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Zoznam skratiek a symbolov

w.s.e. (ekvivalent sladivosti)
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Abstrakt

Um¢la sladidla jsou v souCasné dobé Siroce vyuzivana jako potravinova aditiva.
V lidském organismu jsou jen omezené¢ metabolizovana a vyluCovana jsou cestou renalni
exkrece. Obrovskd mnozstvi téchto nebiogennich latek potom kontaminuji komunalni odpadni
vody. Uginnost souc¢asnych ¢istiren odpadnich vod se udavéa napf. pro cyklamat 99 % a pro
sacharin 90 % a uvedené slouceniny se povazuji za dobfe rozlozitelné, byla nalezena rezidua
téchto latek v povrchovych vodéach i podzemnich vodach. V piipadé acesulfamu K nedochézi
v ¢istirnach odpadnich vod k eliminaci prakticky vubec. Pti dlouhodobém pisobeni je z hlediska
biologickych studii moznost vzniku rakoviny, ovlivnéni gastrointestinalniho traktu, ¢i paradoxné
zvySovani hmotnosti. V praci byla experimentalné studovana moznost fytoextrakce sacharinu a
acesulfamu K v ,in vitro®“ podminkach s pouzitim kultivard sluneénice roc¢ni (Helianthus
annuus), kukufice seté (Zea mays) a ftepky olejky (Brassica napus). Experimenty byly
vyhodnocovany pomoci tbytku studované substance — sacharinu a acesulfamu K v kultiva¢nim
mediu dle Murashiga a Skooga. Bylo prokdzano, ze pouzité rostliny jsou schopny extrahovat
testovana sladidla a béhem péti az sedmidenni kultivaéni periody bylo extrahovano 30 — 60 %
pfidaného acesulfamu K a 50 — 60 % sacharinu, Vv zavislosti na pouzitém rostlinném druhu.
Nejlepsi extrakéni schopnost prokdzaly kultivary slunecnice rocni a to 0,1 mg/g Cerstvé

hmotnosti pro acesulfam K a 0,16 mg/g pro sacharin.
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Abstrakt

Umelé sladidla st v stcasnej dobe Siroko vyuzivané ako potravinové pridavné latky.
V l'udskom organizme su iba obmedzene metabolizované a vyluCované st cestou rendlnej
exkrécie. Obrovské mnozstvo tychto nebiogénnych latok potom kontaminuje komunalne
odpadné vody. Uginnost’ stiéasnych &istiarni odpadovych vod sa udava napriklad pre cyklamat
99 % a pre sacharin 90 % auvedené zluceniny sa povazuji za dobre rozloziteI'né, avsak boli
najdené rezidua tychto latok v povrchovych vodach i podzemnych vodach. V pripade acesulfamu
K nedochadza v Cistiarnach odpadovych vod k eliminacii prakticky vobec. Pri dlhodobom
posobeni je zhladiska biologickych S§tudii moznost vzniku rakoviny, ovplyvnenie
gastrointestinalneho traktu, ¢i paradoxne zvySovanie hmotnosti. V praci bola experimentalne
Studovand moznost’ fytoextrakcie sacharinu a acesulfamu K v ,,in vitro* podmienkach s pouzitim
kultivarov slnecnice roénej (Helianthus annuss), kukurice siatej (Zea Mays) arepky olejnej
(Brassica napus). Experimentalne boli vyhodnocované pomocou ubytku Studovanej substancie —
sacharinu, acesulfamu K v kultivaénom médiu podl'a Murashiga a Skooga. Bolo preukazané, ze
pouzité rastliny st schopné extrahovat' testované sladidla a behom pat- az sedemdennej
kultivacnej periddy bolo extrahované 30 — 60 % pridaného acesulfdmu K a 50 — 60 % sacharinu
Vv zavislosti na pouzitom rastlinnom druhu. Najlepsie extrakéné schopnosti preukazali kultivary

slnecnice ro¢nej a to 0,1 mg/g Cerstvej hmotnosti pre acesulfam K a 0,16 mg/g pre sacharin.
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Abstract

