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ABSTRAKT 

Diplomová práce je zaměřena na simultánní stanovení umělých sladidel acesulfamu K a 

aspartamu pomocí vysoce účinné kapalinové chromatografie (HPLC). Byly nalezeny opti-

mální chromatografické podmínky pro jejich analýzu. Dále bylo stanoveno množství obou 

umělých sladidel ve vybraných vzorcích minerálních a pramenitých vod.  
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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. 
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ÚVOD 

Umělá sladidla, patřící mezi širokou skupinu aditivních látek, prodělala za poslední dvě 

desetiletí velký rozvoj. Stala se poměrně běžnou součástí mnoha potravin a nápojů. Posky-

tují vjem sladké chuti, nezpůsobují zubní kaz a zároveň svým složením nedodávají téměř 

žádnou energii, což oceňují hlavně diabetici a další lidé, kteří dbají na vyvážený denní pří-

sun kalorií.  

Umělá sladidla jsou látky vyrobené chemickou cestou a podléhají přísným legislativním 

požadavkům. Všechna tato sladidla byla podrobena dlouholetým zkoumáním jejich bez-

pečnosti a následně pro každé z nich byla stanovena doporučená denní dávka (ADI -

Acceptable Daily Intake). Pokud hodnota ADI není překročena, nemělo by pro spotřebitele 

hrozit žádné zdravotní riziko. Přesto se u vnímavých osob mohou, obzvlášť při časté kon-

zumaci těchto sladidel, objevit vedlejší nežádoucí účinky. 

Jedním z nejpoužívanějších a nejdiskutovanějších umělých sladidel je aspartam. Sladidlo 

je zdrojem fenylalaninu a z tohoto důvodu jej nesmí konzumovat osoby trpící fenylketonu-

rií. Při jeho časté konzumaci byly zaznamenány škodlivé příznaky jako otupělost, bolesti 

hlavy, únava, zvyšování hmotnosti, nespavost aj. Aspartam se často používá ve směsi 

s acesulfamem K. Příkladem jejich společné kombinace v nápojích jsou některé limonády, 

minerální a pramenité vody. Limonády obsahují vysoké množství sacharidů, konzervač-

ních látek, barviv aj., a ze zdravotního hlediska se rozhodně nevyznačují příznivým účin-

kem na lidský organizmus. Sacharidy (tedy spíše formulujme termín cukry) obsažené 

v limonádách napomáhají ke vzniku zubního kazu a jejich vysoká spotřeba, zároveň se 

zvýšenou konzumací tučných jídel a nedostatkem pohybu, způsobují v konečném důsledku 

nadváhu a obezitu. Tyto slazené nápoje nejsou svým složením vhodné pro děti a dospělí by 

je měli konzumovat v omezené míře. Z tohoto hlediska se doporučuje pít především neo-

chucené minerální a pramenité vody. Dodávají lidskému organizmu mj. hořčík, sodík, 

vápník, draslík a stopové prvky (fluór). Mnohé z ochucených minerálních vod jsou ale 

přislazovány cukrem, cukernými sirupy, invertním cukrem i umělými sladidly. Z etiket 

těchto nápojů lze vyčíst obsah cukrů, ale obsah umělých sladidel se mnohdy neuvádí. 

K jejich stanovení je možné použít metodu HPLC (High Performance Liquid Chromato-

graphy – vysoko účinnou kapalinovou chromatografii). Tato práce se zabývá kvantitativ-

ním stanovením sladidel acesulfamu K a aspartamu pomocí metody HPLC s UV detekcí.   
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Optimalizovaná metoda pro simultánní stanovení těchto dvou sladidel byla aplikována na 

vzorky minerálních a pramenitých vod. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 VNÍMÁNÍ SLADKÉ CHUTI 

Chuť je vnímána pomocí chuťových pohárků umístěných na povrchu jazyka; u člověka se 

jich na jazyku nachází okolo 10 000. Chuťové pohárky přijímají chemické informace, které 

souvisí s příjmem potravy. Pokud dojde k jejich stimulování, nastává reflexní sekrece trá-

vicích šťáv, např. slin a žaludeční šťávy. 

Dosud jsou známy čtyři základní typy chuťových vjemů – sladké, slané, kyselé, hořké. 

Kyselý vjem je zprostředkován protony, slanost ionty anorganických solí, hořká chuť je 

kromě organických látek vyvolána solemi hořčíku a vápníku [1]. Sladkost je zprostředko-

vána z větší části organickými látkami (z anorganických např. solemi olova). Podmínkou 

vnímání sladké chuti je dostatečná rozpustnost látek ve vodě [1,2]. 

1.1 Sladivost 

Přírodní i umělá sladidla se navzájem liší rozdílnou sladivostí. Plnou a přijatelnou chutí i 

při vysoké koncentraci vyniká disacharid sacharóza. Z tohoto důvodu se používá jako 

standard sladké chuti při senzorickém hodnocení sladkosti látek (10% roztok sacharózy má 

sladkost 1) [3]. Míra vjemu sladkých látek závisí na jejich koncentraci v roztoku, teplotě, 

přítomnosti jiných látek aj. Umělá sladidla, vyrobená chemickou cestou, se vyznačují vý-

znamně vyšším stupněm sladivosti než glukóza, fruktóza, maltóza nebo laktóza. Sladivost 

dalšího přírodního sladidla steviosidu, izolovaného z listů rostliny Stevia rebaudiana (Ber-

toni) Hemsl., je až 300krát vyšší než sladivost sacharózy. Vysokou sladivostí rovněž vyni-

ká mj. i taumatin (sladce chutnající bílkoviny izolované z plodu byliny Katamfe – Thauma-

tococcus danielli Benth.)[4]. Seznam vybraných přírodních sladidel a jejich stupeň sladi-

vosti uvádí tabulka1, nejčastěji používaná umělá sladidla v nápojích lze vidět v tabulce 2. 

 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 14 

 

Tabulka 1 Vybraná přírodní sladidla a jejich stupeň sladivosti [4]  

Název přírodního sladidla Sladivost 

Sacharóza 1,0 

Glukóza 0,5 – 0,7 

Fruktóza 1,3 – 1,8 

Maltóza 0,3 – 0,5 

Laktóza 0,2 – 0,4 

Steviosid 300,0 

Taumatin 3 000,0 

 

Tabulka 2 Nejčastěji používaná umělá sladidla v nápojích [4] 

Název umělého sladidla E kód sladidla 
Sladivost 

(sacharóza = 1,0) 

Acesulfam K E 950 200 

Aspartam E 951 350 

Cyklamáty E 952 30 

Sacharin sodný E 954 300 

Sukralóza E 955 500 
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2 CHEMICKÉ LÁTKY VYKAZUJÍCÍ SLADKOU CHUŤ 

Pro slazení nápojů, potravin a léků nekalorickými náhražkami sacharózy mohou být použi-

ty buď syntetické sloučeniny, anebo přírodní produkty. V USA byla schválena čtyři umělá 

sladidla – sacharin, aspartam, acesulfam K a sukralóza. V Japonsku a některých dalších 

zemích se ke slazení používají rostlinné látky, např. diterpenoidní glykosid steviosid a bíl-

kovina taumatin [5]. V ČR je povoleno používat do nápojů a potravin jen vybraná sladidla. 

Druhy a podmínky použití přídatných látek a extrakčních rozpouštědel při výrobě potravin 

uvádí Vyhláška č. 4/2008 Sb. a její příloha č.5 [6]. Označováním, balením potravin a jejich 

uváděním do oběhu se zabývá Zákon č. 110/1997 Sb., o potravinách a tabákových výrob-

cích [7].  

Umělá sladidla, používající se jako náhrada za sacharózu, např. při redukčních dietách, 

jsou připravena chemickou cestou. Na rozdíl od sacharózy nepodporují růst bakterií v duti-

ně ústní, a tak napomáhají předcházet vzniku zubního kazu. Umělá sladidla se nejčastěji 

používají ke slazení nápojů (čajů, kávy, kakaa, limonád apod.) i minerálních a pramenitých 

vod. Lze je dělit do dvou základních skupin: 

1. Chemicky připravená umělá sladidla (umělá sladidla v užším slova smyslu) 

2. Náhradní cukry [8].  

Podle jiného zdroje [9] lze dělit sladidla na kalorická a nekalorická. 

1. Kalorická sladidla: fruktóza, sorbit (obsahují téměř stejné množství energie jako 

sacharóza). 

2. Nekalorická sladidla: aspartam, acesulfam K, sacharin, sukralóza, neohesperidin 

dihydrochalkon, taumatin, alitam (uplatňují se při dodržování redukční diety a ne-

způsobují zubní kaz) [9].   
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3 UMĚLÁ SLADIDLA 

Umělá sladidla tvoří důležitou třídu potravinářských přísad, které jsou obvykle používané 

v potravinách, nápojích, cukrářství a ve farmaceutickém průmyslovém odvětví. Poskytují 

percepci sladké chuti, ale zároveň malý či nulový přísun energie. Umělá sladidla patří mezi 

nejvíce kontroverzní aditiva kvůli podezření z nepříznivých zdravotních účinků [10]. Na 

jedné straně vynikají užitečnými vlastnostmi a jsou vhodné pro lidi trpící cukrovkou. Na 

straně druhé jim často bývají připisovány vedlejší účinky jako působení dermatologických 

potíží, bolesti hlavy, střídání nálady, změny chování, dýchací potíže, záchvaty, alergie a 

rakovina.  

Prokázanou bezpečnost umělých sladidel uvádí doporučená denní přijatelná dávka ADI, 

kterou stanovila Světová zdravotnická organizace (WHO – World Health Organization) a 

Světová organizace pro výživu (FAO – Food and Agriculture Organization of the United 

Nations) [8]. U většiny potravinářských přísad existuje tzv. maximální možná spotřeba 

(sladidel a nápojů), která nepovede k překročení limitu denní přijatelné dávky (ADI).  

Umělá sladidla mohou být používána odděleně či ve směsi s jinými sladidly. V nynější 

době je v potravinářství běžný trend používat směsi sladidel, protože některé ze sladidel 

může mít jako vedlejší účinek různé pachutě, a to by mohlo omezit jeho aplikaci v jídlech 

a nápojích. Příkladem takové směsi je sacharin a cyklamát smíchaný v poměru 1:10. Hořká 

pachuť sacharinu je maskovaná cyklamátem a nepříjemná pachuť cyklamátu, vnímaná 

některými lidmi, je maskovaná sacharinem [8,11,12]. 

3.1 Umělá sladidla nejčastěji používaná ke slazení nápojů 

Z etiket nápojů běžně dostupných v obchodní síti v ČR lze většinou snadno vyčíst, jaká 

sladidla byla při výrobě použita. Např. u limonád se velmi často objevuje invertovaný cukr, 

sirup, glukózový sirup a umělá sladidla. Do ochucených minerálních vod Mattoni a Dobré 

vody se přidává cukr, Hanácká kyselka obsahuje cukr a sacharin, Ondrášovka a Poděbrad-

ka jsou slazeny cukrem, aspartamem a acesulfamem K (v závislosti na příchuti), Odyseus 

(kromě těchto dvou umělých sladidel) obsahuje i cukr. Pramenitá voda Aquila Aquabeauty 

je slazena fruktózou, Rajec glukózovým sirupem nebo fruktózou a v pramenité vodě Ko-

runní (různé příchutě) je vedle invertovaného cukru obsažen i cyklamát sodný, sacharin, 

acesulfam K a aspartam. Korunní Silueta je slazena sukralózou. 
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Nejvíce zastoupená kombinace umělých sladidel byla aspartam s acesulfamem K. Z tohoto 

důvodu byly pro analýzu vybrány vzorky minerálních a pramenitých vod, které právě tato 

dvě umělá sladidla obsahovala.  

