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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva stanovenim umélych sladidel pomoci chromatografickych
technik. Prvni ¢ast je vénovana obecné charakteristice sladidel. Druha ¢ast je zaméfena na
vlastnosti, fyziologické U€inky a vyuziti umélych sladidel. Ve tfeti ¢éasti jsou popsany

chromatografické techniky pouzité pti stanoveni umélych sladidel a nasledné jsou porovnany.
KLICOVA SLOVA

Umél4 sladidla, kapalinova chromatografie, plynova chromatografie

TITLE

Chromatographic techniques in analysis of artificial sweeteners

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with determination of artificial sweeteners by chromatographic
techniques. The first part is devoted to general characteristics of sweeteners. The second part is
focused on the properties, physiological effects and the application of artificial sweeteners.
In the third part, the chromatographic techniques that were used in the determination of artificial

sweeteners are described and compared.
KEYWORDS

Artificial sweeteners, liquid chromatography, gas chromatography
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1 UVOD

Lidé konzumuji velké mnozstvi cukru, coz vede k narustu civilizacnich chorob jako je
naptiklad obezita a cukrovka, a pravée to je jeden z diivodu, pro€ je bézny cukr Casto nahrazen

umélymi sladidly, ktera jsou v dnesni dob¢ pouzivana v nékolika odvétvich.

Prvni kapitola pojednava o obecné charakteristice, klasifikaci a regulaci sladidel. Druha
kapitola je zaméfena na konkrétni umeéla sladidla a jejich fyziologické ucinky. Bezpecnost
sladidel je stale diskutovanym tématem, jelikoz néktera uméla sladidla naznacuji moznou
toxicitu. Riziko vSak nemusi pfedstavovat samotné sladidlo, ale latka, na kterou se v téle

preméni.

Tteti kapitola pojednava o stanoveni umélych sladidel, kterd jsou rozmanitou skupinou latek,
takze je l1ze stanovovat pomoci velkého mnozstvi technik. Tato prace je vSak zaméfena na

chromatografické techniky, které jsou €asto pouzivany pro stanoveni nejen umélych sladidel.
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2 Obecna charakteristika sladidel

Sladidla jsou definovana jako potravinaiské ptidatné latky (tzv. aditiva). Jsou to obecn¢ latky
umyslné ptidavané do potravin a dalSich produktt za Gcelem vylepseni jejich vlastnosti. Mezi
potravinaiské pridatné latky déale fadime naptiklad vitaminy, konzervanty, antioxidanty,
stabilizatory, emulgatory, zahustovadla, zelirujici latky, barviva, kyseliny, regulatory kyselosti,
latky zvyraznujici chut’ nebo aroma, tavici soli, kypfici latky, odpénovace, protispékavé latky
apod. Cilem sladidel je dodani sladké chuti a vyuzivaji se z nékolika funk¢nich diivodd. Svou
sladkosti mohou maskovat hotkost, regulovat viskozitu, ptidavat chut, ménit bod mrazu,
prodluzovat Cerstvost a skladovatelnost. Nekterd sladidla se mohou pfirozené vyskytovat

v ovoci, zelenin€ nebo houbach [1-4].

2.1 Klasifikace sladidel

Sladidla mizeme d¢lit podle nékolika kritérii (obrazek 1) a vzdy zalezi na uhlu pohledu.

Obvykle sladidla délime podle energetické hodnoty, plivodu, sladivosti a chemické struktury.

Uméla —‘ ACK, ALI, ASP, CYC, NEO, SAC, SUC
Bez vyZivové [ . ‘ o
—1 hodnoty P<Losyntet|cka — Neohesperidin dihydrochalkon
PFirodni —  Glycyrrhizin, steviosid, thaumatin
© —
-c ’ .
T — R Sachardza, melasa, med, javorovy sirup
© L. I
7 — Kaloricka I ‘77
S Sladidla ziskana ze . .
"~ Zkrobu — Gltioza, fruktoza |
Svyzivovou || T/Io_nosacharid [ Sorbitol, xylitol,
—1 hodnotou T y __'eryth_riol, mannitol|
[ [ Tomalt, lactitol,

— Malo kalorickd

f Cukerné alkoholy Disacharidy ~ —— maltitol

Tagatdza Hydrolyzaty

Obrazek 1: Klasifikace sladidel [5]

2.2 Energeticka hodnota

Nejcastéji se mizeme setkat s rozdélenim sladidel podle kalorické hodnoty na vyzivova
anevyzivova, tedy sladidla s kalorickou hodnotou nebo bez. Né¢kterd sladidla se fadi mezi
nevyzivova a zaroven jsou zdrojem energie napt.: aspartam, neohesperidin dihydrochalkon

a thaumatin. Pfi porovnani kalorickych hodnot téchto sladidel s cukernymi alkoholy,
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monosacharidy a disacharidy se jedna o velmi malé hodnoty, a proto nejsou zatfazeny mezi
vyzivova sladidla. Rozdéleni podle energetické hodnoty, které pouzivaji fidici organy (JECFA,
EFSA apod.), je dulezité pro jedince trpici cukrovkou nebo dalSimi nemocemi vyzadujici

kontrolu nad kalorickym ptijmem [6-8].

2.2.1 Pivod

Podle ptuvodu d€lime sladidla hlavné na ptirodni a synteticka (uméld). Néktera sladidla
(NHDC) patii mezi ptirodni modifikovana (polosynteticka), coz jsou latky pfipravované
z ptirodnich latek a dale cukerné alkoholy, které patii do skupiny syntetickych latek identickych

s ptirodnimi [6, 9].

2.2.2 Sladivost

Sladivost vSech sladidel (tabulka 1) se posuzuje ve srovnani se sladivosti cukru — sachardzy.
Sacharo6za je povaZzovana za standardni sladkou latku a jeji hodnota sladivosti se rovna jedné.
Sladivost miize byt ovlivnéna koncentraci sladidla, teplotou v dobé spotieby, pH a dalsimi

faktory [3, 8].

Tabulka 1: Relativni sladivost umélych sladidel

Relativni sladivost (Sacharéza = 1)

Acesulfam K 200
Aspartam 160220
Cyklamat 3040
Sacharin 240-300
Sukraléza 400-800
Neohesperidin dihydrochalkon 250-2000
Neotam 7000-13000
Advantam 37000

2.2.3 Chemicka struktura
Sladidla pfedstavuji rozmanitou skupinu latek (terpeny, chalkony, peptidy, halogenové
disacharidy atd.), které se od sebe 1i§i fyzikalnimi i chemickymi vlastnostmi, takze 1ze sladidla

rozdélit 1 podle chemické struktury. Obvykle se ale fidime spiSe pfedchozimi rozdélenimi [3,

10].
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2.2.4 Bezpecnost a regulace sladidel

O bezpecnost a regulaci se stard nékolik mezindrodnich organizaci a pfed uvedenim na trh musi
byt kazdé sladidlo peclivé zkouméno. Na zéklad¢é vysledkt studii a doporuceni se jednotlivé
staty rozhoduji, jestli sladidlo na trh uvedou nebo ne. Proto se povolena sladidla v riznych

zemich 1i$i nebo je pouziti omezeno pouze na ne¢které vyrobky.

Jednou z hlavnich organizaci je Svétova organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) spolecné
se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). Obé¢ spolecnosti patii pod Organizaci spojenych
narodl a maji za ukol vyhodnocovat nezavadnost sladidel a poskytovat poradenstvi ¢lenskym
statim. V roce 1962 byla ustavena Komise pro kodex vyzivy pfi FAO/WHO, ktera méla
za ukol uvést mezindrodni vyZzivové standardy do praxe. Obé organizace spolecné dohlizi

na ochranu zdravi spotiebitelt [3, 11].

Dalsi organizaci je Spole¢ny vybor expertt FAO/WHO pro potravinaiska aditiva (JECFA)
fizeny FAO a WHO. Clenové jsou odbornici z celého svéta a maji za tikol predevsim védecké
poradenstvi. Urcuji naptiklad akceptovatelny denni ptijem a hodnoti toxikologicka data. Vybor
se schazi dvakrat rocné¢ a zabyva se potravinarskymi aditivy, kontaminanty a pfirozené

toxickymi latkami v potravinach [3, 12].

Bezpecnosti sladidel se zabyvaji 1 dal§i spole¢nosti. V roce 2002 byl v Evropé zaloZen
Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin (EFSA) a dale napiiklad Ufad pro kontrolu potravin
a léciv (FDA) [3].

Povolena uméla sladidla v Ceské republice jsou podle natizeni komise (EU) ¢.231/2012 [13]
acesulfam K, aspartam, cyklamaty, sacharin a jeho soli, sukral6oza, neohesperidin
dihydrochalkon, neotam, siil aspartamu-acesulfamu a pfirodni thaumatin a steviol-glykosidy.
V roce 2014 doslo k povoleni advantamu na zaklad¢ natfizeni komise (EU) &. 497/2014.
Ve vSech téchto nafizenich jsou uvedena povolena aditiva pod Ciselnymi kody E,
které usnadiiuji identifikaci téchto latek a uvadi se na potravinach. Ciselny kod E se sklada
z pismena E a ti ptipadné Ctyf ¢isel, kde prvni ¢islo znaci kategorii latky. Uméla sladidla patii

do kategorie E9xx, tedy nadhradni sladidla, potravinaiské plyny a lestidla [4, 14].

