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ABSTRAKT

Diplomovéa prace je zamétena na charakteristiku aspartamu a jeho fyzikélné-
chemické vlastnosti. Bude zkoumat vnéjsi vlivy podporujici degradaci aspartamu a také do
jaké miry jsou na sob¢ zavislé jednotlivé faktory prostiedi. Tato prace potvrzuje nestabilitu
aspartamu ve vodném prostfedi sriznym pH a jeho degradaci na fenylalanin,
aspartylfenylalanin a diketopiperazin. Také byla zjiSténa vys$i mira degradace pro
neutralni a alkalické pH nezli pro kyselé pH. Teplotni stabilita aspartamu byla prokazana

jako snizujici se s rostouci teplotou i v zavislosti na pH.

Kli¢ova slova: aspartam, diketopiperazin, aspartylfenylalanin, HPLC, pH, ¢as

ABSTRACT

The thesis is focused on the characteristics of the aspartame and its physico-
chemical properties. It will examine the external influences that support the degradation of
the aspartame and also to what extent they are dependent on each individual environmental
factors. This study confirms the instability of aspartame in aqueous environments with
varying pH and its degradation to phenylalanine, diketopiperazine and aspartylfenylalanin.
Higher rate of degradation was also found for neutral and alkaline pH than for the acid pH.
Thermal stability of the aspartame has been shown to be decreasing with increasing

temperature in dependence on pH.

Keywords: aspartame, diketopiperazine, asapartyl fenylalanine, HPLC, pH, time



De¢kuji panu doc. Ing. FrantiSku Bunikovi za pomoc a odborné vedeni mé diplomové
prace. Dale dékuji firm¢ Agrobac s.r.0. za spolupraci a odbornou pomoc. Moje pod¢kovani
také patfi pani Ing. Evé Lorencové za pomoc s experimentalnim méfenim a v neposledni

fad¢ mé rodiné a mym blizkym, kteti me podporovali a poméhali mi.

ProhlaSuji, ze odevzdand verze diplomové prace a verze elektronicky nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

L0 740 .2 ) PP PP S OPPRPRPPRR 10

| TEORETICKA CAST......cooooiiiiiiiieiee s 11

1 NAHRADNI SLADIDLA .......cooviiiiiiiiieniniineies st 12

L1 ASPARTAM ettt ettt h e e e e e b e 13

00 R o 111 (0 ¢ =T 14

112 POUZIEE ceveeiiiiiciiee ettt 14

R RV b 11 0 ] PSP 15

1.2 ACESULFAM DRASELNY ...oiiuiiiitiiiiiantiesteesteeaseesiesaseessesassesssesssseesssessesssnsssesssns 24

O R o 1] (o [ SR P SR 25

1,22 POUZIEE cuvieiiiiiciieie ettt 25

I BV b 1 1 T ] S S 26

1.3 SACHARIN ..ottt ettt ettt ettt ettt b et b e e st e e s bt e e n b e e b e et nbe e nbeenneas 26

G T R o 1] (o 1= PSP 27

1,32 POUZIEE cevieiiiiiciiee ettt 27

IR TR AV I 1 1 0 ] USSR 28

2 MOZNOSTI STANOVENI ASPARTAMU......coimiiniiniiniieinsiesinsisssessesssssssenes 29

2.1  ANALYTICKE METODY STANOVENI POMOCI HPLC ..o 29

2.1.1  Analytické MEtOAY ......ccveiieiiiiiiiice e 29

2.1.2  Pripravy VZOrkil POraAVIN.......coiiviiiieeiiieiie e 32

2.2 VLIV PH NA DEGRADACI ASPARTAMU ...cuviitiaiiniienieeiesieesteeseesseesieessessnesseessesnnenes 33

HPRAKTICKA CAST ...cooooviiiiecie s 37

3 CILPRAGCE .....ooiiic s 38

4 MATERIAL A METODY ........ccoosiiiiiiiiniisiisississessssies s 39

4.1 POPIS EXPERIMENTU .....cittietiesiteeiee sttt ettt ettt sie e sneesieeeneesnne et e nnneeneesnnas 39

4.2 EXPERIMENT A .ottt ettt ettt ettt e e e e e e e 39

421 ChEMIKALIC ...eoiiviiiiiiiiie ettt sbe e 39

4.2.2  POMUCKY @ PIISIIOJC.....viveiviieiiiiesie ettt 40

4.3 EXPERIMENT B ..ottt 41

1 R O 1153111 < 1 TSRS 41

4.3.2  PomUcCKY @ PIISIIOJE.....ceiiiiiiiiiiiciiii e 41

4.4  POPIS PRIPRAVY A MERENI ....uviiiiiiiieitie sttt sttt 42
441  Chromatografické podminky pro stanoveni a separaci produktti

V zavislosti na pH a teplot ..........ooovviiiiiii 42

4401 EXPErIMENT A oot 42

4.4.2  Priiprava standardil a roztokll pro experiment A..........cccceeeerveiiniininenieennens 42

4.4.2.1 EXPEriMENt B ....oooiiiiiiie sttt 43

4.4.3  Priprava standardil a roztokl pro experiment B.........c.cccooiiiiiiiiiiiinienns 43

5 VYSLEDKY A DISKUZE .......oooiooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e een e een s 45

5.1  VYSLEDKY PILOTNIHO POKUSU STANOVEN{ ASPARTAMU A JEHO
DEGRADACNICH PRODUKTU V ZAVISLOSTINA PH (EXPERIMENT A) ..coevvvvriennne 45
5.2 EXPERIMENT B ...ttt 48

5.2.1  Vysledky méfeni z kalibracni KFivky .......cccoovvviiiiiiiiii 48



5.2.2  Vysledky stanoveni miry degradace aspartamu na vnéjSich

podminkach (Experiment B) .........cccoiiiiiiiiiiii e 51

5.2.2.1 Zavislost miry degradace aspartamu na pH a ¢ase .........cccevvvveriieennnn 51

5.2.3  Teplotni zavislost degradace aspartamu pfi rizném pH .............ccoeviirnnnnn. 54

5.3 SOUHRNNA DISKUZE ....ceeiuiiiiieiuriaieesieeastesateasseessseessesssseassesssseessssasesssessnsesssneanns 59
ZAVER ....oooovviiiiiiieiise e 62
SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ot 63
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .........ccoovvviiiiniinnisinssisssissiennns 68
SEZNAM OBRAZKU ......ccoooouiiiiiiieiieinseieseisee s esss st 69
SEZNAM TABULEK ... .ottt nns 72

SEZNAM PRILOH ... e e er e 73



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 10

UvVOD

Aspartam je nahradni sladidlo. Jedna se o jedno z nejpouzivanéjSich nahradnich
sladidel poslednich 30 let. Je béznou soucasti velké a riznorodé skupiny potravin, jimz

dodava sladkou chut’, av§ak neni vyraznym zdrojem energie, jako jsou cukry.

Jako nahradni sladidlo je vyrabén chemickou cestou, a podléhd tak pifisnym
pozadavkim legislativy na aspartam. Kontroverznost umélych sladidel je pfedmétem
mnoha diskuzi a vyzkumt ohledné jejich bezpecnosti a zdravotni nezdvadnosti. Proto je
pro n¢ stanovena doporuc¢na denni davka (ADI — Acceptable Daily Intake), ktera zarucuje
pii nepfekroceni zdravotni nezavadnost. AvSak u osob, které trpi atypickymi problémy,
nelze na obecnou ADI spoléhat a je tfeba konzultovat vedlejsi ucinky nadhradnich sladidel.
Aspartam je zdrojem fenylalaninu, a proto by jej neméli konzumoval lidé trpici
fenylketonurii. Aspartam se Casto uziva ve smeési s jinymi ndhradnimi sladidly. Na rozdil
od sacharidl neni kariogenni a ma témét zanedbatelny energeticky obsah, a proto je uzivan

ve vyrobcich pro diabetiky a pro diety lidi trpicich nadvahou.

Aspartam je vSak ve vodnych roztocich nestabilni v zavislosti na pH a teploté
prostifedi. K jeho stanoveni je mozné vyuzit metodu HPLC/UV-VIS. Tato prace se
zam¢efuje na stanoveni aspartamu a jeho podminek degradace a také stanoveni

degradac¢nich produkti.

V teoretické ¢asti byl charakterizovan aspartam a jeho fyzikdlné—chemické
vlastnosti. Dale byly popsany jeho degrada¢ni zmény a podminky, za kterych k nim
dochazi, a jakym zpiisobem se tak dé&je. V praktické ¢asti byly provedeny experimenty, ve
kterych byly sledovany ubytky aspartamu v zévislosti na pH prostiedi a teploté. Byla také

provedena Casova zavislost degradace aspartamu s riznym prostiedim pH.
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1 NAHRADNI SLADIDLA

Legislativni pozadavky na nahradni sladidla lze nalézt ve smérnici Evropského
parlamentu a Rady Evropyl1333/2008, o piidatnych latkach, dale v pozdéjsim znéni
ve smérnici Evropského parlamentu a Rady Evropy 1130/2011 a 1129/2011. V ceské
legislativé jsou tyto pozadavky ve vyhlasce 4/2008 Sb. aktualizované vyhlaskou 130/2010
Sb. a 122/2011 Shb., kterou se stanovuji druhy a podminky pouziti nahradnich sladidel pfi
vyrob¢ potravin. V této vyhldsce jsou vymezeny pojmy, podminky pouziti ndhradnich
sladidel pfi vyrob¢ potravin, pozadavky na jejich Cistotu a ozna¢ovani potravin se sladidly.
Legislativou povolena nahradni sladidla jsou: ,acesulfam - K, aspartam, kyselina
cykldmova a jeji sodné a vapenata sil (pocitano jako volna kyselina), sacharin a jeho soli
(sodnd, draselna, vépenatd shl, pocitdno jako volny amid), sukralosa, thaumatin,
neohesperidin DC, neotam, stl aspartamu — acesulfamu.“ Témto nahradnim sladidlim

patii také ptislusné E-kody stanovené ve vyhlasce 130/2010 Sh. (viz Tabulka 1)

Tabulka 1 Povolena sladidla a jejich E — kody

Sladidlo E - kod
Acesulfam K E 950
Aspartam E 951
Sorbitol E 420
Mannitol E 421
Isomlalt E 953
Kyselina cykldmova a jeji sodna a vapenata stl | E 952
Sacharin a jeho soli E 954
Sukralosa E 955
Thaumatin E 957
Neohesperidin DC E 959
Neotam E 961
Sul aspartamu — acesulfamu E 962
Maltitol E 965
Laktitol E 966
Xylitol E 967

Erythritol E 968
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Pojmem sladidla jsou mysleny latky, které davaji potraving sladkou chut’ a nahrazuji
ptfirodni sladidla a med, zatimco pojem sladidla se stdva synonymem pojmu nahradni
sladidla. V odborné literatuie l1ze nalézt také vyrazy uméla sladidla a polyalkoholy. Ve
smyslu nahradnich sladidel jsou ch potravinarsapanyké ptisady s vysSim sladicim efektem
nezli cukr, ale zaroven S mensim vyuzitelnym energetickym obsahem. Néhradni sladidla
mohou byt povahy syntetické ¢i pfirodni. Kazdé sladidlo mé svou sladivost, kterd byva
definovana ke sladivosti cistého (100%) disacharidu sacharézy, jenz ma sladivost 1,
vSechna dalsi sladidla se od né¢j pomérové odviji. Sladidla maji nizky obsah kalorii, kromé
toho jsou také nekariogenni, jelikoz neposkytuji energii pro bakterie v dutiné ustni.
Néhradni sladidla mohou mit sladkou chut’ odlisnou od klasického cukru a také odeznivani
sladké chuti byvé atypické. Jsou vhodné pro diabetiky a pro lidi trpici nadvédhou. Protoze
se jedna o pfidatné latky, je hlidana jejich bezpecnost pro lidské zdravi a pro kazdé
takovéto aditivum je udana ADI (povolena denni davka), kterd uddva mnozstvi na kg
hmotnosti konzumenta na den. VétSina negativnich zprav jsou jen moderni myty a
poplasné zpravy. Nahradni sladidla se takto stdvaji pro potravinafe levnou nédhrazkou
klasickych sladidel. VétSina téchto latek mé svou maximdlni ptfipustnou koncentraci ¢i
maximalni pouzitelnou davku pro danou potravinu. Mohou byt pouzivany samostatné ¢1 ve
smésich kdy dochézi k potla¢eni nezadoucich vlastnosti a zvySeni pozadovanych ucinkd.
Mezi prvni nejstar$i a dodnes pouzivana nahradni sladidla patii sacharin, aspartam a
acesulfam.[1, 2, 3, 12, 13]

1.1 Aspartam

o)
0 /”\ OCHs
OH k +|| o]
Obrazek 1 Aspartam

Jedna se o jedno znejuzivanéjSich a zaroven nejkontroverznéjSich nahradnich

sladidel. Chemicky se jedna o N-L-a-aspartyl-L-fenylalanin 1-methyl ester. Jeho sladivost
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byva hodnocena jako 180x vét$i nez u sachar6zy. Toto ndhradni sladidlo nema zadné
vyraznéj$i vedlejsi pachuti a odeznivani je pozvolngjsi nez u sachardzy. Doporucené
davkovani je stanoveno FDA na 40mg na 1kg télesné hmotnosti na den. Zaroven jsou také
stanoveny maximalni piipustné hodnoty pro jednotlivé druhy potravin. Aspartam a jeho
rozkladné produkty byly pfedmétem rozsahlého zkoumani vice nez 30 let, véetné pokust
na zvifatech, klinickych vyzkumech a epidemiologickych studiich. Prvni podklady
negativnich ohlasu byly dany v poloviné devadesatych let studii provedenou Ramazziniho
nadaci, kterd poukazovala na negativni dopady uzivani aspartamu, jako zvysSené riziko
nadorti a zvySeni pravdépodobnosti leukémie. Tato studie vSak byla ihned po vydani
napadana pro neptedlozeni nezavislych zavérecnych prezkoumani, pokusy nebyly
provedeny dle spravné laboratorni praxe, nebyl prokdzdn zdroj financovani této prace.
Navic je tfeba brat v potaz rozsahly soubor studii s tdaji o pisobeni na lidi a prokazujici
bezpecnost aspartamu. EFSA vydala tfi studie 0 bezpe¢nosti aspartamu v letech 2006,
2009 a 2010. Ve vsech trech studiich byl zavér, ze aspartam je bezpecny a neni ani tieba
meénit ADI. AvsSak lidé trpici fenylketonurii by se méli aspartamu vyhnout, a to kvili
degrada¢nimu produktu fenylalaninu, protoze jeho nadmérny pifijem by vedl u téchto osob

k bolestem hlavy a az k poSkozeni mozku.[1, 12, 15, 16, 17]

1.1.1 Historie

Historie aspartamu se zacala psat roku 1965, kdy byl pii biotestech ve
farmaceutické spole¢nosti GD Searle syntetizovan aspartylfenylalanin-metyl-ester (ASM).
Téhoz roku se podatilo rekrystalizovat ASM z etanolu. Tato krystalicka latka ulpéla po
seSkrabani ze stén baiiky Jamesovi Schalatterovi na prstech, po oliznuti prsti pii listovani
papiry zaznamenal sladkou chut a uvédomil si spojitost s onou bilou krystalickou
slouc¢eninou (aspartamem). Zaroven s predpokladem, ze nejde o toxickou latku, jej
ochutnal a potvrdil si, Ze se jedna o slouceninu majici sladkou chut (ASM). K pouziti
Vv potravinach byl schvalen v roce 1983. Dnes je jiz aspartam jednim z nejpouzivanéjsich

nahradnich sladidel.[1, 12, 17]