 

 

 

 

Obrázek 1 Pramenitá voda 

slazená fruktózou 
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4 VYMEZENÍ POJMŮ 

4.1 Minerální voda 

Přírodní minerální voda je mikrobiologicky čistá podzemní voda získaná ze zdroje přírodní 

minerální vody, o němž bylo vydáno osvědčení Ministerstva zdravotnictví a tento zdroj 

dále splnil požadavky Lázeňského zákona č.164/2001 Sb. (např. kromě stanovení pásma 

hygienické ochrany se musí prokázat, že podzemní voda má prospěšné fyziologické účinky 

na lidský organizmus). 

Vyhláška č. 423/2001 Sb. rozlišuje pět druhů minerálních vod podle stupně mineralizace: 

1. velmi slabě mineralizované s obsahem rozpuštěných pevných látek do 50 mg.l
-1

, 

2. slabě mineralizované s obsahem rozpuštěných pevných látek 50 až 500 mg.l
-1

, 

3. středně mineralizované s obsahem rozpuštěných pevných látek 500 mg.l
-1 

až 

1500 mg.l
-1

, 

4. silně mineralizované s obsahem rozpuštěných pevných látek 1500 mg.l
-1

 až  

5 mg.l
-1

,  

5. velmi silně mineralizované s obsahem rozpuštěných pevných látek vyšším než 

5 mg.l
-1

. 

Rozpuštěné pevné látky jsou stanoveny jako odparek při 180 °C [13]. Podle Lázeňského 

zákona č. 164/2001 Sb. [14] a Vyhlášky o zdrojích a lázních č. 423/2001 Sb. [15] se v ČR 

za minerální vodu považuje přirozeně se vyskytující podzemní voda původní čistoty, stálé-

ho složení a vlastností, která má (z dietetického hlediska) fyziologické účinky dané obsa-

hem rozpuštěných látek nebo jiných součástí [16]. 

4.2 Pramenitá voda 

Pramenitá voda pochází z chráněného podzemního zdroje. Do místa plnění do lahví se pra-

menitá voda smí přepravovat pouze potrubím. Mezi povolené úpravy patří např. odželez-

nění. U vod sycených oxidem uhličitým musí být uvedena informace „pramenitá voda sy-

cená“ a uveden obsah oxidu uhličitého v g.l
-1

. Podzemní zdroj pramenité vody je možné 

využívat jen na základě dlouhodobého sledování, které prokáže jeho stabilitu. Na etiketě 

musí být uveden název zdroje s uvedením lokality čerpání i případný způsob úpravy vody. 

Následně stanoví příslušný vodohospodářský orgán ochranné hygienické pásmo, které 
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přesně vymezuje rozsah zakázaných činností a aktivit v dosahu zdroje (např. průmyslová 

činnost, zemědělská činnost atd.). Díky této ochraně i skutečnosti, že hlubinné zdroje jsou 

obvykle od povrchu izolovány desítkami a stovkami metrů horniny, jsou průsaky či znečiš-

tění zdroje člověkem prakticky vyloučeny. Na kvalitu dohlíží Státní zemědělská a potrav-

inářská inspekce, která provádí pravidelné kontroly kvality [13]. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2 Minerální voda slazená cukrem 
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5 PŘEHLED NEJPOUŽÍVANĚJŠÍCH UMĚLÝCH SLADIDEL 

V MINERÁLNÍCH A PRAMENITÝCH VODÁCH  

5.1.1 Aspartam (ASP) 

Aspartam, ve formě bílého krystalického prášku, patří ve farmacii a potravinářství mezi 

nejpoužívanější nekalorická syntetická sladidla. Na etiketách výrobků ho lze nalézt pod 

kódem E 951. Chemicky jde o dipeptid metylesteru L-aspartyl-L-fenylalaninu. Sladidlo je 

zdrojem fenylalaninu a z tohoto důvodu je nevhodný pro osoby trpící fenylketonurií. Fe-

nylketonurie je dědičné metabolické onemocnění spočívající v poruše přeměny fenylalani-

nu na tyrozin. Způsobuje ho nefunkční jaterní enzym fenyalaninhydroxyláza, který tuto 

reakci u zdravých lidí katalyzuje. Potraviny obsahující aspartam musí být na obale označe-

ny varováním „Obsahuje zdroj fenylalaninu“, příp. slovy „Nevhodné pro fenyketonuriky“ 

[11,17]. Z aspartamu v lidském těle částečně vzniká dioxopiperazin. Jeho karcinogenita 

bohužel není doposud vyloučena [18]. 

Nemá nahořklou pachuť, díky tomu je jeho užívání velmi rozšířeno v potravinářském prů-

myslu, např. při výrobě dietních nápojů (s označením „light“). Má až 350krát větší sladi-

vost než sacharóza. Při běžně používaných dávkách tohoto umělého sladidla žádné nebez-

pečí nehrozí. Aspartam není stálý při vyšších teplotách a při nižším pH [18,19]. Při pH < 3 

je aspartam nestabilní a hydrolyzuje se na aspartylfenylalanin, při pH > 6 se začíná tvořit 

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

Aspartam se po konzumaci v lidském těle rozštěpí na příslušné aminokyseliny a následně 

dojde k uvolnění metanolu. Metanol se v játrech oxiduje na formaldehyd, ten se dále štěpí 

na kyselinu mravenčí a oxid uhličitý. Fenylalanin se odbourává nebo dochází k jeho hyd-

roxylaci na tyrozin. Sloučeniny vzniklé při metabolizmu aspartamu se běžně vyskytují i v 

mnoha dalších potravinách, které jsou podstatně větším zdrojem těchto metabolitů než sa-

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

Aspartamu se při vyšších koncentracích připisují nepříznivé vedlejší účinky jako křeče, 

vystřelující bolesti, záchvaty, bolesti hlavy, deprese, úzkosti, ztráty paměti, bolesti hlavy 

aj. 

Jeho používání se schválené ve více než 90 zemích světa (např. v ČR, USA, Kanadě, Aus-

trálii) [11,20,26,27,28]. 
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Při vyšších teplotách se rozkládá na jednotlivé aminokyseliny. Hořká chuť fenylalaninu 

poté převládne nad neutrální chutí kyseliny asparagové. Často se kombinuje s acesulfamem 

K. ADI u aspartamu je stanoveno na 40 mg.kg
-1

 pro Kanadu a evropské země, v USA činí 

hodnota ADI 50 mg.kg
-1 

[19,22,30,29]. 

 

Aspartam  

5.1.2 Acesulfam draselný  

Chemicky velmi podobný sacharinu je acesulfam K (6-metyl-1,2,3-oxatiazin-4(3H)-on-

2,2-dioxid), označován kódem E 950. Sloučenina je kyselá, chemicky stálá a velmi dobře 

rozpustná ve vodě. Nejčastěji se používá jako draselná sůl. Po požití sladidla ve vyšší kon-

centraci zanechává v ústech mírně nahořklou pachuť [11,19]. JECFA (Joint FAO/WHO 

Expert Committee on Food Additives – Sdružení odborníků pro potravinářské přídatné 

látky zahrnující členy jak z FAO tak WHO) došla k závěru, že je bezpečný (JECFA, 1983) 

[19,21,24,31]. Acesulfam draselný je schválený pro použití v potravinách a nápojích v při-

bližně 90 zemích [11].  

Po konzumaci acesulfamu K dochází ve střevě k jeho vstřebání. Dále už nepodléhá meta-

bolickým procesům a v nezměněné formě je vylučován močí. Pro acesulfam K byla stano-

vena hodnota ADI na 15 mg.kg
-1

. Jedná se o množství látky, které lze konzumovat denně 

během celého života, aniž by způsobilo prokazatelné zdravotní riziko. V potravinářství se 

nejčastěji používá u slazených nápojů, do pečiva, cukrovinek, pastilek proti kašli, do žvý-

kaček, dezertů, zubních past aj. [20,21,32,33,34,35]. 

 

Acesulfam K 
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5.1.3 Sacharin sodný 

Chemicky jde o imid 2-sulfobenzoové kyseliny. Sacharin se pod kódem E 954 dodnes po-

užívá jako nejlevnější náhrada řepného cukru. Podobně jako aspartam po požití zanechává 

v ústech nahořklou pachuť [19]. Jeho sladivost je 300krát vyšší než sladivost sacharózy; ve 

farmacii je používán k úpravě chuti tabletovaných léků. Využívá se také jako přísada do 

zubních past, ústních vod, žvýkaček a dietních potravin. Studie, které byly prováděné na 

zvířatech i lidech, nepotvrdily žádnou spojitost mezi užíváním sacharinu a nádorovým 

onemocněním [19]. 

Je velmi rozpustný a stabilní. V oblasti nízkého pH se může pomalu hydrolyzovat na 2- 

sulfobenzoovou kyselinu a kyselinu 2-sulfoamylobenzoovou (to způsobuje výslednou hoř-

kou kovovou pachuť). Sacharin je považovaný za poživatelný v nejméně 90 zemích světa 

[11,19,36]. 

 

Sacharin sodný 

 

5.1.4 Cyklamáty 

Jsou typické svojí nahořklou chutí, ale ve spojení se sacharinem lze dosáhnout dobré sladi-

vosti. Kyselina cyklamová je rozpustná ve vodě, její rozpustnost může být zvýšena přídav-

kem sodíku či soli vápníku, je stabilní v široké oblasti pH a teplot. Použití cyklamátu je 

dovolené v několika zemích. V USA je zakázaný kvůli podezření z toxicity účinek 

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

Bylo zjištěno, že různí lidé metabolizovali toto sladidlo odlišným způsobem. Evropská 

potravinová bezpečnostní agentura (EFSA – European Food Safety Authority ) publikovala 

názor na bezpečnost cyklamátů tvrdící, že dostupná epidemiologická data neodhalila žádné 

údaje o škodlivých účincích na lidskou reprodukci. Cyklamáty nesou označení E 952. 
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Karcinogenní není cyklamát, ale jeho metabolit cyklohexylamin. Ten vzniká ve střevě z 

nepatrného množství nevstřebaného cyklamátu působením bakterií (hlavně enterokoků). K 

této přeměně dochází u cca 10 – 30 % populace, u níž se zmetabolizuje 0,1 – 8 % cyklamá-

tu. V případě, že je dodržen nižší příjem, než je stanovená hodnota ADI, nedojde 

k vytvoření dostatečného množství cyklohexylaminu, které by mělo karcinogenní účinek 

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

 

Cyklamát sodný 

5.1.5 Sukralóza 

Sukralóza patří mezi halogenované disacharidy. Jde o trichlorovaný syntetický derivát sa-

charózy (chemicky: 4,1´,6´-trichlorgalakto-sacharóza). Sukralóza je asi 500krát sladší než 

řepný cukr [19,41]. Na výrobcích je označena kódem E 955. Je nekalorická, vhodná pro 

diabetiky, těhotné ženy, dobře se rozpouští ve vodě, v lidském těle se nehromadí a při níz-

kém pH patří k tepelně nejstabilnějším umělým sladidlům. Používá se samostatně nebo v 

kombinaci s dalšími náhradními sladidly. ADI hodnota činí 15 mg.kg
-1

 [42,43]. V roce 

1991 byla v Kanadě potvrzena její bezpečnost a schváleno její použití v jídlech a nápojích. 

