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ANOTACE

Diplomova prace je veénovana retenénimu chovani umélych sladidel v chromatografii
hydrofilnich interakei s ternarnimi mobilnimi fazemi. Retencni charakteristiky byly méfeny za
vyuziti vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem. Analyzy byly
provadény jak v systému izokratické eluce, tak i gradientové. Cilem prace bylo zhodnotit
potencionalni vliv methanolu v kombinaci s mobilnimi fazemi obsahujicimi acetonitril a vodny

pufr na separaci umélych sladidel.

KLiCOVA SLOVA

Uméla sladidla, ternarni mobilni faze, chromatografie hydrofilnich interakci
TITLE

Retention behavior of artificial sweeteners in chromatography of hydrophilic interactions with

ternal mobile phases
ANNOTATION

The thesis is devoted to the retention behaviour of artificial sweeteners in chromatography of
hydrophilic interactions with ternary mobile phases. The retention characteristics were
measured using high-performance liquid chromatography coupled with mass spectrometer.
Analyses were performed in both, isocratic elution and gradient systems. The aim of this work
was to evaluate the potential effect of methanol in combination of acetonitrile/aqueous buffer

mobile phases on the separation of artificial sweeteners.
KEYWORDS

Anrtificial sweeteners, ternary mobile phases, chromatography of hydrophilic interactions
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UvVoD

V soucasné dob¢ se pojem cukr stava ,,zakazanym® slovem. Ve vSech obchodech dnes
mizeme najit potraviny s oznac¢enim ,,zero nebo ,,low calorie®. V téchto produktech nejcastéji
byva cukr nahrazeny umélymi sladidly. Duvod je jasny — rostouci obezita a vyssi vyskyt diabetu
druhého typu v populaci. Otazkou ale zistava, zda snizena konzumace cukru a jeho nahrazeni

umélymi sladidly mtize pomoct vyhrat boj s témito nemocemi.

Uméléa sladidla jsou synteticky vyrobené latky, které se vyznacuji nékolindsobné vétsi
sladivosti, nez ma bézné dostupna sachardza. Jejich historie saha az do roku 1879, kdy bylo
objeveno prvni sladidlo, a to sacharin. Prvotni myslenkou ziejmé bylo najit latku, jez by osladila

zivot 1 diabetikiim. Nicmén¢ dnes je tento problém stale na dennim potadku.

Ackoliv jsou na trhu uméla sladidla jiz fadu let, o jejich bezpeénosti stale panuji obavy. Proto
je na misté neustale vyvijet rychlé metody, které by tyto latky analyzovaly. Téchto metod byla
vyvinuta jiz cela fada, od chromatografickych metod az po biosenzory. Tato prace se zamétuje
na analyzu umélych sladidel pomoci chromatografie hydrofilni interakci s detektorem rozptylu

svétla a hmotnostnim detektorem.

Cilem této prace je zkoumat vliv pouzité ternarni mobilni faze na reten¢ni chovani umélych

sladidel. Zkoumané mobilni faze se skladala z methanolu, acetonitrilu a octanového pufru.
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1. Sladidla

1.1. Pojem uméla sladidla a jejich historie

Sladka chut’ bez pfijaté energie nebo pouze s minimalni kalorickou hodnotou, takto lze
shrnout skupinu chemickych latek, ktera v dnesni dobé nahrazuje bézny cukr. Uméla sladidla
(US) jsou fazena mezi potravinaiska aditiva a jejich nejvétsi prednosti je nékolinasobné veétsi
sladivost, nez ma bézny cukr (sachardza) [1]. Duvodem vzrustajici poptavky po nahrazkach
cukru je rostouci obezita a vétsi vyskyt diabetu druhého typu v populaci. Témto nemocem
pfipiva i nadmérna konzumace jednoduchych cukri ve strave, proto je snahou nahradit cukr

nizkokalorickymi sladidly. Avsak jejich zdravotni nezavadnost je stale piedmétem diskusi [2].

Zacatkem 19. stoleti se zacala na trh uvadét prvni uméla sladidla (tab. 1), ale jejich nejvétsi

rozkvét nastal az v 21. stoleti, kdy se zacala objevovat i sladidla pfirodniho charakteru [3].

Tabulka 1: Nejcastéji pouzivana uméla sladidla a roky jejich objeveni [3,4,5]

Sladidlo Rok objeveni
Sacharin 1879
Aspartam 1965
Acesulfam draselny | 1967
Sukral6za 1976
Cyklamat 1937

Jedno z nejstarsich prirodnich sladidel je stévie (steviol-glykosidy), kterou pouzivaly kmeny
v Jizni Americe pied n€kolika staletimi. I pfes tato fakta byla stévie schvalena Evropskou unii

az v roce 2011[5].

1.2. Cukr v porovnani s umélymi sladidly
Stolni cukr neboli sachar6za (obr. 1) je disacharid sloZeny z jednotek glukozy a fruktozy.
Vyrabi se extrakei z cukrové titiny nebo cukrové fepy a obsahuje 4 kcal/g. Glykemicky index

sachar6zy je 68, coz je ukazatel narustu hladiny glukoézy v krvi po poziti urcité potraviny [6].

CH;OH CH,OH

H ¢—O H O_ H
OH H H HO

o o CH,OH
H OH HO

Obrazek 1: Strukturni vzorec sacharozy
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Ume¢la sladidla, na rozdil od bézného cukru, nemaji zadny glykemicky index ani kalorickou
hodnotu. Jedinou vyjimkou je zde aspartam, jenz obsahuje stejné mnozstvi kalorii jako cukr,
ale diky jeho intenzivni sladivosti ho sta¢i pouzit pouze nepatrné mnozstvi [2,6]. DalSim
odvétvim sladidel jsou cukerné alkoholy (polyoly), které maji vétSinou vyzivovou hodnotu a

ovlivilyji i hladinu glykémie, av§ak mén¢ nez sachar6za [7].

15



2. Rozdéleni sladidel
Sladidla rozdélujeme do dvou skupin. Mtzeme je délit na zaklad¢ jejich ptivodu na synteticka

(umgla) a ptirodni, nebo podle jejich internich vlastnosti na intenzivni a vyzivna [8].

2.1. Intenzivni sladidla
Charakteristickou vlastnosti sladidel je nékolinasobné vétsi sladka chut’, nez ma cukr (tab. 2,

kde X znaci, kolikrat je vétsi sladivost ve srovnani se sachar6zou) [8].

Tabulka 2: Sladivost a E kod vybranych intenzivnich sladidel [8]

Nazev sladidla E kod Sladivost
Acesulfam draselny 950 150-200x
Advantam 969 37 000x
Aspartam 951 200x
Cyklamat 952 30-80x%
Neotam 961 7 000-13 000x
Sacharin 954 240-300x
Sukral6za 955 400-800x

2.1.1. Sacharin

Sacharin je nejstar$i umélé sladidlo, které bylo velmi oblibené ve 20. stoleti béhem obou
svétovych valek, kdy byl nedostatek cukru. Prochazi nasim travicim traktem v nezménéné
podob¢, tudiz neni vyuzit jako zdroj energie [5]. Chemicky nazev je 1,1-dioxo-1,2-
benzothiazol-3-on a jeho struktura je uvedena na obrazku 2. Ve své ptivodni formé neni piilis
rozpustny ve vod¢, ¢astéji ho nalezneme ve form¢ sodné ¢i vapenaté soli. Dalsi nevyhodou je
lehce nahotkla, az kovova pachut’ [9]. Sacharin lze syntetizovat dvéma zptsoby. Pii prvnim
zpusobu vyroby se jako vychozi latka pouziva toluen, ktery reaguje s kyselinou
chlorosulfonovou a amoniakem. Reakci vzniknou dva sulfonamidy, pfi¢emz pouze oxidaci
o-toulensulfonamidu vznika sacharin. Ve druhém procesu se methylanthranilat necha reagovat
postupné s diazotizaénim ¢inidlem, oxidem sifi¢itym, plynnym chlérem a amoniakem [9,10].
V 70. az 80. letech 20. stoleti se zacaly objevovat ¢lanky, které upozoriiovaly na moznou
karcinogenitu sacharinu. Jednalo se o rakovinu mocového méchyie u zkoumanych hlodavct,
kterym byly podavany po dlouhou dobu vysoké davky sladidla. Projev rakoviny ale uzce

souvisel s travicim traktem zkuSebnich zvitat, proto byly tyto spekulace vyvraceny. Sacharin je
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jedno z nejvice prozkoumanych sladidel a povazuje se za bezpeény pii dodrzeni denni davky 5

mg/kg pro dospélé i déti [4-5].

Obrazek 2: Strukturni vzorec sacharinu

2.1.2. Aspartam

Aspartam je dipeptid, ktery se sklada z kyseliny L-asparagové a methyesteru L-fenylalaninu
(obr. 3) [11]. Chemicky se vyrabi dvéma zpisoby, pficemz oba spocivaji ve spojeni dvou
aminokyselinovych jednotek pomoci ¢inidel, ktera maji za ukol chranit funkéni skupiny (napf.
anhydrid kyseliny octové). Novou technologii je vyuziti mikroorganismil, jejichz
metabolismem z vychozich kyselin ziskame aspartam [12]. Chuti se aspartam velmi podoba
sacharoze [5], jeho rozpustnost ve vodé zavisi na pH a teploté, pti vyssich teplotach degraduje
[10-11]. Nehodi se do trvanlivych potravin, jelikoz cyklizuje na cykloaspartylfenylalanin
diketopiperazin, ktery neni sladky [13]. Ve stfevech Se za pomoci enzymu (esterazy, proteazy)
rozklada na fenylalanin, kyselinu asparagovou a methanol, jenz bézné najdeme i v potravinach
[11-12]. V dusledku rozpadu na fenylalanin neni vhodny pro osoby, které trpi fenylketonurii
[5]. Aspartam je jedno z nejvice testovanych sladidel, ¢asto se spekuluje o jeho bezpecnosti
z hlediska tvorby methanolu pfi jeho odbouravani. Tvrzeni, ze by methanol ptijaty z aspartamu
mél byt potencidlné karcinogenni a toxicky bylo zavrhnuto. Methanol se pfirozené vyskytuje
v béZnych potravinach (rajcatova stava) a je t€lu vlastni. Sklenice rajcatového dzusu poskytne
stejné mnoZstvi methanolu jako sklenice napoje slazend aspartamem. Ve vice nez 90 zemich na
celém svéte je aspartam povoleny a povazuje se za bezpeCny. Doporuceny denni piijem je

v Evropské unii 40 mg/kg [5,10,14].

O

OY\HLNH | OCH;
o

OH  NH,

Obrazek 3: Strukturni vzorec aspartamu
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2.1.3. Acesulfam draselny

Acesulfam K je nejpouzivanéjsi zkratka acesulfamu draselného, pfesnéji se jedna o draselnou
sul 6-methyl-1,2,3-oxathiazin-4(3H)-on 2,2-dioxidu a jeho struktura je uvedena na obrazku 4.
Je dobfe rozpustny ve vodé a stabilni do cca 225 °C. Jeho nevyhodou je nahoiklé chut’ pfi vyssi
koncentraci, a proto ho nej¢astéji nalezneme ve smési s ostatnimi sladidly [10,13,15]. Prvni
syntézy acesulfamu K pouzivaly jako vychozi latky chlorosulfonyl nebo fluorosulfonyl
isokyanat, ktery dale reagoval s kyselinou acetyloctovou a dalSimi Cinidly. | pfes velkou
vytéznost se od metod odstoupilo kvili obtizné manipulaci a pfipravé vychozich latek.
Nahradni metoda spociva v reakci acetoacidamidu s oxidem sirovym ve dvou po sobé jdoucich
krocich. Vysledkem je oxathiazonovy dioxid, ktery se neutralizuje hydroxidem draselnym za
vzniku acesulfamu K [10,16]. Vice nez 90 studii se shodlo na tom, Ze acesulfam draselny je

bezpecné sladilo. V Evropské unie je doporuceny denni piijem 9 mg/kg [17].

o\\s&o
TN
X

HSCJ\/L\O

Obrazek 4: Strukturni vzorec acesulfamu draselného

2.1.4. Sukraléza

Sukralo6za je strukturné podobna sacharoze. Piipravuje se selektivni substituci hydroxylovych
skupin sachardzy za atomy chloru [18]. Cely chemicky nazev je 1,6-dichlor-1,6-dideoxy-p-D-
fruktofuranosyl-4-chlor-4-deoxy-a-D-galaktopyranosid a struktura je uvedena na obrazku 5
[19]. Pro lidské télo neni vstiebatelna, vétsina sukralozy odchazi v nezménéné podobé a mensi
Cast jako glukuronidové konjugaty [18]. Vyznacuje se ¢isté sladkou chuti [13]. Sukraldza je
tepelné stabilni a dobte rozpustna ve vod¢, proto ji miiZeme najit v mnoha potravinach i lécich
[13,18,20]. Jedna se o bezpecné a dobife prozkoumané sladilo, doporuc¢eny denni piijem

v Evropskeé unii je 15mg/kg [19-20].

HO
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HO 7 =
A
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Qi

Obrazek 5: Strukturni vzorec sukralozy
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2.1.5. Cyklamat

Cyklamat je sodna nebo vapenata stl kyseliny cyklohexylsulfamové [10,21]. Struktura
cyklamatu sodného je na obrazku 6. Cyklamat je dobfe rozpustny ve vod¢ a ma lehce nakyslou
chut’. Nejcastéji ho v potravinach najdeme spole¢né se sacharinem. Sdm o sob¢ je neSkodny,
bohuzel u nékterych jedinct se ve stievech cyklamat pieménuje na toxicky cyklohexylamin.
Ackoliv nejnovéjsi poznatky ukazuji na to, ze konverze na cyklohexylamin se nejspise déje
pouze pii dlouhodobém uzivani, stale neni cyklamat povolen v USA. Jednd se o jedno
z nejkontroverzngjsich sladidel, které mélo, podobné jako sacharin, zpiisobovat rakovinu. | toto
tvrzeni bylo vyvraceno. I pfes moznou konverzi na cyklohexylamin je v Ceské republice

povolen [5,8,10,21]. Denni doporuceny piijem v Evropské unii je 7 mg/kg [22].

