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ANOTACE
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aspartam, sukral6zu a steviol-glykosidy.
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UVOD

Tato prace pojedndva o umélych sladidlech, coz je v dneSni dobé velmi diskutované
téma. Vzhledem ke stoupajicimu povédomi o velkém obsahu cukru v mnoha potravinach,
narUstajici obezité populace ¢i vyskytu diabetu, jsou uméla sladidla stale vice vyuZivana. Cilem
prace bylo ziskat informace o zdravotnich rizicich danych sladidel z vefejné dostupnych
informaci EFSA a doplnit je o nov¢jsi studie ¢i poznatky. Konkrétné tato prace pojednava
o tftech hojné¢ pouzivanych sladidlech, a to jmenovité aspartamu, sukraléze a steviol-
glykosidech.

Nejprve jsou v praci definovana a popsana sladidla obecné, jejich pouziti, znaceni
a legislativa. Dale jsou v praci sladidla rozdé€lena do skupin dle ptivodu ¢i potenciondlniho
rizika. Ke kazdému sladidlu jsou uvedeny zékladni vlastnosti, analytické stanoveni, pouziti
a zdravotni rizika, pro kterd byla dané sladidla testovéna. Déle je v textu zminéno vstifebavani
¢i metabolismus jednotlivych sladidel, ze kterého je poté mozné uvazit dalsi rizika. Napiiklad
zda tvofti slouceniny, které by mohly byt potencionalnim rizikem, ¢i jiné vlastnosti, které by
mohly mit vliv na zdravi ¢lovéka.

K informacim EFSA jsem se snaZila dohledat informace z nov¢jSich zdrojt, které by
potvrdily ¢i vyvratily zadvéry uvedené v téchto ¢lancich. Hlavnim zdrojem pro novéjsi studie
byly internetové ¢lanky. Obecné informace o sladidlech byly ¢erpany z odborné literatury.

Dané¢ téma jsem si zvolila, protoze uméla sladidla sama pouzivam a zajiméa me jejich
vliv na zdravi.
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1 NAHRADNI SLADIDLA

1.1 OBECNE INFORMACE

Umeéla sladidla patii do skupiny pfidatnych latek (tzv. aditiv), nespravné oznacovanych
jako konzervanty. Tyto latky se pfidavaji do potravin za ucelem vylepSeni chuti, vylepSeni ¢i
zachovani trvanlivosti, viing, chuté, konzistence atd. Kromé¢ sladidel se do této skupiny latek
fadi barviva, antioxidanty, konzervanty, regulatory kyselosti, kypftici latky, latky zvyraziujici
chut’ a vlni, tavici soli, zahustovadla, Zelirujici latky, modifikované Skroby, stabilizétory,
emulgatory, nosice a rozpoustéla, protispékavé latky, lestici latky, balici plyny, propelanty,
odpénovace, pénotvorné latky, zvlhcujici latky, plnidla, zpeviujici latky, sekvestranty, latky
zlepSujici mouku [1].

V Ceské republice upravuje druhy a pouziti ptidatnych latek a extrakénich rozpoustédel
vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., kterou se stanovi druhy a podminky pouziti pfidatnych latek a
extrak¢nich rozpoustédel pti vyrobé potravin, v aktudlnim znéni [2]. Pro jednotlivé latky jsou
stanoveny limitni hodnoty tzv. ,,nejvyssi povolené mnozstvi“. Pro nékteré latky nemusi byt
stanoveny nejvyssi povolené mnozstvi, v takovém piipadé se mize do potravin pridavat pouze
,,nezbytné nutné mnozstvi“. V polotovarech je mozné pouzit pouze takové latky, které je
povoleno pouzivat ve findlnim vyrobku [1].

Pro ptehlednost je zaveden mezinarodni ¢iselny systém, kde je kazda ptidatna latka
vedena pod symbolem E a trojmistnym ¢i ¢tyfmistnym ¢islem. Pokud je latka vedena v tomto
systému, znamena to, ze prosla hodnocenim bezpecnosti a byla schvalena Védeckym vyborem
pro potraviny EU. Pokud ma latka kod E, nemusi byt povolena v Ceské republice, ackoliv
vstupem do EU doslo ke znaénému rozsifeni povolenych aditiv v Ceské republice, a to diky
slouéeni pravnich predpisti CR s legislativou EU [1]. Platnym pravnim piedpisem EU je
nafizeni parlamentu a rady (ES) €. 1333/2008 ze dne 16. prosince 2008 o potravinarskych
ptidatnych latkéch [3].

Néhradni sladidla patii do skupiny latek, které davaji potravindm sladkou chut’, ale
nejsou fazeny mezi monosacharidy a disacharidy. Pfesnd definice neni v aktudlni vyhlaSce
pfimo napsana, ale obsahovala ji diive platna vyhlaska ¢. 304/2004, kterou nahradila nyn¢;jsi
vyhlaSka 4/2008 v aktualnim znéni [4]. V plvodni vyhlasce byla sladidla definovéna jako
,latky, které udéluji potravindm sladkou chut’ a nahrazuji ptirodni sladidla a med* [1].

Pro pouziti sladidel je také dulezité védét, jaka je jejich tepelna stabilita a sladivost.

Néktera sladidla jsou stabilni jen pii nizSich teplotach (napi. aspartam) a poté se rozkladaji
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na jednotlivé slozky ¢i z nich vznikaji jiné latky, které mohou byt toxické. Vyhodné je takeé
pouzivat smési sladidel, které¢ mivaji vétsi sladivost nez jednotliva sladidla (tzv. synergicky
efekt) a jsou tak ekonomicky vyhodné&jsi. Smési také mivaji mensi pachut’, neZli jednotliva
sladidla a jejich chut se tak vice podoba chuti cukru [1].

Pokud vyrobek obsahuje alesponi 10 % sladidel, které jsou fazeny do cukernych alkoholt
(napf. sorbitol, mannitol, isomalt, maltitol, atd.), musi byt oznaceny upozornénim: ,,Nadmérna
konzumace miiZze vyvolat projimavé ucinky* [1]. U sladidel, ktera obsahuji aspartam nebo stl
aspartamu-acesulfamu, musi mit na obale napsano, Ze jsou zdrojem fenylalaninu. Upozornéni
o zdroji fenylalaninu je velmi dulezit¢ pro osoby trpici fenylketonurii, protoze tuto
aminokyselinu nedokaZzi zpracovavat. Konzumace potravin, které spadaji do této kategorie,

muze témto osobdm zplisobovat rizné zadvazné zdravotni komplikace [1].

1.2 Rozdéleni a vlastnosti sladidel

Za zakladni rozdéleni sladidel miizeme povazovat nasledujici [5]:

e Pfirodni (napf. thaumatin, steviosid)

e Syntetické latky identické s pfirodnimi (cukerné alkoholy) nebo modifikované
ptirodni latky (neodesperidindihydrochalkon)

e Syntetické (acesulfam K, sacharin)

e Vyzivova (cukerné alkoholy)

e Nevyzivova (prakticky vSechny ostatni ptirodni, modifikované pfirodni a syntetické
latky)

Rozdéleni na vyzivovad a nevyzivova sladidla souvisi i se sladivosti jednotlivych
sladidel. Vyzivova maji ¢asto podobnou sladivost jako sachar6za, naopak nevyzivova maji
sladivost az stonasobné vyssi. Mezi nevyzivova patii naptiklad sacharin (E 954), cyklaméty (E
952), aspartam (E 951), ¢i Acesulfam K (E 950). Mezi vyzivova patii napiiklad xylitol (E 967),
sorbitol (E 420). Synteticka nevyZivova sladidla nejsou plivodcem zubniho kazu a jsou vhodna
pro diabetik [5].

Pro kazdé sladidlo, stejn€ jako pro kazdou schvélenou a povolenou aditivni latku, se
urcuje hodnota NOAEL, coZ je koncentrace latky, u které nejsou pozorovany zadné nepiiznivé
vlivy na organismus. Tuto hodnotu je poté nutné vydélit bezpecnostnim faktorem, ktery je
obvykle 100 a dostaneme hodnotu ADI (acceptable daily intake). ADI je ptijatelnd denni ddvka
¢ili mnozstvi, které mize byt konzumovano denné po cely Zivot bez negativniho dopadu na

zdravi ¢lovéka. Obvykle se vyjadiuje v mg/kg télesné hmotnosti. ADI nepiedstavuje hladinu
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toxicity, ale hladinu bezpe¢ného piijmu urcité latky. V nésledujici tabulce jsou uvedeny

nckteré hodnoty ADI a sladivost jednotlivych sladidel [6].

Tabulka 1 - Hodnoty ADI a sladivosti [7]

Nézev sladidla Hodnota ADI Sladivost
(mg/kg vahy a den) (sachardza = 1)
Acesulfam K 15 200x
Aspartam 50 200x
Sacharin 15 200-700x
Steviol glykosidy 4 200-400x
Sukraléza 5 600x
Cyklamaty 7 (dle JECFA) 30-60x

Zdravotni nezdvadnost ¢i zdvadnost potravin je Casto diskutovana, ale zavéry se casto
rozchazi. Casto byvaji sladidla (&i obecné aditivni latky) rozdélovana podle rizikovosti
do nékolika skupin, dle zdroje [1] nasledovné:
e Aditiva, kterd nezpiisobuji Zadné zdravotni problémy
e Aditiva méné¢ vhodna, jejichZ pouzivani je sporné

e Aditiva nevhodna

Aditiva, kterd nezptisobuji zddné zdravotni problémy, mohou dokonce ptisobit pozitivné
na organismus. Jsou to latky pfirodniho pivodu, které jsou ziskavany z pfirodnich zdroji nebo
jsou pfirodné identické, coz znamena, Ze jsou vyrobené takovym zptsobem, Ze jejich chemicka
struktura je stejné jako struktura pfirodni latky. Do této skupiny dle tohoto zdroje nepatii zadné
sladidlo [1]. Do této skupiny by mohly byt zatazeny steviol-glykosidy, jejichZ pozitivni u¢inky
jsou zminény dale v této praci.

Druhd skupina ¢ili aditiva méné vhodna, obsahuje latky, které jsou podezielé
z negativniho dopadu na zdravi, zejména pii nadmérné ¢i vysoké konzumaci. Tyto latky by
neméli konzumovat déti a osoby citlivé na vice druhii potravin. Do této skupiny jiz jsou
zafazena sladidla, a to naptiklad sorbitol (E 420) , mannitol (E 421), isomalt (E 953), maltitol
(E 965), xylitol (E 967) [1].

Do tfeti skupiny jsou fazeny aditiva, kterd jsou nevhodna, zejména kvili vzniku
ptecitlivélosti ¢i intolerance. Patii sem zejména latky, které jsou syntetického piivodu a latky,

u kterych byla prokdzana toxicita. Ze sladidel sem patii napiiklad acesulfam K (E 950),
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aspartam (E 951), sacharin a jeho soli (E 954). Pro piehlednost je zde tabulka, kde jsou uvedena
jednotliva sladidla ve skupinach. Zdravotni rizika tfi vybranych sladidel budou v praci déle

podrobnéji specifikovéana [1].

Tabulka 2 - Zarazeni sladidel do skupin [1]

Sladidla, ktera nezplisobuji Zadné zdravotni komplikace

E 420 Sorbitol
E 421Mannitol

Sladidla mén¢ vhodna, jejichz uzivani je sporné E 953 Isomalt

E 965 Maltitol

E 967 Xylitol

E 950 Acesulfam K
Sladidla nevhodna E 951 Aspartam

E 954 Sacharin

16



2 ASPARTAM (E951)

2.1 Obecné informace

Sumarni vzorec: Ci4H23N2Os
Molekulova hmotnost: 294,31 g/mol
CAS cislo: 22839-47-0 [8]

NH
OH NH,

Obrazek 1 - Strukturni vzorec aspartamu (vlastni zpracovani)

Aspartam je methylester dipeptidu L-aspartyl-L-fenylalaninu. Je to bily, krystalicky
prasek bez zapachu. Nemd 74dné vedlejsi pachuti a vnevodném prostiedi (naptiklad

ve zvykackéch, instantni kdve) je stabilni [9].

2.2 Historie

Aspartam byl objeven v roce 1965 jako vedlejsi produkt pti syntéze 1ékt proti viediim
védcem Jamesem M. Schlatterem. Jeho sladkou chut’ objevil po oliznuti kontaminovaného
prstu, kterym chtél otoCit papir [10]. Poprvé byl aspartam jako umélé sladidlo schvélen
spole¢nosti FDA (Food and Drug Administration) v roce 1981 a byla schvalena ADI v dévce
50 mg/kg. Jiz v roce 1996 byla publikovana zprava naznacujici spojeni mezi aspartamem a
zvySenim vyskytu nadorti mozku v USA. Toto tvrzeni ale nebylo podloZeno a v roce 1997 byla
tato skutecnost posouzena a nepotvrzena britskym Vyborem pro karcinogenitu chemickych
latek v potravindch, spotifebnich vyrobcich a zivotnim prostiedi. Ani analyza Nérodniho
onkologického institutu o vyskytu rakoviny v USA nepodporovala souvislost mezi uzivanim
aspartamu a zvySenym vyskytem nadort mozku. Zdravotni rizika budou podrobnéji sepséna

v nésledujici ¢asti prace [9].
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2.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Pti alkalickém pH uvoliuje aspartam methanol a tvori
a-aspartylfenylalanin nebo se zacykli a vzniké diketopiperazin (DKP). Konverze aspartamu na
DKP ¢i a-aspartylfenylalanin vede ke ztraté sladké chuti. Pii kyselém pH pod 4,5 se kromé
dvou hlavnich reakénich cest, které se vyskytuji pii alkalickém pH, miiZze objevit i strukturni
pfesmyk za vzniku B-aspartamu. Déle muize byt Stépena peptidovd vazba, ¢imz vznikne
methylester L-fenylalaninu a L-asparagova kyselina. Nakonec miiZe byt i a-aspartylfenylalanin

hydrolyzovan na jednotlivé aminokyseliny [9].

