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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim a ekotoxikologickym posouzenim umélych
sladidel. Prace byla zaméfena na nejcastéji pouzivana sladidla, mezi ktera patii acesulfam-K,
cyklamat, sacharin a sukralosa. Tato sladidla byla analyzovana metodou kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii, pficemz k jejich zakoncentrovani byla pouzita
metoda extrakce tuhou fazi. Vzorky pro jejich stanoveni byly odebirany z Cistirny odpadnich
vod v Modficich. Uméla sladidla jsou synteticky vyrobené latky, coz je hlavni divod jejich
vyskytu v odpadnich vodach. Néktera z nich nejsou s dostate¢nou efektivnosti na Cistirnach
odstranéna, a pronikaji tak do zivotniho prostfedi. Analyzou vzorki bylo zjiSténo, ze takovym
sladidlem je sukralosa. Ekotoxikologicky efekt vySe zminénych sladidel byl posuzovan
prostfednictvim organismu akvatického prostiedi, konkrétné na sladkovodnich korySich
Thamnocephalus platyurus a Daphnia magna, dale na rostliné Lemna minor a baterie testd byla
doplnéna o zastupce destruentti, bakterii Vibrio fischeri. Pro vSechna sladidla byly stanoveny
hodnoty LC20, EC20 a 1C20. Pro néktera sladidla byly stanoveny také hodnoty LC50, EC50 a
IC50. Testovani prokazalo, ze nejvyssi toxicitu pfedstavuje sacharin.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination and ecotoxicological assessment of artificial
sweeteners. The diploma was focused on monitoring the most commonly used sweeteners,
which includes acesulfam-K, cyclamate, saccharin and sucralose. These sweeteners were
analyzed by liquid chromatography with mass spectrometry, using solid phase extraction for
their concentration. The samples for their determination were taken from wastewater treatment
plant in Modrice. Artificial sweeteners are synthetically produced substances, which is the main
reason for their occurrence in waste water. Some of them are not efficiently removed from the
wastewater treatment plant and penetrate into the environment. Analysis of the samples was
found, that sucralose penetrates into the environment. The ecotoxicological effect of the
sweeteners was evaluated via aquatic organisms, namely on the freshwater crustaceans
Thamnocephalus platyurus and Daphnia magna, on the water plant Lemna minor, and the
battery of tests was supplemented by a representative of the destructors Vibrio fischeri. For all
sweeteners, LC20, EC20 and 1C20 values were determined. For some sweeteners, LC50, EC50
and 1C50 values were also determined. During testing, saccharin represented the highest
toxicity.
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1. UVOD

Uméla sladidla jsou synteticky vyrobené latky, které nachdzi uplatnéni predevsim
V potravinaiském pramyslu jako ptidatné latky, ve velké mife se také pouzivaji jako
dochucovadla ve farmaceutickém primyslu, napfiklad ve vitaminovych doplncich.
V potravinaiském prumyslu se vyskytuji v celé skale potravin a napojti, od zvykacek, riznych
druhti cukrovinek, pfes marmelddy, pudinky nebo jogurty, az po napoje jako jsou dzusy a
ochucené vody.

Hlavnim davodem pouzivani umélych sladidel je jejich sladivost, kterd je v nékterych
ptipadech azZ mnohonasobné vyssi nez sladivost sacharosy, a tudiz jsou v konecném disledku
do potravin a napoju piidavany v mnohem mensim mnozstvi nez v ptipadé pouziti sacharosy.
Dalsi vyhodou sladidel je, ze nezvySuji kalorickou hodnotu potravin nebo pouze minimalné,
¢ehoz vyuzivaji lidé, kteti musi omezit piijem cukru.

Umeélé sladidla predstavuji velmi kontroverzni skupinu latek. Objevuji se nazory, které
upozoriiuji na nebezpecnou stranku umélych sladidel — jejich konzumace mulze zptisobovat
problémy, jakymi jsou bolesti hlavy, chronicka inava az zavazné nemoci jako je rakovina nebo
Alzheimerova choroba. Také legislativa schvalovani obnasi spoustu nejasnosti.

Mezi nejrozsitenéjsi uméla sladidla patii acesulfam-K, aspartam, cyklamat a jeho soli,
sacharin a sukralosa. Casto se tato sladidla vyskytuji i ve smésich, protoze néktera z nich
vykazuji kovovou pachut’ a pro celkovou lepsi chut’ je vyZadovano spojeni s jinym, chutnéjSim
sladidlem. VVzhledem k nejasnosti vlivu sladidel na organismus se do popiedi dostavaji také
pfirodni sladidla jako stévie a zni ziskany steviosid a rebaudiosid, pouZivanym pfirodnim
sladidlem jsou i zpracované koteny I¢koftice. I pfesto se ocekava, ze spotteba umélych sladidel
kazdoro¢né poroste.

JelikoZz se jedna o synteticky vyrobené latky, lidské télo je bud’ metabolizuje pouze ¢astecné,
nebo dokonce viibec, a jsou vylu¢ovana v nezménéné formée. Toto je jeden ze zplsob, jak se
dostavaji do odpadnich vod a nasledné na Cistirnu odpadnich vod. Aktualni otdzkou jsou jejich
koncentrace na ptitoku odpadnich vod a na odtoku precisténé vody do recipientu. Nektera
sladidla prochazi Cistirnou vice méné v nezménéné formé¢, a tudiz pronikaji do ekosystému.
Um¢la sladidla nejsou jedinymi latkami, které jsou s nedostate¢nou efektivitou na Cistirnach
odstranovany, a tudiz nejsou ani jedinymi latkami, které pronikaji do zivotniho prostiedi a
ovliviiujyi tak organismy. Takto se do zivotniho prostfedi dostavaji latky, které pak pii
vzajemném pusobeni mohou vykazovat synergicky ucinek.

V soucasnosti se piedpoklada, Ze akutni toxicita sladidel pro organismy akvatického
prostfedi je pomérné nizka. Nicméné ocekava se, Ze jejich spotieba bude mit rostouci trend,
z ¢ehoz plyne, ze se budou zvysovat i koncentrace sladidel v ekosystému. K urceni jejich vlivu
na ekosystém je nutné zohlednit vliv na v§ech organismalnich urovnich a vedle akutni toxicity
sledovat také toxicitu chronickou.



V soucasné dobé jsou k dispozici metody, které spolehlivé stanovuji sladidla v potravinach, ale
pro stanoveni sladidel jako kontaminantd Zivotniho prostfedi zatim zadna standardni metoda
neni. Kjejich stanoveni se pouziva kapalinovd chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii a vzhledem k tomu, ze se sladidla vyskytuji v zivotnim prostiedi v nizkych
koncentracich, je tfeba zakoncentrovani analytti, K ¢emuz se vyuziva extrakce tuhou fazi.

Momentalné neni v Ceské republice k dispozici Zadna vefejna studie, ktera by mapovala
vyskyt sladidel jak na pfitoku odpadnich vod, tak na odtoku piecisténé vody, ¢imz by bylo
zjisténo, jaké koncentrace umelych sladidel pronikaji do ekosystému.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uméla sladidla

Mezi ptirozené sladké slozky potravin patii vesmés monosacharidy (pfedev§im glukosa a
fruktosa), disacharidy (sacharosa a laktosa), v mensim mnozstvi také cukerné alkoholy
(D-glucitol a D-mannitol) a dalsi slou¢eniny. Tyto latky se fadi mezi nutri¢ni sladidla, protoze
jsou zdrojem energie, a tudiz maji urcitou vyzivovou hodnotu. Mono a disacharidy patii mezi
kariogenni latky, tj. latky, které podporuji vznik zubniho kazu. Mimo jiné je jejich nadmérny
pfijem spojovan s obezitou a jinymi nemocemi. Pravé zdravotni, vyzivové ale 1 ekonomické
aspekty vedly k vyvoji mnoha syntetickych latek. Nékteré z nich se vyznacuji stejné sladkou
chuti jako latky ptirodni, zatimco druhou skupinu syntetickych latek piedstavuji modifikované
a Cisté syntetické latky, které jsou charakterizované vyssi sladivosti nez cukr [1].

Pod pojmem umé¢la sladidla (artificial sweeteners, AS) se rozumi takové latky, které jsou
ptidavany do potravin a jejichz funkci je napodobeni sladké chuti cukru. V porovnani se
sacharosou jsou 30-13 000krat sladsi. Pravé velmi intenzivni sladka chut umélych sladidel vede
K tomu, ze pfi piipravé potravin a napoju jich neni nutné pouzit takova mnozstvi jako v piipadée
cukru [2; 3]. Globalni trh tykajici se umélych sladidel dosahuje hodnoty okolo 8,2 miliardy
dolari (USD), pfi¢emz americky a evropsky trh piedstavuji az 65 % z této hodnoty [4; 5].

Nasledujici obrazek 1 zobrazuje stale rostouci obrat na trhu s umélymi sladidly:

Svétovy trh s umélymi sladidly

9.0

7.0 1
6.0 1
50 7
4.0 7
3.0 ¢
20 1
1.0 1
0.0

2005 2009 2010 201t 2012 2013 2014 2015

miliardy USD

» uméla sladidla

Obrazek 1: Svétovy trh s umélymi sladidly, upraveno dle [5]
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V roce 2002 byl pozorovan dramaticky nartist uzivani AS, a to ptredevsim z diivodu zna¢ného
roz$ifeni pouzivani sukralosy (schvalené vroce 1999), ktera vykazuje v potravinach velmi
dobrou stabilitu. K nardstu pfispél 1 rozmach riznych dietnich programt, které jsou zalozeny
pravé na konzumaci potravin S nizkym obsahem cukru [6]. Cukr byva v potravinach nahrazen
i z diivodu celosvétove rostouci miry obezity, s ¢imz je spojen i zvySujici Se pocet nemoci, jako
je naptiklad diabetes mellitus. Lidé s touto nemoci musi omezit ptijem cukru a dodrzovat dietu.
Primyslové technologie se proto snazi objevovat i alternativni formy sladidel, které poskytuji
nizky az zadny piijem kalorii [2; 3]. Za dalsi vyhodu muzZe byt povazovan fakt, ze pii jejich
konzumaci nedochazi ke vzniku zubniho kazu, protoze se jedna pouze o nahrady cukru [7].

2.1.1. Historie

Prvenstvi mezi objevenymi sladidly patii sacharinu. Byl objeven nahodou v roce 1879
chemickym vyzkumnym asistentem Constantinem Fahlbergem, ktery pracoval na nové
konzervaéni latce a omylem si polil ruce pravé pouzivanymi slou¢eninami. Po pfichodu doma
si pii chystani vecete v§iml velmi intenzivni sladké chuti, proto se vratil do laboratofe a zkousel
znovu syntetizovat onu sladkou latku. Vzniklou slou¢eninu pojmenoval sacharin po latinském
oznaceni cukru saccharum. Sladidlo bylo pouzivano zprvu jen sporadicky, coz se zménilo
s pfichodem prvni svétové valky, kdy byl cukr k dostani pouze na pifidél. Pouzivani sacharinu
dramaticky vzrostlo i proto, ze byl posilan jako sladidlo vojskim v Evropé. Sacharin se
nepiestal pouzivat ani po skonceni prvni svétové valky, ba naopak mnozstvi vyrobku na trhu
vyznamné vzrostlo. S pfichodem druhé svétové valky se situace opakovala a doslo k vyrazné
expanzi vyroby, ktera trvala opét i po jejim skonéeni. V roce 1960 byly provedeny studie, které
ukazaly, ze sacharin zpusobil vznik rakoviny mocového méchyte u laboratornich potkant.
Z tohoto divodu Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA)
byl sacharin jediné znamé umélé sladidlo. V Kanad¢ v roce 1977 byl dokonce vydan zakaz toto
sladidlo pouZivat, nicméné Kongres vydal na tento zadkaz moratorium, coZ umoznilo provadét
dalsi studie zkoumajici jeho bezpecnost. V roce 1991 FDA zakaz pouzivani zrusil na zakladé
vysledkti dokazujicich, ze sacharin (v bézném mnozstvi) u lidi rakovinu mocového méchyie
nezpusobuje [8].

Dalsim objevenym sladidlem byl vroce 1937 cyklamat, ktery je kvuli obavam z
potencialnich karcinogennich 0¢inkii v USA zakazan, nicméné v Evropé€ je pouziti tohoto
sladidla povolené [6].

Tretim znamym umélym sladidlem Vv potadi je aspartam. Byl objeven Jamesem Schlatterem
v roce 1965. | k objevu tohoto sladidla ptispéla ndhoda, kdyz J. Schlatter pracoval na syntéze
nového 1éku k 1écbée viedl a olizl si béhem své prace prsty, pficemz ho piekvapila sladké chut’
neznamé slouceniny. Aspartam byl schvalen v roce 1981 jako stolni sladidlo. Opét se vznesla
vina nesouhlasu, byly vydany mnohé studie, které poukazovaly na jeho nebezpecné
vlastnosti [8]. Co se tyka bezpecnosti aspartamu, nazory se lisi. Je uvedeno, ze vSechny studie
financované priimyslem ruci za jeho bezpecnost, na rozdil od nezavisle financovanych, kdy az
92 % téchto studii upozorfiuje na nepiiznivé U€inky na zdravi. Uvadi, Ze produkty obsahujici
aspartam vyvolavaji bolesti hlavy, mohou zplsobovat Alzheimerovu chorobu, poruchy
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pozornosti, vrozené vady, rakovinu, cukrovku a mnohé dalsi. Presto byl v roce 1996 schvalen
pro pouziti ve v8ech potravinach i napojich [3].

V roce 1967 bylo objeveno dalsi umélé sladidlo — acesulfam draselny. V roce 1992 bylo
schvaleno jeho pouziti v suchych potravinach a nakonec v roce 1998 bylo povoleno pouziti i
V napojich. Toto umélé sladidlo se chystala vyuzivat i spole¢nost Pepsi, ktera oznamila, Ze by
mohl byt pouzivan v novém napoji Pepsi One [8].

O rok pozdéji, tzn. v roce 1999, byla schvalena sukralosa, ktera dnes piedstavuje viibec
jedno z nejvice pouzivanych sladidel [6].

2.1.2. Pouziti

vvvvvv

nealkoholické napoje. Nicméné v dnesni dob¢ je Ize nalézt naptiklad i v obilnych vyrobcich,
véetné chlebt a cerealii, v mlécnych vyrobceich bez cukru, v tzv. lite jogurtech, ve zvykackach
a zmrzlinach bez ptidaného cukru. Objevuji se také v riznych druzich kofeni, keCupli a dZemd.
Mohou se vyskytovat v multivitaminech a hygienickych vyrobcich, jako jsou ochucené zubni
pasty ¢i Gstni vody. I presto nejveétsi podil spotieby AS ve svéte stale tvoii napoje a rizné dietni
napoje, které jsou nasledovany stolnimi sladidly a dale potravinami, které AS obsahuji [6].
Umeélé sladidla 1ze nalézt vyjma potravinarskych produkti také ve vyrobcich farmaceutického
pramyslu a v iadé produkti osobni péce, napt. v rténkach. Dokonce jsou vyuzivdna i
v krmivech pro zvifata, pficemz Evropskou unii povolenym sladidlem je sacharin.

Potraviny s obsahem AS jsou levné&jsi, protoze neni tfeba nakladna produkce sacharosy.
Dalsi vyhodou je, ze dochazi i k prodlouzeni trvanlivosti potravin [4; 9].

Néktera sladidla, jako naptiklad alimat nebo cyklamat, nejsou v USA povolena, ale v mnoha
¢astech svéta jsou jak schvélena, tak béZné€ pouzivana. Pravé cyklamat spolecné s aspartamem,
sacharinem a sukralosou tvofi vétsinu z celkové spotieby AS, pfedev§im kvuli své nizké cené.
Vzhledem k nize uvadénym zdravotnim aspektim pouzivani AS jsou dnes ¢im dal vice
preferovany pfirodni produkty, pficemzZ k nejvice pouzivanym piirodnim nizkokalorickym
sladidlim patii stevie a rebaudiosid A [6].
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V dnesni dobé¢ patii mezi nejvice pouzivana uméla sladidla acesulfam-K (ACE), alimat (ALI),
aspartam (ASP), cyklamét (CYC), neohesperidin dihydrochalkon (NHDC), neotam (NEO),
sacharin (SAC) a sukralosa (SUC) [4].

Naésledujici obrazek 2 zobrazuje pomérové zastoupeni pouziti jednotlivych sladidel:

Utnela sladidla

Celosvétovy trh se sladidly

v aspartam 31 % = sukralosa 23 %
» sacharin 21% cyklamat 11 %
v acesulfam-K 9 % = neotam 1%

stevia 4 %

mcukrB2% s« AS9 % fruktosa 9 %

Obrazek 2: Pouzivana sladidla, upraveno dle [5]

V dostupné literatufe lze nalézt i mnoho prizkumt, které zkoumaji a zjist'uji, jaké vékové
skupiny jsou nejvétsimi spotiebiteli, zda ptfevazuji zeny ¢i muzi, nebo jak se tyto zjist€né
informace méni v pribehu let. V porovnani vékovych skupin spotiebitell jsou nejcastéjsimi
uzivateli umé&lych sladidel déti (6-11 let) a star$i lidé (> 55 let). Bylo prokazano, Ze mnohem
vetsi nartst spotieby v minulych deseti letech byl pozorovan u Zen, ale v soucasné dobé je
spotfeba mezi muzi a Zenami piiblizné vyrovnana [6].

2.1.3. Zdravotni dopady umélych sladidel

Z dtiivodu velmi dobré dostupnosti AS se ocekava, ze jejich vyuziti stile poroste, s ¢imz souvisi
1 rostouci obavy, které se tykaji zdravotni zavadnosti umélych sladidel a produktd uméla
sladidla obsahujici. Pravé zdravotni dopady (kladné i zdporné) jsou velmi Casto rozebiranou
problematikou [6]. Mnoho lidi se obava, Ze umé¢la sladidla mohou zpiisobovat rakovinu a jiné
nemoci. Objevuji se nazory, Ze mohou byt pfi¢inou bolesti hlavy, chronické tnavy, autismu,
skler6zy, Parkinsonovy a Alzheimerovy nemoci, leukémie, vzniku lymfomu, popf. rakoviny
mocového méchyfe a mozku [10]. Bylo provedeno jiz mnoho studii zabyvajicich se
zdravotnimi dasledky konzumace potravin s obsahem umélych sladidel, vysledky jsou vsak
odli$né a rozporuplné.
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Mezi spotiebiteli je pravdépodobné nejdiskutovanéjsim sladidlem aspartam. Ten se v lidském
téle rozklada na amino kyselinu, kyselinu asparagovou a methylester fenyalaninu, ze kterého
v malém mnozstvi vznika methanol. O methanolu je znamo, ze ve vétSich davkach ptisobi na
lidsky organismus toxicky. Nicmén¢ produkty rozkladu aspartamu se vyskytuji v mnoha jinych
a béznych potravinach, jako je maso, mléko nebo ovocné stavy. Napriklad sklenice mléka
obsahuje asi 6x vice fenylalaninu a az 13x vice kyseliny asparagové nebo sklenice rajcatové
Stavy obsahuje zhruba 6x vice methanolu, nez je odpovidajici mnozstvi napoje slazeného
aspartamem.

Byla uskute¢néna studie se zvifaty, na kterych byly provedeny testy z hlediska akutni,
subchronické a chronické toxicity, ddle karcinogenity, teratogenity, mutagenity, a také byly
hodnoceny uc€inky na nervovy systém, gastrointestinalni trakt, endokrinni systém a reproduk¢éni
systém. VSechny testovaci organismy byly vystaveny mnohem vét§Sim davkam, nez by byli lidé
schopni zkonzumovat. Na zaklad¢ testt byla stanovena hodnota NOEL (No Observed Effect
Level, nejvyssi davka bez pozorovaného Gc¢inku) na 4 000 mg/kg télesné hmotnosti za den, coz
je mnohonasobné vyssi hodnota nez stanoveny pfijatelny denni piijem (Acceptable Daily
Intake, ADI, viz nize) [11; 12].

Donedévna ptevladaly nazory, ze uméla sladidla jsou zdravé nahrazky cukru, protoze poskytuji
sladkou chut’ bez ptijmu kalorii nebo glykemickych uc¢ink®, nicméné uloha AS ve zdravé stravé
je diskutabilni. Udaje z n&kolika epidemiologickych studii ukazuji, ze spotieba AS je spojena
se zvySenym rizikem rozvoje obezity a diabetu 2. typu. Také se objevuji nazory, ze konzumace
AS s cilem zhubnout je kontraproduktivni, protoze umela sladidla mohou vyvolavat chut
K jidlu, a tudiz muze dochazet k ptijmu dalSich potravin a kalorii [13; 14].

Védci z Purdue University v USA provadéli testy umélych sladidel s vyuzitim krys jako
testovaciho organismu. Pozorovali vztah mezi expozici AS a konzumaci potravy, kdy
sledovanym endpointem byla zména hmotnosti krys. Pro test byly vybrany dvé skupiny krys.
Prvni skupin€ byly podavany ke krmivu dvé rizné tekutiny — jedna obsahovala sacharin a druha
glukosu, tzn.: tekutina ne vzdy ptedstavovala pfijem kalorii. Ve druhé testovaci skuping krysy
ptijimaly opét dvé riizné tekutiny, pficemz prvni z nich obsahovala sacharosu a druha glukosu,
tzn.: tekutina vzdy piedstavovala ur€ity kaloricky ptijem. Po uplynuti deseti dni krysy dostaly
slazené krmivo a byla sledovéna jeho spotieba po dobu 1 hodiny. Skupina, ktera méla ve své
potravé tekutinu obsahujici umélé sladidlo sacharin, vykazovala az 4x vétsi spotiebu
krmiva [15].

Dalsi test byl proveden s umélym sladidlem komer¢né ozna¢enym jako Splenda (sukralosa).
Testovacimi organismy byly 4 skupiny dospélych krys, které po dobu 12 tydnt ptijimaly vodu
obsahujici rizné koncentrace sukralosy (v rozsahu 100 az 1000 mg/l/den). Po uplynuti této
doby se hodnatila jejich hmotnost v porovnani s kontrolni skupinou. Zjistilo se, Ze vSechny
skupiny vystavené expozici AS vykazovaly vyssi vdhu v porovnani s kontrolou, pficemz tyto
rozdily byly vyznamné pro koncentrace 100 a S00 mg/l/den [15].

Tento trend byl sledovan 1 u lidi jiz v roce 1986, kdy byl proveden priazkum, do kterého se
zapojilo 78 694 zen po dobu jednoho roku. Na konci tohoto roku se ukazalo, ze zeny uzivajici
sacharin vykazovaly piibytek na vaze oproti zenam, které se umelym sladidlim vyhybaly [15].
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Jednim z hlavnich cili zkoumdani disledkd AS je sledovani zmény hmotnosti testovacich
organismﬁ protoie se jednd o nejlépe pozorovatelnou zménu. Pfedpoklédé se, 26 pokud muze

Vv

zdravotni nasledky [15].

Na obrazku 3 jsou porovnavany hlavni zdravotni vyhody a nevyhody pfirodnich a umélych
sladidel:

Oblasti vyzkumu

preference
konzumenta?

zdravotni vhv na chut' a
vyhody? komp atibilita | pocit sytosti ?

s vyrobky?

Blyl\ermcka + % Ty

Prirodni sladidla Umeéla sladidla

Obrazek 3: Zdravotni vyhody a nevyhody sladidel, upraveno dle [104]

2.2. Legislativa

Ceska republika je soucasti Evropské unie, a proto musi do své legislativy zapracovavat i
ptedpisy vydané EU. Problematiku umélych sladidel upravuje smérnice Evropského
parlamentu a Rady 94/35/ES ze dne 30. ¢ervna 1994 o nahradnich sladidlech pro pouziti
v potravinach, ktera byla novelizovana v roce 2006 smérnici 2006/52/ES. V Ceské republice
upravuje problematiku umélych sladidel vyhlaska ¢. 4/2008 Sb., ktera stanovuje druhy a
podminky pouziti pfidatnych latek a extrakénich rozpoustédel pii vyrobé potravin. Ta byla
novelizovana vyhlaskou ¢. 122/2011 Sh. Z dané vyhlasky vyplyva, Ze ptidatné latky lze pouzit
pfi piiprave potravin, jen pokud maji své technologické opodstatnéni a je to pro danou potravinu
povoleno. V piiloze ¢. 5 vyhlasky ¢. 4/2008 Sb. je uveden seznam povolenych sladidel a jejich
nejvyssi povolena mnozstvi v potravinach [16; 17; 18].
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Vsechna schvalovana ume¢la sladidla musi podstoupit mnoho testovani. Pti procesu schvalovani
musi vyrobce poskytnout rozsahlé udaje vcetné nazvu, slozeni, fyzikalnich a chemickych
vlastnosti a dale musi dodat komplexni zpravy o testovani bezpeCnosti. V Americe
problematiku sladidel fesi Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv FDA, ktery nemtize schvalit
zadnou potravinovou slozku, pokud neni prokazano, Ze je bezpe¢na [19]. V Evropské unii diive
odpovidal za bezpecnost potravinovych piidatnych latek Védecky vybor pro potraviny
(Scientific Committee on Food, SCF), v soucasné dobé ovSem nese zodpovédnost Evropsky
ufad pro bezpeénost potravin (European Food Safety Authority, EFSA). VSem povolenym
sladidlim je pfidélena hodnota ADI. ADI je definovano jako mnozstvi piidatné latky, vyjadiené
v mg/kg télesné hmotnosti, které mize byt pozito denné po cely zivot bez zdravotniho rizika.
Pro uméléd sladidla se ADI pohybuje Vv rozmezi hodnot 5-50 mg/kg télesné hmotnosti za
den [20; 21].

Ve statech Evropské unie jsou povolena tato nasledujici sladidla: acesulfam-K (E950),
aspartam (E951), cyklamat a jeho soli (E952), sacharin (E954), sukralosa (E955), thaumatin
(E957), neohesperidin DC (E959), neotam (E961) a aspartamacesulfam a jeho sodna sil
(E962) [17; 18].

Na synteticky vyrobené latky se vztahuje nafizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1907/2006
ze dne 18. prosince 2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of chemicals, REACH). REACH je
legislativni dokument, ktery si klade za cil zlepSit ochranu lidského zdravi a Zivotniho prostfedi
pro shromaZd’ovani a hodnoceni Udaji o vlastnostech a rizicich latek a zavést jejich
systematickou registraci. Samotnd registrace ma dokumentovat bezpecné pouZzivani
chemickych latek, proto musi zahrnovat i informace o jejich nebezpecnosti, na zakladé kterych
mohou Zadatelé o registraci tyto latky klasifikovat. Zaroven Natizeni REACH zlepSuje kontrolu
jednotlivych latek. Cilem postupu povolovani je zajistit, aby latky vzbuzujici mimotadné obavy
byly primarn€ pod kontrolou, sekundarné je snaha o jejich nahrazeni vhodnou alternativou.
Implementaci Naiizeni v Ceské republice ma v kompetenci Ministerstvo Zivotniho prostiedi,
jeho uplatiiovani pak kontroluje Ceska inspekce Zivotniho prostiedi [22; 23; 24; 25].

Existuji vyjimky z nékterych ¢asti pravnich ptedpist, pro které plati pfedpisy jiné. Témito
vyjimkami jsou napf. chemické latky v potravinach nebo v 1é¢ivych ptipravcich. Déle to mohou
byt skupiny latek, které jsou z plisobnosti natizeni vyslovné vylouCeny. To se tyka latek
pouzivanych v potravinach a krmivech, coz jsou aditiva a aromata. Z této informace vyplyva,
ze uméla sladidla jakozto synteticky vyrobené latky pod Natizeni REACH nespadaji [26].
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2.3. Vybrana uméla sladidla

2.3.1. Acesulfam-K

Strukturni vzorec: C4H4KNO4S
Chemicky nazev: draselna sul 6-methyl-1,2,3-oxathiazin-4(3H)-on-2,2-dioxidu
Molekulova hmotnost: 201,24 g/mol

Obrazek 4: Acesulfam-K [100]

Acesulfam-K byl objeven v roce 1967 Karlem Claussem. Nejprve byl ve Spojenych statech
schvéalen jen pro specifické pouziti a az v roce 1998 se zacal vyuzivat i ke slazeni népoji ve
smési s aspartamem. Roku 2003 byl schvéilen k pouzivani v celém rozsahu produkti
potravinatrského pramyslu [9].

Vyskytuje se ve vice nez 100 zemich a ve vice nez v 5000 produktech. Komer¢né je
k dostani pod oznacenim Sunette, Sweet One nebo Swiss Sweet. Diky tepelné stabilité mize
byt pouzivan pii vafeni i peCeni. Vzhledem k tomu, ze sdm o sobé ma nepiijemnou chut’,
nachazi se ¢astéji ve smésich s ostatnimi sladidly. Je kombinovan pfevazné s aspartamem nebo
sukralosou. Bé&zné se pouziva ve spojeni s objemovymi sladidly jako je sorbitol, napf.
v marmeladach, dezertech, pe€ivu nebo zvykackach. Je vhodny pro vSechny obvyklé oblasti
pouziti sladidel [3; 27].