0 -
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Obrazek 6: Strukturni vzorec cyklamdtu sodného

2.1.6. Neotam

Neotam je derivat aspartamu, ktery se vyznacuje lepsi sladkou chuti a byl objeven v roce
1991. Chemicky nazev je  N-[N-(3,3-dimethylbutyl)-L-a-aspartyl]-L-phenylalanin
1-methylester a jeho struktura je zobrazena na obrazku 7. Vyrabi se zaspartamu
a 3,3-dimethylbutyraldenydu redukéni N-alkylaci s palladiem nebo platinou jako
katalyzatorem. Nereaguje s redukujicimi cukry ani aromatickymi latkami, je stabilni a
rozpustny ve vod¢ [13,23]. Po poziti se v travicim traktu absorbuje pouze 20-30 % neotamu. Je
rychle metabolizovan, vylucovan a v lidském téle se nehromadi. Hlavnimi metabolity jsou
methanol a fenylalanin. Vyskytuji se ale v mnohem mensi mife nez u aspartamu, proto je
neotam vhodny i pro populaci, ktera trpi fenylketonurii. Neotam se povazuje za netoxické
sladilo, které je schvaleno v USA i v Evropé, kde je doporuceny denni piijem 2 mg/kg
[8,10,13,22].
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Obrazek 7: Strukturni vzorec neotamu

2.1.7. Advantam

Dalsi derivat aspartamu, jenz se strukturné podoba neotamu je advantam [24]. Byl objeven
vroce 2008 [25]. Jeho struktura je zobrazena na obrazku 8. Chemicky nazev je
N-[N-[3-(3-hydroxy-4-methoxyfenyl)propyl]-a-aspartyl]-L-fenylalanin-1-methylester
monohydrat [26]. Advantam dominuje sladkou chuti, je vhodny do Siroké Skaly potravin véetné
takovych, které maji nizkou hodnotu pH nebo vyzaduji tepelné zpracovani o vysoké teploté
[24]. Rozpustnost ve vode¢ zavisi na pH a teploté [26]. Vyrabi se redukéni N-alkylaci aspartamu
a 3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)propanalu v prosttedi vodiku s platinou jako katalyzatorem
[27]. Jen mala ¢ast advantamu ve formé& kyseliny je absorbovana v gastrointestinalnim traktu.
Metabolit se nehromadi a je rychle vylucovan z téla ptevazné ve stolici. Tvorba methanolu a
fenylalaninu je zanedbatelna. Advantam se jevi jako bezpecné sladilo bez genotoxickych nebo
karcinogennich uc¢inkd, avSak vétSina studii je zalozena na pokusech u zvifat. Doporuéeny

denni ptijem je v Evropské unii 5 mg/kg [2486].

0 OH

HsC NH OH
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o) CH
o~ °

Obrazek 8: Strukturni vzorec advantamu

>

2.1.8. Néktera dalsi intenzivni sladidla
Dulcin (4-ethoxyfenylmocovina) je umélé sladilo, které se v minulosti pouzivalo spole¢né se

sacharinem. Dnes se jiz nepouziva z toxikologickych divodi. Neohesperidindihydrochalkon se
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vyrabi katalytickou redukci neohesperidinu, coz je glykosid flavonli. M4 ptijemnou sladkou
chut, jez dlouho pfetrvava a pomalu nastupuje. Je 500 - 2000krat sladsi nez sachardza [28].
Alitam je dipeptid slozeny z kyseliny L-asparagové a modifikovaného D-alaninu. Je 2000krat
sladsi nez sachardza. Alitam je schvaleny k uzivani v Mexiku, Kolumbii, Cing, Australii a na

Novém Zélandu [10].

Jedno z nejpouzivanéjsich intenzivnich sladidel dne$ni doby jsou steviol — glykosidy (E 960).
Ziskavaji se extrakci horkou vodou a naslednou rekrystalizaci z listt rostliny Stevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni. Stéviové glykosidy obsahuji rizné smési aktivnich latek napt. steviosid (obr.
9), rebaudiosid A (nejsladsi sloucenina), rebaudiosid C, dulkosid A. Sladivost je 250 — 300krat
vétsi nez U sachar6zy a obsahuje zanedbatelna mnozstvi kalorii. Je vhodna pro tepelnou upravu
a pro osoby trpici fenylketonurii i diabetiky. Radi se mezi bezpeéna sladidla a jeji adekvatni
denni ptijem (ADI) je 4 mg/ kg. Toto mnozstvi 1ze konzumovat denné po cely zivot bez Gjmy

na zdravi [5,8,22].

OH

"""OH

Obrazek 9: Strukturni vzorec steviosidu

2.2. Vliv umélych sladidel na stfevni mikrobiom a zdravi

Vsechna umélé sladidla musi projit dikladnym hodnocenim bezpecnosti pfed uvedenim na
trh. V Evropské unii o pfijeti sladila rozhoduje zejména Evropska komise, parlament, rada a
¢lenské staty. Hodnoceni rizik a stanoveni ADI provadi tzv. panel EFSA. Po potvrzeni
bezpecnosti se k prislusnému sladidlu ptifadi E kod, ktery jej identifikuje na potravinach [29].

Dtive se uméla sladila mohla pouzivat pouze do n¢kterych potravin, jez stanovila vyhlaska ¢.
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122/2011 Sb., priklady jsou uvedené v tabulce 4. Pozd¢ji vSak byla zruSena a nahrazena
vyhlaskou €. 253/2018 Sb., ktery jiz zadné potraviny nevymezuje [30].

Casto diskutovanym tématem v oblasti bezpe¢nosti umélych sladidel je jejich vliv na stievni
mikrobiom. Jedna z nejnovéjsich studii od Suez a kol. (2022) zkoumala vliv sacharinu,
aspartamu, sukral6zy a stévie na stfevni bakterie a hladinu krevniho cukru. Vyzkum mél tfi
faze. Prvni byla ur¢ena k métfeni metabolickych parametrl participantli, ve druhé fazi se po
dobu 14 dnti podavala osobam uméla sladila a v posledni se sledovaly zmény po vysazeni US.
Studie se Gcastnilo 120 osob, které nikdy nekonzumovaly uméla sladidla. Ugastnici byli
rozdé&leni do $esti skupin po 20 lidech. Ctyii skupiny konzumovaly konkrétni sladidlo spole&né
s glukozou, kontrolni skupina glukdézu a posledni nedostdvala nic. Mnozstvi podavaného
sladidla bylo pod hranici pfijatelné denni davky (ADI), konkrétni hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 3. V prubéhu dvou tydnti si vSichni t€astnici pravidelné rano v domacich podminkach
délali oralni glukézovy toleranéni test. Ukazalo se, ze skupina, jez konzumovala sacharin a
sukralézu méla prudsi narist glykémie oproti ostatnim skupinam. Dale vyzkumnici provedli
transplantaci mikrobiomu ucastnikti do mysi, které nemaji osidlena stfeva bakteriemi. Mysi, jez
dostaly bakterie od skupin, kde byl nartst glykémie nejvétsi, vykazovaly podobnou reakci. U
vSech skupin, které¢ konzumovaly uméla sladidla doSlo ke zméné mikrobiomu, respektive

metabolickych produktt bakterii [31].

Tabulka 3: Mnozstvi podavanych umélych sladidel, prevzato a upraveno [31]

Stévie Sukraléza Sacharin Aspartam
pocet sackt/den 6 6 6 6
mg/den 180 102 180 240
ADI (mg/kg/den) 4 5 15 50

Podobna publikace od stejného autora vysla jiz v roce 2014. V této studii se zabyvali vlivem
aspartamu, sacharinu, sukral6zy na stfevni mikrobiom a glukézovou intoleranci u mysi.
Sladidla jim byla podavana ve vod¢ spolecné s glukozou (pt. 5 % sacharinu a 95 % glukézy).
Srovnavaci skupina mysi pila bud’ ¢istou vodu nebo vodu s glukozou ¢i sacharézu. V prabéhu
11 tydni byla zaznamenana intolerance na glukézu u hladoved, kteti pili US, pficemz nejvétsi
efekt mél sacharin. Dale byl zkouman vliv pouze samotného sacharinu se stejnymi vysledky.

Sacharin dale ovliviioval i metabolismus stievnich bakterii [32].
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Stfevni mikrobiom se pravdépodobné méni kazdy den a ovliviluje ho mnoho faktort,
predevsim strava. V roce 2019 Lobach a kol. provedli pfezkoumani vSech dosavadnich studii,
které se tykaly vlivu umélych sladidel na stievni mikrobiom. Studie zkoumala sladidla jako je
acelsufam draselny, sacharin, sukral6za, cyklamat, aspartam nebo neotam. Védci dosli
k zavéru, ze pti konzumaci doporucenych dennich davkach neni zadny jasny dikaz o tom, ze
US ovliviuji nase sttevni bakterie. Piesto, Ze se objevuji studie o negativnich Gcincich, Casto je

problém s interpretaci dat nebo s pouzitou davkou sladidla [33].

Vlivem umélych intenzivnich sladidel na inzulinovou rezistenci se dale zabyvali napf.
Dalenberg a kol. (2020), jiz zkoumali vliv sachardzy, samotné sukraldzy, a jeji kombinace
s maltodextrinem. Studie se zc¢astnilo 45 1idi, ktefi neuzivali US a paralelné se sledovala i
skupina adolescenti. Po dobu dvou tydnt zcela nahodné konzumovali napoje oslazené bud’
0,06 g sukral6zy, anebo 30,38 g sacharozy, nebo 0,06 g sukraldzy s 31,83 g maltodextrinu.
Vysledky ukazaly, ze nejhorsi vliv na metabolismus glukdzy, respektive snizenou citlivost na
inzulin méla kombinace sukral6zy a maltodextrinu. Doba experimentu byla kratka na vyvozeni

zavéru, navic bylo zkoumano pouze jedno US [34].

Ackoliv kolem umélych sladidel panuji stale jisté obavy, podle dosavadnich dikazt jsou
povazovana za nekarcinogenni a bezpe¢na. Naopak mohou poskytnou nékteré benefity. Pokud
obézni clovek, ktery si nemlzZe odpustit slazené napoje, vyhleda jejich nekalorické varianty (s
umélymi sladily), mtize tim snizit sviij energeticky denni pfijem. Je nutné podotknout, ze pokud
chceme zit zdravé, nas pitny reZim by méla tvofit hlavné voda. Uméla sladidla mohou poméhat
diabetikim, jelikoz nezvysuji hladinu cukru v Krvi. Nepodporuji vznik zubniho kazu. Skupiny,

které by mély byt obezietné ke konzumaci US, jsou déti, t€hotné a kojici Zeny [5].
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Tabulka 4: Priklady potravin a umélych sladidel podle vyhlasky ¢. 122/2011, prevzato a
upraveno [30,35]

Umélé sladidlo Potravina
Zvykalky
Acesulfam draselny Cukrovinky bez ptidaného cukru
Nealkoholické pivo
Zvykagky

Ovocné §tavy se snizenou energetickou
Aspartam hodnotou nebo bez ptidaného cukru a
napojové koncentraty pro pripravu téchto

napoju

Ochucené napoje na bazi vody se sniZzenou
energetickou hodnotou nebo bez ptidan¢ho

cukru

Neotam Dzemy, rosoly a marmelady se sniZenou

energetickou hodnotou

Snacky v podob¢ ochucenych balenych
suchych vyrobkii na bazi skrobu a ofecht s

polevou

Pomazanky na bazi kakaa, mléka, suSeného
ovoce nebo tuku se snizenou energetickou

Cyklamat sodny nebo vapenaty hodnotou nebo bez ptidaného cukru

Ovocné kompoty se sniZzenou energetickou

hodnotou nebo bez pridaného cukru

Sacharin a jeho soli Ovoce a zelenina ve sladkokyselém nalevu

Sukral6za Kornouty a oplatky k mrazenym krémiim

bez ptidaného cukru
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2.3. Vyzivna sladidla

Pfirozen¢ se vyskytujici sladké latky v potravinach jsou napi. monosacharidy, disacharidy a
cukerné alkoholy. Jsou zdrojem energie a fadime je mezi vyzivna sladila [28]. Cukerné
alkoholy jsou organické slouceniny podobné cukrim, maji na kazdém uhliku pouze pfipojenou
hydroxylovou skupinu. V potravinaistvi se pouzivaji jako zahu$tovadla a sladidla. Jsou
rozpustné ve vodé, vhodné k tepelné tpravé a chuti se podobaji sachardze. Casto je nalezneme
v kombinaci s intenzivnimi sladidly, kde maskuji jejich pachut’. Pfirozen¢ se vyskytuji napf.
v houbach, ovoci a zeleniné. Primyslové se vyrabi hydrogenaci cukrt, enzymatickymi nebo
biotechnologickymi procesy [36, 37], napt. erythritol se ziskava kvasenim Trichosporonoides
megachiliensis z glukozy a sacharézy [2]. Jsou vhodné pro diabetiky, jelikoz neovliviiuji
hladinu krevniho cukru tolik jako bézny cukr (sachardza), nepodili se na vzniku zubniho kazu.
Nejcastéji pouzivany cukerny alkohol je sorbitol a xylitol. Jejich nevyhodou jsou
gastrointestinalni potize pii nadmérné konzumaci [36,2]. V tabulce 5 jsou shrnuty zakladni
informace o nejzndméjsich cukernych alkoholech.

Tabulka 5: Priklady cukernych alkoholu, jejich kalorické hodnoty, sladkosti a glykemického
indexu, prevzato a upraveno [2,36]

Nézev cukerného Sladkost v % vici kcal/g Glykemicky
alkoholu sachardze index
Erythritol 70 0,2 0

Maltitol 75 2,7 35-52
Xylitol 100 2,5 12-13
Sorbitol 60 2,5 9

2.4. Analytické metody vyuzivané ke stanoveni umélych sladidel
V potravinach

2.4.1. Priprava vzorku k analyze

Prvnim krokem pii analyze umélych sladidel je pfiprava vzorku. Potraviny jsou slozité
matrice, které obsahuji sacharidy, tuky, bilkoviny, konzervanty a dals$i stopové latky. VSechny
tyto slozky, jez by mohly rusit stanoveni, musi byt pred vlastni analyzou odstranény [38].
K odstranéni tukt, bilkovin nebo emulgatori 1ze pouzit Carrezova Cinidla [39]. V dne$ni dobé
se hlavné vyuzivaji extrak¢éni metody jako superkritickd fluidni extrakce (SFE), extrakce

vzorku kapalinou (PLE) a nejcastéji extrakce tuhou fazi (SPE). Zejména v ptipad¢é pevnych
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vzorki je nutné provést extrakci. Pokud vzorek obsahuje nizkou koncentraci sladidel, je potieba

po extrakci analyt zakoncentrovat a precistit [38].