Tabulka 3 - Fyzikalné-chemické vlastnosti aspartamu [8]

Fyzikalni struktura Bily krystalicky prasek

Zépach Bez zapachu

Chut’ Intenzivné sladka

Sladivost 200x vyssi nez sachardza

Kalorické hodnota Nulova

Rozpustnost Rozpustnost ve vodé pii pH 2,2 (20 mg/ml roztoku

pfi 25 °C), rozpustnost pii pH 5,2 (13,5 mg/ml
roztoku pfi 25 °C), prakticky nerozpustny v oleji

Specificka otacivost [a]50+14,5°-16,5

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda | 0,85 (20 °C)
Bod tani 190 °C a 245-247 °C
Molekulova hmotnost 294,307 g/mol

Stabilita ¢istého aspartamu v tuhém stavu je minimalné pét let, a to za predpokladu, Ze je
skladovan v prostfedi o vlhkosti mensi nez 8 %. Studie, které se zabyvaly stabilitou ukézaly, Ze
pfi teplotach skladovani vysSich nez 80 °C dochézi k zacykleni za uvolnéni methanolu a vznika
DKP. Ve zcela suchych prostiedich je pfeména aspartamu na DKP velmi pomala (5 % za 100
hodin pii 105 °C). Za zvySovani teploty dochazi i k rychlejsi konverzi (50 % za 80 hodin pii
120 °C a 100 % za 30 hodin pii 150 °C). Pokud dochdzi k zahtivani na 110 °C ve vakuu,
v okyseleném prostiedi a ve vysuSeném stavu po dobu 24 hodin, mize aspartam dehydratovat
za vzniku anhydridu [11].

V roztocich mé aspartam omezenou stabilitu, v zavislosti na pH, teploté a ¢ase. Rozsahlé

studie kinetiky rozkladu aspartamu v roztoku ukdzaly, Ze degradace probiha podle kinetiky
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prvniho fadu. Ve vodnych prostiedich je nejstabilnéjsi pti pH 4-5 a pii 25 °C ma aspartam
polocas rozpadu vice jak 250 dni. Polocas rozpadu je Cas, za ktery klesne koncentrace dané
latky na polovinu. Pokud dojde ke sniZzeni pH na 3, polocas rozpadu se zkrati na 100-125 dni,
pii pH 1 je polocas rozpadu jiz pouhych 25 dni. Pokud naopak pH zvysime na 6, polocas
rozpadu se snizi na 50-100 dni a pfi zvySeni na pH 7 klesne pod 25 dni. Hlavnim degrada¢nim
produktem pfi pH 2-6 byl methylester L-fenylalaninu, v rozmezi
pH 7-10 byl hlavnim produktem rozkladu jiz zmitlovany DKP a pii pH 12
L-aspartylfenylalanin. Ve vodném prostiedi miize aspartam reagovat s redukujicimi cukry, a to
formou Maillardovy reakce. Mezikrok Maillardovy reakce-Shiffova baze byl téZ zaznamenan
pfi reakci aspartamu a vanilinu v roztoku methanolu a vody [11].

Pribéh hydrolyzy se zrychluje zvySenim teploty, mikrovinnym zafenim a s Casem.
Elektrotermalni hydrolyzou pfi teploté 120 °C po dobu jednoho dne vznika jak kyselina D-
asparagova, tak D-fenylalanin. Pfi teploté 90 °C po dobu 2-3 dni lze pozorovat pouze kyselinu
D-asparagovou. Pro mikrovinnou hydrolyzu byla detekovana pouze kyselina L-asparagova,
a to pii vykonu 56 W po dobu jedné minuty nebo pii 320 W po dobu tii minut [12].

V népojich s limetkovou ¢i citronovou Stavou, uchovavanych pii 22 °C, byl zjistén
pokles obsahu aspartamu, a to na 28-37 % po 6 mésicich a na 4-6 % po 36 mésicich. K degradaci
dochazi také v Cerstvych st’avach a jejich roztocich urcitych druhti ovoce jako jsou kiwi, ananas,
papaja a meloun, pravdépodobné plsobenim proteolytickych enzymi. Jogurtové kultury
(kmeny Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus) degraduji aspartam b&hem
fermentace, degradace byla nejvyssi pii ristu kultury a stala se zanedbatelnou poté, co pH
jogurtu kleslo pod 5 a kultura dosahla stacionarni faze [9; 12].

Koncentrace DKP, aspartylfenylalalninu a fenylalaninu byla analyzovana z degradace
aspartamu ve 24 riznych komercnich potravinach. Rozklad byl vysoky v ovocném krému
(40 %), mlécné cokolade (26 %), sladovém napoji (22 %) a ovocném jogurtu (15 %). Dale bylo
zjisténo, Ze az 21 % aspartamu v kolovém napoji a 12 % v ovocném krému je ve formé DKP.
Degradace na DKP zévisi na teploté skladovani. Pokud je napoj skladovan v rozmezi 25-27 °C,
dojde k naristu DKP piiblizné ctyfndsobné ve srovnani s tim, pokud je ndpoj skladovan ve
4-5°C[9].

Rozpustnost pii pH 7 a pokojové teploté je 10 g/l. Je nerozpustny v oleji a rozpustnost
v ethanolu je velmi malé (0,37 %). Bod tani je pii 190 °C, avSak pfi dal$im zvySovani teploty
aspartam tuhne a k tani znovu dochazi pti 246247 °C [9]. V kyselych vodnych prostiedich se
v zavislosti na pH a teplot¢ hydrolyzuje esterovd vazba a vznika dipeptid (derivat 2,5-

dioxopiperazinu) a methanol. Dioxopiperazin déale poskytuje hydrolyzou linearni dipeptid
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a kone¢nymi produkty reakce jsou aminokyseliny kyselina asparagovéa a fenylalanin. I tyto
reakce maji za nasledek pokles sladké chuti. Proto neni aspartam vhodny pro vSechny potraviny

(zejména nevhodny je pro potraviny kyselé) [7].

2.4 Vyroba

Vyroba aspartamu muze byt dvéma zpusoby, a to chemickou ¢i enzymatickou cestou.
Chemickd syntéza zahrnuje reakci kyseliny L-asparagové a L-fenylalaninu. L-fenylalanin
reaguje s anhydridem kyseliny asparagové za vzniku aspartamu. Po rekrystalizaci se ziska Cisty
aspartam. Vznikd jak o-aspartam tak -aspartam, proto je nutnd separace pro ziskani pouze
a-aspartamu, jelikoz modifikace B neni sladka. Enzymatické metody umoZiuji pouziti
racemickych vychozich latek a tento postup mé velkou vyhodu, a to vznik pouze a-aspartamu.
Vhodnym enzymem pro vyrobu je termolyzin, ktery je izolovan z Bacillus thermoproteolyticus.
Bacillus thermoproteolyticus ovSem nema ovéteni bezpecnosti pro pouZziti jako tmyslné
ptidavana latka do potravin a krmiv. Metody velkovyroby jsou zaloZené na kondenzaci kyseliny
L-asparagové s methylesterem L-fenylalaninu za vzniku smési methylesteru B-L-aspartyl-L-
fenylalaninu a methylesteru  o-L-aspartyl-L-fenylalaninu.  Pfi okyseleni  kyselinou

chlorovodikovou vznikne sraZenina, po jejiz neutralizaci vznika aspartam [8; 13].

2.5 Analytické stanoveni

Stanoveni aspartamu, at’ uZ samotného nebo v kombinaci s jinymi sladidly, je vétSinou
zaloZzené na extrakci s precisténim a néaslednou vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s pouZitim riznych detektorti (napt. UV detekce). DalSim moznym zplsobem je
tenkovrstvd chromatografie, iontova chromatografie, spektrofotometrie ¢i kombinace HPLC
a hmotnostni spektrometrie, kterd nevyzaduje dokonalé ptecisténi, a je vhodnéd i pro nizsi

obsahy detekované latky, v tomto pfipad¢ aspartamu [8; 9; 13].

2.6 Absorbce, distribuce a metabolismus vylucovani aspartamu

Studie u potkantl, pst a opic ukazaly, Ze po oralnim podani aspartam hydrolyzuje, a to
bud’ tenkém stfevé, nebo v buiikéch sliznice lemujicich gastrointenstinalni trakt (GI). Zatimco
ma aspartam polocas rozpadu v kyselych vodnych roztocich v ex vivo podminkach nékolik dni,
jeho polocas rozpadu v GI traktu je fadové né€kolik minut. Zrychlend hydrolyza aspartamu v GI
traktu je zprostfedkovana specializovanymi enzymy ve stfeve, jako jsou esterazy a peptidazy.

Produktem téchto reakci je methanol a aminokyseliny (kyselina asparagové a fenylalalnin).
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Hydrolyza aspartamu uvoliiuje maximdlné¢ 10 hmotnostnich procent methanolu, déale 50
hmotnostnich procent fenylalaninu a 40 hmotnostnich procent kyseliny asparagové. Hydrolyza
aspartamu je velmi u¢innd a mnozstvi aspartamu, které¢ vstupuje do krevniho fecisté bylo
v nékolika studiich pod hranici detekce [8; 9; 14].

U lidi byla testovana davka 500 mg aspartamu ve vodé€. Vysledky ukazaly,
ze radioaktivné oznaceny aspartam byl zpracovan podobnym zplusobem, jako u pifirodni
aminokyseliny fenylalaninu. Pokud byla dobrovolnikiim podana jednorazova peroralni davka
34 mg/kg hmotnosti aspartamu, nebylo pozorovdno zvySeni koncentrace methanolu v krvi (pii
limitu detekce 3,54 mg/l). Po podani davky 50 mg/kg hmotnosti aspartamu se pohybovala
hladina methanolu na hranici detekce. Pti davkach 150 a 200 mg/kg hmotnosti ptetrvaval

methanol v krvi déle, av§ak 24 hodin po podédni byl methanol v krvi pod hranici detekce [9].

2.7 Zdravotni rizika aspartamu

Jak uZ bylo uvedeno v pfedchozi casti, zdravotni rizika aspartamu jsou dlouho
diskutovanym tématem, a to jiz od roku 1996, kdy vzniklo podezieni na souvislost mezi nadory
mozku a konzumaci aspartamu. V roce 2002 zvefejnila francouzska agentura AFSSA! revizi
bezpecnosti aspartamu. AFSSA dospéla k zavéru, Ze aspartam nebyl genotoxicky, a ze difive
provedené testy karcinogenity u hlodavci nevykazovaly vztah mezi expozici aspartamu
a vyskytem mozkovych nadord. S piihlédnutim ke vSem aspektiim studie nebyl aspartam
vyhodnocen jako karcinogenni. Epidemiologické tidaje z registrii onkologickych onemocnéni
ve Francii neumoznily jednoznacné urcit mozny vztah mezi konzumaci aspartamu a vznikem
nadortd mozku a ukazaly, Ze prodej této latky ve Francii nebyl doprovazen nartistem mozkovych
nadort nebo zvySenim umrtnosti na nadory mozku. EFSA? v roce 2013 dospéla k zavéru, ze
aspartam jako potravinaiska ptidatnd latka testovand na experimentdlnich zvifatech nemcla
zadny karcinogenni potencial [9]. Pfestoze je aspartam jako sladidlo povoleny ve vétSiné zemi,
probihaji neustale dalsi studie vlivu na zdravi a toto téma je stale velmi aktudlni. Konkrétné
EFSA shromaZd’uje data pro vydani nového stanoviska, které ma uvefejnit tento rok, tedy

v roce 2018.

'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments

2 Europiean food safety authority
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2.7.1 Genotoxicita a mutagenita

Aspartam byl testovan na mutagenitu u kment Salmonella typhimurium TA1535,
TA1537, TA1538, TA1538, TA98, TA 100, a to v davce 5000 ug/misku. Testovani prob&hlo
jak v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti metabolického aktiva¢niho systému (potkanich jater)
v davkéch od 10 do 5000 ug/misku. Pfi této studii nebyl aspartam vyhodnocen jako mutagenni.
Zaroven i dalsi studie potvrzuji tento zavér [9; 15].

Genotoxicita aspartamu byla sledovana na riznych kmenech formou Amesova testu.
Mutagenni Gc¢inek nebyl prokdzédn v kmenech TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA1438
v koncentracich az do 5000 ug/misku, a to jak v pfitomnosti, tak nepfitomnosti metabolické
aktivace. Pozitivni mutagenni Uc¢inek byl vSak sledovan po nitrozaci. Dale bylo zjiSténo, ze
fenylalanin je mutagenni vi¢i E-coli kmenu K012 uvrB, ale neni mutagenni vic¢i E-coli
divokého typu uvrB, umuC a uvrB lexA [16].

Genotoxicita aspartamu byla studovdna pomoci hostitelem zprosttedkovaného testu
u mysi. My$im byl aspartam ddvkovén zalude¢ni sondou, a to v davkéach 0 (kontrolni vzorek),
1000, 2000, 4000, 8000 mg/kg télesné hmotnosti a den (jako tii samostatné davky podavané
ve dvouhodinovych intervalech po dobu péti po sobé nasledujicich dnti). Poté byly mysi
naockovany pomoci Salmonella typhimurium. O tfi hodiny pozdé&ji byly bakterie odebrany a
hodnoceny na vyskyt mutantii. Nedoslo k odhaleni Zadnych mutanti [9].

V roce 2002 byla provedena studie genotoxicity davky 2000 mg/kg in vivo, a to na
Svycarskych albino mysich. Kontrola probéhla po tfech a dvaceti¢tyfech hodinach v osmi
mysSich organech pomoci kometového testu (jednobunécna gelova elektroforéza). V této studii
nebylo prokazano zadné poskozeni DNA ve zkoumanych orgénech [17].

Genotoxicita byla zkoumana i ve studuu z roku 2010, a to pomoci testu mikrojader,
chromozomalni aberace a morfologie spermii u zvitat. Davky aspartamu (250, 455, 500 a 100
mg/kg) byly poddvany v jedné dévce Ctyfem rliznym skupindm zvifat. Tyto davky byly
podavéany kazdy den po dobu jednoho tydne. Autofi uvedli, Ze aspartam v davkéch 455, 500,
1000 mg/kg vykazoval vyznamny narGst poctu mikronukleovanych polychromatickych
erytrocytli (indikuji chromozomové poskozeni), celkovych aberaci a abnormdlnich spermii.
Zéavérem studie bylo, Ze aspartam je klastogenni latka, coZ znamend, Zze méni stavbu
chromozomu [16].