Acesulfam-K je umél¢ sladidlo, které je zhruba 200krat sladsi nez cukr. Jeho sladka chut je
vnimana rychle — ma okamzity nastup sladkosti ve srovnani s ostatnimi sladidly a nepietrvava
déle, nez je chut’ potraviny. Hodnota ADI byla stanovena na 15 mg/kg, ale v roce 2000 byla
snizena na 9 mg/kg lidské hmotnosti za den. Zlidského téla je vylucovan prakticky
Vv nezméneéné forme. Piestoze je spolu s cyklamatem a sacharinem povazovan za bezpecnou
latku, u ¢asti odborniku stale pietrvavaji obavy ohledné jeho zdravotni nezavadnosti, a proto je
pfedmétem dalsiho toxikologického provétovani.

Z chemického hlediska se jedna o bily krystalicky prasek, ktery ma podobné vlastnosti jako
sacharin. Pi obvyklych teplotach je staly, zacina se rozkladat az pfi teploté 225 °C. S rostouci
teplotou prudce stoupa také jeho rozpustnost, naopak v alkoholech je rozpustny mnohem méng.
Jeho stabilita byla zkoumana porovnanim vlastnosti vzorki acesulfamu-K skladovaného po
dobu Sesti let pii pokojové teploté a noveé vyrobeného. Pti tomto testu nebyly pozorovany zadné
vyznamné rozdily [27; 28; 29].
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2.3.2. Aspartam

Strukturni vzorec: C14H18N205
Chemicky nazev: methyl ester L-a-aspartyl-L-fenylalaninu
Molekulovd hmotnost: 294,30
0
HO
“CH,
H2 0o

Obrazek 5: Aspartam [97]

Aspartam je vyuzivan vice nez 30 let a pravdépodobné patii mezi nejvice kontroverzni sladidla
vubec. S procesem jeho povoleni je spojeno mnoho nejasnosti. | kdyZ je na néj nahlizeno diky
mnoha nezadoucim G¢inkdm jako na $kodlivou latku, zadné studie spolehlivé neprokazaly jeho
nebezpecné vlastnosti. Hodnota ADI se v USA a Evropé¢ 1isi, zatimco v USA je stanovena na
50 mg/kg télesné hmotnosti, v Evropé je tato hodnota nizsi — 40 mg/kg télesné hmotnosti [30].
Vroce 2002 SCF provedl revizi vSech puvodnich i novéjSich poznatkd tykajicich se
zdravotnich nasledkd a rozhodl, Ze hodnotu ADI neni tfeba ménit.

Predstavuje nejvice prodavané umélé sladidlo na svété a je pouzivano ve vice nez 6 000
produktech. Jeho nejznaméjsi oznaceni na trhu je Nutra Sweet. Je 200krat sladsi nez sacharosa
a jeho chut je ji velmi podobna. Uvadi se, Ze nema kovovou pachut’, jak tomu je u nékterych
ostatnich sladidel. PouZiva se jako sladidlo v mnoha produktech, napf. ve Zvykackach,
v suchych napojovych smésich, instantni kavé a ¢ajich, dale v nékterych jogurtech, pudincich,
zmrzlinach nebo riznych cukrovinkach [3]. Jeho pouziti neni vhodné k peCeni a vafeni
vzhledem k nizké stabilité, kterou vykazuje pti del$im zahiivani. V lidském téle je velmi rychle
vstiebavan a metabolizovan, mimo jiné i za vzniku malého mnozstvi methanolu (10 %). Toto
sladidlo nemohou uzivat lidé, ktefi trpi fenylketonurii, coZ je onemocnéni zpusobené
neschopnosti metabolizovat fenylalanin.

Aspartam je dipeptid slozeny ze dvou aminokyselin — L-asparagové a methyl esteru
L-fenylalaninu. Ve vodé je velmi malo rozpustny, V tucich a olejich neni rozpustny vibec a
v alkoholech jen ¢aste¢né. V pevné formé je relativné stabilni, ale v zavislosti na pH a teploté
podléha degradaci. K jeho transformaci dochazi pii zvySené teploté, cca od 60 °C. Pii
laboratorni teploté je aspartam stabilni v rozmezi hodnot pH 3,4-5. Pfi niz§im pH (pH < 3)
podléha hydrolyze, jejimz produktem je aspartylfenylalanin. Pokud je pH > 6 dochazi k jeho
cyklizaci [9; 20; 28; 31].
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2.3.1. Cyklamat

Strukturni vzorec: CsH12NO3S
Chemicky nazev: aminocyklohexylsulfamat
Molekulovd hmotnost: 179,24

o
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HN \O

Obrazek 6: Cyklamat [99]

Cyklamova (cyklohexylsulfamova) kyselina a jeji soli (natrium cyklamat a kalcium cyklamat)
se fadi pod skupinovy nazev cyklamaty. V mnoha statech nejsou povoleny [1], naptiklad FDA
zakazal pouziti cyklamatu jako piidatné latky v roce 1969 z dtivodu karcinogennich vlastnosti,
které se projevovaly pfi testovani tohoto AS ve smési se sacharinem. Védci zjistili, ze v lidském
téle muze dochazet k metabolizaci za vzniku cyklohexylaminu. Cyklohexylamin je toxicka
latka, ktera ma schopnost rychlé a kompletni absorpce v gastrointestinalnim traktu. Mize také
dochazet k metabolizaci za vzniku dicyklohexylaminu, ktery je karcinogenni. V soucasné dobé
prevlada tvrzeni, ze cyklamaty nezptsobuji rakovinu piimo, ale s velkou pravdépodobnosti
potencuji t€inek jinych karcinogennich latek, proto se jeho konzumace nedoporucuje t¢hotnym
zenam a détem. V lidském téle je metabolizovan zhruba z 60 %. Po toxikologickém hodnoceni
byla stanovena hodnota ADI na 7 mg/kg télesné hmotnosti [28; 32; 33].

Oblast pouziti je Siroka a v podstaté stejna jako U ostatnich vySe zminénych sladidel. Muze
se vyskytovat v napojich, jako jsou dzusy a rizné $tavy, dale v potravinaiském prumyslu ve
zvykackach, v cukrovi a dzemech, Zelatinach ¢i v riiznych druzich dresingl a topingl. Byva
pouzivan ve farmaceutickém prumyslu jako dochucovadlo. Stejné¢ jako acesulfam-K je
charakterizovan rychlym nastupem chuti, kratkym trvanim, hotkou a kovovou pachuti.
Vykazuje nejnizsi sladivost — je pouze 30x sladsi nez cukr, ale ve smésich s jinymi sladidly
dochazi k synergickému efektu. Sladka chut’ zavisi na typu soli a pouzitém médiu, proto se
mize sladkost v mnoha produktech lisit. Je zajimavé, ze u tohoto sladidla se vzristajici
koncentraci klesa sladkost. Je pfevazné pouzivan ve formé soli kviili jejich vyssi rozpustnosti
ve vodé.

V pevné formé je cyklamat bily krystalicky prasek s velmi dlouhou Zivotnosti. Je stabilni
v Sirokém rozsahu pH, v pfipad¢ nizSich 1 vysSich teplot, v pfitomnosti svétla, kysliku 1 jinych
potravinovych slozek. Mimo jiné je znamo, Ze nepodporuje rust bakterii ¢i plisni [20; 34].
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2.3.2. Sacharin

Sumarni vzorec: C7HsNO3S
Chemicky nazev: 2,3-dihydro-3-oxobenzisosulfonazol
Molekulovd hmotnost: 183,18

O

NH
’S/
A\
'S
o O
Obrazek 7: Sacharin [98]

Sacharin se vyrabi od roku 1901 a rovnéz i u tohoto sladidla se objevuji pochyby o jeho
zdravotnich dopadech. Je velmi stabilni, a predstavuje tak sladidlo, které miize byt pouzito
univerzalné v mnoha potravinatskych vyrobceich i pro ptimou konzumaci. Kvuli ponékud hotké
az Kovové chuti se sacharin nejcastéji pouziva v kombinaci S jinymi sladidly, napiiklad jeho
sodna siil je nejcastéji kombinovana s cyklamatem. Lidskym organismem neni metabolizovan,
a tudiz je beze zmény vylucovan pievazné moci [33]. V komeréni formé je dostupny ve tfech
variantach: sacharin, sacharin sodny a sacharin vapenaty. Tyto formy jsou 200-800krat sladsi
nez sacharosa a neobsahuji zadné kalorie. SCF v roce 1995 stanovil hodnotu ADI na 5 mg/kg
télesné hmotnosti, ovSem v Americe byla hodnota ADI schvélena na 15 mg/kg télesné
hmotnosti. Ze vSech aktualné prodavanych sladidel je diky nizké cené a intenzivni sladkosti
nakladové nejvyhodnéjsi [28; 35; 36].

jakymi jsou nealkoholické napoje, ovocné Stéavy, dzusy, zvykacky, rtizné cukrovinky,
kandované ovoce, dZzemy, polevy a omacky. Mimo jiné nachazi uplatnéni i v zeméd¢lskych
produktech, v krmivech pro zvifata, v mnoha produktech osobni péce a ve farmacii.

Z chemického hlediska je to bily krystalicky prasek bez zapachu. Jedna se o stfedné silnou
kyselinu vykazujici nizkou rozpustnost ve vodé (maximaln¢ 40 g/l vody pii teploté 100 °C),
coz ale nebrani velmi Sirokému vyuziti praveé diky jeho sladkosti. Nejpouzivanéjsi je sodna stil
sacharinu, protoZe pfedstavuje nejvice rozpustnou formu a mé vysokou miru stability. Vyhodou
sacharinu a jeho soli je vysoka stabilita ve vodnych roztocich v Sirokém rozsahu pH. Studie
prokazaly, ze v rozmezi pH 3,3-8,0 nedochazelo ke zménam ani pii zahfivani na teplotu 150 °C
po dobu jedné hodiny. K hydrolyze dochdzi pti vysoké teploté a zaroven nizké nebo naopak
vysoké hodnot¢ pH. Produkty hydrolyzy jsou 2-sulfobenzoova a 2-sulfamoylbenzoova kyselina
[28; 29].
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I kdyz souhrn dostupnych vyzkumu ptedpoklada, ze sacharin je pro lidskou spotiebu bezpec¢ny,
objevuji se negativni nazory, které se tykaji jeho zdravotnich dopadi. Tyto ndzory se opiraly o
vysledky testtl na krysach. Béhem téchto testd védci prokazali, ze pokud krysy byly vystaveny
vysokym davkam sodné soli sacharinu, dochazelo ke vzniku nadorti v mo¢ovém méchyti [28].
Velké davky zpusobily vznik srazeniny fosfore¢nanu vapenatého a pii dlouhodobéjSim
podavani pak s velkou pravdépodobnosti podnitily vznik naddort. Tento vliv je ale pozorovan i
u jinych sodnych soli a navic je prokazano, ze krysy jsou zvlast’ nachylné ke vzniku nadori
v mo¢ovém méchyii [33]. V roce 1997 zvlastni Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer, IARC) vydala prohlaseni, ze studie prokazujici
vznik nadort u krys nejsou pro ¢lovéka relevantni [28].

2.3.3. Sukralosa

Strukturni vzorec: C12H19Cl30s
Chemicky nazev: 1,6-dichlor-1,6-dideoxy-p-D-fruktofuranosyl-4-chlor-4-deoxy-
a-D-galaktopyranosid
Molekulova hmotnost: 397,63 g/mol
H
c
HO

Ol
I

Obrazek 8: Sukralosa [101]

Sukralosu lze nalézt v mnoha produktech (cca 4 000) a je pouzivana ve vice nez 80 zemich.
Byla objevena v roce 1976 a k jejimu schvaleni FDA doslo v roce 1998, kdy se na trhu zacala
objevovat pod obchodnim nazvem Splenda. Studie prokazuji, Ze je chutové nejvice podobna
stolnimu cukru a jeji sladivost je zhruba 600krat vétsi. Ptijatelna denni davka byla stanovena
na 15 mg/kg télesné hmotnosti za den — tato hodnota plati v Evropé. V Americe je schvalena
hodnota nizsi, a to 5 mg/kg télesné hmotnosti.

Je Siroce vyuzivana a upfednostiiovana pred ostatnimi umélymi sladidly, protoze nema
hotkou pachut’, kterou nékterd jind umélé sladidla vykazuji. Jeji bezpecnost byla pfedmétem
ptisného a rozsahlého prizkumu, proces jejiho zkoumani se dokonce tadi mezi jeden
z nejvetSich vyzkumnych programi pro vySetfovani novych aditiv. Mnohé toxikologické studie
na riznych druzich zvirat ukazuji, ze nebyly doposud prokazany karcinogenni, teratogenni ani
mutagenni u¢inky [3; 4; 37; 38]. Jedna se o substituovany disacharid, ktery je syntetizovan
selektivni chloraci tii primarnich hydroxylovych skupin v molekule cukru.
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Po vloZzeni ti1 atomi chloru do molekuly sacharosy se nové¢ vznikld molekula prostoroveé zméni,
a tudiz ji enzymy nedokézi rozlozit, tzn. vétSina sukralosy (zhruba 85 %) se nevstiebava, ale je
z lidského téla vyluc¢ovana v nezménéné formeé [37].

Po fyzikalné-chemické strance se jedna o bily krystalicky praSek bez zapachu a s vysokym
bodem tani. Sukralosa je amfifilni molekula, ktera se sklada z hydrofobnich skupin (C-CH2Cl)
jakoz 1 z hydrofilnich skupin (OH), z ¢ehoZ plyne, Ze mlize mit jak lipofilni, tak hydrofilni
vlastnosti. Jako disacharid mé relativné malou molekulovou hmotnost a diky pfitomnosti
hydroxylovych skupin je vysoce rozpustna ve vodé. Nizky rozdélovaci koeficient oktanol-voda
spojeny s pritomnosti vice OH skupin na chlorované molekule naznacuje nizky bioakumula¢ni
potencial. Za velmi kyselych podminek pomalu hydrolyzuje za vzniku 1,6-dichlorofruktosy a
4-chlorogalaktosy, coz je v piirodnich podminkach jen malo pravdépodobné [28; 31].

2.3.4. Shrnuti zakladnich udaji o umélych sladidlech
V tabulce 1 jsou uvedeny zakladni informace o zajmovych sladidlech.

Tabulka 1: Prehled umélych sladidel a jejich zakladni idaje

sladidlo strukturni | molekulova oznaceni sladivost ADI
vzorec hmotnost

acesulfam-K | CsHsKNO4S 201,24 E950 200 9

aspartam C14H18N20s 294,30 E951 180-200 40

cyklamat CsH12NO3S 179,24 E952 30 7

sacharin C7HsNOsS 183,18 E954 200-800 5

sukralosa C12H19Cl30s 397,63 E955 600 15

2.3.5. Prirodni sladidlo 1ékorice

Rod Glycirrhiza obsahuje okolo 30 druhti rostlin rozsifenych po celém svété. Z téchto rostlin
jsou zpracovavany kofeny a rhizomy, ze kterych se postupnymi upravami, jako je suseni nebo
drceni, ziskavaji ruizné formy (extrakt, prasek), které jsou nadale vyuzivany. Pravé extrakt
z kotenil a oddenkt téchto rostlin patii k nejstar§im a nejcastéji pouzivanym bylinnym 1ékiim
na svété. Pro komercni pouziti se z pravidla vyuzivaji nasledujici téi druhy rostlin: Glycyrrhiza
glabra, ktera je obvykle péstovana v Evrop¢, proto je ¢asto nazyvana jako Lékofice evropska,
dale Glycyrrhiza uralensis a Glycyrrhiza inflata, pricemz tyto dva druhy jsou ¢asto pouzivany
v ¢inské medicing, proto se oznacuji jako Lékofice ¢inskd. Jako sladidlo je pfidavana do
zvykacek, ¢okoladovych sladkosti, zvykacich tabdkul, cigaret a riznych smési urCenych ke
kouteni. Uplatiiyje se i v kosmetice jako depigmentacni ¢inidlo.

Z kotenu a oddenkt 1ékofice byl izolovan velky pocet sloucenin jako triterpeny, saponiny,
isoflavonoidy a chalkony. Za hlavni biologickou slozku je povazovan glycirrhizin (5-10 %),
ktery je az 50x slad$i nez cukr. Slozeni 1ékofice se Casto 1isi predevSim v zdvislosti na
zemépisném puvodu a zplsobu zpracovani, S¢imz piimo souvisi kvalita vysledného
produktu [39; 40].
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Extrakt z kofent 1ékofice je tradi¢ni 1€k, ktery se pouziva predevsim pro 1écbu hepatitidy C a
plicnich a koznich onemocnénich, mimo jiné je prokazano, ze ma antimikrobialni, antioxidacni
a protinddorové ucinky. Konzumace I€kofice nebo piipravki, které ji obsahuji, ve velkém
mnozstvi muze zpusobovat bolest hlavy, paralyzu, do¢asnou ztratu zraku, dale kardiovaskularni
poruchy, srde¢ni zastavu, ovliviiovat spravnou ¢innost ledvin a dalsi [40].

Hodnota ADI pro glycyrrhizin nebyla stanovena, ale z dostupnych udaji vyplyva, ze piijem
100 mg/den (cca 2 mg/kg/den) nebude piedstavovat neptiznivé G¢inky. Nicméné, vybor JECFA
ptipousti, Ze u vice citlivych jedincti mize byt tato hodnota nizsi [41].

2.4. Vyskyt v Zivotnim prostiredi

Pii hodnoceni vyskytu umélych sladidel v zivotnim prostiedi je v oblasti zajmu primarné
acesulfam-K, cyklamat, sacharin a sukralosa. Tato AS jsou vybrana piedevs§im ze dvou divodu.
Prvnim divodem jsou casteéné nebo omezené moznosti jejich odstranéni na Cistirnach
odpadnich vod. Druhou pfi¢inou jsou jejich pomérné vysoké koncentrace stanovené
v akvatickém prostiedi. Sladidla jsou detekovana po celém svété v riznych slozkach zivotniho
prostiedi, presto zatim neexistuji zadné predpisy, které by nafizovaly jejich sledovani.
Problémem je nedostatek informaci o jejich distribuci v zivotnim prostfedi, s ¢imz souvisi i
malo informaci o pfipadnych ekotoxikologickych vlivech [4; 42].

Ume¢la sladidla se do zivotniho prostfedi dostavaji prostfednictvim lidské spotieby
nizkokalorickych napoji, potravin a dalSich produkti a jejich nasledného vylucovani. Je
prokazano, ze velké procento ACE, CYC, SAC a SUC je vylucovano vV nezménéné forme,
zatimco ASP, ALI, NEO a NHDC jsou v lidském téle z vétSiny degradovany. Timto zptisobem
se uméla sladidla dostanou do odpadnich vod piivadénych na ¢istirnu odpadnich vod, kde jsou
vystavena Cisticim procestim. Nektera sladidla jsou ve velkém mnozstvi odstranéna, ovSem
né&ktera jsou schopna projit technologii COV vice méné beze zmény. Mezi $patné odbouratelna
sladidla patii acesulfam-K a sukralosa [4; 43].

Environmentalni hladiny umélych sladidel jsou zavislé na mife jejich pouzivani v jednotlivych
zemich i na typu sladidla. Napiiklad ve Svycarsku a v Némecku byly naméfeny koncentrace
sukralosy a acesulfamu-K v povrchovych vodach v fadech pg/l, zatimco pro sladidla, ktera jsou
na Cistirnach Iépe odstranitelnd (sacharin a cyklamat), jsou obvykle nizs§i. V Evropé se
koncentrace AS na pfitoku pohybuji okolo 100 pg/l, pfi¢emz na odtoku z COV jsou tyto
koncentrace snizeny. Napiiklad primérné koncentrace sukralosy na odtoku se pohybuji
v rozsahu 0,71-11 ng/1 [42; 44].

Problematika isp&§nosti odstraiovani AS na COV je v posledni dob& velmi diskutovana.
Napiiklad v Némecku byla provedena studie, kterd zjiStovala obsah AS na dvou distirnach
odpadnich vod, pifi¢emz koncentrace umélych sladidel (v ug/l) na ptitoku byly na obou
Cistirnach velmi podobné. Prvni z Cistiren se nachazi ve mésté Eggenstein-Leopoldshafen a
predstavuje  konven¢ni mechanicko-biologickou ¢istirnu s kapacitou 20000 EO
(ekvivalentnich obyvatel) a pritokem 2 500 az 3 000 m®/den. Na tuto ¢istirnu je pfipojeno
okolo 15 000 obyvatel. Druha Cistirna, ve mésté¢ Karlshure, ma kapacitu 875 000 EO, je na ni
piipojeno cca 350 000 obyvatel a pritok vody je 96 000 m®/den. Na této &istirné je aplikovan
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mechanicky stupeil Cisténi se srazenim fosforu nasledovan biologickym stupném ciSténi.
Vysledky této studie ukazaly, ze na pfitoku odpadnich vod byla pramérna koncentrace
cyklamatu 190 pg/l, sacharinu a acesulfamu-K po 40 pg/l a sukralosy méné nez 1pug/l. Dale
byla zkoumana ucinnost ¢isténi. Z vysledka vyplynulo, Ze SAC a CYC byly eliminovany z vice
nez 94 %, naopak ACE a SUC byly eliminovany jen ve velmi malém mnozstvi, a proto mohou
byt nalezeny V povrchovych, podzemnich i pitnych vodach v koncentracich pohybujicich se
radove v pg/l [42; 45].

Tyto vysledky naznacuji moznost jejich pouziti jako prakticky dokonalych antropogennich
markerti odpadnich vod. Na rozdil od ostatnich stopovych antropogennich kontaminanti, jako
jsou léCiva a produkty osobni péce, byla uméld sladidla zminovdna v environmentalnich
studiich teprve nedavno. Az v roce 2009 rapidn¢ vzrostl pocet odbornych ¢lankd, které zacaly
upozoriovat na vyskyt, osud a ekotoxikologicky efekt AS. V odpadnich vodach jsou nalézana
hlavn¢ dvé uméla sladidla (ACE a SUC), a to v mnohem vysSich koncentracich nez vétSina
produkt osobni péce. Nekterd AS jsou také prekurzory oxidaénich produktii, které mohou
vznikat v prubéhu ¢isténi odpadnich nebo pitnych vod ozonem [46].

Pravé diky Sirokému vyuziti, vyjimecné stabilit¢ a vysoké rozpustnosti ve vodé je
predpokladana stale vyssi kontaminace vod témito sladidly [44]. Z vySe popsanych vlastnosti
1ze usoudit, ze koncovym recipientem acesulfamu-K a sukralosy jsou pifedevsim oceany [47].

Nicméné muze dochazet i k velmi pomalé degradaci umélych sladidel, coz z velké miry
zavisi na podminkach prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Napiiklad acesulfam-K a sukralosa
uskladnény V provzduSiiované pidé po dobu 1-3 meésici vykazovaly znamky pomalého
rozkladu, z ¢ehoz plyne, Ze i ty nejvice perzistentni sladidla nemusi vzdy byt rezistentni
k mikrobialni degradaci. Mimo jiné dochazi i k fotoindukovanému rozkladu, coz naznacuje
pravdépodobny prubeh ptirozeného rozpadu po delsim vystaveni sluneénimu zafeni [48].

Byla studovana termicka dekompozice sukralosy ve vodném médiu pfi rizném rozsahu pH
(3, 7 a 11), za riznych teplot (100, 140 a 180 °C), po dobu jedné hodiny. Data ukazala, Ze
stabilita sukralosy klesa s rostouci teplotou a pH média; pfi 180 °C doslo ke kompletni
degradaci pti vSech testovanych hodnotach pH za uvolnéni chloridovych iontt [49].

Mnoho organochlorovanych slou¢enin ma tendenci k bioakumulaci v riznych zivo¢isnych
tkanich v pribéhu jejich vyskytu v ZP. Tyto skutecnosti vyvolavaji dalsi zasadni otazku —
tvorbu a hromadéni potencidlné Skodlivych vedlejSich produktli z pfirozeného rozkladu
sladidel. Tato obava vyplyva z poznatkli o degradaci jinych perzistentnich organickych
polutanti, v€etné polycyklickych aromatickych uhlovodikt, 1éCiv, pesticidl a produkti osobni
péce, kdy mohou vznikat toxi¢téj§i degradacni produkty. Pozornost vénovana primarné
zdravotnim nasledkiim je postupné prendSena na piipadné negativni plisobeni
Vv ekosystému [48; 49].
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2.5. Uméla sladidla na ¢istirnach odpadnich vod

Nejbeéznéjsi Cistirny odpadnich vod kombinuji mechanicky a biologicky stupen cisténi.
Organické latky jsou rozkladany pomoci biochemickych procestt podminénych ¢innosti
acrobnich mikroorganizmu, tzv. aktivovaného kalu. Mikroorganismy umi piednostné
zpracovavat ptirodni latky a vzhledem k tomu, Ze uméla sladidla jsou synteticky piipravena, je
ucinnost aktivovaného kalu z velké ¢asti snizena. Jeho efektivita se vyrazné 1isi podle typu
sladidla. Slouc¢eniny mohou byt bud’ odbourany na CO2 a H20 nebo enzymatickymi pochody
pouze pozménény, popt. prochazi Cistirnou bez vyrazné zmény (plati pro mélo biodegradabilni
latky) [50].

Na obrazku 9 je znzornéno, v jakém mnozstvi se jednotliva uméla sladidla dostévaji na COV
a v jakém mnozstvi nasledn¢ pronikaji do zivotniho prostiedi.
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Obrazek 9: Mnozstvi umélych sladidel na Cistirn¢ odpadnich vod, upraveno dle [102]
2.5.1. Metody eliminace na ¢istirnach odpadnich vod

Na ¢istirnach odpadnich vod obvykle dochazi k nizkému stupni eliminace umélych sladidel, a
proto se stavaji jejich bodovym zdrojem. Z tohoto faktu vyplyva potieba vyvijet a uplatiovat
ucinngjsi metody k jejich odstranovani. Mezi bézné fyzikalné-chemické metody patii napiiklad
mikrofiltrace, ultrafiltrace, reverzni osmoza, piskova filtrace nebo adsorpce na aktivnim uhli.
Tyto postupy jsou nicméné pro eliminaci nékterych organickych latek nedostate¢né efektivni.
Mimo chemické oxidace chlorem, chloraminem nebo oxidem chlori¢itym lze vyuZivat i
tzv. pokrocilé oxidacni procesy (Advanced Oxidation Processes, AOP), kter¢ jsou piediazené
biologickému stupni ¢isténi odpadnich vod, pfipadné mohou byt pouzity jako docistovaci
stupenl. Téchto procestt se vyuzivad v ptipadé, kdy znecistujici latky vykazuji vysokou
chemickou stabilitu nebo jsou malo biodegradabilni. Mize dochazet az ke kompletni

25



mineralizaci polutanti za vzniku CO2, vody a anorganickych slouc¢enin nebo alespon k jejich
transformaci za vzniku mén¢ Skodlivych produktti. Tyto technologie zahrnuji fotochemické
degradacni procesy jako je pouziti UV/Oz nebo UV/H202, dale fotokatalyzu (TiO2/UV) a
chemické oxida¢ni procesy (O3, Os/H202, H202/Fe?*). Vechny vyse zminéné procesy generuji
silné oxidanty, piedev§im neselektivni hydroxylové radikaly, které jsou velmi reaktivni [51].

Studie, ktera zkoumala eliminaci sukralosy, testovala tii fyzikalné-chemické oxidaéni procesy,
ato UV zéfeni, ozonizaci a pouziti chloru. Ukazalo se, zZe pti dlouhodobém vystaveni sukralosy
UV zafeni nedochazelo nijak vyrazné K jeji oxidaci a v ptipadé pouziti chloru a ozonu
dochdazelo pouze k pomalé oxidaci. Nicméné tento vysledek je velmi zavisly na dobé&, po kterou
je sukralosa vystavena davce ozonu. Po del$im ptsobeni ozonu miuze dochazet k podstatné
vyznamnéj$i degradaci. V realnych podminkach Cistirny se ale ocekava, ze by degradace byla
minimalni, protoze by pifednostné¢ dochazelo k reakcim hydroxylovych radikali s jinymi
organickymi polutanty. Tento pfedpoklad byl potvrzen vysledky testovani realnych vzorkd
z Cistirny odpadnich vod metodou ozonizace, kdy k odstranéni sukralosy dochazelo pouze
z 31 %. Dale byla zkouména oxidace SUC pomoci Sestimocného zeleza (pH = 6,5-10,1,
teplota 25 °C). Vysledky prokazaly, ze dochazelo k u¢inné oxidaci, nicméné s rostoucim pH se
rychlost rozkladu snizovala [4].

