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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva simultannim stanovenim vybranych nahradnich sladidel ve
zvykackach metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s ELSD detekci. Teoreticka
cast se veénuje charakterizaci sacharidi a jejich vlivu na zdravi cloveka, klasifikaci,
charakterizaci vybranych ndhradnich sladidel a jejich vyuziti. Déle je zde uveden strucny
ptehled analytickych metod, kterymi Ize sladidla stanovit. Experimentalni ¢ast je zamétena na
vybér vhodné chromatografické kolony pro jednoduchou identifikaci sedmi sladidel (aspartam,
acesulfam K, mannitol, maltitol, sukraldza a xylitol) a optimalizaci slozeni mobilni faze. Bylo
zjisténo, ze neni mozné jednou univerzalni metodou stanovit vSechny ndhradni sladidla,
nicméné s vyuzitim kolony Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm) a mobilni faze acetonitril:voda
v poméru 7:93 %y bylo mozné stanovit koncentraci (maltitolu, mannitolu, sorbitolu,
sukralozy a xylitolu). Pfi analyze jednotlivych sladidel muselo byt pouzito rizného fedéni
vzorku, pfipadné muselo byt mirn¢ zménéno slozeni mobilni faze. Koncentrace nahradnich
sladidel ve zvykackach se pohybovala od 0,35 mg/g (sukral6za) do 508 mg/g (xylitol).

KLICOVA SLOVA

Nahradni sladidla, acesulfam K, aspartam, mannitol, sorbitol, xylitol, sukraldza, maltitol,
HPLC, ELSD, zvykacky

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the simultaneous determination of selected sweeteners in
chewing gum by high-performance liquid chromatography with ELSD detection. The
theoretical part is devoted to the characterization of carbohydrates and their effect on human
health, classification, characterization of selected sweeteners and their use. Furthermore, a brief
overview of analytical methods by which sweeteners can be determined is given. The
experimental part focuses on the selection of a suitable chromatographic column for the simple
identification of seven sweeteners (aspartame, acesulfame K, mannitol, maltitol, sucralose and
xylitol) and the optimization of the mobile phase composition. It was found that it is not possible
to determine all sweeteners by one universal method, however, using an Agilent Hi-Plex Ca
column (300 x 7.7 mm) and the mobile phase of acetonitrile:water at 7:93 % v, it was possible
to determine the concentration of (maltitol, mannitol, sorbitol, sucralose and xylitol). For the
analysis of the individual sweeteners, different sample dilutions had to be used or the
composition of the mobile phase had to be slightly changed. The concentration of artificial
sweeteners in the chewing gum ranged from 0,35 mg/g (sucralose) to 508 mg/g (xylitol).
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Sugar substitutes, acesulfame K, aspartame, mannitol, sorbitol, xylitol, sucralose, maltitol,
HPLC, ELSD, chewing gums
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1 UVOD

Sladidlo je potravinaiska pridatna latka, ktera napodobuje chutovy ucinek cukru. Z tohoto
divodu se sladidla nazyvaji nahrazky cukru. Poptavka po nizkokalorickych potravinach vede
k ristu pouzivani nahradnich sladidel. Tato sladidla se tedy stala velice rozSifenymi
a celosvetove oblibenymi. Spotiebitelé vyhledavaji chut sladkosti bez pfidanych kalorii, c¢ehoz
Ize dosahnout vyuzitim sladidel, ktera maji az 13 000krat vyssi sladivost nez sachardza
a pouzivaji se v mensim mnozstvi, aby nahradily sladkost mnohem vétSitho mnozstvi cukru
[1-3]. Vyssi vyskyt civilizacnich chorob jako je obezita a diabetes mellitus podpofil rozvoj
pramyslu néhradnich sladidel. Ptibyva osob, kteti si kontroluji télesnou hmotnost, proto se
sladidla dnes hojn¢ vyskytuji v potravindiskych, ale i ve farmaceutickych vyrobcich
a vyrobcich osobni hygieny [4, 5]. Mezi typicka nahradni sladidla patii acesulfam draselny,
aspartam, cyklamat, neotam, sacharin, sukral6za, mannitol, maltitol a dalsi [2].

Snizeni mnozstvi cukru ve stravé lidi, zejména déti, je dalezitym aspektem v prevenci
zubniho kazu. Ptedpoklada se, Ze pouzivani nahrazek cukru ¢aste¢né prispélo k poklesu vyskytu
zubniho kazu Vv primyslovych zemich. Jako G¢inné opatieni pro kontrolu zubniho kazu lze
pouzit zvykacky bez cukru, které mohou stimulovat tvorbu slin, ¢imz zvySuji odbouravani
cukr a dalich fermentovatelnych sacharidll ze zubt a tGstni dutiny [6, 7].

Stale v8ak existuji i rozporuplné tdaje z kratkodobé a dlouhodobé konzumace ptirodnich
i umélych sladidel, jako jsou aspartam, sukraloza a derivaty stévie [8]. Nadmérny piijem
nahradnich sladidel miize mit potencialné nepiiznivé G¢inky na lidské zdravi. Proto je v zajmu
ochrany spotiebitelll nutné sledovat a regulovat obsah intenzivnich sladidel v riznych druzich
potravin [2].

K monitorovani sladidel byla vyvinuta kapilarni elektroforéza a plynova chromatografie,
iontova chromatografie a tenkovrstva chromatografie. VétSina z nich je vSak vhodné pouze pro
stanoveni jedné slozky nebo jednoduchych smési sladidel kvili omezenim piistrojovych
detektorti. Casto se ale sladidla nachazeji ve smésich pro lepsi chut. Jednim z hlavnich
problémi pti souasném stanoveni slozitych smési sladidel je skute¢nost, ze rizné analyty se
vyrazng li$i ve fyzikdlné-chemickych, elektrochemickych a spektralnich vlastnostech. Proto se
ocekava rozsifeni detekénich rozsahli spojenim s multifunkénimi detektory. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) ve spojeni s riznymi detektory, véetné ultrafialového
zateni (UV), odparovaciho detektoru rozptylu svétla (ELSD) a hmotnostni spektrometrie (MS),
se §iroce pouziva pii analyze smési vicenasobnych sladidel [2].

Cilem této bakalaiské prace bylo vyvinout jednoduchou univerzalni metodu vysokoucinné
kapalinové chromatografie vhodnou pro soucasné stanoveni vice nahradnich sladidel, ktera
byla aplikovéana na analyzu vzorkl zvykacek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Sacharidy
Nazev sacharidy definuje polyhydroxyslouceniny, které obsahuji v molekule karbonylovou
skupinu — aldehydovou nebo ketonovou [9]. Sacharidy jsou zakladnimi slozkami v§ech Zivych
organismu, zaroven biologicky aktivnimi molekulami a nejvice zastoupenymi organickymi
molekulami v biosféfe. Spolecné s bilkovinami a tuky patii sacharidy mezi zakladni Ziviny
heterotrofnich organismt. V organismech plni pfevazné funkci strukturni a metabolickou [10].

Sacharidy jsou velmi reaktivni slozky potravin. Soucasné mezi ¢etné a nejvyznamnéjsi
reakce sacharidli, které probihaji pfi uchovavani a zpracovani potravin, patii reakce
s aminoslouc¢eninami. Reakce se obvykle nazyva Maillardova reakce. Témito reakcemi se
ziskavaji zluté, hnédé az ¢erné pigmenty a aromatické latky mnoha potravin [11].

Sacharidy se sladkou chuti, monosacharidy a oligosacharidy (nikoli polysacharidy), Ize
nazvat jako cukry. Jedna se o bilé krystalické latky rozpustné ve vod€. Za nejbeznéjsi cukr se
oznacuje sacharéza [9, 11].

2.1.1 Funkce sacharidu
Sacharidy se vyskytuji ve vSech organismech, kde maji né¢kolik riznych vyznamnych funkei.
Byvaji zékladnimi stavebnimi jednotkami strukturnich molekul (chitinu, celulozy,
hemicelul6zy, pektinu, kyseliny hyaluronové atd.) nebo jsou soucésti jejich struktury (stavebni
glykoproteiny, proteoglykany pojivové tkang, glykolipidy biologickych membran) [9].
Poskytuji pohotovou (ve srovnani s lipidy) energetickou zasobu organismii (Skrob,
glykogen, sachar6za, gluk6za) potiebnou pro dal$i biochemické a biologické pochody.
Odhaduje se, Ze sacharidy zajist'uji ptiblizné 75 % piijmu energie pomoci polysacharidiia 25 %
oligosacharidy s monosacharidy. Velmi pohotovym zdrojem energie je glukosa [9, 10].
Jsou soucasti (deoxy)ribonukleotidil, které se podileji na struktufe informa¢nich molekul
(DNA, RNA) a uplatiuji se i u dalSich latek (ATP, dalsich kofaktorti enzym) [9].

2.1.2 Monosacharidy

Monosacharidy nalezi mezi zékladni sacharidy, které nelze hydrolyzovat na jednodussi (bez
roz§tépeni vazby C-C). Oligosacharidy obsahujici dvé az deset monosacharidovych
podjednotek a polysacharidy s fadové stovkami az tisici monosacharidovymi jednotkami
mohou vznikat spojovanim glykosidovymi vazbami. Podle poctu uhlikll (3 az 7) v fetézci se
rozpoznavaji vyznamné monosacharidy triosy, tetrosy, pentosy, hexosy a heptosy. Déle se
klasifikuji dle charakteru karbonylovych skupin na aldosy a ketosy. V potravinach se obvykle
nachazi linedrni uhlikovy fetézec monosacharidi, ale vyskytuji se vSak i monosacharidy
s rozvétvenym uhlikovym fetézcem [9-11].

2.1.2.1 Glukéza
Glukoza je oznacCovana jako dextroza, hroznovy cukr nebo krevni cukr a patiéi do skupiny
aldohexos [9]. Jedna se o bilou krystalickou latku snadno rozpustnou ve vodé, méné sladkou
nez sachardoza [12]. Je to jedna znejzastoupenéjSich slouCenin na Zemi; vznika
Vv rostlinach procesy navazujicich na fotosyntézu a jedna se o vychozi latku pro biosyntézu
dalsich sacharidu.



Volna glukdza se naléza jak v fisi rostlinné, tak zivoc¢isné [9]. Je obsaZzena v ovoci, medu,
rostlinnych §tavach, krvi, lymf¢ apod. Glukoza je zdkladnim zdrojem energie v téle savcl
[9, 13]. Vyskytuje se i vazana jako zaklad mnoha oligosacharidi (zejména disacharidii maltozy,
sachardzy, laktdzy), polysacharidi (Skrobu, celulozy, glykogenu) i heteroglykosidi. Vyrabi se
ze Skrobu (pfedev§im bramborového) kyselou nebo enzymovou hydrolyzou Skrobu,
polysacharid se §tépi pies dextrin, maltézu az na glukézu [9, 12].

Vyuziti nachdzi predevSim v potravinaiském primyslu. Ke slazeni napoji a dalSich
potravinaiskych vyrobktl se vyuziva tzv. fruktézovy sirup slozeny ze smési glukozy a fruktozy
S obsahem fruktozy mezi 42 a 55 %, k jehoZ vyrobé se vyuzivad pfeména glukdzy na mnohem
sladsi fruktézu enzymem glukosaisomerasa. Za ptitomnosti mikroorganismii podléhé glukoza
kvasnym (fermenta¢nim) procesim, z nichZz nejvyznamnéjsi je pfeména na ethanol a na
mlé¢nou kyselinu. Rizenou fermentaci zni lze vyrab&t butan-1-ol, aceton, glycerol nebo
citronovou kyselinu [9].
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Obrazek 1: Strukturni vzorec glukozy

2.1.2.2 Fruktéza

Fruktéza, znama jako ovocny cukr, je velice rozSifeny monosacharid klasifikovany jako
ketohexosa a také nejsladsi pfirodni cukr, vyrazné sladsi nez glukoza [9, 12]. Stejné jako
vSechny vyznamné monosacharidy existuje v pfirod¢ téméef vyhradné€ v konfiguraci D; otaci
vsak rovinu polarizovaného svétla vlevo, proto je nazyvana levuloza [9].

V ptirod¢ se obvykle nevyskytuje ve formé volnych molekul, ale jako soucast disacharidt
(fruktoza v sachardze) a polysacharidii (napt. fruktdza v inulinu) [14]. Pfirozené je obsazena
v fadé potravin, jako je ovoce, zelenina, med a v pfidané formé v potravinach oznacenych
jako dietni nebo light, napojich a nektarech [9, 12, 15]. Pfijem tohoto monosacharidu se
V poslednich letech znaéné zvysil, zejména ve formé kukufi€ného sirupu nebo kukuficného
sirupu s vysokym obsahem fruktozy, ktery dodava vysokou sladivost Siroké skale zpracovanych
potravin a pouziva se piredevs§im jako sladidlo nahrazujici sachardézu a/nebo glukézu diky své
intenzivni sladké chuti a nizkému glykemickému indexu [15].

Produkt zndmy jako med je extrémné koncentrovany viskozni roztok slozeny z cukrii
(cca 80 %), vody (cca 17 %) a "ostatnich" slozek (cca 3 %). Hlavnimi cukry v medu jsou
obvykle fruktéza a glukdza, ve velmi malém mnozstvi jsou pfitomny i dalsi mono-, di- nebo
oligosacharidy, napt. sachar6za, maltoza, isomalt6za, nigeroza, turandza a maltul6za [16].
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Obrazek 2: Strukturni vzorec fruktozy

2.1.3 Oligosacharidy
Oligosacharidy jsou sacharidy slozené ze dvou nebo vice vzajemné vazanych
monosacharidovych podjednotek pomoci glykosidické vazby [12, 17].