The artificial sweeteners are currently worldwide used as food additives. In human
organism they are only partially metabolized and then renally excreted. The big amounts of these
abiogenic compounds contaminate municipal wastewaters. The efficiency of cleaning process in
the sewage treatment plants (STP) is usually for cyclamate about 99 % and saccharine cca. 90 %.
Acesulfame K is in STP practically not eliminated. Although most of artificial sweeteners are
considered as good degradable, the residues were found in both surface waters and
groundwaters. At long-term treatment can these compounds exhibited biological effect such as
cancer genesis, gastrointestinal effects and/or surprisingly body mass increasing. The
phytoextraction of saccharine and acesulfame K was experimentally studied by using of ,,in
vitro“ cultivated plants Helianthus annuus, Zea mays, and Brassica napus. The phytoextraction
was monitored as decrease in medium concentration of tested substance in Murashige-Skoog
cultivation medium. It was shown, that used species are able to extract tested substances and
during 5 to 7 days 30 — 60 % of acesulfam K and 50 — 60 % of saccharine amounts disappear
from cultivation medium depending of used plant species. The best extraction ability was
observed at Helianthus annuus cultivars - 0.1 mg/g of fresh weight at acesulfam K and 0.16

mg/g at saccharine.
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1 Uvod

Umelé sladidla pouzivané ako nahrada cukru su v dnesnej dobe vel'mi rozsSirenymi
potravinovymi pridavkami v nizko kalorickych, nealkoholickych napojoch, diabetickych jedlach,
pecive, zuvackach, ceredliach, dezertoch, ale taktiez v lieCivach ¢i hygienickych vyrobkoch.
Tieto latky vo vécSine pripadov neobsahuju kalorie, alebo ich obsahuju len vel'mi malo, ¢im

neposkytuji organizmu energiu.

Viaceré umelé sladidld nepodlichaji metabolickym zmendm ast vylucované
prostrednictvom mocu a stolice v nezmenenej forme, ateda sa dostavaju d’alej do Zivotného
prostredia, kde sa stdvaji potencidlnymi polutantmi. Ich vyskyt bol zaznamenany v mestskych
odpadovych vodach, avSak aj v uz precistenych odpadovych vodach, ¢o sved¢i, Ze ani Cistiarne
odpadovych vod nie su schopné uplne eliminovat’ umelé sladidla. Kontaminaciou odpadovych
vod, podzemnych vod anasledne povrchovych vod sa tieto latky dostavaji do celého
ekosystému vod a dokonca ich vyskyt bol zaznamenany aj v pitnej vode. Okrem vod boli umelé

sladidl4a zaznamenané aj v pddach, ¢im sa potvrdzuje ich vSadepritomnost’ v Zivotnom prostredi.

Vzhl'adom na ich pritomnost’ vSade okolo nas sa stile viac hovori oich moZnom
negativnom vplyve, ¢i uz na ekosystém, alebo aj na cloveka, zahriiujic napriklad mozné
neZiaduce napodobniovanie funkcie sachardzy sukralozou vo vodéch, ¢i mozny vznik rakoviny,
zvySovanie hmotnosti, alebo neurologické problémy spdsobené konzumaciou umelych sladidiel.
N4ajdenie vhodného spdsobu eliminacie tychto latok zo zivotného prostredia by preto mohlo
napomdct’ k eliminacii umelych sladidiel ako polutantov z ekosystému a zabranit’ im v ich

d’alSom roz$irovani.

1.1 Ciel prace

Cielom bakalarskeho projektu je overit mozZnost fytoextrakcie vybranych umelych
sladidiel pouzivanych vo vel’kych kvantach v potravinarskom priemysle. Existuje predpoklad ich
prestupu do Zivotného prostredia a mozny je iatak potravinovych retazcov volne Zijicich
zivogichov. Casto si tiez diskutované zdravotné rizika pouzivania tychto zlu¢enin.