Dalsi metodou, ktera se fadi k pokrocilym oxida¢nim procestim, je elektrochemicka oxidace,
ktera se v poslednich letech zac¢ina vice prosazovat a pouzivat k destrukci kontaminanti.
Konkrétni studie byla provadéna na acesulfamu-K. Pro lep$i interpretaci vysledki byly pouzity
téi rizné druhy elektrod — Pt, PbO/Ti a BDD elektroda (boron-doped diamond, BDD). Zavéry
ukazaly, Ze Kk nejlepsim vysledkim degradace dochazelo na BDD elektrodé (100 % oxidace za
30 min elektrolyzy), elektroda Pb2O vykazovala také 100% ucinnost oxidace, nicméné az po
90 min elektrolyzy a platinova elektroda dosahla ucinnosti pouze 72 % za dobu 120 min
elektrolyzy [52].

Dalsi moznosti odstranéni umélych sladidel z vodnych médii je pouziti elektrochemickych
oxidacnich procest, ve kterych jsou hydroxylové radikaly formovany Fentonovou reakci.
Vznik hydroxylovych radikalt je patrny z obrazku 10, ktery zaroven znazornuje i oxidaci
aspartamu [53].
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Obrazek 10: Elektrochemické pokro¢ilé oxidacni procesy — Fentonova reakce, upraveno dle [53]

2.6. Metody stanoveni

Dlouho pied tim, nez byla uméla sladidla uznana jako environmentalni polutanty, bylo vyvinuto
mnoho metod jejich analyzy v potravinach, jimiz jsou vysokoucinna kapalinova
chromatografie, iontovd chromatografie, chromatografie na tenké vrstvé, plynova
chromatografie, kapilarni elektroforéza, priitokova analyza, elektroanalyza a spektroskopie. Pro
stanoveni AS jako kontaminantli Zivotniho prostiedi zatim neexistuje zadna narodni nebo
mezinarodni standardni metoda, nicméné pro jejich stanoveni v akvatickém prostfedi jiz bylo
v odborné literatufe nékolik metod popsano.

Vétsina metod pro stanoveni AS ve stopovém mnozstvi v akvatickych vzorcich je zaloZena
na nasledujicich technikdch — kapalinovd chromatografie standemovou hmotnosti
spektrometrii, vysokoucinnd kapalinovd chromatografie a iontovd chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Nejcastéji se pro spojeni kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie pouziva elektrosprej. Tyto metody mohou byt pouzity bud’ ptimo,
nebo castéji po zakoncentrovani analytu, které se provadi extrakci tuhou fazi [46].

2.6.1. Extrakce tuhou fazi

Chemie zivotniho prostfedi se Casto zabyva polutanty, které se vyskytuji ve stopovych az
ultrastopovych koncentracich. Meze detekci soucasnych analytickych technik nejsou
dostatecné pro pfimé stanoveni latek v matricich, proto samotnd analyza vyZzaduje predbézny
krok — izolaci/obohacovani analytd. Jednou z nejpouzivanéjSich metod, ktera umoznuje
zakoncentrovani analytu, je extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction, SPE) [54].

Principem této metody je zachyceni sledovanych analytd na pevném sorbentu kolonky.
Postup SPE je znazornén na obrazku 11. V prvnim kroku je zapotiebi kolonku kondicionovat,
tzn. promyt vhodnym rozpoustédlem, ¢imz dojde k aktivaci pevné faze pro interakci se
vzorkem. Nasledné je na kolonku pfivadén vzorek, z né¢hoz jsou sorbovany sledované slozky,
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zpravidla spolu s interferujicimi latkami. V dal$im kroku se kolonka proplachuje vhodnym
rozpoustédlem a dochazi k vymyti slab&ji zadrzovanych interferentti. Poté se kolonka necha
vysusit a posledni krok spoc¢iva v eluci zadanych analyti malym mnozstvim rozpoustédla. Eluat
je jiman a nadale zpracovavan dal§imi analytickymi metodami [55; 56].

vlastnosti umélych sladidel. Ty Ize zhlediska chemické klasifikace délit na peptidy,
sulfonamidy a derivaty sacharidii, coz jsou latky s rozdilnou polaritou. Volba extrakénich
podminek zasadn¢ ovliviiuje vytéznost metody. Polymer nebo silikagel (modifikovany
hydrofobnimi, hydrofilnimi, pfipadné i iontové-vyménnymi funkénimi skupinami) jsou pro
SPE zakladem separa¢niho materialu [9].

rm

. sorbent
aktivace e cilovy analyt
* necistoty
naneseni vzorku promyti eluce

frita <

B

==
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Obrazek 11: Extrakce tuhou fazi, upraveno dle [103]

2.6.2. Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

V této kapitole je popsana kapalinovd chromatografie a hmotnostni spektrometrie jako
samostatné metody pro analyzu polutantl Zivotniho prostiedi a ddle moZnosti a vyhody spojeni
téchto metod.

Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography, LC), ptedevSim vysokoucinna
kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) a v posledni
dobé téz ultraadinnd kapalinovd chromatografie (UPLC) a ultravysokoucinnd kapalinova
chromatografie (UHPLC) patii mezi nejrozsifenéjs$i metody slouzici k analyze smési [57].
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Chromatografie je separa¢ni metoda, pii které dochazi k déleni jednotlivych latek mezi dvé
navzajem nemisitelné fdze — mobilni a stacionarni. V piipad¢ kapalinové chromatografie je
separace zalozena na selektivni distribuci analytd mezi kapalnou mobilni fazi a pevnou nebo
kapalnou stacionarni fazi. Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze a unasen kolonou, ve
které¢ dochazi k rozdéleni v zéavislosti na interakci analytli se Stacionarni a mobilni fazi.
Rozdélené analyty putuji k detektoru, ktery nasledné indikuje jejich pfitomnost. Kvalitativni
charakteristikou je reten¢ni ¢as dané latky (tr), coZ je ¢as od nastiiku vzorku do eluce maxima
ptislusného piku. Plocha nebo vyska piku jsou pak kvantitativni charakteristikou [58].

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS) patii mezi destruktivni analytické metody.
Slouzi k urceni molekulové hmotnosti slouc¢enin a zaroven poskytuje informace o struktute
analyzovanych latek. Principem metody je d€leni iontti na zaklad¢ jejich poméru m/z.

Hmotnostni spektrometr se sklada z nasledujicich ¢asti:
e iontovy zdroj,
e analyzator,
e (detektor,
e (datasystém,
e vakuovy systém [59].

Prvni ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, ve kterém dochazi k ionizaci, tzn.
k ptevedeni molekul na ionty. V prib&hu vyvoje hmotnostni spektrometrie bylo objeveno velké
mnozstvi ionizacnich technik, pficemz nékteré pietrvaly, jiné byly nahrazeny a nékteré své
uplatnéni vibec nenaSly. Kionizaci plynnych latek se vyuzivaji metody elektronové a
chemické ionizace. V pifipadé¢ kapalnych vzorkli je nejcastéji pouzivan elektrosprej
(Electrospray lonization, ESI), nasledovany chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI) a fotoionizaci za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Photoionization, APPI). Pro pevné vzorky slouzi technika MALDI
(Matrix-Assisted Laser Desorption lonization).

Poté, co jsou molekuly pfevedeny na ionty, je nutné, aby doslo k separaci podle jejich poméru
m/z. Rozdé€leni iontd je zaloZeno na rozliSovaci schopnosti analyzatord, coz odrazi i rizné
fyzikalni principy separace. Mezi zakladni typy hmotnostnich analyzatord patii magneticky a
elektrostaticky sektorovy analyzator, analyzator doby letu, kvadrupolovy analyzator, sféricka a
linearni iontova past, iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci, orbitrap a
velmi Casto se vyuzivaji také rizné druhy hybridnich hmotnostnich spektrometra [60].
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V magnetickém nebo elektrickém sektorovém analyzatoru vstupuji urychlené a nabité ionty do
magnetického, respektive elektrického pole a opisuji kruhovou dréhu, pticemz Céstice s riznou
hmotnosti opisuji drahu o rizném poloméru. Pouzivaji se 1 analyzatory s dvoji fokusaci, coz je
sériové spojeni elektrického a magnetického sektoru. Magneticky sektor zaktivuje drahu letu
iontu podle jejich momentu hybnosti, zatimco elektricky sektor zakfivuje drahu na zakladé
kinetické energie iontt, ¢imz dochazi k zaostteni [61].

Ve spojeni s MALDI technikou je nejéastéji pouzivan pruletovy analyzator (Time of Flight,
TOF). Patii mezi pulzni analyzatory — ionty jsou kratkym pulzem urychleny na vstupu do
evakuované letové trubice, pficemz jim je udélena stejna kineticka energie. Nicmén¢ ionty leti
ruznou rychlosti, kterd se odviji na zaklad¢ jejich hmotnosti, a na detektor tudiz dopadaji
V rizném Case [62].

Dalsim typem analyzatoru je kvadrupol (Quadrupole, Q), ktery je jednoduchy, relativné
levny a vhodny pro spojeni s chromatografii. Kvadrupol patii mezi laditelné filtry. Sklada se ze
4 paralelnich ty¢i kruhového nebo hyperbolického prifezu, pti¢emz vzdy 2 protilehlé jsou
vodivé spojeny. Na tyCe je vlozeno stiidavé napéti, ke kterému je pridana stejnosmérna slozka.
Ionty jsou privedeny mezi ty€e a posléze zacnou oscilovat. V urcity okamzik je trajektorie
Sroubovice stabilni jen pro vybrany iont, ktery prolétne analyzatorem a dopadéd na detektor.
Ostatni ionty jsou zachyceny na tyCich kvadrupo6lu. Vybér iontl je provadén na zékladé
velikosti amplitudy stfidavého a stejnosmérného napéti [63; 64]. V hmotnostnich
spektrometrech mize byt vyuzivano i tandemového uspotradani kvadrupoli. Nejéastéji se
vyuziva tzv. trojity kvadrupolovy analyzator, ve kterém jsou za sebou fazeny 3 kvadrupoly.
Prosttedni z nich slouZzi jako kolizni cela, ve které dochazi ke kolizi vybranych iontl z prvniho
kvadrupdlu (prekurzord) s atomy nebo molekulami kolizniho plynu (nejcastéji Ar, N2) a
k nasledné fragmentaci. Fragmenty jsou poté analyzovany pomoci tfetiho kvadrupdlu. Tohoto
analyzatoru se vyuZziva pii spojeni LC/MS/MS [59].

Sféricka iontova past (3D lon Trap, 3D-IT) je tvofena tiemi elektrodami — prstencovou a
dvéma koncovymi, na které je vlozeno napéti. Past pracuje v cyklickém rezimu, tzn. ionty jsou
vstupnim otvorem nadavkovany do pasti kratkym pulsem, dochazi k jejich uchovani pomoci
vhodného poméru napéti vloZzeného na prstencovou a dvé koncové elektrody. Nasleduje jejich
vypuzeni na detektor, které je iniciovano postupnou zménou napéti. Velkou vyhodou sférické
iontové pasti je moznost tandemové a vicestupniové hmotnostni spektrometrie, kdy v prvnim
kroku je v pasti izolovan zvoleny prekurzor, ktery je pak fragmentovan kolizemi s atomy helia,
jez jsou v pasti pfitomny, a nasledné produkty fragmentace jsou poté skenovany. Pfipadné miize
byt izolovan prekurzor nasledujici generace a proces Ize opakovat.

Linearni iontova past (Linear lon Trap, LIT) je v podstaté kvadrupdl, na jehoz konci jsou
umistény elektrody s vlozenym potencialem, a tudiz je schopna uchovavat ionty. Na rozdil od
3D iontové pasti se vyznacuje vyssi ucinnosti napousténi a zachytu iontt (az 90 %), z ¢ehoz
plyne lepsi vysledny signal, a dale vétSim vnitinim objemem, coZ znamena vyssi kapacitu a
tudiz lepsi odolnost vici vzniku prostorového naboje [64; 65].
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Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance, FT-ICR) patii mezi nejdrazs$i a zaroven nejucinnéjsi analyzatory v hmotnostni
spektrometrii. Zakladnimi prvky analyzatoru jsou:

e magnet schopen produkovat stabilni a konstantni magnetické pole vysoké intenzity,

e cela umisténa ve stfedni Casti magnetu,

e systém zajistujici extrémné vysoké vakuum,

e datasystém, ktery je schopny uchovat velké mnozstvi signalu.

Cela ma 2 elektrody pfijimace a 2 elektrody vysilace a ionty Vv ni ptisobenim magnetického
pole vykonévaji cyklotronovy pohyb. Pomoci vysilace se vklada radiofrekvencni vinéni. Pokud
ma stejnou frekvenci jako je frekvence rotace iontu, zacne dany iont opisovat kruznici o vétsim
poloméru, ¢imz se ptiblizi k deskdm pftijimace, ve kterych indukuje stfidavy proud, ten je poté
zaznamenan a Fourierovou transformaci pieklopen do domény m/z [61; 66].

Orbitrap je nejnovéjsi typ vysokorozliSovaciho hmotnostniho analyzatoru a vzhledem
k tomu, Ze nepotiebuje magnetické pole jako FT-ICR, je i vyrazné levné&jsi, ovSem jeho
rozliSovaci schopnost je nizsi. Sklada se z vnéjsi a stiedové elektrody vietenovitého tvaru, na
kterou je vkladdno napéti. lonty injektované mezi elektrody jsou zachyceny, osciluji kolem
vnitini elektrody a indukuji proud, pficemz se méfi jeho zavislost na case, kterd je poté
pfeménéna Fourierovou transformaci na signal [67; 68].

Ionty, které prosly analyzatorem, dopadaji na detektor a generuji elektricky proud, ktery je
transformovan na signdl. NejCastéji byva pouzivan elektronovy nasobiC, ktery funguje na
principu nasobeni elektroni dopadajicich na sérii dynod nebo novéji na kontinualni

dynodu [60].
LC/MS

Hlavni vyhodou spojeni hmotnosti spektrometrie s chromatografii je ziskani kvalitni separace
analyt a zaroven jejich lepsi detekce. Dnes je toto spojeni béZzné a hojné vyuzivano pro detekci
polutantt zivotniho prostiedi.

V pocatcich rozvoje této metody bylo tieba vyfesit dva hlavni problémy. Prvnim problémem
bylo pracovni prostiedi obou technik. Separacni techniky pracuji za normalniho tlaku, zatimco
hmotnostni spektrometr vyZaduje pomérné kvalitni vakuum, protoZe béhem transportu iontl
hmotnostnim spektrometrem nesmi dochazet ke srazkam iontl s jinymi molekulami. Bylo
nutné vymyslet, jakym zptsobem propojit vystup z kolony s iontovym zdrojem MS. Druhym
problémem v této oblasti bylo mnozstvi kapalné mobilni faze vystupujici z chromatografu.
Jednodussi feseni bylo propojit plynovou chromatografii, a to z diivodu pouzivani kapilarnich
kolon, které se vyznacuji malym pritokem, a proto miize byt konec kolony ptimo zaveden do
protéka velké mnozstvi mobilni faze, ktera neni kompatibilni s hmotnostnim spektrometrem
[58; 69].
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Prulom nastal s objevenim elektrospreje — sprejovaci techniky, ktera pracuje za atmosférického
tlaku a patfi mezi mékké ionizacni techniky, tudiz k fragmentaci dochézi pouze v minimalnim
rozsahu. Dochazi k ptevodu iontl z kapalné faze do plynné a vznikaji kvazimolekularni ionty
[M+H]*, popiipadé mohou vznikat i adukty s Na" a K*. Pfi detekci negativnich iontd jsou
nejéastéji sledovany kvazimolekularni ionty typu [M-1]". Elektrosprej se pouziva predevsim
pro latky mirn€ az vysoce polarni. Mechanismus elektrospreje spoc¢iva v privedeni analytu do
iontového zdroje kovovou kapilarou. Mezi kovovou kapilaru a protielektrodu (vstup do
hmotnostniho spektrometru) je vkladano vysoké napéti v fadech kV (obvykle 3-4 kV). Na hrotu
kapilary dochazi ptisobenim elektrostatického pole K tvorbé nabitych kapicek aerosolu, ktera je
podporovana piisobenim zmlzovaciho plynu. Vznikl¢ kapicky se setkavaji se zahtatym susicim
plynem, coz vyvola vyparovani rozpoustédla. Tim se zvétSuje hustota povrchového naboje, a
kdyz elektrostatické odpuzovani souhlasné nabitych iontd u povrchu kapicek piekona sily
soudrzné (povrchové napéti), dochazi ke Coulombické explozi a vzniku nékolika dalSich
mensSich kapicek. Tyto exploze probihaji opakované€ az do uvolnéni kvazimolekularnich iontd,
které jsou vedeny k hmotnostnimu analyzatoru (Viz obrazek 12) [59].

Obrazek 12: Mechanismus elektrospreje, upraveno dle [105]

Jako analyzatory v LC/MS jsou nejcastéji vyuzivany kvadrupdl (piipadné trojity kvadrupol),
sférickd 1 linedrni iontovd past a z hybridnich systému nejcastéji kvadrupdl ve spojeni
s analyzatorem doby letu [66].

2.6.3. Optimalizace metody

Prvnim krokem k uspé$né optimalizaci metody je zvolit vhodny sorbent SPE kolonky, na
kterém bude probihat zakoncentrovani sledovanych analyti. Aby doSlo k co nejlepSimu
zakoncentrovani, musi byt vhodné zvolené rozpoustédlo pro kondicionaci. Velkou roli pfi
zachytu analytl hraje téZ objem nandseného vzorku (nesmi dojit k pfetizeni kolonky) a
rozpoustédlo, kterym je kolonka promyta po naneseni vzorku. Po urcité dob¢ suSeni dochézi
k eluci, coz je krok, béhem kterého musi opét byt peclivé zvazeno, jaké rozpoustédlo bude
nejvhodnéjsi pouzit.
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Pro optimalizaci metody byly hodnoceny rtizné druhy sorbentti; s polymerni reverzni fazi
(Oasis HLB, Env+, Plexa a Strata X) nebo slabé (Oasis VAX) ¢i silné (Oasis SAX a Plexa
PAX) aniontové vyménné sorbenty. Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly pro kondicionaci
jsou methanol a voda. Nanaseny objem vzorku se 1isi s kazdou metodou, pticemz obvykle je
nanaseno 50 nebo 100 ml. Nasledné je kolonka promyta vodou a vysuSena. K eluci sladidel je
pouzivan methanol. Eluat je odpaten pod dusikem, odparek rozpustén ve vhodné zvolené smési
a poslednim krokem je samotnid analyza. Z vySe popsanych udaji vyplyvéd slozitost
optimalizace metody. Vytéznost kolonky je dana i pH vody, ktera slouzi ke kondicionaci a
Kk promyti. Miize byt pouzita voda s neutralnim pH nebo okyselena. Nanaseny vzorek by poté
m¢él byt upraven na stejné pH jako pouzitd voda. K rozpusténi odparku Ize vyuzit rizné postupy.
Jednou z moznosti je rozpustit odparek v ¢istém methanolu, dal§im zptisobem je rozpusténi ve
smési methanolu a vody ve vhodné zvoleném poméru, v neposledni fad¢ byla pouzita i smés,
ktera odpovidala slozeni mobilni faze pro danou analyzu [45; 70; 71].

Pro ptedstavu je uveden ptiklad pouzité metody pro SPE:

Vsechny vyse uvedené kolonky byly kondicionovany 5 ml methanolu a 5 ml Milli-Q vody
okyselené na pH 2. Nasledn¢ byl nanesen vzorek (pH 2) o objemu 50 ml s koncentraci sladidel
5pg/l. Po naneseni vzorku byla kolonka promyta 10 ml Milli-Q vody (pH 2) a po
tiicetiminutovém vysuSeni byl analyt eluovan 2 ml methanolu, eluat odpafen a odparek
rozpus$tén v methanolu. Pijatelnou vytéznost (> 60 %) dosahovaly sorbenty s reverzni fazi, tzn.
Oasis HLB, Env + a Strata X. Vyjimkou byl sorbent Plexa, ktery pro ACE a CYC vykazoval
velmi nizkou G¢innost (pod 10 %). V piipadé iontové vyménnych sorbenti byla vytéZznost
kolonek nizka jen pro néktera sladidla (napt. vytéznost sorbentu Oasis WAX a Plexa PAX byla
nizka pro ASP, Oasis MAX pro ACE). V dalSim kroku byl sledovan vliv objemu vzorku na
vytéznost. Na kolonky bylo naneseno 50, 100, 200 a 500 ml vzorku (Milli-Q voda s koncentraci
1 pg/l kazdého sladidla). U ASP, SAC a SUC nebyl pozorovan vliv pouzitého objemu na
vytéznost, ale u CYC a ACE dochézelo u kazdého pouzitého sorbentu S rostoucim objemem
vzorku ke klesajici vytéznosti. Z téchto vysledk 1ze vyvodit, Ze nejvhodnéjsi objem pouzitého
vzorku je 50 ml. Z celkového hodnoceni vSech sledovanych parametrd byla vybrana Oasis HLB
jako nejvhodné&jsi kolonka pro ptedupravu vzorku [70].

Vhodnost kolonky Oasis HLB (hydrofilné-lipofilni poly(N-vinylpyrrolidon-divinylbenzen)
kopolymer) byla potvrzena i v jiné studii, ve které byly hodnoceny nasledujici separaéni
materialy — Chromabond C18ec, Bakerbond SPE Octadecyl, Bakerbond SPE Phenyl, LiChrolut
RP-18, Supelclean LC-18, Discovery DSC-18, Zorbax C18, Strata X-RP, Oasis HLB a
Bakerbond SPE SDB-1. Vytéznost na kolonce Oasis HLB byla v ptipadé¢ acesulfamu-K 92 %,
aspartamu 99 %, cyklamatu 83 %, sacharinu 97 % a sukralosy 100 %. Analyzovany vzorek
vody byl upraven na pH 4,5, nastavena prutokova rychlost byla 0,5-1 ml/min a stejn¢ jako
Vv ptedchozim piipad¢ byl pro eluci pouzit methanol [71].

Mira vytéznosti se odviji i od mérného povrchu separa¢niho materialu, napt. mérny povrch
60 m?/g kolonky Oasis HLB neni pro acesulfam-K a cyklamét pfili§ vhodny (vhodngjsi je
mémy povrch 300 m?/g). Dalsi vliv na vytéznost ma zptsob skladovani vzorku. Bylo dokazano,
7e obsah sacharinu a cyklamatu ve vzorcich skladovanych v lednici v porovnani se zmrazenymi
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vzorky klesa, coz mize byt pravdépodobné zplisobeno biotransformaci. Z tohoto diivodu neni
dlouhodobé¢ skladovani vzorkii vhodné, piipadné 1ze oxidaci analyti zabranit davkovani azidu
sodného nebo kyseliny askorbové pti odbéru [9].

Pro naslednou analyzu byly popsany pifedev§im nasledujici dvé metody — kapalinova
chromatografie obracenych fazi (RPLC) a chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC),
pticemz z dostupnych udaju vyplyva, ze vhodnéjsi metodou pro stanoveni umélych sladidel ve
vodach je RPLC, proto je nadale pojednavéano o této metodé.

Pro nalezeni nejvhodnéjsi metody LC je tfeba optimalizovat celou fadu parametr od vhodné
zvolené kolony, pfes slozky mobilni faze a gradientu, teploty kolony, pratokové rychlosti
mobilni faze nebo davkovaného objemu.

Pro ptedstavu je uveden ptiklad analyzy na kapalinovém chromatografu:

Separace probihala na koloné¢ Luna C18, 100 mm x 2,0 mm. Teplota kolony byla 40 °C,
prutokova rychlost mobilni faze 0,2 ml/min a davkovany objem vzorku 10 pl. Jako mobilni
faze byla zvolena voda (slozka A) a methanol (slozka B), obé¢ slozky obsahovaly 5 mM octan
amonny. Gradient pro separaci byl zvolen nésledovné¢:

- 0min (5% B),

- 10 min (50 % B),

- 12 min (50 % B),

- 12,6 min (5% B),

- 22 min (5% B).

Jako detektor k této metod¢€ byl pouzit hmotnostni spektrometr [70]. Pokud ma byt stanoven
co nejvetsi rozsah analytlh béhem jedné analyzy hmotnostni spektrometrii, je zapotiebi, aby
analyza probé&hla v negativnim ionizacnim modu, protoZe v pozitivhim modu lze stanovit pouze
aspartam, sacharin a sukralosu [9].

Vhodné€ zvolend metoda analyzy umélych sladidel umoziuje ziskat koncentrace, které napovi,

V jakém mnozstvi se AS vyskytuji v zivotnim prostiedi. Na zakladé téchto vysledki se pomoci
ekotoxikologickych testii da predpokladat vliv AS na ekosystém.
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2.7. Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je véda, ktera se zabyva vztahem mezi toxickymi latkami a zivymi organismy.
Pojem ekotoxikologie zavedl francouzsky védec René Truhaut v roce 1969. Zaklady této védy
jsou polozeny na poznatcich z ekologie a toxikologie, ale ke spravnému vyhodnoceni téchto
poznatkil je tfeba vyuzivat vysledky z celé fady obori, jako jsou naptiklad chemie, fyzika,
geologie, hydrochemie, v neposledni fadé¢ klimatologie nebo 1ékaistvi. DEli se na nékolik
oblasti podle chemické podstaty toxikantu, zpiisobu jeho vniknuti do prostiedi, charakteru
systému, do kterého vnika, a dalSich specifickych hledisek. Vzhledem K Siroce se rozvijejicimu
chemickému pramyslu dochdzi k uvoliiovani a vnikani latek do prostiedi, kde piisobi urcitym
pusobeni latek na ¢lovéka, ale s pokrocilejsi dobou maji vystupy tohoto oboru zdsadni vyznam
pro feseni problematiky ochrany zZivotniho prostiedi.

Z hlediska oblasti feSeni problémi se da rozdé€lit na prospektivni a retrospektivni.
Prospektivni ekotoxikologie se zabyva prevenci znecisténi prostredi, coz zahrnuje testovani
novych chemickych latek a zhodnoceni z ekotoxikologického hlediska. Rizika novych
chemickych latek lze predikovat na zakladé vysledk laboratornich testt. Retrospektivni
ekotoxikologie tesi dopady uzivani ,starych® chemickych latek, hodnoti staré ekologické
zatéze a sleduje pfiznaky negativniho plisobeni na organismy pomoci terénnich studii a
dlouhodobého monitoringu prostiedi [72].

2.7.1. Hodnoceni environmentalnich rizik

Se zvysujici se vyrobou a uzivanim chemickych latek soumérné roste jejich koncentrace
V zivotnim prostiedi. Zptisob, jakym se do né¢j mohou dostavat, zavisi na fyzikalné-chemickych
vlastnostech latky i prostiedi, zptisobu pouziti, vyroby a nakladani. Do Zivotniho prostiedi
mohou pronikat i jako vedlejsi produkty lidské ¢innosti, coZ je ptipad umélych sladidel [73].

Hodnoceni rizika je postup zalozeny na shrnuti vSech dostupnych tidajti, na zaklad¢ nichz se
urc¢i druh a stupenl nebezpecnosti piedstavované urcitou latkou. Sestava ze Ctyt zdkladnich
kroki:

e urceni nebezpecnosti

e analyza vztahu ddvka — odpovéd’
e hodnoceni expozice

e charakterizace rizika [74]
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Schéma tohoto procesu je uvedeno na nésledujicim obrazku 13:

Identifikace Analyza vztahu
nebezpefnosti davka-ucinek
Hodnoceni Charakterizace
expozice rizika

Sifeni informace
o riziku

Vybér napravnych
opatieni

Ekonomika

Rozhodnuti

Politika

Obavy vefejnosti

Pravo a
kompenzace

Obrazek 13: Hodnoceni rizik, upraveno dle [74]
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2.7.1. Vztah mezi organismem a toxickou latkou

Latky, které ptichazi do styku s organismem, ho mohou ovlivnit pozitivné, ale i negativng€, coz
zalezi predevs$im na charakteru i koncentraci dané latky a dobé expozice. Po proniknuti latky
do organismu dochazi ke vzajemnému ptlisobeni, tj. organismus je ovliviiovan latkou, ktera
naopak vice ¢i mén¢ podléhd metabolickym pochodim organismu. Muze dochazet
Kk biotransformaci a naslednému vylucovani obvykle mén¢ toxickych produkta [73].

