovat, ze v téchto analyzovanych pramenitych vodach dodaval slad-

kou chut’ ve vétsi mife prave invertovany cukr.

Na zakladé ¢lanku Determination of nine high-intensity sweeteners in various foods by
high-performance liquid chromatography with mass spectrometric detection, od autori
Agata Zygler, Andrzej Wasik, Agata Kot-Wasik a Jacek Namiesnik [56], 1ze usuzovat, ze
eluce deviti nejvyznamnégjSich umélych sladidel pfi analyze probihd v nésledujicim potadi:
ACS-K, sacharin, cyklamat, ASP, sukraloza, dulcin, alitam, NHDC a neotam. Chromato-
gram, ktery ve svém c¢lanku tito autofi uvadi, 1ze nalézt v ptiloze P V. Pro srovnani je na
dal$im obrazku v ptiloze P VI uveden chromatogram pramenité vody A3. Pro potvrzeni, Ze
pik (oznacen na obrazku cislem 1) patii ACS-K, byl proveden ptidavek standardu do vzor-
ku. Na obréazku v pfiloze P VI je zachycen stav po ptidavku ACS-K. Pfi chromatografické
separaci na reverzni fazi je potadi eluce jednotlivych sladidel, pfi pouZiti obvyklych staci-
onarnich a mobilnich fazi, vzdy stejné. TR ACS-K < TR SAC < TR CYC < Tgr ASP (Tr =
retencni ¢as). Vzhledem k tomu, Ze standardy sacharinu a cyklamatu nebyly k dispozici a

rovnéZz nebylo mozné vyuzit hmotnostniho detektoru, bylo nutné pokusit se tato sladidla



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

identifikovat srovnanim prabéhtit UV spekter. Sacharin obsahuje ve své struktufe aromatic-
ké jadro a ketoskupinu. Z toho lze usuzovat na zvySenou absorbanci v oblasti 280 i 254
nm. Tomuto predpokladu piesné odpovida pik €. 2. Naopak molekula cyklamatu neobsahu-
je ve své struktufe zadny chromofor. Toto sladidlo se pomoci UV detektoru stanovuje
v oblasti 200 — 210 nm jen velmi tézko. Pti vinové délce 210 nm lze u cyklamatu ocekavat
jen velmi nizkou absorbanci. Proto, i v pfipadé, Ze je koncentrace sacharinu ve vzorku niz-
§i nez koncentrace cyklamatu, jsou jejich hodnoty absorbance pii 210 nm v opacném po-
méru. Samotny cyklamat 1ze s nejvétsi pravdépodobnosti piisoudit jednomu z drobnych
pikt v oblasti Tr = 4 min. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni domnénky by stacilo provést prida-
vek standardii sacharinu a cyklamatu do vzorku nebo proméfit hmotnostni spektra. Pik,
oznacen na obrazku ¢islem 3, patii aspartamu. Mirny posun v retenénich ¢asech byl zpliso-

ben vzajemnou interferenci umélych sladidel a ostatnich slozek ve vzorku.

Autofi Agata Zygler, Andrzej Wasik a Jacek Namies$nik ve své praci [11] uvadi, Ze velmi
Casto vyrobci pouzivaji kombinaci sacharinu a cyklamatu v poméru 1:10. Hotka pachut’
sacharinu je maskovana cyklamatem a nepfijemna pachut’ cyklamatu je maskovana sacha-
rinem. To vysvétluje spoleéné pouziti téchto dvou umélych sladidel ve vzorcich oznade-

nych kédem A (1,2,3).

Zajimavé vysledky pfinasi analyzy mineralnich vod pod kodem B (1,2,3). Vyrobce téchto
vod je totozny jako u vzorktl D (1,2,3). Ve vSech tfech vzorcich B (1,2,3) byl detekovan
vyss§i obsah acesulfamu K (54,68 mg.l'1 — 57,68 mg.I""), kdezto aspartam byl obsaZen
v mnozstvi 7,94 mg.I" az 21,74 mg.I"". Takovy rozdil v ptidavcich obou sladidel u zadnych
jinych zde analyzovanych vzorki nebyl zjistén. Nizsi obsah aspartamu byl s nejvétsi prav-

dépodobnosti zptisoben jeho degradaci.