Pro extrakci tuhou fazi je zasadni vybér sorbentu. Vybér sorbentu pro extrakci umélych
sladidel je zna¢né komplikovany, jelikoz se jedné o riznorodé slouceniny S rozmanitou Skalou
polarit (peptidy, sulfamaty, glykosidy). Jako nejvhodnéjsi sorbent se jevi oktadecylsilikagel
(Cig), v piipadé dipeptidovych US je mozné pouzit styren-divinylbenzen. Prvnim krokem pfi
SPE je kondicionace methanolem a pfislusSnym pufrem (slozeni, pH). Nasleduje davkovani

vzorku, promyvani a eluce methanolem (obr. 10) [40].

kondicionace  davloovini veorkn promyvani eluce
1 | . l
: . b—r! c——
| | - - sorbent + Ll sorbent +| |
- sorhent | sorbent T analyt+ MEE1 zorbent
T .1y T sty T 2 T
necistoty ) L
o | ) nefistoty
. | ,
vzorek necistoty analyt
nebo analyt

Obrazek 10: Extrakce tuhou fazi, prevzato a upraveno [41]

2.4.2. Analytické metody

Existuje Siroka skala metod pro stanoveni umélych sladidel (obr. 11), pti kterych se uplatiiuji
razné fyzikalné — chemické principy. Jedna z nejoblibenéjSich technik je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) s reverzni fazi. Dalsi pouZitelné separacni techniky jsou
iontova chromatografie (IC) [42], micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC),
tenkovrstvd chromatografie a plynova chromatografie, kde je zapotiebi derivatizace [38].
Elektromigracni techniky lze ke stanoveni US také pouzit napft. kapilarni zonovou elektroforézu
(CZE). Dale Ize vyuzit UV/VIS spektrometrii nebo infrac¢ervenou spektroskopii s Fourierovou
transformaci (FTIR) [38,42].
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Obrazek 11: Analytické metody ke stanoveni umélych sladidel, prevzato a upraveno [42]

CE — kapilarni elektroforéza, ET — elektroanalytické techniky, FIA — pratokova injekéni
analyza, GC — plynova chromatografie, HPLC — vysoce G¢inna kapalinova chromatografie, 1C
— iontova chromatografie, TLC — tenkovrstva chromatografie, ST — spektroskopické techniky,
ASP — aspartam, SACH — sodna sul sacharinu, CYK- cyklamat sodny, ACE-K — acesulfam
draselny, SU-sukral6za, NHDC — neohesperidin, DUL — dulcin, NEO — neotam, ALI — alitam

2.5. Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

V 60. letech 20. stoleti se z klasické kolonové kapalinové chromatografie vyvinula
vysokoucinna, dfive nazyvana vysokotlaka, kapalinova chromatografie. Jedna se o jednu
z nejefektivnéjsich analytickych metod, kterou lze vyuzit i jako preparativni metodu [43].
HPLC pracuje v kontinualnim uspofadanim. pfi némz se dosahuje tlaku az 40 MPa. Vzorek se
davkuje pifimo do mobilni faze, prochédzi kolonou a eluat je pfivadén na detektor. Schéma

kapalinového chromatografu je na obrazku 12 [44].
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Obrdzek 12: Schéma kapalinového chromatografu, prevzato a upraveno [44]

Princip separace je zaloZen na rozdilné distribuci latek mezi mobilni (pohyblivou) a
staciondrni (nepohyblivou) fazi. Volba stacionarni faze ovliviiuje selektivitu, rozliSeni,
ucinnost a ¢as analyzy. V zavislosti na polarit¢ mobilni a stacionarni faze rozliSujeme dva typy
uspotadani HPLC. Prvni typ se oznacuje jako systém s normalnimi fazemi (NP-HPLC), kdy je
staciondrni faze polarni adsorbent (oxid kiemicity nebo jeho modifikace) a mobilni faze je
nepolarni rozpoustédlo (hexan). Uspofadani se vyuzivd naptiiklad pfi analyze polyfenold,
karotenoidnich pigmenti nebo antioxidanti. Druhy typ je znam jako systém s reverzni
(obracenou) fazi (RP-HPLC), pfi ¢emZ je mobilni faze polarni (voda, methanol, acetonitril) a
stacionarni faze méné polarni (oxid kiemicity s Cg-Cig). Sytém nachazi Siroké uplatnéni pfi
analyze riiznych typi sloucenin (rostlinné bilkoviny, vitaminy). Pfi RP-HPLC se uplatiiuji
hydrofobni interakce mezi stacionarni fazi a analytem, latky eluuji v potadi klesajici polarity.
Pokud budeme zvySovat polaritu mobilni faze, prodlouZime tim retenci analytd v koloné.
Naopak pii NP-HPLC latky eluuji v poradi rostouci polarity [43,45]. Pro zlepSeni rozliseni latek
a zrychleni doby analyzy lze vyuzit gradientovou eluci. Principem je naprogramovand zména

slozeni mobilni faze v urcitém Case [43,44].

2.5.1. Detekce

Volba detektoru pro HPLC zavisi na jeho citlivosti k danému analytu (koncentraci),
linedrnimu rozsahu a komptabilit¢ s elu¢nim systémem [43]. Detektory mizeme délit na
zaklad¢ jejich odezvy na diferencialni a integralni. Diferencialni detektor zaznamenava zménu

slozeni eluentu, jenz vyhazi z kolony a integralni mnozstvi vzorku, které projde detektorem.
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Dalsi déleni je podle selektivity [46]. Selektivni detektory vyuzivané pfi HPLC jsou
spektrofotometricky (UV/VIS, fotodiodové pole), fluorimetricky a elektrochemicky
(amperometricky, coulometricky, vodivostni). Univerzalni detektory pro latky, které nemaji
fyzikalné — chemické vlastnosti umoziujici selektivni detekci, jsou refraktometricky,

aerosolovy detektor rozptylu svétla. Dale je mozné spojit HPLC s hmotnostni spektrometrii
[43,44,46].

Mechanismus aerosolového detektoru rozptylu svétla (ELSD) se sklada ze tfi procesu.
Mobilni faze s analytem vstupujici na detektor se smisi s proudem vzduchu nebo dusiku za
vzniku aerosolové mlhy (rovnomérny rozptyl kapicek). Vznikly aerosol ptejde do vyhiivané
trubice, kde se odpaii mobilni faze. Suché ¢astice opoustéji trubici a jsou ozafeny svételnym
zdrojem. Rozptyl svétla na ¢asticich je detekovan fotomultiplikatorem nebo fotodiodou (obr.

13). Mnozstvi rozptyleného svétla je imérné koncentraci analytu [47].
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Obrazek 13: Schéma aerosolového detektoru rozptylu svétla, prevzato a upraveno [44]

V dnesni dobé je velmi vyuzivané spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrii. Spojeni téchto dvou technik bylo zna¢né obtizné. Problém byl u sloZzeni mobilni
faze, a i s n€kterymi vlastnostmi separovanych latek kapalinovou chromatografii. Proto pti
volbé chromatografickych podminek musime dbat na sloZeni mobilni faze, kterd musi byt
t€kava. Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, jez je zaloZena na interakci iontl
s elektrickym nebo magnetickym polem. Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou
iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor, vakuovy systém a fidici jednotka. lontovy zdroj

prevadi neutralni molekuly na ionty. Pro plynné vzorky se vyuzivaji ioniza¢ni techniky jako
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elektronova nebo chemicka ionizace. Pro vzorky v kapalném skupenstvi je mozné pouzit
elektrosprej, chemickou ionizaci a fotoionizaci za atmosférického tlaku. Nejdulezitéjsi
technikou pro pevné vzorky je laserova desorpce/ionizace za Ucasti matrice (MALDI). Pro
rozdéleni jednotlivych ionth podle jejich poméru hmotnosti a naboje slouzi hmotnostni
analyzatory. Ty vyuzivaji rizné fyzikalni principy a je jich celd fada napf. magneticky
analyzator, kvadrupo6l, analyzator doby letu nebo Orbitrap. Detektor slouzi k pfevodu intenzity

iontového toku na elektricky méfitelnou veli¢inu, k cemuz se vyuzivaji elektronasobice [44,48].

2.5.2. Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC)

V roce 1990 byla poprvé pouzita definice hydrofilni interakéni chromatografie. Jedna se 0
systém, kde stacionarni faze je polarni a mobilni faze se skladd z organického rozpoustédla a
vody. Postupem casu se z HILIC stala jedna z nejpreferovanéjSich technik pro analyzu
polarnich latek. Nachazi uplatnéni ve farmaceutické chemii, mediciné, analyze potravin,
proteomice, zeméd¢lstvi a dalSich odvétvich [49]. Vyhoda HILIC spociva v lepsi selektivité a
vy$si retenci polarnich i iontovych latek, které se pti bézné RP-HPLC v kolon¢ témé&f nezadrzi

[50].

Ackoliv je metoda hojné vyuZivana, retenéni mechanismus neni dosud zcela znam [49].
Nejuznavanéjsi model (obr. 14) popisuje retencni mechanismus jako interakci eluentu s vodnou
slozkou mobilni faze, ktera je imobilizovana na polarni stacionarni fazi [50]. Vodna slozka by
méla tvoftit ,,vodnou difizni vrstvu®, jeZ nema ostré hranice a koncentrace vody se postupné
snizuje Z pevného povrchu smérem k mobilni fazi. Na vodnou diftzni vrstvu ma vliv teplota,
druh stacionarni faze a iontova sila mobilni faze. Vznika v disledku interakci mezi
ionizovanymi skupinami stacionarni a mobilni faze, pfiCemz se uplatiiuje vodikova vazba,

dipdl-dipol interakce a elektrostatické sily [49,51].
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Obrazek 14: Polarni stacionarni faze s adsorbovanou vodnou difiizni vrstvou, prevzato a

upraveno [44]

Stacionarni faze pouzivané pii HILIC chromatografii nehraji pouze roli nosi¢e vodné diftizni
vrstvy, ale také se aktivné podileji na separaci [50]. Nejcastéji pouzivana stacionarni faze je
silikagel, presnéji sférické castice oxidu kiemicitého typu B, které se vytvari agregaci oxidu
kfemicitého na vzduchu. Vyznacuje se stabilitou az do pH 9, G¢innosti Castic se zlepSuje s jejich
zmenSujici se velikosti. Pro lepsi separaci polarnich latek je vhodné&jsi pouzit castice S pevnym
jadrem a povrchové porovitou aktivni vrstvou, jez snizuje difuzni drahy uvniti ¢astice [51-52].
Silikagel 1ze modifikovat navazanim raznych funkénich skupin (obr. 15), coz ma za nasledek
zlepSeni retence a separace riznych druhti analytd [51]. Polarni vazané faze se ptipravuji reakci
silikagelu s trialkoxysilany, které obsahuji polarni a alkylové skupiny. Stfedné polarni
stacionarni faze jsou napt. kyanopropyl, diol, aminopropyl, cyklodextrin, alkyly s vazanymi
amidy ¢i karbamaty nebo polyethylenglykol. Navazané faze tvoii vice ¢i méné polymerni sit’,
do niz se navaze voda. Obecné se zvySuje retence analytd v piitomnosti funkénich skupin
nasledovné kyanopropyl < diol < aminopropyl << stacionarni faze s oxidem kfemicitym, ale

specifické interakce mohou siln€ ovlivnit selektivitu separace [52-53].
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Obrazek 15: Priklady struktury stacionarnich fazi pro HILIC chromatografii, prevzato a
upraveno [52]

Nejstar§im typem aminové stacionarni faze je aminopropylsilikagel s primarni aminovou
skupinou. Tento typ stacionarni faze vykazuje zvySenou afinitu pro kyselé latky a znacnou
reaktivitu napiiklad s aldehydy. Vyuziva se pfi analyze cukrd, aminokyselin, peptidu,
karboxylovych kyselin, nukleosidli a nékterych farmaceutickych latek. Amidové stacionarni
faze vykazuji lepsi stabilitu nez aminové. Nejvétsi uplatnéni nachazi piti separaci peptidd, dale
je mozné analyzovat oligosacharidy, glykoproteiny nebo glykosidy. Diolové stacionarni faze
jsou vysoce polarni a schopné vazat vodik. Uplatiiuji se pii separaci proteinli nebo
nizkomolekuldrnich fenolickych sloucenin. Stacionarni faze s navdzanym cyklodextrinem se
vyuziva k analyze napt. cukernych alkoholli nebo monosacharidi. Cyklodextrin je cyklicky

oligosacharid obsahujici 6-8 glukdzovych zbytki spojenych do prstence [52].

Dalsi skupinou stacionarnich fazi pro HILIC jsou iontové vyménné a zwitteriontové. Iontove
vyménné (kationt/aniontové) stacionarni faze se vyuZzivaji k analyze a purifikaci dipeptidi a
dalsich latek jak biologického, tak syntetické ptivodu [49]. Pro sou¢asnou separaci anionti a
kationtli se pouziva zwitteriontova stacionarni faze, kterd obsahuje jak pozitivné, tak negativné
nabité skupiny [54]. Dale lze modifikovat stacionarni fazi pomoci makromolekul nebo

polarnich organickych polymernich materialti [44,49].

P#i HILIC chromatografii je mobilni faze polarni organické rozpoustédlo, jez je misitelné
s vodou. Typickou mobilni fazi je smés acetonitrilu a vody. Jako dal$i rozpoustédla 1ze vyuzit
napf. tetrahydrofuran, dioxan nebo alkoholy. Do mobilni faze je také mozné pridat iontové
aditivum, které slouzi jednak pro kontrolu pH a iontové sily, ale také ovliviiuje polaritu analytu.

Nejcastéji se vyuzivd octan nebo mravencan amonny. Analyzy je mozné provadét jak
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Vv isokratickém, tak gradientovém modu. V piipadé gradientové eluce je na zacatku vysoky

podil organického rozpoustédla a na konci vysoka koncentrace vody [55].