Odpovéd’ organismtll v zavislosti na davce toxikantu hodnoti ekotoxikologické testy. Kiivky
popisujici tuto zavislost se nazyvaji kiivky davka-odpovéd (D-R kiivky, Dose-Response
Curve), viz obrazek 14. Z vysledku testti Ize na zakladé sledovanych endpointi vypocitat
ekotoxikologické hodnoty, které charakterizuji nebezpeénost latky [72].

o - — o —— — — —

0 2 <

(O)

: / LC, K
NOAEC LOAEC

Obrazek 14: Kiivka davka-odpoved [72]
Parametry, které jsou odvozené z kiivky davka-odpovéd’:

e NOAEC (No Observed Adverse Effect Concentration)
o nejvyssi koncentrace, pii které nebyl pozorovan skodlivy ucinek
e LOAEC (Lowest Observed Adverse Effect Concentration)
e LCx (letalni koncentrace pro x % jedincit)
o koncentrace, pfi které¢ uhyne x % testovanych jedincii
o LDx (letalni davka pro x % jedinct)
o davka, pti které uhyne x % testovanych jedinct
e ECx (efektivni koncentrace pro x-procentni ucinek)
o koncentrace, pti které se projevi x-procentni G¢inek v porovnani s kontrolou
e EDx (efektivni davka pro x-procentni ti¢inek)
o davka, pii které se projevi x-procentni ucinek v porovnani s kontrolou [72]
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2.7.2. Ekotoxikologické biotesty

Vliv 8kodlivych latek nebo jejich smési na zivotni prostfedi je hodnocen pomoci
ekotoxikologickych testt, které slouzi k odhadu nebo K uréeni environmentalnich dopadi
testované latky. Provadéji se za piesné definovanych podminek a jejich cilem je urcit, zda
koncentrace zkoumané latky bude nezddoucim zplUsobem ovliviiovat biologické funkce
ekosystému. Nejcastéji byvaji déleny nasledujicim zptisobem:

e podle doby expozice
o kratkodobé expozice posuzovana pomoci testli akutni toxicity

o dlouhodoba expozice hodnocena pomoci testli chronické toxicity
o prechodnou kategorii jsou testy subchronické toxicity [73; 75; 76]

e podle uspotadani testu
o 1. generace — klasické, konvencni biotesty
o 2. generace — alternativni biotesty
o 3. generace — testy vyuzivajici biosenzory, biosondy a biomarkery [77]

e podle arovné provedeni

o naurovni bun¢k a tkdni — pouzivany pro teoretické objasnéni t¢inki toxickych
latek na organismy
na urovni jedincl — nejrozsifengjsi, protoze maji lepsi vypovidajici hodnotu

o na urovni spolecenstev — toxicky Ucinek se sleduje v ptirodé nebo na modelu,
ktery je prirodé blizky, nevyhodou je reprodukovatelnost vysledkt, protoze
toxicky ucinek se nemusi vzdy projevit stejné [76; 78]

e dalsi
o testovana matrice (voda, ptida, vzduch, sediment, odpad, chemicka latka)
o troficka uroven testovacich organismu (producenti, konzumenti, destruenti)
o typ testované latky (Cista chemicka latka, smés latek, ptirodni vzorky) [76; 78]
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Schéma postupu pfi testech toxicity je uveden na nasledujicim obrazku 15:

pozitivni negativni
.t. r ."'.
poziovni Ovilovad
1 test
mortalita = 50 %
kd +
‘ Orientacni ‘
. test g mortalita <50 % negativni
Zakladni
test
—) HDdI'DCEIi

Obrazek 15: Pribéh ekotoxikologického testovani, upraveno dle [96]

2.8.  Vliv umélych sladidel na organismy akvatického prostredi

Vsechny potravinové ptidatné latky véetné AS musi byt velmi dikladné testovany s ohledem
na jejich pfipadny nepfiznivy ucinek pro lidsky organismus. I pfesto, ze védci jiz zacali studovat
osud a mnozstvi AS v zivotnim prostiedi, jejich ekotoxikologické vlastnosti nejsou dostatecné
prozkoumané a vzhledem k vysoké perzistenci nékterych z nich by jim méla byt vénovana
pozornost v mnohem vétsim méfitku nez doposud.

I kdyz se ptedpoklada, ze uméla sladidla zatim nepfedstavuji pro vodni organismy zvySené
riziko akutni toxicity, je tieba provadét dalsi testy a studie, které se budou zaméfovat také na
toxicitu chronickou. V této oblasti je nutné zkoumat nejen jednotliva sladidla, ale také jejich
smési. Nemohou byt vylouceny ani toxické u€inky smési umélych sladidel s jinymi latkami,
napf. s 1é¢ivy, o kterych je rovnéz znamo, Ze nejsou na COV odstratiovany se 100% uéinnosti.
V neposledni fad¢ je diilezitym prvkem spravna volba endpointii. Po vstupu umélych sladidel
do zivotniho prostiedi dochazi vice ¢i méné k jejich transformaci nebo biodegradaci. Tyto
procesy mohou byt doprovazeny formaci jinych toxickych latek. Takovym piipadem je
transformace sukralosy — v pfitomnosti glycerolu muze dochazet ke vzniku toxického
chloropropanolu [4].
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Prvnim umélym sladidlem detekovanym Vv zZivotnim prostiedi byla sukralosa, a proto je nejvice
studii zamétfeno prave na ni. Piiklady téchto studii jsou uvedeny nize.

Semichronicka toxicita sukralosy na akvatické rostliné Lemna gibba

Jednou z prvnich studii bylo pozorovani rustu rostliny L. gibba, ktera byla nejprve ponechana
v zivném médiu s obsahem a bez obsahu sacharosy, ve kterém probihala aklimatizace po dobu
jednoho tydne. Po uplynuti této doby byly dvé rostlinky okifehku se 4 stélkami pteneseny do
testovaného média obsahujici rizné koncentrace sukralosy. Testovana média byla udrzovana
pfi teploté 25 °C a osvétleni 6 800 Lux. Test probihal po dobu sedmi dnti a na jeho konci nebyl
pozorovan zadny neptiznivy G¢inek v koncentraci do 1 000 mg/l [44; 79].

Chronicka toxicita sukralosy na testovacim organismu Daphnia magna

Testovani bylo provadéno podle metodiky OECD 202/211. Na zakladé predbéZnych testli byla
zvolena nasledujici koncentra¢ni tada: 0; 180; 320; 560; 1 000 a 1 800 mg/l sukralosy ve
vodném médiu. Pro kontrolu a kazdou koncentraci bylo provedeno 10 opakovani. Testovaci
komora obsahovala 50 ml testovaciho roztoku a jeden testovaci organismus D. magna. Cely
test trval 21 dni pii fotoperiodé svétlo/tma (16/8 hod). Kazdé pondéli, stfedu a patek byly
pifipravovany nové roztoky, do kterych byly pozorované organismy pienaSeny, zaroven byla
vyhodnocena a zaznamenéana imrtnost a imobilizace organismu. P&t dni pfed ukoncenim testu
byl vyhodnocen pocet potomki. Behem pribéhu testu nebylo pozorovano zadné tmrti
v kontrole ani v testovanych koncentracich. V kontrolnich vzorcich byl primérny pocet
neonatli 161, v testovanych vzorcich byl pocet niZ§i, ale nijak vyznamné (151-159 neonati).
Na zavér byly stanoveny hodnoty NOEC a LOEC na 1 800 mg/I, respektive > 1 800 mg/l [80].

Testovani bioakumulace sukralosy v akvatickych organismech

Vzhledem k pomérné vysokym koncentracim sukralosy v povrchovych vodach byla provedena
studie, ktera se zabyvala schopnosti sukralosy bioakumulovat se v organismech akvatického
prostfedi. Byla vybrana baterie testl, kterd zahrnovala organismy rtzné trofické trovneé.
Jednalo se o sladkovodni fasu Pseudokirchneriella subcapitata, perlooc¢ku D. magna a rybku
Danio rerio. Pro testovani byly zvoleny dvé koncentrace, a to 10 mg/l a 100 mg/1, pficemz pro
kazdou koncentraci byla nasazena dvé opakovani. Mira bioakumulace se zjiStovala na zakladé
porovnani s kontrolni skupinou.

Test s fasami byl proveden pfi teploté 23 + 2 °C, za stalého osvétleni a dobou expozice
48 hodin. Pro hodnoceni bioakumulace bylo z kazdého vzorku odebrano 100 ml média, které
bylo od bunék fas oddéleno filtraci pfes sklenéna vlakna za pomoci vakua. Nasledné byly fasy
oplachnuty malym mnozstvim destilované vody, umistény na filtra¢ni papir a uchovéany pii
teploté —20 °C do provedeni analyzy. Po provedeni analyzy byla hodnota biokoncentracniho
faktoru (BCF) stanovena na 0,10 pro nizsi koncentraci a 0,13 pro vys$si koncentraci.

Dale byl zjistovan BCF pro dafnie, pficemz k testovani byly pouzity dafnie staré 7 dni. Test
probihal pfi teploté 23 °C a fotoperiod¢ svétlo/tma (16/8 hod). Do kazdé testovaci nadoby bylo
preneseno 650 dafnii, které béhem testu nebyly krmeny. Jednalo se o staticky test, pii kterém
byly perloocky vystaveny expozici sukralosy po dobu 48 hodin. Z analyzy bioakumulace byl
stanoven BCF pro koncentrace 10 mg/I, respektive 100 mg/l na hodnotu 2,2, respektive 1,6.
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Posledni skupinou testovacich organismi v této studii byly malé rybky D. rerio. Pro ucely testu
byly zvoleny jedinci ptiblizné ve véku 10 mésict. Byl proveden semistaticky test, pii kterém
byly testovaci organismy nejdiive vystaveny zvolenym koncentracim sukralosy po dobu
48 hodin a nasledné dalSich 48 hodin byly nadoby proplachovany ¢istou vodou. V pribehu testu
byla udrZzovéna teplota na 25 °C pii fotoperiod¢ svétlo/tma (16/8 hod). Pii hodnoceni
bioakumulace bylo zjisténo, ze prvnich 24 hodin dochazelo k vyznamné akumulaci, nicméné
po 48 hodinach expozice byl stav jiz ustaleny. BCF byl pro obé koncentrace nizsi nez 1.
Pii hodnoceni vysledku druhé ¢asti testu bylo zjisténo, Ze doslo k rapidnimu poklesu obsahu
sukralosy v organismech.

Tato studie ukazala, ze vzhledem K nizkym hodnotam BCF sukralosa nevykazuje
bioakumulativni charakter pro vodni organismy. Hodnota BCF, ktera charakterizuje
perzistentni, bioakumulativni a toxickou latku, je >2 000, coz nebylo piekroc¢eno ani v jednom
piipadé testovani [81].

Biochemicka odpovéd’ korysii na expozici sukralosou

Z vyse uvedeného piehledu dostupnych studii vychazejicich ze standardizovanych testl
prozatim vyplyva, ze sukralosa pravdépodobné nepiedstavuje zvysené riziko pro zivotni
prostfedi. AvSak studie, kterd se zabyvala dalSimi endpointy jako jsou fyziologické zmény a
zmény v chovani u zéstupce koryst D. magna Vv pfitomnosti sukralosy naznacuje, ze zmény
v chovani mohou souviset s alteraci hladin acetylcholinesterazy (AChe). Acetylcholinesteraza
je enzym, ktery zptisobuje degradaci neurotransmiteru acetylcholinu. V pfipadé inhibice tohoto
enzymu dochdzi ke kumulaci acetylcholinu, coz mé za nasledek ovlivnéni nervové soustavy.
(Pozn. Pokud je zkouména neurotoxicita dané latky, inhibice AChe je nejcastéjsi indikator
neurologického efektu). Ve druhém ptipadé muze dochazet k aktivaci AChe, coz ma za
nasledek zvySeny vyskyt reaktivnich forem kysliku a dusiku, ktery vede ke vzniku oxida¢niho
stresu. K samotnému testu byli pouziti neonati (< 24 dnit) dafnii, ktefi byli po dobu tfi dnt
umisténi v zivném médiu podle metodiky OECD 211. Po uplynuti této doby byli pfemisténi
v poctu 30 jedinci do kadinek, které obsahovaly 100 ml média sobsahem sukralosy o
nasledujicich koncentracich: 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 500; 1 000 a 5 000 ug/1. Pro kazdou
koncentraci byl nasazen duplikat a kontrola a celkové byl test opakovan 4x. Po 24 hodinach
byly organismy pfeneseny do vialek a uchovany pii teplot¢ —80 °C do doby, nez probéhla
biochemicka analyza. Vysledkem bylo zjisténi, ze béhem expozice sukralosy doslo k aktivaci
AChe v porovnani s kontrolni skupinou. U lidi je prokazana souvislost mezi aktivaci AChe a
vznikem oxida¢niho stresu, a z tohoto divodu se ptfedpoklada, Zze tento mechanismus je
zodpoveédny i za zmény chovani koryse D. magna [44; 82].

Ekotoxikologické testovani acesulfamu, cyklamdtu a sacharinu

Studii, které by se zabyvaly testovanim ACE, CYC a SAC, je velmi malo. Vzhledem k vysoké
perzistenci (ACE) nebo vysokému stupni rozkladu a vzniku degradacnich produkt (SAC a
CYQC) je potieba se touto problematikou nadale zabyvat. O to se pokusila studie, ktera testovala
ekotoxicitu umélych sladidel prostfednictvim respira¢ni rychlosti aktivovaném kalu, inhibice
reprodukce fas Scenedesmus vacuolatus, inhibice rastu rostliny L. minor a testu akutni
imobilizace korySe D. magna.
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Test toxicity vici aktivovanému kalu byl proveden podle metodiky OECD 209. Tato metoda je
zaloZena na snizeni respiracni rychlosti organismu aktivované¢ho kalu, kterd se projevi po
negativnim pulisobeni testované latky. Do aktivovaného Cistirenského kalu se ptfivadélo
syntetické krmivo, obsahujici vS§echny potfebné ziviny spole¢n¢ s testovanou nebo referencni
latkou a smés byla 30 minut provzdusiovana. Nasledn¢ byla pfevedena do Karlsruhe lahvi a
pomoci kyslikové elektrody byl zaznamenavan obsah kysliku po dobu deseti minut.

Test na fasach se provadé¢l s autosporami, coz jsou mladé bunky fas na zacatku rtstového
cyklu. Rasy byly vystaveny testované latce po dobu jednoho ristového cyklu (24 h).
Sledovanym endpointem byla inhibice reprodukce fas métena jako inhibice ristu populace.

Akutni imobilizace koryse D. magna byla hodnocena pouzitim komerén¢ dostupného
alternativniho testu Daphnotoxkit. Test byl proveden s neonaty starymi méné nez 24 hodin pii
teploté 20 °C a za tmy. Do média s testovanou latkou bylo umisténo 5 jedincii, u kterych se po
24 a 48 hodinéach sledovala imobilizace, pfipadné umrtnost. VSechny latky byly testovany
ve tfech nezéavislych experimentech v péti opakovani. V prvnim testu byl hledan vhodny rozsah
koncentraci (5 riiznych koncentraci, 5 opakovani). Ve dvou dalSich byla ovéfena zvolena
koncentrace (1 000 mg/1) opét v péti opakovanich.

Dalsi ekotoxikologické posouzeni umélych sladidel se provadélo na rostliné L. minor.
Zasobni kultury byly péstovany v otevienych Erlenmayerovych banikach ve Steinbergove
médiu pii teploté 24 + 2 °C a osvétleni 6 000 Lux. Pro test na rostliné L. minor byly pouzity
rostliny s 2-3 stélkami vystavené testované latce po dobu 7 dni. Po tydnu byla zjistovana
inhibice rustu oproti kontrole. VSechna uméla sladidla byla testovana ve tfech opakovanich.

Vysledky vSech testil ukazaly, Ze u sledovanych sladidel nebyl pozorovan neptiznivy ucinek
Vv koncentracich az do 1 000 mg/1, tato hodnota koncentrace byla vypocétena jako NOEC. Tyto
zavery naznacuji nizké potencialni nebezpeci akutni toxicity testovanych umélych sladidel pro
vodni organismy. Objevuji se nazory, ze piitomnost AS na Cistirnach odpadnich vod by mohla
ovlivnit t¢innost biologického stupné ¢isténi z divodu inhibice aktivovaného kalu. Nicméné
vyse zminéna studie poukazuje na to, ze az do koncentrace 1 000 mg/l nedoslo k Zadné inhibici
aktivovaného kalu, a proto se zhorSena u¢innost neocekava [42].

Dal§im dulezitym krokem V oblasti objektivniho posouzeni dopadu sladidel na akvaticky
ekosystém je charakterizace a identifikace transformac¢nich produkti. Neméné diilezitou ¢asti
Vv celkovém posouzeni je i vhodna volba cilovych organismil a zohlednéni ekotoxikologického
dopadu smési, a to nejen umélych sladidel, ale 1 jejich smési s dal§imi tzv. pseudorezistentnimi
polutanty, napiiklad s 1éCivy. Piestoze ze soucasné dostupné literatury vyplyva, ze AS v této
chvili neptedstavuji zdvazny problém pro Zivotni prostfedi, je nutné zamyslet se nad
soucasnymi ekotoxikologickymi metodami a jejich vhodnosti pro testovani umélych
sladidel [42].
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2.9. Ekotoxikologické testy na vodnich organismech

Akvatické prostredi pfedstavuje konecny cil pro vétSinu antropogennich znecistujicich latek
uvolnovanych z primyslu, dopravy, zeméd¢lstvi, urbanizace a kazdodenniho zivota lidské
populace. Na druhou stranu, voda je nezbytnym zdrojem K uspokojeni lidské potieby.
Zachovani funkce ekosystému je proto zaloZzeno na dikladné analyze rizik spojenych
s ptitomnosti Skodlivych latek ve vodnim prostiedi [83].

Vyuziti vodnich organismi k testovani ekotoxikologickych ucinkd latek patii mezi
nejrozsifenéjsi metodiky. Princip téchto testl je podobny. Nejprve je pfipravena koncentracni
fada toxikantu a touto fadou jsou naplnény testovaci nadoby. Do kazdé testované koncentrace
se umisti uréity pocet organismi a po predepsané dobé se sleduje jejich odpoveéd’ na expozici
ve srovnani s organismy kontrolni skupiny. Akvatické testy se pouzivaji pro hodnoceni
chemickych latek a ptipravki, odpadnich vod i pfirodnich toxint. Nejbeznéjsimi metodikami
jsou testy na rybach, korysich, vodnich rostlinach, fasach a bakteriich.

Dalsi moznosti jsou tzv. alternativni biotesty, jejichz pfednosti je miniaturizace a vyuzivani
klidovych stadii organismii, S ¢imZ souvisi Gspora chemikalii i laboratorniho mista, protoze
chovy laboratornich organismi jsou velmi ¢asto naro¢né. Mezi komercéné dostupné alternativni
biotesty patii naptiklad Daphtoxkit (obsahuje klidova stadia D. magna), Thamnotoxkit (klidova
stadia organismu T. platyurus) nebo jeho zkracena verze Rapidtoxkit (pfedstavuje rychly
biotest, ktery umoziuje v¢éasné odhaleni toxikantd ve vod¢) [73].

Pro ti¢ely mé diplomové prace byly vybrany nasledujici ekotoxikologické testy:
2.9.1. Alternativni test toxicity na organismu Thamnocephalus platyurus

Korys T. platyurus se pro zkoumani toxicity pouziva stale ¢astéji z nékolika divodd. Hlavnimi
davody je citlivost vii¢i chemickym latkdm obdobna jako u koryse D. magna, dale pak moznost
provedeni zkousky s neonaty vylihlych z cyst, coz nevyZaduje narocny chov zivych zkuSebnich
kultur. Metodika je popsana v normé& CSN ISO 14380.

Testovaci organismy patii do fadu Zabronozek, tfidy lupenonozcu. Jejich télo je bez
schranky, sloZené z nckolika €lanktl, protdhlé a mckké. Test na sladkovodnim korysi je
podobny metodice stanoveni toxicity na perloockach. Organismy jsou po dobu 24 hodin
vystaveny pusobeni rtiznych koncentraci testované latky rozpusténé v fedici vodé€. Zaroven je
nasazena 1 kontrola, ve které jsou testovaci organismy vystaveny pouze ucinkiim standardni
fedici vody. Béhem tohoto testu je sledovana mortalita organismu v porovnani s kontrolou [73;
84]. Na obrazku 16 Ize vidét ampulku s cystami a vylihlé jedince.
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g, i

cysty T.platyurus larvy T. platyurus

tuba s cystami

Obrazek 16: Testovaci organismus T. platyurus, upraveno dle [85]

Kultivace cyst probiha v inkubatoru v rozmezi 20-22 hodin pfi stalé teploté 25 °C a osvétleni
3 000-4 000 Lux. Do testovaci desticky, kterd obsahuje rizné koncentrace testované latky, je
prenesen urcity pocet jedinct, poté je desticka piekryta parafilmem a vlozZena do inkubatoru
nastaveného na teplotu 25 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti této doby jsou zaznamenani mrtvi
jedinci a je vypoétena hodnota LC50 (24hLC50) [85].

2.9.1. AKkutni imobilizac¢ni test na perloo¢kach Daphnia magna

Podstatou tohoto testu (metodika podle CSN EN ISO 6341) je zjistovani vlivu toxickych latek
na planktonni organismy. D. magna (obrazek 17) je dtlezitou potravou pro ryby a z tohoto
ditvodu jsou perloo¢ky vyznamnou sloZkou biocenodzy a potravniho fetézce. Taxonomicky patii
do fadu perloocek, podtiidy lupenonozct, ttidy korysu. Patii mezi drobné ¢lenovce o rozmérech
1-5 mm, ktefi ziji pfevazné ve sladkych vodach a jejich potravou je plankton a organicky detrit.
Pro testovani jsou vyuzivany perloocky staré maximaln¢ 24 hodin [86].

Principem testu je vystaveni korySe D. magna ucinku riznych koncentraci testované latky
po dobu 48 hodin, pti¢emz testovana latka je rozpusténa ve standardné piipravené fedici vode.
Soucasné je nasazena i kontrola. Po 24 a 48 hodinach se zaznamenava pocet imobilizovanych
jedinct v jednotlivych koncentracich a kontrolnim médiu. Na zéklad¢ ziskanych hodnot se
stanovi efektivni koncentrace EC50 (24hEC50 a 48hEC50) [87; 88].

Obrazek 17: Korys D. magna [107]
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2.9.2. Test inhibice ristu okifehku Lemna minor

Oktehek a hofcice patii mezi nejcastéji pouzivané testovaci rostliny. Hoicice je suchozemska
rostlina, a proto je k hodnoceni uc¢inku latek na vodni ekosystém ekologicky nerelevantni.
Okiehek mensi je kategorizovan do oddéleni krytosemennych kvetoucich, tfidy
jednodé€loznych a ¢eledé okiehkovitych. Metodika testovani na L. minor vychazi z doporuceni
OECD 122 a normy CSN EN ISO 20079.

L. minor (obrazek 18) je drobna rostlina, ktera ma ploché stélky, jemné kotinky a kolonie
jsou tvofeny 2-5 stélkami. Oktehky porustaji hladinu stojatych vod a jsou vhodnou potravou
pro ryby a vodni ptactvo. Na druhou stranu za urcitych podminek vytvaii na hladin€ celistvy
porost nepropoustéjici svétlo, coZ ma za nasledek zhorSeni jakosti vod pod nimi.

Rostliny okifehku jsou exponovany rtiznym koncentracim testované latky rozpusténé
v Steinbergové zivném roztoku po dobu 7 dni. Zaroven je pozorovan jejich rast i v kontrolnim
médiu, coZ je Zivny roztok neobsahujici testovanou latku. Je dulezité, aby pocet stélek v kadince
byl na zacatku testu stejny. Stélky musi byt vybirany ze zdravé populace a mély by byt stejné
velké. Po uréitych Easovych intervalech je zaznamenavan stav rostlin a pocet stélek. Ugelem
testu je popsat ucinky na vegetativni riist okfehku posouzenim poctu listkd, rychlosti ristu a
zhodnoceni hmotnosti ¢erstvé nebo suché biomasy. Vysledkem je stanoveni koncentrace IC50
na zaklad¢ srovnani rustu v testovanych roztocich a kontrole. Za vhodnych podminek testu
mohou byt stanoveny i hodnoty LOEC a NOEC [73; 87; 89; 90].
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2.9.3. Stanoveni inhibi¢niho uéinku na svételnou emisi Vibrio fischeri

Test inhibice bioluminiscence moiské bakterie V. fischeri (obrazek 19) se provadi podle normy
CSN EN ISO 11348-3. Bakterie je diky své bioluminiscenci pouZivana ke snadnému, rychlému
a spolehlivému sledovani toxicity chemickych latek. Tato motska, gramnegativni bakterie
pfirozen¢ emituje svétlo, které vznika v organismu pii chemické reakci katalyzované enzymem
luciferasou. Cilem testu je srovnani bioluminiscence bakterii pied a po expozici testované latky.
SniZzeni luminiscence se zaznamenava po 15 a 30 minutach pii teplot¢ 15 °C. Vhodnym
zvolenim koncentracni fady 1ze ziskat koncentraci, pii které je inhibice minimalni (LOEL) az
po koncentraci, ktera zptisobi iplné zhaseni (LC) [91; 92].

Obrazek 19: Bakterie V. fischeri [92]
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EXPERIMENTALNI CAST

Moje diplomova prace byla zaméfena nejenom na posouzeni piipadné ekotoxicity umelych

sladidel, ale zabyvala se i stanovenim téchto latek na Cistirné odpadnich vod s cilem zjistit,
v jakych piibliznych koncentracich jsou na COV pfivadéna a jaké koncentrace naslednd

pronikaji do zivotniho prostfedi. Z téchto divodu je experimentalni cast prace a diskuze

vysledki rozdélena do dvou &asti. Prvni &ast se zabyva stanovenim sladidel na COV a ve druhé
Casti je feSena problematika jejich vyskytu v ekosystému.

3. ANALYZA UMELYCH SLADIDEL

3.1.

@)
@)

O

3.2.

(0]

o O O O O
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PouZzité pristroje a pomicky
kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, USA)
hmotnostni spektrometr Agilent Technologies 6320 Series lon Trap LC/MS (Agilent
Technologies, USA)
generator dusiku N418LA, Peak Scietific
kolona Ascentis Express C18, HPLC column 15 cm x 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um,
s predkolonou
Zaiizeni pro SPE — Supelco Visiprep™ SPE Vacuum Manifold, Sigma-Aldrich
SPE kolonky
o SELECT HLB SPE 200 mg/6 ml, (Supelco, USA)
o STRATA-X 33 pu Polymeric Reversed Phase 200 mg/3 ml, (Chromservis, s.r.o.,
Praha)
piistroj pro odpafovani pod dusikem EVATERM (Labicon s.r.0., CR)
mikrofiltry
o PTFE 13 mm, 0,45 pm, pk/100, (Labicom s.r.0., CR)
o PTFE 4 mm, 0,2 um Dk blue, pk/100, (SMI-LabHut Ltd., Spojené kralovstvi
Velké Britanie)
zafizeni pro ¢iSténi vody Millipore Academic
standardni laboratorni vybaveni

Pouzité chemikalie

aceton SupraSolv, CAS: 67-64-1, (Merck KGaA, Némecko)

acetonitril HPLC Far UV/Gradient Grade, Baker HPLC analyzed, CAS: 75-05-8, (J. T.
Baker, Spojené kralovstvi Velké Britanie)

kyselina chlorovodikova 35%, CAS: 7647-01-0 (Penta, Chrudim, Ceska republika)
kyselina octova, Cistota > 98 %, CAS: 64-9-7, (Sigma-Aldrich, Némecko)

kyselina mravenci, Cistota > 98 %, CAS: 64-18-6, (Sigma-Aldrich, Némecko)

octan amonny, ¢istota > 99 %, (Sigma-Aldrich, Nizozemsko)

methanol HPLC Gradient Grade, Baker HPLC analyzed, CAS: 67-56-1, (J. T. Baker,
Nizozemsko)

Milli-Q voda



3.  Pouzité standardy
acesulfam-K — ¢istota > 99,0 %, CAS: 55589-62-3, Sigma-Aldrich, Némecko
cyklamat — Cistota > 98,9 %, CAS: 139-05-9, Supelco, USA
sacharin — Cistota > 99 %, CAS: 81-07-2, Sigma-Aldrich, Jizni Korea
sukralosa — &istota > 98,0 %, CAS: 56038-13-2, Sigma-Aldrich, Cina
sukralosa-d6 — CAS: 1459161-55-7, Toronto Research Chemicals, Kanada

O O O O O Ww

3.4. Pouzité plyny
o helium 5.0, Linde Gas a.s.
o dusik 4,7, SIAD Czech spol. s.r.o.

3.5. Vzorkovana lokalita

Pro Gcely diplomové prace byly odebirany vzorky z ¢istirny odpadnich vod v Modficich. Tyto
vzorky byly odebirany na piitoku a na odtoku jiz piecisténé vody do recipientu, kterym je feka
Svratka.

Na ¢istirnu odpadnich vod jsou k ¢isténi privadény odpadni vody systémem kanalizacnich
stok z mésta Brna. V soucasné dob¢ jsou na ¢istirnu prostiednictvim soustavy ¢erpacich stanic
pfipojeny dals$i mésta a obce z okoli Brna. Plivodni Cistirna byla uvedena do provozu v roce
1961 a jednalo se o klasickou dvoustupiiovou cistirnu s anaerobni stabilizaci kalu. Béhem
postupného rozsifovani mésta dochazelo k hydraulickému 1 latkovému pietizeni, a proto musela
byt COV nejprve rozsifena a nasledné v letech 2001-2004 kompletng zrekonstruovéana a
rozSitena. V soucasné dob¢ Cistirna odpadnich vod spliiuje podminky ceské i evropské
legislativy a zarover je zaji§téna dostatena kapacita COV i pro rozvoj a rozsitovani mésta Brna
a jeho okoli.