V roce 1998 ve Spojených státech schválil Úřad pro kontrolu potravin a léků (FDA –Food 

and Drug Administration) použití sukralózy v 15 potravinových a nápojových kategoriích 

(šlo o nejširší počáteční schválení vůbec udělené potravinářským přísadám). Později, v 

roce 1999, ji FDA povolil užívat jako univerzální sladidlo ve všech potravinách, nápojích a 

dietních doplňcích. Sukralóza se smí požívat ve více než 60 zemích celého světa [44].  

 

Sukralóza 
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6 CHROMATOGRAFICKÉ METODY A MOŽNOSTI 

CHROMATOGRAFICKÉHO STANOVENÍ UMĚLÝCH 

SLADIDEL 

Pomocí chromatografických metod lze dělit směsi různých látek na jednotlivé složky. Dnes 

tyto metody patří mezi nejvýznamnější analytické i preparativní techniky. Chromatografic-

ké dělení směsi je založeno na následujícím principu: směs dělených látek se pohybuje 

spolu s rozpouštědlem nebo je unášena ve formě par nosným plynem a je ve styku s jinou 

fází, která je vůči okolí nepohyblivá a různou silou zdržuje různé složky dělené směsi. 

Tímto způsobem se některé složky pohybují přes nepohyblivou fázi rychleji, jiné pomaleji, 

někdy mohou být i zadrženy. K nestejnoměrnému rozdělení mezi obě fáze dochází na zá-

kladě různé afinity jednotlivých separovaných složek anebo díky jejich odlišné schopnosti 

difundovat do fází. Vlivem svých tepelných pohybů střídavě vnikají molekuly separova-

ných látek do obou fází, přičemž se liší dobou, po kterou v nich setrvávají. Tímto dyna-

mickým procesem dochází k separaci složek. V případě, že se nachází molekuly látky více 

v mobilní fázi, jsou unášeny rychleji než látky, které difundují více do stacionární fáze 

[45,46].  

6.1 Dělení chromatografických metod 

6.1.1 Rozdělení chromatografických metod podle stacionární fáze 

1. Sloupcová chromatografie (kolonová chromatografie, CC – Column Chromato-

graphy) – stacionární fáze se nachází v koloně.  

2. Papírová chromatografie (PP – Paper Chromatography) – stacionární fází je papír 

nebo upravená celulóza.  

3. Chromatografie na tenké vrstvě (TLC – Thin Layer Chromatography) – stacionární 

fází je tenká vrstva suspenze. 

 

6.1.2 Rozdělení chromatografických metod podle mobilní fáze 

1. Plynová chromatografie (GC – Gas Chromatography) – jako mobilní fáze vystupu-

je plyn. 

2. Fluidní chromatografie (SFC – Supercritical Fluid Chromatography) – mobilní fází 

je látka v nadkritickém stavu.  
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3. Plazmová chromatografie – mobilní fází zde je proud iontů. 

4. Kapalinová chromatografie (HPLC – High Performance Liquid Chromatography, 

UHPLC – Ultra High Performance Liquid Chromatography) – při kapalinové 

chromatografii vystupuje jako mobilní fáze kapalina a jako stacionární fáze pevná 

látka (případně kapalina zakotvená na pevné látce).  

6.2 HPLC  

HPLC patří mezi nejrozšířenější analytické fyzikálně-chemické separační metody. Termín 

vysoko-účinná kapalinová chromatografie se užívá v případě, je-li stacionární fází sorbent 

umístěný v tenké ocelové trubici – chromatografické koloně. Tok mobilní fáze kolonou 

zajišťují účinná vysokotlaká pístová nebo membránová čerpadla. 

Chromatografický systém je složen ze tří základních prvků – mobilní fáze, složky vzorku a 

stacionární fáze. Mobilní fáze unáší složky vzorku skrz stacionární fázi. Jako stacionární 

fáze vystupuje ta část chromatografického systému, která splňuje alespoň jednu z těchto 

vlastností: 

1. fyzikálně-chemicky adsorbuje nebo absorbuje složky vzorku z mobilní fáze, 

2. na povrchu probíhá proces iontové výměny,  

3. jeho struktura je pórovitá a umožňuje separaci složek vzorku na základě efektivních 

rozměrů jeho molekul.  

6.2.1 Dělení kapalinové chromatografie podle interakcí se stacionární fází 

1. Sorpční chromatografie – separace se uskutečňuje specifickými interakcemi částice 

s povrchem adsorbentu – adsorpční chromatografie (LSC – Liquid-Solid Chroma-

tography) nebo se stagnující kapalnou stacionární fází nanesenou na nosiči – rozdě-

lovací (adsorpční) chromatografie (LLC – Liquid-Liquid Chromatography). 

2. Gelová (permeační) chromatografie (GPC – Gel Permeation Chromatography) –

separace se uskutečňuje na základě velikosti částic a velikosti pórů gelu. 

3. Iontová chromatografie (IEC – Ion-Exchange Chromatography) – k separaci iontů 

dochází na základě specifických interakcí s nabitým nosičem. 

4. Afinitní chromatografie – stacionární fáze obsahuje zakotvené ligandy, na něž se 

rozdělovaná látka váže.  
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5. Rozdělovací chromatografie – o separaci rozhoduje různá rozpustnost složek vzor-

ku ve stacionární a mobilní fázi.  

aj. [47,48]. 

6.2.2 Obecné schéma kapalinového chromatografu 

Kapalinový chromatograf je složen z těchto částí: 

1. zařízení pro uchovávání (nejčastěji skleněné lahve) a transport mobilní fáze (vyso-

kotlaké čerpadlo), 

2. degasér (zařízení pro odplynění mobilních fází), 

3. zařízení pro dávkování vzorku včetně autosamplerů, 

4. zařízení pro separaci látek (chromatografická předkolona, kolona, termostat kolo-

ny), 

5. zařízení pro detekci látek (hlavně detektory), popř. sběrač frakcí, PC [47].  

Kapalinový chromatograf může mít řadu obměn. Některé součásti lze vyřadit nebo naopak 

přidat. Při izokratické eluci (kdy analýza probíhá za konstantních podmínek – složení mo-

bilní fáze, průtoku mobilní fáze i teploty na koloně) je mobilní fáze ze zásobníku vedena 

do vysokotlakého čerpadla. Při gradientové eluci (kdy dochází k plynulé nebo skokové 

změně složení mobilní fáze, průtoku nebo teploty termostatu) se přiváděné proudy ze dvou 

nebo více zásobníků mísí podle programu ve směšovači (je řazený před nebo za vysokotla-

kým čerpadlem). Odplynění mobilní fáze probíhá v odplyňovači (degaséru). Pak je mobilní 

fáze vedena přes zařízení pro dávkování vzorku do chromatografické kolony. Ta je přímo 

spojena s detektorem – za něj může být na výstupu zařazen ještě sběrač jednotlivých frak-

cí. Z detektoru je signál veden do datové stanice (PC) s tiskárnou [46,47,49]. 

 

Obrázek 3 Schéma kapalinového chromatografu [50] 
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6.2.3 Základní techniky separace  

Lze rozlišit dvě základní techniky pro eluci a následné stanovení složek separované směsi:  

1. kapalinovou chromatografii na normálních fázích (NP-HPLC) - stacionárními fá-

zemi jsou polární oxid křemičitý (silikagel) nebo oxid hlinitý (alumina), oxidy zir-

konu a další patentované organicko-anorganické materiály, mobilní fází je nepolár-

ní kapalina – nepolární organické rozpouštědlo, jako např. hexan, heptan, aceton, 

obvykle ve směsi s polárnějším organickým rozpouštědlem (chloroform, etanol, 

dichlormetan). 

2. kapalinovou chromatografii na obrácených (reverzních) fázích (RP-HPLC). Sepa-

race zde probíhá na nepolární stacionární fázi, běžně na silikagelu chemicky modi-

fikovaném nepolárními skupinami, mezi něž patří C8 (oktyl) nebo C18 (oktadecyl, 

nebo fenyl). Jako mobilní fáze se používají polární kapaliny metanol, acetonitril a 

směs vody či vodného pufru s polárním organickým rozpouštědlem. Speciálním 

případem jsou stacionární fáze s navázanými kyano (CN) nebo amino (NH2) skupi-

nami, které umožňují práci jak v reverzním, tak v normálním uspořádaní 

[46,47,49]. 

Tabulka 3 Dva druhy HPLC, jejich stacionární a mobilní fáze [46,47,49] 

HPLC na normálních fázích HPLC na obrácených fázích 

Stacionární fáze Mobilní fáze Stacionární fáze Mobilní fáze 

Polární: 

SiO4, Al2O3 

Nepolární kapalina: 

hexan, heptan 

Nepolární: 

silikagel (C8 ,C18) 

Polární kapalina: 

CH3OH, CH3CN 

 

6.3 Výpočty charakteristických veličin u HPLC  

Charakteristickou veličinou pro chromatografovanou látku je eluční čas tR nebo eluční ob-

jem VR. 

Tyto veličiny spolu souvisí vztahem:  

          (1) 

Fm vyjadřuje objemovou rychlost toku mobilní fáze. 
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Eluční objem VR je dán součtem dvou objemových veličin: 

       
        (2)  

kde  V´R  je redukovaný eluční objem, VM je mrtvý objem (tedy objem, který zaujímá mo-

bilní fáze od místa nástřiku, přes kolonu až po detektor). 

Pro hodnocení účinnosti dané chromatografické kolony se užívá vztah pro počet teoretic-

kých pater kolony: 

     (
  

  
)
 

 (3) 

kde YV  je šířka píku v základně (vyjádřená v objemových jednotkách). 

K popsání účinnosti dělení dvou chromatografovaných látek je zaveden pojem rozlišení: 

       
 (        )

       
  (4) 

Účinnost dělení látek lze vyjádřit i pojmem relativní ostrost:   

          (5) 

Kapacitní poměr k vyjadřuje poměr celkového množství separované látky ve fázi stacio-

nární k jejímu celkovému množství ve fázi mobilní: 

     
  

  
   (6) 

kde KD je distribuční konstanta, VS objem stacionární fáze, VM objem mobilní fáze v kolo-

ně, tj. mrtvý objem kolony. Mimokolonové příspěvky k mrtvému objemu se zanedbávají. 

V praxi se pro výpočet používá vztah: 

   
      

  
   (7) 

Asymetrie píku je praktická veličina kvality chromatografické kolony. Asymetrie píku je 

vždy nežádoucí, souvisí s účinností kolony a má negativní vliv na integraci píku, obzvlášť 

tehdy, pokud je nízký poměr signál-šum. Existují dvě techniky vyjádření asymetrie píku −  

buď jako faktor asymetrie AS, který je vyjádřen jako poměr šířky píku vzestupné (tP) k se-

stupné části píku (fP) nejčastěji v 5 nebo 10 % výšky píku: 

    
  

  
   (8) 
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a nebo jako tailing faktor T, který je vyjádřen jako šířka píku k dvojnásobku šířky píku 

vzestupné části fP v 5 % výšky píku: 

   
        

    
   (9) 

Pokud pík chvostuje, pak faktor asymetrie nebo tailing faktor >1, v případě, že <1, pak 

dochází k frontování píku [46,51,52]. 