Nejvyssi obsah umélych sladidel byl detekovan u vzorkli mineralnich vod oznacenych ko-
dem D (1,2,3). Obsahovaly od 51,84 mg.I"* — 59,89 mg.I™* acesulfamu K a 49,88 mg.I"* —
51,25 mg.l'1 aspartamu. Vysoky podil umélych sladidel by mohl byt zptisoben skutecnosti,
ze mineralni vody dale ve svém slozeni neobsahuji zZadny piidany cukr. Vyrobce navic

specialnim oznacenim doporucuje tyto mineralni vody osobam, které dbaji na Stihlou linii.

Mineralni voda pod kédem D2 byla zajimava svym obsahem benzoatu sodného. Byla pro-
vedena chromatografickd analyza kyseliny benzoové za stejnych podminek, kterym byly
podrobeny vzorky. Kyselina benzoova je bila krystalickd latka, ve vodé se Spatné rozpous-

ti, a proto se ¢astéji do napojl aplikuje jeji sodna stl (benzoat sodny), ktera je ve vodé roz-
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pustna velmi dobfie [58]. Krystalicka kyselina benzoova proto byla rozpusténa v metanolu
a podrobena analyze. Chromatogramy mineralni vody D2 a kyseliny benzoové jsou uvede-
ny v piiloze P XI. Z obou chromatogramu Ize vy¢ist, ze ve vzorku byla s jistotou potvrzena
1 pfitomnost benzoové kyseliny. Mirny posun v retencnich ¢asech byl opét zpiisoben vza-

jemnou interferenci slozek ve vzorku ¢i ta skute¢nost, Ze se jednalo o jeji sodnou stl.

Vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a
extrak¢nich rozpoustédel pti vyrobé¢ potravin Pfil. 5, uvadi seznam sladidel povolenych pfi

vyrob¢ potravin a skupin potravin, podminky jejich pouziti a povolené mnozstvi.

Pro ochucené nealko ndpoje se sniZenou energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru
a napojové koncentraty pro pripravu téchto napoji (po natedéni podle ndvodu vyrobce) je
uvedeno nejvyssi povolené mnozstvi 350 mg.1™ acesulfamu K. Pro aspartam je toto mnoz-
stvi vy§si — vyhlagka uvadi 600 mg.1™. Z vysledkil provedené analyzy Ize tedy usoudit, Ze
zadny ze vzorkl neobsahoval vyssi nez povolené mnozstvi téchto dvou umélych sladidel.
Nejvyssi zjisténé hodnoty ACS-K i ASP byly naméfeny u vzorku D3. Tento vysledek lze
vysvétlit slozenim analyzovaného vzorku mineralni vody D3. Vzhledem k tomu, ze vyrob-
ce ve slozeni uvadi mj. kyselinu citronovou, citronan sodny, CO2, rozpustnou vldkninu a
L-karnitin, se 1ze domnivat, Ze sladidla aspartam 1 acesulfam K byly pouzity ve vétSim
mnozstvi proto, aby této mineralni vodé dodaly ptevladajici sladkou chut’; v nizsich kon-

centracich by mohl byt vjem sladké chuti interferovan dal§imi slozkami vzorku.

Zdroj [56] uvadi, Ze napt. ve vzorku syceného napoje (oznaceného Cislem 1) bylo zjisténo
mnozstvi 128,5 + 1,2 ACS-K a 443,3 = 7,1 ASP. Zdroj blize neuvadi, o jaké vzorky se
jednalo.

ADI u aspartamu je stanoveno na 40 mg.kg™ pro Kanadu a evropské zemé, v USA &ini
hodnota ADI 50 mg.kg™. Pro acesulfam K byla stanovena hodnota ADI na 15 mg.kg™.
Z t&chto informaci je zfejmé, Ze u vzorkid nebyla piekrocena hodnota ADI. Lze tedy kon-
statovat, Ze vSechny zde analyzované vzorky ochucenych minerdlnich a pramenitych vod

vyhovuji normém a nepiekracuji povolené¢ mnozstvi ADI.
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ZAVER
Cilem prace bylo nalézt optimalni chromatografické podminky pro simultdnni stanoveni
umélych sladidel acesulfamu K a aspartamu pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromato-

grafie (HPLC). Vybrand metoda byla aplikovana na vzorky mineralnich a pramenitych

vod.