Projekt zahrnuje:
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1) Resers$né spracovanie problematiky

- umelé sladidla a ich osud v organizme
- vstup do zivotného prostredia

- zdravotné rizika
2) Fytoextrakcia umelych sladidiel v in vitro usporiadani

- Kultivacia vybranych rastlinnych druhov
- Fytoextrak¢éné experimenty
- Analyza kultivacnych médii

- Vyhodnotenie Gc¢innosti fytoextrakcie
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2 Teoreticka Cast’

2.1 Alternativne sladidla, umelé sladidla

2.1.1 Definicia a delenie sladidiel

Sladidla st alternativnymi latkami cukru, ktoré¢ dodavaji jedlu sladka chut a st
pouzivané ako Ciasto¢na alebo iplna nahrada sachardzy [1]. St pouzivané ako nahrada cukru pri
produkcii nizkoenergetickych potravin, potravin nevyvolavajicich kaz, alebo jedal bez
pridaného cukru na prediZenie trvanlivosti, rovnako ako pri priprave diabetickych produktov [2].
Umelé sladidla nahradzaji cukor v zna¢nom mnozstve v jedlach alebo napojoch atiez v
lieCivach 1 hygienickych vyrobkoch. Poskytuju nedostato¢nt alebo Ziadnu energiu, pretoze nie st
pri spracovani v organizme zdrojom energie ako sacharidy. Ich konzumaéciou nie je ovplyvnena
hladina inzulinu, ¢im sa stdvaji vhodné pre diabetikov a tiez mézu napomdct’ zniZeniu prijmu
kalérii. Umelé sladidla mézu preventivne posobit’ proti vzniku zubného kazu, pretoze vécsina

Z nich nie je metabolizovana ako cukor, alebo st iba mierne fermentované stnou mikroflérou

[3].

Pouzivané umelé¢ sladidla je mozné rozdelit’ [4]:

1) podla pévodu:
a) prirodné - thaumatin, steviosid
b) syntetické identické s prirodnymi - polyalkoholy

c) syntetické - sacharin, cyklamat

2) podrla nutri¢nej hodnoty
a) energetické - polyalkoholy okrem erythritolu

b) neenergetické - synteticky vyrobené a zostavajice prirodné sladidla

3) podla chemickej Struktiry
a) proteiny, peptidy - thaumatin, aspartam
b) halogénové disacharidy - sukraldza
C) terpény - steviosid
d) chalkony - neohesperidin DC

12



2.1.2 Vlastnosti sladidiel

Sladidla sa posudzuju podla sladivosti vzhl'adom k bielemu cukru — sachardze
takzvanym ekvivalentom sladivosti, ktory je Ciselne znaCeny tieZ w.s.e. z anglického néazvu
,»white sugar equivalent [5]. Umelé sladidla typicky presahuji sladivost’ sacharézy 30 az

13 000-krét [6].

Dolezitym ukazovatel'om akosti alternativnych sladidiel je tiez chutovy vnem, ktory by
mal byt’ ¢o najblizsie k bielemu cukru a bez prichute [5]. M6Zu tiez v§ak vyvolat umela, kovova
pachut alebo pachut podobnu sladkému drievku [3]. Horkd chut vykazuje predovSetkym
sacharin, cyklamat, acesulfam K a aspartdm. Tepelnou upravou vystipi napriklad horka chut’
aspartamu, ktory je dipeptid tvoreny fenylalaninom a kyselinou aspardgovou. Po rozstiepeni
bude prevladat’ horkd chut’ prave fenylalaninu. Vyrazny podiel na vnimani horkej chuti ma tiez

geneticka vybava jedinca a koncentracia sladidla v potravine [4].

