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Abstrakt Biologicka rozlozitelnost sladivych latek je tématem,
které je stale vice a detailn€ji zkouméano. Prace svym zpiisobem
navazuje na provedena pozorovani emise sladivych latek do
prostiedi s cilem zodpovédét otazku ekologické vhodnosti pouziti
jednotlivych  sladivych latek s pozorovanym perzistentnim
charakterem. Pro sledovani biologické rozlozitelnosti byla vybrana
dvé skupinova stanoveni zalozena na sledovani uvolnéného CO, a
DOC (rozpustény organicky uhlik) jakozto nejvhodnéjsi parametry
pro hodnoceni Uplné biologické rozlozitelnosti. Diky vyuZiti téchto
metodik prace hodnoti i rozlozitelnost vSech meziproduktl
biologického rozkladu spolu se sledovanim toxického pusobeni
meziproduktii biologického rozkladu na inokulum.

Kli¢ova slova Biologicka rozlozitelnost, sladivé latky, “neotam,
acesulfam K, sukraléza, cyklamat, steviosid, rebaudiosid, CSN EN
ISO 9888, CSN ISO 14593

1. UvoD

Préace zkouma biologickou rozlozitelnost vybranych sladivych latek,
které se z ekologického hlediska jevi jako perzistentni.
(Oppenheimer et al. 2011) Tyto ucinky byly jiz diive publikovany
adokonce nékteré z nami vybranych sladivych latek byly
nominovany jako latky pro sledovani nové vzniklého fekalniho
znecisténi, nebot’ sladivé latky jsou spjaty predevsim s odpadnimi
vodami pochazejicimi z aglomeraci. (Scheurer et al.; Scheurer et al.
2010) Se sladivymi latkami se zpravidla v primyslovém odvétvi
nesetkavame, nebot’ vétsina sladivych latek je vyrdbéna v pomerné
malém poctu vyrobnich zédvodl. Zpracovatelsky primysl sladivych
latek, tedy pramysl potravinaisky, jisté mnozstvi sladivych latek
do prostiedi emituje, aviak toto mnozstvi neni vyznamné &i presnéji
neni povazovano za vyznamny zdroj zneCiSténi vod sladivymi
latkami. Nami vybrané sladivé latky jsou pouzivany
V potravinafském primyslu nejen pro doslazovani, ale také pro
dochucovani, tedy pfesnéji jako zvyraznovace chuti, nebot’ samotné

doslazovani mizeme také povazovat za dochucovani. AvSak nékteré
sladivé latky spiSe puisobi jako zvyraziiovace chuti, a proto se jedna
skuteéné o dochucovani. Z tohoto diivodu se mizeme se sladivymi
latkami setkat v Sir§im spektru produktd a ve vétsi mite, nez kdyby
byly pouZivany pouze pro doslazovani.

2. BIOLOGICKA ROZLOZITELNOST

Cilem naSi prace je zkouméni uUplné biologické rozloZitelnosti
vybranych sladivych latek. Pro ucely této prace byly vybrany dva
testy, kdy jeden vyuZiva otevieného systému s vysokym
biodegrada¢nim potencidlem a je zaloZen na monitorovani ubytku
substratu, vyjadfeného skupinovym stanovenim DOC & CHSK
(chemicka spotieba kysliku). Druhy test je oproti tomu zalozen na
uzavieném systému, v némz je mozné sledovat nardst koncentrace
oxidu uhli¢itého, jakozto kone¢ného produktu tiplného biologického
rozkladu. Jeho biodegradaéni potencial neni tak vysoky jako je tomu
v piipadé prvniho testu, nicmén€ uzavieny systém umoziuje
pracovat i s t€kavymi produkty ¢i meziprodukty, nebot’ postacuje
i minimalni rozpustnost ve vodni fazi, aby bylo moZné stanovit
jejich biologickou rozlozitelnost. Tato skuteénost se u sladivych
latek zda jako podstatna, nebot v literatufe je uvadéno, ze produkty
kyselé ¢i alkalické hydrolyzy jsou schopny byt stripovany spolu
s vodni parou.