2.6. Vybrané moznosti stanoveni umélych sladidel v potravinach pomoci

separacnich technik
Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie je jednou z nejvice pouzivanych technik pfi
analyze umélych sladidel. K detekci US lze vyuzit celou fadu detektort, napt. UV/VIS (¢i
detektor diodového pole), refraktometricky, vodivostni, ELSD nebo hmotnostni spektrometr
(MS). V ptipad¢ analyzy cyklamatu a sukralézy pomoci UV/VIS detektoru je potieba provést
derivatizace. K derivatizaci sukraldzy vyuzivame ¢inidlo p-nitrobenzoylchlorid a u cyklamatu

napfi. diazomethan nebo chlor [38].

Ve spojeni HPLC-MS Zygler a kol. (2011) simultanné analyzovali devét intenzivnich
sladidel — acesulfam K (ACE-K), aspartam (ASP), alitam (ALI), cyklamat (CYK), dulcin
(DUL), neohesperidin dihydrochalkon (NHDC), neotam (NEO), sacharin (SACH) a sukral6zu
(SU) v rtiznych potravinach (napoje, jogurty, rybi vyrobky). K extrakci sladidel z potravin
vyuzili smés kyseliny mravenéi a N,N-diisopropylethylaminu, extrakt nasledné piecistili na
SPE kolonce. K analyze byla pouzita kolona se stacionarni fazi C1g (Nucleodur) a mobilni faze
se skladala z acetonu, mravencanu amonného a methanolu. K ionizaci byl pouzit elektrosprej a
ionty byly zaznamendvany v negativnim modu. VyuZiti hmotnostni spektrometrie umoziuje
vysoce citlivé a selektivni stanoveni US [56]. Ke stanoveni ACE-K, SACH, ASP, ALI, NHDC
a NEO lze vyuzit vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detektorem diodového pole.
Absorp¢éni maxima latek se pohybuji od 195 do 226 nm. Touto metodou byly analyzovany US
napf. v napojich, dzemech, bonbonech a farmaceutickych vyrobcich. Limit detekce se pohybuje
v rozmezi 0,9 — 0,13 mg/l podle typu umélého sladidla [57]. Metodou HPLC-ELSD je mozné
analyzovat simultann¢ stejna sladidla jako je analyzoval Zygler a kol. (2011). Separace probiha
na reverzni fazi s gradientovou eluci, pfi¢emz se mobilni faze sklada z methanolu, acetonu a
pufru (smés kyseliny mravenci a triethylaminu). Uplatiiuje se pii kvantifikaci US v jogurtech,

energetickych népojich a konzervovaném ovoci [58].

Dalsi techniku, kterou pouzili Gui a kol. (2016) ke stanoveni ACE-K, CYK, SU, SACH, je
iontova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. K separaci analytt vyuzili
kolonu Dionex IONPAC AS19 a jako elu¢ni cinidlo hydroxid sodny. Latky byly
zaznamenavany v negativnim modu a k purifikaci vzorkl byla zvolena metoda SPE. Metoda je

pouzitelna pro analyzu US ve vodnych matricich [59].
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Vysokouc¢innou tenkovrstvou kapalinovou chromatografii s denzitometrickou detekci je
mozné stanovit ACE-K, NHDC, ASP a SACH. Separace probihd na destickach potazenych
silikagelem F254 a jako mobilni faze se vyuziva smés acetonitrilu, vody, ethylacetatu a 10 %
vodného roztoku amoniaku. Chromatogram se vyviji vzestupné a latky se detekuji pti riiznych
vinovych délkach. Metoda je aplikovatelna na rizné potraviny (bonbony) a doba analyzy je do

20 minut [60].

Kapilarni zénovou elektroforézou s dodate¢nym hydrodynamickym tokem elektrolytu
Stojkovic a kol. (2013) stanovili soucasné¢ CYK, ASP, ACE-K, SACH v nealkoholickych
napojich a stolnich sladidlech. K analyze vyuzili kapilaru o efektivni délce 32,5 cm a vnitinim
priméru 10 pm s elektrolytem slozenym z 150 mm kyseliny 2-(cyklohexylamino)
ethansulfonové s 400 mm tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris) (pH 9,1), separa¢ni napéti
bylo 25 kV. Pii spravné optimalizaci podminek se jedna o efektivni metodu s dobou analyzy

do 3 minut [61].

Dalsi elektromigra¢ni metodou je izotachoforéza, kterou Ize stanovit ACE-K. SACH, ASP a
CYK v zvykackach nebo bonbdonech. K separaci pouzili Herrmannova a kol. (2006) kapilaru
(fluorovany ethylenpropyl) o funkéni délce 90 mm a vnitinim priméru 0,8 mm, k detekci
vyuzili vodivostni detektor. Vedouci elektrolyt se skladal z 10 mmol/l HCI a 14 mmol/l Tris
(pH=7,7) a koncovy z5 mmol/l Tris a L-histidinu (pH=8,3). Jedna se o spolehlivou a
jednoduchou metodu s dobou analyzy kolem 20 minut [62].

Pomoci micelarni kinetické chromatografie muizeme soucasné analyzovat nékolik
potravinafsky aditiv najednou, vcetné ACE-K, SACH a ASP. Metoda je aplikovatelna na
vzorky nealkoholickych napoji a dzemt. K separaci se vyuziva kapilara z taveného kiemene o
efektivni délce 52 cm a vnitinim priméru 75 um. Latky se detekuji pfi vinové délce 214 nm a
micelarni systém se sklada z 20 mmol/l boratové pufru, 35 mmol/l cholatu sodného, 15 mmaol/I
dodecylsulfatu sodného a 10 % methanolu (pH=9,3) [63]. Podobn4 aditiva a ACE-K, SACH a
ASP stanovovali Frazier a kol. (2000) také v napojich. K detekci vyuzili detektor diodového
pole a micelarni systém, ktery se skladal z 20 mmol/l uhli¢itanového pufru (pH=9,5) a 62
mmol/l dodecylsulfatu sodného [64].

Dalsi separa¢ni metodou je plynova chromatografie,jez neni pfili§ vyuzivana. Duvodem je
nizka tékavost latek, a proto je nutna derivatizace US, ktera je casové narocna a muze byt
zdrojem chyb [42]. Jedna z mala publikaci o stanoveni US pomoci plynové chromatografie je

od Hashemi a kol. (2011), jiz stanovovali cyklamat sodny v nealkoholickych napojich a stolnich
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sladidlech. Cyklamat derivatizovali pomoci dusitanu sodného a kyseliny sirové. K extrakci
derivatu vyuzili headspace mikroextrakci jednou kapkou. Chromatograficky systém se skladal
z tavené kiemenné kapilarni kolony, plamenov¢ ioniza¢niho detektoru a nosnym plynem byl
dusik. Autofi tvrdi, ze se jednd o levnou, jednoduchou, piesnou a rychlou metodu bez

nezadoucich jevu [65].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie
Acenaften (99 %, Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril CHROMASOLV™ LC-MS (> 99 %, Honeywell. USA)
Deionizovana voda ptipravena zafizenim Milli-Q® (Merck, Némecko)

Homologicka fada alkylbenzenu (Benzen, Toluen, Ethylbenzen, Propylbenzen, Butylbenzen
Pentylbenzen; > 99,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenuhli¢itan amonny (99,5 - 101 %, Honeywell. USA)
Kyselina mravenci (98—100 %, Merck, Némecko)

Kyselina octova (> 99 %, Sigma-Aldrich, USA)

Metanol CHROMASOLV™ LC-MS (= 99 %, Honeywell. USA)
Mravenc¢an amonny (> 99,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

Octan amonny (> 99,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

3.1.1. Standardy sladidel
Acesulfam draselny (> 99,0 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Advantam (> 97,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

Aspartam (> 98,0 %, TCI, Japonsko)

N-cyklohexylsulfamat sodny (> 99,0 %, Sigma-Aldrich, USA)
Neotam (> 98,0 %, Sigma-Aldrich, USA)

Sacharin (> 98 %, Sigma-Aldrich, USA)

Sukralosa (> 98,0 %, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

3.2. Pristrojové vybaveni

Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

Mikropipety (Thermo Scientific, Finsko)

Alpha 10 plus isokratické gerpadlo mobilni faze (Ecom, Ceska republika)
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3.2.1. Kapalinovy chromatograf s ELSD detekci
Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series HPLC Value System (Agilent Technologies,
USA) vybaveny:

e Degaserem G1379A (Agilent Technologies)

e Binarnim Cerpadlem G1376A (Agilent Technologies)
e Autosamplerem G1389A (Agilent Technologies)

e Termostatatem G1316A (Agilent Technologies)

e DAD detektorem G1315B (Agilent Technologies)

e Detektorem SEDEX 75 (Sedere, Francie)

3.2.2. Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem
Kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, USA), ktery se
skladal z:

e Autosampleru s integrovanym termostatem kolon G7129C (Agilent Technologies,
USA)

e Kvartérniho cerpadla s vestavénym vakuovym degaserem G7104C (Agilent
Technologies, USA)

e Hmotnostniho detektoru InfinityLab LC/MSD 1Q G6160A (Agilent Technologies,
USA)

3.2.3. Kolony
InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z (2,1 x 150 mm, velikost ¢astic 2,7 um, Agilent
Technologies, USA)

YMC-Triart, Diol-HILIC (2,0 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um, YMC, Japonsko)
Ascentis® Express, HILIC (2,1 x 100 mm, velikost ¢astic 2,7 um, Supelco, USA)
Luna® HILIC 200 A, HILIC (3 x 150 mm, velikost ¢astic 3 um, Phenomenex, USA)
Luna® Omega SUGAR 100 A (3 x 150 mm, velikost ¢astic 3 pm, Phenomenex, USA)

Kinetex® Polar C15100 A (3 x 100 mm, velikost &4stic 2,6 um, Phenomenex, USA)
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3.3. Pracovni postup

3.3.1. Priprava roztoku standardi

Zasobni roztoky standardu byly pfipraveny navazenim 1 mg kazdého standardu (kap. 3.1.1.)
do sklenéné vialky. Poté byl ptidan 1 ml demineralizované vody, vysledna koncentrace
standardii byla 1 mg/ml. Ze zasobniho roztoku bylo odpipetovano 100 pl a nafedéno
demineralizovanou vodou na potiebnou koncentraci 100 pug/ml. Dale byly pripraveny standardy
smési umélych sladidel. Prvni smés umélych sladidel méla koncentraci 100 pug/ml a druha

10 pg/ml.

3.3.2. Priprava mobilnich fazi
Mobilni faze byly ptipraveny podle tabulky 6 do 250 ml z4sobnich lahvi. Koncentrace octanu

amonného byla v kazdé mobilni fazi 10 mmol/I.

Tabulka 6: Slozeni mobilnich fazi

Mobilni faze Acetonitril (%, v/v) Methanol (%, v/v) | Roztok pufru (%, v/v)
1 56 14 30
2 63 7 30
3 70 0 30
4 67 17 16
5 76 8 16
6 84 0 16
7 78 20 2
8 88 10 2
9 96 0 4

SloZeni mobilnich fazi bylo navrzeno pomoci programu Statistika (tab. 7). Pfi vyjadiovani
zavislosti mezi organickou a vodnou slozkou mobilni faze se vychazelo ze studie Kawabe T. a
kol. (2013) [66]. Celkovy obsah organického rozpoustédla (pT) zobrazuje rovnice (1) a rozsah
hodnot byl zvolen od 0,7 do 0,98 véetné. Rovnice (2) definuje zlomek acetonitrilu v celkovém

organickém rozpoustédel (¢am) V rozsahu zvolenych hodnot od 0,80 do 1 v¢etné.
Pr = Ppen T Preon (1)

Ppreon — POdil methanolu

@acN —podil acetonitrilu

__ %acN 2
Pam PacNtTPMeOH @)
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Tabulka 7: Statisticka data pro vypocet slozeni mobilnich fazi

Mobilni 07 LY
taze

2 0,7 0,9
7 0,98 0,8
1 0,7 0,8
4 0,84 0,8
8 0,98 0,9
3 0,7 1
5 0,84 0,9
9 0,98 1
6 0,84 1

Vynésobenim . byla ziskana koncentrace acetonitrilu. Odectenim vypoctené

a Pam
hodnoty acetonitrilu od celkové koncentrace organického rozpoustédla byla ziskana
koncentrace methanolu. Podil pufru byl vypocitan ode¢tenim souctu koncentrace methanolu a
acetonitrilu od hodnoty jedna. Vysledky bylo jesté nutné vynasobit hodnotou sto, aby vysledky

byly v procentech.

3.3.3. Podminky analyzy mimokolonovych prispévki
Mimokolonové prispévky byly méfeny na koloné Kinetex Polar Cig v reZimu izokratické
eluce s DAD detektorem pii vinové délce 254 nm. Mobilni faze obsahovala smés acetonitrilu

(80 %, v/v) a vody (20 %, v/v). Davkovany objem latek byl 1 pul a teplota na kolong 30 °C.

3.3.4. Podminky analyzy mrtvych ¢asi kolon a jejich porovitosti

Davkovan byl 1 pl, pritok mobilni faze ¢inil 300 pl/min nebo 200 pl/min podle typu kolony.
Teplota kolony byla 30 °C a acenaften se detekoval DAD detektorem pii vinové délce 254 nm.
Mrtvé Casy se méfily v reZimu izokratické eluce pfti tfech riznych koncentracich acetonitrilu ve

vode (50,75 a 90 %, VIv).