1.1.2 Pouziti

,,Pouziti v potravinach jako je pe¢ivo (zakusky, dezerty, polevy, dezertové smési,

polevové smési, naplné, plnici smési), pekaiské vyrobky (enkapsulovany aspartam),
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pekarenské smési (zapouzdieny aspartam), mléko a mlééné vyrobky (suché smési mléka a
mlécnych vyrobkl, mrazené dezerty), napoje (ndpojové koncentraty, Cajové napoje,
napojové smeési), obiloviny a vyrobky z obilovin, nealkoholické napoje, cukr, cukernaté
zavafeniny a cukrovinky (necukerné sirupy, dzemy a zelé, cukraiské glazury), ostatni
(farmaceutické tablety, zvykaci vitaminy, zvykaci gumy, emulze, pastilky, osvézovace
dechu), ocet, nalevy a omacky (salatové dresinky, piisady), ovoce, zelenina a podobné
(araSidy a jiné druhy ofechovych pomazanek). ASM ma v potravinach funkci
intenzivniho sladidla (180 x sladivosti sachardzy) pouzivaného hlavné V sycenych
napojich. V zavislosti na pH je nestabilni ve vodném prostiedi: pfi pH 3.5 je 50-60%
degradovano po 36 dnech, pii pH 7.4 je po 9 dnech degradace Gplna. Stabilita pevného
aspartamu je 5 let za vakua v chladu a suchu. Nelze jej pouzit do vyrobku, které budou
jakkoliv tepelné upravené, vyjimkou jsou Sokova teplotni oSetfeni. Muze byt pouzit do
okyselenych tekutych vyrobki a kyselych sycenych napoji. Rozpustnost je dostate¢na pro
vétsSinu technologickych postupti, avsak kyselé prostfedi v potravinach ¢i mirné zvysSena
teplota rozpustnost zvySuje. Mlize byt pouzit u mléénych vyrobki, které jsou oSetfeny
vysokoteplotnimi, ale ¢asové kratkymi operacemi. AvSak u mléka je tieba brat na zietel
jeho vlastni pufracni schopnosti, a tudiZ jejich vliv na degradaci aspartamu. Aspartam ma
profilové podobnou chut’ jako sachardza, chutovy profil dosahne vyrazného zlepSeni po
pouziti riznych ovocnych ptisad, jako jsou aromata ¢i rizné esence. Legislativni limity viz

Piiloha P 1.[2]

1.1.3 Vlastnosti

ASM je bily krystalicky prasek anebo bezbarvé jehlice, bez zdpachu. Ma cistou
sladkou a pfijemnou chut a podlouhlé odeznivani sladké chuti, bez hoiké ¢i kovové
ptichuté. Je tvoten L-asparagovou kyselinou a metylesterem L-fenylalaninu. Je mirné
rozpustny ve vodé (20°C, pH 4,5-6,0 rozpustnost 38%) a dobie rozpustny v etanolu (25°C
rozpustnost 100%), v oleji je nerozpustny. Stabilita aspartamu se stala tématem mnoha
veédeckych studii, kdy se po vyzkumu dospélo k nazortim o zéavislostech degradace ASM
na pH, koncentracich pufracnich latek a jejich typech a na teploté. Byly identifikovany
rizné rozkladné produkty jako L-asparagova kyselina, L-aspartylfenylalanin,
diketopiperazin, L-fenylalanin. Pro stanoveni degradac¢nich produkti a stanoveni
samotného ASP je nejCastéji pozivana HPLC. Studium vlastni degradace byva zaloZeno na

uziti ¢i neuziti pufrd, jejichz nejCastéjsi zastupce byva fosforecnan-citratovy pufr. Také
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byly provedeny studie v zavislostech na pH v rozmezich od 2 do 12 a v zavislostech na

riznych teplotach.[2]

Z chemického hlediska muze esterova vazba obsazena v aspartamu podléhat

hydrolyze a aspartam se pak muze rozkladat dvéma moznymi drahami. V jedné draze je

dominantni rozkladny produkt aspartylfenylalanin za soufasné¢ho uvolnéni metanolu,

anebo druhou drahou vznikd dominantné diketopiperazin za soucasného uvolnéni

metanolu. Kromé téchto dvou drah byly detekovany i rozklady aspartamu na kyselinu

asparagovou a metylester fenylalaninu,

fenylalanin.[2,3,23]
H
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CO,Ph
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Obrazek 2 Degradace aspartamu (APM), 1 - metylester fenylalaninu, 2 —

aspartylfenylalanin, 3 - diketopiperazin, 4 — fenylalanin [10]

Pti vyzkumech bylo zjisténo, Ze degradace aspartamu je pomalejsi v mirné kyselé

oblasti pH neZ v jeho neutralni a zasadité oblasti. Hlavni rozkladny produkt pro kyselé pH

je L-fenylalanin metylester a aspartylfenylalanin. V dasledku toho dochazi k hydrolyze
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aspartamu na jeho stavebni peptidy. V neutrdlnim az zasaditém pH je osamoceny

elektronovy par na aminoskupiné asparagové kyseliny zodpovédny za pocatek cyklizace s

karbonylovym uhlikem metylesteru fenylalaninu a vznika tak cyklickd struktura

diketopiperazinu, ktera je tvofena za uvolnéni metanolu (viz Obrazek 2, 3 a 9).[3, 19, 24,

26]
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Obrazek 3 Degradace aspartamu ve fosfore¢no-citratovém pufru o pH 2 (a), 4 (b),
6(c),7(d), 8¢), 10 (f) a 12 (g), pii 4°C. APM — aspartam, Asp — Phe -
aspartylfenylalanin, Asp — asparagova kyselina, PME — metylester fenylalaninu,
DKP - diketopiperazin, Phe — fenylalanin [19]
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V dalSich pracich byl také zkouman vliv teplot a jejich zévislost na stabilitu

aspartamu. Pfi vysokych teplotach dochazi k rozkladu aspartamu na diketopiperazin ovsem

v riznych koncentracich dle daného pH. Pfi nizkém pH je hlavni reakce hydrolyticka,

cyklizace esteru na diketopiperazin je potlatena a piednost ma rychla hydrolyza na

jednotlivé aminokyseliny, poté dojde i k otevieni cyklu diketopiperazinu na dipeptid a k

jeho nasledné hydrolyze na jednotlivé aminokyseliny. V neutralni oblasti pH je vznik

amount
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Obrazek 4 Vznik degradacnich produktit ASP v ¢ase pti 100°C v zavislosti na pH.

Kde --o- je diketopiperazin, -0- je aspartylfenylalanin, -A- je fenylalanin-

aspartamova kyselina a -e- je fenylalanin. Koncentrace aspartamu nebyla métena,

ale mé¢la by odpovidat koncentraci fenylalaninu [4, 28, 29]

diketopiperazinu mnohem rychlejsi, a to z cyklu na fenylalaninu a metylesteru, podil

diketopiperazinu pak mirné klesa, jak dochazi k vyrovnani jeho poméru s dipeptidy.

Rychlost hydrolyzy dipeptidii je ponékud pomalejsi nez tvorba diketopiperazinu kviili
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tendenci zachovani poméru vzniklych dipeptidd, zatimco koncentrace fenylalaninu
linearné roste s ¢asem. V mirné zasaditém prostfedi dochazi k rychlé piimé cyklizaci
aspartamu a vzniku diketopiperazinu, ale s ¢asem dochazi k vyrovnani s rozkladnymi
produkty dipeptidu. V zasaditém prostiedi pH je jiz rozklad tak rychly, ze jiz v Casovém
useku nékolika minut dojde ke vzniku maxima diketopiperazinu a poté klesd, zatimco

koncentrace dipeptidi narista. [4, 25, 27]

Nékteré provedené studie prokazuji, ze aspartam je velmi reaktivni s aldehydy,
které jsou hlavnimi chutovymi latkami pouzivanymi u Zvykacek a nékterych nealko
napoji. VétSinou byly vsechny studie provedeny za bézného slozeni vyrobku bez
vyizolovani aspartamu z matrice vyrobku. Proto byla vyvinuta HPLC metoda s reverzni
fazi ametodou gradientové ecluce pro samostatny aspartam, aspartylfenylalanin a
diketopiperazin. Napoje byly skladovany pii teploté 22+1°C po rizné dlouhou dobu. Pfi
zahievu aspartamu dochazi k cyklizaci na diketopiperazin a vzniku jedné molekuly
metanolu. Pomalou tvorbu diketopiperazinu (viz Obrazek 4) lze také pozorovat pfi
rozpusténi aspartamu ve vodnych roztocich za normalnich laboratornich podminek. Tento
dalezity poznatek je tfeba si uvédomit pro objektivni stanoveni diketopiperazinu. Pii
izokratickém stanoveni roztoku aspartamu o koncentraci 0,05% upraveného na pH 8
pomoci ziedéného roztoku NaOH pfi teploté mistnosti (22°C) byly po 4 hodinéch zjistény
2 produkty na ukor obsahu aspartamu.[10, 29, 30]

DKP
(a) (1-1]

APM

— JL
~J\

L L L N L M i
] & 9 12 IS5 B 2t

Obrazek 5 Izokraticka eluce (a) diketopiperazin (DKP) asi 2%,(b) aspartam (ASP)
standard (22°C, 4 hodiny) [10]
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Prvnim produktem byl aspartylfenylalanin a druhym diketopiperazin. Po 24
hodinach byl aspartam zcela degradovan za vniku aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu,
kdy pik diketopiperazinu piedstavoval 37% hydrolyzy z rozkladajiciho se aspartamu.
V ramci této studie byly také otestovany trzni produkty za stejnych podminek a v asovych

intervalech dle pozadavku na skladovani a spotiebu produktt.[10, 29, 30]
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Obr. 4

Obrazek 6 Izokraticka eluce (a) standard diketopiperazinu, (b) hydrolyza ASP pfi
pH 8 po 4 hodinach, (c) hydrolyzy ASP pti pH 8 po 24 hodinach[10]

Tabulka 2 Obsah aspartamu v nealko-napojich ulozenych pti 22+1°C [10]

limetko-citronova | limetko-citronova | dietni cola | dietni cola
no.1 no. 2 no.1 no. 2
Cerstvé 100,00% 100,00% 100,00% | 100,00%
1 mésic 89,70% 87,30% 94,00% 84,50%
6 mésicu 56,90% 36,90% 38,20% 28,20%
36 mésicl 13,72% 6,40% 4,10% 3,58%

Jak je vidét v Tabulce 2, 1ze usuzovat na nestabilitu aspartamu v napojich pii jejich
skladovani po delsi dobu pii 22+1°C. VSechny vzorky s jedinou vyjimkou obsahovaly po 6

mésicich méné nez 40% pivodniho obsahu aspartamu a po 36 mésicich skladovani
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vykazovaly opét 3 ze 4 vzorki méné nez 10% piavodniho aspartamu. Za pouhé 4 tydny

doslo k rozkladu 10% aspartamu ve vétsiné vzorkt.[10, 30]

Tato studie umoznila rozvoj riznych sloucenin v prubéhu casu. Slouceniny, které
odpovidaji diketopiperazinu a aspartylfenylalaninu, jsou hlavnimi rozkladnymi produkty
vznikajicimi po del§i dob¢é skladovani. L-fenylalanin metylester byl minoritni produkt,

zatimco vyznamny narist mél fenylalanin (viz Obrazek 3).[10, 30]

wm  CA m CA
3
2
4
B
LJIM-‘I"I
_‘_L
M5 % 9z 1518 T35 % 5z 5 18

Obrazek 7 Srovnani HPLC-UV chromatogramii v dietni limetko-citronové
limonadé po 6 mésicich (a) a po 36 mésicich (b) pti 22+1°C. Piky: APM -
aspartam, B - benzoan sodny, CA - kyselina citronova (L — asparagova kyselina),
1 - fenylalanin metylester, 2=DKP, 3 - aspartylfenylalanin, 4 — fenylalanin [10]

Obsah a stabilita aspartamu se staly také predmétem dalSich studii, kdy byla za
prostiedi brana Cista voda, popiipadé jeji surové sloZeni, které se lisilo dle zdroje, ze
kterého voda pochézela. ZkouSené vzorky se podrobily Gpravé pH na hodnoty kolem 4 a 8
pH a také doslo ke dvéma upravam teplot a to na 4 a 20 °C. Jednotlivé fady byly upraveny
na pH 4 a 8 a skladovany pfi teploté 4°C a 20°C v prubéhu celého méfeni, jako simulace
rek¢éniho prostiedi aspartamu. Pfi tomto vyzkumu byla pozorovana nestabilita aspartamu
ve vod¢ a jeho degradace na jednotlivé produkty. Jelikoz se aspartam fadi mezi dipeptidy,
sklada se tudiz ze dvou aminokyselin, metylesteru fenylalaninu a kyseliny aspartové

spojenych amidovou vazbou.[11, 31, 38-40]
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Obrazek 8 Zavislost naboje aspartamu na pH a jeho izoelektricky bod [11]

Izoelektricky bod ma aspartam v pH 5,2. Nejvétsi rozpustnosti dosahuje aspartam
vV bod¢ jeho minimdlniho izoelektrického bodu. Pfi niz§ich hodnotach pH nese molekula
aspartamu kladny naboj a pii vysSich hodnotach pH nese negativni naboj. Za normalnich
teplot (teplota mistnosti 22°C) a pH 3,4-5 ma aspartam nejlepsi stabilitu. P¥i hodnotach
pod 3,4 pH je dipeptid hydrolyzovan na jeho odpovidajici aminokyseliny, pii hodnotach
pH vyssich nez 5 dochazi K intramolekularni cyklizaci a k tvorbé diketopiperazinu (viz

Obrazek 9).[11, 31, 32, 38-40]

-
zT

Obrazek 9 Procesy intermolekularni cyklizace v aspartamu ve vod¢ pii pH > 5.