Rozlisujeme sacharidy redukujici a neredukujici. Pokud maji volnou poloacetalovou
hydroxylovou skupinu, mohou za zvysené teploty v alkalickém prostiedi redukovat méd’naté
nebo stiibrné ionty, proto jsou oznafovany jako redukujici sacharidy, do této skupiny jsou
zafazeny volné monosacharidy a mnohé oligosacharidy (maltoza, laktoza). Jestlize volnou
poloacetalovou skupinu nemd, protoze pii vzniku glykosidické vazby reagovaly dvé
poloacetalové skupiny, poté se jedna o neredukujici sacharidy (sacharéza) [9, 12].

Potraviny (ovoce, zelenina, mléko, med) obsahuji velké mnozstvi volnych nebo vazanych
oligosacharidd. Jsou slozeny ptedev§im z glukézy, fruktdzy, galaktdézy a maltdézy v riznych
kombinacich. Nejvyznamnéj$imi disacharidy jsou maltoza, sachardza a laktoza [12].

2.1.3.1 Laktéza

Laktoza (B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-D-glukéza), zvana mléény cukr, je redukujici
disacharid obsaZeny v mléce savcu [9, 12, 17]. Je slozena z galaktdzy a glukdzy a nachazi se
predevsim v mléénych vyrobcich, kde se jeji obsah zna¢né 1isi [18, 19]. Potraviny upravované
fermentativnim mléénym kvasenim (jogurt, acidofilni mléko, kefir, syry) mohou obsahovat
snizeny obsah laktozy [12, 18]. V travicim traktu je pozita laktoza hydrolyzovana enzymem
laktazou (B-galaktosidazou) [9, 19]. Pokud je aktivita laktazy nizka nebo chybi, mize
nestravena laktdza vyvolat ptiznaky laktdézové intolerance, mezi které patii bolesti bficha,
nadymani stfev, prujem atd. [19]. Komeréné laktéza nachdzi vyuziti ve farmaceutickém
prumyslu, kojenecké vyzivé a v krmivech pro zvifata [18].

CH,OH CH,OH
HO 9 9
OH L NOH
OH
OH OH

Obrazek 3: Strukturni vzorec laktozy

2.1.3.2 Maltéza

Maltéza (o-D-glukopyranosyl-(1—4)-D-glukosa), téz sladovy cukr, je disacharid tvofeny
dvéma molekulami glukézy [9, 13]. Je zakladni stavebni jednotkou Skrobu a glykogenu. Vznika
enzymovou hydrolyzou Skrobu [9].
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Nachazi se v kli¢icich semenech (v kli¢icim jeCmeni a sladu) a pii vyrobé piva tvoii
podstatnou ¢ast mladiny [9, 12]. Malt6za se vyznacuje charakteristickou chuti [12]. Je podstatné
mén¢ sladsi nez glukéza pfi stejné vyzivové hodnoté. Uplatituje se jako vyzivny piidavek
V potravinaiském a farmaceutickém pramyslu [9]. V pomérné velkém procentualnim
zastoupeni je maltdza obsazena i v medu [12].

CH,OH CH,OH
0 o)
OH OH
o) OH
OH
OH OH

Obrazek 4: Strukturni vzorec maltozy

2.1.3.3 Sacharéza

Sacharoza (B-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid), znama téz jako fepny nebo titinovy
cukr. Jedna se o nejvyznamnéjsi neredukujici disacharid. Je sloZena ze stejnych dili molekul
glukdzy a fruktozy. Nejbéznéjsi vyuziti sachardzy je v potravinaistvi jako univerzalni sladidlo
[9, 13]. Je také surovinou pro vyrobu napf. invertniho cukru, ktery vznika kyselou ¢i
enzymovou hydrolyzou sachardzy, tzv. inverzi. Jednd se o ekvimolarni smés D-glukozy
a D-fruktdzy. Invertni cukr je pouZzivan hlavné jako sladidlo, obvykle ve formé sirupu, jenz ma
relativni sladivost 95-105 % sladkosti sacharozy [11, 17]. Je obsazen v medu a dle poméru

glukdzy a fruktdzy je dana jeho sladivost a tuhost [12].

Sacharoza je velmi rozSifenym cukrem vyskytujicim se zejména v rostlinach. Je naptiklad
pfirozené ptitomna v ovoci. V pramyslu se nejcastéji ziskava rafinaci z cukrové titiny nebo
cukrové fepy. Sachar6za miize byt vyuzivana mikroorganismy jako Zivina, avSak ve zvySenych
koncentracich dochézi k inhibici jejich ristu. Z tohoto diivodu je vyuZivana jako konzervacni
¢inidlo (do marmelad, kompott apod.) [6, 9, 11].

CH,OH
CH,OH
O 0
OH HO
O CH.,OH
OH 2
OH OH

Obrazek 5: Strukturni vzorec sacharozy

2.1.4 Vliv cukri na zdravi

Cukr je od nepaméti jednou z hlavnich slozek lidské stravy. V disledku vysokého vyskytu
civilizacnich chorob v poslednich desetileti se zvySuje podezieni, ze cukr negativné ovliviiuje
lidské zdravi [20].
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Dle vyskytujicich se nazorti odbornikti, zvySeny pfijem potravin s pfidanym cukrem muiize
byt odpovédny zarychly narust obezity, diabetes mellitus, zubniho kazu, hyperaktivity,
metabolického syndromu a kardiovaskularniho onemocnéni. Z diivodu jejich vlivu na vefejné
zdravi bylo zajimavym FeSenim nahradit cukr alternativnimi sladidly [8, 20].

Podle doporuceni Svétové zdravotnické organizace (WHO, World Health Organisation) by
volné cukry (mono- a disacharidy v potravinach, v medu a v ovocnych dzusech) nemély
prevysit 10 % celkového energetického piijmu. V Ceské republice se doporuduje pfijimat jednu
az tii ¢ajové 1zicky (méné nez 15 g) cukru denné [20].

2.1.4.1 Diabetes mellitus

Pfiznaky diabetu jsou zptsobeny nedostatkem inzulinu, ktery je dusledkem bud’ snizené
produkce inzulinu, nebo snizeného tc¢inku inzulinu na bunécné trovni. Nejrozsitenéjsi formou
diabetu je diabetes mellitus nezavisly na inzulinu. Za¢ina nejéastéji v dospélosti a je spojen
s obezitou [21].

Primarnim cilem 1é¢by diabetu je dnes kontrola hladiny glukézy v krvi. Spotiebitelé by se
méli fidit dietnim doporucenim [1]. Ve stravé pro diabetes jsou zahrnuty potraviny s vysokym
obsahem sacharidu, s dirazem na ovoce, zeleninu a celozrnné produkty. Tyto potraviny jsou
doporucovany kvili pomalému uvoliiovani glukdzy, coz snizuje metabolické naroky na inzulin.
Diabetické asociace doporucuji pro osoby s diabetem niZ§i pfijem cukrti nez u bézné populace
[21]. Potravinafsky priamysl muze tedy vyznamné ptispét s poskytovanim upravenych
potravinaiskych vyrobka. To vedlo k objeveni né€kolika forem alternativnich intenzivnich
sladidel, které umoznily nabidnout spotiebiteli sladkou chut’ bez kalorii [1].

Utinky sacharidovych potravin na hladinu glukézy v krvi lze porovnat pomoci
glykemického indexu, coZ je standardizovana mira celkového zvySeni hladiny glukézy v krvi
nad vychozi hodnotu béhem dvou hodin po konzumaci 50 g sacharidové potraviny [21].
Glykemicky index se vyjadiuje na glukoézové stupnici, kdy glukéza ma hodnotu 100 nebo ve
stupnici s bilym chlebem, ktery ma hodnotu 100. Hodnota glykemického indexu sacharézy je
68 a fruktozy 30 [22].

Za potraviny s vysokym glykemickym indexem se povazuji potraviny se sacharidy, které
jsou traveny, absorbovany a rychle metabolizovany (GI > 70 na glukozové stupnici). Zatimco
ty, které jsou trdveny, absorbovany a metabolizovany pomalu, jsou povazovany za potraviny
s nizkym glykemickym indexem (Gl < 55 na glukézové stupnici) [22].

2.14.2 Obezita

Prebytecny télesny tuk vznika z energetické nerovnovahy zplisobené tim, Ze jime ptili§ mnoho
kalorii a vyuzijeme jen malo z nich. Mozna proto, ze cukr pfidava hodnotu mnoha jidlim
a napojum, byla vyslovena hypotéza, ze cukr hraje kliCovou roli v rozsiteni vzniku obezity [21].

2.14.3 Zubnikaz

Zubni kaz je celosvétove jednim z nejvétSich zdravotnich problémi. Nadmérny piijem cukru
ajinych fermentovatelnych sacharidii je hlavnim pfi¢innym faktorem vzniku a progrese
zubniho kazu [7, 23]. Optimalni pH ustni dutiny je 6,7 az 7,2, prahovou hodnotou pro vznik
zubniho kazu je pH 5,5 a k erozi dentinu dochazi pii pH 6,0. Zubni kaz se vyskytuje v dutiné
ustni, kde se nachazi i cukr.
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Po konzumaci cukru v§ak muze pH v zubnim plaku rychle klesnout na < 5,0 v disledku
produkce organickych kyselin (mlécné, octové a propionové) bakterialnim metabolismem
[8, 23]. Procento ubytku materialu zubu pii erozi skloviny a dentinu se zvySuje s dobou
expozice a frekvenci konzumace [23].

Zubni kaz je ale ovlivnén i mnoha dalSimi faktory, jako naptiklad nedostate¢na pozornost
vénovana péci o stni hygienu, dodavanim fluoridd, bakterialnimi slozkami plaku, mnozstvim
a slozenim slin, typem preventivni péce a imunologickou odpoveédi jedince [21].

2.2 Nahradni sladidla

Sladidlo je potravinatska piidatna latka v potravinach, ktera napodobuje chutovy téinek cukru
a pouziva se kupravé sladkosti. Nahradni sladidla jsou syntetické nebo polysyntetické
organické slouceniny ziskané chemickou syntézou, které se staly celosvétové popularni
a vysledkem je Siroké vyuziti v potravinach, népojich, farmaceutickych vyrobcich a vyrobcich
osobni hygieny jako nahrazka stolniho cukru [1, 2, 4]. Sladidla jsou b&ézné pouzivany
V potravinafském primyslu samostatné nebo v kombinaci ke sladéni cukrovinek, zvykacek
a dzemu [24].

Aby byla latka pfijatelnym sladidlem komercniho vyuziti musi mit dostatecnou sladici
schopnost s pfijemnou chuti za rozumnou cenu. Nebyt karcinogenni a mutagenni. Byt
termostabilni (tj. odolat teplotam varu). Mit nizky pocet nebo zadné kalorie [6].

V soucasné dob¢ hraji v potravinaiském primyslu zasadni roli nahradni sladidla, jako je
napiiklad acesulfam draselny, aspartam, cyklamat, neotam, sacharin a sukral6za, jejichz sladici
sila je asi 30 az 13 000krat vyssi nez u sachardzy, bézné pouzivaného cukru. Vétsina sladidel
ma poZadovanou sladkost, a jelikoZ nemiiZzou byt v lidském téle metabolizovany, neposkytuji
zadné nebo jen malé mnozstvi kalorii v potravinach, jsou tedy oznacovany jako cukry
s nulovym obsahem kalorii. Proto jsou prosp&sné pii kontrole télesné hmotnosti a hladiny
inzulinu. ProtoZe nekalorickd sladidla jsou obecné mnohem sladsi nez sachardza, Ize je tedy
pouzit v malém mnozstvi k nahrazeni sladkosti mnohem vyssiho mnozstvi cukru [1, 2, 4, 8].

Podle pravnich ptedpist Evropské unie (EU) jsou vSechny potravinaiské ptidatné latky
oznaceny Cislem E a musi byt vzdy uvedeny na obalu v seznamu slozek. VSechny potravinarskeé
piidatné latky musi byt pred svym pouZitim schvéaleny zvlaStnimi pravnimi ptedpisy, jako jsou
predpisy EU a Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv Spojenych statti americkych (FDA,U.S. Food
and Drug Administration) [5].

2.2.1 Rozdéleni nahradnich sladidel

Sladidla se déli na intenzivni a objemova. Vysoce intenzivni sladidla maji sladkou chut’, ale
jsou nekalorickd, v podstaté neposkytuji potravindm zadny objem, maji vétsi sladivost nez cukr,
a proto se pouzivaji ve velmi nizkych davkach [25]. Intenzivni sladidla se d€li na
semisyntetickd, syntetickd, véetn¢ aspartamu, sacharinu a sukral6zy; a na ptirodni extrahovana
z rostlin, jako jsou steviol glykosidy, thaumatin a monellin. Mnoho spotiebitelt v§ak preferuje
vyrobky s ptirodnimi sladidly [8, 25]. Naproti tomu objemova sladidla jsou obvykle sacharidy,
které dodavaji potravinam energii (kalorie) a objem [25]. Maji podobnou sladivost jako cukr
apouzivaji se ve srovnatelném mnozstvi. Nejpopularngj§imi objemovymi sladidly jsou
erythritol, sorbitol, xylitol, maltitol, isomalt, laktitol a mannitol [26].
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Dalsi zptsob, jak klasifikovat sladidla, je podle doby, kdy byly objeveny. Sacharin, cyklamat
a aspartam, které byly nejdiive znamymi sladidly, se oznacuji jako ,,sladidla prvni generace®.
Mezi novéjsi sladidla se tadi acesulfam-K, sukraloza, alitam a neotam, jsou kategorizovana
jako sladidla druhé generace [6].