3.3.5. Nastaveni hmotnostniho spektrometru
Podminky MS detekce byly nasledujici: ionizace elektrosprejem, zdznam v rezimu
selektivniho monitorovani vybranych iontli, negativni a pozitivni polarita. Nastaveni MS:

teplota dusiku 325 °C, nebulizer 40 psi, pratok dusiku 10 I/min.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Analyza mimokolonovych prispévkua pomoci kapalinové chromatografie

s detektorem rozptylu svétla a s detektorem diodového pole

4.1.1. Mimokolonové prispévky

Jako prvni se u kapalinové chromatografu s ELSD a DAD detekci byly zjistovany vlivy, jez
zpusobuji roz§ifovani chromatografickych zon. Nemalou mérou mohou Kk rozsifovani ptispivat
i mimokolonové piispévky. Ty predstavuji rozsifeni chromatografickych pikiu v nasttikovém
zafizeni, spojovacich zafizenich a detektoru. Podobn¢ jako pti ndhodném rozlozeni chyb, kde
se scitaji rozptyly (Ctverce odhadli smérodatnych odchylek) jednotlivych nekorelovanych
zdroju chyb, lze charakterizovat i smérodatnou odchylku chromatografického piku pomoci
znamych piispévkil kolony, G2kolona, @ mimokolonovych piispévki jednotlivych soucasti
systému k rozsifovani pikil, GZavkovani, G2spoje, O-detekce, Které prispivaji k celkovému rozptylu

z6n analyzovanych latek, 6%ceikovy, podle rovnice (3):
Gzcelkovy = szolona + széwkovéni + stpoje + szetekce (3)

Rozptyl analyzované zoény v Casovych jednotkach dosahovanych na koloné souvisi

s uc¢innosti separace N podle rovnice (4).

t?
N= = (4)

Gt,kolona

tr — retencni Cas analyzované latky (nejCastéji série homologu alkylbenzenové fady)

Pii zapojeni kolony v chromatografickém systému Ize mimokolonovy objem ziskat ze
zavislosti experimentalné urcenych rozptyli pikti vhodné smeési analytli na druhé mocniné
jejich retenénich casti nebo objemtl. Extrapolaci této zavislosti (rovnice 5,6) na nulovy retenéni
&as bylo ziskano o7 a s pouzitim objemového prittoku mobilni fize pak 62 a po odmocnéni byl
ziskéan pfiblizny mimokolonovy objem. Rozptyly pikt Ize pii uvazovani Gaussovského profilu

piku nahradit Sitkou v polovin¢ jeho vysky.
Vypocet pro rozptyl pika:

2 2
2 _ WO,S x Fm
Ocelkovy = — ~—7 (0)
celkovy @ m)z
Wo,— Sitka piku v poloviné jeho vysky

Fm — pritok mobilni faze
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Vypocet pro druhou mocninu reten¢niho objemu latky:
Vi=(Fmxt)> (6)
tr — retencni Cas latek

K uréeni rozptylu pikti byla vyuzita homologicka fada alkylbenzend o koncentraci 20 mg/I,
presny vycet latek a vSechna naméfena data jsou uvedena V pfiloze (tabulka P1-P3).
Mimokolonové piispévky byly méfeny pii tiech prutocich mobilni faze a vysledky jsou

uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Mimokolonové prispévky pri ruznych prutocich mobilni faze

Pratok 6% mimokol. (1)
300 pl/min 4,96
200 pl/min 3,87
100 pl/min 7,62

4.1.2. Mrtvé ¢asy kolon a porovitost kolon

Acenaften o koncentraci 100 mg/1 byl zvolen jako standard pro naméfeni mrtvych ¢asti na
kolonach InfinityLab Poroshell, YMC-Triart Diol, Ascentis Express, Luna Hilic a Luna Omega
Sugar. Mrtvé Casy se méfily v rezimu izokratické eluce pfti tfech riznych koncentracich
acetonitrilu ve vodé (50,75 a 90 %, v/v). Z naméfenych dat byl vypocitan mrtvy objem (rovnice
7) a dale i celkova porovitost kolony podle rovnic (8) a (9). Vypoctena porovitost, mrtvé objemy

a ¢asy kolon jsou uvedeny v tabulce P4-P8.

V= Fnxtn (7)
F., — pratok mobilni faze
tn — mrtvy cas

2
nxd
Ve = 7

x1 (8)
d — pramér kolony

| — délka kolony

Vin
&r = V—g )
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Vypoctené hodnoty porovitosti koresponduji s pouZzitym typem staciondrni faze v kolong¢,
kdy pro jedinou kolonu s pln¢€ poréznimi ¢asticemi Luna Hilic byla ur¢ena primérna porovitost

vetsi nez 0,75. U ostatnich kolon byly porovitosti nizsi; u kolon Luna Omega Sugar a

cvwr

4.1.3. Retencni chovani umélych sladidel v chromatografii hydrofilnich interakei
s ternarnimi mobilnimi fazemi

Na vybranych kolonach (kap. 4.1.2.) byly méfeny retencni Casy vSech sedmi standardi (kap.
3.1.1). Retenéni ¢asy byly méteny pii izokratické eluci s deviti mobilnimi fazemi (kap. 3.3.2).
K analyze byl vybran kapalinovy chromatograf s ELSD detekci (Agilent 1100 Series), kde
teplota zmlzovace byla nastavena na 50 °C, zesileni mélo hodnotu 12 a tlak dusiku 2,5 bar
(250 kPa). Na vsech kolonach byla udrzovana teplota 30 °C a davkovan byl 1 ul standardu.
Pritok mobilni faze se lisil podle typu kolon viz tabulka P4-P8. Jako prvni byla méfena kolona
Luna Hilic a YMC-Triart Diol, na které se namé&fila vSechna reten¢ni data standard bez
problému krom¢ aspartamu. Ten pii mobilnich fazich, které obsahovaly vétsi podil acetonitrilu,
eluoval jako Siroky rozmyty pik. Ze vzniklého piku nesel odeéist retenéni ¢as. Nasledovala
kolona Luna Omega Sugar, u které bylo moZzno naméfit retencni ¢asy jen tehdy, pokud mobilni
faze obsahovala vysoky podil acetonitrilu (mobilni faze 9,8,7, tabulka 6) a maly podil vody.
Divodi mohlo byt nékolik, napt. $patné zmlzovani mobilni faze pii vysokém podilu vody nebo
Spatné zvoleny pufr. V prvni fad¢ byla testovana tiprava podminek na detektoru. Bohuzel, ani
pii vyssi teploté zamlZzujiciho plynu (65 °C), nebo pii upravé tlaku se latky nepodatilo
detekovat. Dalsim pokusem bylo pfipojeni isokratického ¢erpadla mobilni faze, pomoci kterého
byl za kolonou pfimichavan k eluatu &isty acetonitril (kap. 3.2.). Cerpadlo bylo pfipojeno na
vystup z kolony a mélo pomoci k leps§imu zmlZovani mobilni faze. Pfipojeni ¢erpadla pomohlo
pouze v ptipad¢€, kdy mobilni faze obsahovala do 16 % (v/v) vodného roztoku pufru. V posledni
fadé¢ byla testovana vymeéna octanu amonného za jina t€kava aditiva, jez jsou shrnuta v tabulce
9. Bohuzel, i pfi pouziti t€chto aditiv nebylo dosazeno lepsiho vysledku detekce, a proto byly

retenéni charakteristiky US dale méteny na kapalinovém chromatografu s hmotnostni detekci.
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Tabulka 9: Prehled vyzkousenych tékavych aditiv

Tekava aditiva Koncentrace
Hydrogenuhli¢itan amonny 10 mmol/l
Mraven¢an amonny 10 mmol/l
Kyselina octova 0,2 % (v/v)
Kyselina mravenci 0,2 % (vIv)

Na kapalinovém chromatografu Agilent 1260 Infinity Il (kap. 3.2.2.) s hmotnostni detekci
byly pfeméteny vSechny retencni Casy, které byly naméfeny na kapalinovém chromatografu
s ELSD detekci (kolony Luna Hilic a YMC-Triart Diol). Nasledn¢ pak byly dométeny také
retencni Casy na zbyvajicich kolonach (kap. 4.1.2). Davkovani standardu, teploty na kolonach,
pritoky a druhy mobilnich fazi byly stejné jako na kapalinovém chromatografu s ELSD
detekci. Jednotlivé ionty US byly detekovany pomoci rezimu SIM (Selektivni monitorovani

iontl) podle hodnot m/z uvedenych v tabulce 10.

Tabulka 10: Hodnoty selektivniho monitorovani ionti

Latka Polarita Q1 Mass (m/z)
Acesulfam draselny - 162
N-cyklohexylsulfaméat sodny - 178
Sacharin - 182
Aspartam + 295
Sukral6za - 397
Neotam + 379
Advantam + 459

Z naméfenych primérnych reten¢nich ¢asi byl vypocitan retencni faktor (rovnice 10), ktery
se poté logaritmoval, a vysledky byly zpracovany v programu Statistika. VSechna reten¢ni data
jsou uvedena Vv piiloze (tabulka P9-P13). Retencni ¢asy chybi u aspartamu na koloné Luna
Omega Sugar (mobilni faze 8 a 9, tabulka 6) a koloné Ascentis Express (mobilni faze 9, tabulka

6) z divodu jeho velké retence v kolonach.

k=T (10)

4.1.4. Vyhodnoceni dat
Zavislost logaritmt retencnich faktorti (kap. 4.1.3) na zménach koncentrace methanolu
v mobilnich fazich byly vyhodnocovany v programu Statistika. Aby bylo mozné spravné

vyhodnotit experiment, bylo nutné dosazovat mobilni faze ve tvaru, jaky je uveden v tabulce 7.
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Pokud retencni faktor vysel v zapornych hodnotach (latka eluovala pfed mrtvym objemem),
nebyl k vyhodnoceni pouzit. Data byla analyzovana pomoci funkce nelinearnich odhadt
programu Statistika a to tak, ze byly proloZeny logaritmy reten¢nich faktort jednotlivych latek
na kazdé koloné¢ Vv zavislosti na celkovém objemovém zlomku organického rozpoustédla
Vv mobilni fazi, ¢, a objemovém zlomku acetonitrilu v organické ¢asti mobilni faze, pam.
K popsani zavislosti byl uvazovan empiricky model ve formé polynomu druhého stupné

s linedrni interakci mezi ¢leny ¢t a @am, podle rovnice (11):
logk =p,+p, '(PT+p2'(P%+p3'(pA/M+p4'(P/2\JM s P9y (11)

Parametry rovnice (11) stanovené nelinearni regresi jsou umistény pro jednotlivé kolony
v tabulkach P14-P18. Na kolonach Luna Hilic a Ascentis Express chybi parametry u
acesulfamu draselného, jelikoz k vyhodnoceni nebylo dostatek dat (latka eluovala pted mrtvym
objemem). Pro latky, které eluovaly pii nékterych pouzitych mobilnich fazich pred mrtvym
objemem kolony, nebo byla retence ve vSech mobilnich fazich nizké, byly vSechny, nebo
vétsina regresnich koeficientti rovnice (11) statisticky nevyznamné. Na zakladé stanovenych
regresnich koeficientt je pro vétSinu latek s dostateCnou retenci statisticky vyznamny koeficient
p1 @ p2, charakterizujici vliv celkového obsahu organického rozpoustédla v mobilni fazi a dale
koeficient ps charakterizujici interakci mezi celkovym obsahem organického rozpoustédla a
zastoupenim acetonitrilu/methanolu. Zaporné hodnoty koeficienti p1, @ naopak kladné u p2
indikuji konvexni tvar retenéni plochy popsané rovnici (11). Pestoze byly koeficienty p3 a pa
pro vétSinu latek stanoveny jako statisticky nevyznamné a retenci v ternarnich mobilnich fazich
by tedy neméla ovliviiovat volba typu organického rozpoustédla (acetonitril nebo methanol),
typ rozpoustédla se projevuje v interakénim koeficientu ps. Kladna hodnota interakéniho
koeficientu p5 pro vétSinu latek ukazuje na vysS$i elucni silu methanolu v porovnani

s acetonitrilem, kdy pii snizovani hodnoty @am dochazi k vyznamnému poklesu log k.

V priloze P19-P23 je jako priklad uvedeno grafické znazornéni parametrd advantamu na vsech
péti kolonach. Grafické zévislosti potvrzuji jednak vliv zvySeni retence advantamu pfi
zvySovani celkového obsahu organickych rozpoustédel ¢t (HILIC retenéni mechanismus) a
zaroven také interakci acetonitrilu/methanolu v mobilni fazi, kdy zejména u mobilnich fazi
s vysokym ¢t dochazi k vyraznému poklesu log k pfi zméné pam. Vlivy sloZzeni mobilni faze

a zastoupeni acetonitrilu a methanolu byly dale ovéfovany také pro gradientovou eluci.
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4.1.5. Analyza smési standardi pomoci gradientové eluce

Na kapalinovém chromatografu Agilent 1260 Infinity Il (kap. 3.2.2.) s hmotnostni detekci
byly na vybranych kolonach (YMC-Triart Diol, Luna Omega Sugar, InfinityLab Poroshell)
testovany analyzy standardni smés sladidel s gradientovou eluci. Pro gradientovou eluci byly
zvoleny kolony, na kterych byly naméfeny nejvyssi retencni faktory pfii izokratickych
analyzach a zéarovenn na nich nedochazelo k eluci pted mrtvym objemem. Podminky na
kapalinovém chromatografu byly stejné jako vkap. 4.1.3. Analyzy probihaly V rezimu
gradientové eluce a vybrané profily gradienti jsou uvedeny v tabulce 11-13. Jako prvni byla
pouzita smés standardll o koncentraci 100 pg/ml, ale pro lepsi tvar piku byly dale analyzovany
smési s koncentracemi 10 pg/ml umélych sladidel. Nakonec byl snizen i objem davkovani
vzorku na 0,5 pl, protoze diky pouziti gradientové eluce byly piky uzsi a odezva byla dostate¢na

1 pfi tomto davkovaném mnozstvi.

Tabulka 11: Gradient ¢islo 1

Cas (min) Roztok pufru Acetonitril Methanol QT PAM
(%, viv) (%, viv) (%, viv)
0 1 99 0 0,99 1
15 50 50 0 0,5 1
16 1 99 0 0,99 1
Post-time 15 min
Tabulka 12: Gradient cislo 2
Cas (min) Roztok pufru Acetonitril Methanol QT PAM
(%, VIv) (%, VIv) (%, vIv)
0 1 99 0 0,99 1
15 50 0 50 0,5 0
16 1 99 0 0,99 1
Post-time 15 min
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Tabulka 13: Gradient cislo 3

Cas (min) | Roztok pufru Acetonitril Methanol oT OAM
(%, VIVv) (%, VIv) (%, Vviv)
0 1 99 0 0,99 1
15 50 25 25 0,5 0,5
16 1 99 0 0,99 1
Post-time 15 min

Pouzité profily gradientti, popsané v tabulkach 11-13, byly navrzeny tak, aby postihly stejnou
celkovou zménu obsahu organickych rozpoustédel ¢t pfi pouziti samotného acetonitrilu (Qam
je konstantni a roven jedné; gradient Cislo 1), pfi celkové vyméné acetonitrilu za methanol
Vv pribéhu gradientu (pam klesa od 1 do 0; gradient Cislo 2) a pii vyméné polovi¢niho mnozstvi
acetonitrilu za methanol (pam klesa od 1 do 0,5; gradient ¢islo 3).