1 — aspartam, 2 — diketopiperazin [11]

Pfi Gvaze stability aspartamu je tieba brat v potaz ptivod surové vody, kdy pH
surovych vod je mezi 7,7 a 8,5 u jezernich zdroji, 7 a 9 pro fi¢ni zdroje a 6,5 u zdroju

Z podzemnich vod. Pii takovychto hodnotach pH je rozklad aspartamu sméfovan na drahu
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cyklizace a tvorbu diketopiperazinu. Pti testu stability aspartamu byly vzorky o pH 4,4 a
7,9 ulozeny pfi teploté mistnosti a pti 4°C po dobu 8 dni a pribézné méteny. Z vysledkl
plyne, ze aspartam se rychle rozkladal pii teplot¢ mistnosti v piipadé vyssiho pH , pfi
teploté 4°C nastava rozklad také, ale mnohem pomaleji. Soucasn¢ také dochazi k tvorbe
diketopiperazinu, kterd je témét konstantni s ibytkem aspartamu. Pokud se ovSem pH
pfizpusobi optimalné pro aspartam, pak témét zadna degradace neprobiha, bez ohledu na

to, o jakou teplotu se jedna.[11, 31, 32, 33, 38-40]
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Obrazek 10 Vzorky vody obsahujici aspartam s ptivodni hodnotou 7,9 pH a upravenou
hodnotou pH na 4,3 pfi teploté mistnost a pii 4°C a postupny vznik diketopiperazinu.
Pokojova teplota - 1, 3,5,7,4°C-2,4,6,8. ASP 1-4 DKP 5-8, pH7,9-1, 2,5, 6, pH 4,3
—-3,4,7,8[11]

V dalsich studiich bylo pozorovani zamétfeno na stabilitu pevného aspartamu, ktera
je daleko vys$s$i nez po jeho rozpusténi. Uvadi se, ze byl zjiStén pouze 5% pfiriistek
diketopirazinu po zahiati na 105°C po dobu 70 hodin. AvSak v nékterych studiich byla
zjisténa citlivost aspartyl- a asparaginyl-glicinu na teplo, a to v suseném (pevném) stavu.
Dle dalsich studii se ukazuje, ze pevny aspartam neni pfili§ stabilni pii teplotach nad 90°C.
Pti dalSich upravach (lyofilizace) a vakuovém zahiati na 110°C po dobu 24 h pfi
neutralnim pH byl ve vzorku zaznamenan pomoci HV—elektroforézy (vysoko voltova
elektroforéza) produkt elektroforeticky neutrdlni a fluorescencné pozitivni, coz odpovida

nezahfatému aspartamu, a potvrdily se tedy vysledky starSich studii o stabilité¢ pevného
aspartamu.[13, 34, 35]
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Aspartam se stal také predmétem studii jeho stability v ovocnych napojich, kdy
bylo zjisténo, ze jeho stabilita se 1isi dle jednotlivych zavislych jako teplota, ¢as a pH, kdy
molekula aspartamu v kyselé oblasti pH pomalu hydrolyzuje za vzniku
aspartylfenylalaninu a metanolu. Dal$i moznou cestou je pH 5 a vic, kdy dochazi k tvorbé
diketopiperazinu a metanolu. Tyto produkty mohou byt déle hydrolyzovany az na své
jednotlivé aminokyseliny, kyselinu asparagovou a fenylalanin. Na stabilitu aspartamu
V napojich mohou mit v8ak vliv také latky obsazené v téchto napojich, at’ uz se jedna o vliv
negativni ¢i pozitivni, které zaroven ovliviiuji vnimani sladké chuti ¢i jeji zménu v prabéhu
Casu. Aspartam je postupné degradovan na diketopiperazin pti skladovani za teplot 30-
80°C v kapalnych vzorcich. Pii zvySenych teplotach byla také prokazéana jeho reaktivita
s cukry ptes Maillardovy reakce. Dobré stabilita byla zjisténa pii skladovéani za pokojové
teploty a pH 3-4 a maximalni stabilita pii pH 4,2. Hydrolyticky rozklad aspartamu nastal
pii pH 3,4 a diketopirazin vznikal pfi pH nad 5. V obou pfipadech dochdzi ke ztraté
sladivosti. Pii obsahu pufri je rozklad aspartamu jeSté rychlejsi. Zaroven bylo
zaznamenano u dehydratovanych vyrobkil (instantni napoje), Ze mira degradace aspartamu
je spojena se zvySujici se vodni aktivitou. Jako hlavni faktor ovliviujici stabilitu byla
zjiSténa teplota, pH a reaktivni latky ovSem také stabilitu vyrazné ovliviiuji. Aspartam se
proto nedoporucuje pouzivat v tekutych produktech s pH vysSim nez 7. UHT, vysoké
kratkodobé zahfevy jsou Setrné a nedochazi k tak vyraznym ztratam (1-3%). Stabilita
aspartamu tedy v dusledku ovliviiuje dobu skladovatelnosti na ukor potencidlni ztraty
sladivosti, a proto je dulezita spravna volba matrice vyrobku, do kterého je aspartam
aplikovan.[18, 36, 37]

1.2 Acesulfam draselny

Obrazek 11 Acesulfam draselny
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Jedna se o nahradni sladidlo, které je oznacovano kédem E950. Chemicky se jedna o
draselnou stl6-metyl-1,2,3-oxothiazin-4 (3 H)-on 2,2-dioxidu. Jeho sladivost je uvadéna
piiblizn¢ 200x vétsi nez sachardéza a nemd zadné kalorie. Sladidlo ma mirné nahotklou
prichut. Doporuceny denni pfijem by nemél piesdhnout 15 mg/kg télesné hmotnosti. Jedna
se o bilou krystalickou latku. Patfi mezi heterocyklické slouceniny a v potravinaistvi se

vyuziva jeho draselna sul.

1.2.1 Historie

Acesulfam-K byl objeven podobn¢ jako dfive zminény aspartam, a to v roce 1967
chemikem Karlem Claussem. Vsiml si sladké chuti po oliznuti prst pii laboratorni praci.
V roce 1978 po studiu této latky Sveétovou zdravotnickou organizacim byl pfifazen obecny
nazev acesulfam. Acesulfam byl schvélen k uziti v USA roku 1988 pro specifické pouziti a
i jako stolni sladidlo. V roce 1998 ho FDA schvalila pro pouziti v napojich, kde ¢aste¢né
zanika jeho trpka pachut. V roce 2003 byl schvélen pro vSeobecné uziti v potravinach

vyjimaje maso a dribez (FDA 2006). [5, 6]

1.2.2 Pouziti

,Pouziti v potravinach jako je pecivo, napoje (mlécné napoje, instantni caj,
instantni kava, suché zaklady pro smési, napoje na ovocné bazi), nealkoholické napoje
(kolové napoje, citrusové ochucené napoje), cukerné konzervy a cukrovinky (dia vyrobky,
polevy, naplné, sirupy), alkoholické napoje (pivo), ocet, nalevy a omacky (pomazanky,
salatové dresinky, okurky, zalivky), mlééné vyrobky (jogurt a vyrobky jogurtového typu,
dehydrované zéklady pro pudinky, dezerty a mlé¢né analogy, mrazené krémy bez cukru),
vyrobky z ovoce, zeleniny a ofechii (ovocné napoje, ovocné vyrobky, ovocné jogurty, dia
dzemy a marmelady, nizkokalorické zachovky), dalsi (stni kosmetika, 1é¢iva, Zvykacky,
kapalny koncentrat, mrazené a chlazené dezerty).” V potravinach se poziva, jako nahradni
sladidlo kdy je hodnoceno 200x siln€ji neZ sacharéza a zdrovenl slouzi castecné jako
modifikator aroma. Acesulfam-K je snadno rozpustny ve vodé, DMF a DMSO, neni
hygroskopicky. Je také rozpustny v alkoholu. Ma vybornou stabilitu pi pH 3 a vyS§im, a to
1 pfi pasteraci, sterilaci a 1 pii peceni nad 200°C. V pevné formé¢ je stabilni po dobu 5 let.
Sterilovany roztok nepodléha hydrolyze po dobu jednoho mésice. Davkovani v mnozstvi
400-700 mg/l zaru¢uje prumérnou sladkost napoju. Chemicka a senzoricka kompatibilita
s cukry je neomezena, nejlepSich vlastnosti se dosahuje v kyselych vyrobcich, ale sladkost

byva mirné sniZzena u horkych néapoji. Byva pouzit pro doplnéni cukrii v mrazenych
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krémech bez ovlivnéni jejich teploty tani a naslehové schopnosti. Mlize byt pouzit pro
maskovani vyraznéjSich pachuti jinych produkti. Pouzivd se jak samostatné tak ve
smésich, napiiklad pfi smichéni sthaumatinem se dosahuje podobnych senzorickych
vlastnosti jako u aspartamu. V kombinaci s ostatnimi ndhradnimi sladidly je vyhodné
uzivat pomér 1:1, kdy pak sladkost dosahuje dobrych chutovych vjemt zejména pii

kombinaci s cyklamatem nebo aspartamem. Legislativni limity viz Ptiloha P 1.[2]

1.2.3 Vlastnosti

Jednd se o bilou krystalickou latku. PouZiva se ve formé& draselné soli. PraSek
nevykazuje zadny zapach. Velmi mirna trpkd/svirava chut’ je patrnd az pifi vysokych
koncentracich. Rychly nastup jemné sladké chuti. Bod tani je v rozmezi 250-255°C. U
tohoto ndhradniho sladidla jsou stanoveny i maximalni obsahy tézkych kovi a arzenu.
Rozpustnost ve vodé pii 20°C pii 31% koncentraci je 360 g/1, pti 50°C 830 g/l a pii 100°C
1300 g/l. V etanolu o koncentraci 20% je rozpustnych 221 g/1 pii 23°C a v ¢istém etanolu
pii 20°C 1g/l. Pii rozpousténi nedochazi k zhnédnuti. Je malo rozpustny v organickych
rozpoustédlech, ale rozpustnost stoupd v jejich vodnych smésich. Chutovy profil
acesulfamu-K je povazovan za lepsi nez u sacharinu. Alkoholt, maltolu a ethylmaltolu
mize byt vyuzito pro maskovani pachuti. Acesulfam-K muize vyvolat alergické reakce

kvuli obsahu fenylalaninu.[2]

1.3 Sacharin

Obrazek 12 Sacharin

Je nahradni sladidlo oznacované kodem E954. Chemicky se jedna o 2,3-dihydroxy-
1,2-benzisothiazol-3-on-1,1-dioxid. Je pfiblizn¢ 500x slad$i nez sachardza, ale ma
nepiijemnou kovovou dochut’, obzvlasté pii vysSSich koncentracich. Denni maximalni

pfijem je 2,5 mg/kg télesné hmotnosti. Jeho zdravotni nezavadnost byla dlouho
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diskutovana kvili jeho moznym karcinogennim ucinkiim. Dnes je jiz vSak odebran ze

seznamu karcinogennich latek.[7]

1.3.1 Historie

Sacharin byl objeven roku 1879 na Univerzité Johna Hopkinse. Jedna se o nejstarsi
nahradni sladidlo. Primyslové se vyrdbi ztoluenu, ale poprvé byl vyroben
z kamenouhelného dehtu. Nahodou doslo k zpozorovani sladkého vjemu pii krystalizaci
jednotlivych frakci. 1884 byla vyroba sacharinu patentovana. K jeho rozsiteni dopomohl
celkovy svétovy nedostatek cukru. I dnes je stale velmi pouzivané nahradni sladidlo.
Problémy s jeho zdravotni nezavadnosti jsou pfedmétem mnoha publikovanych studii, dle
kterych byl pfedpoklad naristu karcinomii u jednogeneracnich pokusii a také ojedinélé
vyskyty dvougeneracnich karcinom@ pii pokusech na krysadch. V urcitém obdobi byl
sacharin zakazan (FDA 1977). Byl nechan ptfezkoumat a na zaklad¢ vysledku studii byl
opét povolen. Jeho pouzivani vSak bylo omezeno na uréité vyrobky, které musely byt
nalezit¢ oznaleny Stitkem, ze sacharin zplsoboval rakovinu na testovanych zviratech.
V roce 2001 bylo schvdleno, ze za normdlnich podminek nezplsobuje rakovinu u
»zdravych® lidi, a vystrazny Stitek byl oznacen. Dle vysledkli se vSak nedoporucuje
konzumace sacharinu u lidi trpicich onemocnénim mocového méchyte, ktery se pii testech

jevil jako rizikovy faktor.[7, 8]

1.3.2 Pouziti

,Pouziti v potravinach jako je pe¢ivo, ovoce, zelenina a ptibuzné vyrobky (ovocné
napoje, konzervy), napoje (kéva), nealkoholické népoje, cukr, cukerné zavaieniny a
cukrovinky (stolni sladidla, cukrovinky, zavateniny, ¢okoladové vyrobky), ocet, ndlevy a
omacky (salatové dresinky), ostatni (stni hygiena, zvykacky, zelatinové dezerty, kakao).
Je relativng stabilni a levny, pouziva se ve smésich s jinymi produkty, aby byla potlacena
jeho nepiijemna pachut’, pouzivaji se: glukono-d-lakton, glukonat sodny, glykoly, koten
hofce, maltol, pektin, pfichut citrénu, kyselina adipova, aldohexuronova kyselina a
kyselina citronova. Byl uzivan v poméru 3:1 (cyklamat:sacharin) do napoji az do zakazu
cyklamati v USA vroce 1969. Poté byly v této smési cyklamaty nahrazeny chloridem
vapenatym v kombinaci s hydrolyzovanym kukufi¢cnym Skrobem, lakt6ézou, sachardzou.
Diky jeho vysoké stabilité ho Ize uZit pfi smazeni, peCeni a 1 ve velmi kyselém prostredi.
V kombinaci s jinymi sladidly je pouzivan jako stolni sladidlo, v kombinaci se sorbitolem

nebo aspartamem je pouzitelny do zvykacek a do vyrobku pro ustni hygienu. Kdyz je
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pouzit sdm 0 sob¢ do napojl, neposkytuje takovou sladkou chut’ jako ve smésich s jinymi

sladidly. Legislativni limity viz Pfiloha P 1.[2]

1.3.3 Vlastnosti

Je to bily krystalicky prasek. Jedna se o kyselinu, kterd neni rozpustna ve vod¢, proto
se pouzivaji jeji soli, jako jsou sodna ¢i méné uz vapenata, ktera je vSak dulezita pro lidi
s dietou na sodik. Jeho sladka chut’ je detekovatelna i pfi nafedéni 1:100000. Sacharin je
nestaly pfi prudkém ohtevu, ale je stabilni vic¢i reakcim se slozkami potravin. Je
termostabilni v rozsahu pH 2-7, nedochazi k zadnym zménam ani pii pasobeni 150°C po
dobu 1 hodiny. Pi#i pH 3,3-8 nepodléhd reakcim neenzymatického hnédnuti.
V krystalickém stavu jej Ize skladovat po dobu né¢kolika let pii zachovani ptfimétenych
podminek. Je stabilni pii béznych operacich ve vyrobé napoji. Dokonalé stability dosahuje
V ndpojich z ovocnych §tav, kde je snadno rozpustny ve formé soli a je kompatibilni
S ostatnimi pfisadami ovocnych napoji. Z organizmu je vyluovan beze zmény. Nekteré
vyzkumy poukazuji na zvySeny vyskyt tumori mocového méchyite u krys krmenych
sacharin/cyklamatovou smeési. Pozdéji bylo potvrzeno, Ze toto bylo zplsobeno
sacharinovou slozkou smési. Uginek byl stanoven pfi velkych davkach, které konzumuji
diabetici, neodhalily se vSak zadna spojeni mezi sacharinem a nadory mo¢ovych méchyit
u lidi, ktefi toto sladidlo konzumovali. Podminéné vSak miize mit karcinogenni ucinky,
taktéZz mirnou akutni toxicitu pifi zdravotnich potizich zatézujici imunitu. Maze vyvolat
alergické reakce, nevolnost, zvraceni a prijem. Je povazovan za experimentalni teratogen
s u¢inky na reprodukci, v nékterych pifipadech miiZze zplisobovat mutace. Pti zédhfevu na
teplotu rozkladu mohou vznikat latky s moznymi toxikologickymi 0cinky jako:NOy a
SOx.[2, 9, 26]
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2 MOZNOSTI STANOVENI ASPARTAMU

Pro rychlé a jednoduché stanoveni aspartamu a rozdé€leni jeho degradacnich produkti
1ze velmi efektivné pouzit HPLC s riiznymi typy detekce, kdy se nejcastéji jevi a pouziva
jako spolehliva UV detekce ptfi 210 nm za izokratickych podminek a méné casto za
podminek gradientové eluce. U aspartamu byvaji touto analytickou metodou stanoveny
Ctyfi produkty jeho degradace, jelikoZ je aspartam relativné nestaly ve vodném prostiedi a
v zavislosti na teploté. Degradac¢ni produkty vznikaji cestou hydrolyzy a cyklizace
aspartamu, dle podminek prostfedi dochdzi k riznym rovnovahdm a koncentracim

vyslednych produktii.[10]
2.1 Analytické metody stanoveni pomoci HPLC

2.1.1 Analytické metody

Metod pro stanoveni nahradnich sladidel je Siroka $kala a jsou zalozeny na rtiznych
principech, vétSinou se vSak jednd o metody vyvinuté jen pro jednotlivd nahradni sladidla.
Vyvoj metod byl dan tedy slouceninami, které byly objeveny. Jak vyplyva z Obr. 3, jsou
tyto nejstar§i slouCeniny stanovitelné vSemi analytickymi metodami. Vzhledem
Kk pouzivani sladidel ve smésich je tfeba vyvinout takové metody, aby bylo mozné urcit
nahradni sladidla v rdmci jedné analyzy. Takovychto publikovanych metod pro stanoveni
smési nahradnich sladidel je vSak velmi malo. Z téchto metod je nej€astéji vyuZzivana
HPLC, diky Siroké skale separacnich kolon a zaroven velkému mnozstvi detektort je
HPLC skutecné univerzalni technika. Reverzni faze LC (RP-LC) je znamé vyzkouSena
technika, kterd je vhodna pro oddéleni ndhradnich sladidel. Kromé HPLC nalezly v této
oblasti uplatnéni také dalsi metody.[12]
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Obrazek 13 Pouziti analytickych metod pro stanoveni umélych sladidel. CE-
kapilarni elektroforéza, ET-elektroanalytické techniky, FIA-pomala injek&ni
analyza, HPLC-vysoce u¢inna kapalinova chromatografie, IC-iontova
chromatografie, GC-plynova chromatografie, TLC- tenkovrstva chromatografie,
ST-spektroskopické techniky [12]