2.3 Akceptovatelny denni prijem
Akceptovatelny denni pfijem je mnozstvi denni davky, které mize konzument piijimat kazdy
den po cely zivot a neni vystaven riziku. Tato hodnota je odvozend z hodnoty NOAEL,

kde je pouzity bezpecnostni faktor 100. To znamend, Ze hodnota ADI je 100x niz§i nez NOAEL
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a je pro vSechny bezpec¢na. Hodnota ADI se u jednotlivych umélych sladidel 1isi (tabulka 2)

a vyjadfuje se v miligramech na kilogram télesné¢ hmotnosti (mg/kg).

Tabulka 2: Akceptovatelny denni prijem jednotlivych umélych sladidel

ADI (mg/kg/den)
Acesulfam K 15
Aspartam 40
Cyklamat 11
Sacharin 5
Sukraléza 15
Neohesperidin dihydrochalkon 5
Neotam 2
Advantam 5

I kdyz se néktera sladidla zdaji byt nebezpecna, je dilezité mit stale na paméti, Ze mnozstvi
umélého sladidla v potravinadch a napojich jsou minimalni kvili své né¢kolikanidsobné vyssi
sladivosti oproti sachardze. VSechna sladidla pied uvedenim na trh prochazi dikladnym
testovanim na zvifatech, pii kterém se studuje toxikokinetika — absorpce, distribuce,

metabolizace, exkrece [3, 10].
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3 Uméla sladidla

3.1 Acesulfam K (E 950)

Acesulfam K (obrazek 2) byl objeven Claussem a Jensenem v roce 1967. Na acesulfam
K narazili zcela ndhodou, kdyz Clausse pii praci v laboratofi zaujala sladka chut’ prstu, ktery si
omylem olizl. Acesulfam K je derivatem kyseliny acetyloctové a ma slabé nahoiklou chut.
Ve vodé¢ je dobfe rozpustny, v ethanolu je rozpustny malo, ale s nafedénim vodou se
rozpustnost postupné zvysuje. Pii velice nizkém pH, mensim nez 3, nebo vysSich teplotach nez

235 °C je méng¢ stabilni a mize dochézet k degradaci [3, 9, 13, 15-17].

O O
\//
P NI

Obrazek 2: Strukturni vzorec acesulfamu K

3.1.1 Fyziologické ucinky

Acesulfam K neni v lidském téle metabolizovan a pfiblizné¢ do 24 hodin se vice nez 99 %
vylou¢i moc¢i v nezménéné podobé. Acesulfam K obsahuje methylenchlorid, ktery pfi
dlouhodobé expozici miize zptisobovat bolest hlavy, nevolnost, depresi, a hlavné¢ miize mit
ucinek na ledviny a jatra. Dal$im rizikem muZze byt acetoacetamid, ktery vznikd rozkladem
acesulfamu K. Ten je sice toxicky, ale pouhé 1 % acetoacetamidu se v téle hromadi po dobu tii
mésici. Mala koncentrace samotného acesulfamu K se muze objevit ve tkanich plodu,
ale placenta puasobi jako ochranni bariéra, takze podle studii acesulfam K pro plod
nepiedstavuje riziko. I kdyZ n¢které studie naznacovaly moZznou toxicitu acesulfamu K, zadna

z nich ji neprokazala a acesulfam K je tedy oznacen jako bezpecné sladidlo [3, 7, 10, 15, 16].

3.1.2 Vyuziti

Acesulfam K patii mezi nejpouzivangj$i umeéla sladidla a jednou z jeho vyhod je, Ze se mize
pouzivat v kombinaci s dalSimi sladidly (ASP, CYC, SUC). Tim se da ziskat lepsi chut’ nez pfi
samostatném pouziti. Napiiklad v sycenych napojich je nejpouzivanéjSim nizkokalorickym
umélym sladidlem, a pravé v ndpojich se bézné pouziva v kombinaci. Diky své chuti je ¢asto
obsazen ve §tavach s ptichuti citrust nebo kole. Casto je obsaZen v produktech bez cukru, které
jsou vhodné i pro diabetiky. Dalsi vyhodou acesulfamu K je vynikajici stabilita pii vysokych

teplotach, kterych dosahujeme napiiklad pfi vyrobé cukrovinek nebo pekarenskych vyrobki.
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Pti peceni si zachova stejnou chut’, a navic produkty pii pe¢eni neztmavnou. Také se Casto
pfidava do mléénych vyrobkd, které jsou oSetieny pomoci UHT a produktii, které jsou
konzervované. Ve farmaceutickém primyslu je soucasti produktt ustni hygieny, a také se
piidava do pastilek, tablet, Sumivych tablet pro zamaskovani Spatné chuti ucinné latky.
Acesulfam K, jako aniont, by mohl s Gpravou chuti 1é¢iv ovlivnit také rozpustnost a absorpci

v téle [3, 6-8, 15, 17].

3.2 Aspartam (E951)

Aspartam (obrazek 3), byl objeven nahodou v roce 1965 pii vyzkumu novych 1€k pro terapii
zalude¢niho viedu. Chemik James M. Schlatter ze spolecnosti G. D. Searle & Company
v jednom mezikroku syntézy tetrapeptidu syntetizoval metylester aspartylfenylalaninu. Trocha
této sladké latky mu zstala na jeho prstech a on si je diky nepozornosti omylem oliznul. Prsty
st oliznul n€kolikrat, protoze véfil, Ze se nejedna o toxickou latku. O par let pozdé&ji se na vyvoji
aspartamu podilela norska chemicka inzenyrka Torunn Atteraas Garin, které pomohla vyvinout
aspartam jako nadhrazku cukru a stala se mluv¢éi tohoto produktu. K povoleni aspartamu
ale dochédzelo postupné kvili ¢astym pochybnostem jeho bezpe¢nosti. V roce 1981 byl
aspartam schvalen FDA pro pouziti v nevodnych produktech (zvykacky, instantni kavy
anapoje) a o dva roky pozdé€ji pro pouziti v sycenych napojich, tedy ve vodnych roztocich.
Az v roce 1993 bylo schvaleno 1 pouziti v pecenych vyrobcich a sladkostech. Dnes je mozné
legalné€ vyuZivat aspartam ve vSech potravinach. Aspartam nevykazuje Zadné vedlej$i pachuti.
Ve vod¢ a ethanolu je mélo rozpustny a v pevné formé je stabilni vice nezZ pét let [6, 9, 13, 17-
20].

Obrazek 3: Strukturni vzorec aspartamu

3.2.1 Fyziologické ucinky
Aspartam se v travicim traktu rozklada na kyselinu asparagovou (~40 %), fenylalanin (~50 %)
amethanol (~10 %). VSechny tyto latky, kromé samotného aspartamu, se absorbuji do krevniho

fecisté a pii béZzném podani, kdy se aspartam nevyhne travicimu traktu, nepfedstavuji zadné
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bezpecnostni riziko. Navic tyto latky jsou soucasti béznych potravin, ve kterych jsou obsazeny
ve vétsim mnozstvi nez pii konzumaci aspartamu. Pfikladem muze byt rajcatova St'ava, ktera

obsahuje 6x vice methanolu nez kola dochucena aspartamem.

V lidském téle dochdzi pomoci travicich enzyml k pfeméné methanolu na formaldehyd
anasledné k oxidaci na kyselinu mravenci. Formaldehyd je oznacovéan jako potencialni
karcinogen, a proto je aspartam oznaCovan jako nebezpecny pro pouziti v potraveé. Problém
nastava, kdyz je metabolismus kyseliny mravenci pietizen, a tim dochazi k hromadéni v krvi.
Pti studiich bylo podavano 200 mg/kg a pii takto extrémnich latkach byla zaznamenéna pouze
zvySena koncentrace methanolu. Vzhledem k tomu, Ze hodnota ADI aspartamu je stanovena
na 40 mg/kg, je velice nepravdépodobné az téméef nemozné, aby methanol z aspartamu

pti béZné konzumaci plsobil na télo toxickym u¢inkem.

Aspartat je konjugovana béaze kyseliny asparagové a v této formé se vyskytuje v organismu,
kde funguje jako neurotransmiter. Pfi vysokych koncentracich aspartidtu v krvi je toxicita
spojena s nekrdzou neurond. Opét se ukazalo, Ze je prakticky nemoZzné dosdhnout tak vysokych

koncentraci pii bézné konzumaci.

Také fenylalanin se mize pii vysokych koncentracich hromadit v téle, coZ mize byt problém
u jedincl s naruSenym metabolismem fenylalaninu, tedy u jedinci trpicich fenylketonurii,
u kterych hrozi neurologické problémy. Proto musi byt potraviny obsahujici aspartam podle
nafizeni EU viditelné oznaCeny a musi zde byt jasné¢ napsano, Ze je aspartam zdrojem

fenylalaninu. Fenylalanin mize byt v jatrech pfeménén i na tyrosin.

A4

V prostiedi s vy$SSim pH nez 6 muize dojit k pfeméné aspartamu na karcinogenni latku

diketopiperazin. Proto je potieba davat pozor, v jakych potravinach se aspartam vyuziva.

Pfi Castém uZzivani aspartamu se mohou objevovat zavrate, nevolnost, inava. Nékteii odbornici
dokonce tvrdi, ze miize zpisobovat Alzheimerovu chorobu, epilepsii, roztrousenou sklerozu
nebo vznik nddorid, nicméné Zadna studie tato tvrzeni nepotvrdila. I kdyZ aspartam neptsobi

pfili§ bezpecné, je povolenym sladidlem [7, 10, 21].