Kapacita Cistirny je vyjadfena poctem ekvivalentnich obyvatel — 1 ekvivalentni obyvatel
predstavuje produkci znedisténi 60 g BSKS za den. COV v Modficich mé kapacitu 513 000 EO.
Piipustné mnoZstvi vypousténych odpadnich vod je 4,222 m¥/s, pficemz pfi vyssim priitoku (za
desté) je destova voda nejprve kumulovdna v destové zdrzi a az po skonceni desté je
precerpavana zpét do COV [93; 94] .

3.5.1. Odbér vzorkii a jejich aprava

Slévané 24hodinové vzorky byly odebirany na Cistirné odpadnich vod v Modficich pomoci
automatického odbérového zatizeni s intervalem odbéru dil¢ich vzorki 2 hodiny. Celkové tak
byly analyzovany vzorky ze tii dnti odebiranych v rozmezi deseti dnu.

Pro potitebu analyzy bylo prefiltrovano 3x100 ml vzorku odebiraného z piitoku a 3x100 ml
vzorku odebiraného z odtoku. Po filtraci byl vzorek okyselen na pH 4 a byl k nému pfidan
deuterovany standard sukralosy-d6, ktery slouzil k posouzeni vytéZznosti separace. Jakmile byl
vzorek takto upraven, byla provedena extrakce tuhou fazi popsana v nasledujici kapitole.
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3.6. Optimalizace metody extrakce tuhou fazi (SPE)

Pro optimalizaci SPE byly pouzity nésledujici kolonky:

e Supelco — Select HLB SPE, 200 mg/6 ml
e Chromservis — STRATA-X, 200 mg/3 ml

Pro pocatecni vyhodnoceni vytéznosti kolonky byl pouzit modelovy vzorek o stejné
koncentraci jako zasobni roztok smésného standardu (10 pg/ml). Metody extrakce jsou popsany
v tabulce 2. Kazda metoda byla vyzkousena na obou kolonkach.

Smésny standardu o koncentraci 10 pg/ml byl piipraven z jednotlivych roztoku sladidel o
koncentraci 1 mg/ml v methanolu. Z téchto piipravenych roztoku bylo odebirano 100 ul do
10 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna po rysku. K doplnéni odmérné bariky byla pouzita
rizna rozpoustédla — Milli-Q voda, smés Milli-Q vody a acetonitrilu a methanol.

Tabulka 2: Optimalizace SPE
SPE METODA 1 METODA 2 METODA 3 METODA 4
o 5 ml MeOH 5 ml MeOH 3x3 ml MeOH 3x3 ml MeOH
kondicionace
5 ml H,0 5ml H20,pH2Y | 3x3ml H0, pH3Y | 3x3ml H20, pH 42
vzorek 50 ml 50ml, pH 2V 100 ml, pH 3 Y 100 ml, pH 4?2
promyti 2 ml H20 5mlH0,pH2Y | 3mlH0, pH3?Y 3ml H20, pH 42
_ 30 minut, 30 minut, 30 minut, 30 minut,
suseni
vakuum vakuum vakuum vakuum
eluce 6 ml MeOH 2 ml MeOH 3x3 ml MeOH 3x3 ml MeOH
odpaieni N2, 40 °C N2, 40 °C N2, 40 °C N2, 40 °C
. “teni 1 ml MeOH 1 ml MeOH/H20 1 ml MeOH/H20 1 ml MeOH/H20
ozpustemt (25/75) (25/75) (25/75)
Y okyselené HCOOH
2) okyselené HCI
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3.7. Optimalizace separace

3.7.1. Optimalizace kapalinového chromatografu

V tabulce 3 jsou uvedena stanovovana sladidla a jejich charakteristické hodnoty m/z pti analyze
pomoci LC/MS.

Tabulka 3: Poméry m/z jednotlivych sladidel

sladidlo m/z
acesulfam-K 162
sacharin 182
cyklamat 178
sukralosa 433

Obrazek 20: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series a hmotnostni spektrometr Agilent
Technologies 6320 Series lon Trap LC/MS

K separaci umélych sladidel byla pouzita kolona Ascentis Express C18 (15cm x 2,1 mm,
2,7 um). Pro jejich separaci byla vyuzita gradientova eluce s dvouslozkovou mobilni fazi.
V literatufe je nejCastéji popisovana mobilni fdze ve sloZeni voda a methanol nebo voda a
acetonitril, pfi¢emz je do vody nebo do obou sloZek mobilni faze pfidavan octan amonny nebo
mravenCan amonny z divodu potlaceni disociace sledovanych analytti. DalS§i moznosti je
pouziti okyselené mobilni faze pro potlaceni disociace separovanych latek, coz vede ke zvyseni
jejich retence na nepoléarni stacionarni fazi.
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V prvnim pokusu optimalizace kapalinového chromatografu byla zvolena dvouslozkova
mobilni faze:

slozka A:
slozka B:

acetonitril
Milli-Q voda

Podminky separace jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Poc¢ate¢ni podminky separace, metoda sweet 1

Podminky separace LC
nastiik 10 pl
teplota kolony 35°C
pratok MF 0,250 ml/min
Cas [min] A [%] B [%]
0 40 60
gradient 15 90 10
20 90 10
21 40 60

Tato kombinace byla nevyhovujici, protoze sladidla acesulfam-K, cyklamat a sacharin byla
eluovédna v pfiblizné stejném case, a tudiZ nedoSlo k rozdéleni jejich pikd, viz piiloha 1,

obrazek 24.

V dals$im pokusu optimalizace byla zvolena mobilni faze:

slozka A:
slozka B:

methanol

Milli-Q voda + 1 mM octan amonny

Pocate¢ni podminky separace jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Pocatecni podminky separace, metoda sweet 3

nastiik 10 pl
teplota kolony 35°C
pratok MF 0,250 ml/min
Cas [min] A [%] B [%]
0 5 95
gradient 15 70 30
20 70 30
21 5 95
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Pti téchto podminkach se prvni tii piky jiz rozdé€lily, ale vzhledem k jejich deformaci byl nadale
upravovan nastiik, pro optimalni rychlost eluce byl postupné upravovan gradient. Pomérné
vyhovujici metoda je popsana v tabulce 6. Ukazka chromatogramu je uvedena V ptiloze 1 jako
obrazek 25.

Tabulka 6: Podminky separace, metoda sweet 07

nastiik 2 ul
teplota kolony 35°C
pratok MF 0,250 ml/min
Cas [min] A [%] B [%]

0 12 88

gradient > 52 08

8 80 20

10 80 20

11 12 88

Vzhledem k tomu, ze prvni tfi piky byly stéle blizko sebe a zménou riznych parametr nebylo
dosazeno uspokojivé eluce, byla v prubéhu optimalizace vyzkousena dalsi mobilni faze:

slozka A: acetonitril + aceton (95+5), okyseleno 0,01% CH3:COOH
slozka B: Milli-Q voda + methanol + aceton (75+20+5), okyseleno 0,01% CH3COOH

Ptidavek malého mnozstvi acetonu do obou slozek mobilni faze by mél mit za nasledek zazeni
pikd. Pouziti dvou organickych slozek v mobilni fazi by mélo mit za nasledek lepsi separaci.

Pocate¢ni podminky separace jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Poc¢ate¢ni podminky separace, metoda sweet 14

nastiik 2 ul
teplota kolony 40 °C
priatok MF 0,250 ml/I
Cas [min] A [%] B [%]
0 0 100
: 10 30 70
gradient

15 70 30

16 70 30

17 0 100

Pti téchto podminkach analyzy byly piky acesulfamu-K a sacharinu slité¢ a deformované, proto
byl postupné upravovan nastiik a teplota kolony. Za téchto podminek se nepodafilo ziskat
uspokojivé vysledky, proto byl upraven zasobni roztok sladidel. Vzhledem ke sloZeni mobilni
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faze byl pfipraven smésny standard ve smési voda/acetonitril v poméru 60/40. Tyto pokusy
optimalizace byly netispésné, proto doslo ke zméné mobilni faze:

slozka A: acetonitril + 2 mM CH3COOH
slozka B: Milli-Q voda + 2 mM CHsCOOH

Béhem analyz byly opét upravovany parametry nastiiku vzroku, pritoku mobilni faze, teploty
kolony a gradientu. Pi pouziti této mobilni faze nebyly ziskany vyhovujici vysledky, a tak byla
vyzkousena nasledujici mobilni faze:

slozka A: acetonitril
slozka B: Milli-Q voda, okyseleno HCOOH na pH 2,5

Pro analyzu byl opét pouzit smésny standard ve smési voda/acetonitril v poméru 60/40. Pti
pocatecnich podminkach separace byly piky Siroké a sladidla byla eluovana pomérné blizko
sebe, proto byly postupné upravovany parametry — nastiik, pritok, teplota kolony a gradient.
Podminky separace jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Podminky separace, metoda sweet 20

nastiik 2 ul
teplota kolony 30 °C
priutok MF 0,250 ml/I
¢as [min] A [%] B [%]

0 10 90

gradient 15 70 30

16 70 30

17 10 90

Optimalizaci parametrt se nepodaftilo dosdhnout uspokojivych vysledki — druhé a treti sladidlo
bylo eluované velmi blizko sebe, viz obrazek 26, ktery je uveden v piiloze 1.

Dalsi vyzkouSenou mobilni fazi byla:

slozka A: methanol
slozka B: Milli-Q voda okyselena HCOOH na pH 2-3

Pro analyzu byl opét pouzit smésny standard ve smési voda/acetonitril v poméru 60/40, pozdéji

byl smésny standard pfipraven v methanolu. Pocate¢ni podminky separace jsou popsany
v tabulce 9.
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Tabulka 9: Poc¢ate¢ni podminky separace, metoda sweet 27

nastiik 2 ul
teplota kolony 30°C
prutok MF 0,250 ml/I
¢as [min] A [%] B [%]

0 10 90

gradient 15 70 30

16 70 30

17 10 90

Pii téchto podminkach byly vysledky uspokojivé, ale pro zrychleni analyzy byla zvySena
teplota a urychlen gradient. Parametry metody jsou uvedeny v tabulce 10. Porovnani téchto
dvou metod je patrné z obrazku 27 v piiloze 1.

Tabulka 10: Podminky separace, metoda sweet 30

nastiik 2 ul
teplota kolony 35°C
priutok MF 0,250 ml/I
¢as [min] A [%] B [%]
0 10 90
gradient 10 70 30
11 70 30
12 10 90

Vzhledem k tomu, Ze pii dalSich analyzach bylo naméfeno vysoké pozadi, byla vyzkousena
mobilni faze stejna jako v predeslém piipad¢ s tim rozdilem, Ze k okyseleni vody byla pouZita
kyselina octova. Ostatni podminky separace ziistaly stejné. Tato metoda byla popséna jako
sweet_39. Vysledny chromatogram je uveden v ptiloze 1 jako obrazek 28.

slozka A: methanol
slozka B: Milli-Q voda okyselena CH3COOH na pH 2,5

3.7.2. Optimalizace LC/MS/MS

Béhem optimalizace kapalinového chromatografu byla u nékterych metod zarovein vyzkouSena
také optimalizace MS/MS, ale vzhledem Kk neuspokojivym vysledkim zde nejsou vSechny
metody uvadény. V prvnim kroku bylo snimano celkové spektrum pro vSechna sladidla a
nasledné produktové spektrum pro kazdé sladidlo zvlast. Z tohoto spektra byly ziskany
produktové ionty jednotlivych sladidel a kolizni energie, pfi kterych byly tyto ionty ziskany.
Zjisténé produktové ionty vSech sladidel jsou uvedeny v tabulce 11.
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Tabulka 11: Produktové ionty

sladidlo prekurzor produkt
m/z m/z
acesulfam-K 162 82
sacharin 182 106
cyklamat 178 80
sukralosa 433 397/359

Pro MS/MS byla ptipravena metoda, ktera zahrnovala rozdé€leni analyzy do jednotlivych
segmentl dle reten¢niho ¢asu analyti. Byly nastaveny parametry rozsahu skenovani, Sitky
okna, kolizni energie a mnozstvi iontli davkovanych do iontové pasti. Piiklad vyzkousené
metody je uveden v tabulce 12.

Tabulka 12: Optimalizace LC/MS/MS, metoda sweet 31
segment ¢as [min] hmota fragment scan Sitka kolizni E
1 0-3,3 162 82 20-200 1,2 0,26
2 3,3-5,5 182 106 20-300 1,2 0,35
3 5,5-8,0 178 80 20-300 1,2 0,35
4 8,0-12,0 395 359 50-500 1,2 0,25
mnoZstvi iontll v pasti 20 000

V tomto piipadé byly nevhodné zvolené kolizni energie a metoda poskytovala nevyhovujici
produktova spektra.

Vzhledem k tomu, ze se nedafilo optimalizovat metodu pro LC/MS/MS s pouzitymi mobilnimi
fazemi, byl do hmotnostniho spektrometru postkolonové pfidan pufr TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethan). Z literatury bylo zjisténo, ze TRIS muze byt pfidan bud’
pfimo do mobilni faze, nebo postkolonové az do elektrospreje hmotnostniho spektrometru.
Ptidani tohoto pufru by mélo mit za nésledek zvySeni vytézku ionizace a tedy véEtsi odezvu.
Ptidani TRIS bylo vyzkouSeno u metody sweet_39. Podminky jsou popsany v tabulce 13.

Tabulka 13: Podminky separace, metoda sweet 42

piidavek TRIS fragmentace
metoda — 5 : .,
koncentrace | mnozstvi | segment | ¢as[min] | hmota | kolizni E
1 0-2,8 162 0,30
sweet_39 5 mM 5 ul 2 2841 | 182 0.30
- H 3 4170 | 178 | 030
4 7,0-12,0 433 0,35
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Vzhledem k tomu, ze nedoslo k vyraznéjsim zménam, bylo za stejnych podminek vyzkouseno
ptidani 1 mM TRIS a 20 mM TRIS. Ani v téchto piipadech nedoslo ke zlepSeni odezvy, a proto
bylo od tohoto postupu odstoupeno a dalsi optimalizace probihala jiz bez pridavku TRIS.

V dalsich krocich se vychazelo z metody sweet 39 a byly postupné upravovany parametry
koliznich energii a mnozstvi ionta vpuSténych do pasti tak, aby bylo ziskano uspokojivé
produktové spektrum, ze kterého by bylo mozno vybrat dostate¢né intenzivni fragment. To se
bohuzel nepodaftilo, proto bylo v kone¢ném dusledku pfistoupeno pouze k analyze LC/MS.
V piiloze 2 jsou uvedena produktova spektra pro acesulfam-K, ze kterych Ize vidét, Ze pii stejné
zvolenych podminkach analyzy vzdy dochéazelo k naméfeni rozdilnych spekter.

Pozn.: Pro optimalizaci LC/MS/MS byly vyzkouSeny metody popsané v literatufe, jejichz
pouziti bylo tspésné. V téchto metodach byl jako analyzator pouzit trojity kvadrupol, ktery se
vyznacuje vysokou citlivosti. V laboratofi je k dispozici hmotnostni spektrometr se sférickou
iontovou pasti, ktera ma v porovnani s trojitym kvadrupdlem vyrazné nizsi citlivost, coz mize
byt jeden z diivodi, pro¢ se nedafilo LC/MS/MS optimalizovat.

3.7.3. Analytické parametry

Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody je charakterizovana smérodatnou odchylkou, kterd predstavuje
rozptyleni jednotlivych hodnot okolo primérné hodnoty vSech méfeni. Pro stanoveni
opakovatelnosti metody byl 10x analyzovan vzorek pfitoku. Z ploch jednotlivych pikl byla
stanovena opakovatelnost metody jako relativni smérodatna odchylka.

Mez detekce

Mez detekce odpovidad koncentraci, pro kterou je analyticky signdl statisticky vyznamny od
Sumu, tzn. mez detekce je parametr, ktery udava, jaké nejmensi mnozstvi analytu mize byt
detekovano. Vyjadfuje se jako trojnasobek Sumu zakladni linie, viz rovnice (1).

Lob =M kde (1)
m

hin Sum na zakladni linii

m smérnice kalibracni kiivky

Mez kvantifikace
Mez kvantifikace odpovida koncentraci, pfi které je presnost stanoveni takova, ze umoznuje
kvantitativni vyhodnoceni. Vyhodnocuje se jako desetinasobek Sumu zakladni linie, viz (2).

LoQ =20, kde )
m

hn Sum na zakladni linii

m smérnice kalibracni kiivky
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4. VYSLEDKY A DISKUZE ANALYTICKE CASTI

4.1. Optimalizace SPE

Nejvyssi vytéznost dosahovala metoda ¢. 4 s kolonkou STRATA-X, tato metoda je popsana

v tabulce 14.
Tabulka 14: Optimalizovana metoda SPE
SPE METODA 4
kondicionace 3x3 ml MeOH
3x3 ml H.0, pH 4 9
vzorek 100 ml, pH 4 Y
promyti 3ml H0, pH4 Y
suSeni 30 minut, vakuum
eluce 3x3 ml MeOH
odpareni N2, teplota 40 °C
rozpusténi 1 ml MeOH/H,0 (25/75) ?
D okyselené HCI

2)vzorky z druhého a téetiho dne byly rozpustény v 200 pl smési

Po analyze vzorkt z prvniho dne byly (na odtoku z COV) koncentrace umélych sladidel pod
mezi detekce, proto byla metoda pro analyzu vzorki z daldich dnti mirné upravena. Uprava
spocivala v rozpusténi analytd po odpafeni pod dusikem. V prvnim piipadé¢ byl odparek
rozpus$tén ve smeési methanol/voda do 1 ml. Po tipravé metody byl odparek rozpustén do 200 pl

smési methanol/voda ve stejném poméru jako v optimalizované metode¢.

} : 7

q

Obrazek 21: Zatizeni pro SPE - Supelco Visiprep™ SPE Vacuum Manifold
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Vytéznosti pouzitych metod na riznych kolonkach porovnavaji graf 1 a graf 2. V grafech neni
zahrnuta metoda €. 1, protoZe pii této varianté nedoSlo k zachyceni vSech sladidel, pouze

sukralosy.
Vytéznost STRATA-X

120,0
100,0
80,0
S
@
8 60,0 B metoda 2
>N
Y B metoda 3
S
40,0 B metoda 4
20,0
0’0 I I
ACE SAC CYC SucC

Graf 1: Porovnani vytéznosti pouzitych metod na kolonce STRATA-X

Z grafu 1 je vidét, Ze pro sladidla ACE, CYC a SAC piedstavuje nejvyssi vytéznost metoda
¢. 4. V ptipadé¢ ACE a CYC je vyrazné lepsi nez zbyvajici dvé metody. Pro zakoncentrovani
SUC byla nejlepsi metoda €. 2, nicméné vytéZznost metody €. 4 byla pouze o 8,25 % horsi.
Vzhledem k tomu, Ze i tak byla vytéznost 93,75 %, byla metoda ¢. 4 zvolena jako nevhodné;jsi.

VytéZznost HLB
120

100

80
B metoda 2
6
B metoda 3
H metoda 4
4
| I
m N I
ACE SAC CYC SucC

Graf 2: Porovnani vytéznosti pouzitych metod na kolonce HLB

Vytéznost [%)]
o

o

o

V piipad¢ optimalizace metody na kolonce HLB byla ve vSech piipadech nejvhodngjsi
metoda ¢. 4.
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Pfi porovnani obou kolonek bylo zjisténo, ze lepSich vysledkti dokazuje kolonka STRATA-X,
jak ilustruje graf 3.

Porovnani vytéznosti kolonek

W HLB, metoda 4
B STRATA-X, metoda 4
ACE SAC CcYc SucC

Graf 3: Porovnani vytéznosti kolonky HLB a STRATA-X

120
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o

6

Vytéznost [%]
o

o

4

2

o

Pro porovnani vytéznosti v zavislosti na zpisobu okyseleni vody byla vyzkouSena metoda ¢. 4
s kolonkou STRATA-X. V jednom ptipad¢ bylo pH upraveno kyselinou mravenéi a v druhém
ptipadé bylo pH upraveno pomoci kyseliny chlorovodikové. Z grafu 4 lze vidét, ze lepsi
vytéznosti bylo dosahnuto v pripadé okyseleni HCI.

Vliv okyseleni HCOOH a HCI

M okyseleno HCOOC
M okyseleno HCI
ACE SAC CYC SucC

Graf 4: Vliv okyseleni pomoci HCOOH a HCl
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Uspokojivou vytéznost pro vSechna uméla sladidla poskytovala metoda ¢. 4 na kolonce
STRATA-X. Pro piesnéjsi ureni vytéznosti kolonky byly ptipraveny dvé kalibracni fady a
byla provedena extrakce vzorkd obsahujicich sladidla o koncentraci 10 ug/ml v prvnim piipadé
a 1pg/ml vpiipadé druhém. Byla zvolena tifibodova kalibracni fada o nésledujicich
koncentracich sladidel: 1; 10 a 25 pg/ml, respektive 0,5; 1 a 5 pg/ml. Vytéznost kolonky je
uvedena v tabulce 15 a v tabulce 16. Kalibra¢ni zavislosti sladidel jsou uvedeny v piiloze 3.

Tabulka 15: Koncentrace sladidel po SPE (metoda ¢. 4, STRATA-X)

vzorek s koncentraci sladidel 10 pg/ml
sladidlo m/z koncentrace [pug/ml] | vytéznost [%]
acesulfam-K 162 5,10 51,0
sacharin 182 9,90 99,9
cyklamat 178 7,02 70,2
sukralosa 433 10,24 102,4

Tabulka 16: Koncentrace sladidel po SPE (metoda ¢. 4)

vzorek s koncentraci sladidel 1 pg/ml
kolonka STRATA-X HLB
. koncentrace vytéznost koncentrace vytéznost
sladidlo ™2 | lugmi [%] [ug/mi] [%]
acesulfam-K 162 0,34 34 0,36 36
sacharin 182 0,99 99 0,72 72
cyklamat 178 0,59 59 0,11 11
sukralosa 433 1,08 108 0,78 78

Pro extrakci nizsich koncentraci byla vedle kolonky STRATA-X vyzkousena i kolonka HLB.

S 4

byla mirn¢ niz$i. Naopak pro vSechna ostatni sladidla byla vytéznost na kolonce STRATA-X
VySSi.
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4.2. Optimalizace separace

Na zéklad¢ vSech pokusi optimalizace kapalinového chromatografu byla vybrana metoda
oznacena jako sweet 39. Parametry kapalinového chromatografu a hmotnostniho spektrometru
jsou uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 17: Optimalizovana metoda LC/MS
Kapalinovy chromatograf

) slozka A: CH3OH
mobilni faze —
slozka B: | Milli-Q voda, pH 2,5, okyseleno CH3:COOH
nastiik 2 ul
teplota kolony 35°C
pritok MF 0,250 ml/I
¢as [min] A [%] B [%]
0 10 90
gradient 10 70 30
11 70 30
12 10 90
Hmotnostni spektrometr
tlak zmlzovaciho plynu 25 psi
prutok susiciho plynu 10,0 ml/min
teplota susiciho plynu 350 °C
rozsah skenovanych hmot 50-600 m/z
mnoZstvi iontll v pasti 20 000
mod negativni

Vysledny chromatogram je uveden v ptiloze 1 jako obrazek 28.
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4.3. Analytické parametry
Opakovatelnost metody
Metoda se da povazovat za platnou, pokud se relativni smérodatna odchylka vSech vysledk,
které jsou ziskany ve stejné laboratofi, stejnym pracovnikem za stejnych podminek a v kratkém
casovém intervalu, pohybuje do 10 %. Relativni smérodatné odchylky pro jednotliva sladidla

jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18: Relativni smérodatna odchylka

sladidlo RSD [%)]
ACE 7,46
CYC 0,85
SAC 1,02
SucC 6,66

SUC-d6 1,83

Relativni smérodatna odchylka se pro vSechna sladidla pohybuje v rozmezi 0,85-6,66 %,
z ¢ehoz lze usoudit, Ze pouZitd metoda je opakovatelnd, a tudiZ vhodné pro stanoveni AS.

Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce a mez kvantifikace byla stanovena z méfeni nejméné koncentrovaného roztoku,
ktery poskytoval signal, pfi¢emz tento signal odpovidal méfené koncentraci. Mez detekce byla
stanovena jako trojnasobek Sumu a mez kvantifikace jako desetinasobek Sumu. Vysledné meze

detekce a meze kvantifikace pro jednotliva sladidla jsou uvedeny v tabulce 19.

Tabulka 19: Mez detekce a mez kvantifikace

sladidlo LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
ACE 0,042 0,141
CYC 0,047 0,156
SAC 0,024 0,080
SUC 0,110 0,368
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4.4. Vysledky analyzy odpadni a piecisténé vody
Pro analyzu umélych sladidel byly odebirany tfi slévané 24hodinové vzorky piitoku a odtoku
vody z Cistirny odpadnich vod v Modficich. Na zakladé ptedbézné analyzy sladidel byly
naplanovany koncentra¢ni fady pro pfitok a odtok:

e pritok: 0,1 pg/ml; 0,5 pg/ml; 1 pg/ml; 2,5 pg/ml; 5 pg/ml a 10 pg/ml

e odtok: 0,01 pg/ml; 0,05 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,5 pg/ml; 1 pg/ml; 2 pg/ml a 10 pug/ml
Kalibraéni zavislosti jsou uvedeny v piiloze 4 a v ptiloze 5.

Vytéznost kolonky STRATA-X pro koncentraci 1 pg/ml je uvedena v tabulce 20.

Tabulka 20: Vytéznost kolonky STRATA-X

kolonka STRATA-X
sladidlo koncentrace [ug/ml] | vytéZnost [%]
acesulfam-K 0,34 34
sacharin 0,99 99
cyklamat 0,59 59
sukralosa 1,08 108

Vzorky byly po eluci methanolem pfefiltrovany pies mikrofiltry, protoze obsahovaly necistoty.

Vysledné koncentrace umélych sladidel na ptitoku a odtoku vody jsou uvedeny v tabulce 21 a
v tabulce 22. Vysledky nejsou zkorigovany na vytéznost kolonky.

Tabulka 21: Koncentrace sladidel na pfitoku odpadni vody

¢ [ug/]
AS den 1 den 2 den 3
vzorky prumeér vzorky prumeér vzorky prumer
3,273 1,580 1,062
ACE 1,725 2,071 0,5843 1,401 1,673 1,535
1,216 2,040 1,869
14,14 Y 3,742 3,236
CcYC 4,531 7,413 3,503 4,111 2,466 2,894
3,566 5,086 2,980
27,85 14,95 18,89
SAC 16,80 19,55 13,39 13,62 18,95 18,62
14,00 12,53 18,03
22,82 26,90 11,08
SuC 25,27 22,67 18,66 20,92 13,91 12,23
19,91 17,19 11,70

Y nepoéitano do praméru
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Tabulka 22: Koncentrace sladidel na odtoku piecisténé vody

c [png/l]
AS den 1 den 2 den 3
vzorky prumér vzorky pramér vzorky prumér
n/c n/c n/c
ACE n/c - n/c - 0,2153 -
n/c n/c n/c
n/c n/c n/c
CYcC n/c - n/c - n/c -
n/c n/c n/c
1,883 n/c n/c
SAC 0,3407 1,266 n/c - 0,5633 0,4548
1,575 n/c 0,3463
22,29 20,91 10,66
SUC 21,12 22,18 22,81 20,42 8,448 10,08
23,12 17,54 11,13

Vytéznost separace byla hodnocena pfidanim deuterovaného standardu sukralosy-d6 do vSech

analyzovanych vzorkt. Zhodnoceni vytéznosti separace je uvedeno v tabulce 23.

Tabulka 23: Vytéznost separace

koncentrace SUC-d6 v kazdém vzorku = 10 pg/ml
vzorky — piitok vzorky — odtok
vzorek nameérena c vytéznost . . nameérena c vytéZnost .
[ug/ml] [%] PR 1 [wemy] % | P

12,36 123,6 10,37 103,7

denl 12,44 1244 114,4 14,43 1443 122,4
9,531 95,32 11,90 119,0
12,23 122,6 11,68 116,8

den 2 10,81 108,1 122,3 12,25 1225 110,3
13,65 136,5 9,166 916,6
15,41 154,1 11,44 1144

den 3 14,89 1489 157,9 9,32 93,2 101,9
17,06 170,6 9,80 98,0

Vyté€znost sukralosy-d6 na piitoku 3. den byla 157,9 %, coz mohlo byt zptisobeno interferenci,
kterou by bylo mozné eliminovat pomoci MS/MS, coz se bohuzel na starsi sférické iontové
pasti nepodafilo naladit.
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V grafu 5 jsou porovnany koncentrace sladidel na ptitoku odpadni vody v jednotlivych dnech.