Iontova chromatografie je vyhodna pouZitim bezpecnych a levnych roztoki soli
misto organickych rozpoustédel. Kapilarni elektroforéza je dalsi technika pouzitelna pro
simultdnni stanoveni nckolika sladidel. Pro urCeni jednoho ¢i dvou sladidel v daném
vzorku se pouzivaji rychlé, jednoduché, reprodukovatelné analytické metody sestaveni na
jeden ur€ity produkt. Tyto rychlé metody jsou publikovany pro acesulfam-K, sacharin,
cyklamat a aspartam. Vyuzivaji se konkrétni reakce a detek¢ni systémy, coz vede k Casové
nenaro¢nosti a mens$i pracnosti, ale zaroven srovnatelné s multi-spektralnimi metodami

V presnosti a citlivosti.[12 41-43]

Mezi dalsi postupy zalozené na izokratickém systému patii RP-LC, které jsou
vyuzitelné 1 S raznymi systémy detekce jako UV spektrometrie, amperometrie,
coulometrie, hmotnostni spektrometrie, spektroflourometrie, rozptyl svétla a
konduktometrie. Pro stanoveni aspartamu byly vypracovany RP-HPLC metody se
spektrofotometrickou detekei (205nm, 214nm a 215nm) a s mobilni fazi obsahujici
fosfatovy pufr a acetonitril anebo metanol. Vétsina z nich byla vyvinuta pro 25 mm
kolony, ale aspartam muze byt oddélen i 30 mm kolonami. Diky tomu je doba analyzy

zkracena pod 10 min, ale selektivita je hor§i nez u 250 mm kolony. Detekce byla
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provedena pomoci UV-—detktoru. Aspartam a jeho degrada¢ni produkty mohou byt
stanoveny spektrofluorometricky pomoci ptedkolonové derivatizace. Aspartylfenylalanin,
kyselina asparagova a fenylalanin reaguji s naftalen-2,3dikarboxylaldehydem v pfitomnosti
CN a vmirné zasaditém prostiedi vznikaly vysoce fluorescen¢ni 1kyano-2-

substituovanébenz[/isoindolderivaty. Se spektrofluorometrickou detekci je limit

detekovatelnosti v pikomolovych rozsazich. Hlavni nevyhodou téchto metod je vétSinou
nutnost zdlouhavé derivatizace. Pfirozend fluorescence aspartamu muiize byt pouzita pro
detekci v HPLC. Tato metoda nevyzaduje derivatizaci a pouziti spektrofluorometrickych
detektor. zvySuje presnost a citlivost. Aspartam lze také stanovit HPLC
s elektrochemickou detekci. Aspartam je obvykle elektrochemicky neutrdlni, pouzitim
kolonovych fotochemickych reaktori mizeme jednoznacné urcit aspartam pomoci
elektrochemické detekce. Spoleénd HPLC-UV neni vhodné pro stanoveni cyklamatt kvili
nedostatku chromofori v jeho molekule. Tento nedostatek 1ze odstranit nepiimou UV

fotometrii, parovou iontovou extrakci a piedkolonovou derivatizaci.[12, 22, 41-43]

Navzdory vysoké pouzitelnosti a prakti¢nosti HPLC u jednotlivych sladidel ¢i
jejich dvojic, neni vypracovdno mnoho metod pro stanoveni viceslozZkovych smési
sladidel. Separace a kvantifikace ze sedmi sladidel (aspartam, acesulfam-K, sukraldza,
alimat a dulcin) mize byt dosazeno pomoci kolony C18 pracujici v gradientu. K detekci
byla pouzita UV absorbance pfi 200 nm nebo 210 nm. Nejvice metod je aplikovano na
systtm HPLC-UV, ale také kombinace HPLC-MS je velmi efektivni, kdy pomoci této
metody Ize vedle sebe stanovit az 8 sladidel. Tato metoda nepotiebovala zadné specialni
separacni kroky, potraviny byly extrahovany smési metanolu a vody, po filtraci byly
injekéné naneseny do HPLC-MS systému. Kvantifikace cilovych sloucenin probéhla
pomoci selektivni ioniza¢ni techniky pro m/z 178, 397, 377, 293, 641, 312, 162 a 182, pro
cyklamat, sukraloézu, neotam, aspartam, steviosid, alimat, acesulfam-K a sacharin a jesté

warfarin jako vnitini standard (m/z = 307).[12, 22, 41-43]

Rozdélovani smési umélych sladidel je mozno provést pomoci systému HPLC
s TOF/MS analyzatorem. Diky tomuto analyzatoru doslo ke snadné detekci smési sladidel,
ktera obsahovala aspartam, sukralozu a sacharin, pomoci gradientové eluce ptes Cg kolonu.
Smés s aspartamem lze analyzovat pomoci elektrospreje, a to kladné i zaporné ionty. Pro
lepsi fragmentaci se vSak vyuzivaji vétSinou kladné ionty. Dochazi tak k ionizaci molekul
aspartamu a ve vysledku je analyza bohata na jeho stanovitelné fragmenty, které jsou jiz

detailn¢ zanalyzovany a jsou dobfe zndmy jejich molekuldrni vzorce. Tato metoda
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prokazuje vysokou citlivost a selektivitu, kterda umoziiuje jednoznacnou identifikaci

vvvvvv

Vysoce ucinna kapalinova chromatografie s detekci ELSD byla vyvinuta pro
stanoveni nahradnich sladidel ve smésich pro sycené a nesycené napoje a
v konzervovanych vyrobcich. Pomoci této metody lze stanovit az 9 nahradnich sladidel ve
smésich, kdy doposud bylo mozné stanovovat analyticky jen smési se 2 az 4 slozkami.
Taktéz byl problém s nékterymi slozkami smési, a tudiz byla ovlivnéna a stanovena
sladidla jako aspartam. V této metodé se pracuje za vysSich teplot (85°C) a detekce byla
provedena pod dusikem. K této praci byly také provedeny vyzkumy standardi
skladovanych pii -70°C a bylo prokézano, Ze aspartam pii t€chto podminkéach nepodléha
degradaci. OvSem po ovéfeni zkuSebnich matric bylo zjisténo, ze degraduje pii 4°C po 7

dnech a pii 20°C jiz po 3 dnech.[21]

2.1.2 Pripravy vzorkiu potravin

Kwvli variabilité zpisobené riznymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi potravin
musi byt vzorky fadné pfipraveny. Obecné Uprava vzorkd zahrnuje homogenizace,
extrakce, CiSténi a koncentracni metody. Jednodussi pro analyzu jsou vzorky kapalné
oproti vzorkim tuhym, které je nutno po pievedeni do kapalného stavu minimalné jednou
precistit. Specialni pfipravu musi podstoupit vzorky jidel kvili své specialni matrici,
nékteré slozky totiz spolu mohou reagovat. Resenim byva postupna extrakce do riznych
extrakénich cidel. SloZitost takovychto vzorkli mize zplisobovat mnoZstvi problému jako
zakal, vznik emulzi a nejproblematictéjSi je maskovani analytu a jeho signalu. Tyto
problémy obvykle vedou ke zvySeni detekce metody, feSenim obvykle byva dostatecné
vyc¢isténi vzorku, jako extrakce pies sloupec s vhodnou stacionarni fazi, dialyza, extrakce
vytéznost analytu a minimalizovat ruseni pomoci extrakce a Cisticich postupi. Optimalni
pifipravou lze snizit €as analyzy, odstranit chyby, zlepSit citlivost a identifikaci, zlepSit
stanoveni koncentrace analytu. Mezi metody, které nevyZaduji ptipravu vzorku ¢isténim a
extrakci, patfi zakladni spektrochemické metody elektrochemické a infracervena
spektroskopie s Fourierovou transformaci (FTIR), kdy nejvétsi vyhodou jsou rychlost a
eliminace fyzikalné-chemické manipulace se vzorkem. Nevyhodou téchto metod je
problematika kalibrace kvlli definicim matric vzorkli a u elektrochemickych metod

nestalost snimace a jeho nutna casta rekalibrace. Jednoduché vzorky jako stolni sladidla,
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napoje lze fedit nebo rozpustit v deionizované vod¢, vhodném pufru nebo ve smési
s etanolem ¢i metanolem. V piipadé sycenych napoji musi dojit k jejich odplynéni,
napiiklad ultrazvukem. K ¢ifeni lze vyuzit roztoky dle Carreze, ZnSO4/NaOH a jiné,
slouzici k odstranéni proteini, suspendovanych ¢astic ¢i mastnych latek. VSechny vzorky
jsou pted svou analyzou filtrovany, vétSinou je dostacujici jedna filtrace pies membranovy
filtr. U nékterych extraktii je nutné odstfedéni nebo prefiltrovani pies papirovy filtr. Tato
uprava vzorkli je obsazena téméi u vSech metodik a jednd se o levnou, rychlou a
jednoduchou metodu. Nékdy musi byt vyuzity Specializovanéjsi techniky ptipravy vzorki
jako napftiklad frakcionace na pevné fazi pii extrakci (SPE) na zdkladé rtznych afinit
sloucenin ¢i jejich skupin na stacionarni fazi (obdoba LC). Obvykle zahrnuje operace:
pfipravu patrony, nabrani vzorku, promyvani kazety a eluce analytu. Dale je alikvotni ¢ast
vzorku nanesena do stabilizované SPE. Typ SPE, rozpoustédla, pH a pritoky musi byt
pridany vhodné, aby se analyty udrzely ptfechodné v kazeté. Interferujici latky musi byt
zachovany uplné¢ anebo dokonale odstranény zkazety béhem nanaSeni vzorku ¢i
promyvani kazety. Analyty jsou v eluéni ¢asti eluovany a latky svysokou afinitou
k sorbentu zistanou v kazeté. Spojenim dialyzy a SPE ziskame techniku pro piipravu
vzorkd sukraldzy, aspartamu, neotamu a alitamu. Tyto metody jsou jednoduché,
reprodukovatelné a docela rychlé, levné a dilezita je jejich univerzalnost a kompatibilita
s technikami pouzivanymi pfi analyze potravin. Existuje mnoho dalSich postupt pfiprav
vzorkl, ale jsou jiz velmi specifické pro dany typ analytu, vzorku nebo poZzitého

stanoveni.[12, 22]

2.2 VIliv pH na degradaci aspartamu

Pufry jsou vyrovnavaci/tlumici rokoky pro podminky pH. Vyskytuji se v riznych
dietnich napojich. Nej€astéji pouzivané pufry pro aspartam jsou fosfatové a citratové

pufry.[14]

Pufry byly zkouseny pro pH 3 a 7 v koncentracich 0,01-1,00 mol/l, za teploty 25°C.
Opét se prokazuje, ze mira degradace pii pH 3 je mensi nez pii pH 7, pficemz rychlost
degradace byla zvySena u fosfatového pufru proti citratovému, a to hlavné u pH 7. Pti pH 3
byl rozdil v rychlosti degradace mezi jednotlivymi pufry jiz velmi maly. Zavislost na pH

z pozorované rychlostni konstanty je ukazatelem acido-bazicky katalizované reakce a je
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indikovana piitomnosti vodikovych a hydroxidovych iontd, pro acido-bazicky

katalizovanou degradaci
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Obrazek 14 Zaznam rozkladu aspartamu ovlivnény pufry dle druhu a koncentrace
pti pH 7 a 25°C [14]

aspartamu mize byt vyjadfena rychlostni konstantou Kgps, ktera je vyjadiena v obecné

roviné jako k.. =k, +k,[H 1+ky, [OH J+kg,[BHIk;[B"] kde ko je rychlostni

konstanta pro nekatalyzované, ky je rychlostni konstanta pro katalyzu zprostfedkovanou
vodikovymi ionty, kon je rychlostni konstanta katalyzy zprostfedkované hydroxidovymi
ionty, Kgn je rychlostni konstanta pufru v kyselé katalyze a kg je rychlostni konstanta pufru
v zasadité analyze; [H'], [OH], [BH] a [B] jsou koncentrace ionti vodikovych,
hydroxidovych, protonovanych pufri a neprotonovanych pufrti (Alberty 1987). Kazda
Z rychlostnich konstant mtze byt dale délena na specifické komponenty pro kazdou
degradacni drahu aspartamu v zéavislosti na pH. Napfiklad pfi pH niZ§im nez 5,2 ma ky
ctyii slozky predstavujici konverzi aspartamu na diketopiperazin, aspartylfenylalanin,
metylester fenylalaninu a [3-aspartam za soucasného uvoliiovani metanolu. Jak vyplyva
z méfeni (Tabulka 2), neni koncentrace pufrti zanedbatelny faktor, v obou pufrech se

zvySovanim koncentrace také rostla degradacni rychlostni konstanta, avSak jak je vidét
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z Tabulky 3, dosahovaly pfi stejnych koncentracich fosforecné pufry vyssich konstant, a

tudiz i vyssi degradacéni u€innosti na aspartam néz citratové pufry.[14]

Tabulka 3 Vliv koncentraci, typti a pH pufrti na rychlost degradace aspartamu pii 25°C

[14]
pH 7 pH 3
c fosfore¢nan (h™) citrat (h™) fosfore¢nan (dny™) citrat (dny™)
(mmol/l)

10 14,2403 5,4+0,2 nebyla stanovena | nebyla stanovena

20 25,5+0,6 9,0+0,3 5,0+0,7 4,6+0,7

50 55,543,0 12,3+0,9 6,5+0,7 5,5+0,6
100 116,7+£6,9 16,3+0,6 8,9+1,1 6,3+1,0
200 211,1£2,8 20,2+0,4 12,4+0,9 9,3+1,2
500 495+8,7 27,0+0,6 19,2+1,7 15,1+1,5
1000 730,9+£16,8 27,8+1,3 nebyla stanovena | nebyla stanovena

Pti pH 7 se rychlost degradace vyrazn¢ zvysi s koncentraci pufru oproti pH 3
v citratovém pufru, kdy byla degradace v zavislosti na koncentraci pufru mnohem méné
razantni. Pro ovéfeni rychlostnich konstant byla provedena méfeni ve ziedéné HCI a ve
zifedéném KOH.[14]
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Obrazek 15 Rychlostni konstanty degradace aspartamu v zavislosti na koncentraci

vodikovych iontl (vlevo) a hydroxylovych ionti (vpravo) pii 25°C [14]

Z méfeni vyplyva, Ze pufry zvySuji degradac¢ni U¢inek na aspartam, zaroven
ukazuje na rozdilnou stabilitu v rtiznych druzich pufri dle jejich schopnosti pfenosu
protont, kterd zplsobuje vlastni degradaci aspartamu, kdy dochazi k nukleofilnimu

atakovani karbonylu na volném aminu. V tom tkvi i reaktivita jednotlivych pufri kdy,
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V citratovém neni umoznénO zaroven darovat i pfijmout proton jako u fosfatového, coz

vede ke zpomaleni degradace aspartamu.[14]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Proved’te experimenty, ve kterych bude sledovan ubytek aspartamu v zavislosti na
teploté a pH prostiedi. Proved’te také casovou zavislosti vySe zminénych faktort. Vysledky

vyhodnotte a formulujte zavéry.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Popis experimentu

Pii experimentu A bylo sledovano, zdali dochazi k rozpadu aspartamu, a zaroven
byly identifikovany nékteré produkty rozkladajiciho se aspartamu: aspartylfenylalanin a
diketopiperazin, které tvotily nejvyznamnéjsi podil z degradaénich produktt. Byly méfeny
vzorky aspartamu podrobené piisobeni pH 7, 8 a 9 po dobu 4 hodin za laboratorni teploty
(25+1°C). Tyto vzorky byly ponechiany za laboratorni teploty volné stat a v danych
¢asovych intervalech byly nanaSeny na kolonu a pomoci UV detektoru byly analyzovany

jednotlivé slozky ve vzorku.