3.2.2 Vyuziti

Aspartam se prodava naptiklad pod nazvy Nutrasweet a Equal. Pouziva se jako stolni sladidlo
a Casto je obsazen v sycenych, nesycenych a Sumivych napojich. Vzhledem k tomu, ze je
kratkou dobu stabilni pfi vysoké teploté, je vhodny pro pouziti v potravinidch vyZzadujici

pii ptipraveé kratkodobé zahtati. Aspartam se pouZziva i ve farmaceutickém pramyslu [3, 7, 17].
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3.3 Cyklamat (E952)

Sladkou chut’ soli kyseliny cyklohexylsulfamové jako prvni objevil v roce 1937 student
Univerzity Illinois Michael Sveda. V fadé zemich vcetné zemi Evropské unie je cyklamat
povoleny, ale naptiklad v USA je od roku 1969 zakazané pouzivat cyklamaty v potravinach.
Cyklamaty jsou skupinovym ndzvem pro cyklohexylsulfamovou kyselinu (obrazek 4) a jeji
soli, nejcastéji soli vapenaté a sodné. Cyklamova kyselina je ve vodé dobte rozpustna (1 g/7,5
ml) a je silnou kyselinou. I kdyz je rozpustnost ve vod¢ dobrd, diky své kyselosti se vice
vyuzivaji soli. Vapenata sil se v potravinafstvi pouziva, ale miize zplsobit srazeni a gelovaténi.
Tento problém nenastava pii pouziti sodné soli, ktera je diky svym vlastnostem z t&chto tii latek
v potravinafstvi nejpouzivanéjsi. Obé soli jsou silnymi elektrolyty a ve vod¢ jsou Iépe rozpustné
(1 g/4-5 ml). V organickych rozpoustédlech, olejich a nepolarnich rozpoustédlech je vSak

rozpustnost nizka [2, 3, 7, 13, 15-17].

ZT
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Obrazek 4: Strukturni vzorec cyklamatu

3.3.1 Fyziologické ucinky

K absorpci cyklamatu dochéazi v travicim traktu, kde se pfiblizné 37 % absorbuje v tenkém
sttevé a zbytek postupuje az do tlustého stieva. Absorbované i1 neabsorbované mnozstvi se
vylouc¢i v nezménéné podob¢ moci. Diky mikroflofe v tlustém stievé mize u nekterych jedinct
dochézet k metabolické pfeméné cyklamatu na cyklohexylamin. Tuto schopnost ma podle
studii pfiblizné 25 % populace. Metabolismus je tedy u ¢asti populace odliSny, a navic se mize
1 prubézné ménit. Zavisi také na davce a zptsobu podani. Pfi dlouhodobém uzivani cyklamatu
je veétsi pravdépodobnost, ze dojde k metabolismu na cyklohexylamin neZ u jednordzovych
davek. Nékteré studie dokézaly, ze dlouhodobé uzivani cyklaméatu mize zpisobovat nador
moc¢ového méchytfe. Samotny cyklamat nebezpecny neni, ale pravé vznikajici metabolit
cyklohexylamin je toxicky. I ptfes to, Ze k pfeméné na cyklohexylamin dochazi jen u ¢asti

populace, je cyklamat v nékterych zemich zakéazany [3, 7, 17, 22].

3.3.2 Vyuziti
Cyklamat se pouziva hlavné v ndpojich a jako stolni sladidlo. Déle se pouziva
v nizkokalorickych potravinach, dezertech, Zelatinach a konzervovaném ovoci. Cyklamat ma

fklou chu 7 ¢ uzivav inaci i i inarni sme
lehce nahorklou chut’, takZe se ¢asto po a v kombinaci se sacharinem jako binarni smés nebo
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v kombinaci s aspartamem a acesulfamem K, s kterymi tvofi terndrni smés. Tyto smési jsou

povazovany za velice dobré kombinace sladidel [7, 17].

3.4 Sacharin (E954)

Sacharin objevil vroce 1878 Ira Remsen a Constantine Fahlberg pii studiich cyklickych
sulfonamidu a stalo se tak viibec prvnim komercné pouzivanym umélym sladidlem. Sacharin,
sulfonamidovy derivat toluenu (obrazek 5), byl nejdiive pouzivan jako 1€k proti cukrovce,
ale béhem svétovych valek se jeho pouzivani natolik rozsifilo, ze se zac¢alo pouZzivat jako bézné
sladidlo. Sacharin mé slabé aromatickou vini a mize byt ve formé¢ kyseliny nebo véapenaté
a draselné soli. VSechny jeho formy jsou velice stabilni v Sirokém rozmezi teplot a pH. Sacharin
ve form¢ kyseliny je oproti solim ve vodé malo rozpustny. Pti teploté 20 °C se rozpusti 2 g/l
apii 75°C 13 g/l, takZe s narlstajici teplotou se rozpustnost mirné¢ zvySuje. Sodné soli
sacharinu se ve vodé pii teploté 20 °C rozpusti 1000 g/l a pti 75 °C se rozpusti 2540 g/l.
Vépenaté soli sacharinu se ve vode pfi teploté 20 °C rozpusti 370 g/l a pii 75 °C 2020 g/1 [3, 6,
7,10, 13, 17, 23, 24].
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Obrazek 5: Strukturni vzorec sacharinu

3.4.1 Fyziologické ucinky

Ptiblizn€ 85-90 % sacharinu se v lidském téle absorbuje, vaZe na plazmatické proteiny
a nasledné distribuuje do organti. K vylouceni dochézi prevdzné moci a v malém mnozstvi
stolici. V lidském téle tedy nedochazi k metabolizaci. Sacharin se miize dostat ptes placentu,
ale zadné nezddouci G¢inky u matek nebo plodu nebyly prokdzany. I ptes to je doporuceno
nekonzumovat sacharin béhem téhotenstvi a kojeni, protoze u kojicich zen mtze dojit k pfenosu
matefskym mlékem. Sacharin se stal Casto tématem diskuze ve spojeni s moznou
karcinogenitou, protoZe pfi testech na potkanech se casto objevoval nddor mocového méchyte.
Ke zvySenému vyskytu rakoviny mocového méchyie u potkanii dochdzelo hlavné pfi
konzumaci vys$Sich koncentracich sacharinu sodného, méné u sacharinu draselného a u kyselé
formy viibec. Kvili obavdm z mozného vzniku rakoviny FDA v roce 1997 doporucila zékaz
sacharinu. Pfi vysokych déavkach dochazelo k alkalizaci moc¢i potkanii a nasledné se

v moCovém méchyii tvofily srazeniny obsahujici cytotoxicky fosforeCnan vapenaty, silikaty,
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mukopolysacharidy a proteiny. Tyto sraZzeniny mohou poskozovat tkai, coz mize vést az ke
vzniku nédoru. Pfi testech na lidech a primatech se tento problém nevyskytoval, objevoval se
pouze u potkanti, a proto v roce 2000 byl sacharin vyfazen ze seznamu karcinogennich latek
a opét oznacen za bezpecné sladidlo pro pouziti v potravinach. K povoleni v nékterych zemi

vcetné USA doslo az v poslednim desetileti [3, 6, 7, 10, 24, 25].

3.4.2 Vyuziti

Sacharin se prodava pod nazvy Sweet Twin, Sweet and Low a stale patii mezi nejlevnéjsi
a nejpouzivangjsi sladidla. V dnesni dobé se pouziva hlavné v potravinach urcenych pro lidi
snazici se udrzet si svou hmotnost. Mezi nejcastéjSi produkty obsahujici sacharin patfi
nealkoholické napoje, stolni sladidla a dezerty. Diky své stabilité je vhodny pro pouziti
v produktech s dlouhodobou trvanlivosti. Mezi dal$i produkty z potravinafstvi patii Zelatina,
omacky, zvykacky, marmelady a mnoho dalSich. Také je obsazen v produktech ustni hygieny
a pridava se do zemédélskych meziprodukti nebo krmiv pro zvifata. Sacharin se ale vyuzival
i v dalSich odvétvich jako je naptiklad farmaceuticky primysl, kde byl dfive pouzivan jako
antiseptikum. Dale se pouzival jako antistaticky prostfedek v plastikafském pramyslu.
V soucasné dobé se pouzivd pifi povrchovych tpraviach nikelnatych c¢asti pomoci
elektroformovani, kterého lze vyuzit v automobilovém primyslu k vylepSeni vzhledu ¢asti

naraznikl z niklu [3, 6, 7, 24].

3.5 Sukraléza (E955)

V 70. letech 20. stoleti probihalo n€kolik vyzkumi s cilem objevit novd uméla sladidla pro
komer¢ni ucely. V roce 1976 ve spoleCnosti Tate & Lyle objevili prof. Leslie Hough a jeho
kolegové nckolik novych sladidel podobnych sachardze. Neékteré byly az 7500x sladsi
neZ sachardza, ale se stoupajici intenzitou zaroven klesala kvalita sladké chuti. Nakonec byla
vybrana sukral6za, kterd méla nejvice podobnou sladkou chut’ sacharéze bez hotké chuti nebo
pachuti, dobrou tepelnou a chemickou stabilitu, vysokou rozpustnost ve vod¢ a nizkou toxicitu.
Sukraloza se vyrabi ze sachardzy, se kterou ma podobnou chemickou strukturu (obrazek 6).
Tti hydroxylové skupiny jsou v molekule sukral6zy selektivné nahrazeny chlorem. Teplota tani

je 125 °C a je snadno rozpustna ve vod¢, methanolu a ethanolu. Pti teploté 20 °C se ve vodé
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rozpusti 28,2 g/l, v ethanolu 110 g/l a s rostouci teplotou rozpustnost roste. Pii této teploté

je v kapalném stavu stabilni po dobu 5 let [3, 6, 10, 13, 17, 23, 24].