Celkovy zavér z dostupnych studii uvedenych v ¢lanku [9] o genotoxicité aspartamu je,

Ze aspartam neni genotoxicky.
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Tyto zavéry uvedené v ¢lanku od EFSA [9] potvrzuji 1 dals$i novéjsi studie. Prvni, ktera
byla publikovana v roce 2018, se zabyvala pravé genotoxicitou a mutagenitou aspartamu. Zde
popsané studie provadély testy na bakteridlnich a sav¢ich bunéénych systémech. Studie se
ztotoziuje s diive provedenymi in vitro bakteridlnimi studiemi, které se tykaly mutaci,
chromozomalnich aberaci a mikronukleovych testii. Analyza bakteridlnich testi v pfitomnosti
1 nepfitomnosti metabolické aktivace ukdzala, Ze aspartam nevytvaii pozitivni mutagenni
odpoveéd’ [18]. Dalsi studie, kterd se téZ zabyvala genotoxicitou in vitro a in vivo, potvrzuje
predchozi zavéry EFSA, konkrétné, ze aspartam nezplsobuje genové mutace, a ani jinak

neovliviiuje genotoxickou aktivitu [19].

2.7.2 Karcinogenita

V roce 1999 byla provedena studie na krysach, které byly vystaveny ddvkadm aspartamu.
Po vystaveni davce 100 000 ppm byl sledovan pozitivni riist poctu nddort a vznik leukémie, a
to hlavné u samic. Zavérem této studie bylo, Ze v téchto experimentalnich podminkach je
aspartam klastogenni latka [20].

Komplexni studie karcinogenity u mysi byla provedena na 36 samicich a 36 samcich.
Mysim byly podavany davky od 0 do 4000 mg/kg a den po dobu 104 tydnli. Hodnocenymi
kritérii byl fyzicky vzhled, chovani, ptirtstek hmotnosti, spotfeba krmiva, preziti, vySetfeni oc¢i,
kontrola organti, vyskyt nadorti atd. Fyzicky vzhled ani chovani zvifat nebylo ovlivnéno.
PtirGstek hmotnosti u samcti mysi ve vSech skupindch byl vyrazné nizs$i nez u kontrolnich
samcil, coZ bylo doprovazeno celkovou sniZzenou spotfebou krmiva béhem prvniho roku.
Rozdily vSak byly malé, a proto nebyly povaZzovany za vyznamné. Zmény se neodehraly ani
v hematologickych vySetfenich ¢i orgdnech po pitvé. K vyznamnym zménam nedoslo v zadné
zkoumané kategorii, a proto neexistuji zadné dikazy o karcinogenité. V této studii byla
stanovena hodnota NOAEL (no observed adverse effect level), kterda udava mnozstvi latky, pfi
které jeSté neni pozorovan Skodlivy ucinek. Stanovena hodnota ¢inila 4000 mg/kg hmotnosti a
den [9].

Studie byla provedena i na krysach, zkoumana skupina obsahovala 40 samcti a 40 samic.
Studie téZ trvala 104 tydny. Davky aspartamu byly 0, 1000, 2000, 4000, 8000 mg/kg hmotnosti
a den. Nevzniklo zde z4dné podezieni, Ze by aspartam ovliviioval chovani ¢i fyzicky vzhled
zvitat. U skupiny, kterd dostavala davku 8000 mg/kg a den, doslo ke zpomaleni rastu, ale téZ
k poklesu spotieby krmiva, tudiz se tento vliv nepficetl aspartamu. Mira preziti po 104 tydnech
byla srovnatelna u vSech skupin krom skupiny 8000 mg/kg a den, kde byla statisticky v¢Etsi

umrtnost. Klinické vySetieni neukézala zadné statisticky vyznamné zmény hodnot. Nedoslo ani
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ke zmén€ hmotnosti organi ¢i histopatologickym zménam organti. V plicich byly nalezeny
mirné zvétSené pneumocyty (v disledku zvyseni poctu bun¢k pneumocytll) u samic ve skupiné
8000 mg/kg a den a u samcii byla pozorovana nizsi funkce ledvin. Autoii dospéli k zavéru, Ze
podavani aspartamu krysam po dobu témét dvou let nevedlo k nezddoucim uGc€inkiim nebo
zvySené incidenci novotvart. Na zdkladé téchto pozorovani byla stanovena NOAEL na 4000
mg/kg hmotnosti a den. V dodate¢né studii bylo provedeno doplitkové histopatologické
vySetieni mozkl z predchozich dvou studii karcinogenity. U potkanti, kterym byla podavéana
davka aspartamu, byl zjistén vyskyt nddorti mozku, a to ve dvanacti ptipadech. Druhy nadori
v danych skupinéch jsou uvedeny v nésledujici tabulce. Na zaklad¢ téchto dvou studii dospéli
autofi k zavéru, Ze nejsou zaddné dikazy o intrakranidlnim (nitrolebnim) nadorovém uc¢inku
[21].

Tabulka 4 - Vyskyt nadoru [21]

Intrakranialni Samci (davka aspartamu/kg a den) Samice (dévka aspartamu/kg a den)
novotvary
Kontrola | 100 | 2000 | 4000 | 8000 | Kontrola | 1000 | 2000 | 4000 | 8000
0
Prezili 23/60 21/4 | 23/40 | 21/4 | 21/40 | 26/60 | 23/40 | 20/40 | 14/40 | 10/40
0 0
Astrocytom 0/60 1/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40 0/60 1/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40
Astrocytom+ 0/60 1740 | 1/40 | 1/40 | 0/40 0/60 1/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40
Ependymalni gliom
Oligodendrogliom 0/60 0/40 | 0/40 | 1/40 | 0/40 0/60 0/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40
Ependymalni gliom 0/60 0/40 | 0/40 | 2/40 | 0/40 0/60 0/40 | 0/40 | 1/40 | 0/40
Meningealni 0/60 0/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40 0/60 0740 | 0/40 | 0/40 | 1/40
sarkom
Nezarazeny gliom 0/60 0/40 | 0/40 | 0/40 | 0/40 0/60 0/40 | 0/40 | 0/40 | 1/40

V roce 2006 zhodnotila Védecka komise pro potravinaiské pridatné latky, aromatické
latky, pomocné latky a materidly pro potraviny (AFC) dlouhodobou studii karcinogenity
u potkanll vystavenych plsobeni aspartamu provadénou Evropskou nadaci Ramazzini, kterd
udavala karcinogenni potencial aspartamu. Na zéklad¢ vSech dostupnych dikazl dospéla AFC
k zavéru, Ze neexistuje zadny divod k revizi ptedchoziho hodnoceni a stanoveného ADI pro
aspartam (40 mg/kg hmotnosti a den), ktery byl stanoven vroce 1984 a aspartam neni

karcinogenni [9].
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Dalsi dlouhodobd studie karcinogenity u mysi vystavenych plisobeni aspartamu
probihala od dvanactého dne plodu az do smrti. Z této studie vzniklo podezfeni na vztah mezi
pfijmem uméle slazenych nealkoholickych napoji a pfedcasnym porodem a také podezieni,
Ze aspartam zpusobuje rakovinu jater a plic u Svycarskych samcti mysi. EFSA dospéla k zavéru,
ze neexistuji zadné dikazy, které by podpofily tvrzeni, Ze uméle slazené nealkoholické napoje
zpisobuji riziko pted¢asného porodu ¢i karcinogenitu a pro podporu tohoto tvrzeni jsou potieba
dalsi diikkazy a studie [9; 22].

Dle aktualnich informaci ze studie [18] nebyly shledany nové zavéry ohledné
karcinogenity aspartamu. Studie, ktera je uvedena v této publikaci, analyzovala mysi, které byly
vystaveny davce az do 2000 mg/kg aspartamu na den. Tato davka ovSem neméla zddny ucinek
na karcinogenitu, cytotoxicitu ani klastogenni aktivitu u bunék kostni dfen€. Bylo zkouméno
1000 erytrocytli v jednom z odbérii po 24 nebo 48 hodinach. U davky 1000 mg/kg a den byly
jisté naznaky vlivu na buniky kostni dfené, ale nebyly poskytnuty zadném ditkazy toxicity bunck
kostni dfené. Tato studie potvrzuje zavéry ze studie [9], a to konkrétng, Ze je aspartam
nemutagenni a nemé zadny vliv na karcinogenitu.

Dalsi studie, kterd prob¢hla, sledovala 56 pacienti, a to konkrétné déti. Zaver této studie

vyvratil souvislost mezi konzumaci aspartamu v t¢hotenstvi a vznikem nadortt mozku [16].

2.7.3 Studie vlivu na vyvoj

Vyvojova toxicita byla zkoumana u mysi, kterym byl aspartam podavan ve stravé
(jednalo se o 36 gravidnich samic). Po porodu byly samice usmrceny a plody byly vySetieny.
Dle dostupnych informaci nedoslo k abnormalitam ve vyvoji a NOAEL byla stanovena na 5700
mg/kg a den [9].

Dalsi studie probéhla na krysach, a to pti davkach 0, 2000, a 4000 mg/kg a den. Béhem
laktace byly potkaniim podavany davky 2500 a 4400 mg/kg a den, béhem brezosti 3600 a 6800
mg/kg a den. Autofi zaznamenali vyznamné sniZzeni télesné hmotnosti mlad’at pii porodu, a to
pro skupinu, kterd dostdvala nejvyssi davky. V této skupiné byla také pozorovana zvysSend
umrtnost po odstaveni. Samice vystavené vysoké davce prijimaly méné krmiva a doslo ke
sniZzeni hmotnosti. Na zaklad€ dostupnych informaci byla stanovena NOAEL na 2000 mg/kg a
den (konkrétné 2500 mg/kg a den béhem biezosti a 3600 mg/kg a den béhem laktace) [9].

Podobnd studie probéhla na 30 samicich krys, kterym byly podavéany rizné davky (0,
2000, 4000 mg/kg a den). Hodnocené¢ parametry zahrnovaly umrtnosti matek, télesnou
hmotnost, spotfebu krmiva, velikost plodu, fetalni velikost atd. Primérna spotieba krmiva byla

srovnatelnd u kontrolni skupiny a skupiny, kterd dostavaly nizkou davku. U skupiny, kterad
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dostavala vysokou davku, doslo k poklesu hmotnosti o 15 % oproti obdobi pied studii. Spotieba
krmiva se postupné obnovovala a dosédhla normalnich hodnot na konci studie. U 47 vrhi (589
mlad’at) nebyly pozorovany zadné uUc€inky na vyvoj vyvolané lécbou. NOAEL zde byla
stanovena na 4000 mg/kg a den [9].

Nové zavéry ohledné vlivu na vyvoj udavaji, Ze poddvani vysoce intenzivnich sladidel
(v€etné aspartamu) potkaniim béhem biezosti mize mit vliv na rozvoj metabolického syndromu
u potomkll (rozvoj inzulinové rezistence, obezity, diabetu druhého typu ¢i vysokého tlaku).
Nicméné vliv na ¢loveéka nemusi byt stejny jako na potkany, proto je nutné tyto zavéry dale

potvrdit [23].

2.7.4 Studie vlivu na reproduk¢ni toxicitu

Byla provedena dvougenera¢ni studie reprodukéni toxicity u potkant Charles River
albino (v kazdé skupin€ bylo 12 samct a 24 samic), aspartam byl poddvan v davce 0 (kontrolni
davka), 2000 a 4000 mg/kg hmotnosti a den. Hodnocené parametry zahrnovaly pieZiti, télesnou
hmotnost, spotfebu krmiva, fyzicky vzhled. Ukazatele plodnosti byly té¢hotenstvi, porod Zivého
plodu, laktace a dal$i. VSechny parametry byly srovnatelné mezi kontrolni a testovanou
skupinou, aZ na mensi télesnou hmotnost u testované skupiny, a to jak v generaci F1, tak
v generaci F2. Potomci potkanti, ktefi dostavali vysokou davku, byly statisticky nejmensi ze
vsech [9].

Studie reprodukéni toxicity probihala i na mlad’atech z piechozi studie (generace F2),
kteti dostavali davku 0, 2000, 4000 mg/kg a den. Po 24 hodinéch, 5, 15 a 21 dnech po porodu
bylo usmrceno deset mlad’at z kazdé skupiny a byla provedena hematologicka, klinickd
a histopatologickd vysetfeni vybranych tkani. V této studii nedoslo k zZddnym vyznamnym
zménam hodnot po vySetfeni a NOAEL z téchto studii byla stanovena na 2000 mg/kg télesné
hmotnosti a den [9].

Utinky na reprodukci byly zkoumany u potkanii, kterym byly podavany davky 0, 2, 4,
a 6 % aspartamu (m/m), a to jak b&hem chovu, gestace, laktace, tak po odstaveni. Nebyl
pozorovan zadny vliv na télesnou hmotnost pfed porodem nebo pfirtistek hmotnosti po porodu,
ale potkani, ktefi byli vystaveni nejvyssi davce aspartamu béhem laktace, méli mensi hmotnost
nez ostatni skupiny. ZvySend umrtnost byla pozorovana u mladat, kterd byla krmena nejvyssi
davkou aspartamu [24].

Expozice byla studovéna i vneddvné studii, kterd se konkrétné¢ zabyvala vlivem
aspartamu na mlad’ata mysi, jejichZ matkam byl po dobu biezosti podavan aspartam. Autofi

uvedli, ze zvitata, ktera byla vystavena aspartamu po celou dobu prenatalniho vyvoje, mohou
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ztratit hypotalamickou kontrolu nad pozivanim potravy, zejména pokud jde o sladké potraviny.
Zvitata, jejichz matky dostavaly davky aspartamu b&hem biezosti, spotfebovala vice krmiva
nez ta, kterd pochdzela od matky, jez byla krmena standartni stravou. Toto zjiSténi platilo jak
pti kratkodobé, tak dlouhodobé konzumaci aspartamu v téhotenstvi a mohlo by naznacovat
souvislost mezi vyvinem ucinného mechanismu sytosti a konzumaci aspartamu v téhotenstvi,
coz by mohlo v negativnim diisledku vést k pfejidani. Vzhledem k novym faktim je vSak tieba

provést dalsi studie, které se budou tykat této problematiky [21].