Pii experimentu B po aplikaci pfedchozich ziskanych vysledkii z experimentu A byly
meéfeny vzorky aspartamu podrobené pusobeni pH 2, 4, 6 a 8, aby byly zastoupeny
vSechny oblasti pH, méfeno bylo po dobu 12 hodin za laboratorni teploty (20+1°C). Déle
byla také analyzovana termolabilita aspartamu, a to i vjaké mife je ovliviiovana pH.
Teplotni zavislost byla sledovana u teplot 40, 50, 60, 70, 80, 90°C a u varu vody. Byl
sledovan trend rozpadu aspartamu jak Vv Case, tak po teplotnim oSetfeni a také byla
provedena identifikace degrada¢nich produkti fenylalaninu, aspartylfenylalaninu a
diketopiperazinu. Pfi této analyze bylo pracovano se zasobnim roztokem aspartamu o
koncentraci 3 mg/ml, ktery byl fedén na pracovni roztok aspartamu o koncentraci 0,3
mg/ml. Pro teplotni zéavislost byly pfipraveny roztoky aspartamu jest¢ 10x fedéné na
koncentraci 0,03mg/ml. Termické zavislosti byly sledovany pro zhodnoceni okamzitych
ucinkil teplotniho zahifevu na degradaci aspartamu. Zasobni roztok smési fenylalaninu,
aspartylfenylalaninu, diketopiperazinu a aspartamu byl pfipraven v koncentracich 0,05;
0,1; 0,2; 0,3; 0,4, 0,5 mg/ml a také jest¢ 10x fedén pro teplotni zavislost aspartamu na
koncentrace 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04, 0,05 mg/ml pro méteni kalibra¢ni kiivky, ktera

byla pouZita pro piepocet koncentraci a identifikaci jednotlivych produkti.

4.2 Experiment A

4.2.1 Chemikalie

Pro experiment A byly pozity tyto chemikalie:
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acetonitril CHROMASOLYV gradient grade pro HPLC, 99%, dodavatel Sigma
Aldrich

dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., dodavatel Penta

kyselina fosfore¢na p.a., dodavatel Vitrum

destilovana voda pfipravena reverzni osmozou Aqua Osmotic 02

hydroxid draselny p.a., dodavatel Vitrum, vyrobce Lachner

standard aspartam Nutrasweet (viz Ptiloha P2)

vzorek aspartam (N-(L-o-aspartyl)-L-fenylalanin-1-metylester), 98,2%, dodavatel
Fluka — BioChemika

standard diketopiperazin ((2S-cis)-5-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazinoctova
kyselina),97%, dodavatel Sigma Aldrich

standard aspartyl-fenylalaninu, 96%, dodavatel Sigma Aldrich

4.2.2 Pomicky a pristroje

Pro experiment A byla pouzita technika a vybaveni:

analytické vahy AND, typ GR-200

lednice Calex

ultrazvukova lazen UCC 4

kolona Kromasil 100 C18, 7 (1 m, 150 x4,6 mm, s piedkolonou SecurityGuard
sestava HPLC od firmy ECOM Praha s UV detektorem
izokratické cerpadlo LCP 4100

spektrofotometricky detektor LCD 2084

davkovaci ventil analyticky smyckovy ECOM typ D, objem 20 pl
injekéni stiikacka

filtra¢ni aparatura SUPELCO

membranovy filtr Nylon 66, 0,45 pm, pramér 47 mm

nylonovy filtr na sttikacku SUPELCO —nylon, 0,45 [1 m

pH metr KNICK , typ 766 Calimatic

standardni laboratorni sklo a pomticky
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4.3 Experiment B

43.1

4.3.2

Chemikalie

Pro analyzu B byly pozity tyto chemikalie:

acetonitril gradient grade pro HPLC, 99,9%, dodavatel Sigma Aldrich
dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., dodavatel Ing. Petr Lukes

kyselina fosforecna p.a., dodavatel Ing. Petr Lukes

destilovana voda pfipravena v Aquamax — ultra 370 series

aspartam Nutrasweet (fine granular)

standard aspartam (N-(L-o-aspartyl)-L-fenylalanin-1-metylester), 98,2%, dodavatel
Fluka — BioChemika

standard diketopiperazin ((2S-cis)-5-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazinoctova kyselina),
97%, dodavatel Sigma Aldrich

standard aspartylfenylalaninu, 96%, dodavatel Sigma Aldrich

standard L — fenylalanin > 99%, dodavatel Sigma Aldrich

dusik N5 99,99%, dodavatel LindeGas a.s.

NaOHO,1M

HCLO,1 M

Pomiicky a pristroje

Pro experiment B byla pouzita technika a vybaveni:

analytické vahy GR Series - 200

lednice Whirpool

ultrazvukova lazeni Kraintek 2

kolona Cogent HPLC Columns, C18 — 5 um, 120 A, 150 mm x 4,6 mm s ptedkolonou

SecurityGuard

sestava HPLC od firmy Shimadzu LC — 20AD s UV detektorem Shimadzu UV — VIS SPD
—20AV

davkovaci autosampler Shimadzu SIL — 20AC

injekéni stiikacka

nylonovy filtr na sttikacku nylon, 0,45 um
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pH metr Eutech instruments pH 510

standardni laboratorni sklo a pomucky

4.4 Popis pripravy a méreni

Separace byla provedena mobilni fazi (ACN+fosfatovy pufr) pii prutokové rychlosti
Iml/min za ustaleného tlaku. Po ustaleni chromatografickych podminek (stabilni zakladni
linie) bylo davkovano 2 x 10 pl (0,1 mg/ml) roztoku aspartamu a byly zaznamenany plo-
chy a retencni Casy piku. Stejné tak byly davkovany i zbyvajici standardy fenylalaninu,
diketopiperazinu, aspartylfenylalaninu a nakonec i jejich smés. Stejné bylo postupovano se
vzorky aspartamu, které mély upravené pH prostiedi. Tato zavislost degradace aspartamu

na pH byla sledovana po dobu 12 hodin a vyhodnocena.

4.4.1 Chromatografické podminky pro stanoveni a separaci produkti v zavislosti na

pH a teploté

4.4.1.1 Experiment A

Byla pouzita technika pro reverzni fazi s izokratickou eluci. Jako mobilni faze byla
pouzita smes acetonitril — pufr v poméru 23:77, pufracni roztok byl fosfore¢né povahy
(0,0125 mol.I"* roztok KH,PO,) a upraven na pH 3,5 (pomoci 0,05 mol.I*HsPO,). Jako
stacionarni faze byl pouzit 7um silikagelova baze v koloné¢ Kromasil 100 C18 HPLC (150
X 4,6 mm) s piedkolonou SecurityGuard. Teplota v prubéhu celé analyzy byla 25+1°C.
Doba analyzy byla nastavena na 6 minut pii pritoku mobilni faze 1 ml za minutu a méfena

pfi vinové délce 210 nm.

4.4.1.2 Priprava standardii a roztokii pro experiment A

Standard aspartamu (Nutrasweet) byl rozpustén v destilované vodé na ultrazvukové
lazni za laboratorni teploty o koncentraci 1 mg/ml do 100 ml odmérné banky a nésledné
fedén jako pracovni roztok na 0,1 mg/ml. Stejnym postupem byly pfipraveny také
standardy diketopiperazinu a aspartylfenylalaninu o koncentraci 0,2 mg/ml a pracovni
roztoky o koncentraci 0,02 mg/ml. Standardy byly pred nastfikem piefiltrovany pies
nylonovy filtr.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

Fosfatovy pufr byl pfipraven o koncentraci 0,0125 mol/l o pH 3,5. Navazka byla
spoCtena na m = 3,402 g a navazena na analytickych vahach (kvantitativné ptrevedena do
odmérné batiky o objemu 2 1 a doplnéna po rysku destilovanou vodou). Uprava pH byla

provedena roztokem kyseliny fosfore¢né (2 mol/l) na pH 3,5.

Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a 0,0125 mol/l fosfatovym pufrem o pH 3,5
(23:77). Byla pftefiltrovana na filtracni aparature SUPELCO a odplynéna v ultrazvukové
lazni.

Standard aspartamu byl podroben analyze pti pH 7, 8 a 9 za normalni laboratorni
teploty (25°C) s intervaly méteni v fadu 30 min po dobu 4 hodin. Prostiedi pH ve vzorcich
bylo upraveno pomoci 2 mol/l KOH. Standardy byly piefiltrovany pfes membranovy filtr
pomoci stiikacky a injekéné aplikovany na kolonu pomoci vicecestného ventilu s 20 pl
smyckou. Detektor byl nastaven na 210 nm s pratokem Iml/min za stalého tlaku. Vzorek

byl vzdy ddvkovén dvakrat za sebou.

4.4.1.3 Experiment B

Byla pouzita technika pro reverzni fazi s izokratickou eluci. Jako mobilni faze byla
pouzita smé&s acetonitril — pufr v poméru 15:85, pufracni roztok byl fosforecné povahy
(0,0125 mol.I? roztok KH2PO,) a upraven na pH 3,5 (pomoci 0,1 mol.l'1H3P04). Jako
stacionarni faze byl pouzit 5pum oxid kiemicity v koloné¢ Cogent Columns C18 HPLC (150
X 4,6 mm) s piedkolonou. Teplota v autosampleru byla 20+1°C. Doba analyzy byla
nastavena na 12 minut pii pritoku mobilni faze 1 ml za minutu a méfena pfi vinové délce

210 nm.

4.4.1.4 Priprava standardii a roztokii pro experiment B

Standard aspartamu, diketopiperazinu, aspartylfenylalaninu a fenylalaninu byl
pfipraven rozpusténi v destilované vod¢ na ultrazvukové lazni, 0 koncentraci 1 mg/ml jako
zasobni roztoky, které byly déale fedény na pracovni koncentraci 0,1 mg/ml. Pfed méfenim

byly standardy pomoci injek¢ni stiikacky prefiltrovany pres nylonovy filtr (0,45 um).

Zasobni roztok aspartamu pro vlastni analyzu byl pfipraven o koncentraci 3 mg/ml
a dale fedén na pracovni koncentraci 0,3 a 0,03 mg/ml. Pfed méfenim byl pomoci injekéni

stiikacky prefiltrovan pies nylonovy filtr (0,45 pum).
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Fosfatovy pufr byl pfipraven o koncentraci 0,0125 mol/l o pH 3,5. Navazka byla
spoCtena na m = 1,7 g a navazena na analytickych vahach (kvantitativné ptevedena do
odmérné batiky o objemu 1 1 a doplnéna po rysku destilovanou vodou). Uprava pH byla

provedena roztokem kyseliny fosforecné (1:2) na pH 3,5.

Mobilni faze byly zkouSeny v pomérech 23:77, 20:80, 15:85, 5:95
(acetonitril:voda). Nejlepsiho dé€leni bylo dosazeno s mobilni fiazi o poméru 15:85 a
prutoku 1 ml/min. Mobilni faze byla odplynéna probulanim dusikem a na ultrazvukové

lazni (¢asy odplynéni se pfizpusobovaly pfipravovanému objemu).

Kalibra¢ni tfada standardd (ve smési) byla pfipravena navazenim jednotlivych
standardii s ptesnosti 0,0001 g. Poté byly vSechny navazky prevedeny do 10 ml odmérné
bariky, rozpustény na ultrazvukové 1dzni a odmérna banka doplnéna po rysku destilovanou
vodou. Byl ziskan roztok o koncentraci 1 mg/ml. Pfed méfenim byl pomoci injekéni
stiikacky prefiltrovan ptes nylonovy filtr (0,45 pm). Z tohoto zasobniho roztoku byly
pipetovany objemy 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1,0 ml do vialek a doplnény do 2 ml. Vzniklé
roztoky m¢ly koncentrace 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 a 0,50 mg/ml. Stejnym zplsobem
byla pripravena kalibrac¢ni fada s 10x niz$i koncentraci. Vialky byly popsany a uzavieny
teflonovym vi¢kem. Chromatografickd analyza probihala stejné¢ jako u stanoveni

standardii, viz vyse.

Pracovni roztoky aspartamu o koncentraci 0,3 mg/ml byly upraveny na pH 2, 4, 6, a
8 a byly analyzovany po dobu 12 hodin. Stejné byly upraveny i roztoky aspartamu o
koncentraci 0,03 mg/ml a byly podrobeny 10 minutovému tcinku teplot 40, 50, 60, 70, 80,

90°C a bodu varu vody a byl zméfen okamZity stav vzorku po tomto teplotnim zakroku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky pilotniho pokusu stanoveni aspartamu a jeho

degradacnich produkti v zavislosti na pH (experiment A)

V pilotnim pokusu (Experiment A) byly pozorovany zavislosti obsahu aspartamu
na pH i casu, zdali dochazi k ubytku aspartamu a zaroven vué¢i tomu k nardstu jeho
degradac¢nich produktt aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu (Obrazek 17-21). Z méteni
byla zaznamenana data, ktera byla graficky zpracovana. Ve vysledcich neni obsaZen

standard fenylalaninu.

Pii pH 7 nebyl pozorovan zjistitelny rozklad aspartamu, ale i tak doslo ke vzniku
degradac¢nich produkti. Jejich tvorba vSak nebyla nijak vyrazna s ptihlédnutim k obsahu
aspartamu a piedpokladu, Ze pfi neutralnim pH by mélo jiz dochéazet k vyraznéjsi tvorbée
diketopiperazinu. Zatimco pti pH 8 byl jiz rozklad aspartamu znatelny a tvorba
degradac¢nich produktt aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu teoreticky odpovidala
ubytku aspartamu. Pti pH 9 jiz byl zaznamenan intenzivni rozklad aspartamu a soucasny
nariist degradacnich produktl, v mensi mite to byl aspartylfenylalanin, av§ak vyznamnéjsi
byl nartst diketopiperazinu, ktery je favorizovan pro tvorbu v alkalickém pH diky

cyklizaci aspartamu.

Z pozdéjSich meéteni (po 7 a 14 dnech) bylo zjiSténo, Ze diketopiperazin stale
dominoval jako degrada¢ni produkt, ale koncentrace aspartylfenylalaninu zacala naristat
zfejmé diky zpomalujicimu se tempu tvorby diketopiperazinu, a jak bylo jiz dfive zjiSténo
Vv jinych studiich, dochazi k postupnému vyrovnavani obou degradac¢nich produkti a také k
pozvolnému rozpadu diketopiperazinu. Byl potvrzen ptredpoklad z dfive citovanych praci,
ze alkalické pH ma znacny destrukéni efekt na aspartam, a to jiz fddové v hodinach. Je
vSak nutno brat v potaz, ze jiz pii rozpusténi obsahuje aspartam stopy degradacnich

produktu diketopiperazinu, aspartylfenylalaninu a fenylalaninu (viz Obrazek 16).
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Obrazek 16 Aspartamu (Nutrasweet) o koncentraci 0,1 mg/ml. Kde dle retenénich
¢asu 1,67 aspartylfenylalanin, 2,35 diketopiperazin a 3,59 aspartam (1,31
ptedpoklad fenylalaninu)
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Obrazek 17 Zmeéna obsahu aspartamu za pH 7 pfi teploté 25°C ve vodném

prostiedi
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Obrazek 18 Vznik degradaénich produkti pti pH 7 a 25°C ve vodném prostiedi
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Obrazek 19 Zména obsahu aspartamu za pH 8 pfi teploté 25°C ve vodném prostiedi
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Obrazek 20 Vznik degradacnich produkti pti pH 8 a 25°C ve vodném prostiedi
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Obrazek 21 Zména obsahu aspartamu za pH 9 pfi teploté 25°C ve vodném prostiedi a

vznik jeho degradacnich produktt
5.2 Experiment B

5.2.1 Vysledky méreni z kalibra¢ni krivky

Byly proméfeny koncentrace aspartamu 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/ml. Kazda
koncentrace byla proméifena tiikrat, detekce byla provedena pii vinové délce 210 nm.