K nejhorsi analyze standardti umélych sladidel doslo na kolon¢ YMC-Triart Diol. Pfi analyze
nedosSlo k dobrému rozliSeni acesulfamu draselného a sacharinu ani pifi jednom pouzitém

gradientu. Navic sukraldza eluovala jako velky Siroky rozmyty pik. Na obrazku 16 je uveden

chromatogram pii pouZiti prvniho gradientu.

Obrazek 16: Gradient ¢ 1 na koloné YMC-Triart Diol

GRAD1 DIOL | MS1+8 GRAD1 DIOL | MS1 +8 Frag=110V Gain
GRAD1 DIOL | MS1-5 Frag=110

GRAD1 DIOL | M51 -5

Response[Courts]

ACE-K

SACH ‘ |

ok M
|

8
Retention time [min]
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Na koloné Luna Omega Sugar doslo k rozdéleni vSech latek pii pouziti vSech tii gradientu.
Nicméné pik aspartamu byl rozmyty. Pokud bychom porovnali gradienty mezi sebou, nejnizsi
retencni Casy latek byly pfi pouziti druhého gradientu, tedy pokud se zvySovala koncentrace
methanolu (obr. 17). U ostatnich gradientt nebyly retenc¢ni ¢asy piili§ odlisné. Uvedené
vysledky koresponduji s interpretaci izokratického reten¢niho modelu, kdy methanol vykazoval

V porovndni s acetonitrilem vyssi elucni silu.

Obrazek 17: Gradient ¢.2 na koloné Luna Omega Sugar

GRAD20 | MS1 +5IM(285) ES| Frag=100v Gain=1.0 GRAD2O | MS1 +5IM(458) ESI Frag=110V Gain=1.0  GRAD2 0| M31 -SIM(162) ESI Frag=100V Gain=10 GRAD2 O | MS1-SIM(178) ES| Frag=100V Gain=1.
GRAD2 0 | M51-5IMM(387) ES| Frag=110v Gain=1.0

Response[Gourts]

Na kolon¢ InfinityLab Poroshell bylo zaznamenano nejlepsi rozliseni viech sedmi standardd
u vSech pouzitych gradientl. U vSech latek kromé acesulfamu draselného doslo ke sniZeni
retenénich Castt pifi pouziti druhého gradientu (obr.18). Nejdelsi retencni casy byly

zaznamenany u gradientu, kde sem ménil podil pufru a acetonitrilu (gradient 1).
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Obrazek 18: Gradient ¢.2 na koloné InfinityLab Poroshell

GRAD2 PO | MS1 +5IM(295) ESI Frag=100V Gain=1 0 GRAD2PO| MS1 +SIM(458) ESI Frag=110vGain=10  GRAD2PO|MS1-SIM{162)ESI Frag=100V Gain=10  GRAD2PO | MS1-SIM(178) ES| Frag=100V Gain=1 0
GRADZ PO | MS1-SIM(397) ESI Frag=110¥ Gain=1.0

NEO

Response[C ounts]

SACH

Ostatni chromatogramy jsou uvedeny v ptilohach P24-P29 Primérné reten¢ni Casy latek na
vSech pouzitych kolondch jsem shrnuty v tabulkdch P30-P32. Kromé reten¢nich ¢ast jsou
v tabulkach vypoéteny (rovnice 12 a 13) hodnoty @ame @ ¢@Te , které ptedstavuji podily
celkového organického rozpoustédla (¢t.e) a podil acetonitrilu/methanolu (@a/m.e) pfi retenénim
Casu dané latky v pribéhu gradientu (sloZeni mobilni faze v bodé eluce). Podil gpam,e byl
vypocitan pouze v piipadé, kdy se v gradientu ménila hodnota @am, tedy pouze pro gradient
Cislo 2 a 3 (tabulka 12-13). Dale je v tabulkach uveden retencni faktor ke vypocitany podle
rovnice (10), tzn. reten¢ni faktor v gradientu v bodé¢ eluce. Hodnota zpozdéni gradientu pouzita
pfi vypoctech byla ptevzata ze studie Vanova J. a kol. (2022), pti které se také vyuzival stejny
kapalinovy chromatograf Agilent 1260 Infinity 11 (kap. 3.2.2.) s hmotnostni detekci [67].

A
(PT,e: (pT,O_ % '(tr'tD) (12)

g

_ Ap
Pante= Panio” A;‘;M-(tr-tp) (13)

Z porovnani vSech vypoctenych parametri, tj. sloZeni mobilni faze v bodé eluce a retencni
faktor v bodé eluce, je patrné, ze pouziti methanolu v kombinaci s acetonitrilem v ternarni
mobilni fazi vede ke snizeni retence latek, a tedy ke zvySeni elu¢ni sily mobilni faze, ovSem
V mensi mife nez pii korespondujicim zvySeni obsahu vodného pufru v mobilni fazi. Dale byly

vypocitany selektivity separace dvojic latek eluujicich v gradientu ag podle rovnice (14):
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Qg = ke,j/ke,i (14)

Z porovnani hodnot vypoctenych selektivit (tabulka P33-P35) je ziejmé, Ze pouziti methanolu
v kombinaci s acetonitrilem v ternarni mobilni fazi vede ke zménam selektivit v zavislosti na
zméné poméru methanolu a acetonitrilu, pam. V piipadech kolon Luna Omega Sugar (gradient
¢. 2) a InfinityLab Poroshella (gradient ¢. 2 a 3) dochazelo ke zmé&nam potadi eluce latek u
gradientd. Kombinace acetonitrilu a methanolu, tak mtze byt vhodnym zptsobem pouzita

k jemnému nastaveni selektivity separace v gradientu.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo zkoumat vliv ternarni mobilni faze pfi analyze umélych
sladidel pomoci chromatografie hydrofilnich interakci. Ternarni mobilni faze byla sloZena

Z octanového pufru, acetonitrilu a methanolu.

V prvni ¢asti experimentu byl zkouman vliv methanolu na separaci umélych sladidel pfi
izokratické eluci na péti kolonach. Ze statistického vyhodnoceni dat vyplyva, Ze stézejni vliv
na separaci ma celkovy podil organického rozpoustédla, CimZz se potvrzuje teorie
chromatografie hydrofilnich interakci. S rostouci koncentraci organického rozpoustédla
v mobilni fazi se tedy prodluzuje retence latek v koloné, a naopak s rostouci podilem vodné
slozky retence klesa. Dale u vétsiny latek vySel vyznamny parametr, ktery zastupoval podil
methanolu/acetonitrilu. Z tohoto lze usuzovat na vliv methanolu na separaci. Tento
potenciondlni vliv byl dale zkouSen pomoci gradientové eluce na smési standartu umélych

sladidel.

Na tfech vybranych kolonach byly vyzkouseny tii gradienty. Prvni z gradientti neobsahoval
methanol, dalsi dva jej obsahovaly. Nejkratsi reten¢ni ¢asy vétSiny latek byly naméfeny pfi
pouziti gradientu, kde klesala koncentrace acetonitrilu ve prospéch methanolu. Celkové
Kk nejlepsimu rozliseni latek doslo na koloné InfinityLab Poroshell. Z vysledku 1ze usuzovat, ze
methanol ma vliv na zlepSeni rozliSeni umélych sladidel, zkracuje jejich ¢as zadrzeni v koloné

a ovliviiuje selektivitu separace pii gradientové eluci.
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Prilohy
Tabulka P1: Tabulka namérenych dat k vyhodnoceni mimikolonovych prispévkii pri pritoku
300 ul

ti(min) | V¢ (ul?) Wo,5 6 celkovy
(min) (min?)
Benzen 1,806 | 293547,24 | 0,056 50,90
Toulen 1,949 | 341874,09 | 0,055 49,28
Ethylbenzen | 2,117 | 403352,01 | 0,061 60,59
Propylbenzen | 2,373 | 506801,61 | 0,058 54,98
Butylbenzen | 2,714 | 662921,64 | 0,063 65,03
Pentylbenzen | 3,174 |906684,84 | 0,067 73,08
to(min) | V2 (ud) Wos S cclkovy
(min) (min?)
Benzen 1,806 | 293547,24 | 0,056 51,08
Toulen 1,951 | 342576,09 | 0,055 49,63
Ethylbenzen | 2,122 | 405259,56 | 0,063 64,62
Propylbenzen | 2,386 | 512369,64 | 0,066 70,27
Butylbenzen | 2,737 | 674205,21 | 0,065 68,36
Pentylbenzen | 3,209 |926791,29 | 0,076 94,49
ts(min) | V2 (ul?) Wo,5 S celkovy
(min) (min?)
Benzen 1,809 | 294523,29 | 0,061 59,60
Toulen 1,958 | 345038,76 | 0,056 49,99
Ethylbenzen | 2,133 | 409472,01 | 0,057 51,81
Propylbenzen | 2,402 | 519264,36 | 0,059 57,27
Butylbenzen | 2,761 | 686080,89 | 0,075 91,54
Pentylbenzen | 3,244 | 947118,24 | 0,092 136,78
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Tabulka P2: Tabulka namérenych dat k vyhodnoceni mimikolonovych prispévkii pri pritoku
200 ul

ti(min) | V¢ (ul?) Wo5 6%celkovy
(min) (min?)
Benzen 2,721 | 296153,64 | 0,079 45,02
Toulen 2,952 | 348572,16 | 0,090 58,04
ethylbenzen | 3,214 |413191,84 | 0,083 49,57
propylbenzen | 3,652 | 533484,16 | 0,085 51,75
butylbenzen | 4,171 | 695889,64 | 0,091 59,87
pentylbenzen | 4,905 | 962361,00 | 0,106 81,20
to(min) | V2 @ul®) | wos 2 cclkovy
(min) (min?)
Benzen 2,719 | 295718,44 | 0,080 45,82
Toulen 2,944 | 346685,44 | 0,078 44,34
Ethylbenzen | 3,212 | 412677,76 | 0,098 69,28
Propylbenzen | 3,612 | 521861,76 | 0,090 58,69
Butylbenzen | 4,152 | 689564,16 | 0,110 87,28
Pentylbenzen | 4,88 | 952576,00 | 0,123 109,13
ts(min) | V2 (ul?) Wo,5 62 celkovy
(min) (min?)
Benzen 2,718 | 295500,96 | 0,086 52,86
Toulen 2,944 | 346685,44 | 0,084 50,54
ethylbenzen | 3,202 | 410112,16 | 0,116 97,40
propylbenzen | 3,611 | 521572,84 | 0,090 57,78
butylbenzen | 4,153 | 689896,36 | 0,091 59,73
pentylbenzen | 4,883 | 953747,56 | 0,161 186,52
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Tabulka P3: Tabulka namérenych dat k vyhodnoceni mimikolonovych prispévkii pri pritoku
100 ul

ti(min) | V2 (W) Wo,5 62 celkovy
(min) (min?)
Benzen 5,381 | 289551,61 | 0,209 79,00
Toulen 5,869 | 344451,61 | 0,157 44,34
Ethylbenzen 6,39 |408321,00 | 0,190 65,31
Propylbenzen | 7,208 | 519552,64 | 0,201 72,79
Butylbenzen | 8,282 | 685915,24 | 0,140 35,40
Pentylbenzen | 9,758 | 952185,64 | 0,196 69,21

t2 (m i n) Vr2 (le) Wo,5 Gzcelkovy

(min) (min?)
Benzen 5,399 | 291492,01 | 0,165 49,28
Toulen 5,839 | 340939,21 | 0,148 39,34

Ethylbenzen | 6,361 | 404623,21 | 0,161 46,69

Propylbenzen | 7,124 | 507513,76 | 0,209 79,00

Butylbenzen | 8,159 | 665692,81 | 0,212 81,05

Pentylbenzen | 9,598 | 921216,04 | 0,164 48,50

ta(min) | V2 (ul?) Wo,5 S eclkovy

(min) (min?)
Benzen 5,377 | 289121,29 | 0,177 56,31
Toulen 5,829 | 339772,41 | 0,203 73,95

Ethylbenzen | 6,342 | 402209,64 | 0,190 64,76

Propylbenzen | 7,147 | 510796,09 | 0,207 77,20

Butylbenzen | 8,229 | 677164,41 | 0,207 77,05

Pentylbenzen | 9,644 | 930067,36 | 0,198 70,49
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Tabulka P4: Mrtvé objemy, casy a porovitost kolony Luna Sugar Omega

priatok =300 pl/min | twm tm2 tms tme | o (tm) Vm Ve eT
min) | (min) | (min) | (min) | (min) | (ul)

50 % v/v ACN 2,385 | 2,293 | 2,295 | 2,324 | 0,043 |697,3 | 1060,29 0,658

75 % ACN 2,261 | 2,259 | 2,254 | 2,258 | 0,003 |677,4 | 1060,29 0,639

90 % ACN 2,47 2,469 | 2,471 | 2,47 | 0,001 | 741 |1060,29 0,699

Tabulka P5: Mrtvé objemy, casy a porovitost kolony Luna Hilic

pratok =300 pul/min | twm tv2 tms tm @ G (tm) Vwm Ve eT
min) | (min) | (min) | (min) | (min) | ()

50 % ACN 3,143 | 3,065 | 3,069 | 3,092 | 0,036 |927,7 | 1060,29 0,875

75 % ACN 2,549 | 2,546 | 2,547 | 2,547 | 0,001 | 764,2 | 1060,29 0,721

90 % ACN 2,646 | 2,635 | 2,635 | 2,639 | 0,005 | 791,6 | 1060,29 0,747

Tabulka P6: Mrtvé objemy, casy a porovitost kolony YMC-Triart Diol

pratok =200 pl/min | tm1 | tme tms | tM2 | o(tm) | Vm Ve eT
min) | (min) | (min) | (min) | (min) ()
50 % ACN 1,748 | 1,752 | 1,752 | 1,752 | 0,002 |350,4 | 471,24 0,744
75 % ACN 1,593 | 1,583 | 1,581 | 1,581 | 0,005 |316,2 | 471,24 0,671
90 % ACN 1,752 | 1,751 | 1,757 | 1,757 | 0,003 |351,4 | 471,24 0,746