2.7.5 Expozice aspartamu a jeho derivatiim

Aspartam se bézn¢ vyskytuje v potravindch a expozice aspartamu dle péti generac¢nich
skupin je nasledujici: u batolat je primérna expozice 3,2—-16,3 mg/kg hmotnosti a den, u déti
2,3-12,8 mg/kg hmotnosti a den, u teenagerti 0,8—4,0 mg/kg hmotnosti a den, u dospé€lych
0,8-8,6 mg/kg a den a u dichodct 0,5-4,4 mg/kg a den [9].

Expozice methanolu je nejvice zpisobena praveé aspartamem, ktery obsahuje ptiblizné
deset hmotnostnich procent methanolu, nicméné je obsazen i v ptfirodnich zdrojich
a konzumovan ve stravé ¢i je pfijiman z endogennich zdroji. Primérna expozice methanolu ze
vSech zdroji aspartamu je 0,05-3,7 mg/kg a den. Pfirodnim zdrojem je ovoce a zelenina.
U ovocnych §tav se koncentrace methanolu velmi 1i§i (1-640 mg/l methanolu). Obsah
methanolu z&visi nejen na koncentraci v konkrétnim ovoci, ale také na methanolu uvolnéném
z pektinu plsobenim pektinesterazy béhem zpracovani a skladovani. Methanol se téz muze
vyskytovat jako zbytek vyrobniho procesu alkoholickych napoji. Celkova expozice methanolu
ze vSech pfirodnich potravin je primérné 0,2-1,4 mg/kg a den. Z endogennich zdroju se za
hlavni zdroj methanolu povazuje gastrointestindlni trakt, kde se z pozitych pektini vytvari
methanol a endogenni produkce jinych ¢asti téla, jako jsou jatra a mozek. Pii testu, kdy byla
muziim na lacno méfena koncentrace methanolu v dechu, autofi dokazali, ze endogenni
produkce methanolu lidskym télem, méfend po dobu 6-12 hodin dosahovala koncentrace
300-600 mg/den methanolu. Pti dal§im pokusu autoti dokdzali, ze pii poziti 10-15 g pektinu
(coz odpovida 1 kg jablek) vedlo k dodatecné vyrobé 400-1400 mg methanolu denné.
Vzhledem k tomu, Ze se methanol ptirozené vyskytuje v lidském téle a koncentrace vytvoiené
z aspartamu nejsou nikterak vysoké, neni methanol vytvofeny z aspartamu rizikem pro zdravi.
To potvrdila i studie provedend Britskym vyborem pro toxikologii chemickych latek
v potravinach, spotiebnich vyrobcich a zivotnim prosttedi [9; 25].

Dal$im metabolitem aspartamu je jiz zminéné DKP, ADI pro DKP stanovené v roce

1980 bylo 7,5 mg/kg télesné hmotnosti a den). V roce 1983 bylo stanoveno nové ADI, a to ve
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vy$i 30 mg/kg a den. Podle natizeni Komise EU €. 231/2012 mlZe aspartam obsahovat az 1,5 %

DKP (vztazeno na susinu) [9].

2.7.6 Akutni toxicita aspartamu

Akutni toxicita byla sledovéna u tfi druhll - mysi, potkanii a kréaliki. Aspartam byl
podavan zalude¢ni sondou v davkach 5000 mg/kg hmotnosti. Zvifata byla pozorovana
pteruSované behem 7 dnil po podani davky a nebyly zaznamendny zadné vyznamné motorické
nebo behaviordlni zmény chovani. V experimentalnim obdobi nebyli sledovany zZadna umrti,

podle autort byly hodnoty LDso vyS$si nez nejvyssi davky podévané kazdému druhu [9].

2.7.7 Kratkodoba a subchronicka toxicita

Tato studie byla provadéna na mysich, které dostavali davku 3000, 5000 a 13 000 mg/kg
hmotnosti aspartamu. Nebyl pozorovan zadny rozdil v télesné hmotnosti, zddné nezadouci
klinické stavy a 100 % zvitat pfezilo. V subakutni studii byl aspartam podavan po dobu Ctyt
tydnl krysdm, a to v davce 0, 2000, 4000 nebo 10 000 mg/kg te€lesné hmotnosti. Béhem této
studie nebyly zaznamenany zadné nezadouci klinické stavy, pouze doslo k poklesu spotieby
krmiva, a to konkrétné u samic, kterym byly podavany vysoké davky aspartamu. Nedoslo
k Zddnym zménam klinického stavu a 100 % zvifat ptezilo. Po usmrceni byla provedena
patologicka prohlidka, a ani v tomto pfipad¢ nebyly zaznamenany zadné vyznamné zmény [9].

Studie byla provedena i na psech rasy Beagle, a to po dobu osmi tydnd. Zvifata po tuto
dobu dostavala davku 5 nebo 125 mg/kg hmotnosti. V pribéhu studie byli psi popséani jako
celkové normdlniho vzhledu i chovani a vSichni pfeZzili obdobi studie. Na konci osmého tydne
byla zvitata usmrcena. Patologickym vySetfenim nebyly zjistény zadné konzistentni zmény jak
v klinickém, histopatologickém tak hematologickém vySsetieni [9].

Dalsi studie kratkodobé a subchronické toxicity byly studovany ve dvou studiich, a to
na antioxidacnich systémech a poranénych tkani v jatrech potkanii. Zvifatim se po dobu Sesti
mesicl davala davka 3 ml aspartamu, které obsahovaly 500 nebo 1000 mg/kg té€lesné hmotnosti.
Kontrolnim zvifatim se podéaval stejny objem vody. Rozsah enzymovych aktivit byl testovan
v séru, homogenatech jater a mozku. Bylo také provedeno vySetfeni jater a mozku. Autofi
uvedli, ze krysy, které dostaly aspartam v davce 1000 mg/kg télesné hmotnosti, vykazovaly
vyznamné  sérové  zvySeni  aktivity = enzymil  (napf.  alaninaminotransferaza,
aspartataminotransferdza). Naopak doSlo k poklesu enzymil v jatrech napiiklad glutathion

(GSH), glutathionperoxidaza. Histopatologické vySetieni odhalilo infiltraci leukocytl v jatrech
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potkani, kteti dostali davku 1000 mg/kg, a také mirné cévni kongesce (hromadéni krve ve
zdufenych uzlinach ¢i organech). Zavérem této studie dospéli autoti k nazoru, Ze dlouhodoba
konzumace aspartamu vede k poskozeni jaternich buné¢k, a také uvedli mozny vztah mezi
toxicitou aspartamu a hladinou glutathionu. Glutathion mé funkci ochrany organismu pred
oxidativnim stresem. Jeho nizky obsah v téle miiZze zptsobuje rychlé starnuti, diabetes, nemoci
plic ¢i zazivaciho ustroji. Nékteré studie uvadi, Ze mize hrat roli 1 v prevenci vzniku rakoviny
[9; 26].

K této studii hodnotici komise uvedla, Ze pro kazdou skupinu bylo pouZzito pouze Sest
krys a expozice nebyla dlouhodobd, ale pouze Sest mésicti. Déale byl také odlisny zptsob
podavani davky (bud’ ve vode¢ ¢i zalude¢ni sondou) a byly testovany pouze dvé davky, kde vyssi
davka byla 25x vyssi nez ADI. Zmény byly téZ mirné a kvalitativn¢ omezené (doslo ke zméndm
hodnot pouze par enzymt), a proto je nelze interpretovat bez ptitomnosti historickych hodnot
enzymu pro testované potkany. Zanétliva infiltrace leukocytl v jatrech je téZ proménliva a
bézna 1 v kontrolni populaci potkani. Z tohoto tvrzeni Ize vyvodit, Ze pokud by zavér studie
m¢l byt relevantni, musela by studie probihat na vét§im vzorku potkant [9].

Studie z roku 2017 uvadi podobné zavéry. Tykala se vlivu aspartamu na jatra, glutathion
a transsulfuracni cestu aspartamu. Mysi byly testovany po dobu devadesati dni a aspartam jim
byl podavéan sondou, a to nejprve Sedesat dni aspartam a mezi Sedesatym a devadesatym dnem
studie aspartam s N-acetylcysteinem (NAC). N-acetylcystein funguje jako antidotum pfi
jaternich intoxikacich. Je také prekurzor cysteinu, jehoZ dostupnost je omezujicim faktorem pro
syntézu glutathionu. Po usmrceni mysi byla analyzovana jatra (konkrétné supernatanty), ktera
byla diikladn€ pfipravena na analyzu metabolitii pomoci kapalinové chromatografie. Hodnoty
aspartataminotransferasy (AST) a alanintransferazy (ALT) v plasmé byly zvySené. Hodnoty
ALT se vratily do normalnich hodnot pfi podévani aspartamu s N-acetylcysteinem [27].

Podavani aspartamu zvysilo hepatoceluldrni poskozeni (obrazek B), vyvolalo infiltraci
leukocytl (na obrazku znacené hvézdickou), redukci jaderné oblasti a degeneraci hepatocytl
(oznaceno Sipkou). Po podavani N-acetylcysteinu se obnovila histologické stavba (obrazek C),
ktera byla srovnatelnd se stavbou u kontrolnich mysi (obrazek A). Z tohoto vyplyva, Ze

chronickd konzumace aspartamu muize vést k toxické hepatitidé [27].
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Obrazek 2 — Histologické barveni jaternich bunék, svételny mikroskop [27]

Aspartam téZ snizil hodnoty GSH o 30 %, po podavani N-acetylcysteinu se hodnoty
GSH vréatily do normalu. Autofi uvadi, ze poddvani NAC mize byt vhodné pro osoby, které

pravidelné€ a dlouhodobé konzumuji aspartam [27].
2.8 Epidemiologické studie u lidi

2.8.1 Studie konzumace aspartamu a pied¢asného porodu

V roce 2010 byly provedeny studie, které se zabyvaly souvislosti mezi konzumaci uméle
slazenych ndpojli a pfedcasného porodu. Tato souvislost byla zkouméana mezi Gc¢astniky od
ledna 1996 do tijna 2002. Autofi uvedli hned né€kolik divodi pro provedeni analyzy:

e konzumace uméle slazenych napoji miZe byt spojena s hypertenzi, ktera je znamym
rizikovym faktorem pro pfedcasny porod

e konzumace umeéle slazenych napojl souvisi s metabolickym syndromem a diabetes
mellitus 2. typu, vysoka koncentrace glukoézy v krvi byla spojena s krat§im trvanim
t€hotenstvi

e metanol, jakoZto metabolit aspartamu zpiisobuje v malych davkach kratsi dobu

téhotenstvi

Tato studie zahrnovala 91 827 téhotnych Zen z Danska, coz odpovida ptiblizné 35 %
vSech porodii béhem tohoto obdobi. Pro studii bylo analyzovano 59 334 (64,6 %) Zen (zbytek
zen nebyl soucasti studie, protoZe nedodaly dostatek informaci o stravé béhem téhotenstvi).
Expozice byla zjisténa piiblizné ve 25. tydnu té¢hotenstvi prostfednictvim dotazniku o frekvenci
potravin za posledni mésic, a to véetné spotieby jednotlivych potravin (sycené slazené népoje,
slazené napoje, uméle slazené sycené napoje, uméle slazené nesycené napoje). Podskupina 103
zen vyplnila dotaznik jesté ve 33—35. tydnu téhotenstvi. Hodnoceni expozice nebylo specifické

pro jednotliva sladidla a neptihlédlo k jinym zdrojim sladidel. Pfed¢asny porod byl definovan
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jako porod, ke kterému doslo pfed 37. tydnem téhotenstvi. Analyza byla upravena o dalsi
faktory pfedc¢asného porodu (vék matky, vyska matky, BMI pied t€hotenstvim, koutfeni béhem
téhotenstvi atd.). Autofi uvedli, Ze ve skupiné s nejvétsi expozici byly srovnatelné hodnoty
pfedcasné¢ho porodu jako ve skupinég, kterd népoje nekonzumovala. Tato studie méla velky
pocet Ucastnikll, coz bylo jeji pfednosti, naopak jejimi nedostatky bylo nerozdéleni druht
sladidel a neuvéazeni jinych zdrojt aspartamu, potazmo methanolu (ovoce, zelenina) [9].

Studie z roku 2012 zkoumala vztah mezi konzumaci uméle slazenych napoji, napoji
slazenych cukrem a pfedcasnym porodem u velké skupiny norskych zen (konkrétné 60 761).
Konzumace sladidel byla zjisténa dotaznikem zhruba ve 22. tydnu téhotenstvi, ktery pokryval
prvnich 4-5 mésicii t€hotenstvi. Z téchto dajii byl vypocitan celkovy piijem umeéle slazenych
napoju a népoji slazenych cukrem. Pred¢asny porod byl definovén jako porod pied 37. tydnem
gestace. Gesta¢ni vék® byl stanoven ultrasonograficky v 17-18. tydnu t&hotenstvi. Analyza
byla, téZ jako v ptfedchozim piipadé, doplnéna o faktory, které jsou vyznamné pro predcasny
porod (v€k matky, BMI matky pted porodem, rodinny stav, koufeni béhem téhotenstvi atd.).
Nebyly zjistény zadné vyznamné pocty piedCasnych porodi ve skupiné, ktera konzumovala
uméle slazené napoje, hodnoty byly srovnatelné se skupinou, kterd napoje nekonzumovala.
Zavér studie byl stejny jako v predchozi studii, a to, Ze riziko pfed¢asného porodu ve vztahu ke
konzumaci uméle slazenych napojt je velmi malé, respektive zadné [28].