 

 

 

 

Obrázek 4 Asymetrie píku a tailing 

faktor [53] 

 

  

 

 

 

 

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 30 

 

6.4 Využití HPLC v oblasti analýzy umělých sladidel 

Technika HPLC umožní získat informace o identitě součástí směsi (jakostní − kvalitativní 

informace) a informace o jejich koncentraci (kvantitativní informace) [54]. Separaci složek 

v nápojích s umělými sladidly lze provádět pomocí HPLC na obrácených fázích. 

Příprava vzorku ve složitých matricích pro analýzu metodou HPLC vždy zahrnuje proces 

čištění vzorku. Potraviny totiž obsahují konzervující látky, barviva, zahušťovadla, vitami-

ny, proteiny, tuky, minerální látky, všechny tyto složky mohou interferovat při stanovení 

sladidel. V minerálních vodách bez přídatných látek se čištění vzorku obvykle nemusí pro-

vádět. U složitějších matric se většinou pro čištění využívá extrakce tuhou fází − SPE (So-

lid Phase Extraction) s C18, C8 nebo polymerními sorbenty případně s náplněmi na bázi 

aluminy. 

Pro stanovení sladidel se mohou používat metody separační, elektrochemické nebo spek-

trální (FTIR – Fourier Transform Infrared, infračervená spektroskopie s Fourierovou trans-

formací; FT – Raman, Ramanova spektroskopie). Separační metody – plynová chromato-

grafie (GC, GC-MS), kapalinová HPLC, IEC, TLC; ve speciálních případech CZE (Ca-

pillary Zone Electrophoresis – kapilární zónová elektroforéza). Mezi spektrální metody 

patří spektrofotometrie, FTIR, Ramanova spektroskopie, aj. Elektrochemické metody: po-

tenciometrie; potenciometrická titrace HPLC se (podle způsobu detekce) dále dělí na de-

tektory s UV, MS, ELSD (Evaporative Light Scattering Detector – detektor rozptylu svět-

la). Jednoduché a rychlé analýzy lze provádět pomocí metody FIA se spektrofotometrickou 

detekcí – Flow Injection Analysis, metodou FTIR, metodou potenciometrie anebo potenci-

ometrickou titrací [11]. 

6.4.1 Metoda HPLC-ELSD 

Andrzej Wasik a kol. [55] se zabývali simultánním stanovením devíti umělých sladidel v 

sycených i nesycených nealkoholických nápojích, v jogurtu a v konzervovaném ovoci po-

mocí metody HPLC s ELSD detektorem. Vzorky i standardy byly rozpuštěny (extrahová-

ny) v roztoku zředěné kyseliny mravenčí s přídavkem trimetylaminu. Pak byly vzorky čiš-

těny pomocí SPE extrakce na kolonkách se sorbentem C18. SPE eluce byla provedena me-

tanolem. Tím byl vzorek vyčištěn. Eluát byl odpařen dosucha a odparek rozpuštěn v rozto-

ku pufru. Takto připravený vzorek byl podroben HPLC analýze. Byla použita RP-HPLC 

separace na C18 stacionární fázi, v gradientovém módu, mobilní fáze A byla složena z 
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metanolu, pufru a acetonu v poměru 69:24:7, mobilní fáze B z metanolu, pufru a acetonu v 

poměru 11:82:7. Separace proběhla za konstantního průtoku mobilní fáze 0,5 ml.min
-1

 a 

analyty byly detekovány pomocí ELSD detektoru. Byly testovány 4 různé kolony C18. U 

všech bylo zjištěno stejné pořadí eluce sladidel: ACS-K, sacharin, cyklamát, ASP, sukraló-

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

6.4.2 Metoda HPLC-MS 

Agata Zygler, Andrzej Wasik, Agata Kot-Wasik a Jacek Namieśnik [56] stanovovali devět 

hlavních umělých sladidel v různých potravinách metodou HPLC s hmotnostním detekto-

rem. Byly použity stejné vzorky jako v minulém případě [55] – nápoje, jogurty. Vzorky i 

standardy byly extrahovány v roztoku pufru – mravenčí kyselina o pH 4,5 s přídavkem 

N,N-diizopropyletylaminu. Roztoky byly čištěny pomocí SPE extrakce na polymerním 

sorbentu Strata-X. Samotná HPLC separace probíhala v reverzním módu, gradientovou 

elucí, k detekci byl použit hmotnostní detektor, ionizace proběhla pomocí elektrospreje, 

detekce byla provedena v negativním módu – byly detekovány záporně nabité ionty. Mo-

bilní fázi A tvořila směs metanolu, pufru a acetonu. Poměr fází byl stejný jako v předešlém 

článku – [55]. Hmotnostnímu spektru ACS-K dominoval fragment m/z = 161,9, což odpo-

vídá molekulovému iontu ACS-K bez draslíku [M - K]
-
. U sacharinu byl dominantním 

záporně nabitým iontem ve spektru  m/z = 181,9, tedy ion [M-Na]
-
, což odpovídá ztrátě 

sodíku – molekulový ion bez sodíku. U cyklamátu sodného dominoval ion [M-Na]
-
 o m/z 

= 178,0 – což odpovídá ztrátě sodíku z molekuly cyklamátu sodného. U ASP byl domi-

nantní ion o m/z = 293,0, tedy deprotonizovaný molekulový ion aspartamu [M - H]
-
. Na 

obrázku 5 je uveden chromatogram devíti analyzovaných umělých sladidel [56]. 
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Obrázek 5 Chromatogram devíti analyzovaných umělých sladidel.  

Pozn. SAC = sacharin, CYC = cyklamát, SCL = sukralóza, DUL = dulcin, ALI = 

alitam, NHDC = neohesperidin dihydrochalkon, NEO = neotam [56] 

6.4.3 Metoda HPLC/TOF-MS 

Analýzou sukralózy a dalších umělých sladidel pomocí HPLC-TOF/MS (TOF – Time of 

Flight – průletový analyzátor) se zabývali i Imma Ferrer a E. Michael Thurman [44]. 

Vzorky byly čištěny pomocí SPE extrakce. Chromatografická separace probíhala na kolo-

ně Zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6 mm, 5 µm), mobilní fáze A byla acetonitril, mobilní 

fáze B 0,1% kyselina mravenčí. HPLC analýza byla provedena pomocí gradientové eluce s 

průběhem: 0 − 5 min 10 % A, 5 − 30 min 10 − 100 % A. Byla použita hmotnostní detekce 

s průletovým analyzátorem TOF. Byly detekovány kladně nabité ionty – detekce 

v pozitivním módu. ASP: hlavní fragment [M + H]
+
, m/z = 295,13; Sacharin: hlavní frag-

ment [M + H]
+
, m/z = 184,01; Sukralóza: [M + Na]

+
, m/z = 419,00 [44]. 

6.4.4 Metoda RP-HPLC 

Çubuk a kol. [57] analyzovali hlavní umělá sladidla a konzervanty v instantních nápojích a 

v Cole. Byl stanovován ASP, sacharin, ACS-K, vanilin, sorbová a benzoová kyselina. Pou-

žita byla metoda RP-LC v izokratickém módu eluce s UV detekcí, mobilní fáze A 15 % 

acetonitril v 0,005 mol.dm
-3

 acetátovém pufru. Mobilní fáze B byl acetonitril. Poměr A/B 

byl 15/85. pH mobilní fáze byl upraven na hodnotu 4,0. Byla použita kolona YMC-ODS 

(250 x 4,6 mm, 5 µm). Eluce proběhla v obvyklém pořadí – ACS-K, sacharin, aspartam, 
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vanilin, benzoová kys., sorbová kyselina. Jak autoři popisují, za určitých podmínek při 

analýze došlo k překrytí píku sacharinu s píkem ACS-K. Pro UV detekci byly použity vl-

nové délky: ACS-K 230 nm; sacharin 220 nm, ASP 203 nm, vanilin 280 nm, benzoová 

kyselina 225 nm, sorbová kyselina 256 nm [57]. 

 

 

 

 

Obrázek 6 HPLC Dionex Ultimate 3000                               
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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7 CÍL EXPERIMENTÁLNÍ PRÁCE A METODIKA 

Cílem práce bylo nalézt optimální chromatografické podmínky pro simultánní stanovení 

umělých sladidel acesulfamu K a aspartamu pomocí vysoce účinné kapalinové chromato-

grafie (HPLC). Vybraná metoda byla aplikována na vzorky minerálních a pramenitých 

vod.  

7.1 Chemikálie 

standard acesulfam K (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 

standard aspartam (Supelco Analytical) 

dihydrogenfosforečnan draselný (Penta, Chrudim) 

metanol pro HPLC (Lab-Scan analytical sciences) 

kyselina trihydrogenfosforečná (Lab-Scan analytical sciences) 

hydroxid draselný (Lab-Scan analytical sciences) 

kyselina mravenčí (Penta, Chrudim) 

trihydrát octanu sodného (Penta, Chrudim) 

redestilovaná voda  

7.2 Pomůcky a přístroje 

předvážky (KERN, Německo) 

analytické váhy (Adam, AFA - 210 - LC, Schoeller instruments, ČR) 

lednice (Whirpool, Česká republika) 

ultrazvuková vodní lázeň PS 04000A (Notus - Powersonic s.r.o., SR) 

předkolona Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7 µm, 5 × 4,6 mm) 

kolona Ascentis Express C18 HPLC Column (2,7 µm, 150 × 4,6 mm) 

HPLC přístroj Hewlett Packard 1100 

kapalinový chromatograf UltiMate 3000 RS Column Compartment; Dionex 

pH metr HI 110 Series 

mikrostříkačka Hamilton 
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stříkačkový nylonový filtr (syringe filtr), velikost pórů 0,45 μm 

běžné laboratorní sklo a pomůcky 

7.3 Vzorky minerálních a pramenitých vod 

Pro analýzu bylo zakoupeno 12 různých druhů vzorků minerálních a pramenitých vod od 3 

různých výrobců. Od každého druhu bylo zakoupeno 6 balení (6 ks). Vzorky byly zakou-

peny v supermarketech v ČR, následně byly převezeny a uskladněny v laboratoři v temnu 

při teplotě 23 °C (klimatizovaná laboratoř). Všechny vzorky nebyly skladovány déle než 1 

týden.  

7.3.1 Charakteristika jednotlivých vzorků 

K rozboru byly použity vzorky minerálních a pramenitých vod, jemně perlivých i neperli-

vých. Pro kvantitativní analýzu umělých sladidel acesulfamu K a aspartamu bylo tedy vy-

bráno 12 vzorků minerálních a pramenitých vod od tří různých výrobců, ve třech příchu-

tích. Každá minerální nebo pramenitá voda byla v této diplomové práci záměrně označena 

unikátním dvoumístným kódem. Dále nebyl záměrně u vzorků uveden výrobce. Tyto údaje 

budou prezentovány až u obhajoby diplomové práce. 

Písmeno v kódu vždy popisuje jednu sadu tří analyzovaných vod prodávaných pod stejným 

obchodním názvem, číslem je označena různá příchuť. Kódem A byly popsány 3 prameni-

té vody, pod kódy B, C a D se nachází minerální vody. 

Firma, která vyrábí minerální vody zde uváděné pod kódem D (1,2,3), se vyznačuje tím, že 

ve svém sortimentu nabízí i minerální vody přímo vyrobené pro Kaufland. Tyto vzorky 

byly také podrobeny analýze. V této práci mají označení B (1,2,3).  