Pro stanoveni um¢lych sladidel v napojich existuje nékolik metod. Pii vybéru té nejvhod-
n¢j$i vzdy zalezi na slozeni ndpoje a dostupné laboratorni technice. V nasem piipad¢ byl
k analyze pouzit pfistroj typu UltiMate 3000 RS Column Compartment; Dionex, a technika

separace na reverzni fazi.

Analyza vzorkil byla provedena v izokratickém rezimu pii pratoku mobilni faze 0,8
ml.min™. Béhem analyzy, jejiz doba byla 15 min, byla udrZovana teplota termostatu kolo-
ny 30 °C. Signal byl sniman detektorem diodového pole (DAD) pii vinovych délkach 210,
220, 254 a 270 nm.

Mobilni faze A byl pufr (0,1 mol.dm™ roztok KH,PO4 o pH 4,5; Giprava pH byla provedena
pomoci H3PO,), faze B metanol (CH3OH). Pomér pufru a metanolu A:B byl 7:3. Jako sta-
cionarni faze byl pouzit vhodny oktadecylsilikagel, kolona Ascentis Express C18 (velikost
¢astic 2,7 pm, rozmér kolony 150 % 4,6 mm). Jako pfedkolona byla pouZzita Ascentis EX-
press C18 guard cartridge (2,7 um, 5 x 4,6 mm). Vzhledem k tomu, Ze vzorky neobsahova-
ly barviva a ve vét§im mnoZstvi bilkoviny ani tuky, byla vynechana SPE extrakce. Néasle-
dovalo odplynéni a filtrace pfes 0,45 pm, 13 mm nylonovy stfikackovy filtr, a poté bylo

pfistoupeno k analyze.

K sestrojeni kalibra¢nich kfivek byly pouzity standardy acesulfamu K a aspartamu. Chro-
matografické podminky pro méfeni byly shodné jako u stanoveni obou téchto sladidel ve

vzorcich.

Pro kvantitativni analyzu umélych sladidel acesulfamu K a aspartamu bylo vybrano 12
vzorkll mineralnich a pramenitych vod od tfi riznych vyrobcii, ve tfech prichutich. Kazda
mineralni nebo pramenita voda byla v této praci oznacena unikatnim dvoumistnym kodem.
Pismeno v kodu vzdy popisuje jednu sadu tfi analyzovanych vod prodavanych pod stejnym
obchodnim nazvem, Cislem je oznacena ruzna ptichut. Kédem A byly popsany 3 prameni-

té vody, pod kody B, C a D se nachazi mineralni vody.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 63

Firma, ktera vyrabi mineralni vody zde uvadéné pod kédem D (1,2,3), se vyznacuje tim, ze
ve svém sortimentu nabizi i mineralni vody pfimo vyrobené pro Kaufland. Tyto vzorky

byly také podrobeny analyze. V této praci maji oznaceni B (1,2,3).

Provedenou analyzou bylo u vzorki zji$téno toto praimérné mnozstvi obou umélych sladi-
del: pramenita voda A1 obsahovala 1,49 + 0,01 mg.I"" acesulfamu K a 1,60 + 0,06 mg.I™
aspartamu. Ve vzorku A2 bylo namé&feno 1,68 + 0,01 mg.I" acesulfamu K a 2,54 + 0,01
mg.l'1 aspartamu. Vzorek oznac¢en kodem A3 obsahoval 1,58 = 0,02 mg.l'1 ACS-Ka2,01=+
0,01 mg.I"* ASP.

Mineralni voda B1 obsahovala 54,68 + 0,06 mg.l'1 ACS-K a 18,66 = 0,03 mg.l‘1 ASP. Ve
vzorku mineréalni vody B2 byl analyzou detekovan obsah ACS-K 57,68 + 0,10 mg.l™ a
21,74 + 0,04 mg.I"* ASP. Vzorek B3 se vyznagoval obsahem 57,42 + 0,04 mg.1™* ACS-K a
7,94 + 0,04 mg.l'1 ASP. V minerélni vodé¢ C1 byl ACS-K detekovan v mnozstvi 24,49 +
0,04 mg.l’l, aspartam 22,53 + 0,03 mg.l'l. Prumérné mnozstvi acesulfamu K ve vzorku C2
bylo 24,28 + 0,02 mg.I™, aspartam byl namé&Fen v mnozstvi 20,96 + 0,02 mg.1™". Ve vzorku
C3 byl zjistén obsah acesulfamu K 46,42 + 0,06 mg.1™ a 21,62 + 0,01 mg.I* aspartamu.
Mineralni voda D1 se vyznacovala obsahem 51,84 + 0,01 mg.Y1 acesulfamu K a 50,11 +
0,01 mg.I"* aspartamu. Acesulfam K byl u vzorku D2 zastoupen v mnozstvi 56,07 + 0,15
mg.l'l, aspartamu v témze vzorku bylo 49,88 + 0,14 mg.l'l. Vzorek D3 primérné obsaho-
val 59,89 + 0,07 mg.l'l acesulfamu K a 51,25 + 0,02 mg.l'1 aspartamu.