OH
OH
Cl HO s
HO” > o710
OH —cl

Obrazek 6. Strukturni vzorec sukralozy

3.5.1 Fyziologické ucinky

Sukraléza je relativné nereaktivni molekula, kterd obsahuje glykosidickou vazbu. Ta se
v molekule sukraldzy nestépi, a proto ji savci netravi a nedochazi k metabolizaci. Divodem je
pfitomnost chloru misto hydroxylovych skupin a zadné testy neprokazaly, ze by dochazelo
k dechloraci molekuly. Sukraléza se v lidském téle velice Spatné absorbuje a pfiblizné 85 %
neabsorbované sukraldzy se rovnou vylouci stolici v nezménéné formé. Zbyvajicich 15 % je
absorbovano pasivnim transportem v travicim traktu, kde dochazi k distribuci do tkani, odkud
se dostane do krevniho ob&hu a nasledné se vylou¢i moéi. Céast absorbované sukralozy (1-5 %)
podléha biotransformaci, pfi které vznikaji glukuronidové konjugaty. Vzhledem ke Spatné
absorpci jsou na misté¢ obavy z ptipadnych nezadoucich u¢inkt, ale bylo provedeno mnoho
studii karcinogenity, genotoxicity a teratogenity, pii kterych se Zadné neobjevily. Dospélo se

tedy k zavéru, Ze sukral6za je vhodnym umélym sladidlem pro pouZiti v potravinach [3, 7, 10].

3.5.2 Vyuziti

Sukral6za je univerzalni umélé sladidlo, které se vyuziva v jakémkoliv potravinarském odveétvi.
Prodava se pod nazvem Splenda. Odolava vysokym teplotdm, takZe je vhodnd i pro pouZiti
v produktech vyzadujici ptipravu pii vysokych teplotach napfi.: pasterizace, sterilizace nebo

UHT [6, 17].

3.6 Neohesperidin dihydrochalkon (E959)

Neohesperidin dihydrochalkon objeven byl v roce 1963, kdy Horowitz a Gentili studovali
spojitost hotké chuti se strukturou fenolickych glykosidii v citrusovych plodech. Objevili
nékolik dihydrochalkonovych neohesperidosidii, ale jen neohesperidin dihydrochalkon mél
intenzivné sladkou chut' a vypadal jako slibné sladidlo. Neohesperidin dihydrochalkon

(obrazek 7), je glykosidicky flavanoid, ktery se pfipravuje z neohesperidinu nebo naringinu.
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Pro komer¢ni vyrobu se neohesperidin ziskava extrakci z kiry pomerance Citrus aurantium
a naslednou syntézou zahrnujici alkalicky katalyzovanou hydrogenaci. Naringin se ziskava
extrakcei z kiiry grapefruitu Citrus paradisii a naslednd syntéza je zalozena na pifeméné
na floroacetofenon-4‘-B-neohesperidosid, ktery se kondenzuje isovalinem a vznikd
neohesperidin. Neohesperidin Ize ziskat ptipadné i mikrobiologickou pfeménou flavanonovych
glykosidii. Od ostatnich sladidel se lisi chuti po mentolu a 1€kofici, ktera se mtize objevit pii
vysSich koncentracich. Intenzitu sladivosti mizeme vyrazné zvysit napiiklad pii pouziti
v kombinaci s kofeinem. Neohesperidin dihydrochalkon je snadno rozpustny v horké vodé, pti
80 °C se rozpusti 650 g/l1. S klesajici teplotou rozpustnost klesa a pii teploté 20 °C se rozpusti
pouze 0,50 g/l. Dale je rozpustny ve smési ethanolu (96 %) s vodou, ale v samotném ethanolu
rozpustnost vyrazn¢ klesé a v etheru nebo benzenu je prakticky nerozpustny. Rozpustnost se d4
ptipadné zvysit pfidanim glycerolu nebo jednosytnych soli. Pfi pH 2-6 se neohesperidin
dihydrochalkon vyznacuje vysokou stabilitou. Studie ukézaly, Ze neohesperidin
dihydrochalkon je mozné skladovat v nezménéném stavu pii pokojové teploté po dobu tii let.
Protoze se jednd o hygroskopickou latku, za vysoké teploty anizkého pH muze dojit
k hydrolyze glykosidické vazby za vzniku aglykonu hesperidin dihydrochalkonu, glukoézy
a ramnozy [3, 6, 13, 23].
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Obrazek 7: Strukturni vzorec neohesperidin dihydrochalkonu

3.6.1 Fyziologické ucinky

K absorpci malého mnozstvi neohesperidin dihydrochalkon dochazi v tenkém stfeve, odkud se
castecné vylucuje zluci a castecné metabolizuje. K jeho absorpci dochdzi az po odstranéni jeho
sacharidové ¢asti. V pritbéhu se netvoii Zadné metabolity, takze studie prokazaly bezpecnost

neohesperidinu dihydrochalkonu [6, 17].

3.6.2 Vyuziti
Neohesperidin dihydrochalkon se pouziva k dochuceni zvykacek, kde je diilezité, aby se sladka

chut’ uvolnovala postupné, a proto je ve Zvykackach obsazen ve vétSich koncentracich. Déle se
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pouziva v potravinach s ovocnou chuti, pfevazné s chuti pomerance a grapefruitu. Pfidava se
také do mlécnych produktli, ovocnych §t'av, dzemt, sirupl, zmrzliny a je vhodny 1 pro pouziti
v potravinach vyzadujici pasterizaci. V nékterych produktech se nepouziva jako sladidlo,
ale jako latka k zahuStovani a Casto se pouziva v kombinaci s dal§imi sladidly a latkami [6, 7,

17].

3.7 Neotam (E961)

K objeveni neotamu doslo v polovin¢ 80. let, kdy probihaly vyzkumy, které mély za kol
objevit nova sladidla. Cilem bylo najit sladidlo podobné aspartamu, se snahou zanechat dobré¢
vlastnosti aspartamu a $patné vlastnosti odbourat. Zadouci tedy byla vyssi tepelna stabilita
a vys$i sladivost. To se podaftilo prof. Jean Marie Tinti a Claude Notre a az v roce 1991 byly
zvetejnény vysledky vyzkumd, diky kterym byl objeven praveé neotam. Jedna se o pomérné
nové umélé sladidlo a je povazovano za nastupce aspartamu. Ke schvaleni neotamu pro
vieobecné pouziti doslo vroce 2002 av Ceské republice je povolen od roku 2007.
Neotam (obrazek 8) je derivatem aspartamu, ze kterého vétSinou vychazi i priprava. Teplota
tani se pohybuje vrozmezi 80,9 — 83,4 °C, je dobfe rozpustny ve vod¢ a v ethanolu.
Rozpustnost ve vodé se zvySuje s rostouci teplotou (pfi teploté 25 °C rozpusti 12,6 g/l a pfti
teploté 60 °C 47,5 g/l). Neotam je relativné stabilni pti pH 3,5 — 5,5 jako aspartam, pfi¢emz
idealni pH je 4,5. Ve vodnych roztocich se stabilita vyrazné¢ méni pfi zménach pH a teploty.
Vyhodou neotamu oproti aspartamu je kratkodoba stabilita pfi vysokych teplotach, kterd je
dostacujici pro piipravu potravin napiiklad v pekafstvi. Za 30 minut dochézi ke ztraté 1,4 %,
coz je zanedbatelné mnozstvi. V pevném suchém stavu je pii teploté 15— 30 °C stabilni

minimalné po dobu péti let [3, 6, 8, 17, 24, 26-28].

)

OCH,4

Obrazek 8: Strukturni vzorec neotamu

3.7.1 Fyziologické ucinky
Neotam je vtéle rychle, ale neuplné¢ hydrolyzovan pomoci esterazy za vzniku
deesterifikovaného neotamu. Neotam 1 deesterifikovany neotam se v téle nehromadi ani pii

opakovaném davkovani. Neotam se neabsorbuje a vylucuje stolici pfiblizné za 72 hodin.
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Deesterifikovany neotam se po absorpci vylucuje moci. Jako u aspartamu se v pribéhu
metabolizace pti tvorbé deesterifikovaného neotamu tvoii methanol, kterého je v ptipadé

neotamu pouze zanedbatelné mnozstvi.

Neotam je oproti aspartamu pro jedince trpici fenylketonurii bezpe¢ny. Dlvodem je rozdil
v chemické struktute, kde v molekule neotamu je navic t-butyl skupina, kterd se navaze
na volnou aminoskupinu kyseliny asparagové. Tim dojde k preruseni peptidové vazby mezi
kyselinou asparagovou a fenylalaninem, ¢imz se snizi dostupnost fenylalaninu, ktery je

zodpovédny za fenylketonurii.

Bylo provedeno nékolik studii na zvitatech, pii kterych se neobjevily Zadné nezadouci toxické
ucinky, pouze pii podani vysokych davek se objevovala nechut’, takze potravu zacala odmitat.
Na zaklad¢ vysledki testl, véetné Amesova testu, nebyl neotam ani deesterifikovany neotam
oznacen za mutagenni latku. Nebyly prokdzany ani z4dné nezddouci ucinky na reprodukei,
téhotenstvi ani vyvoj embrya i pii vy$Sich davkach. Nejnovéjsi studie vSak ukazuji, Ze neotam
muze na Cloveéka pii vysokych davkach plsobit hepatotoxicky. Nutno podotknout, Ze zvitata
po dobu testovani byla vystavena deseti tisickrat vétsi davce, nez je predpokladana u ¢lovéka.
Pti klinickych studiich byl neotam podavan pii rizném davkovani po riznou dobu a u zadného
jedince nedoslo k vyznamnym zménam vitalnich funkei. Neékteti jedinci dostavali placebo
a v porovnani s ddvkou neotamu nebyl Zadny rozdil. Do studii byli vybrani i jedinci s diabetes
mellitus a ani u nich se nevyskytl zadny nezddouci Gc¢inek na koncentraci glukézy nebo

inzulinu. VSechny studie tedy jasné potvrzuji bezpecnost neotamu [3, 6, 7,17, 23, 24].