1. Vzorek A1 

Ochucená pramenitá voda s cukrem a sladidly. Jemně perlivá. Sycena CO2.  

Složení udané výrobcem: pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, aro-

ma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 54 KJ (12,8 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 3 g, tuky 

0 g, vláknina 0 g, sodík < 0,2 g. 
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2. Vzorek A2 

Ochucená pramenitá voda s cukrem a sladidly. Jemně perlivá, sycena CO2.  

Složení udané výrobcem: pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, aro-

ma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 54 KJ (12,8 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 3 g, 

z toho cukry 3 g, tuky 0 g, sodík < 0,2 g. 

3. Vzorek A3 

Ochucená pramenitá voda s cukrem a sladidly. Jemně perlivá. Sycena CO2.  

Složení udané výrobcem: pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, aro-

ma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam. 

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

4. Vzorek B1  

Ochucená minerální voda nízce mineralizovaná s cukrem a sladidly. Odželezněna. Obsah 

rozpuštěných látek je 107,6 mg.l
-1

.  

Složení udané výrobcem: minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, kyse-

lina citronová.  

Výživová hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky 

0 g.  

5. Vzorek B2 

Ochucená minerální voda nízce mineralizovaná, sycená, s cukrem a sladidly. Odželezněna. 

Obsah rozpuštěných látek je 107,6 mg.l
-1

.  

Složení udané výrobcem: minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, kyse-

lina citronová.  

Výživová hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky 

0 g. 

6. Vzorek B3 

Ochucená minerální voda nízce mineralizovaná, sycená, s cukrem a sladidly. Odželezněna. 

Obsah rozpuštěných látek je 107,6 mg.l
-1

.  
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Složení udané výrobcem: minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, kyse-

lina citronová.  

Výživová hodnota ve 100 ml: energie 42 KJ (10 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 2,5 g, tuky 

0 g.  

7. Vzorek C1 

Sycená minerální voda ochucená, s cukrem a sladidly. Sycena CO2 do 5 g.l
-1

. Pro výrobu 

tohoto nápoje byla použita přírodní minerální voda, středně mineralizovaná, hydrogenuhli-

čitano-vápenatá, hypotonická. Obsah rozpuštěných pevných látek je 560 mg.l
-1

. Odželez-

něna. 

Složení udané výrobcem: přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

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

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bílkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5 

g, cukry 2,3 g, tuky < 0,05 g, sodík 4,4 mg. 

8. Vzorek C2 

Sycená minerální voda ochucená, s cukrem a sladidly. Sycena CO2 do 5 g.l
-1

. Pro výrobu 

tohoto nápoje byla použita přírodní minerální voda, středně mineralizovaná, hydrogenuhli-

čitano-vápenatá, hypotonická. Obsah rozpuštěných pevných látek je 560 mg.l
-1

. Odželez-

něna. 

Složení udané výrobcem: přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

konzervanty E 202 (sorban draselný) a E 211 (benzoan sodný), aspartam, acesulfam K. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bílkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5 

g, cukry 2,3 g, tuky < 0,05 g, sodík 4,4 mg. 

9. Vzorek C3 

Sycená minerální voda ochucená, s cukrem a sladidly. Sycena CO2 do 5 g.l
-1

. Pro výrobu 

tohoto nápoje byla použita přírodní minerální voda, středně mineralizovaná, hydrogenuhli-

čitano-vápenatá, hypotonická. Obsah rozpuštěných pevných látek je 560 mg.l
-1

.
 
Odželez-

něna.  

Složení udané výrobcem: přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K. 
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Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 42,8 KJ (10 kcal), bílkoviny < 0,05 g, sacharidy 2,5 

g, tuky 0,05 g, sodík < 4,4 mg. 

10. Vzorek D1 

Sycená minerální voda ochucená, se sladidly. Odželezněna.  

Složení udané výrobcem: minerální voda, kyselina citronová, CO2, aroma, acesulfam K, 

aspartam. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 0,4 KJ (0,1 kcal), bílkoviny 0 g, sacharidy 0 g, tuky 

0 g, sodík 0,05 mg. 

11. Vzorek D2 

Nesycená minerální voda ochucená, se sladidly. Odželezněna.  

Složení udané výrobcem: minerální voda, kyselina citronová, aroma, konzervant benzoát 

sodný, acesulfam K, aspartam. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 0,4 KJ (0,1 kcal), bílkoviny < 0,1 g, sacharidy 0 g, 

tuky < 0,1 g, nasycené mastné kyseliny < 0,1 g, vláknina < 0,1 g, sodík 0,036 g. 

12. Vzorek D3 

Sycená minerální voda ochucená, se sladidly, s obsahem rozpustné vlákniny a L-karnitinu. 

Odželezněna.  

Složení udané výrobcem: minerální voda, kyselina citronová, citronan sodný, CO2, roz-

pustná vláknina, L-karnitin, aroma, aspartam, acesulfam K. 

Výživové hodnoty ve 100 ml: energie 1,12 KJ (0,28 kcal), bílkoviny <0,1 g, sacharidy 

<0,1 g, tuky <0,1 g, nasycené mastné kyseliny < 0,1 g, vláknina 0,1 g, sodík 0,036 g. 

7.4 Příprava roztoků a vzorků pro HPLC analýzu 

Zásobní roztoky standardů obou umělých sladidel byly připravovány o koncentraci 100 

µg.ml
-1

. Do 10 ml odměrné baňky byla kvantitativně převedena navážka 0,0010 g standar-

du, po rysku doplněna metanolem či redestilovanou vodou, baňka byla zabalena do alobalu 

a uchovávána v chladu v lednici při 8 – 9 °C. 

Jako pufr byl připraven 0,1 mol.dm
-3

 KH2PO4 o pH 4,5. Vypočítaná navážka KH2PO4 čini-

la 6,8045 g (navážka byla kvantitativně převedena do 0,5 l odměrné baňky, po rysku dopl-
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něna redestilovanou vodou). Hodnota pH byla upravena na hodnotu 4,5 pomocí KOH a 

H3PO4.  

Při hledání optimální metody bylo vyzkoušeno použití jako mobilní fáze A 0,12 mol.dm
-3 

CH3COONa.3H2O, mobilní fází B zůstal metanol. Podle výpočtu bylo naváženo 8,1272 g 

CH3COONa.3H2O, navážka byla kvantitativně převedena do 0,5 l odměrné baňky, řádně 

promíchána a doplněna po rysku. Úprava pH byla provedena pomocí HCOOH na hodnotu 

4,5.  

Další odzkoušenou mobilní fází A byla 0,4 mol.dm
-3

 HCOOH, fází B byl opět metanol. Do 

0,5 l odměrné baňky byla po rysku doplněna redestilovaná voda a následně bylo přidáno 

pomocí automatické pipety 0,4 ml HCOOH. Odměrná baňka byla opatřena zátkou a opatr-

ně promíchána. Hodnota pH kyseliny mravenčí byla upravena pomocí KOH na konečnou 

hodnotu 4,01. 

Použití CH3COONa.3H2O nebo HCOOH jako mobilní fáze A se neosvědčilo. Jak se při 

analýze ukázalo, tyto metody byly vhodné pouze pro stanovení samotného ACS-K. 

Vzorky minerálních a pramenitých vod byly těsně před analýzou otevřeny, promíchány, 

bylo z nich odebráno po 100 ml, které byly přemístěny do kádinek. Poté byly vzorky 

v kádinkách odplyněny v ultrazvukové lázni po dobu 20 minut při teplotě 30 °C. Následo-

vala filtrace přes stříkačkový filtr nylon (velikost pórů 0,45 μm). Následně byly pipetovány 

v objemech 1,5 ml do příslušných náležitě označených tmavých vialek s teflonovým sep-

tem, které byly umístěny do autosampleru kapalinového chromatografu Dionex. Pokud 

byly vzorky analyzovány na přístroji HP 1100, byly vialky umístěny v temnu a vzorky 

byly postupně dávkovány na kolonu chromatografickou stříkačkou Hamilton.  

7.5 Optimalizace chromatografických podmínek 

Chromatografická separace a analýza standardů a vzorků minerálních a pramenitých vod 

byla zpočátku prováděna na přístroji Hewlett Packard 1100, v pozdější době i na novějším 

typu chromatografu UltiMate 3000 (Dionex). Během analýzy byla vždy udržována teplota 

termostatu kolony 30 °C.  

Nejprve byl proveden výběr a optimalizace nejvhodnější metody stanovení s důrazem na 

kvalitní separaci sledovaných sladidel. Pro simultánní stanovení aspartamu a acesulfamu K 

v nápojích metodou HPLC-UV existuje několik metodik. V našem případě se vždy použila 

předkolona Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7 µm, 5 × 4,6 mm), kolona Ascentis 
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Express C18 HPLC Column (2,7 µm, 150 × 4,6 mm). Dávkovaný objem vzorku na kolonu 

činil 20 µl. 

V rámci optimalizace metody byly vyzkoušeny tyto poměry fází: 10:90, 100:0, 0:100 (me-

tanol:octan sodný), dále 20:80, 40:60, 60:40, 80:20, 90:10, 0:100 (metanol:kyselina mra-

venčí). Průtok se pohyboval v závislosti na tlaku v rozmezí od 0,6 – 0,9 ml.min
-1

. 

Jako pufr byl použit 0,1 mol.dm
-3

 roztok KH2PO4 o pH 4,5. Mobilní fázi B představoval 

metanol. Při analýze v gradientovém módu vzrostl tlak na koloně nad tlakový limit HPLC 

pump (20 MPa), proto bylo od gradientové eluce ustoupeno a v dalších analýzách byla 

prováděna izokratická eluce. Byly testovány různé mobilní fáze A (např. 0,1 mol.dm
-3

 

CH3COONa, 0,4 mol.dm
-3

 HCOOH), poměry fází a rychlosti toku mobilní fáze. Mobilní 

fáze B byla nahrazena acetonitrilem, což přineslo jen částečný úspěch – v případě použití 

0,02 mol.dm
-3

 KH2PO4 byla tato metodika stanovení vhodná pouze pro aspartam. Acesul-

fam K je v acetonitrilu velmi špatně rozpustný. Výsledky analýzy nebyly optimální, takže 

bylo přistoupeno k metodě, kdy byl při izokratické eluci použit 0,1 mol.dm
-3

 roztok 

KH2PO4 o pH 4,5 upraveným pomocí H3PO4 a metanol. Poměr pufru a metanolu byl 7:3. 

Tato metoda byla aplikovaná při simultánním stanovení obou umělých sladidel ve vzorcích 

minerálních a pramenitých vod. Analýza byla provedena v izokratickém režimu při průto-

ku mobilní fáze 0,8 ml.min
-1

. Doba analýzy byla nastavena na 15 min. Signál byl snímán 

detektorem diodového pole (DAD) při vlnových délkách 210, 220, 254 a 270 nm.  