Tabulka P7: Mrtvé objemy, casy a porovitost kolony InfinityLab Poroshell

pritok = 200 pl/min | tm tm2 tms | tm2 | o(tm) | Vm Ve eT
anin) | (min) | (min) | (min) | (min) | ()
50 % ACN 1,729 | 1,645 | 1,625 | 1,666 | 0,045 | 333,3 | 505,06 0,660
75 % ACN 1,75 | 1,622 | 1,62 | 1,664 | 0,061 |332,8 | 505,06 0,659
90 % ACN 1,753 | 1,756 | 1,757 | 1,755 | 0,002 |351,1 | 505,06 0,695
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Tabulka P8: Mrtvé objemy, casy a porovitost kolony Ascentis Express

pratok = 200 pl/min | tm tm2 tms tme | o (tm) Vm Ve €T
min) | (min) | (min) | (min) [ (min) (ul)
50 % ACN 1,352 | 1,239 | 1,214 | 1,268 | 0,060 | 253,67 | 336,71 0,753
75 % ACN 1,197 | 1,194 | 1,194 | 1,195 | 0,001 | 239,0 | 336,71 0,710
90 % ACN 1,247 | 1,249 | 1,249 | 1,248 | 0,001 | 249,67 | 336,71 0,742
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Tabulka P9: Priumérné retencni casy a retencni faktory namérené na kolone Luna Hilic

Mobilni to k to Kk to Kk te k te Kk te k to k
faze (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
CYK SU ACE-K NEO ADV SACH ASP
1 2,470 | -0,030 | 2,736 | 0,074 2,422 | -0,049 | 2,621 0,029 2,629 0,032 2,461 | -0,034 | 2,797 0,098
2 2,513 | -0,014 | 2,743 | 0,077 2,435 | -0,044 | 2,617 0,027 2,646 0,039 2,478 | -0,027 | 2,855 0,120
3 2,631 | 0,033 | 2,763 | 0,085 | 2,478 | -0,027 | 2,595 | 0,019 | 2,645 | 0,038 | 2,561 | 0,005 | 3,022 0,186
4 2,638 | 0,035 | 2,847 | 0,118 2,524 | -0,009 | 2,758 0,083 2,800 0,099 2,584 0,014 3,285 0,289
5 2,756 | 0,082 | 2,914 | 0,144 2,568 0,008 2,831 0,111 2,896 0,137 2,658 0,043 3,562 0,398
6 3,125 | 0,227 | 3,087 | 0,212 | 2,716 | 0,066 | 3,058 | 0,200 | 3,121 | 0,225 | 2,870 | 0,127 | 4,671 0,834
7 3,068 | 0,204 | 3,171 | 0,245 2,707 0,063 3,570 0,401 3,953 0,552 2,857 0,121 6,918 1,716
8 3,971 | 0,559 | 3,821 | 0,500 2,753 0,081 5,749 1,257 7,254 1,848 3,060 0,201 | 19,774 6,762
9 6,061 | 1,380 | 5587 | 1,193 2,858 0,122 | 10,484 | 3,116 | 15,679 | 5,155 3,431 0,347 | 47,698 | 17,724
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Tabulka P10: Primerné retencni casy a retencni faktory namerené na koloné Luna Sugar Omega

Mobilni to k to Kk to Kk to k to k to k to k
faze (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
CYK SuU ACE-K NEO ADV SACH ASP
1 5562 | 1,463 | 2,755 | 0,220 | 4,556 1,018 | 3,380 0,497 3,873 0,715 4,798 | 1,125 | 5267 | 1,332
2 5,184 1,296 2,758 | 0,221 4,260 0,886 3,229 0,430 3,642 0,612 4,466 0,978 5,151 1,281
3 5126 | 1,270 | 2,769 | 0,226 | 3,754 | 0,663 | 3,047 0,349 3,386 0,499 4,011 | 0,776 | 5,161 | 1,286
4 5,627 1,492 2,947 | 0,305 4,284 0,897 4,443 0,968 5,481 1,427 5,001 1,215 9,345 3,138
5 5,171 1,290 3,041 | 0,347 3,647 0,615 4,335 0,920 5,260 1,330 3,951 0,750 9,659 3,278
6 5131 | 1,272 | 3,261 | 0,444 | 3,251 | 0,440 | 4,064 0,800 5,395 1,389 3,586 | 0,588 | 12,076 | 4,348
7 7,319 | 2,241 | 3,806 | 0,685 | 3,496 | 0548 | 14,337 | 5349 | 20,066 | 7,886 4,034 | 0,786 | 24,175 | 9,946
8 9,642 3,270 5,550 | 1,458 3,290 0,457 | 30,390 | 12,459 | 61,599 | 26,280 3,627 0,606
9 14,101 | 5,245 | 10,532 | 3,664 | 3,236 | 0,433 | 55455 | 23,559 | 89,634 | 38,696 | 3,899 | 0,727
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Tabulka P11: Priumérné retencni casy a retencni faktory namérené na kolone YMC-Triart Diol

Mobilni te k to k to Kk to k to k to k to k
faze (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
CYK SuU ACE-K NEO ADV SACH ASP
1 1,801 | 0,139 | 2,029 | 0,283 | 1,718 | 0,087 | 1,999 | 0,264 | 1,993 | 0,260 | 1,756 | 0,111 | 2,178 | 0,377
2 1,855 0,173 2,046 | 0,294 | 1,752 0,108 | 2,016 0,275 2,062 0,304 1,801 | 0,139 | 2,291 | 0,449
3 1,951 | 0,322 | 2,090 | 0,249 | 1,817 | 0,273 | 2,013 | 0,305 | 2,063 | 0,177 | 1,861 | 0,569 | 2,480 | 0,569
4 1,901 0,202 2,130 | 0,347 | 1,757 0,111 | 2,201 0,392 2,205 0,394 1,806 | 0,242 | 2,721 | 0,720
5 2,024 0,280 2,194 | 0,388 | 1,816 0,148 | 2,292 0,449 2,307 0,459 1,880 | 0,189 | 3,092 | 0,955
6 2,427 0,535 2,412 0,526 | 1,953 0,235 | 2,434 0,540 2,454 0,552 2,107 | 0,332 | 4,562 | 1,885
7 2,049 0,296 2,347 0,484 | 1,757 0,111 | 3,190 1,017 3,446 1,180 1,841 | 0,164 | 6,970 | 3,409
8 2,640 0,670 2,770 | 0,752 | 1,769 0,119 | 9,026 4,709 | 10,304 | 5,517 1,942 | 0,228 | 28,887 | 15,374
9 4,219 1,669 3,736 | 1,363 | 1,857 0,174 | 17,418 | 10,017 | 21,961 | 12,891 | 2,166 | 0,370 | 60,156 | 37,049
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Tabulka P12: Primerné retencni casy a retencni faktory namerené na koloné Ascentis Express

Mobilni | te k te Kk to k te k to k to k te k
faze (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
CYK SU ACE-K NEO ADV SACH ASP
1 1,220 | 0,021 | 1,405 | 0,175 | 1,184 | -0,010 | 1,491 0,248 1,451 0,214 1,594 0,334 1,639 0,371
2 1,228 | 0,028 | 1,411 | 0,180 | 1,192 | -0,003 | 1,486 0,243 1,474 0,233 1,211 0,013 1,697 0,420
3 1,275 | 0,067 | 1,416 | 0,185 | 1,223 | 0,023 | 1,488 0,245 1,460 0,222 1,234 | 0,032 | 1,799 0,505
4 1,250 | 0,046 | 1,417 | 0,186 | 1,185 | -0,009 | 1,685 0,410 1,575 0,318 1,215 | 0,016 | 2,315 0,937
5 1,304 | 0,091 | 1,455 | 0,218 | 1,222 | 0,023 | 1,720 0,439 1,633 0,367 1,229 0,028 2,837 1,374
6 1,475 | 0,234 | 1556 | 0,302 | 1,274 | 0,066 | 1,597 0,336 2,093 0,752 1,311 | 0,097 | 3,740 2,129
7 1,366 | 0,143 | 1,487 | 0,244 | 1,180 | -0,013 | 4,311 2,607 4,218 2,529 1,188 | -0,006 | 11,148 8,329
8 1,705 | 0,426 | 1,668 | 0,395 | 2,383 | 0,994 | 13,515 | 10,309 | 26,552 | 21,219 1,231 0,030 | 44,316 | 36,084
9 2,341 | 0,959 | 2,054 | 0,718 | 1,278 | 0,069 | 26,532 | 21,202 | 30,792 | 24,767 1,412 0,181
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Tabulka P13: Priimerné retencni casy a retencni faktory namerené na koloné InfinityLab Poroshell

Mobilni te k te k to Kk to k to k to k to k
faze (min) (min) (min) (min) (min) (min) (min)
CYK SU ACE-K NEO ADV SACH ASP
1 1,903 | 0,241 | 1,957 | 0,174 | 1,855 | 0,113 | 1,818 | 0,090 | 1,856 0,113 1,900 | 0,140 | 2,015 0,209
2 1,943 | 0,166 | 1,944 | 0,166 1,852 | 0,111 | 1,805 | 0,083 1,822 0,093 1,900 0,140 2,064 0,239
3 2,002 | 0,201 | 1939 | 0,164 | 1,884 | 0,131 | 1,766 | 0,060 | 1,811 0,088 1,944 | 0,166 | 2,205 0,323
4 2,092 | 0,256 | 2,090 | 0,254 | 1,992 | 0,195 | 1,996 | 0,198 | 2,100 0,260 2,052 | 0,231 | 2,674 0,604
5 2,144 | 0,286 | 2,132 | 0,280 1,995 | 0,197 | 2,046 | 0,228 2,137 0,283 2,094 | 0,256 3,063 0,838
6 2591 | 0555 | 2,135 | 0,281 | 2,043 | 0,226 | 2,103 | 0,262 | 2,149 0,290 2,140 | 0,284 | 3,908 1,345
7 2,923 | 0,754 | 4546 | 1,728 2,286 | 0,372 | 2,337 | 0,403 4,845 1,907 2,389 0,434 8,524 4,115
8 5,652 | 2,392 | 6,916 | 3,150 2,479 | 0,487 | 5,273 | 2,164 | 12,508 6,506 2,560 0,536 | 25,680 | 14,411
9 9,345 | 4,608 | 8,764 | 4,259 | 2,926 | 0,756 | 8,267 | 3,961 | 19,952 | 10,974 | 2,949 | 0,770 | 69,490 | 40,702
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Tabulka P14: Parametry nelinedarni regrese logaritmii retencnich faktori (rovnice 11) namérenych na koloné Luna Hilic

Latka Po o (o) P2 c (p1) P2 | o(p2) Ps c(ps) | P4 G (p4) Ps o(ps) | R?
p p p p p p

CYK 0,651 1,332 -3,184 | 1,799 | 2,359 | 0,666 | -10,290 | 1,779 | 5,352 0,868 5,534 0,829 | 1,0000
0,711 0,327 0,175 0,109 0,102 0,095

SuU 14,377 4629 | -21,046 | 4,889 | 7,304 | 2,456 | -18,966 | 8,492 | 5,401 4,528 13,217 | 2,413 | 0,9952
0,053 0,023 0,059 0,112 0,319 0,012

SACH -41,344 | 0,535 | 64,134 | 0,722 | -23,966 | 0,268 | 16,518 | 0,714 | 1,514 0,348 -17,320 | 0,333 | 1,0000
0,008 0,007 0,007 0,028 0,144 0,012

ADV 18,708 7,375 | -35,162 | 7,789 | 14,127 | 3,927 | -19,241 | 13,529 | 2,990 7,215 19,709 | 3,845 | 0,9967
0,085 0,020 0,037 0,250 0,706 0,014

NEO 17,341 4,064 | -29,528 | 4,292 | 9,081 | 2,164 | -21,020 | 7,455 | 2,197 3,976 22,841 | 2,119 | 0,9990
0,024 0,006 0,025 0,067 0,619 0,002

ASP 21,188 | 7,500 | -37,018 | 7,920 | 16,592 | 3,993 | -22,492 | 13,757 | 6,348 7,336 17,091 | 3,910 | 0,9966
0,066 0,018 0,025 0,201 0,451 0,022

Cervené jsou zvyraznéné statisticky vyznamné parametry (p <0,05)
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Tabulka P15: Parametry nelinearni regrese logaritmii retencnich faktori (rovnice 11) nameérenych na koloné Luna Omega Sugar

Latka Po o (po) p1 o (p1) p2 c (p2) P3 c (p3) P4 G (p4) Ps o (ps) R?
p P P P P P

CYK 16,349 | 6,603 | -24,884 | 6,973 | 10,716 | 3,516 | -14,890 | 12,112 | 4,213 | 6,459 | 9,375 | 3,442 | 0,9664
0,090 0,038 0,056 0,307 0,561 0,072

SuU 19,268 | 7,182 |-30,359 | 7,585 | 11,830 | 3,824 | -20,262 | 13,175 | 5,130 | 7,026 | 15,204 | 3,744 | 0,9892
0,075 0,028 0,054 0,222 0,518 0,027

ACE-K 2,047 | 3,922 | -1,770 | 4,142 | -0,122 | 2,088 | -1,468 | 7,195 | -0,299 | 3,837 | 1,179 | 2,045 | 0,9716
0,638 0,698 0,957 0,851 0,943 0,605

SACH 5598 | 5,689 | -1,707 | 6,008 | -0,404 | 3,029 | -9,786 | 10,435 | 3,985 | 5565 | 2,101 | 2,966 | 0,8951
0,398 0,795 0,902 0,418 0,526 0,530

ADV 24357 | 9,872 | -49,759 | 10,425 | 22,576 | 5,256 | -14,032 | 18,109 | -0,619 | 9.657 | 19,564 | 5,147 | 0,9928
0,090 0,017 0,023 0,495 0,953 0,032

NEO 25,303 | 11,078 | -47,765 | 11,699 | 21,827 | 5,899 | -17,954 | 20,322 | 1,994 | 10,837 | 18,398 | 5,775 | 0,9899
0,107 0,027 0,034 0,442 0,866 0,050

ASP 6,449 | 2731 | -7,960 | 3,838 | 3,930 | 1,580 | -9,848 | 4,408 | 3260 | 2282 | 5575 | 1,891 | 0,9929
0,255 0,286 0,243 0,268 0,389 0,208

Cervené jsou zvyraznéné statisticky vyznamné parametry (p <0,05)
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Tabulka P16: Parametry nelinedrni regrese logaritmii retencnich faktorii (rovnice 11) namérenych na koloné YMC-Triart Diol