Dalsi studie navédzala na piedchozi studii a zkoumala souvislost konzumace uméle
slazenych népoji v t¢hotenstvi a vyskytu alergie u déti. Data o zdravotnim stavu déti byla
ziskana v 18 mésicich a 7 letech. Pfi analyze byly zohlednény dalsi faktory pro vznik astmatu
(BMI pfed tchotenstvim, fyzicka aktivita, kojeni, socioekonomicky stav, pohlavi ditéte,
anamnéza astmatu a alergii u matky a otce, pfijem energiec matky béhem téhotenstvi).
Po analyze dosli autofi k zdvéru, Ze spotifeba uméle slazenych napoji meéla souvislost
s vyskytem astmatu u déti, naopak vyskyt alergické rymy nemél spojitost s konzumaci uméle
slazenych napojt v te¢hotenstvi [29].

Vzhledem k tomu, Ze z epidemiologického hlediska bylo zvySeni rizika jen malé, l1ze
zavery studie povazovat pouze za malé naznaceni nebezpeci. Pfed kone¢nym zaveérem ohledné
aspartamu musi byt aspartam déle a specifictéji zkouman v souvislosti k vyskytu astmatu a

alergické rymy.

3 Gestaéni v&k —délka t&hotenstvi vypoctena ode dne zacatku posledni menstruace matky.
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2.8.2 Studie zabyvajici se souvislosti mezi konzumaci aspartamu a bolesti hlavy

Studie z roku 1994 analyzovala osoby citlivé na konzumaci aspartamu, kterym byla
podavéna davka aspartamu 30 mg/kg hmotnosti a den po dobu jednoho tydne, anebo placeba
(mikrokrystalicka celuléza v kapslich). Uéastnici si stéZovali na bolesti hlavy ve 33 % piipadi
béhem piijmu aspartamu, ve srovnani s 24 % béhem piijmu placeba. Nicméné ze studie
nevyplynuly dalsi faktory vlivu aspartamu na bolesti hlavy (délka trvani bolesti, intenzita
bolesti). Autoii uvedli, ze mald skupina populace miize byt citlivd na konzumaci aspartamu, ale
vzhledem k malému poctu Gcastnikii nelze vyvodit relevantni zavér studie [9].

U osob nachylnych na migrény vyvolaly velké davky (900-3000 mg/kg télesné
hmotnosti a den) zhorSeni migrény. Migréna muze vznikat 1 jako alergickd reakce

na formaldehyd, coz je vedlejsi produkt aspartamu [30].

2.8.3 Studie karcinogenity

Dalsi studie z roku 2005 se zabyvala konzumaci aspartamu a souvislosti s vyskytem
karcinomu pankreatu. Studie sledovala 88 794 Zen a 49 364 muZzl, ktefi neméli rakovinu.
Béhem 20 let sledovani se vyskytlo 379 piipadu rakoviny pankreatu. Autoii této studie uvedli,
ze konzumace aspartamu neovliviiuje riziko vyskytu rakoviny pankreatu [16].

Studie z roku 2006 sledovala 285 079 muzi a 188 905 zen ve véku 50-71 let, ktefi
konzumovali ¢tyfi ndpoje s obsahem aspartamu denn€. Béhem vice nez péti let sledovani bylo
zjisténo 1 888 hematopoetickych karcinomil a 315 malignich gliomil. Autofi dospéli k zavéru,
Ze neexistuje vztah mezi spotfebou aspartamu a vznikem hematopoetického karcinomu

a gliomt [16].
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3 SUKRALOZA (E 955)

Sumarni vzorec: Ci12Hi9Cl30s
Molekulova hmotnost: 397,64 g/mol
CAS c¢islo: 56038-13-2 [31]
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Obrazek 3 - Strukturni vzorec sukraldzy (vlastni zpracovani)

3.1 Obecné informace

Sukral6za je jednim z novéjSich sladidel, které se pouZivaji v potravinaiské primyslu.
Vyrabi se ze sachar6zy procesem chemické modifikace, coz vede ke zvySeni sladkosti, udrzeni
ptijemné chuti cukru a tvorbé velmi stabilni molekuly. Proto je sukral6za vhodna pro pouziti
pfi nizkém a neutrdlnim pH, ale stejné tak i pro tepelné zpracované potraviny. Jako sladidlo je
velmi univerzalni, 1ze pouzit v pestré skdle potravin a napoji a umoziiuje vyrobu senzoricky
dobrych, nizkokalorickych potravin. Sukraléza je schvalend pro pouZiti v potravinich ve
vetsSiné zemi svéta a stala se velmi popularni jak pro spotiebitele, tak i pro potravinaisky a

napojovy prumysl [31].

3.2 Historie

V sedmdesatych letech 20. stoleti probihal intenzivni vyzkumny program, ktery se
zabyval vyvojem novych nahrad cukru. Vyzkumny program se zabyval pfimo sacharézou a
povahou jeji sladké chuti a faktory odpovédné za jeji ptijemné chutové vijemy. Konkrétné se
touto problematikou zabyvali védci ze spoleCnosti Tate & Lyle v Readingu v Anglii, a to
ve spolupraci s profesorem Les Houghem na univerzit¢ v Queen Elizabeth v Londyné.

Dilezitym poznatkem z tohoto vyzkumu bylo, Ze po halogenaci sacharézy ve vybranych
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mistech byla intenzivné zvySena vnimavost jeji sladké chuti, coz vedlo k dalsSim podrobnym
studiim a syntéze novych halogenovych slouc¢enin. Struktura kazdého derivatu byla provétena
nuklearni magnetickou resonancni spektroskopii a hmotnostni spektroskopii pied tim, nez byla
testovana dobrovolniky. Ochutnavka je jediny zpisob, jak zjistit, zda je sloucenina sladka a jak
intenzivné. Timto testovanim bylo zjiSténo, Ze zintenzivnéni sladkosti bylo omezeno na
pomérné malou skupinu halogenovanych sloucenin. Klicovymi faktory pro zintenzivnéni
sladkosti byly retence hydroxylovych skupin v pozicich 2, 3, 6 a tfech dalSich pozicich
s velkym elektronegativnim substituentem (halogen) [31]. Tetrachloro a tetrabromoderivaty
vykazovaly nejvétsi nartst sladké chuti, a to 2200x pro tetrachloro derivaty a 7500x pro
tetrabromoderivaty sachardzy [32]. Nicméné tyto slouceniny nespliiuji kvalitu sladké chuti pro
komer¢ni sladidla. ZvySeni sladkosti spolu se ztratou kvality a senzorickych vlastnosti v téchto

vysoce substituovanych slou¢eninéch je pfipisovano zvyseni lipofilnosti [33].

3.3 Vyroba sukralozy

Sukral6za se vyrabi selektivnim nahrazenim tfi hydroxylovych skupin na molekule
sacharozy tfemi atomy chléru za vzniku 1,6-dichloro-1,6-dideoxy-B-D-fruktofuranosyl-4-
chloro-4-deoxy-a-D-galaktopyranosidu. Zakladnim procesem je selektivni ochrana (blokace)
tii primarnich hydroxylovych skupin a transformace sekundarnich hydroxylovych skupin
na octany. Odblokovanim primérnich hydroxylovych skupin se ziska 2,3,4,3¢,4‘-pentaacetyl-
sacharosa. Za vhodnych podminek muze byt tato sloucenina pfeménéna na 2,3,6,3°,4°-
pentaacetylsacharozu. Poté dochdzi ke chloraci primarnich hydroxylovych skupin

a po odstranéni acetatovych skupin vznika hydrolyzou sukraléza [31; 33].

3.4 Organoleptické vlastnosti

Intenzita sladké chuti byla méfena oproti referenénimu roztoku sachardzy, a to
v koncentraci 2% nebo 9% roztoku sachardzy ¢i sukraldzy. Oproti roztoku o koncentraci 2%
sachardzy byla sukral6za ptiblizné 750x sladsi. Oproti roztoku 9% sachardzy ptiblizné 500x
sladsi. Obecné je sukral6za ptiblizn€ 600x sladsi neZ sacharoza. Jelikoz je sladivost sukralozy
takto velkd, je nutné dosdhnout velmi malych koncentraci v potravinaiskych produktech.
Mnozstvi téz zavisi na pouziti dalSich sladidel, pH, teploté ¢i pfitomnosti dalSich slozek.
Naptiklad pro oslazeni 1 litru népoje je zapotiebi 200 mg sukral6zy, oproti 90—100 g sachardzy.
Pro stanoveni senzorickych vlastnosti byl proveden rozsdhly program vyzkumu. Hodnoceni

probihalo na zakladé konzumace vodnych roztokl sukral6zy a sachar6zy. Hodnotitel¢ ud€lovali
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body za riizné vlastnosti roztoki v dotazniku, ktery byl poté vyhodnocen. Z dotazniku
vyplynulo, Ze roztok sukraldzy se pii srovnani s 9% roztokem sachardzy vyznacuje vysokou
senzorickou kvalitou sladké chuti bez hotké pachuti nebo kovovych tonu. Sladkd chut
sukral6zy mé o néco delsi dobu trvani nez sladké chut’ sacharozy [31; 32].

Studie, ktera probihala na krysach, se zabyvala preferenci sukralézy oproti vodé.
Krysam byly podavany dva druhy vody, a to konkrétné ¢ista voda a voda s riiznou koncentraci
sukral6zy (v rozmezi 0,0003—-10 g/1). Do hodnoty koncentrace 0,3 g/l nebyl preferovan zadny
vzorek vody, nicméné pfi vysSich koncentracich sukralozy (vice jak 0,3 g/l) byla krysami

preferovana Cista voda [34].

3.5 Pouziti

Sukral6za funguje dobfie jako jediné sladidlo v potravinaiskych vyrobcich, ale mize se
michat i1 s dal$imi vyzivovymi ¢i nevyzivovymi sladidly. Vhodné je pouziti ve smésich
snevyzivovymi sladidly napfiklad acesulfamem K, cyklamatem ¢i sacharinem,
ale s aspartamem nefunguje ve smésich velmi dobfe. Ve smésich s vyzivovymi sladidly
funguje dobte s fruktézou, ale hiife se sachardzou [32].

Zpusoby pouziti sukralozy zavisi jak na senzorickych vlastnostech, tak i na vlastnostech
fyzikalné-chemickych. Tyto vlastnosti poté urcuji typy procest vyroby potravin, ve kterych lze
sukralézu pouzit. Tyto vlastnosti jsou také dilezité pro trvanlivost produkti, ve kterych je
sukraloza pouZita. Jiz na zacatku objeveni sukralozy bylo predpovidano jeji Siroké spektrum
vyuziti a nyni je soucasti vice nez 4000 produktd na celém svété [32].

Jedna z nejvétsich oblastni pouziti sukralozy je v nealkoholickych napojich. Jak jiz bylo
uvedeno vyse, Ucinnost sukralozy je, stejné jako u dalSich intenzivnich sladidel, ovliviiovana
mnoha dal§imi faktory. Pokud je sukraléza jediné sladidlo v napoji, bude pravdépodobné
vykazovat chut’ 450-550x slad$i nez sachardza. Vzhledem ke stabilité a senzoricky kvalitni
chuti miize byt sukral6za pouzita jako jediné sladidlo. Testovanim bylo zjisténo, Ze pokud je
v napoji nahrazeno 30—40 % cukru sukral6zou, nedojde prakticky k Zddné zmén¢ chuti. Diky
dobré rozpustnosti za béznych teplot je velmi snadné a rychlé ptipravit zasobni roztoky, které
mohou byt také Cerpany nebo michdny bez nadmérného pénéni. Stabilita umoZiluje pouZiti
v ndpojich s nizkym pH a téch, které vyzaduji tepelné oSetieni, jako je pasterizace ¢i vysoka
teplota (UHT). Studie potvrzuji, Ze nedochazi k Zadné méfitelné ztrat¢ sukraldzy z napojt

s kolovou pftichuti béhem jejich skladovani [32; 33].
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Sukral6za je téZ vhodna pro pouZiti v mléénych vyrobcich, a to jak v mlé¢nych napojich,
tak ve zmrzlinach. V piipad¢ jogurti miize byt sukraloza piidana do ovocné slozky ¢i do
jogurtové kultury. Jelikoz sukraléoza neni metabolizovdna ani mikroorganismy, muze byt
pfidana do jogurtl pied fermentaci. U zmrzlin je dllezité nahradit i texturni funkci cukru, proto
musi byt sukral6za pouZzita v kombinaci s dal§imi ingrediencemi, aby spolehlivé a vérohodné
nahradila cukr. Jako vhodnd kombinace néhrady byla objevena kombinace polydextrozy a
sorbitolu ¢i maltitolu, které vhodné funguji se sukral6zou, a tvofi strukturu podobnou sacharo6ze
[32].

Pouziti v cukrovinkach je opét mozné v kombinaci s dal$imi slozkami, jelikoz sukraldza
nahradi pouze sladkou chut’, a to po pfidani velmi malého mnozstvi. Fyzikdlni vlastnosti
nahradi kombinace polydextrozy a polyalkoholl. S témito slozkami je sukral6zou moZné
nahradit cukr i v cukrovinkach [32].

U pecenych potravin byla stabilita zkoumana za tfech rGznych teplot a po riizny cas
pusobeni teploty. Kynuté a piskotové moucniky, které byly peceny pii teploté 180 °C po dobu
25 minut, suSenky pecené pii 210 °C po dobu 8 minut a krekry pfi teploté 230 °C po dobu 4
minut. Néasledna analyza téchto produktii potvrdila, ze nedoslo ke ztraté sukralozy béhem zadné
z téchto Gprav [32; 35].

Sukral6za naSla své vyuziti 1 v léCivech, kde se pouziva v produktech jako jsou

vitaminové tablety a pastilky proti bolesti v krku [33].