7.6 Konečné chromatografické podmínky pro separaci aspartamu a 

acesulfamu K 

V našem případě byla použita technika na reverzní fázi v izokratickém módu. Jako mobilní 

fáze A byl použit pufr (0,1 mol.dm
-3

 roztok KH2PO4 o pH 4,5; úprava pH byla provedena 

pomocí H3PO4), jako fáze B bylo aplikováno polární organické rozpouštědlo metanol 

(CH3OH). Poměr pufru a metanolu A:B byl 7:3 po celou dobu analýzy. Jako stacionární 

fáze byl použit vhodný oktadecylsilikagel na koloně Ascentis Express C18 HPLC (2,7 µm, 

150 × 4,6 mm). Jako předkolona byla použita Ascentis Express C18 guard cartridge (2,7 

µm, 5 × 4,6 mm). Teplota termostatu byla udržována při 30 °C. Doba analýzy byla nasta-

vena na 15 min. při průtoku mobilní fáze 0,8 ml.min
-1

. 

Výsledné plochy píků byly odečítány při 220 nm u acesulfamu K a při vlnové délce 210 

nm u aspartamu, což odpovídá vlnové délce, při které mají tyto látky nejvyšší absorbanci.   
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7.7 Příprava kalibrační řady standardů 

Standardy obou umělých sladidel byly naváženy s přesností na 0,0001 g. Poté byla naváž-

ka kvantitativně převedena do 100 ml odměrné baňky a byla doplněna po rysku redestilo-

vanou vodou. Tímto postupem byl získán zásobní roztok o koncentraci 100 µg.ml
-1

. Násle-

dovalo důkladné protřepání a příprava kalibrační řady roztoků o koncentraci 10; 20; 40; 60 

a 80 µg.ml
-1

 (odpipetováním vypočteného objemu zásobního roztoku do odměrných baněk 

o objemu 10 ml a doplněním redestilovanou vodou po rysku). Z jednotlivých odměrných 

baněk připravené kalibrační řady bylo odpipetováno 1,5 ml do příslušných vialek. Popis-

kem označené vialky s těsnícím teflonovým uzávěrem byly připraveny k analýze. Chroma-

tografická analýza probíhala za stejných chromatografických podmínek, jako je uvedeno 

v kapitole 7.6. Kalibrační křivka byla sestrojena jako závislost plochy píku (mAU) na kon-

centraci standardů (µg.ml
-1

). Po sestrojení kalibrační křivky byl z její rovnice vypočten 

obsah náhradního sladidla ve vzorku. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Výsledky měření kalibrační křivky aspartamu a acesulfamu K 

Byly proměřeny velikosti plochy píků standardu aspartamu a acesulfamu K o koncentra-

cích 10; 20; 40; 60; 80 a 100 µg.ml
-1

. Každá koncentrace připravených standardů byla 

proměřena třikrát, detekce byla provedena při vlnové délce 210 nm pro aspartam a 220 nm 

pro acesulfam K. Kalibrační křivka byla sestrojena jako závislost průměrné plochy píku A 

(mAU) na koncentraci umělého sladidla (µg.ml
-1

). Plocha píku je přímo úměrná koncen-

traci vzorku. Retenční čas acesulfamu K byl 2,12 min, aspartamu 7,97 min. Výsledky mě-

ření jsou uvedeny v tabulce 4 a 5. Sestrojené kalibrační křivky lze vidět na obrázku 7 a 8. 

Chromatogramy standardů ACS-K a ASP jsou uvedeny v přílohách P I, II a III. 

 

 

Obrázek 7 Kalibrační křivka pro stanovení acesulfamu K 
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Obrázek 8 Kalibrační křivka pro stanovení aspartamu 
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Tabulka 4 Kalibrace acesulfamu K při vlnové délce 220 nm 

Koncentrace acesulfamu K 

[mg.ml
-1

] 

Plocha píku 

[mAU] 

Průměrná plocha píku 

[mAU] 

 

10 

 

15716 

15750 15786 

15750 

20 

31399 

31364 31330 

31364 

40 

62007 

62612 62690 

63141 

60 

93902 

93967 93882 

94119 

80 

122299 

122400 122678 

122225 

100 

144894 

144903 144875 

144941 
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Tabulka 5 Kalibrace aspartamu při vlnové délce 210 nm 

Koncentrace aspartamu K 

[mg.ml
-1

] 

Plocha píku 

[mAU] 

Průměrná plocha píku 

[mAU] 

 

10 

 

8259 

8293 8299 

8323 

20 

17145 

17163 17152 

17194 

40 

33887 

33839 33605 

34026 

60 

50481 

50291 50035 

50358 

80 

66897 

66762 66666 

66725 

100 

83480 

83202 82954 

83172 
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8.1.1 Výsledky stanovení acesulfamu K a aspartamu ve vzorcích minerálních a 

pramenitých vod 

Odečtená plocha píku každého vzorku byla dosazena do rovnice regrese kalibrační křivky, 

která má tvar y = 1458,9x + 3124,90 (pro acesulfam K), y = 829,85x + 383,18 (pro aspar-

tam). Dosazením do rovnic byl vypočten obsah obou umělých sladidel ve vzorcích. Meto-

dika stanovení obou umělých sladidel je uvedena v kapitole 7.6. Každý vzorek byl analy-

zován 3x. K identifikaci umělých sladidel bylo použito porovnání retenčních časů nezná-

mých látek s retenčními časy standardů. Koncentrace těchto látek byla zjištěna odečtením 

velikosti ploch pod eluční křivkou. V případě významných odchylek od retenčních časů 

standardů byl proveden přídavek roztoku standardu ke vzorku – 750 µl vzorku bylo smíse-

no se 250 µl zásobního roztoku standardu o koncentraci 100 µl.ml
-1

; roztok byl následně 

podroben analýze (byla použita metoda standardního přídavku). Výsledky analýzy jsou 

uvedeny v tabulkách 6 – 29.  

Tabulka 6 Obsah acesulfamu K a aspartamu ve vzorku A1  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,18 5312 1,50 

ASP 7,35 1672 1,55 

2. 

ACS-K 2,21 5297 1,49 

ASP 7,21 1678 1,56 

 3. 

ACS-K 2,19 5283 1,48 

ASP 7,26 1782 1,69 

Tabulka 7 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku A1  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,14 5573 1,68 

ASP 8,01 2496 2,55 

2. 

ACS-K 2,14 5564 1,67 

ASP 8,00 2496 2,55 

3. 

ACS-K 2,14 5570 1,68 

ASP 8,01 2488 2,54 

 

Tabulka 9 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku A2  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,17 5466 1,60 

ASP 8,52 2047 2,00 

2. 

ACS-K 2,17 5423 1,58 

ASP 8,51 2049 2,01 

3. 

ACS-K 2,17 5408 1,56 

ASP 8,48 2057 2,02 

 

Tabulka 11 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku A3  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 82767 54,59 

ASP 8,27 15841 18,63 

2. 

ACS-K 2,15 82962 54,72 

ASP 8,26 15862 18,65 

3. 

ACS-K 2,14 82950 54,72 

ASP 8,27 15894 18,69 

 

Tabulka 13 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku B1  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,13 87440 57,79 

ASP 8,00 18462 21,79 

2. 

ACS-K 2,13 87073 57,54 

ASP 8,01 18423 21,74 

3. 

ACS-K 2,13 87302 57,70 

ASP 8,01 18384 21,69 

 

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

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 86978 57,48 

ASP 8,25 6974 7,94 

2. 

ACS-K 2,15 86886 57,41 

ASP 8,25 7009 7,98 

3. 

ACS-K 2,15 86841 57,38 

ASP 8,26 6932 7,89 

 

Tabulka 17 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku B3  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 38767 24,43 

ASP 7,89 19072 22,52 

2. 

ACS-K 2,15 38855 24,49 

ASP 7,89 19107 22,56 

3. 

ACS-K 2,15 38927 24,54 

ASP 7,93 19048 22,49 

 

Tabulka 19 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku C1  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 38533 24,27 

ASP 8,27 17782 20,97 

2. 

ACS-K 2,15 38582 24,30 

ASP 8,27 17761 20,94 

3. 

ACS-K 2,15 38530 24,27 

ASP 8,27 17798 20,99 

 

Tabulka 21 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku C2  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 70721 46,33 

ASP 8,21 18340 21,64 

2. 

ACS-K 2,15 70914 46,47 

ASP 8,23 18310 21,60 

3. 

ACS-K 2,14 70909 46,46 

ASP 8,26 18325 21,62 

 

 Tabulka 23 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku C3  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 78758 51,84 

ASP 8,29 41966 50,11 

2. 

ACS-K 2,15 78732 51,82 

ASP 8,30 41971 50,11 

3. 

ACS-K 2,15 78765 51,85 

ASP 8,30 41964 50,11 

 

Tabulka 25 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku D1  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,15 85098 56,19 

ASP 8,31 41627 49,70 

2. 

ACS-K 2,15 84618 55,86 

ASP 8,29 41908 50,04 

3. 

ACS-K 2,14 85070 56,17 

ASP 8,29 41796 49,90 

 

Tabulka 27 Průměrný obsah ACS-K a ASP ve vzorku D2  

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

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  

Měření 
Druh umělého 

sladidla 

Retenční čas 

[min] 

Plocha píku 

[mAU] 

Obsah sladidla 

[mg.l
-1

] 

1. 

ACS-K 2,13 90632 59,98 

ASP 7,97 42931 51,27 

2. 

ACS-K 2,13 90491 59,88 

ASP 7,99 42925 51,26 

3. 

ACS-K 2,13 90369 59,80 

ASP 8,00 42890 51,22 

 

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

Druh umělého sladidla 
Průměrný obsah 

sladidla [mg.l
-1

] 
S.D. [mg.l

-1
] µ [mg.l

-1
] 

ACS-K 59,89 0,07 59,89 ± 0,07 

ASP 51,25 0,02 51,25 ± 0,02 

 

Provedenou analýzou bylo u vzorků zjištěno toto průměrné množství obou umělých sladi-

del: pramenitá voda A1 obsahovala 1,49 ± 0,01 mg.l
-1 

acesulfamu K a 1,60 ± 0,06 mg.l
-1

 

aspartamu. Ve vzorku A2 bylo naměřeno 1,68 ± 0,01 mg.l
-1 

acesulfamu K a 2,54 ± 0,01 

mg.l
-1

 aspartamu. Vzorek označen kódem A3 obsahoval 1,58 ± 0,02 mg.l
-1

 ACS-K a 2,01 ± 

0,01 mg.l
-1

 ASP.  

Minerální voda B1 obsahovala 54,68 ± 0,06 mg.l
-1

 ACS-K a 18,66 ± 0,03 mg.l
-1

 ASP. Ve 

vzorku minerální vody B2 byl analýzou detekován obsah ACS-K 57,68 ± 0,10 mg.l
-1

 a 

21,74 ± 0,04 mg.l
-1

 ASP. Vzorek B3 se vyznačoval obsahem 57,42 ± 0,04 mg.l
-1

 ACS-K  a 

7,94 ± 0,04 mg.l
-1

 ASP.  
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V minerální vodě C1 byl ACS-K detekován v množství 24,49 ± 0,04 mg.l
-1

, aspartam 

22,53 ± 0,03 mg.l
-1

. Průměrné množství acesulfamu K ve vzorku C2 bylo 24,28 ± 0,02 

mg.l
-1

, aspartam byl naměřen v množství 20,96 ± 0,02 mg.l
-1

. Ve vzorku C3 byl zjištěn 

obsah acesulfamu K 46,42 ± 0,06 mg.l
-1

 a 21,62 ± 0,01 mg.l
-1

 aspartamu.  