Vétsi skupinou nahradnich sladidel jsou cukerné alkoholy (polyoly), coz jsou malo
stravitelné sacharidy, které se ziskavaji zaménou aldehydové skupiny za hydroxylovou. Protoze
vétSina cukernych alkohold vznikd z odpovidajicich aldézovych cukrl, nazyvaji se také
alditoly. Mezi cukerné alkoholy Ize zatradit hydrogenované monosacharidy (sorbitol, mannitol),
hydrogenované disacharidy (isomalt, maltitol, laktitol) a smési hydrogenovanych mono-,
di- a/nebo oligosacharidii (hydrogenované skrobové hydrolyzaty) [5].

2.2.2 Legislativa

Pii vyrobé potravin lze pouZzivat pouze piidatné latky, které byly schvaleny postupem podle
natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1331/2008, které stanovuje jednotny postup
pro posuzovani a povolovani potravinaitskych ptidatnych latek, potravinatskych enzymi
a potravinarskych aromat a které jsou uvedeny na seznamech schvalenych potravinaiskych
ptidatnych latek Unie v piiloze Il a v pfiloze Il nafizeni (ES) ¢. 1333/2008 0 potravinaiskych
piidatnych latkach. Natizeni (ES) ¢. 1333/2008 stanovuje pravidla pro potravinairské ptidatné
latky, podminky pouziti potravinaiskych ptidatnych latek v potravinach, v potravinaiskych
ptidatnych latkach, v potravinatrskych enzymech a v potravinaiskych aromatech a pravidla pro
oznacovani potravinatskych ptidatnych latek prodavanych jako takové [27, 28].

Seznamy potravinaiskych ptidatnych latek Unie schvélenych pro pouziti v potravinach
a podminky pouziti byly pfijaty natizenim (EU) €. 1129/2011, kterym se méni ptiloha II
nafizeni evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 vytvofenim seznamu
potravinaiskych ptidatnych latek Unie a natizenim (EU) ¢. 1130/2011, kterym se méni ptiloha
Il natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1333/2008 o potravinatfskych ptidatnych
latkach zavedenim seznamu potravinaiskych ptidatnych latek Unie schvalenych pro pouziti
Vv potravinatskych ptidatnych latkach, potravinaiskych enzymech, potravinarskych aromatech
a zivinach [27].

V Ceské republice stanovuje vyhlaska &. 4/2008 Sb. druhy a podminky pouziti pfidatnych
latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé potravin. V piiloze €. 5 vyhlasky je uveden seznam
povolenych sladidel pfi vyrob¢ potravin a skupin potravin a podminky jejich pouziti. Vyhlaska
¢. 4/2008 Sb. byla zrusena vyhlaskou ¢. 253/2018 Sh., ktera pojednava o pozadavcich na
extrakéni rozpoustédla pouzivana pti vyrob¢ potravin [29, 30].

2.2.3 Vliv sladidel na lidské zdravi
Potravinatsky primysl 1 spotiebitelé piidavaji ndhradni sladidla do svych potravin a napojt,
protoze chtéji sladkou chut’ bez pridanych kalorii [1, 24]. Pokud jde o celkové zdravi jsou
nahrazky cukru obzvlasté prospéSnou pomiickou k udrZeni sniZzeného energetického piijmu
a télesné hmotnosti a ke snizeni rizika diabetes typu 2 a kardiovaskularnich onemocnéni ve
srovnani s cukry [6].

Navzdory skutecnosti, ze doposud provedené studie uvadeji dostatek vyhod, nékolik udajii
se tyka nezadoucich u¢inki u spotiebitell [8]. Nadmérny ptijem nahradnich sladidel mize mit
za nasledek potencialné neptiznivé u€inky na lidské zdravi.

14


https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76512.aspx
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:354:0001:0006:CS:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:354:0016:0033:cs:PDF
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:354:0016:0033:cs:PDF

V disledku toho je v zdjmu ochrany spotiebiteli dulezité sledovat obsah intenzivnich
sladidel v ruznych druzich potravin [2]. Pro pouziti a davkovani jednotlivych sladidel
V potravinach a napojich jsou stanoveny hodnoty ADI (pfijatelna denni davka), které byly
piifazeny po piezkoumani jejich studii hodnoceni bezpecnosti. ADI udava, jaké maximalni
mnozstvi sladidla v miligramech lze za den pfijmout na kilogram télesné hmotnosti, aniz by
znamenalo zdravotni riziko [8].

V predklinickych a klinickych studiich bylo prokazano, ze sladidla mohou mit negativni
ucinky na slozeni stfevni mikrobioty, kontrolu chuti k jidlu a metabolismus glukozy [8].

SniZzeni mnozstvi cukru ve stravé lidi, zeyména déti, je dilezitym faktorem pii prevenci
zubniho kazu. Pfedpoklada se, ze pouzivani nahrazek sachardzy v cukrovinkach by ¢asteéné
piispé€lo k poklesu prevalence zubniho kazu v praimyslovych zemich, ze by mohly hrat dalezitou
roli pfi posunu procesu kazu ve prospéch zachovani zdravi zubli a mély by byt doporucovany
jako soucast celkové preventivni 1€cby u pacientil s vysokym rizikem vzniku zubniho kazu.
Ackoliv maji antikariogenni vlastnosti, neni dostatek ditkkazii k tomu, abychom je mohli
doporucit jako strategii prvni volby [6].

2.2.4 Acesulfam K

Acesulfam draselny (K) je bily krystalicky prasek a zvyraznovac chuti, Ktery je ptiblizné
200krat sladsi nez sachar6za a ma vysokou rozpustnost ve vodé [1]. Ptijatelna denni davka pro
acesulfam K (ADI) je doporucena 9-15 mg/kg [13, 31]. Toto sladidlo je stabilni pii vysokych
teplotach a 1 pifi ruznych podminkach vyskytujicich se Vv nealkoholickych napojich
a potravinach [8, 31]. Zanechava jemn¢ nahotklou pachut, ktera byva potlaéena smichanim
s jinymi sladidly v poméru 1:1. Ma schopnost zvyraznovat sladivost dal$ich nahradnich sladidel
[13]. V lidském téle neni metabolizovan a je vylu¢ovan moci, tim padem neposkytuje zadné
kalorie a navzdory obsahu drasliku neovliviiuje ptijem drasliku [6, 9].

2.2.4.1 Zdravotni nezavadnost acesulfamu K

V roce 1988 FDA schvalila pouziti acesulfamu K v riznych suchych potravinatskych vyrobcich
véetné zvykacek, instantniho ¢aje, kavy a v alkoholickych napojich [1, 6]. Nasledné v roce 2003
agentura schvalila jeho pouZiti jako univerzalniho sladidla. Jednim z rozkladnych produktt
acesulfamu K je acetoacetamid, o némz je znamo, Ze je toxicky, pokud je konzumovan ve velmi
velkych davkach, protoze expozice c¢lovéka tomuto rozkladnému produktu by byla
zanedbatelna. FDA dospél k zavéru, Ze jeho dalsi testovani neni nutné [1]. Nezjistily se zadné
prokazatelné dikazy o karcinogenité, mutagenité nebo toxicit¢ [6]. | védecky vybor pro
potraviny Evropské komise podpofil jeho bezpecnost, ale doporucil piijatelnou denni davku
[31].

2.2.4.2 Vyuziti acesulfamu K

Acesulfam K je tepelné stabilni, takZe ho lze pouzit pfi vafeni a peCeni. Pokud se pouziva
samostatné ke slazeni potravin nebo napoju, je mnozstvi velmi malé vzhledem k jeho intenzivni
sladici schopnosti a také proto, ze se ¢asto pouziva v kombinaci s jinymi sladidly z ditvodu jeho
zanechavani hotké pachuté [1, 32]. Acesulfam K se obvykle misi se sukral6zou nebo
aspartamem, pticemz kazdé sladidlo maskuje chut’ druhého a vykazuje synergické efekty, diky
nimz je sm¢s sladsi neZ jeho slozky [1].
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Jedna se o univerzalni sladidlo, které se pouziva v pecivu, cukrovinkach, zvykackach,
dezertech, dietnich napojich, Zelatinach, pudincich [32]. Pouziva se také v zubnich pastach,
ustnich vodach a farmaceutickych piipravcich [20].

2.2.5 Aspartam

Jedna se oumélé nesacharidové sladidlo, které je metylesterem dipeptidu aminokyselin
kyseliny asparagové a fenylalaninu [1]. Je oznacovan za prvni sladidlo s vysokou sladivou
ucinnosti a Siroce piijatelnym chutovym profilem [33]. Ackoli aspartam poskytuje energii
odpovidajici 4 Kcal/g (jako sachardza), jeho vysoka sladivost (asi 200krat vysSi nez
U sacharozy) vsak vede k tomu, ze se obvykle pouziva ve velmi nizké koncentraci, a proto
mnozstvi pouzivané pii piipravé dietnich a nizkokalorickych potravin je tak malé, Ze jeho
kaloricky pfijem je nepodstatny [1, 8, 33]. Piijatelna denni davka (ADI) je doporucena
50 mg/kg [34]. Aspartam je tepelné nestabilni pti del$im zahiivani, pii kterém ztraci sladivost,
proto jej nelze pouzivat pii peCeni nebo vareni [1, 34]. Je mirné rozpustny ve vodeé (asi 3 g na
100 ml, pH 3 pii pokojové teploté). Rozpustnost se zvySuje s vys$sim nebo niz§im pH a také se
zvysenou teplotou. Ve vodném roztoku je vztah mezi pH a stabilitou aspartamu zvonovita
kiivka s maximem stability pii pH 4,3 [1].

Po poziti se aspartam rozklada na ptirozené zbytkové slozky, véetné kyseliny asparagoveé,
fenylalaninu, methanolu a dalSich rozkladnych produkti véetné formaldehydu, kyseliny
mravenci a diketopiperazinu. Kazdy z nich se pak metabolizuje stejné, jako kdyby pochazel
Z jinych potravinovych zdroji (maso, mléko, zelenina a ovoce). Jeho konzumovani v bézné
strave je tak bezpecné [1, 20].

2.2.5.1 Zdravotni nezavadnost aspartamu

Utad FDA schvalil aspartam jako prvni sladidlo v roce 1981 pro pouziti za uréitych podminek
jako stolni sladidlo, do zvykacek, studenych snidanovych cerealii a suchych zaklada nékterych
potravin [6, 34]. V roce 1983 FDA povolil pouziti aspartamu v sycenych napojich a sypkych
sirupovych bazich a v roce 1996 jej schvalil jako "sladidlo pro vSeobecné pouziti" [34].

Védcei z FDA ptezkoumali védecké udaje tykajici se bezpecnosti aspartamu v potravinach
a dospéli k zavéru, ze za urcitych podminek je pro béznou populaci bezpecny [34]. Pro osoby
se vzacnym dédicnym onemocnénim znamym jako fenylketonurie (PKU) ptedstavuje
fenylalanin zdravotni riziko, protoze ho obtizn¢ metabolizuji. Protoze je I soucasti aspartamu,
méli by tyto osoby kontrolovat jeho pfijem nejen v ném ale i ze vSech zdroji. Na etiketach
potravin a napoji obsahujicich aspartam musi byt uvedeno prohlasSeni, které informuje osoby
s PKU, ze vyrobek obsahuje fenylalanin [1, 34].

Na zéklad¢ prezkoumdani vladnich vyzkumt a doporuceni poradnich organti, jako je
Védecky vybor pro potraviny Evropské komise a spole¢ny Vybor odborniki organizace pro
vyzivu a zemé&délstvi Spojenych narodi (FAO, Food and Agriculture Organization of the
United Nations) a WHO pro potravinaiské ptidatné latky, byl aspartam ve vice nez devadesati
zemich svéta shledan bezpeénym pro lidskou spotiebu [1, 6]. Navzdory nékterym nevédeckym
predpokladiim neexistuji Zadné dikazy o tom, Ze by aspartam byl karcinogenni. Jedna se také
0 nekariogenni sladidlo [6].
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2.2.5.2 Vyuziti aspartamu

Aspartam se pouziva predevSim ke slazeni rlznych nizkokalorickych potravin
a nealkoholickych napoji, vcetné nizkokalorického stolniho sladidla. Také je pouzivan
k pfipravé zvykacek, jogurti, cukrovinek, snidanovych cerealii, Zelé, pudinku, instantni kavy,
Caje a farmaceutickych vyrobki [1, 6, 8].

2.2.6 Mannitol

Mannitol spada mezi méné pouzivané alkoholové cukry [13, 33]. Vyuziti cukernych alkoholi
spociva v jejich schopnosti maskovat hotké nepiijemné chuté jinych nizkokalorickych sladidel
[33]. Mannitol, izomer sorbitolu, je asi 0 50 % sladsi nez sachardza a na rozdil od sorbitolu je
stabilni vici vlhkosti, m& velmi nizkou hygroskopi¢nost. Je komeréné dostupny v raznych
formach bilého krystalického prasku a granuli, které jsou rozpustné ve vod¢ [35]. Poskytuje
ptiblizné polovi¢ni kalorickou hodnotu (~2 kcal/g) a ma zanedbatelny chladivy G¢inek [33, 36].
Denni limit pro mannitol neni specifikovan [37]. Pii pouZiti jako sloZka potravin mannitol
zvySuje hladinu glukézy v krvi v mensi mife nez sachar6za, ma tedy relativné nizky glykemicky
index, a proto se pouziva jako sladidlo pro osoby s cukrovkou a do zZvykacek [36].