Prvné jmenovana nami zvolena metoda vychazi z normy CSN EN
1SO 9888, zndm4 taktéZ pod nazvem Zahn-Wellensuv test (déle jen
jako ZW test). ZW test je zaloZen na sledovani ubytku rozpusténého
organického uhliku v otevieném systému se smésnou polykulturou
mikroorganismti ¢i s kulturou vykultivovanou v ramci testd
s adaptovanou biomasou. Pro ucely této prace byla pouzita pouze
neadaptovana polykultura mikroorganismti zastoupena aktivovanym
kalem. Doba inkubace testu probihd 28 dni, tuto dobu je mozné
v piipadé poteby prodlouzit. (CSN EN ISO 9888 2000)
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Test z hlediska své vypovidaci hodnoty odpovida co do intenzity
kontaktu testované latky s mikroorganismy biologické Cistirné
odpadnich vod. Z hlediska nastavenych parametrii se jedna o test
s jednim z nejvyssich degradacnich potencialtl, a proto je nanejvyse
vhodny pro testovani perzistentnosti vybranych sladivych latek.
Z hlediska mozného toxického puisobeni na smésnou polykulturu
mikroorganismtl je tento test maximalné pfiznivy pro negativni
vysledek testu toxicity.

Druhym pouzitym testem v ramci zkoumani Uplné biologické
rozlozitelnosti je test vychazejici z normy CSN ISO 14593 (dale jen
jako HS test), kdy tento test vychazi ze sledovani ptirtistku CO,
v daném podmodelu, tedy je sledovan jeden z konecnych produkti
biologického rozkladu. Vstupni polykultura mikroorganismi je
stejna jako je tomu u ZW testu, avSak nami uzivana davka smésné
polykultury mikroorganismt je 20krat niz8i pfi zapocteni rozdilné
davky substratu. Tedy tento test je vyznamné citlivéjsi na toxické
pasobeni jednotlivych produktli ¢&i meziproduktli biologického
rozkladu. (CSN ISO 14593 2005)

3. TESTOVANE LATKY

Pro sledovani biologické rozloZitelnosti bylo vybrano celkem Sest
sladivych latek, kdy dvé sladivé latky jsou ptirodniho charakteru,
ato steviosid a rebadiosid. Zbylé ¢&tyii sladivé latky jsou sladidly
umélymi ¢i chemicky modifikovanymi, vychazejicimi z ptirodnich
sladivych latek. Jmenovité¢ se jednd o neotam, acesulfam K,
sukraldzu a cyklamat.

Kazdé sladidlo je z potravinafského hlediska charakterizovano
jednim z hlavnich ukazateld, a to relativni sladivosti. Tato sladivost
je zpravidla vztahovana k sacharoze, avSak miZe slouZit
i k vzjemnému porovnani sladivych latek mezi sebou. Sladivost

udéva vlastnost, kolikrat je dané sladidlo sladivéjsi nezli druhé.
3.1 Neotam

Neotam je sladidlo vychazejici ze struktury aspartamu, kdy
k dusikaté bazi je pfipojen uhlikaty fetézec s kvartérnim uhlikem,
ktery vyznamnym zplsobem zvySuje jeho sladivost. U aspartamu
hovotime o sladivosti na urovni 200 nasobku sachardzy, u neotamu
je sladivost zvySena v rozmezi 7 000 - 13 000 nasobku sachardzy.
(Cadena and Bolini 2012) Z hlediska ekologické vhodnosti tohoto
sladidla neni k dispozici pfili§ mnoho publikaci, nebot’ se jedna
0 sladidlo pomérné nové. Jeho schvaleni v ramci pouziti pro EU
probéhlo teprve pred 5 lety. Jeho pouZiti v potravinaiském primyslu
je timto velmi zasazeno, nebot’ vétSina potravinaiskych spolecnosti
je zvykla pouzivat jiné sladivé latky, a tedy jeho prosazeni na trhu
bude jesté trvat. (Scheurer et al. 2009) Jeho handicapem je rovnéz
vysoka sladivost, kterd pomérné zeslozituje manipulaci s nim,
nebot’ i malé aerogenni zneciSténi distribuuje dlouhy sladivy efekt
na zasazeném subjektu. Oproti aspartamu je toto sladidlo vhodné
i pro uzivatele trpici fenylketonurii, ktefi nemohou zpracovavat
fenylalanin, ktery se v ptipad¢ aspartamu uvoliiuje témét ze 100 %.
V piipadé neotamu uz tomu tak ale neni, nebot se z n& uvolni
maximalné né&kolik procent fenylalaninu, coZz v kombinaci
s minimalnimi  ddvkami tohoto sladidla znamend z hlediska
spotiebitelského, Zze na obalech produktii obsahujicich neotam
nemusi byt varovani, ze produkt je zdrojem fenylalanind. Struktura
neotamu je zachycena na obrazku 1. (Smérnice komise
2009/163/EU 2009; Kovacikova 2010)
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Obrazek 1: Znazornéni umélého sladidla neotamu
3.2 Acesulfam K