Minerální voda D1 se vyznačovala obsahem 51,84 ± 0,01 mg.l
-1

 acesulfamu K a 50,11 ± 

0,01 mg.l
-1

 aspartamu. Acesulfam K byl u vzorku D2 zastoupen v  množství 56,07 ± 0,15 

mg.l
-1

, aspartamu v témže vzorku bylo 49,88 ± 0,14 mg.l
-1

. Vzorek D3 průměrně obsaho-

val 59,89 ± 0,07 mg.l
-1

 acesulfamu K a 51,25 ± 0,02 mg.l
-1

 aspartamu. 

Z přehledné tabulky v příloze P IV lze pro srovnání vyčíst složení deklarované výrobcem 

na etiketě a průměrný obsah obou sladidel ve všech analyzovaných vzorcích. Pramenitá 

voda označena kódem A (1,2,3) ve všech třech různých příchutích pokaždé obsahovala 

okolo 1,49 – 1,58 mg.l
-1

 acesulfamu a téměř srovnatelné množství aspartamu. Tento rela-

tivně nízký obsah obou umělých sladidel lze vysvětlit složením těchto pramenitých vod. 

Vedle ACS-K a ASP výrobce uvádí invertovaný cukr, cyklamát sodný a sacharin. Podle 

Zákona č. 110/1997 Sb. O potravinách a tabákových výrobcích, ve znění pozdějších před-

pisů, je povinen výrobce uvádět do složení výrobku složky, z nichž je potravina složena, 

sestupně podle obsahu v potravině; složky tvořící méně než 2 % množství konečného vý-

robku mohou být uvedeny v různém pořadí za ostatními složkami. Z takových údajů da-

ných zákonem lze usuzovat, že v těchto analyzovaných pramenitých vodách dodával slad-

kou chuť ve větší míře právě invertovaný cukr.  

Na základě článku Determination of nine high-intensity sweeteners in various foods by 

high-performance liquid chromatography with mass spectrometric detection, od autorů 

Agata Zygler, Andrzej Wasik, Agata Kot-Wasik a Jacek Namieśnik [56], lze usuzovat, že 

eluce devíti nejvýznamnějších umělých sladidel při analýze probíhá v následujícím pořadí: 

ACS-K, sacharin, cyklamát, ASP, sukralóza, dulcin, alitam, NHDC a neotam. Chromato-

gram, který ve svém článku tito autoři uvádí, lze nalézt v příloze P V. Pro srovnání je na 

dalším obrázku v příloze P VI uveden chromatogram pramenité vody A3. Pro potvrzení, že 

pík (označen na obrázku číslem 1) patří ACS-K, byl proveden přídavek standardu do vzor-

ku. Na obrázku v příloze P VI je zachycen stav po přídavku ACS-K. Při chromatografické 

separaci na reverzní fázi je pořadí eluce jednotlivých sladidel, při použití obvyklých staci-

onárních a mobilních fází, vždy stejné. TR ACS-K < TR SAC < TR CYC < TR ASP (TR = 

retenční čas). Vzhledem k tomu, že standardy sacharinu a cyklamátu nebyly k dispozici a 

rovněž nebylo možné využít hmotnostního detektoru, bylo nutné pokusit se tato sladidla 
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identifikovat srovnáním průběhů UV spekter. Sacharin obsahuje ve své struktuře aromatic-

ké jádro a ketoskupinu. Z toho lze usuzovat na zvýšenou absorbanci v oblasti 280 i 254 

nm. Tomuto předpokladu přesně odpovídá pík č. 2. Naopak molekula cyklamátu neobsahu-

je ve své struktuře žádný chromofor. Toto sladidlo se pomocí UV detektoru stanovuje 

v oblasti 200 – 210 nm jen velmi těžko. Při vlnové délce 210 nm lze u cyklamátu očekávat 

jen velmi nízkou absorbanci. Proto, i v případě, že je koncentrace sacharinu ve vzorku niž-

ší než koncentrace cyklamátu, jsou jejich hodnoty absorbance při 210 nm v opačném po-

měru. Samotný cyklamát lze s největší pravděpodobností přisoudit jednomu z drobných 

píků v oblasti TR = 4 min. Pro potvrzení či vyvrácení domněnky by stačilo provést přída-

vek standardů sacharinu a cyklamátu do vzorku nebo proměřit hmotnostní spektra. Pík, 

označen na obrázku číslem 3, patří aspartamu. Mírný posun v retenčních časech byl způso-

ben vzájemnou interferencí umělých sladidel a ostatních složek ve vzorku. 

Autoři Agata Zygler, Andrzej Wasik a Jacek Namieśnik ve své práci [11] uvádí, že velmi 

často výrobci používají kombinaci sacharinu a cyklamátu v poměru 1:10. Hořká pachuť 

sacharinu je maskovaná cyklamátem a nepříjemná pachuť cyklamátu je maskovaná sacha-

rinem. To vysvětluje společné použití těchto dvou umělých sladidel ve vzorcích označe-

ných kódem A (1,2,3). 

Zajímavé výsledky přináší analýzy minerálních vod pod kódem B (1,2,3). Výrobce těchto 

vod je totožný jako u vzorků D (1,2,3). Ve všech třech vzorcích B (1,2,3) byl detekován 

vyšší obsah acesulfamu K (54,68 mg.l
-1

 – 57,68 mg.l
-1

), kdežto aspartam byl obsažen 

v množství 7,94 mg.l
-1

 až 21,74 mg.l
-1

. Takový rozdíl v přídavcích obou sladidel u žádných 

jiných zde analyzovaných vzorků nebyl zjištěn. Nižší obsah aspartamu byl s největší prav-

děpodobností způsoben jeho degradací. 

Nejvyšší obsah umělých sladidel byl detekován u vzorků minerálních vod označených kó-

dem D (1,2,3). Obsahovaly od 51,84 mg.l
-1

 – 59,89 mg.l
-1

 acesulfamu K a 49,88 mg.l
-1

 – 

51,25 mg.l
-1

 aspartamu. Vysoký podíl umělých sladidel by mohl být způsoben skutečností, 

že minerální vody dále ve svém složení neobsahují žádný přidaný cukr. Výrobce navíc 

speciálním označením doporučuje tyto minerální vody osobám, které dbají na štíhlou linii. 

Minerální voda pod kódem D2 byla zajímavá svým obsahem benzoátu sodného. Byla pro-

vedena chromatografická analýza kyseliny benzoové za stejných podmínek, kterým byly 

podrobeny vzorky. Kyselina benzoová je bílá krystalická látka, ve vodě se špatně rozpouš-

tí, a proto se častěji do nápojů aplikuje její sodná sůl (benzoát sodný), která je ve vodě roz-
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pustná velmi dobře [58]. Krystalická kyselina benzoová proto byla rozpuštěna v metanolu 

a podrobena analýze. Chromatogramy minerální vody D2 a kyseliny benzoové jsou uvede-

ny v příloze P XI. Z obou chromatogramů lze vyčíst, že ve vzorku byla s jistotou potvrzena 

i přítomnost benzoové kyseliny. Mírný posun v retenčních časech byl opět způsoben vzá-

jemnou interferencí složek ve vzorku či ta skutečnost, že se jednalo o její sodnou sůl.  

Vyhláška č. 4/2008 Sb., kterou se stanoví druhy a podmínky použití přídatných látek a 

extrakčních rozpouštědel při výrobě potravin Příl. 5, uvádí seznam sladidel povolených při 

výrobě potravin a skupin potravin, podmínky jejich použití a povolené množství. 

Pro ochucené nealko nápoje se sníženou energetickou hodnotou nebo bez přidaného cukru 

a nápojové koncentráty pro přípravu těchto nápojů (po naředění podle návodu výrobce) je 

uvedeno nejvyšší povolené množství 350 mg.l
-1

 acesulfamu K. Pro aspartam je toto množ-

ství vyšší – vyhláška uvádí 600 mg.l
-1

. Z výsledků provedené analýzy lze tedy usoudit, že 

žádný ze vzorků neobsahoval vyšší než povolené množství těchto dvou umělých sladidel. 

Nejvyšší zjištěné hodnoty ACS-K i ASP byly naměřeny u vzorku D3. Tento výsledek lze 

vysvětlit složením analyzovaného vzorku minerální vody D3. Vzhledem k tomu, že výrob-

ce ve složení uvádí mj. kyselinu citronovou, citronan sodný, CO2, rozpustnou vlákninu a 

L-karnitin, se lze domnívat, že sladidla aspartam i acesulfam K byly použity ve větším 

množství proto, aby této minerální vodě dodaly převládající sladkou chuť; v nižších kon-

centracích by mohl být vjem sladké chuti interferován dalšími složkami vzorku. 

Zdroj [56] uvádí, že např. ve vzorku syceného nápoje (označeného číslem 1) bylo zjištěno 

množství 128,5 ± 1,2 ACS-K a 443,3 ± 7,1 ASP. Zdroj blíže neuvádí, o jaké vzorky se 

jednalo.  

ADI u aspartamu je stanoveno na 40 mg.kg
-1

 pro Kanadu a evropské země, v USA činí 

hodnota ADI 50 mg.kg
-1

. Pro acesulfam K byla stanovena hodnota ADI na 15 mg.kg
-1

. 

Z těchto informací je zřejmé, že u vzorků nebyla překročena hodnota ADI. Lze tedy kon-

statovat, že všechny zde analyzované vzorky ochucených minerálních a pramenitých vod 

vyhovují normám a nepřekračují povolené množství ADI. 
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ZÁVĚR 

Cílem práce bylo nalézt optimální chromatografické podmínky pro simultánní stanovení 

umělých sladidel acesulfamu K a aspartamu pomocí vysoce účinné kapalinové chromato-

grafie (HPLC). Vybraná metoda byla aplikována na vzorky minerálních a pramenitých 

vod.  

Pro stanovení umělých sladidel v nápojích existuje několik metod. Při výběru té nejvhod-

nější vždy záleží na složení nápoje a dostupné laboratorní technice. V našem případě byl 

k analýze použit přístroj typu UltiMate 3000 RS Column Compartment; Dionex, a technika 

separace na reverzní fázi. 

Analýza vzorků byla provedena v izokratickém režimu při průtoku mobilní fáze 0,8 

ml.min
-1

. Během analýzy, jejíž doba byla 15 min, byla udržována teplota termostatu kolo-

ny 30 °C. Signál byl snímán detektorem diodového pole (DAD) při vlnových délkách 210, 

220, 254 a 270 nm. 

Mobilní fáze A byl pufr (0,1 mol.dm
-3

 roztok KH2PO4 o pH 4,5; úprava pH byla provedena 

pomocí H3PO4), fáze B metanol (CH3OH). Poměr pufru a metanolu A:B byl 7:3. Jako sta-

cionární fáze byl použit vhodný oktadecylsilikagel, kolona Ascentis Express C18  (velikost 

částic 2,7 µm, rozměr kolony 150 × 4,6 mm). Jako předkolona byla použita Ascentis Ex-

press C18 guard cartridge (2,7 µm, 5 × 4,6 mm). Vzhledem k tomu, že vzorky neobsahova-

ly barviva a ve větším množství bílkoviny ani tuky, byla vynechána SPE extrakce. Násle-

dovalo odplynění a filtrace přes 0,45 µm, 13 mm nylonový stříkačkový filtr, a poté bylo 

přistoupeno k analýze. 

K sestrojení kalibračních křivek byly použity standardy acesulfamu K a aspartamu. Chro-

matografické podmínky pro měření byly shodné jako u stanovení obou těchto sladidel ve 

vzorcích. 