3.6 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Fyzikalng-chemické vlastnosti sukralozy jsou typické pro vétdinu sladidel. Cista
sukral6za vypada jako bily, volné se sypajici prasek, je bez zapachu, intenzivné sladka a volné
rozpustna ve vodé. Prasek neni hygroskopicky pii vlhkosti do 80 %. Bod tani je 130,25 °C
[31]. Dalsi vlastnosti jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Sukraldza sama o sob¢ nema nutri¢ni
hodnotu, ale vzhledem k tomu, Ze se sukraldza pouziva ve velmi malych mnozstvich, soucasti
sladidla byva vzdy jesté nosi¢, Casto maltodextrin, ktery umoziuje presnéjsi davkovani

mnozstvi sukral6zy. Tyto nosice jiZ mivaji energetickou hodnotu [36].
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Tabulka 5 - Fyzikalné-chemické vlastnosti sukralézy [36]

Fyzikalni struktura Bily krystalicky prasek

Zépach Prakticky bez zapachu

Chut’ Intenzivné sladkd, podobna sachar6ze

Sladivost 400-800x vyssi nez sachardza

Kalorické hodnota Nulova

Rozpustnost Dobfe rozpustna ve vode¢ (28,2 g/100 ml pii 20 °C),
nerozpustna v kukuficném oleji (0,1 g/100 g roztoku
pti 20 °C)

Specificka otacivost [a]5,+85,8°

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda | 0,32 (20 °C)

Povrchové napéti vodnych roztokt 71,8 mN/m (20 °C, 0,1 g/100ml)
Bod tani 125 °C

Molekulova hmotnost 397,64 g/mol

Sukral6za nevyZaduje zvlastni podminky pfi skladovani. Jako modifikovany sacharid si
zachovava sukraldza rozpustnost ve vod¢, kterd spolu s vysokou stabilitou tvoii velmi funkéni
sladidlo v potravinarském primyslu. Experimentalnim méfenim bylo ukdzano, ze v teplotnim
rozmezi od 20—60 °C vzrlsta rozpustnost, a to z 28,2 g/100 ml pii 20 °C na 66 g/100 ml pfi
60°C. Takto vysoka rozpustnost dovoluje pouZiti sukralozy téméf ve vSech vodnych systémech
v potravinafstvi. Je také vysoce rozpustna v methanolu, ethanolu, propylenglykolu a dalSich
rozpoustédlech, ktera se pouzivaji pfi vyrob€ potravin. Sukral6za je vSak nerozpustna
v kukufi¢ném oleji, coZ je vsouladu s jeji hydrofilni povahou. Sukral6za se proto vzdy
v soustavé vodné a lipidové faze rozdéli s vodnou fazi [37].

Dalsi vlastnosti sukraldzy je viskozita, ktera byla porovnavana s destilovanou vodou pii
riznych smykovych rychlostech ve viskozimetru. Nizkd viskozita vodného roztoku sukralozy
je vhodnd, protoze neovliviiuje potravinaiské procesy, které zahrnuji michdni a dispergaci
jednotlivych potravinovych slozek [37]. Sukral6za téz nema aktivitu povrchové aktivnich latek
a nezpusobuje tak nadmérné pénéni ve vyrobcich, které vyzaduji vysokorychlostni pénéni
(napt. nealkoholické napoje) [33].

Sukral6za méa velmi maly vliv na pH vodnych roztokd, jelikoZ nemé Zadné reaktivni
funkéni skupiny. Index lomu vodnych roztokt sukralézy je linedrni s koncentraci, coz je

vyhodné pro rychlé zjistovani koncentrace sukralézy v roztoku. Vhodné, pro zjistovani

37



koncentrace, je uZivat spolu s indexem lomu také kapalinovou chromatografii (HPLC), jelikoz
dalsi latky pfitomné v roztoku ovliviiuji index lomu [37]. Jak jiz bylo uvedeno vyse, selektivni
chlorace sacharézy za vzniku sukraldzy méni vyslednou molekulu tim, Ze zesiluje jeji sladkost
a zvySuje stabilitu molekuly. Sukral6za tak nereaguje s jinymi slozkami potravin a je odolna
vuci hydrolyze za extrémnich podminek (kyselé prosttedi ¢i teplota). Za extrémnich podminek
kyseliny a tepla se sukraldza pomalu hydrolyzuje na monosacharidy 1,6-dichlorfruktozu (1,6-
DCF) a 4-chlorogalaktozu (4-CG). Studie, ktera se zabyvala zménou koncentrace sukralozy
v napojich uskladnénych po dobu jednoho roku pii 30 °C a 40 °C ukazala, Ze b&hem této doby
nevznikly zadné nové slouceniny a nevznikly ani Zadné anorganické chloridy [38]. Stabilita
sukralozy byla testovdna 1 pii pe€eni, a to nasuSenkach a grahamovych krekrech a byla
vyhodnocena jako vhodna a bezpecna pro pouziti i do tepelné upravovanych potravinatskych
vyrobkt [36]. Tyto udaje byly plné v souladu s tvrzenim, Ze sukraldza se pti kyselé hydrolyze
rozklada pouze na 1,6-DCF a 4-CG. Hmotnostni bilance navic ukazaly, Ze dva vzniklé produkty
(1,6DCF a 4-CG) predstavuji veskerou plvodni sukralézu v ndpoji. Tato informace navic

potvrzuje fakt, Ze 1,6-DCF a 4-CG se dale nerozkladaji [38].

3.7 Absorpce, vylu¢ovani a metabolismus

Vétsina studii se zabyvala hodnocenim bezpecnosti sukralozy, ale dalsi otdzka byla, jak
se sukraldza metabolizuje jakoZto sacharid. Vzhledem k sacharidové struktufe sukraldzy bylo
nutné zjistit, zda je v té€le metabolizovana za zisku energie ¢i nikoliv. Byla provedena fada studii
souvisejicich s metabolismem za pouziti béznych pokusnych zvifat (mysi, potkani, psi). Tyto
studie se zabyvaly absorpci pozité sukraldzy z gastrointestinalniho traktu, distribuci vsttebané
sukralozy, kterd byla vstfebana orgdny a tkanémi, metabolické transformace cirkulujici
sukral6zy a jeji eliminaci z téla. Podobné studie probéhly i u dobrovolniki, aby bylo zjiSténo,
jestli je tento prub¢h stejny jak u zvifat, tak lidi. Vysledky téchto studii byly jednoznacné, a to,
ze sukral6za prochazi télem, aniz by doslo k rozpadu nebo ztraté nékterého z ptipojenych atomi
chléru. Udaje ze studie dobrovolnikli ukazaly, ze 85 % pozité davky sukralozy se ve stolici
témét nezmenilo, zatimco 15 % davky se absorbuje z gastrointestinalniho traktu, vstoupi do
obéhu krve a je nedotcené odbourano do moci. VSechny tyto studie naznacuji, ze velmi mala
frakce (zhruba 1-5%) uzivané davky se objevuje v moci jako vysoce polarni glukoronidové
konjugaty, které vznikaji pfi biotransformaci [36].

Déle byly provedeny podobné studie u potkanii za pouziti sukraldézy znacené

radioizotopy. Tyto studie potvrdily, Ze pozita sukral6za se nerozpada na atomy chloru a atomy
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chloru ziistanou piipojeny k molekule. Zlomek pohlcené sukraldzy, kterd je absorbovana, se
v téle volné¢ pohybuje difuzi a nehromadi se v Zadné tkéni nebo organu. Zavérem studii byl fakt,
ze sukraldza se metabolicky nechova jako sachardza a tudiz ji Ize povazovat za nizkokalorické
sladidlo [36]. Dalsim faktorem pro hodnoceni bezpecnosti bylo chronické a akutni vystaveni
davkam sukral6zy. Béhem 18 mésict dostavaly krysy davky sukraldzy, a to cca 3 % ze stravy.
Ani u téchto krys nedoslo k metabolické adaptaci stievni mikroflory nebo adaptaci enzymii pro
zpracovani sukral6zy [36]. Jak bylo uvedeno jiz dfive,

sukral6za byla testovdna na vliv na metabolismus a metabolické pochody v téle, ale nebyl
prokazan zadny vliv na vstfebavani ¢i rozklad sukralozy.

Ne&které sacharidy podporuji riist Streptococcus mutans, ktery je pivodcem zubniho
kazu. Zda sukraléoza podporuje rist Streptococcus mutans bylo zjiStovano testovanim
na krysach, ovSem v prostiedi sukraldzy nebyl Steptococcus mutans schopny ristu. Proto byla
sukral6za vyhodnocena jako nekariogenni, coZ znamend, Ze nevyvolava tvorbu zubniho kazu

[39].

3.8 Analytické stanoveni

Typicky se stanoveni sukraldzy v potravinaiskych vyrobcich provadi pomoci HPLC
s refraktometrickym detektorem (RI). Retencni ¢as je zhruba 10 minut, jako mobilni faze se
pouziva smés 30 % methanolu a 70 % vody. Vyrobky na bazi vody, jako jsou nealkoholické
napoje, mohou byt analyzovany ptimo, ackoli ze sycenych napojl je vhodné pied analyzou
odstranit oxid uhlicity. Obecné plati, Ze pfed analyzou je nutné vzorek vycistit, aby se odstranily

potencionalné interferujici slozky [35; 36].

3.9 Bezpecnost sukralézy

Sukral6za, stejné jako vSechna sladidla, spada do skupiny potravinafskych ptidatnych
latek, a tim padem pro ni plati pfedpisy o potravindiskych ptidatnych latkach. Tyto pravni
ptedpisy o potravinarskych ptidatnych latkdch vyzaduji, aby byl pfed uvedenim latky na trh
vypracovan rozsédhly soubor udaji a predlozen k regulaénimu pfezkouméni a schvaleni.
Studie byly provedeny jak na sukraldze, tak na jejich produktech hydrolyzy 1,6-DCF a 4-CG.
I kdyz se sukral6za na monosacharidové slozky hydrolyzuje velmi pomalu a v kyselych
prostfedich byly tyto slouceniny v potravinach pfitomné v fadech mikrogrami, byly tyto slozky

podrobeny stejnému testovani toxikologickych faktort jako samotné sukraloza [36].
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Studie na zvifatech, které umoznily interpretaci farmakokinetického a metabolického
pusobeni u lidi ukazuji, Ze krysy mysSi a psi nakladaji se sukraldzou stejné jako lidé. Studie
na krysach jsou odborniky mezinarodné povazovéany za spolehlivou interpretaci pro studium
vlivu na €loveka. Studie na toleranci sukraldzy byly provadény po riznou dobu a pfi rtiznych
davkach, nicméné zavér ze vSech studii byl stejny, a to, Ze sukraldoza nemé Zadny vliv
na citlivost na inzulin ¢i glukozu. Ptijem v téchto studiich ¢inil az 1000 mg/osobu a den po dobu
az 6 mesicu [40].

JECFA stanovila ADI v rozmezi 0-15 mg/kg za den. Tento ukazatel ADI byl zaloZen
priméarné na kli¢ovych dlouhodobych studiich na potkanech, na kterych byla testovana davka
1500 mg/kg za den. JECFA* sice neni regulaénim organem, ale jeji stanoviska jsou piijimana

zemémi po celém svéte [36]

3.9.1 Neurotoxicita

Déle byl zkouman vliv na neurotoxicitu, vyvoj a rust mozku, respektive dulezitych
proteini pro jeho rist. Nékteré halogenové slouceniny mohou zpiisobovat neourotoxicitu,
a proto byla vyzkumu podrobena i sukraléza. DileZitou vlastnosti v tomto ohledu je velkd
rozpustnost a lipofilita sukralozy, ktera ji vyznamné odliSuje od jinych halogenovych sloucenin
a je patrné divodem, pro¢ sukraldza neni neurotoxicka. V této studii expozice sukral6zy neméla

vliv na hladiny proteinii dilezitych pro vyvoj mozku u novorozenct [41].

3.9.2 Akutni toxicita

Akutni toxicita byla testovdna ve studiich provadénych u hlodavcl, kterym byla
sukral6za podavéana Zzaludecni sondou, coz umoziuje podavat extrémné vysoké davky. Tyto
studie neprokézaly Zadné nezadouci ucinky sukral6zy u potkanti nebo mysi, a to ani v piipadé
nejvyssich davek, které byly v rozmezi 10-16 g/kg télesné hmotnosti. Toto mnozstvi sukralozy
pfedstavuje zhruba davku 7,25 kg cukru/kg hmotnosti [42]. Vzhledem k tomu, Ze vétSina
vstiebané sukraldzy se vylucuje stolici, zbyva v téle pouze stopové mnozstvi. Toto mnozstvi je
absorbovano a prochazi tkdnémi a organy pasivni difiizi a nakonec se vylucuje moci. Zavérem
této studie byla sukraléza vyhodnocena jako netoxickd, pokud je akutné podédvana mySim a
potkaniim [36].

LDso u mysi je vétsi nez 16 grami/kg t€lesné hmotnosti a vétsi jak 10 g/kg u potkanti

[42].

4 JECFA-Joint Export Committee for Food Additives
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3.9.3 Dlouhodoba toxicita, genotoxicita, teratogenita

Potencial genotoxicity byl hodnocen v Sirokém spektru studii provadénych za tcelem
zhodnoceni tohoto potencidlu, ale zddné negativni ucinky sukraldézy nebyly zaznamenany.
Stejné tak nebyly zjistény Zadné teratogenni Gcinky, které byly testovany po podavani davky
1500 mg/kg a den [42].

Dalsi studie na hlodavcich, trvajici az 26 tydnl, nemély zadny vliv na karcinogenitu ani
pti podavani nejvyssi davky (1500 mg/kg za den). Byla provedena téZ jednorocni studie u psu,

kde byl téz vysledek negativni. Testy na imunotoxicitu a genotoxicitu byly negativni [43].

3.9.4 Karcinogenita

Studie, kterd byla provedena na larvach Drosophila melanogaster, udava negativni
potencial karcinogenity u sukraldzy, ale i dalSich vysoko intenzivnich sladidel (napt. aspartam,
sacharin, steviol-glykosidy). U téchto larev se sledoval vyskyt na pfitomnost nddort (bradavic)
v pokoZce a nebylo zaznamenano ani vyznamné snizeni doby pieziti [44].

Autofi studie zabyvajici se chronickou toxicitou a karcinogenitou sukraldzy uvedli, Ze
expozice sukraldozy neméla vliv na pieziti, ale méla vliv na mensi pfirtistek hmotnosti oproti
kontrolni skuping€. To bylo patrn¢ zpiisobeno sniZzenou chutnosti jidel, kterd obsahuji velké
mnozstvi sukralozy. U zvifat, kterym byla sukraléza podavana Zalude¢ni sondou nedoslo
k poklesu pfijmu potravy. Z hlediska karcinogenity a toxicity nebyla souvislost s podavavanim
sukralézy a vyskytem nddort ¢i jinych onemocnéni. Zavér studie je, Ze sukraldoza neni
karcinogenni [45].