Mannitol se pouzivd v Iékafstvi a potravindfstvi a komeréné¢ se vyrabi chemickou
hydrogenaci frukt6zy nebo extrakci z motskych fas. Pfirozené se vyskytuje v mnoha rostlinach,
fasach, houbach a bakteriich. Hraje roli pfi skladovani energie, fermentaci, odstranovani
reaktivnich forem kysliku, osmoregulaci a obrané proti patogenim [38].

2.2.6.1 Zdravotni nezavadnost mannitolu
Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv Spojenych stati americkych (FDA) povazuje cukerné
alkoholy, mezi které patii mannitol, za "obecné uznavané jako bezpetné (GRAS)" nebo
schvalené potravinaiské piidatné latky. Mannitol (E421) je zahrnut v Evropském seznamu
potravinafskych pfidatnych latek. Pfi konzumaci nadmérného mnozstvi mohou cukerné
alkoholy zpiisobit prijjem, kdy se nevstiebané mnozstvi cukernych alkoholi dostava do tlustého
stfeva, kde na sebe vaze vodu a podléha fermentaci, coz ma za nasledek projimavy efekt,
plynatost a prijem. Proto je u vSech potravin obsahujicich vice nez 10 % piidanych polyolt
vyzadovano projimavé varovani [39].

Mannitol nelze v lidském zaludku stravit, ale mize pronikat do krevniho obéhu a nasavat
vodu do kapilar, coz vede k rozsifeni krevnich kapilar a sniZzeni krevniho tlaku. Jako
potravinarska ptisada ma mannitol dobré diuretické vlastnosti [36].

2.2.6.2 Vyuziti mannitolu

Uplatiiuje se v medicinské praxi i jako sladidlo [13]. Je velmi uzite¢ny jako potah tvrdych
bonbonil, suseného ovoce a zvykacek [36]. Pouziva se také ke slazeni zvykacek, matovych
bonbontl a pastilek k ,,osvézeni dechu®, nebot’ se rozpousténim mannitolu odcerpava teplo,
a tak chladivy efekt dodava pocit svézesti. Pfi davkach vyssich nez 20 g ma projimavé Gcinky,
a proto se nékdy aplikuje jako projimadlo pro déti [13, 36].

17



2.2.7 Maltitol

Maltitol je disacharidovy polyol, ktery se sklada ze stejného podilu glukézy a sorbitolu
a ziskava se ze Skrobu hydrogenaci maltézy nebo glukdézového sirupu s velmi vysokym
obsahem maltozy [6]. Maltitol se vyznacuje vlastnostmi, které se nejvice podobaji vlastnostem
sachardzy. Jeho sladkost je Cista a pfijemna, dosahuje az 90 % sladivosti pfipisované sacharoze,
ale jeho kaloricka hodnota ¢ini 2,1-2,4 kcal/g [5, 39]. Pfijatelna denni davka (ADI) pro maltitol
neni specifikovana [40]. Nizka kaloricka hodnota je vSak kombinovana s nejvySSim
glykemickym indexem ze vSech cukernych alkohold, tj. 35 % ve srovnani s glukdzou, ale stale
jen polovi¢nim ve srovnani se sacharézou [5, 39]. Ze vSech polyold ma maltitol kiivku
rozpustnosti nejblize kiivce rozpustnosti sachardzy a je volné€ rozpustny ve vod€. Srovnatelna
rozpustnost napomaha tomu, ze se maltitol rozpousti v Gstech tém¢éf stejné jako sacharoza, takze
v ustech je citit o¢ekavana sladka chut’ daného potravinaiského vyrobku [5, 41].

Vzhledem k vysoké krystalické Cistoté¢ a chemickému slozeni je maltitol ve své ptirodni
krystalick¢ formé méné hygroskopicky nez cukr. To by pii zpracovani za danych
atmosférickych/klimatickych podminek znamenalo lepsi skladovatelnost zbozi vyrobeného
z maltitolu nez ze sachardzy. Nizka hygroskopi¢nost maltitolu vede k dlouhotrvajici kiupavosti,
pokud se pouziva jako potah na cukrovinky a zvykacky. Pfi zahfivani nereaguje
s aminokyselinami, coz zabrafiuje Maillardovym reakcim, a tim snizuje potencidl nadmérného
hnédnuti [41]. Nepodléha ani procesu karamelizace a jeho chladivy tcinek je ve srovnani
s jinymi polyoly zanedbatelny [33, 41].

Maltitol se pfirozené vyskytuje v riznych druzich ovoce a zeleniny. Mala mnozstvi maltitolu
se prirozené vyskytuji v prazeném sladu a listech ¢ekanky. Komer¢né se vyrabi ze Skrobu
obilovin, jako je kukufice, pSenice a brambory [41].

2.2.7.1 Zdravotni nezavadnost maltitolu

Podle hodnoceni Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) a Komise Codex
Alimentarius jsou maltitol a dalSi nizkokalorickd sladidla bezpe¢na pro lidskou spotiebu
a nezpusobuji rakovinu ani jiné zdravotni problémy, pokud jsou konzumovéna v piijatelném
dennim piijmu (ADI). Stejné tak rozséhlé toxikologické testy, provedené Spolecnym vyborem
expertdt FAO/WHO pro potravinarské pridatné latky (JECFA), prokazaly, ze maltitolové sirupy
jsou pro lidskou spotiebu bezpecné [41].

Obecné lze fict, Ze vétSina polyold, vcetné maltitolu ptedstavuje pro ¢lovéka nizké riziko,
ale pfi nadmérné konzumaci, v mnozstvi vétsim nez 25-30 g/kg télesné hmotnosti denné, ma
nékolik nezadoucich Ucinkd, jako jsou projimavost, gastrointestindlni ptiznaky, nadymani,
prujem a bolesti bticha [5, 41]. Proto pokud jakykoli potravinaisky vyrobek obsahuje vice nez
10 % pfidaného maltitolu nebo jinych polyoll, musi obsahovat prohlaseni "nadmérna
konzumace miize mit projimavé ucinky". Krom¢ toho mize maltitol pfi dlouhodobém uzivani
vysokych davek, zejména v prvnim trimestru t€hotenstvi, vyvolat hyperglykémii a snizit
hmotnost embrya. Proto je tfeba dbat opatrnosti pfi jeho pouZzivani ve vysSich koncentracich
V potravinach a napojich v zajmu zdravi nasi generace a generaci budoucich [41].

Maltitol je bezpecny i pro diabetiky. Vzhledem k tomu, ze fermentuje v tlustém stieve, je
rychlost jeho traveni pomald a neni zcela straven, cozZ znamena pomalejsi vzestup hladiny cukru
a inzulinu v krvi ve srovnani s gluk6zou a sachardzou [41].
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Jeho pouzivani neusnadiiuje vznik zubniho kazu, protoze nemtize byt metabolizovan
bakteriemi v Gstni dutiné [39, 41]. A nedavna studie ukazala, Zze maltitol ve Zvykackach
vyznamng¢ snizuje koncentraci kariogennich druht bakterii (S. mutans, S. sobrinus, A. viscosus
a Lactobacillus) v zubnim plaku ve srovnani se zvykackovou bazi [6].

2.2.7.2 Vyuziti maltitolu

Maltitol ma mnohostranné vyuziti jako ndhrazka cukru v potravinatskych vyrobcich, jako jsou
pekatské a mlééné vyrobky, cokolada a sladkosti. Muze v potravinach a napojich ptsobit jako
objemové ¢inidlo, zvlh¢ovadlo, emulgator, stabilizator sladidel nebo zahust'ovadlo. Maltitol je
komeréné dostupny jako maltitolovy sirup (E965ii1) a krystalicky maltitol (E9651) a je jiz
obsazen v celé fad¢ potravin, jako jsou zvykacky, Cokolada, tabulkové mentolky a dalsi
ptibuzné vyrobky, naptiklad tvrdé a zvykaci bonbony [39, 41]. Celkové sladkosti vyrobené
s timto sladidlem se 1épe Zvykaji a nejsou tak lepivé. Maltitolovy sirup je vynikajici pro
pektinové zelé. Maltitol je také uziteCnou nahrazkou tuku a cukru v mraZenych mléénych
vyrobcich a zmrzling, protoze dodava vyrobkiim krémovitost, sladkost a lepivost a prodluzuje
jejich trvanlivost [41].

Pouziva se také ve farmaceutickych ptipravcich nebo v ptipravcich pro péci o ustni dutinu
(zubni pasty). Jako pomocna latka ve farmaceutickych pfipravcich se maltitolovy sirup pouziva
jako nizkokalorické sladidlo, napi. v sirupu proti kasli. Nizkd tendence ke krystalizaci
a hygroskopické vlastnosti maltitolu z n& délaji zvlhcujici a zvlacnujici latku,
napft. V hydrata¢nich ptipravcich na pokozku. Pouziva se také jako zmékcovadlo v Zelatinovych
kapslich [39, 41].

2.2.8 Sorbitol

Sorbitol také patii mezi cukerné alkoholy [13]. Dodava v ustech jemny pocit sladké, chladivé
a ptijemné chuti a vykazuje dobré chut'ové vlastnosti. Je asi 0 60 % sladsi neZ sachar6za, dodava
sladkost, ktera neni dlouhotrvajici a ma pomérné silné zaporné teplo roztoku (-27 kcal/g)
[33, 39]. M4 nizkou vyzivovou hodnotu asi 2,6 kcal/g a velmi nizkou glykemickou odezvu,
ktera je pouze 9 % glykemie glukézy [39]. Denni limit pro sorbitol neni specifikovan [42].
Sorbitol se jako nejhygroskopi¢téjsi ze vsech cukernych alkoholii pouziva jako zvlh¢ujici latka,
kde tvrdé konkuruje propylenglykolu a glycerinu [39].

Sorbitol se komeréné vyrabi enzymaticky ze skrobu, ¢imz vznika kukufi¢ny sirup s vysokym
obsahem dextrozy, ktery se nasledné podrobuje katalytické hydrogenaci [39]. V pfirodé se
naléza v nekterych bobulich, jako je jefab, hroznové vino nebo dalsi ovoce (tfesné, Svestky,
hrusky, jablka), ale pro télo je tézko vstfebatelny. Proto mize u citlivych lidi zpasobit stfevni
potize a mit projimavé ucinky [13].

2.2.8.1 Zdravotni nezavadnost sorbiolu

Sorbitol patfici mezi alkoholové cukry FDA povazuje za "obecné uznavany jako bezpecny"
nebo za schvéleny potravinatskou ptidatnou latku. Evropsky seznam potravinaiskych
ptidatnych latek zahrnuje i sorbitol (E420) [39]. Vedlejsi ucinky alkoholovych cukrii viz 2.2.6.1
Zdravotni nezavadnost mannitolu.
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2.2.8.2 Vyuziti sorbitolu

Jedna se o idealni slozku dietnich potravin, v¢etné dietnich napoji a zmrzlin, mentolovych
bonbonti a zZvykacek bez cukru, u kterych se vyuziva toho, ze bakterie sorbitol hiife rozkladaji,
a tak nezpusobuji vznik zubniho kazu [13, 39]. Sorbitol ma v potravinaiském primyslu Siroké
vyuziti i jako nahradni sladidlo pro diabetiky [13].

Sorbitol v potravinarskych ~ vyrobcich  plni i dals§i funkce, putsobi jako
kryoprotektant, zvlhéujici latka a mize chranit pfed poskozenim mrazem a susenim, naptiklad
pii vyrobé enzymt nebo citlivych biotechnologickych 1éciv. Kapalny sorbitol se pouziva
k maskovani chuti a jako plnidlo, které dodava tekutym Iékovym formam hustotu a viskozitu
[33, 39]. Sorbitolové sirupy, které piispivaji k vyssimu obsahu vlhkosti, se pouzivaji jako
stabilizatory vlhkosti a zmé&k¢ovadla v cukrovinkach [33]. Sorbitol se pouziva jako prodluzovac
trvanlivosti, pisobi jako modifikator a inhibitor krystalil, ktery zabranuje tvorb¢ krystali cukru
v sirupech. Sorbitol v prasku vykazuje dobrou lisovatelnost. Pouziva se jako pojivo nebo
objemové Cinidlo pfi pfimém lisovani tablet a také v primyslovych tabletach detergentd, tabaku
a kosmetiky. Dalsi vyuziti v kosmetice a Ustni hygiené¢ zahrnuje zubni pasty, ustni vody
a osvézovace dechu [39].

2.2.9 Sukraléza

Sukral6za se vyrabi selektivni substituci, kdy tii atomy chloridu nahrazuji tfi hydroxylové
skupiny na molekule sachardzy, coz muze Castecné vysvétlovat, pro¢ sukraldéza vykazuje
chutovy profil velmi podobny sacharoze [1, 33]. A¢koli se sukraldza vyrabi z cukru, lidské télo
ji jako cukr nerozpoznava a nemetabolizuje, proto neposkytuje zadné kalorie. Vétsina pozité
sukraldzy neopusti travici trakt a je pfimo vylou€ena stolici, zatimco 11-27 % se ji vstieba.
Mnozstvi, které se vstieba z gastrointestinalniho traktu, je z velké ¢asti odstranéno z krevniho
obéhu ledvinami a vylou¢eno moci [1].