Latka Po o (po) p1 o (p1) p2 c (p2) P3 c (p3) P4 G (p4) Ps o (ps) R?
p p p p p p

CYK 10,907 | 4.188 | -13,055 | 4423 | 4,628 | 2.230 | -17,891 | 7.682 | 7,626 | 4.097 | 8148 | 2.183 | 0,0942
0,080 0,060 0,130 0,102 0,160 0,034

SuU 8,100 6,060 |-13,081 | 6,399 | 1,444 | 3226 | -9,191 | 11,115 | -1,081 5,928 14,076 | 3,159 | 0,9817
0,274 0,134 0,685 0,469 0,867 0,021

ACE-K 2571 | 2.876 | 11,156 | 3.037 | -3,533 | 1531 | 8,181 | 5275 | 8,219 | 2813 | -5903 | 1499 | 0,9890
0,437 0,035 0,104 0,219 0,061 0,029

SACH 2,982 6,921 2,886 | 7,309 | 1,782 | 3,685 | -13,648 | 12,696 | 11,840 6,770 -6,268 | 3,608 | 0,9669
0,696 0,719 0,662 0,361 0,179 0,181

ADV 22,627 | 10,541 | 50,728 | 11.131 | 19,505 | 5.612 | -10,136 | 19.335 | -5,045 | 10311 | 25,314 | 5495 | 0,9896
0,121 0,020 0,040 0,636 0,658 0,019

NEO 22,454 | 11,945 | -46,479 | 12.614 | 19,406 | 6360 | -13,555 | 21911 | 0,589 | 11.685 | 20,160 | 6.227 | 0,9836
0,157 0,035 0,055 0,580 0,963 0,048

ASP 24022 | 7.888 | 45,022 | 8330 | 19,678 | 4200 | -19,506 | 14469 | 3521 | 7.716 | 19,352 | 4.112 | 0,9953
0,056 0,012 0,018 0,270 0,679 0,018

Cervené jsou zvyraznéné statisticky vyznamné parametry (p <0,05)
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Tabulka P18: Parametry nelinedarni regrese logaritmii retencnich faktorii (rovnice 11) namérenych na koloné Ascentis EXpress

Latka Po o (po) p1 o (p1) p2 c (p2) P3 c (p3) P4 G (p4) Ps o (ps) R?
p p p P p p

CYK 6,623 | 3,157 |-10,702 | 3,334 | 4,668 | 1,681 | -14,355 | 5,791 | 6,423 3,088 7,588 | 1,646 | 0,9988
0,127 0,049 0,069 0,089 0,129 0,019

SU 9,631 | 2,138 |-13,972 | 2,258 | 4,306 | 1,138 | -12,378 | 3,922 | 3,376 2,091 9,011 | 1,115 | 0,9959
0,020 0,009 0,032 0,051 0,205 0,004

SACH 27,288 | 11,747 | -66,944 | 12.405 | 31,370 | 6255 | -7,739 | 21,547 | 4,907 | 11.491 | 23,051 | 6.124 | 0,8960
0,103 0,012 0,015 0,743 0,698 0,033

ADV 27,288 | 11,747 | -66,944 | 12.405 | 31,370 | 6255 | -7,739 | 21,547 | 4,907 | 11.491 | 23,051 | 6.124 | 0,9926
0,103 0,012 0,015 0,743 0,698 0,033

NEO 20,899 | 16,543 | -64,957 | 17.471 | 30,684 | 8.808 | -13,996 | 30346 | -1,181 | 16.183 | 21,402 | 8.624 | 0,9820
0,168 0,034 0,040 0,676 0,946 0,089

ASP 15,951 | 10,998 | -42,073 | 10,878 | 20,880 | 4,645 | -4,384 | 18,396 | -3,256 8,932 15,090 | 6,090 | 0,9963
0,284 0,061 0,046 0,834 0,750 0,131

Cervené jsou zvyraznéné statisticky vyznamné parametry (p <0,05)
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Tabulka P18: Parametry nelinedarni regrese logaritmii retencnich faktori (rovnice 11) nameérenych na koloné InfinityLab Poroshell

Latka Po o (po) p1 o (p1) p2 c (p2) P3 c (p3) P4 G (p4) Ps o (ps) R?
p p p p p p

CYK 17,435 | 6451 | -31,346 | 6,812 | 13,465 | 3.435 | -16,797 | 11,833 | 4,008 | 6310 | 14,252 | 3.363 | 0,0945
0,074 0,019 0,030 0,251 0,570 0,024

SU 20281 | 6.168 | 43,392 | 6.514 | 22,524 | 3084 | -11,259 | 11314 | 1,536 | 6.034 | 11,365 | 3.216 | 0,0958
0,046 0,007 0,006 0,393 0,816 0,039

ACE-K 8,082 | 4,009 |-10,556 | 4234 | 4,621 | 2.134 | -12,787 | 7354 | 4,896 | 3.921 | 5753 | 2,090 | 0,9929
0,137 0,088 0,119 0,180 0,300 0,071

SACH 5,164 2,895 -6,945 | 3,058 | 3,153 | 1,542 | -9,160 | 5311 | 3,562 2,832 4,220 1,509 | 0,9954
0,173 0,108 0,133 0,183 0,298 0,068

ADV 24,673 | 9.868 | -50,541 | 10421 | 23,027 | 5254 | -16,578 | 18,101 | 0,567 | 9.653 | 20,422 | 5.144 | 0,0943
0,088 0,017 0,022 0,427 0,957 0,029

NEO 6,449 2,731 -7,960 | 3,838 | 3,930 | 1,580 | -9,848 | 4,408 | 3,260 2,282 9,575 1,891 | 0,9912
0,255 0,286 0,243 0,268 0,389 0,208

ASP 23,482 | 8.891 | 41,295 | 9.390 | 18,479 | 4.734 | -22,858 | 16310 | 5656 | 8698 | 18,608 | 4.635 | 0,9955
0,078 0,022 0,030 0,256 0,562 0,028

Cervené jsou zvyraznéné statisticky vyznamné parametry (p <0,05)
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Obrazek P19: Grafické zndzorneni parametrii advantamu (rovnice 11) na koloné InfinityLab

Poroshell
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Obrazek P20: Grafické znazornéni parametru advantamu (rovnice 11) na koloné Ascentis

Express

i
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o M T
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Obrazek P21: Grafické zndzornéni parametrii advantamu (rovnice 11) na koloné Luna Hilic
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Obrazek P22: Grafické znazornéni parametrit advantamu (rovnice 11) na kolone Luna Omega
Sugar
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Obrazek P23:

Diol

Grafické znazornéni parametrii advantamu (rovnice 11) na koloné YMC-Triart
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Obrazek P24: Gradient &2 na koloné YMC-Triart Diol
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Obrazek P25: Gradient ¢.3 na kolone YMC-Triart Diol
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Obrazek P26: Gradient ¢.1 na koloné Luna Omega Sugar
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Obrazek P27: Gradient ¢.3 na koloné Luna Omega Sugar
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Obrazek P28: Gradient ¢.1 na koloné InfinityLab Poroshell
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Obrazek P29: Gradient ¢.3 na koloné InfinityLab Poroshell

GRAD3 PO |MS1 +SIM(295) ES| Fraf
GRAD3PO | MS1 -SIM(178) ESI Fra,

GRAD3 PO | MS1 +SIM(459) ES| Frag=110V Gai
GRAD3PO |51 -SIM(387) ES| Frag=110V Gai

00V Gain=1.0
/Gain=1.0

0 GRAD3PO|MS1-SIM(162) ESI Fra
0

CYK
25

26

24

22

20

Response[Courtts]

SACH

ACE-K

g
Retention time [min]

76



P30: Priimérné retencni casy US, @re, pame pri pouziti gradientu na kolone YMC-Triart Diol

Latka Gradient ¢. 1 QTe Ke Gradient ¢. 2 PTe Ke PAM.e Gradient ¢. 3 QTe Ke PAM.e
tr @ (min) tr @ (min) tr @ (Min)

CYK 2,526 0,925 | 0,598 2,573 0,924 | 0,627 | 0,865 2,478 0,927 | 0,567 | 0,936
ACE-K 1,235 0,968 | -0,219 1,235 0,968 | -0,219 | 0,954 1,235 0,968 | -0,219 | 0,977
SU 7,543 0,762 | 3,771 7,111 0,776 | 3,498 | 0,563 7,303 0,769 | 3,619 | 0,775
NEO 9,627 0,693 | 5,089 8,620 0,776 | 4,452 | 0,462 9,004 0,714 | 4,695 | 0,718
ADV 9,815 0,687 | 5,208 8,665 0,725 | 4,481 | 0,459 9,096 0,711 | 4,753 | 0,715
ASP 11,252 0,640 | 6,117 9,726 0,690 | 5,152 | 0,388 10,253 0,673 | 5485 | 0,677
SACH 1,325 0,695 | -0,162 1,372 0,963 | -0,132 | 0,945 1,325 0,965 | -0,162 | 0,974
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P31: Prumeérné retencni casy US, @re, oame pri pouziti gradientu na koloneé Luna Omega Sugar

Latka

QGradient ¢. 1

Ke

Gradient ¢. 2

Ke

Gradient ¢. 3

Ke

PTe PTe OAM,e PTe PAa/M,e

tr @ (min) tr @ (min) tr @ (min)
CYK 12,390 0,603 | 4,487 11,371 0,637 | 4,036 0,279 12,067 0,614 4,344 0,616
ACE-K 9,816 0,687 | 3,347 9,657 0,693 | 3,277 0,393 10,160 0,676 3,500 0,680
SU 9,047 0,712 | 3,007 8,028 0,746 | 2,555 0,501 8,371 0,735 2,707 0,739
NEO 11,661 0,627 | 4,164 10,911 0,652 | 3,832 0,309 11,231 0,641 3,974 0,644
ADV 12,314 0,606 | 4,453 11,466 0,633 | 4,078 0,272 11,905 0,619 4,272 0,622
ASP 14,070 0,548 | 5,231 13,740 0,559 | 5,085 0,121 13,954 0,552 5,180 0,553
SACH 10,558 0,663 | 3,676 9,999 0,681 | 3,428 0,370 10,523 0,664 3,660 0,668
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P32: Prumeérné retencni casy US, ¢re, paume pri pouziti gradientu na koloné InfinityLab Poroshell

Latka

QGradient ¢. 1

Ke

Gradient ¢. 2

Ke

Gradient ¢. 3

Ke

PTe PTe PA/M,e PTe PAaM,e

tr @ (min) tr @ (min) tr @ (Min)
CYK 8,241 0,739 | 3,946 7,535 0,762 | 3,522 0,534 7,771 0,754 3,664 0,759
ACE-K 4,427 0,863 | 1,657 4,738 0,853 | 1,843 0,721 4,481 0,862 1,689 0,869
SU 8,991 0,714 | 4,396 8,318 0,736 | 3,992 0,482 8,563 0,728 4,139 0,733
NEO 9,001 0,714 | 4,402 8,136 0,742 | 3,883 0,494 8,457 0,732 4,075 0,736
ADV 9,581 0,695 | 4,750 8,712 0,723 | 4,228 0,456 9,066 0,712 4,441 0,716
ASP 10,962 0,650 | 5,579 9,700 0,691 | 4,821 0,390 10,213 0,674 5,129 0,678
SACH 6,195 0,806 | 2,718 6,163 0,807 | 2,699 0,626 6,089 0,809 2,654 0,815
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P33:

Selektivita separace v gradientu na koloné Luna Omega Sugar (zména poradi eluce latek oznacend cerveneé)

Latka

Gradient ¢. 1

Pofadi eluce

Og

QGradient ¢. 2

Poradi eluce

Qg

Gradient ¢. 3

Poradi eluce

Qg

SuU

ACE-K

ACE-K/SU = 1,113

ACE-K/SU =1,283

ACE-K/SU =1,293

SACH

SACH/ACE-K = 1,098

SACH/ACE-K = 1,046

SACH/ACE-K = 1,046

NEO

NEO/SACH =1,133

NEO/SACH =1,118

NEO/SACH = 1,086

ADV

ADV/NEO = 1,069

ADV/NEO = 1,064

ADV/NEO =1,075

CYK

N o] o B W NP

CYK/ADV = 1,008

~N| o1 o B~ W N

CYK/ADV = 0,990

CYK/ADV = 1,017

ASP

ASP/CYK = 1,166

ASP/CYK =1,260

~N| o o B~ W N

ASP/CYK =1,192
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P34: Selektivita separace v gradientu na koloné YMC-Triart Diol (selektivita separace v gradientu neni uvadena pro latky eluujici pred mrtvym

objemem kolony)

Latka | Gradient ¢. 1 Og Gradient ¢. 2 Og Gradient €. 3 Ol
Potadi eluce Potadi eluce Potadi eluce
ACE-K 1 1 1
SACH 2 2 2
CYK 3 3 3
SuU 4 SU/CYK = 6,309 4 SU/CYK =0,179 4 SU/CYK =0,157
NEO 5 NEO/SU = 1,350 5 NEO/SU =0,786 5 NEO/SU =0,771
ADV 6 ADV/NEO =1,023 6 ADV/NEO =0,994 6 ADV/NEO =0,988
ASP 7 ASP/ADV =1,175 7 ASP/ADV =0,870 7 ASP/ADV =0,867
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P35:

Selektivita separace v gradientu na koloné InfinityLab Poroshell (zména poradi eluce latek oznacend cervené)
Latka | Gradient ¢. 1 Og Gradient ¢. 2 Og Gradient €. 3 Og
Potadi eluce Potadi eluce Potadi eluce

ACE-K 1 1 1

SACH 2 SACH/ACE-K = 1,640 2 SACH/ACE-K = 1,464 2 SACH/ACE-K =1,571
CYK 3 CYK/SACH =1,452 3 CYK/SACH = 1,305 3 CYK/SACH = 1,380

SuU 4 SU/ICYK =1,114 5 SU/CYK =1,102 5 SU/CYK =1,112

NEO 5 NEO/SU = 1,001 4 NEO/SU = 1,028 4 NEO/SU = 1,016
ADV 6 ADV/NEO =1,079 6 ADV/NEO = 1,059 6 ADV/NEO =1,073
ASP 7 ASP/ADV =1,174 7 ASP/ADV =1,140 7 ASP/ADV =1,155
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