Karcinogenita nebyla prokdzana ani v dalsi studii. Jednalo se o studii, kterd zahrnovala
50 samci a 50 samic potkand. Sukral6za byla davkovana v koncentracich 0 %, 0,3 %, 1 % a 3
% stravy po dobu 104 tydnt. Pfeziti bylo srovnatelné s kontrolni skupinou a veskeré nadory,
které se vyskytly, nebyly povaZzovany za dasledek podavani sukraldzy, protoze ve vétSing

ptipadi odhadnut4 doba vzniku nddort byla jesté pted zacatkem studie [45].

3.9.5 Vliv na reprodukci a vyvoj

Z provedenych studii vyplyva, ze sukraldza je bezpecnd i pro t€hotné zeny od pocatku
téhotenstvi a po celou dobu Zzivota. Hodnocené studie zahrnovaly i davky stokrat vyssi
nez maximalni odhadnuté LOD [43].

Podrobné byl studovéan i vliv na tvorbu spermii a plodnost obecné, jelikoz nékteré

chlorované cukry byly diiv vyhodnoceny jako potenciondlni antikoncepce pro muze. Protoze
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je sukral6za velmi stabilni a obtizné hydrolyzovatelnd, nezpisobuje neplodnost, ackoliv je
chlorovanym cukrem. Potencionalni hrozbou jsou rozkladné produkty sukralozy, ale jak jiz
bylo feceno, sukraloza je velmi stabilni, k rozkladu dochazi vyjimeéné a rozkladé se velmi malé
mnozstvi latky. Testované davky jsou navic zhruba 300x vétsi nez predpoklddané denni
mnozstvi pro konzumaci, a tak je mnozstvi rozloZzenych produktii zanedbatelné. Po zhodnoceni
reprodukénich parametrt byla sukral6za vyhodnocena jako bezpecna [46].

Dle zavéri dalsi studie, kterd se zabyvala reprodukéni toxicitou, nepfedstavuje sukraldza
riziko pro vyvoj. Vykonost pfi pafeni, potazmo plodnost byla stejnd, jako u skupiny, které byla
podavéna sukral6za, tak u skupiny kontrolni. Primérny ptirastek télesné hmotnosti mladat,
ktera pfijimala stfedni a vysoké davky, byl mensi neZ u kontrolni skupiny. Totéz platilo 1 pro
samice a samce, ktefi byli davkam vystaveny. Snizeni hmotnosti bylo pravdépodobné

zpisobené mensi spotfebou potravy [45].
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4 STEVIOL-GLYKOSIDY (E 960)

4.1 Obecné informace:

Steviol glykosidy pochézejici z rostliny Stevia rebaudiana Bertoni (dale jen Stevie) jsou
nyni velmi rozSifenym sladidlem, a to hlavné proto, Ze jsou pfirodniho pivodu. Na
nasledujicich obrazcich jsou zndzornény dva vzorce steviol-glykosidl a v tabulce jsou uvedeny

jednotlivé glykosidy a jejich zakladni vlastnosti [47].

OH

Obrazek 4 - Strukturni vzorec rebaudosidu A (vlastni zpracovani)
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Tabulka 6 - Pfehled steviol- glykosidi, vlastnosti steviol-glykosidi [47]

Obrazek 5 - Strukturni vzorec steviosidu (vlastni zpracovani)

Nazev CAS dislo Vzorec Molekulova hmotnost [g/mol]
Steviol 471-80-7 C20H3003 318,45
Steviosid 57817-89-7 C3sHe0O18 804,87
Rebaudiosid A 58543-16-1 C44H70023 967,01
Rebaudiosid C 63550-99-2 C44H70022 951,01
Dulcosid A 64432-06-0 C3sHe0O17 788,73
Rubusosid 41093-60-1 C32H50013 642,73
Steviolbiosid 41093-60-1 C32H50013 642,73
Rebaudiosid B 58543-17-2 C3sHs00O13 804,87
Rebaudiosid D 63279-13-0 CsoHgoO2s 1129,15
Rebaudiosid E 63279-14-1 C44H70023 967,01
Rebaudiosid F 438045-89-7 C43He3022 936,99

Stevie patii mezi vysoce intenzivni sladidla ptirodniho plivodu, a proto je v dnesni dobé

hojné vyuzivana. Stevie byla vyuZivana jiZ po staleti obyvateli Guarany jako tradi¢ni sladidlo

(pro bylinné caje a néapoje). Patfi do rodiny Asteraceae a kmene Eupatoriae. Rostlina je

ptivodem z oblasti Jizni Ameriky a roste divoce v horach Amambay. Piivodné se jedna o maly

ket, ktery roste v hordch, a proto trvalo pomérné dlouho dobu, nez byl objeven Evropany,

respektive botanikem Bertonim. V oblasti Jizni Ameriky byla rostlina nazyvana Caa-hé-¢é, coz
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znamena sladkd bylina [48]. Chemicky ji prvni popsal doktor Rebaudi. Po téchto dvou

objevitelich je také rostlina pojmenovana Stevia Rebaudiana Bertoni [49].

4.2 Rostlina

Dnes nejrozsitengjsi rostliny maji az 80 cm vysoké lodyhy, podlouhlé vstiicné listy se
zubatym okrajem a bilé drobné kvéty. Plodem je nazka. Semena Stevie vykazuji velmi nizké
procento klicivosti. Je zde také velkd variabilita populaci, coZ ma za nasledek velké mnoZzstvi
dilezitych vlastnosti, jako jsou hladiny sladkych latek a sloZeni. Dnes je stevie péstovana
v Paraguayi, Brazilii, Mexiku, Stfedni Americe, Kanadg, Havaji, Kalifornii, Izraeli, v Evropé
potom ve Spanélsku, Italii, Belgii, ale i Ceské republice. Listy Stevie shromazd'uji diterpenické
glykosidy sladké chuti, znamé jako steviolové glykosidy. Jejich koncentrace se znacné lisi
v zé&vislosti na genotypu a produkénim prostiedi. Priméarni steviolovy glykosid, steviosid, je

pfitomen v mnoZstvich v rozmezi 4-20 hmotnostnich procent u komercnich plodin [49].

e
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Obrazek 6 - Stevia rebaudiana Bertoni, praskové sladidlo Stevie [50]

4.3 Obsahované latky:

Jak jiz bylo feceno, sladkd chut je zplsobena diterpenickymi glykosidy ent-
kaurenového typu, které byly poprvé izolovany jiz v roce 1931. Jedna se pfedev§im o steviosid,
kterého rostlina obsahuje az 10 % a rebaudiosid A, ktery je zastoupen 2-4 %. Dale je to
steviobiosid, rebaudiosidy B, C, D a E a dulkosidy A a B, kter¢ jsou vSak zastoupeny v mensim
mnozstvi. Kromé téchto latek Stevie obsahuje steroidni latky napt. stigmasterol, B-sitosterol,

kampestreol, flavonoidy napf. apigenin, luteolin, kvercerin a dal$i fenolické latky, triterpeny,
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silice, organické kyseliny a také vitaminy a mineraly. Ze vSeh druhi rodu Stevia je praveé Stevia
rebaudiana Bertoni nejsladsi. Sladivost téchto latek je zhruba 200-300x vétsi, nez sladivost

sacharozy [48].

4.4 Vyroba

Vyrobni proces zahrnuje dvé hlavni faze:
o Extrakci vody z listli rostliny a ¢iténi extraktu za pouziti iontoméniCové
chromatografie

e Rekrystalizaci steviol glykosidii z methanolu ¢i vodnych roztoka ethanolu

Pti vyrobnim procesu mohou vznikat dalsi glykosidy, které se ale nevyskytuji pfirozené
v rostlin€ a jsou disledkem vyrobniho procesu. Obsah téchto glykosidl je mezi 0,1-0,37 %
hmotnosti. Adsorpéni kolony jsou sloZeny z riznych ¢asti a podle specifickych vlastnosti
kolony se mohou vyrabét smési s riznymi poméry steviol-glykosidii. Pocatecni dva kroky jsou
nasledovany dal§im ptecisténim a opakovanou rekrystalizaci a separaci. Vysledkem je produkt,

ktery obsahuje minimalné 95 % celkovych steviol-glykosidii v rizném poméru [51].

4.5 Analytické stanoveni:

Pro stanoveni steviol glykosidu, jakozto organickych latek, byly vyvinuty a validovany
metody HPLC (vysokoucinné kapalinové chromatografie). Vyuzivaji se pro identifikaci
steviol-glykosidll v potravinach a napojich s alkoholem i bez alkoholu [47].

Konkrétni vyvinutd metoda pro stanoveni steviolovych ekvivalentli v komeréné
dodavanych steviol-glykosidovych smésich je metoda RP-HPLC-fluorescence (vysokou¢inna
kapalinova chromatografie na nepoldrnich adsorbentech). Ta umoziiuje piesnéjsi stanoveni
celkového mnozstvi ekvivalentl steviolu pfiddvaného do potravin. Tato metoda mize byt
pouzita na velké mnoZzstvi vzorklli a umoziuje snadno ziskat presné mnozstvi ekvivalentii

steviolu pfidaného do potraviny [52].

4.6 Fyzikalné-chemické vlastnosti

Ptedlozené udaje prokazaly, ze stabilita smési steviol-glykosidil je zavisla na teploté,
case a pH [51]. Fotostabilita byla zkoumana jak v pevné, tak rozpusténé formé ve vodé. Podle
nékterych udaji byl Rebaudiosid A stabilngj§i v pH mezi 4-6 a pii teplotach 5-25 °C

nez v podminkdch mimo toto rozmezi. Pokud jde o fotostabilitu, nebyly sledovany zadné
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rozdily mezi sloZzenim praskové (pevné) formy Reabudiosidu A vystavené¢ho svétlu a prasku
uchovaného za stejnych podminek ve tmé¢. Rozsah rozkladu byl v této studii v rozmezi n€kolika
procent az 63 % pii riznych podminkach skladovani (pH, teplota, ¢as). Produkty degradace
byly stanoveny pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem. Jednalo se
o piibuzné steviolové glykosidy, které se ptirozené nevyskytuji v listech rostliny Stevie. Déle
byl jako produkt degradace analyzovan isosteviol, strukturni izomer steviolu. Po zahtati
vodného roztoku (6,5 mg/ml) rebaudiosidu A na 100 °C po dobu 48 hodin bylo zjisténo pouze
68,5 % plvodni koncentrace rebaudiosidu A. Jako produkty degradace byl identifikovan
rebaudiosid B a glukéza. Pti skladovani v riznych teplotnich podminkach nedoslo k zddnym
vyznamnym zménam ve struktufe rebaudiosidu A, ktery byl analyzovan pomoci HPLC a TLC

(tenkovrstva chromatografie) [47].

Tabulka 7 - Fyzikdlné-chemické vlastnosti rebaudiosidu A [53; 54]

Fyzikalni struktura Bily krystalicky prasek

Zépach Prakticky bez zapachu

Chut’ Intenzivné sladka, lehce nahotkla
Sladivost 250-400x vyssi neZ sachar6za
Kaloricka hodnota Nulové (vzhledem k davkam v tadu pg)
Rozpustnost 1253 mg/1 pti 25 °C

Specificka otacivost [a]%,-33 °C

Rozdélovaci koeficient oktanol/voda | 0,037 (20 °C)

Bod tani 210-215 °C

Molekulova hmotnost 967,021 g/mol

Stejni autofi se zabyvali i stabilitou steviosidu. Jeho dlouhodobé zahtivani pii 100 °C ve
vodném roztoku (6,5 mg/ml) vedlo ke sniZeni koncentrace steviosidu. Koncentrace steviosidu
klesla na 66 % po 48 hodinach a na 38,2 % po 66 hodinach. Jako produkty degradace byly
identifikovany steviolbiosid a gluk6za. Po uchovavani v riiznych teplotnich podminkach
nedoslo k vyzndmnym zméndm v koncentraci steviosidu. V népojich s kyselinou fosforecnou
¢i citronovou doslo k degradaci steviosidu, a to po uchovéavani pii 37 °C po dobu 4 mésict.
Koncentrace steviosidu poklesla na 74 %. V néapojich, které obsahuji tyto kyseliny a fosfor

(typu cola), doslo k degradaci ze 17 % [47].
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4.7 Absorpce, distribuce a metabolismus

Pokud jde o metabolismus steviol glykosidi u cloveka, byla analyzovana smés
rebaudiosidu A, steviosidu, rebaudiosidu C a dulkosidu. Jednalo se o metabolismus ve stfevech,
ktery se analyzoval pomoci LC-MS (kapalinovd chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem). Vzorkem byl fekalni homogenat ziskany od zdravych dobrovolnikd. Vzorky
byly ziskané v ¢asech 0, 8 a 24 hodin po poziti. Béhem 24 hodin byl metabolizovan steviosid a
rebaudiosid A na steviol (koncentrace 0,2 mg/ml), zatimco b&hem této doby nebyl zjistén
metabolismus steviolu. Latky byly hydrolyzovany intestinalni mikroflérou, coz je v souladu
s pfedchozimi studiemi u potkanti [55].

Studie zabyvajici se vlivem steviol-glykosidi na slozeni stfevni mikroflory a
na transformaci rebaudiosidu A a steviosidu byla provedena za pfisnych anaerobnich podminek
smési fekalnich bakterii od dobrovolnikd (6 muzii a 5 Zen) a piislusného sladidla. Hydrolyza
byla sledovana pomoci LC-MS. Steviosid a rebaudiosid A byly zcela hydrolyzovéany na steviol
béhem 24 hodin. Steviosid ani rebaudiosid A vyznamné neovlivnily slozZeni stfevni mikroflory
[56].