Sukral6za je asi 600krat slad$i neZ sachardza a je velmi stabilni vici Siroké Skale podminek
zpracovani. Ma ptijemnou sladkou chut’ a jeji kvalitativni a ¢asovy profil intenzity je velmi
blizky profilu sachardzy [1]. Rychle dosahuje vrcholu sladkosti, ale nerozklada se tak rychle
jako sacharoza, coz vede k nezadouci zbytkové sladkosti [33]. Na rozdil od mnoha jinych
vysoce ucinnych sladidel nema sukraldoza vyrazné hoikou pachut’, coz ji spolu s vysokou
stabilitou za nejriznéjSich podminek ucinilo oblibenym sladidlem v mnoha modernich
aplikacich, z toho diivodu byva hojné komercné doporuc¢ovana diabetiktim [13, 33]. Piijatelny
denni pfijem (ADI) sukral6zy je 5 mg/kg télesné hmotnosti/den [1]. Sukraldza je velmi dobie
rozpustna ve vod¢ a je stabilni v Sirokém rozmezi pH a teplot. Jako jednu z mala nahradnich
sladidel ji Ize pouzit pro tepelnou upravu pokrml a pii peceni [1, 13]. Pti skladovani za
vysokych teplot uvoliuje HCI a vytvaii uréity druh zabarveni [1].

2.2.9.1 Zdravotni nezavadnost sukralozy

Utad FDA schvalil sukralézu pro pouziti v 15 kategoriich potravin v roce 1998 a Evropska
komise pro bezpecnost potravin (EFSA) v roce 2000 [20, 34]. FDA schvalilo sukralozu i pro
pouziti jako univerzalni sladidlo pro potraviny v roce 1999 za urcitych podminek pouziti [34].

20



Sukral6za byla podrobné prostudovana. Pti schvalovani jejiho pouziti, jako univerzalniho
sladidla pro potraviny, afad FDA pifezkoumal vice nez 110 bezpe¢nostnich studii [34]. Mnohé
z téchto studii byly zamétfeny na zjisténi moznych toxickych uc¢inkl vcetné karcinogennich
reprodukénich a neurologickych G¢inku, ale Zzadné takové ucinky nebyly zjistény [1]. Vysledky
dalsich riznych studii také prokazaly, Ze sukraloza neni kariogenni [6]. Schvéleni Ufadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) vychazi ze zjisténi, ze sukraldza je pro lidskou spotiebu
bezpecna [1].

2.2.9.2 Vyuziti sukralézy

Sukral6za je celosvétove rozsitené univerzalni sladidlo, které 1ze nalézt v fad€ potravinaiskych
vyrobku véetné peciva, sycenych i nesycenych napoji, zvykacek, cukrovinek, zelatiny, cerealii,
koteni, vyzivovych vyrobki a dopliiki stravy, mrazenych mléénych dezertii a stolniho sladidla.
Stolni sladidla slazend sukral6zou mohou obsahovat dalsi sacharidy pro dosazeni textury
aobjemu. Je tepelné stabilni, coZz znamena, ze zustava sladka i pfi pouziti pfi vysokych
teplotach béhem peceni, takze je vhodna jako nahrada cukru v pecivu [6, 32, 34].

2.2.10 Xylitol

Xylitol je pfirozené se vyskytujici cukr, patii mezi tzv. alkoholové cukry a jedna se o nekvasici
polyol piijemné chuti [1, 6, 13]. Cukr odpovidajici xylitolu je xyloza, ktera ma pét uhlika
a chutna i vypada presné jako sachar6za a ma podobnou sladivost [1, 6]. Xylitol se u ¢loveéka
metabolizuje snadno a nezavisle na inzulinu a produkuje velmi malé mnozstvi energie. Ma
uznavany glykemicky index 8 a jeho kaloricka hodnota je 2,4 kcal/g [1]. V roce 1996 Spole¢ny
vybor expertl pro potravinaiské ptidatné latky (JECFA) pfidélil xylitolu ADI "Neni
specifikovano" [1]. Extrahuje se napiiklad z kukufice nebo bezové stavy [13]. Jeho vyuziti
V potravinaiském primyslu zahrnuje zlepSeni trvanlivosti, barvy a chuti potravinaiskych
vyrobkii, protoze nepodléha Maillardovu hnédnuti [33].

2.2.10.1 Zdravotni nezavadnost xylitolu
V roce 1996 JECFA potvrdil i bezpe¢nost xylitolu pro lidskou spotiebu. Védecky vybor pro
potraviny Evropské unie rovnéz urcil xylitol jako "pfijatelny" pro dietni pouziti [1].

Nekolik klinickych studii ukazalo, Ze pravidelné pouzivani xylitolovych vyrobku
(zvykacky) je ucinné pro prevenci vzniku zubniho kazu, sniZzeni zubniho plaku a také pro
zvySeni pratoku slin [1, 6, 13]. Xylitol snizuje adherenci bakterii (tj. ptisobi antimikrobialng),
inhibuje demineralizaci skloviny (tj. snizuje produkci kyselin) a ma pfimy inhibi¢ni Gi¢inek na
Mutans streptokoky. Model kontinualni kultury biofilmu ukézal, ze v mladém biofilmu
sachar6za vyznamné podporuje, zatimco xylitol snizuje kolonizaci a proliferaci bakterii.
Dlouhodobé ucinky byly prokazany az po letech pouzivani xylitolovych zvykacek [6].

Xylitol je pfimo metabolizovan v jatrech, kde jeho konzumace také vede ke zménam stievni
mikroflory, alespoii ve studiich na zvifecich modelech. Udaje tykajici se ugink na stievni
mikrofloru jsou nedostatecné a pro jejich lepsi pochopeni jsou zapotiebi dalsi studie, zejména
na lidskych subjektech. Dosavadni poznatky o metabolismu polyolil nejsou dostate¢né pro
stanoveni definitivnich zavért o vlivu polyolt na stievni mikrobiom [33].
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2.2.10.2 Vyuziti xylitolu

Xylitol je v soucasné dobé dostupny v mnoha formach. Je schvalen pro potravinaiskeé,
kosmetické a farmaceutické vyrobky v pfiblizné 40 zemich. Pouziva se jako sladidlo pfedevsim
v nekariogennich cukrovinkach (zvykacky, mentolové bonbony), ve farmaceutickych
vyrobcich (tablety, pastilky do krku, vitaminové tablety, sirup proti kasli) a pftilezitostné
V zubnich ptipravcich (zubni pasty, Gstni vody). Vyznamnou ptekazkou Sirokého pouzivani
xylitolu jako sladidla je jeho cena, kterd je v soucasnosti n¢kolikrat vyssi nez cena sachardzy

[6].

Tabulka ¢. 1: Charakteristicke hodnoty sladidel

Piijatelna denni

Sladidlo dévka Sladivost* Glykemicky index [20]
Acesulfam K 9-15 mg/kg 200 0

Aspartam 50 mg/kg 200 0

Mannitol Neni specifikovano 0,5 2

Maltitol Neni specifikovano 0,9 35

Sorbitol Neni specifikovano 0,6
Sukraloza 5 mg/kg 600

Xylitol Neni specifikovano 1

*V porovnani se sachar6zou

2.3 Zvykadky

Zvykatky maji gumovitou strukturu a v zavislosti na typu kone&ného vyrobku se skladaji
z riznych slozek, jako je cukr, polyoly, gumovy zaklad, aroma, okyselujici latky, barviva,
sladidla, zmékcovadla a konzervacni latky. Skladaji se ze dvou fazi: (i) faze zvykacky
(nerozpustnd ve vod¢) a (i1) faze cukru nebo cukerného alkoholu (rozpustna ve vodg).

Hlavni slozkou zvykaéek je zakladni guma nebo zakladni hmota. Zvykackova baze obsahuje
elastomer, elastomerové rozpoustédlo, polyvinylacetat, emulgator, nizkomolekuldrni
polyethylen, vosky, zmékcovadla a plnidla. Bézné zvykacky obsahuji 20-30 % zvykackové
béze, zatimco ty bez cukru maji v priméru az 30 % baze. Zvykackovy zaklad se pouziva jako
nosic¢ pro rozpustnou ¢ast zvykacky, ktera je vhodna k lidské spotiebé [43, 44].

Ve fazi rozpustné ve vod¢ Ize pro Zvykacky s cukrem pouzit cukerna sladidla (60 %), jako
je dextroza, sachardza, fruktoza, maltdza, dextrin, galaktoza a invertni cukr, kukufi¢né sirupy
(18-20 %), cukerné alkoholy (<1,0 %), glycerin (<1,0 %) a aroma (0,5-1,0 %). Jako nahrada
cukru pro zvykacky bez cukru Ize pouzit cukerné alkoholy (ptisobi také jako objemové ¢inidlo)
(50-60 %), glycerin (5,0-6,0 %), aroma (1,0-15,0 %) a vysoce intenzivni sladidla
(0,01-3,0 %). Toto nahrazeni ovliviiuje jak uvoliiovani chutovych latek, tak i texturu vyrobku.
Kromeé toho jsou piijimany jako nekariogenni latky (nepodporuji vznik zubniho kazu), protoze
bakterie, napf. streptokoky Streptococcus mutans, nemohou polyoly vyuzivat jako zdroj energie
pro své rozmnozovani a rist.
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Xylitol muze byt do sloZzeni pfidan samostatné, ale bézné se pouzivd v kombinaci
s levn¢jsimi polyoly, jako je sorbitol, laktitol nebo mannitol, a to kvtli jeho relativné vysokeé
cené. Polyoly se pouzivaji s vysoce intenzivnimi sladidly (aspartam, acesulfam K a thaumatin),
protoze nejsou tak sladké jako sacharéza. V opacném piipadé mohou spotiebitel¢ vnimat
nizkou sladivost, coz nepfiznivé ovliviiuje atraktivitu vyrobka [43].
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Tabulka & 2: Sladidla

Sladidlo Strukturni vzorec Mezinarodni oznaceni Chemicky vzorec Chemicky nazev
(e}
S draselna siil 6-methyl-1,2,3-oxathiazin
Acesulfam K o E950 [2 HaKN ) ]
cesuam Ty“ < 9o0120] CaRINOS I9] 4(3H)-on-2,2-dioxid [20]
(e]
Aspartam o ﬁ oo E951 [20] C14H18N20s5 [8] methyl ester L-o-aspartyl-L-fenylalanin [20]
OH H,N H o
HO C:)H
Mannitol HO 1. OH E421 [20] CesH1406 [45] (2R,3R,4R,5R)-hexan-1,2,3,4,5,6-hexol [45]
OH OH
OH
OH
HO
H OH
Maltitol A E965 [20] C12H24011 [46] 4-0O-a-D-glukopyranosyl-D-glucitol [46]
., ~OH
HO ?H
Sorbitol HO\)\.;/\;_/\OH E420 [20] CsH1406 [47] (2R,3R,4R,5S)-hexan-1,2,3,4,5,6-hexol [47]
(e} OH
HO "
cl o 1,6-dichlor-1,6-dideoxy-p-D-
Sukraléza ) io: ~ci E955 [20] C12H19Cl30g [8] fruktofuranosyl-4-chlor-4-deoxy-o-D-
HOY " o™ .
H oo galakto-pyranosid [20]
?H
Xylitol Ho” Y Y on E967 [20] CsH1205[48] (2S,4R)-pentan-1,2,3,4,5-pentol [48]
OH OH
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2.4 Metody analyzy nahradnich sladidel v potravinach

Z velkého vybéru metod pouzivanych pro stanoveni sladidel v rdznych potravinovych
matricich si Siroké uznani ziskaly chromatografické metody. V soucasné dob¢ je v této oblasti
nejoblibengjsi technikou vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC). Siroka 3kala
dostupnych separacnich kolon (mechanismi) spolu s plsobivym portfoliem detektord cini
Z HPLC skutecné univerzalni techniku. Kapalinova chromatografie (LC) s reverzni fazi
(RP-LC) je dobfe znama, vyspéla technika, ktera se dokonale hodi pro separaci sladidel [49].

Krom¢é HPLC nasly v této oblasti uplatnéni i dalsi separa¢ni metody. lontova chromatografie
(IC) je vhodnym nastrojem pro analyzu vice sladidel v potravinatskych vyrobcich. Namisto
separace pomoci organickych rozpoustédel se separace pomoci IC provadi za pouziti
neskodnych a levnych roztokt soli jako eluentt [49].

Kapilarni elektroforéza (CE) je dal$i atraktivni separa¢ni technikou, kteréd je uzite¢na pro
simultanni stanoveni vice sladidel. V n¢kterych situacich se CE zdé byt lep$i nez HPLC, pokud
jde o separa¢ni vykon, dobu analyzy nebo nizkou spotiebu rozpoustédel [49].

Pokud je tfeba stanovit pouze jedno nebo dvé sladidla v daném vzorku, je ¢asto rozumné;jsi
pouzit nékterou z jednoduchych, rychlych a reprodukovatelnych analytickych metod,
specificky ptizptisobenych konkrétnimu vyrobku. Vyuzivaji specifické reakce nebo detekeni
systémy spiSe nez vykonnéjsi univerzalni kombinace separace a detekce, které jsou nakladné.
V porovnani s multianalytickymi protéjsky jsou tyto postupy ¢asto méné Casové a pracovné
naro¢né, pticemz jsou srovnatelné z hlediska piesnosti, preciznosti a citlivosti [49].

2.4.1 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie je vhodna pro separaci jak vétSiny organickych, tak anorganickych
latek, zejména netékavych a termicky labilnich smési latek [50, 51]. V kapalinové
chromatografii je u vSech metod mobilni fazi kapalina. Nejen stacionarni faze, ale i pouzita
mobilni faze ma dilezitou roli pfi separaci slozek vzorku, kdyz se analyt rozdéluje mezi obé
faze na zakladé rozdilné distribuce slozek smési [50-52]. Jako mobilni faze se pouzivaji
rozpoustédla, pfipadné smési rozpoustédel.