Kalibracni kiivka byla sestavena z plochy pikii A [mV.s] a pfislusnych koncentraci
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standardii [mg/ml]. Retencni Casy byly pro fenylalanin 2,49 min, pro aspartylfenylalanin

3,01 min, pro diketopiperazin 4,65 a pro aspartam 9,40 min. Byly sestrojeny kalibra¢ni

kiivky pro standardy fenylalaninu, aspartylfenylalaninu, diketopiperazinu a aspartamu,

které 1ze vidét na obrazku 22-25.

plocha piku [mV.s]

plocha piku [mV.s]
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6000000

4000000

2000000

14000000

12000000

10000000

8000000

6000000

4000000

2000000

y =17 985 766,5x + 2 302 830,6

R?=0,952
»
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
koncentrace (mg/ml)
Obrazek 22 Kalibra¢ni kiivka standardu fenylalaninu
y=22363 726,6x + 1 643 640,3
7 R?2=0,977
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentrace (mg/ml)

Obrazek 23 Kalibracni kiivka standardu aspartylfenylalaninu
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plocha piku [mV.s]

plocha piku [mV.s]
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6000000

4000000

2000000

y=22638935,3x+1718172,4

R?=0,977
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
koncentrace (mg/ml)
Obrazek 24 Kalibra¢ni ktivka standardu diketopiperazinu
y=19369 6,8x + 1425 123,6
R2=0,977
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

koncentrace (mg/ml)

Obrazek 25 Kalibra¢ni kiivka aspartamu
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5.2.2 Vysledky stanoveni miry degradace aspartamu na vnéjSich podminkach (Ex-

periment B)

5.2.2.1 Zavislost miry degradace aspartamu na pH a Case

Pii provedeni druhého experimentu (B) na sestavé HPLC od Shimadzu byla
naméfend data prepoctena pomoci kalibracnich kiivek (viz Obrazek 26 - 29). Dosazenim
do pftislusnych rovnic byl zjistén obsah jednotlivych standardd ve vzorcich. K identifikaci
degradacnich produktl byly pouzity retencni Casy standardi ve smési, pro simulaci
stejnych podminek. Vzorky byly podrobeny dvanactihodinovému pisobeni prostiedi s pH
2,4,6,8.

y = 0,00074x + 0,25070

@ aspartylfenylalanin
0,8 - partylreny R?=0,963

®

0,7 - diketopiperazin
0,6 -
0,5 -

g/ml]

—H 04 - ® y = 0,00010x + 0,47790
0,3 - * R2=0,48752

0,2 -
0,1 -
0 T T T T T T T !

0 100 200 300 400 500 600 700 800

c
*

¢as [min]

Obrazek 26 Zména koncentrace aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pii pH 2



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

c [=g/mll

1,8
16
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

4 @ aspartylfenylalanin y =0,00113x + 0,47013
. . . R2=0,707
- diketopiperazin
y =0,00032x + 0,11588
R?2=0,830
<
T <
0 100 200 300 400 500 600 700 800

¢as [min]

Obrézek 27 Zména koncentrace aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pfi pH 4

i y =0,00760x + 1,44755

i R*=0,990

i y =0,00133x + 0,24109

i R?=0,973

0 100 200 300 400 500 600 700 800

¢as [min]

Obrazek 28 Zména koncentrace aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pii pH 6
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0,20 -
0,18 - y =-0,00006x + 0,17985
0,16 - R?2=0,954
0,14 -

%‘ 0,12 1 @ aspartylfenylalanin

Eo 0,10 - diketopiperazin

S 0,08 - A aspartam y = 0,00006x + 0,01305
0,06 - R?=0,996
0,04 1 w,oozgs
0,02 - R?=0,992
000 | St %

0 100 200 300 _ 400 500 600 700 800
¢as [min]

Obrazek 29 Zména koncentrace aspartylfenylalaninu, diketopiperazinu a

aspartamu pii pH 8

Jak je zfejmé z namétfenych dat, je aspartam v kapalném prostiedi relativné
nestabilni a dle vngjSich podminek dochazi k jeho rozkladu. Pro simulaci vnéjSich

podminek jsme nejdiive vyuzily zmény hodnot pH a to 2,4, 6 a 8.

Fenylalanin byl ve vzorcich obsaZen ve velmi malém mnoZstvi pod hranici detekce,
a proto jiz s nim dale neni pocitano, avSak je tieba na né&j brat ztetel jako na jeden z

degradac¢nich produkti.

Pii pH 2 nedochazelo ke znatelnému ubytku aspartamu, protoZe byl v takovych
mnozstvich, které nebylo ani citlivou metodou mozno v dané koncentraci detekovat, ale i
presto dochdzelo k detekovatelnému nartGstu degradacnich produktd. Pii pH 2 bylo
prokazano, ze kyselé pH je faktor rychlejsi tvorby aspartylfenylalaninu nez
diketopiperazinu, ktery mél po celou dobu méfeni minimalni tvorbu, ¢imz byly potvrzeny
predeslé studie [14,19] o vlivech pH na tvorbu jednotlivych degrada¢nich produktt

aspartamu, v nichz jsou jasn¢ popsany cesty, kterymi se aspartam rozklada.

Pro pH 4 byl dan ptedpoklad dobré¢ stability a jen pomalé degradace aspartamu a
tim 1 ztraty jeho sladivosti. Tento pfedpoklad se potvrdil. I po vice neZ 12 hodinach nebyl
zaznamenan detekovatelny rozklad aspartamu a jen malé nartsty jeho degradacnich
produktd a diky, pro aspartam neutralni, pH 4 byly narusty obou produkti rozkladu velmi

vvvvvv

by dochazet k jeho degradaci. Avsak tieba brat v potaz, Zze i sam vyrobce deklaruje v
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privodnim listu rozklad aspartamu po rozpusténi ve vodé v rozmezi cca 2,8 — 4,5%.
Zaroven tak je tfeba brat na zietel, Ze po rozpusténi lze detekovat koncentrace cca do 1,5%

u diketopiperazinu a do 0,5% u aspartylfenylalaninu (viz Ptiloha P1).

U pH 6 je jiz nartst degradacnich produktt diketopiperazinu a aspartylfenylalaninu
snadno detekovatelny a ubytek aspartamu lze pozorovat jiz po prvnim méfeni, avSak
v prubéhu méteni uz nedochazelo k detekovatelnému ubytku aspartamu, zatimco
koncentrace diketopiperazinu se navysila cca o 5 ug /ml z ptivodni koncentrace 1,79 pg/ml
az na 6,95 pg/ml a aspartylfenylalanin jen cca 0,90 ug/ml z 0,35 pg/ml na 1,27 ug/mil.
Timto byl také potvrzen druhy piedpoklad mozné cesty rozkladu aspartamu, kdy je v
oblasti neutrdlniho az alkalick¢ého pH vice nestabilni nez v jeho kyselé oblasti a jeho

degradace je smétfovana ke tvorbé diketopiperazinu.

Pti pisobeni pH 8 je vsak jiz rozklad aspartamu intenzivni a tomu i odpovida
tvorba degradacnich produkt. Opét se potvrdil predpoklad rychlejsi tvorby
diketopiperazinu nezli aspartylfenylalaninu. Pfi tomto pH jiz dochazi ke vzniku
degradac¢nich produktti az v fadech nekolika desitek, pro diketopiperazin to je cca 41 pg/ml
a pro aspartylfenylalanin je to 7,5 ug/ml. Mira rozkladu aspartamu je téméf soubézna se
vznikem diketopiperazinu a diky tomu i S odpovidajicim mnozstvim metanolu. Toto pH jiz
lze povazovat pro aspartam za zna¢n¢ alkalické a velmi nevhodné pro jeho dlouhodobé;si

skladovani.

Pfi testovani teplotni zavislosti byl aspartam vystaven plsobeni teplot 40, 50, 60, 70, 80,
90, a varu (voda) po dobu 10 minut pii pH 2, 4, 6 a 8.

5.2.3 Teplotni zavislost degradace aspartamu p¥i rizném pH

Piti pH 2 byly zaznamenany koncentrace standardi aspartylfenylalaninu a
diketopiperazinu v tadech setin mikrogramt, coz naznauje, ze v celém zkouSeném
teplotnim rozsahu byl aspartam pfi tomto pH relativné stabilni a dochazelo jen k velmi
malym koncentraénim naristim, o ¢emz vypovidaji i koncentrace aspartamu, které zlistaly

témer beze zmény.
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0,70 -
y = 0,0010x + 0,4790
0,60 - R2=0,183 *
LIRS S S

0,50 A
%‘ 040 - y= 0,0023x + 0,3208
> R2=0,676
0,30 -
()

0,20 - @ aspartylfenylalanin

diketopiperazin
0,10 A
0,00 T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100

teplota [°C]

Obrazek 30 Zavislost vzniku aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pti pH 2 na teploté po

10 minutich

Pii pusobeni pH 4, které se jevilo jako vyhovujici pro stabilitu aspartamu bylo
zjisténo, ze ma také jist¢ degradacni ucinky, které byly potvrzeny jiz méfenim casové
zavislosti na pH. Opét se potvrdily, avSak pfi zavedeni teplotni zavislosti lze pozorovat, jak
aspartam snadno degraduje za zvySujici se teploty, postupné¢ nartistaly oba degradaéni

produkty. Pii tomto pH v§ak nema ani jeden pievahu, a tak je jejich narist podobny.
1,20 -

1,00 - y = 0,0065x + 0,3181
R?=0,950

y =0,0097x + 0,0491
R*=0,980

@ aspartylfenylalanin

0,20 ~ diketopiperazin

0'00 T T T T T T T 1
30 40 50 60 80 90 100 110

teplo7t% [°C]

Obrazek 31 Zavislost vzniku aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pii pH 4 na teploté po

10 minutach
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Pti ptisobeni pH 6 jiz byl zaznamenan jak ubytek aspartamu, tak soucasny narist
diketopiperazinu a aspartylfenylalaninu. Pfi tomto pH jiz nedoslo k tak vyraznému nartstu
aspartylfenylalaninu jako u diketopiperazinu. Pfedpokladame, ze teplotni nartst podpofil

tvorbu diketopiperazinu, kterd je dominantni drahou rozkladu pti pH vysSim nez 5.

7,00 -

6,00 - y =0,085x - 2,93
@ aspartylfenylalanin R2=0,757

5,00 - . . .
diketopiperazin

y=0,011x-0,110
R2=0,592

30 40 50 60 70 80 90 100 110

teplota [°C]

Obrazek 32 Zavislost vzniku aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pti pH 6 na teploté po
10 minutach

Pii pH 8 jiz byl zaznamenan vyrazny Ubytek aspartamu, ktery se projevil hlavné

nartstem diketopiperazinu, ktery je dominantnim produktem pro alkalickou oblast pH. V

koncentraci aspartylfenylalaninu nedochazelo k vyrazn&j$im naristim. Toto pH,

podpoteno jesté zahiivanim, prokazalo, jak snadno podléha aspartam za téchto podminek

degradaci. AvSak tyto podminky jsou jiZ pro toto sladidlo brany jako extrémni.

14,00 -
12,00 1 y =0,135x - 2,036
10,00 - R?=0,817
—_ @ aspartylfenylalanin
T 8,00 -
% diketopiperazin
M 4
5 000 y = 0,006 + 2,408
400 A R2 = 0,159
- - e —%
2,00 - -
0,00 T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100

teplota [°C]

Obrazek 33 Zavislost vzniku aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu pii pH 8 na teploté po

10 minutach
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Obrazek 34 Zavislost koncentrace aspartamu pii pH 2, 4, 6 a 8 na teploté po 10 minutach

Tabulka 4 Regresni kiivky zavislosti koncentrace aspartamu pii pH 2, 4, 6 a 8 na teploté po

10 minutach

y =-0,0000013x + 0,02887
pH 2
R?2=0,0113
y =0,0000032x + 0,02870
pH 4
R?2=0,108
y =-0,0000576x + 0,03135
pH 6
R2=0,546
y =-0,0000408x + 0,02734
pH 8
R?2=0,446

Na zakladé ¢lanku od autorti Pattanaargson, Chuapradit, Srisukphonraruk [19] a
¢lanku od autort Bell a Wetzel [14] lze usuzovat, ze L-aspartyl-L-fenylalanin metylester
(aspartam) vykazuje urcitou nestabilitu ve vodnych systémech. Jeho degradace zavisi na
pH, koncentraci pufru a teploté. Byly identifikovany rozkladné produkty asparagova

kyselina, aspartylfenylalanin, fenylalanin metylester, fenylalanin, diketopiperazin a
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izomerni produkt B-aspartam. Bylo potvrzeno, ze aspartam degraduje po rtiznych drahach
Vv zévislostech na vnéjsich podminkach. V kyselém prostiedi vznikaji degrada¢ni produkty
fenylalanin a aspartova kyselina, zatimco pii pH 7 az 10 je tvofen diketopiperazin za

soucasného uvolnéni metanolu.

Aspartam byl podroben piisobeni vybrané¢ho pH 2, 4, 6 a 8. Analyza byla provedena
za 20+1°C. Z analyzovanych dat je ziejmé, jak aspartam podléha degradaci. Byly
stanoveny tii produkty za sebou dle retencnich ¢asii fenylalanin, aspartylfenylalanin a
diketopiperazin. Tyto retencni Casy byly pfi pouziti stejné mobilni faze vzdy stejné.
Vzhledem k tomu, Ze fenylalanin byl jako produkt obsaZen jen ve velmi malém mnozZstvi a
jeho detekce nebyla prokézana jako kvantitativni, ale pouze jako kvalitativni, nebylo s nim
ve vysledcich pocitano. V kyselém prostiedi vznikal hlavné dipeptid aspartylfenylalanin,
coz bylo zpusobeno dle autori Bell a Wetzel [14] pomalou tvorbou diketopiperazinu za
jeho soucasného rozkladu a vzniku aspartylfenylalaninu a i1 jeho samotné tvorby
z aspartamu. Tim lze vysvétlit narist dipeptidu aspartylfenylalaninu pfi pH 2 a zaroveii i

to, ze diketopiperazin vznikal, ale jen v minimalnich mnozstvich.

Toto tvrzeni, které se podaftilo v této praci také potvrdit a aplikovat, dle autor Bell
a Wetzel [14] se tyka také oblasti pH 4, i kdyZ je tato oblast pH dle autort Pattanaargson,
Srisukphonraruk [19] relativné stabilni pro aspartam, dochazi k ibytku aspartamu avsak
tento pokles nebylo mozno ani nasi citlivou metodou zaznamenat. OvSem tvorba
degradacnich produktl aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu, jejichZ odezva je silnéjsi
nezli odezva aspartamu, byla zaznamenana a podafilo se zjistit, Ze tyto produkty vznikaji
avSak, Vnerovnomérném rozloZeni Jiz pfi tomto nizkém pH za¢ind mit dominanci
diketopiperazin nad aspartylfenylalaninem, avsak je to zptisobeno pouze tim, ze analyza
byla métena jen v nékolikahodinovém intervalu (12 hodin), kdy je tvorba diketopiperazinu
nejvyrazngjsi. Dle studii [14, 19] dochazi k rozkladu diketopiperazinu v kyselém prostredi
a vznika tak aspartylfenylalanin a z ného nasledné fenylalanin metylester a nakonec
fenylalanin a kyselina aspartova. Toto je vSak znatelngj$i aZ po delSim casovém useku

nékolika dnu a vice.