Vstiebavani bylo testovano na zvitatech, ktefi méli zavedenou sondu. Tento test ukézal,
ze vstiebavani radioaktivné znaceného steviolu probiha u potkanti v tenkém stievé.
Metabolismus byl sledovan u radioaktivné znaceného steviosidu. Potkantim byla podévana
davka 125 mg/kg. Koncentrace v krvi se pomalu zvySovala na maximélné¢ 4,83 pg
steviosidovych ekvivalentd na ml (po osmi hodinach) a vykazovala biologicky polocas® 24
hodin. Po jedné hodiné byly nejvyssi koncentrace sledovany v tomto potfadi v nésledujicich
organech: tenké stfevo, zaludek a slepé stfevo. Po ¢tyfech hodinach byla nejvyssi koncentrace
v cévach, a to vyrazné nez v jinych tkdnich. Po 45 hodinach byla koncentrace pivodni latky
v téle 30,7 %. Po 120 hodinach bylo stolici vylouceno 68,4 % latek a 23,9 % latek bylo
vylouc¢eno vydechovanym vzduchem, zatimco moci bylo vylouc¢eno pouze 2,3 %. Z exkrece
Zluéniku a stolice byl vyvozen zavér, Ze v téle dochédzi k enterohepatalnim ob&hliim. TLC
analyza ukézala, Ze steviosid je metabolizovan stfevni mikroflorou na steviol a cukry, tyto latky
jsou absorbovény ze slepého stieva, distribuovany po téle a vylu€ovany hlavné do vykala a
vydechovaného vzduchu [58].

V dalsi studii na potkanech nebylo zjiSténo vychytavani steviosidu gastrointestindlnim

traktem a mnozstvi, které by proniklo, bylo pod hranici detekce (200 ng/ml). Jako hlavni

5> Biologicky poloas je Cas, ktery je potiebny ke ztrat€ poloviéni farmakologické, fyziologické &i
radiologické aktivity latky [57].
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metabolit v plasm¢ byl stanoven volny steviol, ktery dosahl maximalni koncentrace po 24
hodinach po podéani. V jatrech byl poté steviol konjugovan s kyselinou glukoronovou
a metabolitem byl prokdzan steviol glukoronid, ktery byl pfevdzné vylucovan moc¢i béhem
nasledujicich 72 hodin. Nebyly nalezeny zZadné latky metabolismu, které by byly mutagenni. U
lidi je hlavnim metabolitem v plasmé steviol glukoronid, na rozdil od volného steviolu

u potkanti [59].

4.8 Zdravotni rizika

ADI pro glykosidy steviolu bylo stanoveno na 4 mg/kg télesné hmotnosti a den. V roce
2008 vydala AFSSA® prohlaseni, Ze pouziti rebaudiosidu A extrahovaného z rostliny Stevia
rebaudiana Bertoni s Cistotou vétsi nez 97 % nepiedstavuje zdravotni riziko pro spotiebitele

[47].

4.8.1 Akutni toxicita

Studie akutni oralni toxicity se steviosidem ukdzaly LD > 15 g/kg hmotnosti u mysi,

krys a kiecka [47].

4.8.2 Kratkodoba a subchronicka toxicita

V nasledujicich studiich byl steviol-glykosid podavan potkantim v koncentracich
do 100 000 mg/kg stravy ve ¢tyt tydenni studii (10 zvifat pro kazdé pohlavi), kde davky Cinily
0, 12 000, 25 000 a 50 000 mg/kg stravy a dale v devadesatidenni studii toxicity (20 zvifat
pro kazdé pohlavi). V téchto studiich nebyly zjistény zadné ptipady tmrti, toxicity ¢i zmény
v hematologickych ¢i klinickych vySetfenich. Vyjimkou byl vliv na télesnou hmotnost a ptijem
krmiva. V devadesatidenni studii byl nartist hmotnosti vyznamné nizsi u potkanti, ktefi
dostéavali davku 25 000 a 50 000 mg/kg krmiva rebaudiosidu A. Po ¢tyfech dnech po ukonceni
podavéani davky bylo zvysSeni hmotnosti vyznamné nizsi u vSech potkanii oproti kontrolni
skuping. Pfirtistek hmotnosti byl dle autorii snizen kvili snizené senzorické kvalité podadvané
potravy se steviol-glykosidy [47].

V jiné studii byl rebaudiosid A podavan krysam ve stravé po dobu 90 dni v davkach 0,
500, 1000 nebo 2000 mg/kg télesné¢ hmotnosti. V téchto davkach nebyl zaznamenén zadny vliv

® AFSSA — Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments
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na pfiristek hmotnosti. Nebyly zjistény ani patologie v klinickych ¢i hematologickych
vySetfenich [60].
Studie z roku 2017, ktera byla téZ devadesatidenni se zabyvala oralni toxicitou. V této

studii nebyly zaznamenany zadné vyznamné vlivy steviol-glykosidi na toxicitu [61].

4.8.3 Genotoxicita

Studie genotoxicity byla provedena na mySich, a to prostfednictvim podéavani
rebaudiosidu A v davkach 500-2000 mg/kg télesné hmotnosti po dobu dvou dni. Vysledkem
byl negativni vliv na genotoxicitu. Stejné tak byl negativni vysledek pfi studiu vlivu steviol-
glykosidii na poSkozeni DNA. Novéjsi studie udavala tdajny vliv na vlastnosti DNA, ovSem
testovand skupina byla velmi mald a nebyly dostatecné ditkkazy pro prikaz spojitosti mezi
konzumaci steviol-glykosidi a vlastnostmi DNA. N¢které studie udavaji, Ze steviol a jeho
oxidacni derivaty testované in vitro jsou genotoxické, avsak studie in vivo prokézaly opak, a to
1 ve vysokych testovanych davkach (az 8000 mg/kg hmotnosti) [47].

Nové;jsi studie téz uvadi negativni vliv na genotoxicitu, kterd byla testovana na mysich.
V této studii byly extrakty Stevia rebaudiana Bertoni testovany taktéZ in vitro s negativnim
vysledkem. Testovanou bakterii byla Salmonella tymphimurium [61].

I dalsi studie, které byly provedeny od roku 2008 udévaji negativni vysledky testl
na genotoxicitu. Jednalo se o testy in vitro €i testy chromozomové aberace savcl. V téchto
studiich byly vyhodnoceny jako ohrozené genotoxicitou tkanég jater. Ty byly proto dikladné

analyzovany po podavani riznych ddvek rebaudiosidu A, avSak s negativnim vysledkem [62].

4.8.4 Karcinogenita

Studie karcinogenity byly EFSA vyhodnoceny s negativnim vysledkem. Dvé uvedené
studie nebyly relevantni, jelikoZ dle vyjadieni JECFA nebyly testy provadény specifikovanymi
steviol-glykosidy. Dalsi studie jiz byla provadéna specifikovanymi steviol-glykosidy
na krysach. Krysam byla po dobu 104 tydnii podavana davka O (kontrola), 1,25 ¢i 2,5 g/kg
hmotnosti a den steviosidu. Béhem studie nebyly sledovany zmény v dob¢ preziti, ale vyskytlo
se n¢kolik nadorti. To vSak autofi nedavaji do souvislosti s konzumaci steviol-glykosidi,
jelikoz dany druh krys je ndchylny na vyskyt naddort [47].

Novéjsi studie, kterd byla provedena na larvach Drosophila melanogaster, udava téz
negativni potencial karcinogenity u steviol-glykosidi. Jednalo se o studii, kterd byla uvedena

jiz ve studiich karcinogenity sukralozy [44].
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4.8.5 Reprodukéni toxicita

Studie na reprodukéni toxicitu byly vzdy provadény jako vicegeneracni. Konkrétné byl
potkaniim (FO generace) podavan steviol-glykosid v davkach 0, 7 500, 12 500 a 25 000 mg/kg
stravy. Tato davka odpovidd zhruba 2048 a 2567 mg/kg hmotnosti a den pro nejvyssi
koncentrace. Potkaniim byla tato davka podavana 10 tydna pted parenim. Samicim i béhem
doby biezosti a laktace. Z generace F1 byli néktefi potkani pitvani a ostatni byli dalsi
rodi¢ovskou generaci. V generaci FO a F1 nebylo zaznamendno umrti ¢i klinické ptiznaky
toxicity. Byl zaznamenén sniZzeny piirGstek hmotnosti u potkanti, ktefi dostavali davku 12 500
a 25 000 mg/kg a den. Nebyly prokazény ani u€inky na reprodukeci (koncentrace spermii,
fertilita, vykonnost pii pafeni). Stejny zavér platil 1 pro dalsi generaci F2 [47].

V dalsi studii byli testovani biezi kralici, kterym byla podavany rizné davky steviol-
glykosidi (0, 350, 700 a 1400 mg/kg hmotnosti a den). Zvitata byla hodnocena z hlediska
klinickych vySetfeni a také byly hodnoceny plody samic, které byly usmrceny béhem studie. U
vysokych davek byl zaznamenén nizky ptirGstek hmotnosti spolecné se snizenym piijmem
potravy. Vyskytlo se i n¢kolik pfipadii imrti a zhorSeni klinického obrazu, coz ale autofi
ptisuzuji nachylnosti kralikli na poruchy traviciho traktu [47].

Jedna znovégjSich studii zabyvajici se podavanim steviol-glykosidi a vlivem
na reproduktivitu udava jisty vliv na vajecniky, ale studie neni relevantni a k vyvozeni zavéru
je zapotiebi provést dalsi studie [63].

Studie z roku 2016, které se zabyvala vlivem steviol-glykosidii na hladinu progesteronu
u zen udava, ze steviol-glykosidy, potazmo steviol, mize mit vliv na tvorbu progesteronu, ktery

ovliviiyje reprodukéni cyklus u Zen [64].

4.8.6 Alergenicita

Vyskytlo se n¢kolik ptipadu, ve kterych byla zaznamendna reakce na steviol-glykosidy.
Reakce byla potvrzena koznimi testy. Po téchto ptipadech byla alergenicita testovana na 200
détech ve v€ku Ctyf mésicli az dvou let (pro kazdou skupinu 50 déti). U zdravych déti se
nevyskytla Zadna reakce, u déti s alergickou rymou reagovalo na kozni test pozitivné 26 % déti,
s bronchidlnim astmatem 34 % déti a s atopickym ekzémem 64 % déti. Po dvoumési¢ni pauze
byl test proveden znovu a reaktivita se velmi snizila. Vzhledem k tomu, Ze reagovaly pozitivné
déti, které jiz mély alergicky problém, je pravdépodobné, Ze steviol-glykosidy obsahuji n¢které

zktizené reagujici rostlinné antigeny z celedi Asteraceae [47].
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Novéjsi studie alergenicity probihala Ctyfi roky prostfednictvim zprav o pozitivnich
reakcich na sladidlo znacky Truvia, které je kombinaci erythritolu (ktery ma velmi maly
alergenni potencial) a steviol-glykosidii. Zpravy o pozitivnich reakcich na toto sladidlo byly
velmi vzécné (1,1 pfipadu na 10 milioni porci), proto 1ze usoudit, Ze alergenni potencial steviol-

glykosidll je minimalni [65].

4.9 Pozitivni vliv na zdravi

Na rozdil od ptedchozich sladidel je rostlina Stevia rebaudiana Bertoni, pfipadné extrakt
z rostliny, steviol-glykosidy, zkouman pro 1é¢ivé ucinky. V tradi¢ni mediciné byla pouzivana
jiz Indidny kmene Gaurani k 1é¢bé diabetu, vysokého krevniho tlaku, nadvahy, prijmu, koZnich
problému a potizi zazivaciho traktu [48].

Studie z roku 2013 se zabyvala G€inkem extraktu Stevia rebaudiana Bertoni na hojeni
ran. Studie byla provadéna na mysich, kterym byla vytvofena rana na hibetu, a poté jim byla
podavéna davka extraktu. Na rozdil od kontrolni skupiny doslo k rychlejSimu hojeni rany [66].

Dalsim pozitivnim G¢inkem je antidiabeticky ucinek, za ktery je zodpovédny predevsim
steviol a steviosid. Diky témto latkam je snizovana hladina glukozy v krvi a zvySovéana sekrece
inzulinu v B-bunkach pankreatu, a tim padem i hladina inzulinu v krvi. Tento jev byl testovan
1 na zvitatech, u kterych byl uméle vyvolan diabetes. U téchto zvifat do§lo navic ke zlepSeni
funkce ledvin a snizeni véhy [67].

Jak jiZz bylo uvedeno v uvodu této kapitoly, stevie obsahuje fadu latek, které maji
antioxidacéni Uc¢inek. Napiiklad flavonoidy a dalsi fenolické latky, ale i samotny steviol a jeho
glykosidy. Flavonoidy vychytdvaji volné radikaly a snizuji oxidativni stres, ¢imz chrani bunky
pfed poskozenim. Rebaudiosid A a C a dulcosid A mély v experimentu na mySich téz

protizanétlivy ucinek [48].
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5 ZAVER

Tato prace je zaméfena na vybrana nadhradni sladidla, jejich vlastnosti a vliv na zdravi.
Nejprve jsem popsala jednotliva sladidla, jejich produkty rozkladu a metabolismus v téle.
Strucné jsem se snazila vystihnout 1 vyrobu a analytické stanoveni ¢i pouZiti.

Daéle jsem popsala zdravotni rizika sladidel, kter4 jsou uvedena v odbornych c¢lancich
EFSA arozsifila je o novéjsi studie ¢i pridala dalsi, které se zabyvaly hodnocenim bezpe¢nosti
a zdravotni nezévadnosti. Vzhledem k tomu, ze jsou vSechna zminéné sladidla povolena
v prevazné vetSiné zemi svéta, jsou v téchto zemich hodnocena jako zdravotné nezavadna.
Testovana mnozstvi na zvitatech jsou ve vétsin€ studii desetindsobky ADI, coz mulze vést
k tomu, Ze se u testovanych zvitat vyskytnou zdravotni komplikace. Ve vétSiné ptipada jsou
sladidla hodnocena jako zdravotné nezdvadna. Nejvice studii se zabyva hodnocenim aspartamu,
pravdépodobné z divodu dlouhého vyskytu na trhu a medidlni propagace jeho udajné
zavadnosti. Naopak extrakty rostliny Stevia rebaudiana Bertoni jsou studovany pro své
pozitivni G¢inky na zdravi.

Dle mého nazoru jsou sladidla bezpecnd, obzvlast¢ pokud jsou konzumovana

v mnozstvich, u kterych je prokdzano, Ze nemaji negativni vliv na lidské zdravi (ADI).
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