25
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15
Edenl
mden?2
10 den 3
. I I
ACE CYC SAC SuUC

Graf 5: Porovnani koncentraci jednotlivych sladidel na ptitoku odpadni vody

c [ug/1]

(6]

Ze ziskanych vysledkl lze vidét, ze se na Cistirnu v nejvyssich koncentracich dostavala
sukralosa, v priméru se jedna o koncentraci 18,61 pg/l, nasledovana sacharinem (primeérna
koncentrace je 17,26 pg/l). Acesulfamu-K i cyklamatu bylo mén¢, primérna koncentrace na
ptitoku odpadnich vod byla 1,669 pg/l pro acesulfam-K a 4,806 pg/l pro cyklamat. Vysledky
mé diplomové prace vcelku odpovidaji vysledkiim studie, kterd se zabyvala stanovenim
acesulfamu-K, sacharinu a sukralosy na pfitoku i odtoku z dvou COV ve staté New York
v USA. Koncentrace sukralosy se pohybovaly v rozmezi 25,9-33,0 ug/l, sacharinu pramérné
kolem 16,4 ug/l a acesulfamu-K 1,08 pg/l. Nicméné byly provedeny také studie, které
mapovaly koncentrace v zemich Evropské unie — Svycarsku, Némecku a Svédsku. Primérné
koncentrace sukralosy ve Svycarsku a ve Svédsku se pohybovaly kolem 10 pg/l, v Némecku
pak pouze kolem 1 ug/l. Sacharin byl nalezen v primérném mnozstvi 15 pg/l, acesulfam-K se
ve vSech zemich vyskytoval v koncentracich kolem 50 pg/l a cyklamat v rozmezi koncentraci
10-100 pg/l.

Z literarnich poznatkil vyplyva, Ze sukralosa €istirnou prochdzi bez vyznamnéj$iho odstranéni,
coz potvrzuji i vysledky mé diplomové prace, kdy na COV v Modficich dochazelo k pouze
minimalni eliminaci. Dal§im sladidlem, které COV prochazi vice méné beze zmény, je
acesulfam-K. Ve vysledcich mé diplomové prace bylo stanoveno pouze malé mnozstvi
acesulfamu-K, pficemz na odtoku byly koncentrace pod mezi detekce metody. Co se tyka
sacharinu a cyklamatu, bylo dokazano, Ze jsou tato sladidla odstranovana z vice nez z 90 %,
coz také odpovida vysledkiim mé diplomové prace.
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Porovnani koncentraci sukralosy na ptitoku a odtoku vody je v grafu 6, pro sacharin je toto
porovnani patrné z grafu 7.
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Graf 6: Porovnani koncentraci sukralosy na piitoku a odtoku
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Graf 7: Porovnani koncentraci sacharinu na pfitoku a odtoku

V grafu 7 lze porovnavat pouze vzorky z prvniho a tietiho dne, protoze ve vzorcich z druhého
dne nebyl sacharin na odtoku stanoven.
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Ze zjisténych vysledkd vyplyva, ze se sladidla vyskytuji na pfitoku odpadnich vod
Vv koncentracich az kolem 20 ug/l. Béhem procesu Cisténi jsou odstranény cyklamat a sacharin
az s 90% ucinnosti. Z literatury je znamo, ze acesulfam-K i sukralosa odstrafiovany nejsou.
Z vysledkli mé diplomové prace je vidét, ze sukralosa Cisticim procesim spiSe nepodléha,
nicméné to nelze s jistotou tvrdit o acesulfamu-K. Toho bylo na pfitoku stanoveno pouze malé
mnozstvi a na odtoku z Cistirny byly koncentrace pod mezi detekce. Z tohoto faktu Ize ovsem
usoudit, ze urcity podil acesulfamu-K je odstranovan.

5. EKOTOXIKOLOGICKE POSOUZENI
K ekotoxikologickému posouzeni byly pouzity ndsledujici standardy umélych sladidel:

Acesulfam-K — CAS: 55589-62-3, > 99,0 %, Sigma-Aldrich, Némecko
Cyklamat — Sodium Cyclamate, CAS: 139-05-9, > 98,9 %, Supelco, USA
Sacharin — CAS: 81-07-2, > 99 %, Sigma-Aldrich, Jizni Korea

Sukralosa — CAS: 56038-13-2, > 98,0 %, Sigma-Aldrich, Cina

Lékotice — CAS: 53956-04-0, > 95,0 %, Sigma-Aldrich, Cina

o O O O O

Ackoli informace o toxicit¢ umélych sladidel jsou nedostate¢né, z dostupnych studii vyplyvalo,
Ze jejich toxicita neni pfili§ vysoka. Z téchto diivodl byla pro vSechna sladidla v tvodnim testu
pro zivociSné organismy zvolena nasledujici koncentra¢ni fada: 100; 200; 400; 800 a
1 600 mg/l. Pro rostlinného zastupce 100; 300; 900 a 1 800 mg/1 a pro zastupce destruentti byl
proveden screeningovy test s koncentraci sladidel 1 000 mg/I.

5.1.  Alternativni test toxicity Thamnotoxkit F™ na organismu
T. platyurus

Uméla sladidla byla testovéana prostiednictvim sady alternativniho testu Thamnotoxkit F™ na
organismu T. platyurus, u kterého se po 24 hodinach odecita mortalita a imobilizace jedincu.
Z téchto udaji je nasledné€ stanovena hodnota 24hL.C50.

Priprava redici vody

Redici voda se pouziva pro inkubaci cyst a jako fedici médium pro ptipravu koncentraéni fady
vzorkli. Thamnotoxkit F™ obsahuje ampulky s roztoky, které jsou k piipravé fedici vody
zapotiebi. Do odmérné banky o objemu 1 | se nalije cca 800 ml deionizované vody, ke které se
nasledovné kvantitativné pievedou ampulky s roztoky soli. Ampulky obsahovaly roztoky
NaHCOs, CaS04, MgSO4 a KCI. Odmérna banka se poté doplni po rysku a takto pfipravena
fedici voda se uchovava v chladu. Pfed kazdym pouzitim je nutné fedici vodu provzdusnit po
dobu 15 minut.
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Inkubace cyst

Testovaci organismy se uchovavaji ve spici formé, proto je nutna pied nasazenim testu jejich
aktivace, ktera se provadi hydrataci ve standardni fedici vod€. Samotné lihnuti organismi se
provadi ve ziedéné standardni vodé. Do ampulky s cystami se pfida 1 ml zfedéné standardni
fedici vody a ta se poté protiepava 30 minut. Po uplynuti této doby se ampulka s cystami
ptenese do Petriho misky a ptida se 10 ml zfedéné standardni vody. Petriho miska se uzavie a
vlozi do inkubatoru za stalého osvétleni 4 000 Lux a teploté 25 °C.

Piiprava vzorku

Pro ptfedbézny test byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 2 000 mg/l rozpusSténim
standardu sladidla v deionizované vodé. Pro vSechna sladidla byla zvolena nasledujici
koncentra¢ni fada: 100; 200; 400; 800; 1 600 mg/l. Jako referen¢ni latka byl pouzit dichroman
draselny, pro ktery byla zvolena koncentra¢ni fada 0,032; 0,056; 0,100; 0,180 a 0,320 mg/I.
Koncentra¢ni fada byla ptipravena fedénim zasobniho roztoku dichromanu o koncentraci 1 g/l.

Nasazeni testu

K provedeni testu slouzi testovaci desticka, kterd je rozdélena do nckolika Sachet
(viz obrazek 22). Desticka je horizontaln¢ oznacena Cisly od 1 do 6 a vertikalné pismeny A az
D. Do kazdé sachty je nadavkovan 1 ml kontrolniho nebo testovaného roztoku. Sloupec
oznaceny Cislem 1 slouzi pro kontrolni skupinu. Nasledujici sloupce jsou naplnény postupné
testovaci organismy. Radek ozna¢eny pismenem A slouZi jako ,rozplavovaci® komurky.
V prvnim kroku jsou organismy pieneseny mikropipetou do ,,rozplavovaci‘ komurky a v kroku
druhém je postupné 10 organismu pieneseno do dalsich Sachet, celkem jsou tedy pro kazdou
koncentraci provedena tii opakovani. Desticka se poté piekryje parafilmem, uzavie a vlozi do
inkubatoru o teploté 25 °C po dobu 24 hodin.

Obrazek 22: Testovaci desticka
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Vyhodnoceni testu

Test je vyhodnocen po 24 hodinach. Testovaci desti¢ka je vyjmuta z inkubatoru a je umisténa
na svételnou desku. Spocitd se pocet uhynulych jedincii pro kazdou koncentraci a kontrolu.
Tento pocet se pro kazdou koncentraci vyjadii v procentualnich hodnotach a poté se sestroji
graf zéavislosti primérné mortality v kazdé koncentraci na logaritmickém tvaru koncentrace.
Z rovnice linearni regrese se vypocte hodnota 24hLC20, pfipadné 24hLC50.

Validita testu
Test je povazovan za platny, pokud mortalita kontrolniho vzorku neptesahuje 10 % a zjisténa
hodnota LC50 pro dichroman draselny je v rozmezi 0,052-0,148 mg/I.

5.2.  Alternativni test toxicity Daphtoxkit F™ na organismu D. magna

Umél4 sladidla byla testovana prostfednictvim sady alternativniho testu Daphtoxkit F™. Jedna
se o test akutni toxicity na korysi D. magna, u kterého se po 24 a 48 hodinach odecita mortalita
a imobilizace jedinci. Z téchto tidaju je nasledné stanovena hodnota 24hLLC50 a 48hLC50.

Piiprava standardni vody

Sada obsahuje ampulky roztoku soli pro pfipravu fedici vody — vialka 1 NaHCO3, vialka 2
CaCly, vialka 3 MgSO4 a vialka 4 KCI. Odmérna banika 0 objemu 2 1 byla naplnéna Milli-Q
vodou zhruba do poloviny a do takto pfipravené odmérné banky byly postupné pfeneseny
vSechny vialky s roztoky. Poté byla odmérna banka doplnéna po rysku deionizovanou vodou a
promichana. Standardni voda slouZzi pro lihnuti organisml z ephippii a pro pifipravu
koncentraéni fady testovanych sladidel. Tato voda musi byt pted kazdym pouzitim 15 minut
provzduSiovana.

Lihnuti ephippii testovaciho organismu

Lihnuti ephippii se provadi 3 dny pred zacatkem toxikologického testu. Bylo zjiSténo, Ze
Kk nejvétsimu lihnuti dochazi mezi 72 a 80 hodinou. Stafi organismu nasazovanych do testu
nesmi piekrocit 24 hodin. Obsah ampulky s vajicky byl kvantitativné preveden do mikrositka
a nasledné byla ephippia proplachnuta kohoutkovou vodou tak, aby bylo oplachnuto veskeré
konzervacni médium. VSechna ephippia byla pfevedena do Petriho misky, ktera obsahovala
provzdusnénou standardni vodu. Petriho miska byla vloZzena do inkubatoru, ve kterém
probihalo lihnuti 72-80 hodin pfi teploté 20-22 °C a osvétleni 4 000 Lux.

Priprava vzorku

Pro ptedbézny test byl piipraven zasobni roztok o koncentraci 2 000 mg/l rozpusténim
standardii sladidel v deionizované vodé. Pro vSechna sladidla byla zvolena nasledujici
koncentra¢ni fada: 100; 200; 400; 800; 1 600 mg/l. Jako referencni latka byl pouzit dichroman
draselny, pro ktery byla zvolena koncentracni fada 0,32; 0,56; 1; 1,80 a 3,20 mg/1. Koncentracni
fada byla pfipravena fedénim zasobniho roztoku dichromanu o koncentraci 1 g/l.
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Nasazeni testu

Dv¢ hodiny pied nasazenim testu musi byt organismy nakrmeny, aby si vytvoftily energetickou
rezervu na nasledujicich 48 hodin a ptedeslo se tak mortalit¢ z divodu hladovéni. Organismy
jsou krmeny tfasou Spirulina, kterd je v ampulce rovnéz soucasti testovaci sady. Do ampulky
byla pifidana standardni voda, smés byla zhomogenizovana a nasledné pfenesena do Petriho
misky s vylihnutymi dafniemi.

Pro provedeni testu slouzi testovaci destiCka, ktera obsahuje 5x6 Sachet a je zalozena na
podobném principu jako desti¢ka pro Thamnotoxkit F™ (viz obrazek 23). Prvni sloupec slouzi
jako ,rozplavovaci“ komora a dalsi sloupce oznaCeny pismeny A, B, C a D jsou pro
4 opakovéani. Radky jsou oznadeny &isly od 1 do 6. Prvni fadek je pro kontrolni test a dalsi
objem roztokti je 10ml. Do ,rozplavovaci“ komurky je z Petriho misky pieneseno
20 organismt, které jsou postupné po péti jedincich rozdéleny do ctyf Sachet piislusné
koncentrace. Zaplnéna desti¢ka je piekryta parafilmem, zakryta vikem a uchovana ve tmé
v inkubatoru pii 20 °C.

Obrazek 23: Testovaci desticka

Vyhodnoceni testu

Pocet imobilizovanych a uhynulych jedinct je zaznamenan po 24 a 48 hodinach. Z rovnice
linearni regrese grafu, ve kterém je zobrazena zavislost mortality na logaritmickém vyjadieni
koncentrace, je vypoctena hodnota 24hEC50 a 48hEC50.

Validita testu

Pro hodnoceni platnosti testu slouzi test s referenéni latkou dichromanem draselnym. Byla
pripravena koncentracni fada dichromanu a témito roztoky byly naplnény Sachty testovaci
desticky. Priib¢h testu je stejny jako pii testovani umélych sladidel.
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5.3. Test inhibice rustu okiehku mensiho (L. minor)

Priprava fedici vody

Nejprve jsou pfipraveny zasobni roztoky makroslozek a mikroslozek, které nasledné slouzi pro
ptipravu modifikovaného Steinbergova média (SM), viz tabulka 24. Navazky jsou kvantitativné
prevedeny do odmérnych banék, které jsou nasledné doplnény deionizovanou vodou po rysku.

Tabulka 24: Piiprava Steinbergova média

Roztok Makroslozky [g/1] Roztok Mikroslozky [mg/1]
l. KNO3 17,5 V. H3BO3 120
l. KH2PO4 4,5 V. ZnS04.7H,0 180
l. K2HPO4 0,63 VI. Na:Mo004.2H20 44
. MgS04.7H20 5,0 VII. MnCl,.4H,0O 180
[l Ca(NOs)2.4H.0 14,75 VIII. FeCls.6H.0 760
VIII. EDTA 1 500

Pro ptipravu modifikovaného SM se do odmérné baiiky o objemu 2 | odpipetuje 40 ml kazdého
ze zasobnich roztokt €. I, II a III a poté se piida po 2 ml zasobnich roztoka ¢. IV, V, VI, VIl a
VIIl. Odmérné baiika se doplni deionizovanou vodou po rysku.

Priprava vzorki

Pro testovani ekotoxicity sladidel byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 2 000 mg/l
rozpusténim jednotlivych standardi v deionizované vodé. Ze zasobniho roztoku byla
pfipravena nasledujici koncentra¢ni fada: 100; 300; 900 a 1 800 mg/1. Jako referencni latka byl
pouzit dichroman draselny, pro ktery byla zvolena koncentra¢ni fada 0; 10; 20; 40; 80; 160 a
320 mg/l. Koncentra¢ni fada byla pfipravend fedénim zasobniho roztoku dichromanu o
koncentraci 1 g/l.

Nasazeni testu

Kadinky o objemu 150 ml byly naplnény zvolenou koncentraéni fadou a kontrolnim
modifikovanym SM, pfi¢emz objem testovanym roztokii byl 75 ml. Do kazdé kédinky byl
pomoci sklenéné ty¢inky pienesen okiehek tak, aby vysledny pocet stélek byl roven deviti.
Poté se kadinky pfikryly a ponechaly za stdlého osvétleni 7 100 Lux. Test se provadeél
V paralelnim stanoveni.
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Vyhodnoceni testu
Test je vyhodnocen na zaklade ristové rychlosti, ktera se pocita dle vztahu (3):

,u:InN”_InN",kde 3)
n

U rustova rychlost

No pocet listkil na zacatku testu

Nn pocet listkli na konci testu

tn doba trvani testu (v hod)

Inhibice, popt. stimulace, je pro kazdou testovanou koncentraci vypoctena dle vztahu (4):

_ Ml
I, = o 100, kde 4)
. inhibice pro danou odpadni vodu

e rastova rychlost v kontrole
Ui rustova rychlost v testované odpadni vodé

Validita testu

Vysledky testu jsou povazovany za platné, pokud pramérny pocet listkti v kontrole vzrostl na
osminasobek, pH v kontrolnim vzorku se nezménilo o vice nez 1,5 jednotky a pokud zjisténa
hodnota 168hIC50 dichromanu draselného je v rozsahu 5,5 az 10 mg/I.

5.4. Stanoveni inhibiéniho u¢inku na svételnou emisi V. fischeri

Pro doplnéni baterie testii byl proveden test na zastupci destruentd, bakterii V. fischeri. V tomto
testu bylo provedeno pouze orientacni posouzeni toxicity. Byly pfipraveny roztoky kazdého
sladidla o koncentraci 1 000 mg/I.

Priprava vzorku

Jednotliva sladidla byla navazena a rozpusténa v 2% NaCl tak, aby vysledna koncentrace
roztokd byla 1 000 mg/l. Navazky byly rozpustény v chloridu sodném z toho divodu, ze se
jedna o moftské bakterie, a proto je tfeba zajistit vhodné zivotni podminky.

Pokud jsou testované roztoky silné€ zakalené, je tieba provést korekci barvy. V opaéném piipadée
by mohlo dochazet ke ztratam luminiscence. Hodnota, pii které je tiecba provést korekci, je
1 800 uE.

Piiprava testu a priibéh testu
Na test byla pouzita bakterialni suspenze pfipravena z komercné dostupnych bakterii. Ty musi
byt uchovavany v mrazaku pfti teploté —18 °C az —20 °C. Jakmile jsou bakterie rozmrazené,
jsou ihned pouzitelné k méfeni.
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Pro méfeni intenzity bioluminiscence pied a po pfidani testované latky se pouzivé pfistroj
luminometr LUMIStox 300 s termoblokem. Do termobloku byl vlozen rozmrazeny reaktivacni
roztok a pfipravena fedici voda (2% NaCl). Termoblok je temperovan na 15 °C. Do ampulky
se zmrazenymi luminiscencnimi bakteriemi bylo napipetovano 500 pl vytemperovaného
reaktivaéniho roztoku a takto pfipravena ampulka byla 15 minut temperovana. Po uplynuti
15 minut byl obsah ampulky pfelit ke zbyvajicimu reaktivaénimu roztoku a vznikla zasobni
suspenze byla jemnym tfepanim homogenizovana.

Do termobloku byly nachystany sklenéné kyvety pro vzorky, kyvety s roztoky pro vypocet
korekéniho faktoru, kyveta pro kontrolni roztok a kyveta pro referencni latku.

Pro vypocet korekéniho faktoru byly pfipraveny dva roztoky, které obsahovaly 500 ul
suspenze bakterii, a byla zmétena luminiscence. Thned po zméteni bylo ke smési ptidano 500 pl
fedici vody a luminiscence byla métena po 15 a 30 minutach. Kontrolnim roztokem byl 2%
NaCl s bakterialni suspenzi, ktery byl méfen vzdy pred méfenim vzorki. A jako referencni latka
byl ptipraven 7,5% NaCl s bakteridlni suspenzi, ktery byl proméfen po 15 a 30 minutich od
pocatku inkubace. 7,5% roztok NaCl byl rovnéz soucasti sady pro testovani.

Do sklenénych kyvet pro vzorky bylo napipetovano 500 pl bakteridlni suspenze a nasledné
500 pl vzorku. Po uplynuti 15 a 30 minut byla méfena inhibice luminiscence oproti kontrole.

Vyhodnoceni testu

Vypocet korek¢éniho faktoru byl proveden dle rovnice (5):

|
f =|—k‘, kde (5)

0

fit korekéni faktor pro expozici 15 nebo 30 min

Ikt intenzita luminiscence kontrolniho vzorku po expozici 15 nebo 30 minut Vv relativnich
jednotkéach luminiscence

lo intenzita luminiscence kontrolni zkuSebni suspenze bezprostfedné pred piidanim fedici
vody V relativnich jednotkach luminiscence

Validita testu

Test je validni, jestlize se pii pouziti 7,5% NaCl jako referen¢niho roztoku hodnota inhibice
luminiscence pohybuje v rozsahu 40 az 60 %. Dalsi podminkou platnosti testu je hodnota
korekéniho faktoru, kterd by se méla po 15 a 30 minutové expozici nachazet v rozmezi hodnot
0,6 az 1,8.
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6. VYSLEDKY EKOTOXIKOLOGICKEHO POSOUZENI

V této kapitole jsou uvedeny vysledky ziskané testovanim jednotlivych umélych sladidel na
organismech akvatického ekosystému.

6.1.  Alternativni test toxicity Thamnotoxkit F™ na organismu
T. platyurus

Na organismu T. platyurus byla testovana nasledujici sladidla: acesulfam-K, cyklamat,
sacharin, sukralosa, pro zajimavost a porovnani bylo testovano i pfirodni sladidlo 1€koftice. Test
byl proveden podle postupu uvedeného v kapitole 5.1. Pro v§echna sladidla byla zvolena stejna
koncentra¢ni fada: 0; 100; 200; 400; 800 a 1 600 mg/1 a na zakladé¢ vysledkti bylo zhodnoceno,
zda zvolena koncentratni fada bude doplnéna, pfipadné upravena, nebo zda postaci
k orientaénimu hodnoceni ekotoxicity umélych sladidel.

6.1.1. Referené¢ni test s dichromanem draselnym K2Cr207

Test s referenéni latkou se provadi z divodu hodnoceni validity testu. Test je platny, pokud se
hodnota 24hLC50 pohybuje v rozmezi hodnot koncentraci od 0,052 do 0,148 mg/l. Pocet
mrtvych a imobilizovanych jedinct je uveden v tabulce 25. V grafu 8 je uvedena zavislost
mortality na logaritmickém vyjadieni koncentrace.

Tabulka 25: Vysledky referenéniho testu
koncentrace 0 mg/l | 0,032 mg/l | 0,056 mg/l | 0,2 mg/l | 0,18 mg/l | 0,36 mg/l
opakovani 0/0/0 0/1/0 2/1/1 8/10/9 | 10/10/10 | 10/10/10
priumérna
mortalita [%0]

0 3,3 13,3 90 100 100

Referencni test s K,Cr,0,
140

120 y=111,7x + 172,72
R2=0,8268
100
80

60

mortalita [%]

40
20
0
-1,6 -1,4 -1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4
log c

Graf 8: Zavislost mortality organismu T. platyurus na logaritmickém vyjadieni koncentraci
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Hodnota log ¢ byla vypocitana z rovnice linearni regrese grafické zavislosti mortality na
koncentraci vyjadiené v logaritmickych hodnotach. Po odlogaritmovani byla hodnota 24hLC50
stanovena na 0,080 mg/l. Pro porovnani byla tato hodnota stanovena i probitovou metodou na
0,06903 mg/l. Ob¢ tyto koncentrace lezi v rozmezi hodnot 0,052-0,148 mg/1, coz je kritérium,
na zaklad¢ kterého je test platny.

6.1.2. Testovani umélych sladidel

Po testovani sladidel byly stanoveny hodnoty 24hL.C50. Tyto hodnoty nebylo mozno urcit ve
vSech ptipadech, z tohoto diivodu, pro lepsi porovnani sladidel, byla ur¢ena i hodnota 24hL.C20.
Tyto hodnoty byly stanoveny vypoctem z rovnice linearni regrese zavislosti mortality na
logaritmech koncentraci a také probitovou metodou. VSechny ziskané vysledky jsou uvedeny
v tabulce 31.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pocty uhynulych jedincti pfi testovani jednotlivych
sladidel.

Tabulka 26: Testovani acesulfamu-K

v koncentrace 0 mg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
% opakovani 0/0/1 1/2/1 2/1/2 3/0/2 2/1/3 6/9/9
S
& prumérna

1 16,7 16,7 2
< mortalita [%0] 33 33 d 6, 0 80

Pti ekotoxikologickém posouzeni acesulfamu-K byla stanovena hodnota 24hLC50 a pro
porovnani s ostatnimi sladidly i hodnota 24hLC20. 24hLC50 byla stanovena na 1 140 mg/I.
Hodnota 24hLC20 byla odecétena piimo ze zjisténych mortalit (800 mg/l).

Tabulka 27: Testovani cyklamatu

Predbézny test
koncentrace | O mg/l | 100 mg/I 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 0/1/0 0/0/0 0/0/1 0/0/1 0/1/1 31212
= riumérna
% mf)’rta”ta ool | 32 0 3,3 3,3 6,7 23,3
—Z Doplnéni koncentraéni fad
© [ koncentrace |0 mg/l | 2000 mg/l | 2 400 mg/I
opakovani 0/0 2/4 4/3
primérna 0 30 35

mortalita [%0]
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Pro ekotoxikologické posouzeni cyklamétu byl proveden predbézny test. Pti testovani nejvyssi
koncentrace dochazelo pouze k 23,3% umrtnosti, a proto byla fada rozSifena o dalsi dvé
koncentrace — 2 000 mg/l a 2 400 mg/l. Nicmén¢ i pii koncentraci 2 400 mg/l doslo pouze
k 35% umrtnosti, proto mohla byt stanovena pouze hodnota 24hLLC20 na 1 082 mg/I.
Doplnénad koncentracni fada byla provedena pouze ve dvou opakovanich, z divodu

nedostatku testovacich organismd.

Tabulka 28: Testovani sacharinu

Sacharin

Predbézny test
koncentrace 0 mg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 3/2/2 4/5/3 7/7/6 | 10/10/10 | 10/10/10 | 10/10/10
R 23,3 40 66,7 100 100 100
mortalita [%0]
Opakovani predbézného testu
koncentrace 0 mg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 1/0/0 0/1/2 3/4/4 | 10/10/10 | 10/10/10 | 10/10/10
mg:;‘;:f:;;)] 3,3 10 36,7 100 100 100
Zakladni test
koncentrace 0 mg/I 50 mg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 300 mg/l | 400 mg/I
opakovani 1/0/0 1/2/1 2/1/2 3/2/2 | 10/10/10 | 10/10/10
m‘;::‘a‘ﬁg?; S 13,3 16,7 23,3 100 100
Doplnéni zakladniho testu
koncentrace Omg/l | 175 mg/l | 200 mg/l | 225 mg/l | 250 mg/l | 275 mg/|
opakovani 1/0/0 2/3/2 2/3/3 8/7/6 9/8/10 10/10/10
LS 33 23,3 26,7 70 90 100
mortalita [%0]

Prvni pfedbézny test musel byt opakovan, protoze umrtnost v kontrole byla vyssinez 10 %, coz
je podminka platnosti testu. Z vysledka predbézného testu byla zvolena koncentracni fada pro
zakladni test, ze kterého poté mohla byt stanovena 24hLC50 na 208,7 mg/l. Pro porovnani
s ostatnimi sladidly byla opét stanovena i hodnota 24hL.C20 na 115,0 mg/I.
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Tabulka 29: Testovani sukralosy

Sukralosa

Predbézny test
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 2/2/3 2/1/3 2/1/2 2/1/2 4/1/4 4/2/4
priumérna
mortalita [%] 23,3 20 16,7 16,7 30 33,3
Opakovani piredbézného testu
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 0/1/0 1/0/0 1/1/0 0/1/2 1/1/1 4/2/1
mg:;:ﬁf:&] 33 3,3 6,7 10 10 23,3
Doplnéni koncentracni fady
koncentrace 0 mg/l | 2400 mg/l | 3200 mg/I
opakovani 1/0/1 2/414 3/5/4
primérna 6,7 33,3 40

mortalita [%0]

Vzhledem k tomu, ze tmrtnost v kontrole byla v prvnim pifedbézném testu vyssi nez 10 %, test
nebyl platny a musel byt opakovan. V nejvyssi testované koncentraci doslo pouze k 23,3%
umrtnosti, proto byla koncentra¢ni fada dopInéna o dalsi dva body — koncentrace 2 400 mg/l a
3200 mg/l. Ani v tomto ptipadé nedoslo k 50% timrtnosti, a proto hodnota LC50 nemohla byt
stanovena. Nicmén¢, roz$ifena koncentra¢ni fada poslouzila K piesnéjsimu vypoctu 24hLC20

(840,8 mg/l).