3.7.2 Vyuziti

Neotam je spole¢né s aspartamem a sukral6zou nejvice pouZivanym umélym sladidlem
v potravinaiském a napojovém primyslu. Pouziva se v kombinaci s dal§imi sladidly naptiklad
se sacharinem a sukral6zou. Prodava se pod nazvem Newtame a pouziva se hlavné ke slazeni
nealkoholickych néapojti, dale v mléénych ndpojich, omackach, Zzvykackach a pikantnich

potravinach [7, 8, 17].

3.8 Advantam (E969)

Advantam byl vyvinut ve firm¢ Ajinomoto Co. Inc. a je vysledkem dlouhodobych vyzkumd,
které se zabyvaly objevem novych umélych sladidel. S hledanim vhodné struktury pomahal
pocita¢ na zakladé dostupnych informaci a pozadavkl na nové sladidlo. Struktura advantamu
(obr. 9) byla poprvé zvetejnéna v roce 2008 a k povoleni pro pouziti v potravindch v zemich
Evropské unie doslo vroce 2014. V Ceské republice je nejnovéjsim povolenym a zaroven
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nejslad$im  umélym sladidlem. Advantam (obrdzek 9) méa chemickou strukturu
podobnou neotamu a syntéza vychazi z aspartamu a vanilinu. Bod tani je stanoven na 101,5 °C
a ve vod¢ a ethanolu je malo rozpustny. Pii teploté 25 °C se ve vod¢ rozpusti 0,099 g/100 ml

a s narustajici teplotou se rozpustnost mirn€ zvysuje [3, 7, 14, 29].

0
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H,CO
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Obrazek 9: Strukturni vzorec advantamu

3.8.1 Fyziologické ucinky

Advantam se absorbuje rychle, ale pouze v omezeném mnozstvi (4-23 %). Zbyvajici mnoZstvi
se v travicim traktu hydrolyzuje na kyselinu, kterd se stejné jako advantam vylucuje pfevazné
stolici (87-93 %) a zbytek moci. Na prokazani nezdvadnosti advantamu a jeho metabolitl bylo
provedeno nékolik testli, ale zadné vysledky testi neprokdzaly ani nenaznacily ptfipadnou
mutagenitu, genotoxicitu nebo karcinogenitu. Pfi teratogennich studiich se sledovala
reprodukce potkanti, kdy doslo k mirnému sniZeni t€lesné hmotnosti u piirtstki, ale to nebylo
povazovano za podstatny vedlejSi Uc¢inek. Advantam, stejné jako aspartam, je zdrojem
fenylalaninu, ale jedinci trpici fenylketonurii mohou pfi normalnich davkach advantam
konzumovat. Pii studiich se neprokézal ani Zadny vliv na hladinu glukézy a inzulinu. Neexistuji

tedy Zadné pochybnosti o bezpecnosti advantamu [3, 7, 29, 30].

3.8.2 Vyuziti

Advantam je diky své intenzivni sladké chuti vhodnou nahradou jak za cukr, s kterym ma
identickou chut’, tak i nékterd uméla sladidla. Osvédcil se jako sladidlo do kavy, ledového ¢Caje,
limonad, instantnich napoji, Zvykacek a jogurti. Casto se pouziva v produktech s ovocnou
ptichuti, hlavné citrusovych plodl. Je vhodny i do napoji, které vyzaduji pii ptipraveé vysokou

teplotu [3, 7, 29].
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4 Chromatografické metody pro analyzu umélych sladidel

Analyza umélych sladidel je dalezita piredevSim pro kontrolu bezpecnosti potravin, népoju
a dalSich produkti. Povolend uméla sladidla se v jednotlivych zemich lisi, a proto je dilezité
dohliZet na jejich obsah. Pro analyzu umélych sladidel existuje mnoho analytickych metod.
Vybér vhodné analytické metody zavisi na mnoha kritériich: cena, zptisob detekce, spotfeba
vzorkll a rozpoustédel, presnost, selektivita, bezpecnost a jednoduchost. Ve vétSiné piipadi
se upfednostiuji chromatografické metody, které umoziuji analyzu nékolika sladidel souc¢asné

a spliuji nejvice parametrt z uvedenych pozadavkd [3, 26, 31].

Chromatografie je separacni technika, pfi které dochazi k separaci sloZzek smési na zaklade
distribuce mezi dv¢ faze — pohybliva a nepohybliva. Vzorek je unasen tokem mobilni faze pies
stacionarni fazi, kde dochéazi k separaci vzorku na zaklad¢ rozdilnych afinit k mobilni

a stacionarni fazi.

Chromatografické metody se déli podle skupenstvi mobilni faze na kapalinovou a plynovou
chromatografii. Specidlnim ptipadem je superkritickd fluidni chromatografie, kde se jako
mobilni fadze vyuzivd plyn v nadkritickém stavu, tzn. nadkritickd tekutina. Z hlediska
usporddani stacionarni faze se nejCastéji setkdvame s chromatografii kolonovou, kdy je

stacionarni faze umisténa v kolon¢ [32-35].

4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je velice oblibenou separacni technikou diky
svému univerzalnimu vyuziti. HPLC miZe byt pouzita pro analyzu témét jakéhokoli vzorku.
Ptednosti HPLC je hlavné rychlost a moZnost analyzy 1 sloZitych smési obsahujicich latky
s podobnymi vlastnostmi. Klasické kapalinova chromatografie, HPLC a UHPLC se od sebe li$i
predevsim rozméry Castic stacionarni faze. I kdyz UHPLC ma nejvy$si ucinnost a nejkratsi ¢as

analyzy, nejrozsitenéjsi technikou kapalinové chromatografie je stale HPLC [34-37].

4.1.1 Instrumentace
Soucasti HPLC (obrazek 10) jsou nddoby na mobilni fazi, které jsou obvykle vyrobeny ze skla
aoobjemu 0,51 az 2,5 1. Jsou umisténé v uzavieném prostoru a chrani tim osobu obsluhujici

pfistroj pfed pfipadnymi toxickymi parami rozpoustédel.

Mobilni faze protékd kolonou pod vysokym tlakem pomoci membranového nebo pistového

cerpadla. Pouzité Cerpadlo musi odolavat vysokym tlakiim (40-60 MPa, u UHPLC az tlaki
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150 MPa), a proto musi byt vyrobené z materialt, které jsou za uvedenych tlaki chemicky

a mechanicky odolné. Nejcastéji pouzivanym materidlem je nerezova ocel nebo keramika.

Ve sméSovacim zafizeni dochdzi k michani mobilni faze. V kapalinové chromatografii
rozliSujeme izokratickou nebo gradientovou eluci. Pii izokratické eluci je separace provadéna
pouze jednim rozpoustédlem, pfipadné¢ smési rozpoustédel o konstantnim slozeni a slozeni
mobilni faze se tedy neméni. Pii gradientové eluci se slozeni mobilni faze v prabehu separace
méni dle pouzitého programu. Slouzi pro separaci slozité smési latek, které se vyznamné 1isi
retenci. K michani dochazi bud’ za nizkého nebo vysokého tlaku (nizkotlaky nebo vysokotlaky
gradientovy systém). U vysokotlakého systému je nutné vyuzit pro kazdou slozku mobilni faze

vlastni Cerpadlo, ¢imz se systém prodrazuje [34-37].
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Obrazek 10: Schéma vysokoucinného chromatografu [38]

Dévkovani se provadi pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu nebo pomoci autosampleru,
ktery umoznuje plynule davkovat riizné objemy vzorkd. Je dulezité vzorek davkovat spravng,

nebot’ nespravné davkovani by mohlo vést k nepfesnym celkovym vysledkiim [33-36].

Diilezitou ¢asti je kolona, kde probihd samotné separace. VétSina kolon je vyrobena z nerezové
oceli, protoZe nesmi reagovat s jakoukoliv latkou prochazejici kolonou a musi byt odolna viici
vysokym tlakim. Délka kolon se obvykle pohybuje v rozmezi 3-30 cm, pfi¢emz s rostouci
délkou se zvySuje tcinnost. Kolony jsou naplnény poréznimi ¢asticemi (2-5 um) a na koncich
jsou porézni frity, které maji mensi pramér, nez je velikost samotnych ¢astic. Jako napln se
obvykle pouzivaji kolony na bazi silikagelu diky svym chemickym a fyzikélnim vlastnostem.
Piikladem bézné pouzivané naplné¢ u chromatografie s obracenymi fazemi je silikagel

s chemicky vazanou oktadecylovou (C18) skupinou [33-35, 39].
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Dale je dilezité vybrat vhodny detektor, ktery by mél mit vysokou citlivost, selektivitu, Siroky

line4rni dynamicky rozsah, mit rychlou odezvu a nemit destruktivni vliv na analyzovanou latku.

Mezi nejobliben€jsi detektory patii spektrofotometrické, které méii absorbanci eluatu
protékajici detekéni celou. Jednodussi detektory méti absorbanci pii jedné vinové délce,
daného vzorku. Nejdokonalejsi DAD detektory jsou schopné pomoci diodového pole
zaznamenat spektra bez preruSeni separace. Zdrojem zateni je naptiklad rtutova nebo zinkova
vybojka a v ptipadé DAD je zdrojem deuteriova vybojka. Nevyhodou fotometrickych detektorii

je omezeni, ze detekovana latka musi absorbovat ultrafialové zareni.