Acesulfam K je jednou z perzistentnich sladivych latek, ktera je
masov€é vyuzivana v ramci celého potravinaiského primyslu
zejména pro vysoky sladivy efekt, nizkou cenu a piijemny chutovy
projev pro evropské obyvatelstvo. Jeho sladivost je udavéana jako
300 — 350 nasobek sladivosti sachardzy. Z chemického hlediska se
jedna o krystalickou latku, dobfe rozpustnou v polarnich
rozpoustédlech. Z hlediska Cistirenského je toto sladidlo velmi
stabilni, nebot’ ubytky pozorované na Cistirnach odpadnich vod jsou
spiSe v fadu procent, kdy lze uspé$n¢ pochybovat o statistické
vyznamnosti takovéhoto ubytku, nebot koncentrace téchto
mikropolutantli jsou v ¢ase pomérné¢ proménlivé. (Soh et al. 2011)
Velkou vyhodou tohoto sladidla z pohledu Upravy vody je, Ze se
velice dobte sorbuje na aktivni uhli, ¢ehoz se s vyhodou mize
vyuzit ve vodarenskych provozech, kdy jiz po kratkém kontaktu
dochazi k odstranéni tohoto sladidla pod mez detekce modernich
analytickych metod. Strukturu acesulfamu K naleznete na
obrazku 2. (Harwood 2014; Scheurer, Brauch and Lange 2009)
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Obrazek 2: Znazornéni umé&lého sladidla acesulfamu (v iontové
podob¢)

3.3 Sukraléza

Tato sladiva latka je mnoha lidem velice sympaticka, zejména
z divodu, Ze vychazi z modifikované sachardzy, do niz jsou
zavedeny tfi atomy chloru, tedy toto sladidlo je mozné postihnout
parametrem AOX (adsorbovatelné organicky véazané halogeny)
v ramci Cistirenstvi. Sladivost tohoto sladidla se pohybuje na Grovni
600 nasobku sacharézy, jedna se tedy o jednu z velmi sladivych
latek, masové pouzivanou pro doslazovani potravinaiskych vyrobkd.
RovnéZ je obecné pokladana za perzistentni sladidlo, a je tedy
i navrhovana jako sladidlo pro sledovani nového fekalniho
zneCisténi. (lwai et al. 2009; Van Stempvoort et al. 2011)
Z 1ékatskych pozorovani je toto sladidlo oznacovéano jako sladidlo
biologicky stabilni, nepodléhajici téméf zadnym humannim
biotransformacim a ani u jinych organismi nebyla pozorovana
jakakoliv metabolizace. (Roberts et al. 2000) Sukraléza za
standardnich podminek nepodléhd hydrolyze a je vysoce teplotné
stabilni. Hydrolyzy Ize dosahnout pouze zvySenim teploty
a vyraznymi zménami hodnoty pH, a to pod hodnotu 3 nebo nad
hodnotu pH 10, a dlouhou dobou zdrZeni. Pti Gipravé vody lze vsak
vyuZit vysoké afinity tohoto sladidla k aktivnimu uhli, kdy se
sukraloza chova jako vétSina chlorovanych uhlovodikii a dojde
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k tém&f Uplnému odstranéni tohoto mikropolutantu. Struktura
sukralézy je zachycena na obrazku 3.(Harwood 2014)

HO

Cl

HO :
E)H cl

Obrézek 3: Znazornéni chemicky modifikovaného sladidla
sukralézy

3.4 Cyklamat

mezi umelymi sladidly a sladidly pouzivanymi v potravinaiském
pramyslu. Jeho sladivost se pohybuje na trovni 30 — 50 nasobku
sladivé latky, ale je pouzivan spise pro dochucovani, zvyraziovani
sladké chuti (zvyraziiuje i dals§i chutové vjemy), piipadné je
vyuzivano jeho synergického efektu s jinymi sladivymi latkami.
Vznikla smés ma vyznamné vyssi sladivost nezli samotny soucet
sladivosti sladivych latek pouzitych ve smési. Tato sladivost rovnéz
velmi Casto prevysuje sladivost samotného nejsladivéjsiho sladidla
pouzitého ve stejné hmotnosti, jako je hmotnost celé smési sladidel.
Vznikla smé&s ma rovnéz vyznamné lepsi chutovy projev a je lépe
zakaznicky pfijimana. (Dolezal 2009) Struktura tohoto sladidla je
zachycena na obrazku 4. (Ciz 2008; Scheurer et al. 2014)
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Obrézek 4: Znazornéni umélého sladidla cyklamat v jeho sodné
formé