V oblasti pH 6 je rovnovaha tvorby degradacnich produkti dle autorti Bella a
Wetzela [14] jiz posunuta ve prospéch diketopiperazinu a tvorba aspartylfenylalaninu jiz
neni tak vyrazna, protoze diketopiperazin nepodléha tak snadno v této oblasti pH rozkladu

jako v kyselém a sttedné kyselém pH, jak lze pozorovat ze ziskanych vysledki. AvSak ani
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toto pH jesté nebylo vyrazné¢ degrada¢ni k samotnému obsahu aspartamu, v nami
zkouseném cCasovém useku nebyly pozorovany vyraznéj$i méfitelné ubytky. Dle studie
Bella a spol. [14] dochazi k vyraznému zvySeni stability DKP vaci aspartylfenylalaninu,

coz se také timto méfenim potvrdilo.

Pro pH 8 jiz vSak ob¢ studie [14,19] uvadi vyraznou degradaci aspartamu a vznik
diketopiperazinu (s ohledem na ¢asovy prib¢h) jako dominantniho degrada¢niho produktu.
Ubytek aspartamu a souc¢asny nartst diketopiperazinu byly téméf shodné, jak 1ze pozorovat
1 ze ziskanych vysledkl analyzy. Piedpoklad pro dalsi rozklad uvadi jako dalsi dominantni
produkt asparagovou kyselinu, ktera by meéla vznikat z diketopiperazinu, ale opét v
¢asovém posunu n¢kolika dni. Dle studie [19] doslo k rozlozeni aspartamu jiz po cca 2
dnech. Z toho lIze usuzovat na nevhodnost tohoto pH pro aspartam. V potravinaistvi se
vSak toto pH jako prostfedi potravin nevyskytuje tak ¢asto jako pH 2, 4 a 6, a neni tedy
predpoklad, Zze by dochazelo k této rychlé degradaci aspartamu.

Pro teplotni zavislost byly zvoleny teploty 40, 50, 60, 70, 80, 90°C a pii bodu varu
vody. Pro teplotni zavislost vychazime dle studie od Bell a Wetzel [14] z ptedpokladu
zrychleni degradacnich dé&ju a posunuti rozkladi jesté vice ve prospéch diketopiperazinu se
vzrustajicim pH. Pro pH 2 a 4 nebyl teplotni zahtev tak destruktivni, na rozdil od pH 6 a 8,
pii kterych jiz dochazelo k méfitelnym ubytkiim, jez byly podpofeny naristajicim pH. To
odpovida i vysledkiim studie Bella a spol. [14], ktefi zjistili pfi kyselém pH minimalni
rozklad aspartamu a nartist aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu, zatimco pii pH vyS$§im
nez 6 jiz dochdzi k ubytku aspartamu a vyraznému narlGstu aspartylfenylalaninu a

diketopiperazinu.

5.3 Souhrnna diskuze

Provedenou analyzou roztoku aspartamu podrobené¢ho simulacim prosttedi pH a
teploty byla potvrzena jeho nestabilita ve vodném prostiedi. Jednotlivé vlivy mély razny
degradac¢ni Ucinek a také rizné drahy vznika téchto produktii. Tyto vysledky jsou dilezité
pro piipadné skladovani aspartamu ve vyrobcich s vodnym prostfedim. Jeho rozpadem
totiz vznikaji jak toxické, tak i1 netoxické produkty. Jako obecné rizikové degradacni

produkty aspartamu lze povaZovat diketopiperazin a metanol.

Z vysledku této analyzy a dle praci Bella a spol. a Pattanaargsona a spol.[19]

vyplyva, ze se aspartam pii podrobeni riznému pH rozklada riznymi zpusoby. Bylo
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zjisténo, ze jsou dva dominantni zpusoby jeho degradace. Prvni zplsob degradace
aspartamu je v kyselém prostiedi zhruba do pH 5. V této oblasti aspartam, ktery je ve své
podstaté metylovany dipeptid, podléha kyselé hydrolyze za vzniku degradacnich produkt
fenylalaninu, metylester fenylalaninu, kyseliny asparagové a aspartylfenylalaninu za
soucasného uvolnéni metanolu. Za podminek simulovanych touto praci byl dominantnim
produktem této drahy dipeptid aspartylfenylalanin. Koncentrace takto vznikajiciho
degrada¢niho produktu nebyla tak vyrazna a nedosahovala vysokych koncentraci. To je
dano dobrou stabilitou aspartamu v kyselém prostiedi, kdy je nejvyssi stability dosazeno
v rozmezi pH 3,5-4,5. Taky je tfeba brat v uvahu, Ze po rozpusténi aspartamu ve vodé byla
zaznamenana piitomnost této latky. Pfi simulaci podminek rizného pH se potvrdil
ptedpoklad dany teoretickou ¢asti této prace, ze k jeho tvorbé dochazi pouze v silné
kyselém prostiedi. Tato prace také ovéfila tepelnou stabilitu aspartamu, kterd se v kyselé
oblasti projevila jako vyssi oproti neutralnimu a alkalickému prostiedi. Zajimavym faktem
bylo, Ze V siln¢ kyselém prostiedi se projevila vétsi odolnost aspartamu vici degradaci
S nartistajici teplotou, ale pocatecni degradace dosahovala vysSich koncentraci produkti
aspartylfenylalaninu a diketopiperazinu nez u roztoku vzorku aspartamu, zatimco u mirné
kyselého pH byla pozorovana zavislost degradace aspartamu s nardstajici teplotou. Z toho
Ize vyvodit zavér, ze aspartam je s nartstajici teplotou vic nestabilni. V kyselé oblasti vSak
nedochazelo k méfitelnym ubytkim aspartamu, tudiz ani ke ztraté jeho sladivosti.
Koncentrace degradacnich produktii jiz byla detekovéana, avSak pfi aplikaci na zatéZ pro
lidsky organizmus jsou zcela zanedbatelné a doslo by k jejich odbourani dfive, nez by se
mohl né&jaky jejich zdravotni G€inek projevit. Tato oblast pH totiZ neni vhodna k tvorbé
nebezpecného produktu diketopiperazinu. Problematicky by mohl byt pouze rozklad
aspartylfenylalaninu na asparagovou kyselinu a fenylalanin, ale to jen u lidi trpicich
fenylketonurii, a 1 tak by musel byt aspartam konzumovan fadové v 1000 mg, coZ neni

diky jeho sladivosti pravdépodobné.

Druhou moZznou drahou degradace aspartamu dle vysledkl analyzy a dle Gainese a
spol. [4] je cyklizace na diketopiperazin. Tato degradac¢ni draha je typicka pro neutralni a
alkalické prostfedi. Dominantnim produktem této drahy je diketopiperazin. Jeho vznik je
podminén elektronovym parem aminoskupiny aspartamu, ktera je v alkalickém prostiedi
zodpovédna za cyklizaci, a vznikne tak diketopiperazin za sou¢asného uvolnéni metanolu.
U této drahy byla sledovéana zavislost intenzity pfirtstku diketopiperazinu na vzristajicim

pH. S posouvajicim se pH do alkalické oblasti stoupala také dominance a rychlost tvorby
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diketopiperazinu. V neutralni oblasti jiz mél diketopiperazin pfevahu nad vSemi
degrada¢nimi produkty, ale ubytek aspartamu jest¢ nebyl v nasem casovém tuseku
méfitelny. V alkalické oblasti v8ak jiz aspartam snadno podlehl degradaci a doslo k jeho
vyrazné ztraté, ktera byla témét umérnd narastu diketopiperazinu. V alkalickém pH
dochazi dle Pattanaargsona a spol.[ 19] jiz po dvou dnech k Gplné degradaci aspartamu, a
to i za chladirenskych teplot, a doslo by tak k Giplné ztraté sladivosti. Teplotni zavislost jiz
v oblasti neutrdlniho pH méla za nésledek vyraznéjsi tvorbu diketopiperazinu oproti
vzorku bez zahtevu. V alkalické oblasti doslo jiz po desetiminutovém zahievu pii bodu
varu K poklesu aspartamu o cca 10%. Aspartam tedy neni vhodny do vodného prostiedi,
které podléha vysokoteplotnim upravam, pokud je neutralni ¢i alkalické povahy.
Problematika diketopiperazinu vznikajiciho z aspartamu je zanedbatelna, protoze ADI
diketopiperazinu je u dospélého ¢loveéka 600 mg, avSak pti primérné konzumaci aspartamu
je mozna produkce diketopiperazinu z aspartamu jen asi 30 mg. Pokud by mélo dojit

Vv

mg [23], coz neni pii obvyklé konzumaci aspartamu mozné.

Jak bylo zminéno, vznika pti rozkladu aspartamu obéma drahami metanol. Tato latka
vSak nebyla stanovena, protoZe tato metodika neumozZnila ani jeji kvalitativni detekci. Lze
si v8ak snadno vypocitat vznikly obsah metanolu z ibytku aspartamu. Z toho lze také
usuzovat, Ze v kyselé oblasti pH je vznik metanolu jen velmi omezeny. Vyznam dostava
teprve Vv neutrdlni a nejvice v alkalické oblasti pH, kdy je pfedpoklad jen dvou
degradacnich produktl, a to pravé metanolu a vySe zminéného diketopiperazinu. Avsak

problematika metanolu je principialné podobnd jako u diketopiperazinu.
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ZAVER
Cilem teoretické casti bylo zformulovat charakteristiku aspartamu a jeho fyzikalné-

chemické vlastnosti a charakterizovat degradacni pochody s pfihlédnutim na mozné

potravinaiské faktory.

Ukolem praktické &asti bylo provedeni experimentii, ve kterych byl sledovan ubytek
aspartamu v zavislosti na pH, teploté prostfedi a Case, za soucasného vzniku degradacnich

produkti.

Ze ziskanych dat lze vyvodit, ze aspartam je nestabilni ve vodnych roztocich, a ze se
vzristajicim pH podléhd aspartam sndze degradaci. Narustajici teplota podporuje a
urychluje degradaci aspartamu a s naristajicim ¢asem lze sledovat linearitu ubytku
aspartamu. Relativni stabilitu ma aspartam v kyselém pH. Také se podatilo identifikovat

nékteré vyznamné degradacni produkty a podminky jejich vzniku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ADI  akceptovatelny denni piijem (mg/kg/den)

ASM  aspartam

ACN acetonitril

DKP  diketopiperazin
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PRILOHA P1: LEGISLATIVNI LIMITY NAHRADNICH SLADIDEL.

[44]

Seznam sladidel povolenych pFi vyrobé potravin a skupin potravin

a podminky jejich pouZiti

=
Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin NPM meg.l 1
resp. mg.kg
E 420 Sorbitol deserty*® na bazi vody se snizenou energetickou NM
(i) sorbitol hodnotou nebo bez pridaného cukru
(ii) sorbitol sirup | deserty na bazi mléka a mlé¢nych pripravki se
E 421 Mannitol snizenou energetickou hodnotou nebo bez NM
E953 | lIsomalt pridaneho cuktu - .
- eserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou
4965 Maltlto! energg;ickou hodnotou nebo beyz ptidaného cukru NM
(') ma”‘TOI . deserty na bazi vajec se snizenou energetickou
(i) n,lalt'tol SIUP | hodnotou nebo bez pridaného cukru NM
E 966 Laktitol d bazi obilovi ™ tick
E 067 Xylitol eserty na bazi obi ovin se snizenou energetickou NM
. hodnotou nebo bez piidaného cukru
E 968 Erytritol d - — — -
eserty na bazi tuku se snizenou energetickou NM
hodnotou nebo bez pfidaného cukru
obilné snidang a podobné vyrobky na bazi
obilovin se snizenou energetickou hodnotou nebo NM
bez piidaného cukru
mrazené krémy a zmrzliny se sniZzenou NM
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru
dzemy, rosoly, marmelady se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru NM
a kandované ovoce
ovocné pripravky se snizenym obsahem cukru
kromé t&ch, které jsou uréeny pro vyrobu NM
nealkoholickych napojii na bazi ovocné §tavy
cukrovinky bez ptidaného cukru NM
cukrovinky na bazi suSen¢ho ovoce
se snizenou energetickou hodnotou nebo NM
bez piidaného cukru
cukrovinky na bazi $krobu se snizenou NM
energetickou hodnotou nebo bez pridaného cukru
cukrovinky na bazi kakaa se snizenou NM
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru
pomazanky na bazi kakaa, mléka, suseného ovoce
nebo tuku se snizenou energetickou hodnotou NM
nebo bez ptidaného cukru
zvykacka bez ptidaného cukru NM
studené omacky NM
hoitice NM
jemné a trvanlivé pecivo, cukraiské vyrobky se
snizenou energetickou hodnotou nebo bez NM
piidaného cukru
doplnky stravy stanovené vyhlaskou ¢. 225/2008
, . . NM
Sb. v pevné formg
stolni sladidla NM
E 950 Acesulfam K ochucené nealko napoje se sniZenou energetickou
hodnotou nebo bez ptidaného cukru a napojové 350

koncentraty pro pfipravu téchto napoji (po
naiedéni podle navodu vyrobee)




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg

napoje na bazi mlé¢ka a mlécnych piipravki a
napoje na bazi ovocné §t'avy se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru 350
a napojové koncentraty pro ptipravu techto napoji
(po nafedéni podle navodu vyrobce)
nealkoholické pivo 350
deserty na bazi vody se sniZzenou energetickou 350
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
deserty na bazi mléka a mlé¢nych pripravki se
snizenou energetickou hodnotou nebo bez 350
pfidaného cukru
deserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou 350
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
deserty na bazi vajec se snizenym obsahem 350
energetické hodnoty nebo bez pfidaného cukru
deserty na bazi obilovin se sniZenou energetickou 350
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
deserty na bazi tuku se snizenou energetickou 350
hodnotou nebo bez piidaného cukru
ochucené snacky** na bazi Skrobu a ofechi 350
mrazené krémy a zmrzliny se snizenou 200
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
kompoty se snizenou energetickou hodnotou, 350
kompoty bez pfidaného cukru
ovocné a zeleninové piipravky se snizenou 350
energetickou hodnotou
dzemy, rosoly a marmelady se sniZzenou

. 1000
energetickou hodnotou
ovoce a zelenina v sladkokyselém nalevu 200
cukrovinky bez ptidaného cukru 500
cukrovinky na bazi kakaa, nebo suSeného ovoce se
snizenou energetickou hodnotou nebo bez 500
ptidaného cukru
cukrovinky na bazi $krobu se sniZzenou 1 000
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
pomazanky na bazi kakaa, mléka, suseného ovoce 1 000
nebo tuku se snizenou energetickou hodnotou
zvykatka bez ptidaného cukru 2 000
cider a perry 350
tmavé pivo typu ,oud bruin®, 350

pivo s obsahem alkoholu do 1,2 % (V/V),

pivo s titracni kyselosti vy83i nez 30 mekv.
NaOH.1"

pivo s koncentraci ptivodni mladiny niz§i nez 6 %
(m/m),

pivo ..Biere de table /Tafelbier /Table beer kromé
piva ..Obergariges Einfachbier”