Elektrochemické detektory jsou zalozeny na métfeni proudu, potencidlu elektrod nebo elektrické
vodivosti latek, u kterych pii priichodu mérnou celou dochazi na elektrodé k elektrochemické
reakci (redoxni). Proto se elektrochemické detektory ¢asto pouzivaji pii detekci anorganickych
kyselin, zasad a soli. Vyhodou téchto detektori je selektivita, citlivost a cena. Nevyhodou je

vyzadujici ¢istota mobilni faze, a také mize dochazet k zandSeni povrchu elektrod.

Vysokou selektivitu a citlivost poskytuji fluorescenéni detektory, které jsou zalozeny na métent
fluorescence. Detekovand latka absorbuje primarni ultrafialové zateni, které je Castecné
vyzéateno ve formé sekundarniho fluorescencniho zafeni o vysSi vlnové délce a nasledné

snimano.

Mezi univerzalni detektory se tadi refraktometrické, které lze pouzit pti detekci v podstaté
vSech latek, ale vyuzivaji se spiSe jen tehdy, kdyz z néjakého ditvodu nelze pouzit jiny detektor.
Pti detekci se méfi rozdil indexu lomu eluatu a mobilni faze. Nevyhodou je mensi citlivost,
ktera zavisi na rozdilu indexi lomu (¢im vétsi rozdil, tim vétsi citlivost) a na konstantni teploté

[34, 36, 37, 40].

V dnes$ni dobé se k detekcei €asto pouziva hmotnostni spektrometr, ktery se v poslednich letech
stal mocnym analytickym néstrojem pro rutinni analyzu. Je tomu také z divodii pozadavki
na vhodny detektor pro HPLC, kterému je hmotnostni spektrometr nejblize. Pfi hmotnostni
spektrometrii se vzorek prevadi na ionizovanou plynnou fazi a dle podilu hmotnosti a naboje

se ionty separuji [35, 37, 39, 41].

4.1.2 Systémy v HPLC
V kapalinové chromatografii se vyuzivd nékolik fazovych systému, dle kterych se d¢li.

Nejcastéji se mizeme setkat s rozdélenim na systém s normalnimi fazemi a obracenymi fazemi.
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4.1.2.1 HPLC v systému s normdlnimi fazemi

V systémech snormélnimi fazemi je staciondrni fazi polarni latka (silikagel, silikagel
s navazanou aminoskupinou, atd.). Mobilni fazi je nepolarni rozpoustédlo (hexan, ethylacetat
nebo bindrni ¢i tercidrni systém rozpoustédel). Pti prichodu kolonou v priubéhu eluce tedy jako
prvni eluuje nejméné polarni latka vzorku a pii zvySeni polarity mobilni faze se elucni cas

zkracuje. Nicmén¢ v soucasnosti pievlada hlavné systém s obracenymi fazemi.

4.1.2.2 HPLC v systému s obracenymi fazemi

V systémech s obracenymi fazemi je polarita fazi obracend. Stacionarni fazi je nepolarni latka,
nejcasteji oktadecylsilikagel (C18). Jako mobilni faze se pouzivaji polarni rozpoustédla, kterd
jsou dobfe misitelna s vodou. Ptikladem mulze byt acetonitril, methanol ¢i tetrahydrofuran.
Piieluci se tedy naopak nejdiive eluuje nejpolarnéjsi latka vzorku, takze elucni cCas

se prodluzuje s rostouci polaritou mobilni faze [32-36].

Specidlnim piipadem je chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC), kterd je kombinaci
kapalinové chromatografie s normalnimi a obrdcenymi fazemi. Pouzivd se pii separaci
polarnich a hydrofilnich latek. V HILIC pievazuje rozdélovaci mechanismus mezi mobilni fazi
chudou na vodu a stacionarni fazi bohatou na vodu. Pfi separaci se pouzivaji stejné kolony jako
u NP-HPLC, protoze siln€¢ hydrofilni latky jsou v RP-HPLC nedostatecné zadrzovany.
V nevodnych mobilnich fazich NP-HPLC jsou hydrofilni latky naopak zadrzovany pfilis, takZze
jako mobilni faze se pouziva organické rozpoustédlo s vodou, které je naopak typické pro RP-
HPLC. Mobilni faze musi obsahovat nejméné 60 % organického rozpoustédla, zaroven
nejméné 2 % vody a ptipadné pufr. Obvyklym organickym rozpoustédlem je acetonitril, ktery

je dobfe misitelny s vodou, umoziuje dobrou retenci a ma nizkou viskozitu [39, 42-47].

4.1.3 Vybrana HPLC stanoveni
Dtive byly navrZeny postupy pouze pro analyzu jednotlivych umélych sladidel. V dne$ni dobé
se ale obvykle uméla sladidla pouZzivaji v kombinaci s dal§imi sladidly a latkami, a proto jsou

vyzadovany postupy umoziujici analyzovat nékolik umélych sladidel soucasné [48].

Univerzalni a zaroven nejstarSi metodou pro analyzu umélych sladidel je RP-HPLC ve spojenti
se spektrofotometrickym detektorem, v dneSni dob& obvykle detektor s diodovym polem
(DAD). Jeden z postuptt HPLC-DAD navrhli Burcu Sezgin a kol. [49] pro stanoveni 7 umélych
sladidel (ACK, ASP, ALIL SAC, NEO a NHDC) v riznych potravinach a farmaceutickych
vyrobcich. Pii navrhovani postupu je diilezitym krokem spravny vybér stacionarni a mobilni

faze. V tomto postupu bylo tedy porovnavano n¢kolik stacionarnich fazi, nicméné nékteré
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napiiklad nebyly schopné oddélit NEO a NHDC, a proto se nejvice osvédcila obvykle
pouzivana kolona C18. Pfi vybéru mobilni faze byla porovnavéna smés methanol — voda
a acetonitril — voda, pficemz se osvédcCila hlavné smés acetonitril — voda z divoda vyssi
ucinnosti separace. Pro detekci byl pouzit detektor DAD, ktery Ize pouzit k detekci vétSiny
umélych sladidel.

Detekce pomoci spektrofotometrickych detektorti je v fad€ postupli preferovana, ale ne vzdy je
vhodnou volbou. Jak jiz bylo zminéno, cyklaméat nebo sukraldéza neobsahuji chromofor, ktery
je pro spektrofotometrickou detekci potiebny. Proto je pro latky neobsahujici chromofor
vhodnéjsi pouzit odpatrovaci detektor rozptylu svétla (ELSD) nebo hmotnostni spektrometr [6,

15-17, 50].

Andrzej Wasik a kol. [S1] navrhli postup HPLC ve spojeni s detekci pomoci ELSD pro analyzu
nckolika umélych sladidel (ACK, ASP, CYC, SUC, SAC, NHDC a TAU), tedy vcetné
cyklamatu a sukralézy. Pro analyzu umélych sladidel se Casto pouzivaji mobilni faze
s fosfatovymi pufry, které ale nejsou s ELSD kompatibilni. V postupu Pavla Divise a kol. [52]
se zam¢rili prave na vybér vhodné mobilni faze, pti které dojde k oddéleni vSech analytti, cehoz
se docililo pfi pouziti smési methanolu, kyseliny mravendéi, triethylaminu a acetonu. V obou
téchto postupech bylo pouZito stejné sloZeni mobilni faze pouze v jiném poméru sloZek.
V kombinaci s touto mobilni fazi bylo nejvhodné&jsi pouzit nepolarni kolonu C18. Rozdilem
téchto dvou postupil byl zplsob detekce, ktery je v obou postupech shodny pomoci ELSD,
ale v postupu Pavla Divise a kol. [52] byl navic sou€asné s ELSD pouzity i detektor DAD, coz

umoznilo ziskat jesté presnéjsi vysledky.

V poslednich letech se stala €asto pouZivanym ndstrojem pro stanoveni umélych sladidel
metoda HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, kterd se zdd byt nejlepsi dostupnou
metodou. Vyhodou je citlivost, pfesnost, selektivita i u vzorkll s nizkou koncentraci a lze
stanovit i1 latky, které neabsorbuji zafeni v UV a viditelné oblasti. K ionizaci se nejcastéji
vyuziva elektrosprej (ESI), kdy eludt po opusténi kolony prochazi kapilarou, na kterou je
vloZeno vysoké napéti. Aerosol vznikajici na konci kapildry nese ndboj a postupnym
odpatovanim kapicek rozpoustédla dochdzi k uvolnéni nabitého analytu, ktery je fokusovan do
hmotnostniho analyzatoru. Vyhodou ESI je Setrnost vic¢i analyzovanym latkam, protoze
dochazi k mensi tepelné degradaci. Dalsi vyhodou je zvySena citlivost a moznost analyzy
1 vysokomolekularnich latek. Pfikladem soucasného stanoveni né€kolika umélych sladidel

(ASP, SAC, SUC, ACK, NEO, CYC, ALI a STV) pomoci metody HPLC-ESI/MS je postup,
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ktery navrhli Yang a Chen [48]. Separace byla provedena na kolon& C18 pfi gradientové eluci.
Pti pouziti acetonitrilu neprobihala separace tak dobfte, jako v pfipadé sméesi methanol — pufr,
takze se v tomto postupu osvédCila mobilni faze ve slozeni methanol, kyselina mravenci,
trimethylamin a voda. K detekci se pouzil hmotnostni spektrometr vybaveny ESI v negativnim
iontovém rezimu. Odezva ESI je zavisla na té¢kavosti a povrchovém napéti rozpoustédla, a proto
byl do smési mobilni faze navic pfidan aceton, ¢imz se zvysila ucinnost ionizace, a tedy

i rychlost odezvy ESI [31, 39, 41, 48, 53].