3.5 Steviosid a rebaudiosid

Obe tyto sladivé latky jsou pfirodnimi sladidly a vychazeji z nyni jiz
popularizované rostliny Stevie rebaudiana. Jednd se o glykosidy
obsazené v listu stévie, v némz jsou zastoupeny nejen ob& dveé
sladivé latky, ale i dalsi glykosidy, které se jiz v potravinaiském
primyslu nevyuzivaji zejména proto, ze nevykazuji sladkou chut’,
nebot’ jsou ve vodé nerozpustné. Volbou péstebnich podminek méni
pomery ziskavanych glykosida a jsme schopni jako lidstvo spravnou
pé&i o rostliny zvysit vytézky steviosidu a rebadiosidu. Sladivost
téchto latek je Casto spojena s jejich Cistotou, nebot’ na trh jsou
dodavéana v riznych kvalitich, lisicich se svoji sladivosti, kdy
u Cistych produkth muzeme hovotit o sladivosti mezi 250 — 350
nasobku sacharézy. Obé& sladivé latky jsou v ramci humannich
biotransformaci ¢astecné metabolizovany, kdy dochazi k uvolnéni
glykosidovych jednotek, které zejména u pacientl trpicich vaznou
formou diabetu mohou zavazné zvysit glykemicky index, avSak
davky tohoto ptirodniho sladidla jsou oproti sachardze velice nizké,
nicméné i tento piirtstek jednoduchych sacharidi muize byt pro
nékteré spotiebitele nedekany. (Stolte et al. 2013) Tyto sladivé latky
jsou pomérné hojné medializovany, nebot’ jejich piirodni piivod je
v ramci spotiebitelské sité az glorifikovan. Struktura steviosidu je
znazornéna na obrazku 5 a rebaudiosidu na obrazku 6. PovSimnéte
si jejich vzajemné podobnosti, liSici se pouze v obsahu jedné

molekuly glukdzy. (Brandle and Telmer 2007; Kohda et al. 1976;
Starratt et al. 2002)
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Obrazek 5: Znazornéni ptirodniho sladidla steviosidu
HO
HO OH
O
OH
OH
OH

OH

Obrazek 6: Znazornéni pfirodniho sladidla rebaudiosidu
4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 ZW test
Vyhodnoceni vysledki zkousek je zachyceno na obrazku 7, kde

kazda kiivka znazorfiuje prubéh pozorovaného biologického
rozkladu za podminek ZW testu.
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Obrazek 7: Graf zavislosti stupné biologického rozkladu sladivych
latek na ¢ase béhem ZW testu

Z hlediska hodnoceni biologického rozkladu za podminek ZW testu
mutizeme prohlasit, ze latka je potencidlné biologicky rozlozitelna
v ptipadé, Ze prekro¢i hodnota biologického rozkladu limitni
hodnotu 70 % v prubéhu 28 dni. Za téchto podminek mizeme nami
testované latky rozdélit do tii skupin, a to na latky potencialné
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biologicky rozlozitelné, cozZ jsou steviosid, rebaudiosid a cyklamat,
které byly za podminek zkousky odstranény témét ze 100 % do 5.
dne provozu testu. Po této dobé byla jiz pozorovana pouze prodleva.

DalSi skupinou latek, kterou mizeme definovat, jsou latky
v pribéhu testu Casteéné biologicky rozlozitelné do 28. dne.
U téchto latek byl zaznamenan pouze Casteény biologicky rozklad,
ktery vsak nepostacuje k tomu, abychom o latkdch mohli prohlasit,
Ze jsou za podminek zkousky potencialné biologicky rozlozitelné.
Tato skupina je reprezentovana latkami neotam a acesulfam K.
Z prubéhu testu dale vidime, Ze pfi prodlouzeni doby inkubace doslo
u té€chto latek k témét uplnému biologickému rozkladu a z hlediska
vedeni procesu biologické rozlozitelnosti miizeme tedy o téchto
latkach fici, ze se za podminek zkouSky a prodlouzeni doby
inkubace jednd o latky biologicky rozloZitelné.