Pro kvantitativní analýzu umělých sladidel acesulfamu K a aspartamu bylo vybráno 12 

vzorků minerálních a pramenitých vod od tří různých výrobců, ve třech příchutích. Každá 

minerální nebo pramenitá voda byla v této práci označena unikátním dvoumístným kódem. 

Písmeno v kódu vždy popisuje jednu sadu tří analyzovaných vod prodávaných pod stejným 

obchodním názvem, číslem je označena různá příchuť. Kódem A byly popsány 3 prameni-

té vody, pod kódy B, C a D se nachází minerální vody. 
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Firma, která vyrábí minerální vody zde uváděné pod kódem D (1,2,3), se vyznačuje tím, že 

ve svém sortimentu nabízí i minerální vody přímo vyrobené pro Kaufland. Tyto vzorky 

byly také podrobeny analýze. V této práci mají označení B (1,2,3). 

Provedenou analýzou bylo u vzorků zjištěno toto průměrné množství obou umělých sladi-

del: pramenitá voda A1 obsahovala 1,49 ± 0,01 mg.l
-1 

acesulfamu K a 1,60 ± 0,06 mg.l
-1

 

aspartamu. Ve vzorku A2 bylo naměřeno 1,68 ± 0,01 mg.l
-1 

acesulfamu K a 2,54 ± 0,01 

mg.l
-1

 aspartamu. Vzorek označen kódem A3 obsahoval 1,58 ± 0,02 mg.l
-1

 ACS-K a 2,01 ± 

0,01 mg.l
-1

 ASP.  

Minerální voda B1 obsahovala 54,68 ± 0,06 mg.l
-1

 ACS-K a 18,66 ± 0,03 mg.l
-1

 ASP. Ve 

vzorku minerální vody B2 byl analýzou detekován obsah ACS-K 57,68 ± 0,10 mg.l
-1

 a 

21,74 ± 0,04 mg.l
-1

 ASP. Vzorek B3 se vyznačoval obsahem 57,42 ± 0,04 mg.l
-1

 ACS-K  a 

7,94 ± 0,04 mg.l
-1 

ASP. V minerální vodě C1 byl ACS-K detekován v množství 24,49 ± 

0,04 mg.l
-1

, aspartam 22,53 ± 0,03 mg.l
-1

. Průměrné množství acesulfamu K ve vzorku C2 

bylo 24,28 ± 0,02 mg.l
-1

, aspartam byl naměřen v množství 20,96 ± 0,02 mg.l
-1

. Ve vzorku 

C3 byl zjištěn obsah acesulfamu K 46,42 ± 0,06 mg.l
-1 

a 21,62 ± 0,01 mg.l
-1

  aspartamu. 

Minerální voda D1 se vyznačovala obsahem 51,84 ± 0,01 mg.l
-1

 acesulfamu K a 50,11 ± 

0,01 mg.l
-1 

aspartamu. Acesulfam K byl u vzorku D2 zastoupen v  množství 56,07 ± 0,15 

mg.l
-1

, aspartamu v témže vzorku bylo 49,88 ± 0,14 mg.l
-1

. Vzorek D3 průměrně obsaho-

val 59,89 ± 0,07 mg.l
-1

 acesulfamu K a 51,25 ± 0,02 mg.l
-1

 aspartamu. 

Zajímavé výsledky přinesly analýzy minerálních vod pod kódem B (1,2,3). Výrobce těchto 

vod je totožný jako u vzorků D (1,2,3). Ve všech třech vzorcích B (1,2,3) byl detekován 

vyšší obsah acesulfamu K (54,68 mg.l
-1

 – 57,68 mg.l
-1

), kdežto aspartam byl obsažen 

v množství 7,94 mg.l
-1

 až 21,74 mg.l
-1

. Takový rozdíl v přídavcích obou sladidel u žádných 

jiných zde analyzovaných vzorků nebyl zjištěn. Nižší obsah aspartamu byl s největší prav-

děpodobností způsoben jeho degradací. 

U minerálních vod C (1,2,3) – ve všech třech příchutích – byla navíc potvrzena přítomnost 

benzoanu sodného a kyseliny sorbové. U vody D2 byla analýzou potvrzena přítomnost 

konzervantu benzoanu sodného. 

Chromatogramy vybraných analyzovaných vzorků a přehledná tabulka obsahující kódová-

ní vzorků, jejich složení a detekovaný obsah umělých sladidel ACS-K a ASP, se nachází 

v přílohách P I – XI. 
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Na základě zjištěného množství sladidel a jejich porovnáním s normou lze konstatovat, že 

všechny zde analyzované vzorky ochucených minerálních a pramenitých vod vyhovují 

normám a nepřekračují povolené množství ADI. 

Přiřazení obchodních názvů vzorků k jejich kódům bude provedeno při obhajobě této di-

plomové práce. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

ACS-K  Acesulfam K 

ASP  Aspartam 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

  Kapalinová chromatografie 

UHPLC  Ultra High Performance Liquid Chromatography 

  Vysoce účinná kapalinová chromatografie 

ADI  Acceptable Daily Intake 

  Doporučená denní přijatelná dávka 

WHO  World Health Organization 

  Světová zdravotnická organizace 

FAO  Food and Agriculture Organization of the United Nations 

  Světová organizace pro výživu 

JECFA  Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives  

  Sdružení odborníků pro potravinář. přídat. l. zahrnující členy z FAO a WHO 

EFSA  European Food Safety Autority 

  Evropská potravinová bezpečnostní agentura 

CC  Column Chromatography 

  Kolonová chromatografie 

PP  Paper Chromatography 

  Papírová chromatografie 

TLC  Thin Layer Chromatography 

  Chromatografie na tenké vrstvě 

GC  Gas Chromatography 

  Plynová chromatografie 
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SFC  Supercritical Fluid Chromatography 

  Fluidní chromatografie 

LSC  Liquid-Solid Chromatography 

  Adsorpční chromatografie 

LLC  Liquid-Liquid Chromatography 

  Rozdělovací (adsorpční) chromatografie 

GPC  Gel Permeation Chromatography 

  Gelová (permeační) chromatografie 

IEC  Ion-Exchange Chromatography 

  Iontová chromatografie 

CZE  Capillary Zone Electrophoresis 

  Kapilární zónová elektroforéza 

FIA  Flow Injection Analysis 

  Průtoková injekční analýza 

FTIR  Fourier transform infrared (spectroscopy) 

  Infračervená spektroskopie s Fourierovou transformací 

NP-HPLC  Normal Phase - High Performance Liquid Chromatography 

  Kapalinová chromatografie na normálních fázích 

RP-HPLC  Reverse Phase - High Performance Liquid Chromatography 

  Kapalinová chromatografie na obrácených (reverzních) fázích  

HPLC-UV  High Performance Liquid Chromatography - Ultraviolet 

  Kapalinová chromatografie s UV detekcí 

Syringe   Stříkačkový (filtr) 

SPE  Solid Phase Extraction 

  Extrakce tuhou fází 
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PŘÍLOHA P I: CHROMATOGRAM STANDARDU ACS-K

 

Obrázek 9 Standard acesulfam K o koncentraci 80 µg.ml
-1

 



 

PŘÍLOHA P II: CHROMATOGRAM STANDARDU ASP

 

Obrázek 10 Standard aspartam o koncentraci 80 µg.ml
-1

 



 

PŘÍLOHA P III: CHROMATOGRAM SMĚSI STANDARDŮ ACS-K A ASP 

 

Obrázek 11 Směs standardů acesulfamu K a aspartamu. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP 

 



 

PŘÍLOHA P IV: SOUHRNNÁ TABULKA S KÓDOVÁNÍM VZORKŮ, PRŮMĚRNÝM OBSAHEM A SLOŽENÍM 

Kód vzorku Průměrný obsah ACS-K [mg.l
-1

] Průměrný obsah ASP [mg.l
-1

] Složení vzorku 

A1 1,49 ± 0,01 1,60 ± 0,06 pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, 

aroma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam 

 
A2 1,68 ± 0,01 2,54 ± 0,01 pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, 

aroma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam 

A3 1,58 ± 0,02 2,01 ± 0,01 pramenitá voda, invertovaný cukr, CO2, kyselina citronová, 

aroma, cyklamát sodný, sacharin, acesulfam K, aspartam 

B1 54,68 ± 0,06 18,66 ± 0,03 minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, 

kyselina citronová, 

B2 57,68 ± 0,10 21,74 ± 0,04 minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, 

kyselina citronová 

B3 57,42 ± 0,04 7,94 ± 0,04 minerální voda, cukr, aspartam, acesulfam K, aroma, CO2, 

kyselina citronová, 

C1 24,49 ± 0,04 22,53 ± 0,03 přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K 

C2 24,28 ± 0,02 20,96 ± 0,02 přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K 

C3 46,42 ± 0,06 21,62 ± 0,01 přírodní minerální voda, cukr, CO2, kyselina citronová, aroma, 

konzervanty E 202 a E 211, aspartam, acesulfam K 

D1 51,84 ± 0,01 50,11 ± 0,01 minerální voda, kyselina citronová, CO2, aroma, acesulfam K, 

aspartam 

D2 56,07 ± 0,15 

 

56,07 ± 0,15 

 

49,88 ± 0,14 minerální voda, kyselina citronová, aroma, konzervant benzoát 

sodný, acesulfam K, aspartam 

D3 59,89 ± 0,07 51,25 ± 0,02 minerální voda, kyselina citronová, citronan sodný, CO2, roz-

pustná vláknina, L-karnitin, aroma, aspartam, acesulfam K. 

 



 

PŘÍLOHA P V: CHROMATOGRAM DEVÍTI ANALYZOVANÝCH SLADIDEL [56] 

 

Obrázek 12 Chromatogram devíti analyzovaných umělých sladidel. Pozn. SAC = sacharin, CYC = cyklamát, 

SCL = sukralóza, DUL = dulcin, ALI = alitam, NHDC = neohesperidin dihydrochalkon, NEO = neotam [56]. 



 

PŘÍLOHA P VI: CHROMATOGRAM VZORKU A3

 

Obrázek 13 Vzorek A3. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = sacharin, 3 = ASP 



 

PŘÍLOHA P VII: CHROMATOGRAM VZORKU B3

 

Obrázek 14 Vzorek B3. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP 



 

PŘÍLOHA P VIII: CHROMATOGRAM VZORKU C2 

 

  Obrázek 15 Vzorek C2 po přídavku standardu ACS-K. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP, 3 = benzoová kyselina, 4 = sorbová kyselina 



 

PŘÍLOHA P IX: CHROMATOGRAMY KYSELINY BENZOOVÉ, KYSELINY SORBOVÉ A VZORKU C2 

 

Obrázek 16 V chromatografech pod sebou: kyselina benzoová, kyselina sorbová, vzorek C2. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = 

ASP, benzoová kyselina = 3, sorbová kyselina = 4 



 

PŘÍLOHA P X: CHROMATOGRAM VZORKU D1 

 

Obrázek 17 Vzorek D1 po přídavku ACS-K. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP 



 

PŘÍLOHA P XI: CHROMATOGRAM VZORKU D2 A KYSELINY BENZOOVÉ

 

Obrázek 18 V chromatografech pod sebou: vzorek D2, kyselina benzoová. Pozn. 1 = ACS-K, 2 = ASP, 3 = kyselina benzoová 