Pti pouziti samostatného kvadrupdlového hmotnostniho analyzatoru je nevyhodou vysoka
intenzita Sumu znecist'ujicich latek ve vzorku, a proto se osvédcila spiSe tandemova hmotnostni
spektrometrie, kde je Sum niz$i. Dalsi vyhodou HPLC-MS/MS je lepsi citlivost, selektivita
a rychlost. Omezenim je vSak vysSi cena, a proto je v fad€ postupi stale ¢asto pouzivan HPLC-

MS [35, 54].

V poslednim desetileti narlistd pocet analyz pomoci HILIC, ktera se stala cennym nastrojem
1 pro analyzu umélych sladidel. Pawet Kubica a kol. [55] ve svém postupu porovnéavali metody
HILIC-MS/MS s RP-HPLC-MS/MS pro analyzu osmi umélych sladidel a steviol glykosida
v ndpojich. Pro detekci byla u obou metod pouzita tandemova hmotnostni spektrometrie
s ionizaci elektrosprejem. Pro vétSinu umélych sladidel bylo vyuzito sniméani zapornych iontd,
nicméné pro ASP, ALI a NEO byla pozorovéana leps$i ionizace pii snimani kladnych iontt.
Separace byla provedena na stejném ptistroji UHPLC, rozdil byl hlavné v pouZitych kolonach.
Pro RP-HPLC byla pouzita nepolarni kolona C18, jako mobilni f4ze A methanol — aceton —
voda a mobilni faze B acetonitril — aceton. U metody HILIC bylo dileZité nejdiive vybrat
spravnou kolonu, pfi¢emZ nejvhodnéjsi byla silikagelova kolona Acclaim Trinity P2, ktera se
sklada z vysoce poréznich ¢astic silikagelu potazenych nabitymi €asticemi nanopolymeru.
Vyhodou této kolony byla dostatecné separace vSech analyzovanych umélych sladidel a takeé
nebyla pozorovéna deformace pikt. Jako mobilni faze se osvédcil octan amonny a acetonitril.
Ob¢ metody vyzaduji jednoduchou piipravu vzorkt, kratkou dobu analyzy, jsou vhodné pro
kontrolu kvality a bezpecnosti potravin, a hlavné poskytuji srovnatelné vysledky z hlediska

piesnosti.

Vyhodou HILIC oproti RP-HPLC je zvySena retence silné polarnich latek. Retenci lze
nejucinngji ovlivnit upravou eluentu, tedy pravou koncentrace organického rozpoustédla, kdy
s rostouci koncentraci se zvySuje retence. S rostouci koncentraci organického rozpoustédla

v mobilni f4zi se také zlepSuje u€innost ionizace elektrosprejem v piipade spojeni s HPLC/MS.
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Nicméné¢ HPLC-MS a HPLC-MS/MS je stale nejpouzivanéjsi metodou pro stanoveni umélych
sladidel, jelikoz poskytuji velice dobré vysledky pro vSechny umé¢la sladidla i ve slozitych

smésich [39, 43, 45, 46, 56].

4.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie patii mezi techniky kapalinové chromatografie v plosném
uspotadani, které jsou velmi jednoduché, levné a nenaro¢né na laboratorni vybaveni. K separaci
latek dochazi na tenké vrstvé adsorbentu a vyuziva se hlavné adsorpcni mechanismus dé€leni.
Pokrocilou formou klasické TLC je vysokou¢innd tenkovrstvd chromatografie (HPTLC).
Hlavni rozdil je ve snizeni velikosti pouzitych Castic sorbentu, coz se projevi zvySenim
ucinnosti. Dal$i vyhodou je moznost soucasn¢ separovat vétsi mnozstvi vzorki nez na klasické
TLC a nékteré kroky jsou automatizovany, naptiklad nanaSeni vzorkl je moZné provadét
pomoci automatickych davkovacii. Vyhodou je i mensi spotfeba mobilni faze pii separaci.

V tabulce 3 jsou uvedeny rozdily pro porovnani desek v TLC a HPTLC [33, 36, 39, 57, 58].

Tabulka 3: Porovnani HPTLC a TLC desek [59]

HPTLC TLC
Stiredni velikost ¢astic 5—7pm 10 — 15 pm
Tloust’ka tenké vrstvy 100 nebo 200 pm 250 um
Max. pocet vzorki na jedné desce 36 -72 12
Vzdalenost migrace latek 30 - 70 mm 100 — 150 mm
Doba vyvijeni desek 3 —20 min 30 — 200 min
Mnozstvi pouzitych rozpoustédel 5-10ml 50 ml

Separace se provadi obvykle na sklenéné desticce, na kterou se na jeden okraj v linii nanese
vzorek. Nasledné se po vypafeni rozpoustédla tento okraj ponoii do mobilni faze, ktera
postupné vzlind pomoci kapilarnich sil. Vzorek je nesen mobilni fazi pfes stacionarni fazi
tenkou vrstvou, kde se latky obsazené ve vzorku separuji a migruji do riznych vzdalenosti.
Latky, které se poutaji méné na stacionarni fazi, migruji rychleji. V okamziku, kdy se mobilni
faze blizi k prot&jsimu konci, se deska vyjme z nadoby, oznaci se konec separace a deska se
ususi. Podle poméru vzdalenosti mezi mistem startu a sttedem skvrny a vzdélenosti mezi
startem a koncem separace se vypocita retardacni faktor. Vysledny retardacni faktor se porovna

se standardem [33-35].
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4.2.1 Instrumentace

V tenkovrstvé chromatografii je staciondrni fazi adsorbent naneseny v tenké vrstvé na desticce
ze skla, plastu nebo hliniku. Nejcastéji vyuzivanym nosic¢em je silikagel, ktery ma na svém
povrchu silanolové (Si-OH) skupiny, které tvoti adsorp¢né aktivni povrchova centra, na kterych
dochdzi k interakci latky s mobilni fazi. Silikagel se Casto pouziva jak v adsorpéni, tak
rozdélovaci chromatografii. Pfi tenkovrstvé chromatografii s obracenymi fazemi se pouzivaji
hydrofobni modifikované sorbenty, na kterych je na silikagelu vdzana organicka funkcni
skupina, nejcastéji oktylova (RP-8) nebo oktadecylova (RP-18). Stacionarni faze je upevnéna
na desti¢ku pomoci pojiva, jako je Skrob, sadra ¢i organické polymery. Separacni selektivitu je
mozné zlepsit impregnaci. Jako mobilni faze se pouzivaji organické rozpoustédla, které maji

odlisnou polaritu stacionarni faze [33, 36, 39, 58].

Detekce se provadi po vysuSeni destiCek. Separované latky muzeme detekovat pomoci
fyzikalnich, chemickych a dalsich metod. K detekci latek lze vyuzit UV a viditelné zafeni ¢i
infracervené zatfeni. Po ozafeni desky dochazi ke zviditelnéni skvrn stanovovanych latek.
Vyhodou tohoto typu detekce je, ze nemodifikuji ani neposkozuji separovanou latku. Pii
detekci chemickymi metodami se na chromatogram nastfikd vhodné detekéni ¢inidlo, které
latky na chromatogramu zbarvi. Detekce se dale provadi hmotnostnim spektrometrem, ptipadné

radiochemickymi a biologickymi metodami [33, 39, 58].

4.2.2 Vybrana HPTLC stanoveni

Ve vétSin€ navrzenych postupli pro kvantitativni analyzu pomoci tenkovrstvé chromatografie
se pouzivaji pro vyhodnoceni skvrn denzitometrické metody, kdy se v misté skvrny
vyhodnocuje intenzita ztmavnuti tenké vrstvy. Detekci pomoci denzitometrie zahrnuje postup
navrzeny Nambiarem a kol. [60] pro kvantitativni stanoveni pomoci HPTLC s normalnimi
fazemi. Tento postup byl navrzen pro soucasné stanoveni Ctyt umélych sladidel (SAC, ACK,
ASP a NHDC), potravinaiskych barviv a konzervantli v potravinaiskych a farmaceutickych
vyrobcich. Separace byla provedena na HPTLC desti¢kach potazenych silikagelem a jako
mobilni f4ze byla vybrana smés acetonitril — ethylacetat — voda, pfi¢emz po piidavku amoniaku
se navic vyznamné zlepsil tvar pikid. Vyhodou denzitometrickych detekci je hlavné rychlost
a spolehlivd kvantifikace. Kvantitativni analyza lze provést 1 nepfimym zplsobem pomoci
extrakce, kdy se skvrna jednotlivé latky extrahuje do vhodného rozpoustédla a nasledné se
stanovi vhodnou metodou. Chareogenkarem a kol. [61] navrhli postup pro kvantitativni
stanoveni pomoci HPTLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Pomoci ¢erpadla se po

separaci proudem rozpoustédla z desticky eluuje zona obsahujici separovanou latku a poté se
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eluadt pfenese do hmotnostniho spektrometru. Vysledné hodnoty hmotnostnich spekter
odpovidaly hodnotdm molarnich hmotnosti stanovovanych umélych sladidel, takze navrzena
metoda je presnd, ale také jednoducha a rychla. Nicméné je dulezité, aby byl vzorek ve skvrné

na chromatogramu co nejcistsi [34, 39].