Tabulka 30: Testovani 1ékoftice

Lékorice

PredbéZny test
koncentrace 0 mg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/I
opakovani 1/0/0 0/0/0 1/1/0 2/3/4 | 10/10/10 | 10/10/10
primérna
mortalita [%6] 3,3 0 6,7 30 100 100
Zakladni test
koncentrace 0 mg/l | 300 mg/l | 400 mg/l | 500 mg/l | 600 mg/l | 700 mg/l
opakovani 1/0/0 6/5/5 7/8/4 8/9/10 | 10/10/10 | 10/10/10
prijmerna 3,3 53,3 63,3 90 100 100
mortalita [%0]

Po provedeni piedbézného testu byla koncentracni fada upravena a byl proveden zakladni test.
Hodnota 24hLC50 byla 288,5 mg/l. Opét méla byt pro porovnani s ostatnimi sladidly stanovena
také 24hLC20, nicméné, jak vyplyva z namétenych dat, test by musel byt opakovan z divodu
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velké rozdilnosti vysledkt ptedbézného a zakladniho testu. Pro posouzeni ucinki jednotlivych
sladidel byla stanovena 24hLC20 z ptedbézného testu na hodnotu 209,6 mg/I.

6.1.3. Shrnuti vysledki

V tabulce 31 jsou shrnuty vysledky testovani umélych sladidel a sladidla Iékofice na

organismech T. platyurus.

Tabulka 31: Shrnuti vysledku testovani sladidel na T. platyurus

¢ [mg/l] 24hLC20 24hLC50

zavislost zavislost zavislost zavislost
sladidlo mortality (%) | mortality (probity) | mortality (%) | mortality (probity)

na log c na log c na log c nalog c

acesulfam-K 800 800 Y 1140 1142

cyklamat 1082 1402 -2 -2
sacharin 115,0 121,0 208,7 206,7
sukralosa 840,8 1109 -2) -2)
1ékofice 209,6 242,1 288,5 325,1

Y hodnota je odeétena piimo ze ziskanych mortalit
2 nelze stanovit pro nedostatek daji

6.2.  Alternativni test toxicity Daphnotoxkit F™™ na organismu
D. magnha

Alternativni test na organismu D. magna byl proveden podle postupu uvedeného v kapitole 5.2.
Pro vSechna testovana sladidla byla zvolena stejna koncentracni tada: 0; 100; 200; 400; 800;
1 600 mg/l. Na zaklad¢ vysledkd pfedbézného testu bylo rozhodnuto, zda bude proveden i test
zékladni nebo zda bude dana koncentra¢ni fada pouze doplnéna.

6.2.1. Referencni test s dichromanem draselnym K2Cr207

Pro ovéteni platnosti testu byl proveden referencni test s dichromanem draselnym, jehoz
vysledky jsou uvedeny v tabulce 32. Platnost testu vyplyva z CSN EN ISO 6341, kde je
uvedené, Ze test je platny, pokud se hodnota 24hEC50 pohybuje mezi 0,6-2,1 mg/l. Hodnota
deklarovana vyrobcem byla 1,32 mg/l (24hEC50) a 0,84 mg/l (48hEC50). Zavislost mortality
na logaritmickém vyjadieni koncentrace je zobrazena v grafu 9.
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Tabulka 32: Vysledky referenéniho testu

24 hodin
koncentrace 0Omg/l | 0,32mg/l | 0,56 mg/l | 1 mg/l 1,8mg/l | 3,2mg/l
opakovani 0/0/0/0 | 0/0/1/0 0/0/2/1 3/2/2/2 4141413 5/5/5/5
primérna
mortalita [%6] 0 5 15 45 75 100
48 hodin
koncentrace 0mg/l | 0,32mg/l | 0,56 mg/l | 1 mg/l 1,8mg/l | 3,2mg/l
opakovani 0/0/0/0 | 0/0/1/0 1/1/2/1 4/413/2 5/5/5/5 5/5/5/5
primérna
2 1 1
mortalita [%0] 0 > > 05 00 00
Referencni test s K,Cr,0,
120
100 y = 105,73x + 58,709
R?=0,9407
_ 80
X y = 99,824x + 47,725
+ R2=0,9818
E 60
40
20
0
-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6
logc

24h
48h

Graf 9: Zavislost mortality organismu D. magna na logaritmickém vyjadfeni koncentraci po 24 a

48 hodinach

Zrovnice linedrni regrese byla vypocltena hodnota 24hEC50, respektive 48hEC50 na
1,054 mg/l a0,8272 mg/Il. Tyto hodnoty se nachazi ve stanoveném rozmezi daném ISO normou,

proto je test platny.

6.2.2. Testovani umélych sladidel

Pro vSechna sladidla byl proveden pfedbézny test s nasledujici koncentracni fadou: 0; 100; 200;
400; 800; 1600 mg/l. Pro ptesn¢jsi uréeni hodnot 24hEC50 a 48hEC50 byla zvolena
koncentra¢ni fada doplnéna, ale i pfesto u neékterych sladidel nemohly byt hodnoty EC50 na
tomto organismu stanoveny. Pro vzajemné porovnani efektti testovanych latek na organismu
D. magna byly vypocteny tedy i hodnoty EC20. Tyto hodnoty byly vypocteny z rovnice linearni
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regrese zavislosti mortality vyjadiené Vv procentech na logaritmickém vyjadieni koncentraci.
Pouze pro srovnani byly stanoveny také probitovou metodou, jejiz vysledky jsou uvedeny
v tabulce 38.
V nasledujicich tabulkdch jsou uvedeny pocty uhynulych a imobilizovanych jedincti pii
testovani jednotlivych sladidel.

Tabulka 33: Testovani acesulfamu-K

Acesulfam-K

Ptedbézny test
24 hodin

koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l

opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/1/0/0 4/4/3/4

prumerna
mortalita [%0] 0 0 0 0 > 7

48 hodin

koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l

opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/0/0 1/0/1/0 1/0/1/0 5/5/5/5

prumerna
mortalita [%6] 0 0 5 10 10 100

Doplnéni predbézného testu
24 hodin

koncentrace Omg/l | 1000 mg/l | 1200 mg/l | 1400 mg/l

opakovani 0/0/0/0 0/1/1/0 0/1/1/0 2/1/2/2

prumerna
mortalita [%0] 0 10 10 30

48 hodin

koncentrace Omg/l | 1000 mg/l | 1200 mg/l | 1 400 mg/I

opakovani 0/0/0/0 1/1/1/1 1/1/3/2 3/4/3/2

prumerna 0 20 35 60

mortalita [%0]

Pii testovani acesulfamu-K byly v pfedbézném testu zjistény hodnoty mortality, které by
nestacily na vypocet EC50 ani EC20, a proto byl test dopInén o dalsi testované koncentrace tak,
aby pokud mozno mohly byt dané hodnoty stanoveny. Hodnota 24hEC20 byla vypoc¢tena na
1 213 mg/l a hodnota 24EC50 byla stanovena pouze orientaéné — 1 515 mg/l. K ptesnéjsSimu
ureni by bylo tfeba provést dalsi test, pii kterém by byla ziskdna alespon jesté jedna
koncentrace, pfi niz by dochézelo k imrtnosti vyssi nez 50 %. Koncentrace, pii niz dochazi
k 20% imobilizaci ¢i mortalité po 48 hodinach (48hLC20), byla stanovena na 1 000 mg/l a
Vv piipadé 50% imobilizaci nebo mortality (48hLC50) na 1 346 mg/I.
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Tabulka 34: Testovani cyklamatu

Cvyklamat

Predbézny test
24 hodin
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/1/0 3/1/4/3
prumerna
mortalita [%0] 0 0 0 0 10 >
48 hodin
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/1/0 2/1/1/1 4/4/3/4
prumerna
mortalita [%0] 0 0 0 > 25 7
Doplnéni predbézného testu
24 hodin
koncentrace Omg/l | 600 mg/l | 1200 mg/l | 2000 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 1/2/0/1 5/2/4/3
prumerna
mortalita [%0] 0 0 20 70
48 hodin
koncentrace Omg/l | 600 mg/l | 1200 mg/l | 2000 mg/I
opakovani 0/0/0/0 1/0/2/0 2/3/1/2 4141414
prumerna
mortalita [%0] 0 15 35 80

I pfi testovani cyklamatu byla ptiivodni koncentra¢ni fada rozsifena o dalsi hodnoty k ziskani
presnéjSich EC20 a EC50. 24hEC20 byla zjiSténa pfimo z namétenych udaji, kdy 20%
imobilizace odpovida koncentraci 1200 mg/l. 24hEC50 byla stanovena vypoctem na
1559 mg/l. Po uplynuti 48 hodin byl opét odeften pocet imobilizovanych a uhynulych
organismi a byly stanoveny hodnoty 48hL.C20 (633,7 mg/l ) a 48hLC50 (1 271 mg/l).
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Tabulka 35: Testovani sacharinu

Sacharin

Predbézny test
24 hodin
koncentrace Omg/l | 100mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 2/2/1/3 5/5/5/5 5/5/5/5 5/5/5/5
prumerna
mortalita [96] 0 0 40 100 100 100
48 hodin
koncentrace Omg/l | 100mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1600 mg/l
opakovani 0/1/0/0 0/1/0/0 4/3/4/4 5/5/5/5 5/5/5/5 5/5/5/5
prumerna
mortalita [%6] 5 5 75 100 100 100
Zakladni test
24 hodin
koncentrace Omg/l | 130mg/l | 160 mg/l | 190 mg/l | 220 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/1/0/0 1/1/1/1 3/1/3/0 5/4/4/4
prumerna
mortalita [%0] 0 > 20 3 80
48 hodin
koncentrace Omg/l | 130 mg/l | 160 mg/I 190 mg/l | 220 mg/l
opakovani 0/0/0/0 1/0/0/1 2/1/1/1 3/4/3/3 4/4/5/5
prumerna
mortalita [%0] 0 10 23 05 %0

Po 24 hodinach dochazelo pfi koncentraci 200 mg/l jiz k 40% imobilizaci, proto byla
koncentra¢ni fada doplnéna. Na zaklad€ upravené koncentracni fady poté bylo mozné stanovit
24hEC20 na 160 mg/l, coz vyplyva ptimo z tabulky, dale 24hEC50 na 207,6 mg/l. EC20 a
EC50 byly stanoveny i po 48 hodinach — 48hEC20 na 131,2 mg/l a 48hEC50 na 177,0 mg/I.

Tabulka 36: Testovani sukralosy

Sukralosa

Predbézny test
24 hodin
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/0/0 1/1/1/1
priumérna
. 2
mortalita [%0] 0 0 0 0 0 0
48 hodin
koncentrace Omg/l | 100mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 0/0/1/0 0/0/1/1 0/1/2/1 1/2/1/1
primérna
mortalita [%0] 0 0 > 10 20 23
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Prestoze z namétenych dat nelze ziskat spolehlivé vysledky, nebyla koncentraéni fada dale

upravovana vVzhledem k ptfedchozim testiim, ve kterych byla zjisténa nizka toxicita sukralosy.

Pro porovnani s ostatnimi sladidly byly orientacné stanoveny odectem z tabulky pouze hodnoty
24hEC20 (1 600 mg/l) a 48hEC20 (800 mgl/l).

Tabulka 37: Testovani 1ékofice

LéKorice

Ptedbézny test
24 hodin
koncentrace Omg/l | 100 mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/0/0/0 1/0/1/0 3/4/3/3 5/5/5/5 5/5/5/5
prumerna
mortalita [%6] 0 0 10 65 100 100
48 hodin
koncentrace Omg/l | 100mg/l | 200 mg/l | 400 mg/l | 800 mg/l | 1 600 mg/l
opakovani 0/0/0/0 0/1/0/0 2/1/1/2 5/4/4/5 5/5/5/5 5/5/5/5
prumerna
mortalita [%6] 0 5 30 90 100 100
Doplnéni predbézného testu
24 hodin
koncentrace Omg/l | 150 mg/l | 250 mg/l | 300 mg/l | 350 mg/I
opakovani 0/0/0/0 1/0/0/0 1/1/1/0 1/2/1/1 1/2/2/2
prumerna
mortalita [%0] 0 > 15 2 3
48 hodin
koncentrace Omg/l | 150 mg/l | 250 mg/l | 300 mg/l | 350 mg/I
opakovani 0/0/0/0 1/0/2/1 1/2/2/2 2/3/3/3 4/3/3/4
prumerna
mortalita [%0] 0 20 3 > 70

Podobné jako u sacharinu dochdzelo k Gmrtnosti a imobilizaci jedinci pifi nizsich

koncentracich, a proto byla koncentra¢ni fada doplnéna, diky cemuz se podaftilo ziskat hodnoty
24hEC20 (250,4 mg/l), 24hEC50 (382,0 mg/l), 48EC20 (149,5 mg/l) a 48ECS50 (254,5 mg/l).
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6.2.3. Shrnuti vysledki

Vysledky testovani sladidel na organismu D. magna jsou shrnuty v tabulce 38. Pouze pro
porovnani jsou uvedeny i vysledky stanovené také probitovou metodou.

Tabulka 38: Shrnuti vysledk testovani sladidel na D.magna
c [mg/l] 24hEC50 48hEC50
zavislost zavislost zavislost zavislost
sladidlo mortality (%) mortality (probity) mortality (%) mortality (probity)
nalog c na log c nalog c nalog c
acesulfam-K 1515 1501 1346 -1
cyklamat 1559 1583 1271 1206
sacharin 207,6 183,4 177,0 167,2
sukralosa -1 -1 -1 -
1¢koftice 382,0 393,8 254,5 254,4
c [mo/l] 24hEC20 48hEC20
zavislost zavislost zavislost zavislost
sladidlo mortality (%) mortality (probity) mortality (%) mortality (probity)
na log c na log c na log c na log c
acesulfam-K 1213 1246 1000 ? 1000
cyklamat 12002 1200 633,7 701,7
sacharin 160,02 160,0 131,2 139,2
sukralosa 1600 ? 16002 800 2 800 2
1ékofice 250,4 251,4 1495 162,1

Y nelze stanovit pro nedostatek hodnot
2 hodnota je odeétena piimo z tabulky
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6.3.  Test inhibice rastu okiehku mensiho (L. minor)

Test na okiehku mensim byl proveden podle postupu uvedeného v kapitole 5.3. Testovani
probihalo na sladidlech acesulfamu-K, sacharinu, sukralose a lékoftici. Testovani cyklamatu
bylo vynechano z divodu spotfeby velkého mnozstvi standardu, kterého bylo k dispozici
Vv omezeném mnozstvi. Pro vSechna sladidla byla v pfedbézném testu zvolena nésledujici
koncentra¢ni fada: 0; 100; 300; 900; 1 800 mg/I.

6.3.1. Referencni test s dichromanem draselnym K2Cr207

Pro posouzeni platnosti testu se provadi test se standardni latkou dichromanem draselnym. Test
je povazovan za platny, pokud se hodnota 168hIC50 pohybuje v rozsahu 5,5 az 10 mg/l.
Vysledky testu jsou uvedeny v tabulce 39 a zavislost inhibice na logaritmu koncentraci
zobrazuje graf 10.

Tabulka 39: Vysledky referenéniho testu

koncentrace [mg/l] | pocet listki u I . [%]
0 95 0,4599
10 27 0,2144 53,38
20 22 0,1744 62,07
40 14 0,08623 81,25
80 10 0,02056 95,53
160 9 0 100
320 9 0 100

Referencni test s K,Cr,0,

120
100
y =37,059x + 16,113
— 2 _
X 80 R?=0,9029
©
=
©
£
o
£ 60
40
20
0,5 1 1,5 2 2,5 3

log c

Graf 10: Zavislost inhibice ristu na logaritmickém vyjadieni koncentraci
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Z rovnice linearni regrese byla hodnota 168hIC50 stanovena na 6,575 mg/l. Tato zjisténa
hodnota se nachazi v rozmezi limitu, ktery urcuje validitu testu, a proto muze byt test

povazovan za platny.

6.3.2. Testovani umélych sladidel

V této kapitole jsou uvedeny vysledky testovani sladidel a stanoveny hodnoty 168IC520 a
168IC50, které byly vypocitany ze vztahti uvedenych v kapitole 5.3. Shrnuti vysledki je
v tabulce 44.

Tabulka 40: Testovani acesulfamu-K

Acesulfam-K

koncentrace | pocet listkii | pocet listka )7 i )7 Iy
[mg/l] 1. série 2. série 1.série | 2.séric | pramér [%]
0 73 75 0,01246 | 0,01262 | 0,01254
100 100 67 0,01433 | 0,01099 | 0,01266 | -0,96
300 127 48 0,01576 | 0,00996 | 0,01286 | -2,55
900 109 102 0,01485 | 0,01445 | 0,01465 | -16,81
1800 67 54 0,01195 | 0,01067 | 0,01131| 9,83

Pro umél¢ sladidlo acesulfam-K nemohla byt na zékladé¢ testovani stanovena hodnota 168hIC50
ani 168h1C20, protoze k inhibici ristu okiehku dochazelo az pfi testovani nejvyssi koncentrace
1 800 mg/1. Ve zbylych koncentracich dochazelo ke stimulaci ristu.

Tabulka 41: Testovani sacharinu

Sacharin

Predbézny test
koncentrace | pocet listkii | pocet listka
[mg/l] 1. série 2. série
0 101 92
100 9 9
300 9 9
900 9 9
1800 9 9
Zakladni test
koncentrace | pocet listkii | pocet listka U U i Iy
[mg/1] 1. série 2. série 1.série | 2.séric | pramér | [%]
0 85 95 0,4382 0,4599 | 0,4491
20 71 68 0,4031 0,3947 | 0,3989 | 11,18
40 48 61 0,3267 0,3735 | 0,3501 | 22,04
60 17 22 0,1241 0,1744 | 0,1493 | 66,76
80 14 9 0,08623 0 0,04311 | 90,40
100 9 9 0 0 0 100
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Na zakladé predbézného testu, ve kterém dochazelo jiz v koncentraci 100 mg/l k 100% inhibici
rustu, byl proveden zakladni test s upravenou koncentrac¢ni fadou. Z rovnice linearni regrese
byla stanovena hodnota 1681C20 27,47 mg/l. Hodnota 168hIC50 byla vypoctena na 45,53 mg/I.
Béhem testovani byla pozorovana nekrdza listkt (od koncentrace 60 mg/l ), ktera rostla imérné
se zvysujici se koncentraci.

Tabulka 42: Testovani sukralosy

Sukralosa

koncentrace | pocet listkti | pocet listka U U U Iy
[mg/l] 1. série 2. série 1.série | 2.série | pramér | [%]
0 85 128 0,01337 | 0,01580 | 0,01458
100 84 102 0,01330 | 0,01445 | 0,01387 | 5,13
300 86 116 0,01344 | 0,01571 | 0,01522 | 1,80
900 96 113 0,01371 | 0,01506 | 0,01438 | 1,40
1800 71 95 0,01229 | 0,01403 | 0,01316 | 10,81

Pii testovani sukralosy dochazelo k nizké inhibici ristu okiehku — u nejvyssi testované
koncentrace byla tato inhibice pouze 10,81 %, a proto nemiiZe byt stanovena hodnota 168hIC50
ani 168h1C20.

Tabulka 43: Testovani 1ékofice

Lékorice

koncentrace | pocet listkti | pocet listka 7 i i I
[mg/l] 1. série 2. série 1.série | 2.séric | prumér [%]
0 76 106 0,01270 | 0,01468 | 0,01369
100 36 44 0,009446 | 0,01088 | 0,01016 | 25,75
300 39 32 0,008728 | 0,007551 | 0,008139 | 40,54
900 35 26 0,004448 | 0,006315 | 0,005381 | 60,69
1800 9 11 0 0,001194 | 0,005972 | 95,64

Hodnota 168h1C20 byla vypo¢tena na 98,40 mg/l, ovSem pro jeji pfesnéjsi uceni by bylo tfeba
provést dalsi test, aby byly ziskdny koncentrace zptsobujici inhibici riistu mensi nez 20 %.
Stejné jako u sacharinu byla stanovena i hodnota 168hIC50 na 366,4 mg/l. | v tomto ptipadé
dochazelo s rostouci koncentraci ke zvySujici se nekroze listkil, kterd byla pozorovana od

koncentrace 300 mg/l.
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6.3.3. Shrnuti vysledkii

Tabulka 44: Shrnuti vysledk testovani sladidel na L. minor

sladidlo 168h1C20 168h1C50
acesulfam-K - -
sacharin 27,47 mg/I 45,53 mg/I
sukralosa - -
Iékofice 98,40 mgll 366,4 mg/l

Y hodnoty nemohly byt stanoveny, protoze dochézelo ke stimulaci nebo k malé inhibici riistu

6.4. Stanoveni inhibiéniho u¢inku na svételnou emisi bakterie V. fischeri

V tomto testu byl proveden screening vsech sladidel na bakterii V. fischeri, ktery slouzi pro
vzajemné porovnani toxicity sladidel. Byla zvolena koncentrace 1 000 mg/I.

Prvnim krokem bylo zméteni zakalu vzorki pro ptipadnou korekei barvy, kterd by musela byt
provedena, pokud by néktera hodnota dosahovala 1,8 E.

Nameétené hodnoty vzork:
e ACE-0,012E
e CYC-0,000E
e SAC-0,005E
e SUC-0,008 E
e LEK-0071E

Z4dn4 testovana latka neptesahla hodnotu 1,8 E, proto mohlo byt piistoupeno k testovani. Test
byl proveden celkem tfikrat, pfi¢emz ani jednou nemohl byt povaZzovan za platny, protoZe
nesplnil podminky validity. Testovani neprobihalo pouze s jednou Sarzi bakterii, ale byly
vyzkouSeny i jiné Sarze z divodu vylouceni chyby v dodané sadé. V tabulce 45 a 46 jsou
zobrazeny hodnoty inhibice referenc¢niho testu (7,5% NaCl) a hodnoty korekénich faktort
pocitané z inhibice luminiscence bakteridlnich suspenzi (BS).

Tabulka 45: Inhibice luminiscence — referenéni test

test 15 [%] |30 [%]
test 1 98,08 97,00
test 2 4,72 9,71
test 3 71,75 72,42

Vzhledem k tomu, Ze inhibice luminiscence se po 30 minutach nepohybovala v rozmezi hodnot
40-60 %, test nemlze byt povaZovan za platny.
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Tabulka 46: Vypocitané hodnoty korekénich faktort

test vzorek lo [%0] l15 [%] | 130[%] fiis pramér fkso | pramér

T TR e A P e

52 o aose s | ammo | tos | O o | 11
BSI | 7054 | 590,1 | 5760 | 0,8365 0,8166

©t3 [Tgso | 6115 | 5857 | 5746 | 09578 | 0072 | 09397 | 98781

Hodnoty korekénich faktort spliiuji podminku platnosti testu, podle které se korekcni faktory
musi pohybovat v rozmezi hodnot 0,6-1,8.

Naméfené hodnoty inhibice a stimulace luminiscence bakterii po expozici sladidel jsou
uvedeny v tabulce 47.

Tabulka 47: Naméfené hodnoty inhibice/stimulace luminiscence

sladidlo test 1 test 2 test 3
15 [%] 30 [%] |15 [%] 130 [%] 15 [%] 30 [%]
ACE -1,86 -3,5 3,64 2,96 1,78 -0,07
CYcC 3,64 9,90 5,40 4,04 5,89 1,88
SAC 28,73 27,57 23,67 22,99 7,68 5,31
SUC 4,64 8,96 -2,92 -1,54 3,34 -0,59
LEK 5,90 11,46 -1,59 -2,97 7,10 3,47

I kdyz provedené testy nejsou platné, z naméfenych vysledki 1ze vypozorovat ur€ity trend, a to
ze 1 vtomto ptipadé vykazovala sladidla sacharin nasledovany lékofici nejvyssi toxicitu.
Vzhledem k vzajemné odlisnym hodnotam v provedenych testech nelze data vice komentovat.
Pro objektivitu a korektnost vysledkli budou testy na tomto organismu v budoucnu opakovany.

7. DISKUZE VYSLEDKU EKOTOXIKOLOGICKEHO POSOUZENI

V této diplomové praci byly provedeny ekotoxikologické testy na sladidlech acesulfam-K,
cyklamat, sacharin, sukralosa a lékofice. Ptirodni sladidlo lékofice bylo testovano pro
zajimavost a moZnost porovnani S ostatnimi umélymi sladidly. Na zakladé¢ ekotoxikologickych
testi bylo provedeno orientacni posouzeni ekotoxicity vSech sladidel na organismech
T. platyurus, D. magna a L. minor. K testim byl proveden i referencni test s dichromanem
draselnym, na zéklad¢ jehoz vysledku se urcuje validita provadénych ekotoxikologickych testt.
Pro doplnéni baterie testd byl také proveden test na bakterii V. fisheri.

Jelikoz néktera sladidla zptisobovala pfi testovani vysSich koncentraci pouze nizkou amrtnost,
byly stanoveny mimo LC, EC a IC50 také hodnoty LC, EC a IC20 pro vzajemné porovnani
vSech sladidel. Ov§em, v n€kterych pfipadech nemohly byt stanoveny hodnoty EC20 a 1C20.

89



Jedna se o testovani sukralosy na organismu D. magna, kde po 24 hodinach dochazelo v nejvyse
testované koncentraci 1 600 mg/l k 20% tmrtnosti a po 48 hodinach byla umrtnost 25 %.
Z tohoto divodu a pro ucely vzajemného porovnani Gcinka vSech sladidel byly ve vysledcich
pouze odeéteny hodnoty koncentraci, které vyvolavaly 20% tmrtnost, aniz by byla hodnota
EC20 pocitana. Pro presnéjsi urCeni hodnoty EC20, tzn. vypoctem, by bylo potieba provést
dalsi test s vysSimi koncentracemi, abychom ziskali dostate¢né mnozstvi parcialnich mortalit
nad i pod touto inhibici. ZvySovani testované koncentrace by vsak nebylo ekologicky relevantni
vzhledem ke koncentracim vyskytujicim se v Zivotnim prostiedi.

Druhym piipadem bylo testovani acesulfamu-K a sukralosy na vodni rostlin¢ L. minor, pii
kterém dochazelo dokonce ke stimulaci ristu (acesulfam-K) nebo pouze k malé inhibici
(sukralosa) oproti kontrolnimu vzorku. Tento jev miiZze souviset s efektem hormeze, ktera byva
pii hodnoceni ucinku toxickych latek na testovaci organismy casto popisovana. Hormeze
spociva ve stimulaci obrannych mechanisma testovacich organismt pii pisobeni nizkych
davek toxické latky. V piipad¢ acesulfamu-K tedy neni v nizSich koncentracich pozorovana
inhibice, ale stimulace oproti kontrole. Danou situaci ilustruje graf 11, ve kterém je zobrazena
zavislost poctu stélek v jednotlivych koncentracich roztoku acesulfamu-K oproti kontrolnimu
vzorku. V grafu 11 Ize vidét, ze az do koncentrace 900 mg/l dochazelo k mirné stimulaci ristu
rostliny.
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Graf 11: Mozny efekt hormeze — acesulfam-K
e Vypocet LC/EC20 a LC/EC50 pro vodni organismy

Hodnoty LC/EC20 a LC/EC50 pro vodni organismy byly stanovovany dvojim zptisobem,
protoze odpovéd’ organismu na testovanou latku nepiedstavovala vzdy linearni odezvu. Prvnim
zpusobem bylo pocitani z rovnice linearni regrese zavislosti mortality vyjadiené v procentech
na logaritmech koncentraci. Druhym zptsobem bylo pocitani pomoci probitové metody.
Nevyhodou klasického zplsobu vypoctu je, ze dostatecné nekopiruje imrtnostni kiivku. Tuto
odchylku se snazi napravit probitova analyza, ktera spociva v pifevedeni imrtnosti na probity.
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Ty by poté mély vykazovat vétsi linearitu v zavislosti na logaritmech koncentraci, coz dokazuji
i grafy nize. Graf 12 ptedstavuje zavislost mortality vyjadiené v procentech na logaritmech
koncentraci a graf 13 predstavuje zavislost probitl na logaritmech koncentraci. Nicméné
pocitani pomoci probiti je jiz zastaralej$i metoda, v dnesni dobé se Castéji vyuzivaji modernéjsi
statistické metody.
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Testovani sukralosy na T. platyurus - klasicka metoda vypoctu
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Graf 12: Zavislost mortality vyjadiené v procentech na logaritmech koncentraci

Testovani sukralosy na T. platyurus - probitova metoda
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e Thamnotoxkit F™

Prvnim testovacim organismem byl vodni korys T. platyurus. Ekotoxicita sladidel je zobrazena
v grafu 14, pficemz porovnavanou hodnotou je 24hLC20. V grafu 14 je téz znazornéno
porovnani vypoctu klasickou a probitovou metodou.
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Graf 14: Porovnani hodnot 24hLC20 pro organismus T. platyurus

Porovnani hodnot LC50 by nebylo mozné provést pro vSechna sladidla, protoze v n¢kterych
ptipadech byla umrtnost nebo imobilizace testovacich jedincli v nejvysSich testovanych
koncentracich tak nizk4, Ze tato hodnota nemohla byt stanovena. To se tyka sladidel cyklaméatu
a sukralosy, u kterych dochazelo k 35% umrtnosti pii koncentraci 2 400 mg/l, respektive 40%
umrtnosti pii koncentraci 3 200 mg/l. Dopliovat koncentraéni fadu o dalsi hodnoty nebylo
smysluplné, protoze se tato diplomova prace zabyva orientaénim posouzenim toxicity pro
ekosystém, ve kterém se v této dob¢ tak vysoké koncentrace sladidel nevyskytuji.