Zajimave vysledky pfinesly analyzy mineralnich vod pod kodem B (1,2,3). Vyrobce téchto
vod je totozny jako u vzorkii D (1,2,3). Ve vSech tfech vzorcich B (1,2,3) byl detekovan
vy§s$i obsah acesulfamu K (54,68 mg.I" — 57,68 mg.I""), kdezto aspartam byl obsaZen
V mnozstvi 7,94 rng.l'l az 21,74 mg.l'l. Takovy rozdil v ptidavcich obou sladidel u zddnych
jinych zde analyzovanych vzorkl nebyl zjiStén. Niz§i obsah aspartamu byl s nejvétsi prav-

dépodobnosti zptisoben jeho degradaci.

U mineralnich vod C (1,2,3) — ve vSech tiech pfichutich — byla navic potvrzena pfitomnost
benzoanu sodného a kyseliny sorbové. U vody D2 byla analyzou potvrzena piitomnost

konzervantu benzoanu sodného.

Chromatogramy vybranych analyzovanych vzorki a prehledné tabulka obsahujici kodova-
ni vzorkd, jejich slozeni a detekovany obsah umélych sladidel ACS-K a ASP, se nachazi

v ptilohach P I — XI.
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Na zaklad¢ zjisténého mnozstvi sladidel a jejich porovnanim s normou Ize konstatovat, ze
vSechny zde analyzované vzorky ochucenych minerdlnich a pramenitych vod vyhovuji

normdm a nepiekracuji povolené mnozstvi ADI.

Pfifazeni obchodnich nazvi vzorki k jejich kédim bude provedeno pii obhajobé této di-

plomové prace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACS-K

ASP

HPLC

UHPLC

ADI

WHO

FAO

JECFA

EFSA

CcC

PP

TLC

GC

Acesulfam K

Aspartam

High Performance Liquid Chromatography
Kapalinova chromatografie

Ultra High Performance Liquid Chromatography
Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

Acceptable Daily Intake

Doporucena denni piijatelna davka

World Health Organization

Svétova zdravotnicka organizace

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Svétova organizace pro vyzivu

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
Sdruzeni odborniki pro potravinaf. pfidat. |. zahrnujici ¢leny z FAO a WHO
European Food Safety Autority

Evropska potravinova bezpecnostni agentura

Column Chromatography

Kolonové chromatografie

Paper Chromatography

Papirova chromatografie

Thin Layer Chromatography

Chromatografie na tenké vrstvé

Gas Chromatography

Plynova chromatografie
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SFC

LSC

LLC

GPC

IEC

CZE

FIA

FTIR

NP-HPLC

RP-HPLC

HPLC-UV

Syringe

SPE

Supercritical Fluid Chromatography

Fluidni chromatografie

Liquid-Solid Chromatography

Adsorp¢ni chromatografie

Liquid-Liquid Chromatography

Rozd¢€lovaci (adsorpcni) chromatografie

Gel Permeation Chromatography

Gelova (permeacni) chromatografie

lon-Exchange Chromatography

Iontovéa chromatografie

Capillary Zone Electrophoresis

Kapilarni zénova elektroforéza

Flow Injection Analysis

Pratokova injek¢ni analyza

Fourier transform infrared (spectroscopy)

Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci
Normal Phase - High Performance Liquid Chromatography
Kapalinové chromatografie na normalnich fazich

Reverse Phase - High Performance Liquid Chromatography
Kapalinova chromatografie na obracenych (reverznich) fazich
High Performance Liquid Chromatography - Ultraviolet
Kapalinova chromatografie s UV detekci

Stiikackovy (filtr)