Posledni skupinou ¢&i spiSe latkou je sukral6za, kdy tato latka
v pribéhu testu neprojevovala zadné vyznamnéj$i interakce
s vloZenou bhiomasou, a tedy je za podminek zkousky i prodlouzené
doby inkubace biologicky natolik perzistentni, Ze prochazi celym
pribéhem testu bez zmény obsahu organického uhliku. Z hlediska
predikce biologické rozloZitelnosti bylo pomémé ziejmé, ze
sukraléza muze byt dostate¢né biologicky stabilni a bude odolavat
i prostfedim s vysokymi koncentracemi mikroorganismu, nebot’ se
jedna o chlorovany uhlovodik. U téchto typt latek je
pravdépodobné&jsi jejich biologicka degradace spise v anaerobnich
podminkach, v nichz je mozné poéitat s dehydrohalogenaci, kterd
v ramci aerobnich podminek neni popséana.

4.2 HS test

Na obrazku 8 jsou vyobrazeny vysledky HS testu.
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Obréazek 8: Graf zavislosti stupné biologického rozkladu sladivych
latek na ¢ase béhem HS testu

Hodnoceni biologické rozlozitelnosti v ptipadé HS testl je
nasledujici: latka je snadno biologicky rozlozitelna za piedpokladu,
ze do 28. dne (test je mozné dle potieb prodlouzit) piekro¢i hranici
biologického rozkladu 60 %. Této hranice dosahly celkem 3 sladivé
latky: cyklamat, steviosid a rebaudiosid, z toho divodu byly tyto
testy ukonceny jiz 35. den. Neotam se k této hranici velice ptiblizil,
nicméné po prodlouzeni doby inkubace jej mizeme povazovat za
biologicky rozlozitelné sladidlo. Acesulfam K a sukral6za nedosahly
ani po prodlouzeni doby inkubace potiebné hranice pro to, aby
mohly byt prohlaseny za latky snadno biologicky rozlozitelné. Je
nutné rovnéz zddraznit, ze ziskana data jsou vyznamné ovlivnéna
dobou inkubace, nebot prodlouzeni doby inkubace na témer
trojnasobek obvyklé doby piindsi zvySeni rozkolisanosti
jednotlivych podmodelti provozovanych v ramci celého testu, coz
vede k vEétsi zdéanlivé nestabilit¢ a rozkolisanosti kiivek

biologického rozkladu. Bohuzel dalsi prodluzovani testd nebylo
mozné z divodu stale se snizujici vypoveédni hodnoty, kdy tyto doby
inkubace miizeme prohlasit jako hrani¢ni pro spravnou interpretaci
ziskavanych dat.

4.3 Zhodnoceni toxicity

V ramci provadéni téchto testi jsme se vénovali i zakladnimu
hodnoceni toxicity pro smésnou mikrobidlni kulturu, kdy byla
testovana aktivita inokula pfiddnim snadno rozlozitelného substratu
a byl pozorovan jeho Ubytek. Ani v jednom z nami provedenych
experimentti se vSak neprojevil jakykoliv inhibi¢ni efekt za
podminek vedeni testi. V piipadé ZW testu jsou vstupni
koncentraéni poméry nasledujici: davka substratu 50 mg/l DOC
a davka inokula odpovidajici 200 mg/l suSiny inokula, u HS testu
jsou vstupni koncentrace vyrazné snizeny na 20 mg/l DOC a na 4
mg/l susiny inokula.

Vysledky tedy nejsou ovlivnény toxickym plisobenim testované
latky, kdy samozfejmé humanni toxicita nami zkoumanych latek je
velice nizka ¢i spiSe zanedbatelna, a tedy nebyl zakladni pfedpoklad,
Ze bude pozorovan toxicky efekt na inokulum, nicméné jsme se
setkali v rdmci naSi préace i s tvrzenimi, Ze sladivé Iatky mohou
ovliviiovat mikrobialni sloZzeni smésnych kultur a z toho divodu
bylo provedeni tohoto testu nezbytné.

5. ZAVER

Provedené experimenty jasné demonstruji, ze v prib&hu testli nebyl
pozorovan zadny toxicky ¢i inhibicni ucinek nami testovanych
sladivych latek. Z hlediska hodnoceni biologické rozloZitelnosti
muzeme fici, Zze steviosid, rebaudiosid a cyklamat jsou za podminek
zkousek snadno i potencidlné biologicky rozlozitelné a v ptipade
prodlouzeni doby inkubace lze oznacit za snadno biologicky
rozlozitelny neotam a potencialné biologicky rozlozitelné
i acesulfam K a neotam. Jako perzistentni latku z ndmi testovanych
sladivych latek miZzeme oznadit pouze sukralozu, ktera za podminek
zkousky vykazala zcela minimalni biologicky rozklad, ktery lze
oznacit spise za chybu stanoveni.
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