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg
studené omacky 350
hoicice 350
sladkokysel¢ konzervy a polokonzervy a 200
marinady z ryb, kory$i a mékkysu
obilné¢ snidan¢ s obsahem vlakniny vy3§im nez 15
% a obsahujici nejméng 20 % otrub, se snizenou 1200
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
polévky se snizenou energetickou hodnotou 110
cukrovinky pro osvézeni dechu bez ptidaného
2500

cukru
pivo se sniZzenou energetickou hodnotou 25
napoje sestavajici ze smési nealkoholického 350
napoje a piva, cidru, perry, lihoviny nebo vina
alkoholické napoje obsahujici méné nez 15 % 350
(V/V) alkoholu i
kornouty a oplatky k mrazenym krémim bez 2 000
pfidaného cukru
cukrovinky ve formé tablet a drazé se snizenym 500
obsahem energetické hodnoty
jemné a trvanlivé pedivo, cukraiské vyrobky pro 1000
specidlni vyZivové ucely
dietni potraviny pro zvlastni 1ékarské tcely 450
stanovené vyhlaskou ¢. 54/2004 Sb.
potraviny pro nizkoenergetickou vyzivu uréené ke
snizovani télesné hmotnosti stanovené vyhlaikou 450
&. 54/2004 Sb.
dopliiky stravy stanovené vyhlagkou &. 225/2008 350
Sb. v tekuté formé
dopliky stravy stanovené vyhlaskou ¢. 225/2008 500
Sb. v pevné formé
dopliky stravy na bazi vitamint nebo mineréalnich
latek stanovené vyhlaskou &. 225/2008 Sb. ve 2000
form¢ sirupi nebo zvykacich tablet
stolni sladidla NM
Feinkostsalat 350
Essoblaten 2000

E 951 Aspartam ochucené nealko napoje se snizenou energetickou
hodnotou nebo bez piidaného cukru a napojoveé 600
koncentraty pro pfipravu t&chto napoju (po
natedéni podle ndvodu vyrobce)
napoje na bazi mléka a mléénych piipravki a
napoje na bazi ovocné §tavy se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru 600
a napojové koncentraty pro ptipravu téchto napoja
(po nafedéni podle ndvodu vyrobce)
nealkoholické pivo 600




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg

deserty na bazi vody se snizenou energetickou 1 000
hodnotou nebo bez pfidaného cukru
deserty na bazi mléka a mlé&nych pfipravki se
snizenou energetickou hodnotou nebo bez 1 000
pridaného cukru
deserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou 1 000
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru
deserty na bazi vajec se snizenou energetickou 1000
hodnotou nebo bez pridaného cukru
deserty na bazi obilovin se snizenou energetickou 1 000
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
deserty na bazi tuku se sniZenou energetickou 1000
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
ochucené snacky na bazi $krobu a ofecht 500
mrazené krémy a zmrzliny se snizenou 800
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
kompoty se snizenou energetickou hodnotou, 1000
kompoty bez pfidaného cukru
dzemy, rosoly a marmelady se snizenou 1 000
energetickou hodnotou
ovocné a zeleninové pripravky se sniZzenou 1 000
energetickou hodnotou
ovoce a zelenina v sladkokyselém nélevu 300
cukrovinky bez piidaného cukru 1.000
cukrovinky na bazi kakaa, nebo suseného ovoce, 2000
ofecht se snizenou energetickou hodnotou nebo
bez pridaného cukru
cukrovinky na bazi skrobu se snizenou 2000
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
pomazanky na bazi kakaa, mléka, sufeného ovoce, 1 000
nebo tuku se snizenou energetickou hodnotou
zvykacka bez pridaného cukru 5500
cider a perry 600
tmaveé pivo typu ,,oud bruin® 600
pivo s obsahem alkoholu do 1,2 % (V/V),
pivo s titracni kyselosti vy83i nez
30 mekv. NaOH I,
pivo s koncentraci ptivodni mladiny niz$i nez 6 %
(m/m),
pivo ,.Biere de table/Tafelbier/Table beer krome
..Obergariges Einfachbier”
studené omacky 350
hoi¢ice 350
sladkokyselé konzervy a polokonzervy 300

a marinady z ryb, Kory3i a mékkysa




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg
obilné¢ snidan¢ s obsahem vlakniny vy3§im nez 15 1 000
% a obsahujici nejméné 20 % otrub se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
polévky se snizenou energetickou hodnotou 110
cukrovinky pro osvézeni dechu bez ptidan¢ho 6 000
cukru
pastilky pro osvézeni dechu s vyraznou piichuti, 2 000
bez ptidaného cukru
pivo se snizenou energetickou hodnotou 25
napoje sestavajici ze smési nealkoholick¢ho 600
ndpoje a piva, cidru, perry, lihoviny nebo vina
alkoholické ndpoje obsahujici méné nez 15 % 600
(V/V) alkoholu
jemné a trvanlivé pedivo, cukraiské vyrobky pro 1700
specialni vyzivové ucely
dietni potraviny pro zvlastni Iékarské acely 1000
stanovené vyhlaskou ¢. 54/2004 Sb.
potraviny pro nizkoenergetickou vyzivu uréené ke 800
snizovani télesné hmotnosti stanovené vyhlaskou
¢. 54/2004 Sb.
dopliky stravy stanovené vyhlaskou ¢&. 225/2008 600
Sb. v tekuté formé
dopliky stravy stanovené vyhlaskou ¢. 225/2008 2000
Sb. v pevné formé
dopliiky stravy na bazi vitamind nebo mineralnich 5500
latek stanovené vyhladkou €. 225/2008 Sb. ve
formé sirupi nebo Zzvykacich tablet
stolni sladidla NM
Feinkostsalat 350
Essoblaten 1 000
E 952 Kyselina ochucené nealko napoje se snizenou energetickou 250

cyklamové ajeji | hodnotou nebo bez piidaného cukru a napojové

sodna a vapenata | koncentraty pro pfipravu téchto napoja (po

stl, poc¢itano jako | nafedéni podle navodu vyrobee)

volna kyselina napoje na bazi mléka a mléénych piipravki nebo 250
napoje na bazi ovocné $tavy se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru
a napojové koncentraty pro pripravu téchto napoji
(po nafedéni podle ndvodu vyrobce)
deserty na bazi vody se snizenou energetickou 250
hodnotou nebo bez pridaného cukru
deserty na bazi mléka a mléénych pripravka se 250
snizenou energetickou hodnotou nebo
bez piidaného cukru
deserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou 250

energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg
deserty na bazi vajec se snizenou energetickou 250
hodnotou nebo bez pfidaného cukru
deserty na bazi obilovin se snizenou energetickou 250
hodnotou nebo bez pridaného cukru
deserty na bazi tuku se snizenou energetickou 250
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
pomazanky na bazi kakaa, mléka, susen¢ho ovoce 500
nebo tuku se snizenou energetickou hodnotou
nebo bez ptidaného cukru
ovocné kompoty se snizenou energetickou 1 000
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
dzemy, rosoly a marmelady se sniZenou 1 000
energetickou hodnotou
ovocné a zeleninové piipravky se snizenou -
L 250
energetickou hodnotou
napoje sestavajici ze smési nealkoholick¢ho 250
napoje a piva. cidru, perry, lihoviny
jemné a trvanlivé pecivo a cukraiské vyrobky 1 600
uréené pro specialni vyzivové ulely
dietni potraviny pro zvlastni lékarské ucely 400
stanoven¢ vyhlaskou ¢. 54/2004 Sb.
potraviny pro nizkoenergetickou vyZivu uréené ke 400
snizovani télesné hmotnosti stanovené vyhlaskou
¢. 54/2004 Shb.
dopliky stravy stanovené vyhlaskou &. 225/2008 400
Sb. v tekuté formé
dopliiky stravy stanovené vyhlagkou &. 225/2008 500
Sb. v pevné formé
dopliky stravy na bazi vitamind nebo mineralnich 1250
latek stanovené vyhlaskou ¢. 225/2008 Sb. ve
formé sirupii nebo Zzvykacich tablet
stolni sladidla NM
E 954 Sacharin a jeho ochucené nealko napoje se snizenou energetickou 80
sodna, draselna hodnotou nebo bez ptidaného cukru a napojové
a vapenata siil, koncentraty pro pfipravu téchto napoju (po
pocitano jako nafedéni podle navodu vyrobce)
volny imid napoje na bazi mléka a mlé&nych pFipravki a 80
napoje na bazi ovocné $t'avy se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez pridaného cukru
a napojové koncentraty pro piipravu téchto napoja
(po naredéni podle navodu vyrobce)
nealkoholické pivo 80
deserty na bazi vody se snizenou energetickou 100
hodnotou nebo bez piidaného cukru
deserty na bazi mléka a mlécnych pfipravki se 100

snizenou energetickou hodnotou nebo bez
pfidaného cukru




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg

deserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou 100
energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru
deserty na bazi vajec se snizenou energetickou 100
hodnotou nebo bez pridaného cukru
deserty na bazi obilovin se snizenou energetickou 100
hodnotou nebo bez ptidaného cukru
deserty na bazi tuku se snizenou energetickou 100
hodnotou nebo bez piidaného cukru
ochucené snacky na bazi Skrobd a ofecha 100
mrazené krémy a zmrzliny se snizenou 100
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
kompoty se sniZzenou energetickou hodnotou nebo 200
bez pridaného cukru
dzemy, rosoly a marmelady se snizenou 200
energetickou hodnotou
ovocné a zeleninové ptipravky se sniZzenou 200
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
ovoce a zelenina v sladkokyselém nalevu 160
cukrovinky bez pfidaného cukru 500
cukrovinky na bazi kakaa, nebo sudeného ovoce se

o . 500
snizenou energetickou hodnotou nebo bez
pfidaného cukru
cukrovinky na bazi $krobu se snizenou 300
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru
cukrovinky pro osvéZeni dechu bez pfidaného 3000
cukru
oplatky 800
pomazanky na bazi kakaa, mléka, sueného ovoce 200
nebo tuku se snizenou energetickou hodnotou
nebo bez pfidaného cukru
zvykatka bez pfidaného cukru 1200
cider a perry 80
tmavé pivo typu ..oud bruin™ 20
pivo s obsahem alkoholu do 1,2 % (V/V),
pilvo s titracni kyselosti vy$3i nez 30 mekv. NaOH
I
pivo s koncentraci ptivodni mladiny niz8i nez 6 %
(m/m),
pivo ,,Biere de table /Tafelbier /Table beer,
kromé piva ,,Obergariges Einfachbier
studené omacky 160
hoicice 320
sladkokyselé konzervy a polokonzervy a marinady 160
z ryb, korysi a mékkysi
obilné snidané s obsahem vlakniny vy3§§im nez 15 100

% a obsahujici nejméné 20 % otrub, se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez ptidaného cukru




NPM mg.I!

Cislo E | Sladidlo Potravina nebo skupina potravin -
resp. mg.kg

polévky se snizenou energetickou hodnotou 110
napoje sestavajici ze smési nealkoholick¢ho 80
napoje a piva, cidru, perry, lihoviny nebo vina
alkoholické ndpoje obsahujici méné nez 15 % obj. 80
alkoholu
kornouty a oplatky k mrazenym krémiim bez 800
pfidaného cukru
jemné a trvanlivé pecivo a cukraiské vyrobky pro 170
specialni vyzivove ucely
dietni potraviny pro zvlastni lékatské ucely 200
stanoven¢ vyhlaskou ¢. 54/2004 Sb.
potraviny pro nizkoenergetickou vyZzivu uréené ke 240
snizovani télesné hmotnosti stanovené vyhlaskou
&. 54/2004 Sh.
dopliiky stravy stanovené vyhlaskou &. 225/2008 80
Sb. v tekuté formé
doplnky stravy stanovené vyhlaskou ¢. 225/2008 500
Sb. v pevné formé
dopliky stravy na bazi vitamin nebo mineralnich 1200
latek stanovené vyhlaskou &. 225/2008 Sb. ve
formé sirup nebo Zvykacich tablet
stolni sladidla NM
»Gaseosa”, nealkoholicky napoj na bazi vody s 100
pridanym oxidem uhli¢itym, nahradnimi sladidly a
latkami uréenymi k aromatizaci
Essoblaten 800
Feinkostsalat 160

E 955 Sukralosa ochucené nealko napoje na bazi vody se snizenou 300
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
napoje na bazi mléka a mlé¢nych piipravkii a 300
napoje na bazi ovoené $tavy se snizenou
energetickou hodnotou nebo bez pfidaného cukru
deserty na bazi vody se snizenou energetickou 400
hodnotou nebo bez pridaného cukru, ochucené
deserty na bazi mléka a mlé&nych pfipravki se 400
snizenou energetickou hodnotou nebo bez
piidaného cukru
deserty na bazi ovoce a zeleniny se snizenou 400
energetickou hodnotou nebo bez piidaného cukru
deserty na bazi vajec se snizenou energetickou 400
hodnotou nebo bez pridaného cukru
dezerty na bazi obilovin se snizenou energetickou 400
hodnotou nebo bez ptridaného cukru
deserty na bazi tuku se snizenou energetickou 400

hodnotou nebo bez ptidaného cukru




PRILOHA P 2: DODACI LIST K ASPARTAMU.

The NutraSweet Company

Manufacturing Location

1762 Lovers Lane, Augusta. GA 30801 Ajinomoto Euro-Aspaname
Telephone (800) 323-5321 F-59820 Gravelines. France

Certificate of Analysis
( ASPARTAME (NUTRASWEET) (L-ASPARTYL-L-PHENYLALANINE METHYL ESTER) )
DATE OF MANUFACTURE: 19-Apr-2011
RE-EVALUATION OR EXPIRATION DATE: 20-Apr-2016
LOT NUMBER: E104190

DOCUMENT( S ): ASAG1001 Version AEASA

Identification (FCC & USP-NF, PhEur)
Odor

Conforms to Standard
Odorless

Conforms to Standard
Odorless

Taste Sweet - Free of Off Taste Sweet - Free of Off Taste
Assay (dry basis) 98.0 to 102.0 % 99.6 %

Loss on Drying NMT 4.5 % 28 %

Diketopiperazine (DKP) NMT 1.5 % 0.01_%

Residue on Ignition NMT 0.2% NMT 0.2%

Heavy Metals (as Pb) NMT 10 ppm NMT 10 ppm

Arsenic (as As) NMT 3 ppm NMT 3 ppm

Lead (as Pb) NMT 1 ppm NMT 1 ppm

Specific Rotation 14.5 to 16.5 15.50

Transmittance NLT 95 % 100 %

pH (0.8% solution) 4.5 to 6.0 5.24

Conductivity NMT 30 us/cm Conforms to specification
Other Related Substances/Chromatographic NMT 1.5% NMT 1.5%

Impurities (FCC, USP-NF, PhEur)
Appearance of solution Ph.Eur

Passes Test **

Passes Test "

L-aspartyl-L-Phenylalanine NMT 0.5% NMT 0.5%
L-Phenylalanine NMT 0.5% NMT 0.5%
Organic volatile impurities USP-NF Pass Pass

Residual solvents Passes Passes

Total Aerobic Bacteria NMT 250 per gram NMT 250 per gram
Yeasts and mold NMT 100 per gram NMT 100 per gram
Coliforms NMT 10 ppm NMT 10 ppm
Salmonella Negative Negative

E.Coli None Detected None Detected
Particle size (on 150 micron) NMT 1.0 % 0.00 %

Bulk Density 0.10 to 0.30 g/ml Conforms to specification

ANALYSIS BASED ON WEIGHT TO WEIGHT
** CERTIFIES COMPLIANCE

CONFORMS TO THE PURITY CRITERIA OF THE FCC 7th EDITION, JECFA, USP 34/NF 29, JSSFA 7TH ED., EP 5TH ED., JPE,
BP, FP, AND THE COUNCIL DIRECTIVE 95/31/EEC OF JULY 1995
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