Vybér techniky také zavisi na charakteru daného vzorku a pozadavkd na vlastni analyzu
[52]. V kapalinové chromatografii se vyuzivaji rizné mechanismy separace, které se Casto
I navzajem prolinaji. Patii mezi n¢ adsorpce, iontova vymeéna, rozdélovani na zakladé rizné
rozpustnosti, sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii [50, 51].
Stacionarni faze je ve form¢ sorbentu, podle jeho uspotfadani rozliSujeme rizna provedeni
metod. Lze volit mezi uzavienym (sloupcova chromatografie, vysokot¢innd chromatografie)
anebo systémem otevienym (tenkovrstva, papirova chromatografie) [50-52].

Jako metoda, kterou lze zcela automatizovat i pro vyhodnoceni vysledkd, se pouziva
vysokoucinna kapalinova kolonova chromatografie (HPLC). Metoda se vyuziva ve vyzkumu
a pro presnou kvantitativni analyzu [52].
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2.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

2.4.2.1 Princip metody

HPLC je separa¢ni metoda, kde je hlavnim pozadavkem rozliSeni a dalsi dtlezitou veli¢inou je
rychlost analyzy. Dilezity je také rozsah systému, tj. jeho schopnost oddélovat smési se
Sirokym rozsahem polarity, ktery 1ze ménit zménou mobilni faze [50, 53].

2.4.2.2 Mobilni faze a sméSovaci zarizeni

SméSovaci zafizeni mliize naprogramovanim pfipravit smés kapalin pochdzejicich ze zasobnikd.
Slozeni mobilni faze muize byt udrzovano konstantni (izokratickd eluce) nebo se meéni
Vv pribéhu analyzy (gradientova eluce) [51].

Gradientova eluce je nejvyuzivanéjsi technikou programovani slozeni mobilni faze ménici
se v Case, takze béhem separace se jeji eluéni sila zvySuje [50, 54] . Dochazi k michani mobilni
faze z nékolika slozek (obvykle dvou az ti1), nejcastéji se vyuziva binarni eluce, které se lisi
svou elu¢ni silou [52, 54]. Jako mobilni faze se vétSinou pouziva gradient acetonitrilu nebo
methanolu ve vod¢. Gradient mize byt linedrni, mnohdy také gradient exponencidlni nebo
logaritmicky, kdy sloZzeni mobilni faze se méni podle téchto zavislosti. Vyhoda gradientové
eluce je, ze urychluje analyzu a zaru€uje separaci slozek se zcela odlisnou polaritou [50].

Izokraticka eluce obnasi pouziti stejného slozeni mobilni faze v prib&hu celého procesu
analyzy. Vyhodou muize byt vyssi stupen separace sledovanych slozek, dale neni nutné
ustanoveni pocate¢nich podminek pied dals$i analyzou, nevyhodou je ale délka analyzy
a nejistota, zda pii daném slozZeni mobilni faze doslo k eluci v§ech slozek analytu z kolony [50].

2.4.2.3 Cerpadlo
Vysokotlaké bezpulzni ¢erpadlo je velmi diilezitou soucasti HPLC aparatury, které zajiStuje
dostatecny tlak a konstantni pritok mobilni faze [50].

Kvalitni ¢erpadlo musi byt schopno docilovat pritoku v rozsahu od mikrolitrGi do desitek
mililitri za minutu bez kolisani pratoku pii tlaku 40 MPa [50-52]. Konstrukce ¢erpadla nesmi
byt naruSovana mobilni f4zi a nesmi do ni uvolnovat jakékoliv latky, proto je z odolnych
materialii jako nerezovad ocel, keramika ¢i titan. Ventily fidici tok eluentu jsou vétSinou
vyrobeny z pryze nebo safiru [51, 52]. Co nejmensi vnitini objem Cerpadla je pozadovan
z divodu, aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze, eventualné praci s gradientem [52].

Rozlisuji se 3 druhy ¢erpadel: (1) pneumatické, (2) velkoobjemové pistové, (3) reciproéni
[50]. Reciprocnich cerpadla lze délit na pistova, kdy kapalina pfichazi do styku s pisty ¢erpadla,
a na membranova, kde je kapalina oddélena od pisti membranou [50, 52].

2.4.2.4 Davkovaci zaFizeni
Konstrukce zafizeni pro davkovani vzorku na chromatografickou kolonu mitize podstatné
ovlivnit ucinnost separacniho procesu. Jsou dostupné tfi odlisné zpiisoby davkovani vzorki:
[52]

Davkovani probihd pfimym nastfikem vzorku pomoci injek¢éniho zafizeni na vrstvu sorbentu
v koloné bud’ pfes vhodné septum nebo bez pouziti septa [52]. Injekéni stiikacka, musi byt
vyrobena z inertnich materialti, jako je nerezova ocel, titan ¢i nékteré polymery, protoze
dochazi k nezadoucimu vnaseni stop materialu [51].
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Dévkovani vzorku vysokotlakym davkovacim ventilem se smyCkou bez piferuseni toku
mobilni faze, kdy lze ddvkovat pouze konstantni objem vnitiniho prostoru smycky davkovace.
Nebo Ize u davkovaclt se specidlni konstrukci plnit jen ¢ast davkovaci smycky injekéni
stiikackou a tak ménit tak davkovany objem [52, 54]. V soucasnosti se v HPLC ¢asto pouziva
Sesticestny davkovaci ventil [50]. Komeréné dostupné davkovace maji rizné objemy
davkovacich smycek od 0,2 ul do 2 000 pl [54].

Davkovani vzorkl automatickymi davkovaci, které na rozdil od pfedchozich manualnich
metod umoziuje automatické davkovani nékolika vzork za sebou bez nutnosti zdsahu obsluhy
ptistroje. Davkova¢ je spojeny se zasobnikem vzorki sumisténymi mikronddobkami
(vialkami), které jsou uzaviené pryzovym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu.
Ty se pied kazdym nastiikem posunou pod jehlu davkovace [52, 54]. Vzorek je davkovan
pomoci vicecestnych (vétSinou Sesticestnych) ventili nebo za pomoci vice tficestnych ventild.
Pritok mobilni faze kolonou by nemél byt pierusen v pribéhu davkovani. K zabrané
kontaminace vzorki se jehla oplachuje a to, jak z vnitini ¢asti, tak i z vnéjsi. Prostor pro vzorky
je vétsinou temperovan (0-50 °C) a zastinén pted svétlem [54].

2.4.25 Detektory

V metodé HPLC je k dispozici fada raznych detektort, které se lisi principem funkce,
konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linedrnim dynamickym rozsahem. Volba
detektoru je zavisla na konkrétni aplikaci [50]. Detektory v chromatografii maji za tkol
zaznamenat rozdil mezi prichodem Ccist¢ mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluent.
Zpravidla se umist'uji na konec kolony a analyzuji tzv. efluent [52].

Po idealnim detektoru v HPLC se pozaduje umoznéni detekce vSech pfitomnych latek, aby
vysokou citlivost a nizkou troven Sumu, byl robustni ke zménam tlaku, pritoku mobilni faze
a teploty, mé&l minimalni mimokolonovy ptispévek k rozsitovani eluénich zon a umoznil pouziti
gradientové eluce ¢i jinych technik. Takovy detektor pro kapalinovou chromatografii v praxi
neexistuje a rizné detektory se jednotlivym pozadavkim do rizné miry ptiblizuji [52, 54].

Detektory lze rozdélit do dvou skupin na:

Selektivni, jejichz signal je tmérny pouze koncentraci analyzované latky v efluentu.
Univerzalni (nespecifické) detektory, které poskytuji signal umérny urcité vlastnosti efluentu
jako celku, tj. detekované komponenty a mobilni fazi [52, 54].

Nejrozsifengj§imi  detektory jsou spektrofotometrické detektory, fluorimetrické
a refraktometrické. Dale se vyuzivaji elektrochemické, vodivostni detektory a odpatovaci
detektor rozptylu svétla (Evaporative Light Scattering Detector, ELSD) [51, 52, 54].

Odpatrovaci rozptylovy detektor je univerzalni detektor, ktery je kompatibilni s gradientovou
eluci a slouZzi k detekci latek, které postradaji fluorofor a chromofor, jako naptiklad sacharidy,
aminokyseliny, mastné kyseliny, fosfolipidy [54]. ELSD méfi mnozstvi svétla rozptyleného
Casticemi analytu, které vznikaji odpafovanim rozpoustédla pii prichodu svételného paprsku.
Vysledny signal tedy odpovida télu sloucenin pfitomnych ve vzorku, které se neodpaiuji nebo
nerozkladaji béhem odpatrovani rozpoustédla nebo mobilni faze [55].
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Casto pouzivanym detektorem je detektor spektrofotometricky (UV-VIS) a fluorescenéni.
Pti pouziti téchto detektorii je nutné, aby dany analyt absorboval zafeni urcité vinové délky
(UV-VIS detekce), anebo aby eliminoval fluorescenéni zafeni (fluorescencni detekce) [50].

V soucasné dob¢ je bézné pouzivan detektor s diodovym polem (Photodiode array detector,
PDA), ktery umoznuje snimat UV-VIS spektrum kazdé¢ latky v separované smeési v uréeném
rozsahu vinovych délek [50].

Dalsi detektor pouzivany v LC je detektor refraktometricky, ktery méii rozdily mezi
indexem lomu eludtu a ¢istou mezi mobilni fazi. Detektor nelze pouzit pro gradientovou eluci.
Pfi jeho pouziti je nutna piesna temperace [50, 51].

Voltametricky detektor je pouzivan k detekci latek, které podléhaji redoxnim reakcim.
Detekce je zalozena na meéfeni proudu mezi polarizovatelnou elektrodou a pomocnou
elektrodou v zavislosti na vlozeném napéti nebo pii konstantnim napéti [50].

Vodivostni detektor je pouzivan k detekci nabitych latek (iontdl) v iontové chromatografii
[50].

Uplatnéni nachdzi i hmotnostni detektor, protoze umoziuje nejen citlivé kvantitativni
stanoveni analytu, ale také poskytuje kvalitativni informace o struktufe analytu [50].

2.4.2.6 Kolony
Mnoho rtznych aplikaci kapalinové chromatografie vyzaduje existenci velkého poctu kolon
riznych délek, vnitinich praimért a naplni [51].

Chromatografické kolony jsou Vv podstaté rovné trubky s dostatecné hladkym vnitinim
povrchem plastém. Kolony se nejcastéji vyrabéji z antikorozni oceli, borosilikatového sklo a 1ze
vyuzit 1 vysoce inertnich plastl. Vybér vhodné kolony je velmi dilezity ve vysokouc¢inné
kapalinové chromatografii, protoze vysledky chromatografické analyzy jsou primarné urceny
kvalitou kolony a jeji naplni. Kolony jsou vétSinou naplnény nebo pokryty silikagelem,
popiipad¢ oxidem hlinitym, na nichz mohou byt chemicky navazany nebo zakotveny rtizné
stacionarni faze [52]. Po kolonach je pozadovano, aby odolaly relativné vysokym tlakiim, byly
chemicky inertni a material kolony nepisobil katalyticky, aby se zabranilo rozkladu vzorku
béhem analyzy [52, 54]. V HPLC se pracuje s kolonami s délkou pohybujici se mezi 5-30 cm
a vnitinim primérem mezi 2—4 mm. Separace se uskutecituje pfevazné na kolonach plnénymi
naplnémi s velmi malymi ¢asticemi o priméru 3—10 mikrometrl a zaroven s pomérné velkym
prutokem mobilni faze, ¢imz se dosahuje vysoké tc¢innosti a rychlosti této metody [50, 52, 54].

K ochran¢ hlavni kolony se Siroce pouZzivaji predkolony umisténé pred analytickou kolonou.
Chréni kolonu pfed necistotami a nerozpustnymi latkami a tim slouZzi k prodlouzeni Zivotnosti
kolony [51].

2.4.2.7 Stanoveni sladidel

LC je nejoblibengjsi volbou pro stanoveni vysoce intenzivnich sladidel. Postupy HPLC jsou
zalozeny na izokratické nebo gradientové RP chromatografické separaci. Ve spojeni s LC se
pouzivaji rizné detekcni systémy (napi. ultrafialova (UV) spektrofotometrie, amperometrie,
coulometrie, hmotnostni spektrometrie (MS), spektrofluorometrie, rozptyl svétla
a konduktometrie) [49].
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Obrazek 6: Uspordadani HPLC [56]

Vybaveni vysokoucinného kapalinového chromatografu zahrnuje zasobniky mobilni faze,
odplynovaci zafizeni, vysokotlaké Cerpadlo, injektor, predkolonu, kolonu, detektor, odpadni
nadrz a zdznamnik nebo datovy systém [56].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
3.1.1 Chemikalie pro mobilni fazi
e Destilovana voda

e Acetonitril, > 99,9 %, Sigma Aldrich
e Octan amonny, > 98 %, Sigma Aldrich
e Triethylamin, > 99 %, VWR Chemicals

e Kyselina mravenci, 99-100 %, VWR Chemicals

e Methanol, > 99,9 %, Sigma Aldrich
e Aceton, >99,9 %, Sigma Aldrich

3.1.2 Standardy nahradnich sladidel

Tabulka ¢ 3: Pouzité standardy ndahradnich sladidel pro optimalizaci metody

) Molarni Zemg
Nazev Cistota (%) hmotn(_)lst Vyrobce pitvodu CAS
(g-mol™)

Acesulfame K >99,0 201,24 Sigma-Aldrich  Némecko 55589-62-3
Aspartame 99,88 294,30 Sigma-Aldrich USA 22839-47-0
D-Mannitol >98 182,17 Sigma-Aldrich  Francie 69-65-8

Maltitol >08 344,31 Sigma-Aldrich Cina 585-88-6
D-Sorbitol 99 182,17 Sigma-Aldrich USA 50-70-4
Sucralose >98,0 397,63  Sigma-Aldrich Cina 5603-13-2

Xylitol >99 152,15 Sigma-Aldrich Finsko 87-99-0

3.2 Pouzité laboratorni pomucky
e B¢&Zné laboratorni sklo a vybaveni

e Sklenéné Sroubovaci vialky 2ml s uzadvérem

e Automatické pipety a Spicky

e Plastové sttikacky

e Mikrofiltry s velikosti port 0,45 um
e Lodicky, laboratorni 1Zice

3.3 Pouzité pristroje

e Analytické vahy Entris 224i-1S, Sartorius

e Ultrazvuk
e Magnetickd michacka

e HPLC, Agilent Technologies USA, Agilent 1260 Infinity s ELSD detektorem
e HPLC, Shimadzu LC-10A s RI detektorem

e Poditac
e Lednice s mrazakem
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3.4 Pouzité kolony
Pro optimalizaci metody bylo testovano téchto pét kolon:
e Rezex RPM-Monosaccharide Pb?* (8%) (300 x 7,8 mm)
e Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm)
e Waters Carbohydrate Analysis (300 x 3,9 mm)
e LunaOmega 3 um SUGAR 100 A (250 x 4,6 mm)
e Poroshell 120 EC-C18 (150 x 4,6 mm) 2.7-Micron

3.5 Popis vzorkiu
Pro samotnou analyzu bylo vybrano 12 vzorka zvykacek (viz obrazek 7), obsahujicich nékteré

Zz bézn¢ pouzivanych nahradnich sladidel, dostupnych v obchodnich fetézcich a na
internetovych obchodech. V Tabulce ¢. 4 je uveden seznam vzorkda a jejich popis.