Solid Phase Extraction

Extrakce tuhou fazi
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PRILOHA P I: CHROMATOGRAM STANDARDU ACS-K
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PRILOHA P II: CHROMATOGRAM STANDARDU ASP
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Obréazek 10 Standard aspartam o koncentraci 80 pg.ml™



PRILOHA P III: CHROMATOGRAM SMESI STANDARDU ACS-K A ASP
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Obrazek 11 Smés standardli acesulfamu K a aspartamu. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP



PRILOHA P IV: SOUHRNNA TABULKA S KODOVANIM VZORKU, PRUMERNYM OBSAHEM A SLOZENIM

Kod vzorku

Primérny obsah ACS-K [mg.I™"]

Primérny obsah ASP [mg.I"]

Slozeni vzorku

Al 1,49 + 0,01 1,60 + 0,06 pramenita voda, invertovany cukr, CO,, kyselina citronova,
aroma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam
A2 1,68 + 0,01 2,54 +0,01 pramenita voda, invertovany cukr, CO,, kyselina citronova,
aroma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam
A3 1,58 + 0,02 2,01 +0,01 pramenita voda, invertovany cukr, CO,, kyselina citronova,
aroma, cyklamat sodny, sacharin, acesulfam K, aspartam
B1 54,68 + 0,06 18,66 = 0,03 mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO»,
kyselina citronova,
B2 57,68 + 0,10 21,74 + 0,04 mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO,
kyselina citronova
B3 57,42+ 0,04 7,94 + 0,04 mineralni voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO,,
kyselina citronova,
C1 24,49 + 0,04 22,53 + 0,03 pfirodni mineralni voda, cukr, CO,, kyselina citronova, aroma,
konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K
c2 2428 + 0,02 20,96 £ 0,02 ptirodni mineralni voda, cukr, CO,, kyselina citronova, aroma,
konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K
C3 46,42 + 0,06 21,62 +0,01 ptirodni mineralni voda, cukr, CO,, kyselina citronova, aroma,
konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K
D1 51,84 + 0,01 50,11 0,01 mineralni voda, kyselina citronova, CO,, aroma, acesulfam K,
aspartam
D2 56,07 + 0,15 49,88 + 0,14 mineralni voda, kyselina citronova, aroma, konzervant benzoéat
sodny, acesulfam K, aspartam
D3 59,89 + 0,07 51,25+ 0,02 mineralni voda, kyselina citronova, citronan sodny, CO, roz-

pustna vlaknina, L-karnitin, aroma, aspartam, acesulfam K.




PRILOHA P V: CHROMATOGRAM DEVITI ANALYZOVANYCH SLADIDEL [56]
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Obrazek 12 Chromatogram deviti analyzovanych umélych sladidel. Pozn. SAC = sacharin, CYC = cyklamat,
SCL = sukraléza, DUL = dulcin, ALI = alitam, NHDC = neohesperidin dihydrochalkon, NEO = neotam [56].
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PRILOHA P VI: CHROMATOGRAM VZORKU A3
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Obrazek 13 Vzorek A3. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = sacharin, 3 = ASP
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PRILOHA P VII: CHROMATOGRAM VZORKU B3
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Obrazek 14 VVzorek B3. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP




PRILOHA P VIII: CHROMATOGRAM VZORKU C2
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Obrazek 15 Vzorek C2 po ptidavku standardu ACS-K. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP, 3 = benzoova kyselina, 4 = sorbova kyselina



PRILOHA P IX: CHROMATOGRAMY KYSELINY BENZOOVE, KYSELINY SORBOVE A VZORKU C2
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Obrazek 16 V chromatografech pod sebou: kyselina benzoova, kyselina sorbova, vzorek C2. Pozn. 1 = ACS-K, 2 =

i v |

| 4 [IUV (220 O]
| WLV (254, 0nm)
WUV [270.0nm]

ASP, benzoova kyselina = 3, sorbova kyselina = 4



PRILOHA P X: CHROMATOGRAM VZORKU D1
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Obrazek 17 Vzorek D1 po ptidavku ACS-K. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP




PRILOHA P XI: CHROMATOGRAM VZORKU D2 A KYSELINY BENZOOVE
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Obrazek 18 V chromatografech pod sebou: vzorek D2, kyselina benzoova. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP, 3 = kyselina benzoova