Z grafu 14 vyplyva, Ze nejvétsi ekotoxikologicky ucinek predstavuji sladidla sacharin a
1ékotice (24hLC20 je 115,0 mg/l pro sacharin a 174,8 mg/I pro lékoftici), které maji vyznamné
niz8i hodnoty 24hLC20 v porovnani s ostatnimi sladidly. Nejméné toxické bylo sladidlo
cyklamat, pro které byla vypoctena hodnota 24hL.C20 na 1 082 mg/I.

Z grafu 14 lze také vidét, Zze probitovou metodou vypoctu jsou hodnoty 24hLC20 pro
vSechna sladidla vyss§i. Netykd se to acesulfamu-K, u kterého byla tato hodnota stanovena
odecétem z tabulky.
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e Daphtoxkit F™

Porovnani vysledku testovani sladidel na organismu D. magna jsou uvedeny v grafu 15. Opét
jsou porovnavany hodnoty 24hEC20 a 48hEC20, protoze pro sukralosu, vzhledem k nizké
umrtnosti dafnii, nemohla byt hodnota 24EC50 a 48hEC50 stanovena. Hodnoty 24hEC20 a
48hEC20 pro sukralosu nejsou vypocteny z rovnice linearni regrese kiivky davka-odpoveéd
opét z diivodu nizké imrtnosti, ale pro porovnani s ostatnimi sladidly jsou tyto hodnoty ziskany
piimo z odectenych mortalit. V grafu jsou zobrazeny hodnoty EC20, které byly vypocitany ze
zavislosti mortality vyjadiené v procentech na log c.
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Graf 15: Porovnani hodnot 24hEC20 a 48hEC20 na organismu D. magna

Nejvyssi toxicitu opét vykazovala sladidla sacharin a 1ékotice. Pro sacharin byly hodnoty
24hEC20 a 48hLC20 stanoveny na 160,0 mg/l a 131,2 mg/l. Pro lékofici byly tyto hodnoty
mirné vyssi, nicméné v porovnani s ostatnimi sladidly pfedstavuji sacharin a 1ékotice vyrazné
vys§i toxicitu nez ostatni sladidla. Z grafu lze vypozorovat, ze hodnota EC20 po 48 hodinach
je ve vsech ptipadech nizsi. Tento efekt naznacuje, ze po delsi expozici sladidel se mize
zvySovat také jejich toxicita.
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e Porovnani citlivosti T. platyurus a D. magna

Jelikoz testovacimi organismy byli zastupci vodnich koryst, v grafu 16 je porovnana i citlivost
organismd T. platyurus a D. magna.
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Graf 16: Porovnani citlivosti organisma T. platyurus a D. magna

Obecné se ma za to, ze T. platyurus je citlivéj$im organismem pro rizné druhy kontaminanti
zivotniho prostiedi [95]. Z grafu 16 1ze pozorovat, ze korys T. platyurus je citlivéjsi pro vSechna
sledovana sladidla, pfi¢emz napiiklad u testovani sacharinu je citlivost vyssi pouze mirng, ale
pro sukralosu je vyssi az dvojnasobné.

e Test inhibice ristu okifehku mensiho L. minor

Na okifehku menSim byla testovana sladidla acesulfam-K, sacharin, sukralosa a l€kofice.
V ptipadé testovani na acesulfamu-K dochazelo ke stimulaci rlstu, viz vyse, a pii testovani
sukralosy dochazelo k pouze malé inhibici, proto nemohla byt hodnota 168hIC20 ani 168hIC50
stanovena. V grafu 17 jsou tedy porovnany hodnoty 168n1C20 a 168hI1C50 pro sladidla sacharin
a lékofice. Sacharin vykazoval, stejné jako v pfedchozich ptipadech, vyssi toxicitu
(168h1C20 = 27,47 mg/l, 168hIC50 = 45,53 mg/l) nez lékofice (168hIC20 = 98,40 mg/I,
168hIC50 = 366,4 mg/l).
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Graf 17: Porovnani hodnot 168hIC20 a 168hIC50 na rostliné L. minor
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e Porovnani u¢inku lékofice na testovacich organismech

Pro porovnani ucinkii s umélymi sladidly bylo sledovéano i pfirodni sladidlo 1ékotice. Toto
pozorovani nebylo cilem diplomové prace a bylo provedeno pouze pro zajimavost. Lékofice
vykazovala ve vSech provedenych testech vzdy jen o trochu niz$i toxicitu nez sacharin (netyka
se testovani na okifehku, kde byla toxicita niz$i az osmkrat), coz je vysledek, ktery nebyl
o¢ekavan vzhledem k tomu, Ze se jedna o ptirodni sladidlo. V grafu 18 je porovnana toxicita
sacharinu a lékofice na vSech testovacich organismech.

Ziskané vysledky nemohou byt porovnany s dostupnou literaturou, protoze se nepodatilo

najit Zadnou studii, kterd by hodnotila ekotoxikologicky uc€inek ptirodnich sladidel.
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Graf 18: Porovnani ekotoxicity sacharinu a 1ékofice
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e Srovnani v§ech provedenych testl a icinku sladidel na testovaci organismy
Na zakladé vSech provedenych testli lze pozorovat stejny trend, kdy nejvyssi toxicitu
piedstavovala sladidla sacharin a 1ékofice, viz graf 19, ve kterém jsou zobrazeny hodnoty

24hL.C20 pro organismus T. platyurus, 24hEC20 a 48hEC20 pro organismus D. magna a pro
sladidla sacharin a 1ékofici také 168hIC20 pro rostlinu L. minor.
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Graf 19: Porovnani ekotoxicity vSech sladidel na testovacich organismech
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e Porovnani ekotoxikologickych u¢inku sladidel s literaturou

Porovnat vysledky s literaturou je obtizné, protoZe v soucasné dobé neni dostatek studii, které
by se akutni ekotoxicitou umélych sladidel zabyvaly.

Vysledky lze porovnat se studii, ktera se zabyvala akutni toxicitou sladidel acesulfamu-K,
cyklamatu a sacharinu. Testovacim organismem byl korys D. magna (odecteni testu po
48 hodinach) a rostlina L. minor (test po dobu 7 dni). V obou piipadech sladidla vykazovala
nepiiznivy ucinek az od koncentrace 1000 mg/l. Co se tyka vysledkt mé diplomové prace a
porovnani Uc¢inku na D. magna, Vv piipadé testovani acesulfamu-K byl nepfiznivy ucinek
pozorovan jiz v koncentraci 200 mg/l, i kdyz pouze 5%. V koncentraci 1 000 mg/l dochazelo
k 20% inhibici, coz se od uvedené studie lisi. To samé lze fici i o cyklamatu, u kterého byl
pozorovan neptiznivy ucinek jiz pti koncentraci 400 mg/l (5 %) a v koncentraci 800 mg/l byla
pozorovana 20% umrtnost. Vyznamné odlisné jsou vysledky mé diplomové prace ziskané
testovanim sacharinu. Nejen Ze k nepfiznivému ti¢inku dochazelo pii koncentraci 100 mg/l, ale
v koncentraci 400 mg/l doslo jiz k 100% umrtnosti.

Pii testovani acesulfamu-K na okiehku dochazelo ke stimulaci rustu rostliny az do
koncentrace 900 mg/l, zatimco v koncentraci 1 600 mg/l byla pozorovana inhibice rovna
9,83 %. Cyklamat nemuze byt s uvedenou studii porovnan, protoze k jeho testovani na okiehku
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z divodu nutnosti zna¢né spotieby standardu nedoslo. Pro sacharin jsou i v tomto piipadé
vysledky ziskané v této diplomové praci odlisné od uvedené studie. K inhibici rastu dochéazelo
pii koncentraci 20 mg/l a dokonce i stanovena hodnota 168IC50 byla vyrazné niz$i, nez je
koncentrace 1 000 mg/1, pti které byl podle zminéné studie teprve pozorovan neptiznivy uéinek.
Tato hodnota je rovna 45,97 mg/I.

Z vyse uvedenych vysledki vyplyva, ze ekotoxikologicky vliv sacharinu je vyznamné
odlisny od provedené studie, coZ potvrzuje i mé testovani na organismu T. platyurus, u kterého
byla hodnota 24hLC50 vypoétena na 208,7 mg/l.

Sledovanim semichronické toxicity na rostliné L. gibba v jiné studii bylo zjisténo, Ze az do
koncentrace 1000 mg/l nebyl pozorovan zadny nepfiznivy ucinek. Podobné zavéry byly
ziskany i v mé diplomové praci z testovani sukralosy na rostlin¢ L. minor, kdy pfi testovani
nejvyssi zvolené koncentrace (1 800 mg/l) byla inhibice rustu pouze 10,81 %.

V soucasné dobé chybi studie, které by byly zaméfené na akutni, popf. chronickou toxicitu
umélych sladidel, navic neni k dispozici ani mnoho studii, které by se zabyvaly sledovanim
jinych endpointii, nez je umrtnost organismu po expozici danou koncentraci latky. Pro
komplexni hodnoceni latek je zapotfebi zkoumat i chronickou toxicitu a fyziologické zmény na
jinych nez organismalnich Grovnich. V literatufe je popsana studie zabyvajici se inhibici popf.
aktivaci enzymu acetylcholinesterazy organismu D. magna po expozici riznych koncentraci
sukralosy. Bylo prokazano, Zze dochazelo k aktivaci AChe, coz ma za nasledek zvySeny vyskyt
reaktivnich forem kysliku, které vedou ke vzniku oxidaé¢niho stresu. Jednou z dalsich moznosti
je i zkoumani, zda dochazi k bioakumulaci, a tedy naslednému ovlivnéni organismu.
V literatufe se objevuje popis studie, ktera se zabyva bioakumulaci sukralosy. Testovani
bioakumulace pravé se sukralosou je velmi vhodné zvolené, nebot’ toto sladidlo prochazi COV
a neni dostatecné efektivné odstraniovano, proto se do zivotniho prostfedi dostava v nejvétsim
mnozstvi. Studie zahrnovala testovani na rGznych trofickych trovni (sladkovodni fasa
P. subcapitata, perloocka D. magna a rybka D. rerio) a organismy byly vystaveny
koncentracim 10 mg/l a 100 mg/1. Hodnota BCF, ktera popisuje perzistentni, bioakumulativni
a toxickou latku je > 2 000, coz v ptipad¢ této studie nebylo ptekroceno, a proto se predpoklada,
ze sukralosa nevykazuje bioakumulativni charakter.

Dalsim krokem ke komplexnimu hodnoceni umélych sladidel v Zivotnim prostiedi by bylo
provedeni studii chronické toxicity. Ty by mohly mnohem ptesnéji urcit ekotoxikologicky vliv
na ekosystém, protoze v této chvili se do Zivotniho prosttedi dostavaji pouze nizké koncentrace,
nicméné nejedna se 0 kratkodobé ptisobeni, ale o pusobeni nizkych davek po konstantni dobu.

Je tieba poditat i s tim, Ze sladidla nejsou jediné latky, které pronikaji COV. Stale nejsou
vyvinuty efektivni metody na odstranéni naptiklad 1é¢iv z odpadni vody. Proto by déale m¢la
byt pozornost zaméfena i na testovani takovych smési, ve kterych mohou sladidla vykazovat
synergicky efekt.
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8. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo posoudit ekotoxikologicky vliv umélych sladidel na ekosystém.
Pro komplexnéjsi uchopeni problematiky byla provedena také analyza umélych sladidel
Vv odpadni a precisténé vod¢, na zaklade které bylo zjisténo, jaké koncentrace sladidel mohou
pronikat do zivotniho prostiedi.

Uméla sladidla ptedstavuji velmi rozSifenou skupinu latek, které nachazi uplatnéni
ptedevsim v potravinarském prumyslu jako aditiva. Vyskytuji se ve velkém mnozstvi potravin
a napoju. Vyuzivaji se piedevsim proto, ze v porovnani se sacharosou se vyznacuji mnohem
vy$s§i sladivosti a na rozdil od cukru nezvysuji kalorickou hodnotu potravin a napoju. I pies
znaéné rozpory tykajici se jejich zdravotni zavadnosti pro lidsky organismus se piredpoklada,
ze jejich spotieba bude kazdorocné stoupat. V potravindch a népojich se nejcastéji vyskytuji
sladidla acesulfam-K, cyklamat, sacharin a sukralosa. Jelikoz se jedna o synteticky vyrobené
latky, lidské t€lo je pfevazné neumi metabolizovat, a tudiz se vyluCovanim dostavaji do
odpadnich vod, které jsou pfivadény na Cistirnu odpadnich vod. Je zndmo, Ze sukralosa a
acesulfam-K prochazi technologickym procesem ¢isténi, jejich eliminace je minimalni a takto
se dostavaji do zivotniho prostiedi.

Tato diplomova prace byla zaméfena na analyzu vzorki odpadni vody a vzorki ptecisténé
odpadni vody, které byly odebirdny z Cistirny odpadnich vod v Modficich — celkem tfi
24hodinové slévané vzorky. Vzorky byly analyzovany kapalinovou chromatografii v tandemu
s hmotnostni spektrometrii. Pro analyzu AS bylo potfeba vyvinout metodu jejich stanoveni, coz
pfedstavovalo optimalizaci velkého mnoZstvi parametrti. Na pfitoku odpadni vody byla
stanovena vSechna vySe zminéna sladidla v koncentracich pohybujicich se v rozmezi od
1,40 pg/l do 22,67 pg/l, pticemz v nejmensim mnoZstvi byl detekovan acesulfam-K, dale pak
cyklamat a sacharin a nejvys$si koncentrace piedstavovala sukralosa. Byla provedena také
analyza piecisténé odpadni vody odebrané na odtoku. Pfi této analyze bylo zjisténo, Ze se do
recipientu dostava pievazné sukralosa, které bylo béhem C¢isticiho procesu odbourano pouze
kolem 6 %. Dal§im sladidlem, které bylo na odtoku stanoveno, byl sacharin, nicméné ten byl
odstranén az z 95 %. Ostatni sladidla byla pod mezi detekce zvolené metody stanoveni.

Ptipadny vliv na akvatické organismy byl zjiStovan testovanim umélych sladidel na
sladkovodnich korysich T. platyurus a D. magna, dale na akvatické rostlin¢ L. minor a byl
proveden také screeningovy test na bakterii V. fischeri, ktery bohuzel neposkytl spolehlivé
vysledky, z divodu nesplnéni podminek validity testu. Nejvice toxicky efekt predstavovalo
sladidlo sacharin, pro ktery byly stanoveny hodnoty 24hL.C50 na 115 mg/l pro organismus
T. platyurus, 48hEC50 na 131,2 mg/l pro organismus D. magna a 168hEC50 na 27,97 mg/l pro
rostlinu L. minor. Sacharin vykazoval nejvyssi toxicitu i V pfipadé screeningového testu na
V. fischeri. Podobnych vysledki bylo dosazeno i pfi testovani l€kotice (pfirodni sladidlo, které
bylo testovano pouze pro doplnéni poznatkti). Ostatni sladidla, tedy acesulfam-K, cyklamat a
sukralosa, vykazovala podobnou toxicitu pro vsechny testovaci organismy.
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Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze akutni ekotoxicita umélych sladidel je nizka a
k pozorovanym S$kodlivym ucinkiim dochazelo az pii vy$Sich koncentracich, které se
v soucasné dob¢ do recipienttl jak nedostavaji, tak se v nich zatim ani nevyskytuji. Nicméng¢,
pomoci vySe uvedenych testli byla stanovovana akutni toxicita, ale dal§im krokem v hodnoceni
umélych sladidel by mélo byt testovani chronické toxicity, jelikoz se v soucasné chvili jedna
spiSe o puasobeni nizkych davek po trvalou dobu. VIiv umélych sladidel na ekosystém je
problematika, ktera by méla byt nadale feSena. Piedpoklada se, Ze spotieba AS poroste, a tudiz
bude dochézet ke stale vétSimu priniku téchto latek do Zivotniho prosttedi (v piipadé, ze
nebude nalezen postup jejich efektivnéjSiho odstranéni z odpadnich vod). Dalsi otazkou v této
oblasti je osud AS v Zivotnim prostiedi a jejich ptsobeni spole¢né s dal§imi kontaminanty.
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10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AChe
ACE
ADI
ALI
AOP
APCI

APPI
AS
ASP
BCF
CcYC
cov
ECHA
ESI
EFSA
FDA
IARC

LC
LOAEL

LOEC

MS
NEO
NHDC
NOAEL

NOEC

NOEL
OECD

REACH

SAC
SCF
SPE
SucC

acetylcholinesterase; acetylcholinesteraza

acesulfame-K; acesulfam-K

Acceptable Daily Intake; ptfijatelna denni hodnota

alimate; alimat

Advanced Oxidation Processes; pokrocilé oxidacni procesy

Atmospheric  Pressure Chemical lonization; chemickd ionizace za
atmosférického tlaku

Atmospheric Pressure Photoionization; fotoionizace za atmosférického tlaku
artificial sweeteners; uméla sladidla

aspartame; aspartam

bioconcentration factor; biokoncentracni faktor

cyclamate; cyklamat

¢istirna odpadnich vod

Europan Chemical Agency; Evropska agentura pro chemické latky
Electrospray lonization, elektrosprej

European Food Safety Authority; Evropsky ufad pro bezpecnost potravin

Food and Drug Administration; Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
International Agency for Research on Cancer; Mezinarodni agentura pro
vyzkum rakoviny

Liquid Chromatography; kapalinovéa chromatografie

cv v

v v

pozorovan ucinek

Mass Spectrometry; hmotnostni spektrometrie

neotame; neotam

neohesperidin dihydrochalcone; neohesperidin dihydrochalkon

No Observed Adverse Effect Level; nejvyssi davka nebo koncentrace, pii které
jesté neni pozorovan nepiiznivy ucinek

No Observed Effect Concentration; koncentrace, pfi niz neni pozorovan zadny
negativni ucinek

No Observed Effect Level; nejvyssi davka bez pozorovaného ucinku
Organisation for Economic Cooperation and Development; Organizace pro
ekonomickou spolupraci a rozvoj

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of chemicals; Natizeni o
registraci, hodnoceni, povolovani a omezovani chemickych latek

saccharin; sacharin

Scientific Commite on Food; Védecky vybor pro potraviny

Solid Phase Extraction; extrakce tuhou fazi

sucralose; sukralosa

110



11. SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Optimalizace kapalinové chromatografické separace

Ptiloha 2: Produktova spektra acesulfamu-K pfi optimalizaci LC/MS/MS za stejnych podminek
Ptiloha 3: Kalibra¢ni zavislosti — vytéznost kolonky STRATA-X

Ptiloha 3: Kalibra¢ni zavislosti — ptitok

Piiloha 4: Kalibra¢ni zavislosti — odtok

Ptiloha 5: Pfevedeni timrtnostnich dat v procentech na probity

111



Ptiloha 1: Optimalizace kapalinové chromatografické separace

Intens. TIC-AIMS

08

06

04

02

2 4 B 3 i 12 14 16 18 Time [mir]

Obrazek 24: Ukazka chromatogramu, mobilni faze acetonitril/voda

Chromatogram - {no selection)

Intens. TIC-AIMS ]
4108

2 4 5 8 10 12 14 18 18 Time [mir]

Obrazek 25: Ukazka chromatogramu, mobilni faze methanol/Milli-Q voda + 1 mM octan amonny
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Chromatogram - K52.D; {multiple selection)

Intens.
¥10

]

TIC -4l M5

2 4 g 5 10 12 14

18 Titne [min]

Obrazek 26: Ukazka chromatogramu, mobilni faze acetonitril/Milli-Q voda, okyseleno HCOOH na

pH 2,5

Chromatogram - KS4.D: {multiple selection)

Intenz.
#1068

45

40

35

30

25

20

TIC -1 M3

Intenz.
+108

TIC -1 M3

B 2 4 B B 10 12 14

Obrazek 27: Ukazka chromatogramu — porovnani metod po Uprave parametrii, mobilni faze
methanol/Milli-Q voda okyselena HCOOH na pH 2-3

113

WE Time [min]



hromatogram - K51.D: {multiple selection)

Intensz. TIC -AlI M5 |
#1071

1.6
1.44
1.21
1.0

Inh?lrasé- EIC162.0£0.3 Al M5
%

n
Intens. EIC 182.040.3 -All M5

n
Intenz. EIC 178.040.3 -All MS

n
Intens, EIC 433.0£0.3 -All M5

[ e : " = it ’ L N

2 ' 4 B ' 8 ' 10 " Time [min]

Obrazek 28: Ukazka chromatogramu s vyextrahovanymi hmotami pro jednotlivé analyty — vysledna
metoda
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Ptiloha 2: Produktova spektra acesulfamu-K pfi optimalizaci LC/MS/MS za stejnych podminek

Compound Spectra - KS-MS6.D

Intens M52[162.0), 2.0min #72] -
wiot
8
821
[}
4
2
161.8
0 L ] Ll L L i
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Obrazek 29: Produktové spektrum acesulfamu-K, 1
Intens. MS2162.0, 2. Omin #71
%107
1.0
821
0s
06
1618
*
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0z
00 I ]| | I |
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Obrazek 30: Produktové spektrum acesulfamu-K, 2
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Obrazek 31: Produktové spektrum acesulfamu-K, 3
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Ptiloha 3: Kalibra¢ni zavislosti — vytéznost kolonky STRATA-X

1. Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky po extrakci vzorku s koncentraci
sladidel 10 pg/ml.

Resp. | Curve Coefficients
108 y = 4012339469262 « + 0.000000
R =05937162

o 8 10 15 20 25 30 Cone.

Obrazek 32: Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéZznosti kolonky — acesulfam-K, ¢ = 10 pg/ml
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Resp. Curve Coefficients
109 y =-B6046.182723 x, + 100858639.550121 » + 0.000000
R = 0.999976

[1} 5 10 15 20 25 30 Cone.

Obrazek 33: Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — cyklamat, ¢ = 10 pg/ml

Resp, Curve Coefficients
#108 y = B583112 654850 « + 3953183848113
2.5 R =0.998178

a 5 10 15 20 25 30 Conc.

I

Obrazek 34: Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — sacharin, ¢ = 10 pg/ml
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Fiesp, Curve Coefficients
«107 y = -68431.840428 »_+ 3212071.294520 » + 0.000000
R = 0.996657
4
-
3
-
2
1
-
n
o B 10 15 20 25 30 Cone.

Obrazek 35: Kalibraéni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — sukralosa, ¢ = 10 pg/ml

2. Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky po extrakci vzorku s koncentraci
sladidel 1 pg/ml.

Resp. Curve Coefiicients
4107 y = 4727504.959770 « + 45059.056770
R =0.999945

] 1 2 ) 4 5 & Conc

Obrazek 36: Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — acesulfam-K, ¢ = 1 pg/ml
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Resp Curve Coefficients
#107 y = 12190167 654409 x +130506.471565
R=0.993317

0 1 2 3 4 5 & Conc

Obrazek 37: Kalibra¢ni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — cyklamat, ¢ = 1 ug/ml

Fiesp. Curve Coefficients
107 y = 14627985 224945 y + 2614433 852651
R = 0996956

1] 1 2 3 4 5 £ Conc.

Obrazek 38: Kalibraéni zavislost pro hodnoceni vytéZnosti kolonky — sacharin, ¢ = 1 ug/ml
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Resp.
¥107

Curve Coefficients
y = 2802886.137810 x + 166165.07 4345
R =0.993538

0 1 2

Obrazek 39: Kalibraéni zavislost pro hodnoceni vytéznosti kolonky — sukralosa, ¢ = 1 pg/ml
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Ptiloha 4: Kalibracni zavislosti - pfitok

Resp. Curve Coefficients
#107. y =-B6127 897928 »* + 3177438.117541 x + 0.000000
R =0.939453

0 2 4 E 8 10 12 Conc.

Obrazek 40: Kalibra¢ni zavislost — pfitok, acesulfam-K

Resp. Curve Coeflicients
#107 y = 4816786.689553 « +0.000000
R=0.993775

0 2 4 E 8 10 12 Conc,

Obrazek 41: Kalibra¢ni zavislost — pritok, cyklamat
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Resp Curve Coefficients
#107 y = -176060.286310 «* + 9369914.003376 x +0.000000
R =0.999347

0 2 4 B 8 10 12 Conc

Obrazek 42: Kalibra¢ni zavislost — piitok, sacharin

Resp. Curve Coefficients
#107 y = -30206 575610 »* + 1588067126504 x + 0.000000
R =0.939339

0 2 4 B 8 i} 12 Conc.

Obrazek 43: Kalibra¢ni zavislost — pfitok, sukralosa
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Resp Curve Coefiicients
€107 y = -27766.002445 ¥* + 2220647 967843 « +0.000000
R=0939305

0 2 4 6 8 n 12 Conc.

Obrazek 44: Kalibraéni zavislost — piitok, sukralosa-d6
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Piiloha 5: Kalibra¢ni zavislosti — odtok

Resp Curve Coefiicients
€107, y = -108848.248415 «* + 3432683 678825 » +0.000000
R=0939887

0 2 4 6 8 n 12 Conc.

Obrazek 45: Kalibraéni zavislost — odtok, acesulfam-K

Resp. Curve Coefficients
#107 y = 4611186874285 x +0.000000
R =10.999359

0 2 i 5 8 10 12 Cone

Obrazek 46: Kalibra¢ni zavislost — odtok, cyklamat
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Resp. Curve Coefficients
«107 y =-283724.460714 »* + 10329036.464073 » +0.000000
R =0.999963

8

[

4

2

1}

1] 2 4 E 8 10 12 Conc,

Obrazek 47: Kalibra¢ni zavislost — odtok, sacharin

Resp Curve Coefiicients
#107 y =-13673.361605 »* + 1325080531494 » +0.000000
R =0.999992

0 2 4 E 8 1 12 Conc

Obrazek 48: Kalibra¢ni zavislost — odtok, sukralosa
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Resp Curve Coefficients
#107 y =-26738.972932 «* + 2272155 406063 » +0.000000
R =10.993954

D 2 1 13 8 10 12 Cone

Obrazek 49: Kalibra¢ni zavislost — odtok, sukralosa-d6
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Priloha 5: Pfevedeni tmrtnostnich dat v procentech na probity [96]

%% probit % probit %o probit %% probit % probit % probit
0.2 2,122 100 |3.718 30,0 (4476 50,0 |5.000 70,0 |5324 90,0 |6.282
0.4 2348 110 |3.773 31,0 |4.504 51,0 |5.025 710 |5.533 910 |6341
0.6 2 488 120 |3.825 32,0 |4.332 52,0 |5,050 720 |5.583 920 |6405
0.8 2591 130 |3.874 33,0 |4.560 53,0 |5.075 730 |5.613 930 |6476
1.0 2574 140 |3.920 340 |4588 54,0 |5.100 740 |5.643 940 |6.3585
1.2 2743 150 |3.964 35,0 |4615 55,0 |5.126 750 |5.674 950 |6.645
1.4 2803 16,0 |4.006 36,0 |4.642 56,0 |5.151 76,0 |5.706 955 |6.695
1.6 2. 856 170 |4.046 37.0 |4.668 57,0 |5.176 770 |5739 96,0 |6.751
1.8 2903 180 |4.085 38,0 |4.693 58,0 |5.202 780 |5.772 965 |6.812
2.0 2,946 190 |4.122 39.0 |4.722 59.0 |5.228 79.0 |5.806 97.0 |6.881
2.5 3.040 20,0 |4.158 40,0 |4.747 60,0 |5.253 80,0 |5.842 975 |6.966
3.0 3123 210 |4.194 41,0 | 4,772 610 |5278 810 |5.878 98.0 |7.054
3.8 3188 220 |4.22 420 4,798 62,0 |5.305 820 |50915 082 |7.096
4.0 3.249 230 |4.261 430 |4.824 63,0 |53.332 830 |5954 984 |7.144
4.5 3305 240 4,294 440 |4.849 64,0 |5.358 84,0 |5994 986 |7.197
5.0 3355 25,0 14326 45,0 |4.874 65,0 |5.385 85,0 |6.036 988 |7.257
6.0 3445 26,0 |4.357 46,0 |4.,900 66,0 |5412 86,0 |6,080 990 |7.326
7.0 3524 270 |4.387 470 14925 67,0 |5440 870 |6.126 992 7409
8.0 3595 280 4417 48,0 14,950 68,0 |5.468 88,0 |6.175 994 |7.512
9.0 3.659 290 |4447 490 4973 690 |5496 800 6227 996 |7.632

998 |7878
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