Tabulka ¢. 4: Seznam analyzovanych vzorkii

Vzorek

Nazev

Vyrobce

Deklarovana sladidla

10.

11.

12.

Orbit Spearmint

Winterfresh Original

Airwaves Cool cassis

Wrigley's Spearmint

Juicy Fruit

Halls Gum peppermint

K Classic Chewing Gum
Spear-mint with Xylitol

Five spearmint

E Breeze

Hugo zvykacky Fresh
Fruit
Miradent Xylitol
watermelon

JETgum strong cassis

MARS Czech s.r.o.

MARS Czech s.r.o.

MARS Czech s.r.o.

MARS Czech s.r.o.
MARS Czech s.r.o.

Mondelez Czech
Republic s.r.o.

Continental
Confectionery
Company

MARS GmbH

Quiattro Trading
B.V.

Martin Veleba

Hager & Werken
GmbH & Co. KG
LIDL Slovenska
republika, v.0.s.

acesulfam K, aspartam,
mannitol, sorbitol, sukraldza,
xylitol
acesulfam K, aspartam,
maltitol, mannitol, sorbitol
acesulfam K, aspartam,
isomalt, maltitolovy sirup,
mannitol, sorbitol, sukral6za
acesulfam K, sukral6za
acesulfam K, mannitol,
sorbitol, sukral6za, xylitol
acesulfam K, aspartam,
isomalt, maltitol, sorbitol,
sukral6za

acesulfam K, aspartam,
maltitol, sorbitol, xylitol

acesulfam K, aspartam,
mannitol, sorbitol, xylitol
isomalt, maltitol, sorbitol,
sukraldza

xylitol

xylitol

acesulfam K, aspartam,
maltitol, sorbitol
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Obrazek 7. Vybrahé vzorky k analyze

3.6 Pouzité pracovni postupy

3.6.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace bylo najit nejvhodnéjsi chromatografickou kolonu pro soucasnou separaci
vSech pfitomnych ndhradnich sladidel ve Zvykackach. Principem optimalizace bylo testovani
separace smésného standardu sladidel bézné se vyskytujicich ve zvykackach. K identifikaci
separovanych sladidel slouzily stanovené reten¢ni ¢asy samostatnych sladidel. Analyzy byly
provedeny pomoci HPLC s ELSD a RI detektorem.

3.6.1.1 Identifikace reten¢nich ¢asu sladidel pro dané kolony
Pro optimalizaci byly pfipraveny standardni roztoky jednotlivych sladidel o koncentraci 5 g-17
pro identifikaci reten¢nich Casu, u analyz s pouZzitim ELSD detektoru byly roztoky zifedény na
0,5 g-1"t. Samotna optimalizace probihala se smésnym standardem, ve kterém kazdé sladidlo
mélo koncentraci 0,5 g-1'%.

Nejdiive postupné podlehly analyze jednotlivé standardy sladidel a poté nasledovala analyza
smésného vzorku standardu. Parametry pro analyzu byly voleny v zavislosti na pouzité koloné
viz Tabulka ¢. 5.

3.6.1.2 Optimalizace mobilni faze

Vybér mobilni faze a jeji sloZzeni méa vyznamny vliv na separaci a identifikaci latek. Pro analyzu
sladidel kolonou Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm) byla zvolena smés acetonitrilu a vody
Vv riznych pomérech. Regulovano bylo mnozstvi acetonitrilu z divod oddéleni a posunuti pikt
od sebe. Vyzkouseny byly tii rizné poméry a také samostatna voda. Jednalo se 0 5 %, 7 %
a 10 % acetonitrilu ve vodé. Cely proces analyzy probihal za pouZiti izokratické eluce.
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Tabulka ¢. 5: Parametry analyz

Priitok mobilni faze

o . . o er 10 o
Kolona Pristroj Slozeni mobilni faze (Youn) (mL/min) Teplota (°C)
Agilent Hi-Plex Ca HPLC Agilent Infinity 1260 acetonitril:voda (5:95) / 05 g5
(300 x 7,7 mm) s ELSD detektorem (7:93) / (10:90) / (0:100) ’
Rezex RPM-Monosaccharide HPLC Agilent Infinity 1260 voda 0.6 80
Pb?* (8%) (300 x 7,8 mm) s ELSD detektorem ’
Waters Carbohydrate Analysis Shimadzu LC-10A s RI _— )
(300 x 3,9 mm) detektorem acetonitril:voda (80:20) 1,2 35
Luna Omega 3 um SUGAR 100 Shimadzu LC-10A s Rl I _
A (250 X 4.6 mm) detektorem acetonitril:voda (80:20) 1,0 30
Luna Omega 3 um SUGAR 100 Shimadzu LC-10A s RI acetonitril:voda (80:20) + 10 30
A (250 x 4,6 mm) detektorem 10 mM octan amonny '
Poroshell 120 EC-C18 Shimadzu LC-10A s RI triethylamin + kyselina
mravenci:methanol:aceton 0,5 30

(150 x 4,6 mm) 2.7-Micron

detektorem

(85:10:5)
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3.6.2 Priprava vzorku

Piiprava vzork® vychazela z normy (CSN EN 15086). Vzorky zvykaéek bylo nutné nejprve
hluboce zmrazit. Nasledné¢ byly zhomogenizovany za pomoci tloucku. Do 50 ml
Erlenmayerovych ban€k byly navdzeny 2 g homogenizovaného vzorku, ktery byl smisen se
20 ml deionizované vody. Smés byla extrahovana po dobu 30 minut na magnetické michacce.
Vzorky zvykacek byly prefiltrovany ptes mikrofiltr s velikosti port 0,45 um pomoci injekéni
stiikacky. Zfiltrované roztoky byly 25krat zfedény a nadavkovany do vialek. Bylo provedeno
nekolik paralelnich stanovenich.

3.6.3 Priprava kalibrac¢nich roztoki

Pro sestaveni kalibracni kiivky byly pfipraveny postupnym fedénim deionizovanou vodou
smésné roztoky se viemi sedmi standardy sladidel o koncentracich 1 g-1?%, 0,5 g-1ta 0,1 g-1".
1 ml roztoku od kazdé koncentrace byl napipetovan do 2ml vialek a byly zanalyzovany na
HPLC-ELSD s nastavenim uvedenym v Tabulce ¢. 6. Na Obrazku 8 se nachéazi vzorova
kalibra¢ni kfivka pro maltitol.

Tabulka ¢. 6: Parametry pro stanoveni vybranych sladidel

Piistroj HPLC Agilent Infinity 1260 s ELSD detektorem
Kolona Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm)
Mobilni faze Acetonitril:voda (7:93) %v/v
Objem nastriku 5,0 ul
Priitok mobilni faze 0,5 mL/ min
Teplota 85 °C
Doba analyzy 30 min
4000 -
3500 A
3000 ~

= 2500 A
& y = 3799,5x
=% 2 —
B 000 R>=0,9998
=
[P}
S
2. 1500 A
1000 -+
500 -+
0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

c (g/l)

Obrazek 8: Kalibracni kiivka pro maltitol
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vybér kolony

V ramci optimalizace metody pro analyzu nahradnich sladidel probihalo testovani péti kolon.
Jako vzorek byl vyuzit smésny standard sedmi sladidel — acesulfamu K, aspartamu, mannitolu,
maltitolu, sorbitolu, sukral6zy a xylitolu. Cilem bylo najit co nejjednodussi univerzalni metodu,
kterd je schopnd navzdjem odseparovat vSechna ndhradni sladidla bézné se vyskytujici ve
zvykackach. Coz bylo 1 hlavnim hodnoticim faktorem pro vybér vhodné metody.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkti uvedenych v Tabulce ¢. 7 a piilozenych chromatogrami byla
zvolena kolona Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm), pomoci ni bylo odseparovano nejvice
sladidel. Nedoslo pouze k odseparovani aspartamu a acesulfamu K, pravdépodobné z divodu
rozdilné struktury od ostatnich stanovovanych sladidel, pro které je kolona primarné urcena.
Kolony Agilent Hi-Plex jsou iontové vyménné ligand-vyménné kolony pouzivané pro detekci
cukri, cukernych alkoholt a organickych kyselin [57].

Analyza byla provedena na zakladé normy CSN EN 15086, ktera je specifikovana pro
stanoveni polyold, kde je HPLC metoda validovana na vzorcich Zzvykafek pro maltitol,
mannitol a sorbitol za pouziti RI detektoru a analytické separa¢ni kolony naplnéné
iontoméni¢em v Ca*™ cyklu [58].

Ostatni kolony byly vyhodnoceny jako nevhodné z diivodt velkého poctu piekryvajicich se
pikti nebo pro schopnost stanovit pouze malou cast ze sladidel.

Pro stanoveni vSech nami zvolenych béznych sladidel ve zvykackach nelze pouzit pouze
jednu kolonu pro jednoduché stanoveni, je nutné pouziti vice kolon pro detekci a odseparovani
vsech pikd. Dle nami ziskanich dat se jevi jako nejlepsi kombinace Agilent Hi-Plex Ca jako
hlavni kolony a dopliikové Poroshell 120 EC-C18, druhou moznosti je jako doplikova Luna
Omega 3 um SUGAR 100 A, diky schopnosti odseparovat acesulfam K a aspartam. Pri
nevyuziti Agilent Hi-Plex Ca je dle normy doporu¢ovana Rezex RPM-Monosaccharide Pb?*
(8%), u které se naskytuje jedina moznost kombinace s Poroshell 120 EC-C18 a Luna Omega
3 um SUGAR 100 A.

U
JDetector
5,01
25
0.0 __,-r’*\..__,./
“2.51-p-||1-1|p1-p|-p1-I1-p1|p1-,|-,1-|1-p1|,.-,l--.-I.--.|-.--l
0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 20,0 225 250 275 min

Obrazek 9: Chromatogram smesi standardit nahradnich sladidel, Waters Carbohydrate
Analysis (300 x 7,8 mm), kde je (1,2) xylitol a acesulfam K, (3,4) sorbitol a mannitol,
(5) aspartam, (6) maltitol
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Detector A

2 51

——
0,0 25 5.0 75 10,0 125 150 17,5 20,0 225 min

Obrazek 10: Chromatogram smési standardit nahradnich sladidel, Luna Omega 3 um
SUGAR 100 A (250 x 4,6 mm), kde je (1) acesulfam K, (2) xylitol, (3,4) sorbitol a mannitol,
(5) maltitol, (6) aspartam

7.5PDetector A

251

00—/””’

T
0,0 25 5.0 7.5 100 125 150 175 200 225 250 275 min

Obrazek 11:Chromatogram smési standardit nahradnich sladidel, Luna Omega 3 ym SUGAR
100 A (250 x 4,6 mm) + 10 mM octan amonny, kde je (1) xylitol, (2,3) sorbitol a mannitol,
(4,5,6) aspartam, acesulfam K a sukraloza, (7) maltitol

I ;EI{J ector A

1007
0 @ 2 z
z 5 2 8
] n.md.- N k 2 b
0] T T T
] (1) (2) (3
50 ﬂ[
--“:”:I_ T [ | ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T T T T ] T v T T
50 10,0 15,0 20,0 250 30,0 min

Obrazek 12: Chromatogram smési standardit nahradnich sladidel, Poroshell 120 EC-C18
(150 x 4,6 mm) 2.7-Micron, kde je (1) acesulfam K, (2) aspartam, (3) sukraloza

36



Tabulka ¢. 7. Vysledky identifikace nahradnich sladidel ve smésném vzorku

Kolona
Nahradni Rezex RPM__ Agilent Hi-Plex Waters Luna Omega 3 pm Luna Omega 3 pm Poroshell 120
sladidla Monosaccharide Ca Carbohyd_rate SUGAR 100 A SUGAR EC-C18
Pb?* (8%) Analysis 100 A + pufr
Acesulfam K * * ** Detekovan * Detekovan
Aspartam * * Detekovan Detekovan * Detekovan
Mannitol Detekovan Detekovan * * *x -
Maltitol ** Detekovan Detekovan Detekovan Detekovan -
Sorbitol Detekovan Detekovan * * *x -
Sukraldoza e Detekovana — — * Detekovana
Xylitol Detekovan Detekovan ** Detekovan Detekovan -

* dvojice €1 trojice prekryvajicich se pikl

** dvojice prekryvajicich se pika
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4.1.1 VIliv sloZeni mobilni faze na separaci vybranych sladidel
Mobilni faze byla podrobena optimalizaci viz kapitola 3.6.1.2, na zaklad¢ analyz s riznym
slozenim mobilni faze na kolon¢ Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm) bylo ur¢eno za idealni
pomér acetonitril:voda (7:93) %, kdy bylo dosazeno odseparovani vSech pika oproti dalsim
slozenim, kromé aspartamu a acesulfamu K. Jak je patrné z pfilozenych chromatogramu viz
Obrazek 13-16. Voda, jakozto doporucovana mobilni fdze normou i vyrobcem kolony byla
vyhodnocena jako nevhodné, z divodu neodseparovani xylitolu a sorbitolu. Vysledky
optimalizace jsou shrnuty v Tabulce ¢. 8.