I kdyz lze pomoci tenkovrstvé chromatografie dosdhnout celkem ptesnych vysledkt, pouziva
se spisSe v malo vybavenych laboratofich s omezenymi zdroji financi. Dfive se tenkovrstva

chromatografie pouzivala Casto, ale v dnesni dobé¢ ji ve vétSin€ analyz nahradila HPLC [35, 60].

4.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je nejstar§i chromatograficka technika, pii které dochazi k separaci
vzorku dle distribuce mezi plynnou mobilni fazi a kapalnou nebo plynnou stacionarni fazi.
Rozdilem oproti jinym chromatografickym metodam je, Ze mobilni fize neinteraguje
s molekulami analytu. Mobilni fazi je v plynové chromatografii nosny plyn, ktery proudem
unasi vzorek kolonou, nicméné je diilezité, aby se samotny vzorek nejdiive pfeménil na plyn.
Pti prichodu kolonou se jednotlivé slozky zadrzuji na zéklad¢ rozdilnych afinit. V plynové
chromatografii rozliSujeme dva typy — adsorp¢ni plynovou chromatografii (GSC) a rozdélovaci
plynovou chromatografii (GLC). Pti adsorpcni plynové chromatografii tedy dochdzi k separaci
vzorku na pevné stacionarni fazi, kde se jednotlivé slozky vzorku zadrzuji pomoci fyzikalni
adsorpce. Pii rozdé€lovaci plynové chromatografii se rozdéluje vzorek mezi plynnou mobilni
fazi a kapalnou stacionarni fazi, kterd je ukotvena na povrchu inertni pevné naplné nebo na

sténéch kapilary [33-36].

4.3.1 Instrumentace

Prvni ¢asti plynového chromatografu (obrazek 11) je tlakova lahev, kterda je zdsobnikem
nosného plynu. Nosny plyn musi byt inertni latka (vodik, helium, dusik a argon), aby
nedochazelo k reakci se slozkami vzorku. Tlakova ldhev je opatfena reguldtorem tlaku

a objemovym pritokomeérem k méteni pritoku.
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nosny plyn
(helium/vodik/dusik)

Obrazek 11: Schéma plynového chromatografu [62]

Dalsi ¢asti je davkovac, kterym se vzorek davkuje do proudu mobilni faze. Na spravném
davkovani zavisi pfesnost vysledkl a ucinnost kolon. K davkovani se pouzivaji bud’ stiikacky
nebo davkovaci ventily. Soucasti mize byt 1 déli¢ vzorku, ktery umoziuje davkovani jen velmi

malého mnozstvi vzorku.

V plynové chromatografii jsou kolony obvykle umistény v termostatu. PouZzivaji se dva typy
kolon — napliiové a kapildrni. Néaplnové jsou naplnény césticemi adsorbentu nebo pevnym
nosicem se zakotvenou kapalinou. Kapilarni kolony zpravidla délime do tfi skupin. Kapilarni
kolony WCOT maji kapalnou staciondrni fazi na sténé kapilary, SCOT maji na sténé kapilary
vrstvu nosice, na kterém je zakotvena kapalnd stacionarni faze a PLOT maji na stén¢ kapilary
vrstvu porovitého materidlu. V dneSni dobé se obvykle pouzivaji kapilarni kolony z diivodu

vys$$i u€innosti a moznosti dosahnout vyssi rychlosti separace.

K detekci se pouziva mnoho detektort a Ize je délit na zaklad€ rozdilné selektivité, kdy detektor
reaguje pouze na urcitou skupinu latek podobnych svymi vlastnostmi. Prikladem muze byt
plamenové ionizacni detektor (FID), tepelné vodivostni detektor (TCD) nebo detektor

elektronového zachytu (ECD).

Mezi nejstarsi detektory v plynové chromatografii patii TCD. Soucésti tohoto detektoru je
elektricky vyhtivany zdroj tepla, jehoz teplota zavisi na tepelné vodivosti prochézejiciho plynu.
Samotny nosny plyn ma urcitou tepelnou vodivost, ktera se v pfitomnosti slozek vzorku méni.
V disledku zmény tepelné vodivosti prostfedi kolem Zzhavenych drati se méni i elektrické
odpory, které se nasledné porovnavaji. Vyhodou TCD je jeho univerzalnost, jednoduchost a je

nedestruktivni. Hlavni nevyhodou je vysoka mez detekce a mensi citlivost.
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Jednim z nejpouzivanéjsich detektord je FID. Uvniti detektoru dochdzi k ionizaci v dasledku
spalovani vzorku pfi prichodu vodikovym plamenem. Pii spalovani slozek vzorku se zvysuje
ionizace, ¢imz se méni elektricky proud, ktery se nasledn¢ méii. Vyhodou FID je vysoka
citlivost hlavné na uhlovodiky. Pfi detekci se vzorek spaluje, a tim dochazi k destrukci, coz je

jeho hlavni nevyhoda.

Dalsim casto pouzivanym detektorem je detektor elektronového zachytu, kde v pritomnosti -
zarice dochazi k ionizaci nosné¢ho plynu za vzniku dalSich elektront. Pokud vzorek obsahuje
elektronegativni skupinu (halogeny), dochazi ke snadnému zachytu téchto elektrond, coz
zpusobi pokles proudu, ktery lze zaznamenat méficim zafizenim. Vyhodou je citlivost

a nevyhodou omezeni v linedrnim dynamickém rozsahu (2 koncentraéni fady).

Stejné jako v kapalinové chromatografii, tak i v plynové chromatografii je velice ¢asto

vyuzivano spojeni s hmotnostnim spektrometrem [33-36].

4.3.2 Vybrana GC stanoveni

Jelikoz maji uméla sladidla nizkou t€kavost, je nutné je nejdiive prevést na t€kavejsi analogy
pomoci derivatizace, coz ale prodluzuje a komplikuje jejich analyzu. Proto se pro stanoveni
umélych sladidel pouziva pifedevsim HPLC. Dtive vSak byla plynovd chromatografie
alternativni technikou pro stanoveni umélych sladidel bez chromoforu, takze vétSina postupt

je navrZzena pro cyklamaty a sukralozu [6, 26].

Piikladem stanoveni CYC muZe byt postup pomoci plynové chromatografie ve spojeni
s plamenové ioniza¢nim detektorem, ktery navrhl M. Hashemi a kol. [63]. Postup je zaloZeny
na preméné cyklamatu na cyklohexanol a nasledné mikroextrakci. Pfed separaci byla tedy
provedena ptedkolonova derivatizace, kde byl cyklamat podroben reakci s dusitanem sodnym
v prostiedi kyseliny sirové. Cyklohexanol vznikly reakci byl nasledné extrahovan pomoci
organického rozpoustédla (xylen). Pro nastfik byla zvolena teplota 220 °C, samotné separace
byla provedena na kapilarnich kolonach z taveného kiemene a jako nosny plyn byl vybran
dusik. Pro detekci byl pouzity detektor FID, jehoz teplota byla 200 °C. Oproti dals$im metodam
je vyraznou vyhodou tohoto postupu nizkd mez detekce a Siroky linearni dynamicky rozsah,

nicméné¢ HPLC-MS [64] dosahuje lepsich hodnot.
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5 Zavér

I kdyz si to mozna neuvédomujeme, s umélymi sladidly se vétSina z nas setkava kazdy den,
jelikoz jsou soucasti velkého mnozstvi potravin, ale také naptiklad farmaceutickych vyrobkii.
Zaroven se Casto muzeme setkat s tim, ze n¢ktera sladidla neptisobi pfili§ bezpecné. Nicméné
pied uvedenim na trh musi vSechna sladidla prochazet ditkladnym testovanim na zvitatech, kdy
by se mély odhalit vSechny piipadné nezadouci ucinky. Néktera sladidla vzbuzuji pochybnosti
ohledn¢ karcinogenity, piikladem muze byt sacharin, neotam, cyklamat, ale hlavn¢ aspartam.
Nejvic studii se zabyva pravé moznou toxicitou aspartamu, diivodem vSak mulze byt jeho
popularita a medialni propagace. V n€kolika studiich se karcinogenita opravdu prokazala, ale je
dualezité mit stale na paméti, Ze testované zvite je vystaveno nékolikandsobné vyssi koncentraci,
a proto se pfi testovani na zviratech miize karcinogenita projevit. Pokud vsak konzumujeme
uméla sladidla v mnozstvi, u kterého je prokazano, ze nema negativni vliv na lidské zdravi, tak

jsou uméla sladidla dle mého nazoru bezpecna.

Déle tato prace pojednava o stanoveni umélych sladidel pomoci chromatografickych technik.
V nejstarSich postupech byla preferovana kapalinova chromatografie ve spojeni se
spektrofotometrickym detektorem, ptipadnou alternativou byla plynova chromatografie.
Z divodl zvySujicich se ndrokd na potraviny se techniky postupné zdokonalovaly. Prvni
postupy byly navrzeny pouze pro stanoveni jednoho umélého sladidla, dnes jsou navrzeny pro
stanoveni nékolika sladidel soucasné i1 ve slozitéjSich smeésich. S postupem casu se stala
oblibenou technikou pro stanoveni sladidel spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Pro separaci se zpravidla vyuZzivad chromatografie v systémech s obracenymi
fazemi, v poslednich letech také narista pocet analyz pomoci HILIC, kde 1ze dosdhnout lepsi
retence silné polarnich latek, nez je tomu u RP-HPLC. I ptes tuto vyhodu HILIC, ob& metody
poskytuji srovnatelné vysledky.
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