Pro zdokonaleni odseparovani vSech pikl je mozné najit a vyuzit optimalni pomér mezi 7 %
a 10 % acetonitrilu. Pfi analyze standardu sladidel bylo 7 % acetonitrilu dostacujici, ale
vzhledem k odlisnému chovani realnych vzorku, byly vzorky dodate¢né zanalyzovany i s 10 %
acetonitrilu pro odseparovani xylitolu a sorbitolu.

Tabulka ¢. 8: Vysledky optimalizace mobilni faze

Koncentrace acetonitril:voda (% vw)

Sladidla 0:100 5:95 7:93 10:90
Acesulfam K * * * *
Aspartam * * * *
Mannitol Detekovan Detekovan Detekovan Detekovan
Maltitol Detekovan Detekovan Detekovan *x
Sorbitol ** ** Detekovan Detekovan
Sukraldéza Detekovana Detekovan Detekovan il
Xylitol ** ** Detekovan Detekovan
*, ** dvojice prekryvajicich se pikd
E

T , \
— e N N

Retenc“.m' €as (min)
Obrazek 13: Chromatogram smési standardii nahradnich sladidel, Agilent Hi-Plex Ca (300 x
7,7 mm) voda, kde je (1) acesulfam K a aspartam, (2) maltitol, (3) sukraloza, (4) mannitol, (5)
xylitol, (6) sorbitol
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Retenénf €as (min)

Obrazek 14: Chromatogram smési standardil nahradnich sladidel, Agilent Hi-Plex Ca (300 x
7,7 mm) acetonitril:voda (5:95) %, kde je (1) acesulfam K a aspartam, (2) maltitol, (3)
sukraloza, (4) mannitol, (5) xylitol, (6) sorbitol

Odezva (mV)

(1)

15 16 17
Retenéni ¢as (min)

Obrazek 15: Chromatogram smési standardil nahradnich sladidel, Agilent Hi-Plex Ca (300 x
7,7 mm) acetonitril:voda (7:93) %, kde je (1) acesulfam K a aspartam, (2) maltitol, (3)
sukraldza, (4) mannitol, (5) xylitol, (6) sorbitol

H | I ! ' 1
_ | | , \
10 I I 1 l| |I
I e e SRR — P G PR S T Y _\wwhmy__{s#‘_h\w |
(s)

(4)

Odezva (mV)

Retenéni €as (min)

Obrazek 16:Chromatogram smési standardii nahradnich sladidel, Agilent Hi-Plex Ca (300 x
7,7 mm) acetonitril:voda (10:90) %un, kde je (1) acesulfam K a aspartam, (2) maltitol, (3)
sukraloza, (4) mannitol, (5) xylitol, (6) sorbitol
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4.2 Stanoveni sladidel v redlnych vzorcich

Po optimalizaci byla metoda ovéfena na dvanacti redlnych vzorcich. Popis vybranych vzorki
a postup jejich ptipravy pred analyzou jsou uvedeny v Kapitolach 3.5 a 3.6.2. Kazdy vzorek
zvykacky byl proméien dvakrat. Namétenim byly zjistény plochy piki jednotlivych sladidel,
které byly identifikovany za pomoci diive zjisténych reten¢nich ¢asu. Z kalibra¢nich zavislosti
vypoctené koncentrace ndhradnich sladidel v redlnych vzorcich jsou uvedeny v Tabulce ¢. 9
aV Tabulce ¢. 10 se nachazi obsah sladidel vztazeny na jeden kus Zvykacky. Vzorovy
chromatogram pro realny vzorek je na Obrazku 17.

Ay JAVZLIN L

Qdezva (mV)
o

ra
'S
o

12 14 16 18 20 22 24 26 28

Retenéni €as (min)

Obrazek 17: Chromatogram sladidel ve zvykackach E Breeze, kde je (1) maltitol, (2)
sukraloza, (3) sorbitol
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Tabulka ¢. 9: Namérené koncentrace sladidel v realnych vzorcich

Koncentrace + smérodatna odchylka (mg/g)

Vzorek acesulfam K aspartam maltitol mannitol sorbitol sukraloza xylitol
1. * * - 1,52 +£0,04 162 £ 17 0,734 £ 0,188 178 £ 27
2. * * 291 +9 3,58 +0,19 222+ 15
3. * * 161 + 36 2,03+ 0,04 200 + 50 0,828 + 0,099
4. * 0,614 + 0,408
5. * 13,1+0,7 306 + 43 1,73 + 0,81 24,6+ 12,1
6. * * 9,66 + 0,63 - 188 + 45 0,35+ 0,01
1. * * 1,71 £ 0,50 1,67 £0,51 (---) 413 £ 31 11,2+5,1
8. * * --- 149+1,4 Nedetekovan --- 472 + 68
0. 137 + 14 118+ 9 4.45+0,07
10. 508 + 8
11. --- --- --- - - 452+ 3
12. * * 205 + 35 1,00 + 0,08 (---) 123+ 1

--- Neni uvedeno ve sloZeni na obale vyrobku

* Samostatna sladidla nedetekovatelna — ptekryvajici se piky
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Tabulka ¢ 10: Mnozstvi sladidel v jednom kusu Zvykacky

Koncentrace v 1 kusu (mg)

Vzorek TEuzt:(();; maltitol mannitol sorbitol sukraléza xylitol
1. 1,4 --- 2,13+ 0,04 227+ 16 1,03+0,19 248 £ 27
2. 14 407 £9 501+0,19 311+ 15 --- ---

3. 14 225+ 36 2,84 + 0,04 280 + 50 1,16 £ 0,10 ---

4. 2,6 --- --- --- 1,60+ 0,41

o. 2,6 --- 34,1+0,7 796 + 43 4,50 + 0,81 64,0+ 12,1
6. 1,4 13,5+0,6 --- 263 + 45 0,49+ 0,01 ---

1. 1,0 1,71+ 0,50 1,67 £0,51 (---) 413 +31 --- 11,2+5,1
8. 2,3 --- 343+1,4 Nedetekovan --- 1090 + 68
9. 1,4 192 + 14 --- 165+9 6,23 + 0,07 ---

10. 1,5 --- --- --- --- 761+ 8
11. 1,0 --- --- --- 452 +3
12. 14 287 + 35 1,40 + 0,08 (---) 172 £ 1 --- ---

--- Neni uvedeno ve sloZeni na obale vyrobku
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Z vysledkl analyzy uvedenych v Tabulce ¢. 9 je patrné, Ze identifikovana sladidla témér ve
vSech testovanych vzorcich odpovidaly sloZzeni uvedenému na obalu. Pouze u vzorki ¢. 7 a 12
byl stanoven v nizkych koncentracich mannitol, ktery neni deklarovany vyrobcem, moznou
pri¢inou mize byt kontaminace vyrobni Sarze. U vzorku ¢. 8 nedosSlo k oddéleni sorbitolu
a xylitolu, sorbitol se pravdépodobné ve vzorku vyskytuje ve velice nizké koncentraci, protoze
ve zbyvajicich vzorcich (1,5,7), které obsahovaly tyto dvé sladidla doslo zvySenim acetonitrilu
v mobilni fazi k odseparovani. Koncentrace acesulfamu K a aspartamu nebyly stanoveny
Z diivodu neodseparovani pika a nizké koncentrace volené diky vysoké sladivosti téchto dvou
sladidel v poméru k pouzivanému mnozstvi. Vyrobci neudavaji mnozstvi ptitomnych sladidel
na obalech Zvykacek, proto nelze stanovené koncentrace ovéfit s deklarovanymi.

wrwe

fedénimi a riznymi poméry mobilni faze. Mannitol a sukral6za se vzdy vyskytovaly v nizkém
mnozstvi priblizujicim se az k limitim detekce, zejména sukral6za u niz je potfeba mnozstvi
latky mnohem niz$i, coz je dano jeji vysokou sladivosti. Nejnizs$i stanovend koncentrace
sukralozy ve vzorku ¢inila 0,35 mg/g. Na rozdil od maltitolu, sorbitolu a xylitolu nachazejicich
se ve vysoké koncentraci, které musely byt 25krat ziedény, aby mohly byt stanoveny. Ze vSech
analyzovanych vzorkd zvykacek byla nejvyssi koncentrace 508 mg/g stanovena pro xylitol
uvzorku ¢. 10. Rozdily lze pozorovat na Obrdzku 17, ktery obsahuje dva vysledné
chromatogramy z analyz nefedéného a 25krat ziedéného vzorku €. 9, kdy v prvni analyze byla
ziskana plocha piku sukral6ozy a v druhé maltitolu a sorbitolu.

Odchylky ve stanovenych koncentracich zpuisobila problematicka pifiprava vzorku a obtizna
extrakce sladidel kvili velkému mnoZstvi gumové baze, proto paralelni navazené vzorky mohly
obsahovat rtizné poméry gumové baze a ptisad zahrnujici sladidla.

MV

Neidentifikovatelné piky, které je mozno vidét na Obrdzku 17, mohou byt zapiiinény
ptitomnosti dalich slozek zvykacek jako jsou napiiklad barviva a aromatické latky. Zde se
nabizi moznost vycefeni vzorkl Carrezovymi roztoky, coz je doporu¢ovano normou.

43



5 ZAVER

Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo vyvinuti jednoduché metody pro ucinné simultanni
stanoveni ndhradnich sladidel ve zvykackdch pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Motivaci prace je zvySujici se rast pouzivani téchto sladidel a jejich
celosvétova oblibenost z diivodu poptavky po nizkokalorickych potravinach. Odlisna struktura

jednotlivych sladidel znemoznuje pouziti jedné univerzalni metody pro stanoveni vsech
pritomnych sladidel.

Dle natizeni (EU) €. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebitelim patii
zvykacky mezi potraviny, které jsou osvobozeny od pozadavku na povinné vyzivové udaje [59].
Proto se prace zaméfila na priazkum primérnych koncentraci ndhradnich sladidel, které jsou
deklarovany vyrobcem na obalu bez uvedeni mnozstvi, nebot’ zvysené koncentrace téchto latek
mohou mit i neptiznivé U¢inky na lidské zdravi.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena zejména na vybér co nejvhodnéjsi kolony
a optimalizace slozeni mobilni faze pro stanoveni acesulfamu K, aspartamu, mannitolu,
maltitolu, sorbitolu, sukraldzy a xylitolu. Duraz byl kladen na co nejlepsi odseparovani pikt
jednotlivych sladidel pfitomnych ve vzorku. Z testovanych péti kolon byla pro analyzu zvolena
kolona Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm), protoZe je vhodna piedev§im pro stanoveni
alkoholovych cukrt, které se ve Zvykackach vyskytuji v nejvyssich koncentracich. Byla
vybrana i na zdkladé normy CSN EN 15086, ktera tuto kolonu doporu¢uje pro stanoveni ti
uvedenych sladidel (mannitol, maltitol, sorbitol). Tato kolona se ukazala se jako nevhodna pro
stanoveni aspartamu a acesulfamu K, coz bylo zpusobeno hlavné odlisnou strukturou od
ostatnich stanovovanych sladidel a jejich nizkou koncentraci diky vysoké sladivosti.

Problematicky se pti analyze jednotlivych sladidel ukazal byt rozdil v koncentracich, ktery
znemoznoval najiti optimalniho zfedéni a poméru mobilni faze. Intenzivni sladidla (acesulfam
K, aspartam a sukral6za) se vyznacuji vysokou sladivosti, a proto se nachdzi v potravinach
Vv menSim mnozstvi. Naproti tomu objemova sladidla (mannitol, maltitol, sorbitol, xylitol) maji
podstatné nizsi sladivost, proto se pouZzivaji v mnozstvi vyssim.

Z vysledku této bakalatské prace je mozné vyvodit, Ze nelze pouzit jednu univerzalni metodu
pro stanoveni vSech nahradnich sladidel ve Zvykackach. Pro tyto Gcely by bylo potieba vyuZit
dvou kolon pro stanoveni cukernych alkohold Agilent Hi-Plex Ca (300 x 7,7 mm) a pro
intenzivni sladidla kolonu s nepolarni stacionarni fazi (na oktadecylovaném silikagelu). Pomoci
zvolené metody byla potvrzena pfitomnost vSech deklarovanych alkoholovych cukr
a sukralozy, s vyjimkou vzorku €. 9, kdy nebyl detekovan sorbitol a u vzorkt €. 7 a 12 byl navic
stanoven mannitol, ktery nebyl vyrobcem uveden.
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