2.1.3 Prehl’ad najpouzivanejSich umelych sladidiel

Aspartam
CHj3
NG
o
HO |
| NH

Obr. 2.1.3.1 Struktura aspartamu.

Aspartam bol objaveny chemikom G. D. Searle v roku 1965 pri Stadiu novej liecby
zalido¢nych vredov ana trh bol uvedeny v roku 1981 [6]. Aspartam je metylester dipeptid
z kyseliny asparagovej a fenylalaninu. Je to biely prasok, ktory nezanechdva horku, kovova
pachut’, alebo pachut’ po chemikaliach, a ktory je svojou sladivostou vel'mi podobny sachar6ze
[1]. Aspartam je 200-krat slad$i nez sachar6za aje tiez predavany pod znackou Equal
a NutraSweet [6]. Poskytuje 16,7 kJ/g [3]. Stabilita aspartimu je ovplyvnena vlhkostou, pH
(neutrdlne alebo zésadité) a dlhotrvajucou zvysenou teplotou (varenie, sterilizacia), ale nie jeho

koncentraciou. Je stabilny v kyslom prostredi medzi pH 3 a pH 5. Jeho stabilita klesa nad pH 5
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a so zvysujucou sa teplotou [1]. Po poziti je aspartdm hydrolyzovany v ¢revnom Iimene na jeho
zlozky, a to kyselinu asparagovi, fenylalanin a metanol [6]. Tieto zlozky st d’alej absorbované
do krvi, kde sa metabolizuju. Podl'a Nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady Europy a taktiez
FDA musia byt potraviny s obsahom aspartdmu oznacené, Ze si zdrojom fenylalaninu, ktory

moze sposobovat’ tazkosti 'ud’om trpiacim dedi¢nou chorobou fenylketonuriou [2, 6].

Neotam

Obr. 2.1.3.2 Strukttra neotamu.

Neotam je modifikovanou formou aspartamu. Je 7 000 az 13 000-krat slad$i nez
sachar6za a neobsahuje kalorie. Je aj 30 az 60-krat sladsi nez aspartam [6, 7]. Je to biely prasok
vyrobeny z aspartdmu a 3,3-dimetylbutyraldehydu. Po ordlnom poziti je priblizne 20 — 30 %
podanej davky aspartamu absorbované arychlo rozloZzené na hlavny metabolit N-[N-(3,3-
dimetylbutyl)-L-a-aspartyl]-L-fenylalanin (deesterifikovany neotam), metanol v zanedbatelnom
mnozstve a d’alSie minoritné metabolity. Neotam a jeho metabolity st rychlo eliminované
prostrednictvom mocu a stolice [7]. Neotam mozeme ndjst’ v pe€ive, nealkoholickych népojoch,
zuvackach, mrazenych dezertoch, dZzemoch, Zelatine, rosoloch, pudingoch, konzervovanom
ovoci, sirupoch a v polevach [6]. Od roku 2002 bol neotam povoleny FDA a od novembra 2007

je povoleny aj v Europskej unii [5].
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Sukraloza

HO

Cl

HO

Obr. 2.1.3.3 Struktiira sukral6zy.

Sukraléza bola objavena v roku 1976 [6]. Je to halogenovany disacharid chemicky znamy
ako 1,6-dichlor-1,6-dideoxy-p-D-fruktofuranosyl-4-chlor-4-deoxy-a-D-galaktopyranosid. Je to
jediné sladidlo odvodené od sachar6zy. Sukraldza patri medzi nekalorické sladidla a je 400 —
800-krat sladSia nez sacharéza a dvakrat sladSia nez sacharin. Relativna hodnota sladivosti
sukralozy zavisi od hodnoty pH, teploty a koncentracie [1]. Toto sladidlo nezanechava horku
chut’ alebo kovovu pachut. Zna¢né mnozstvo nerozstiepenej sukralozy, az 85 — 97 %, je
vyli¢ené prostrednictvom mocu a stolice. Z mnozstva, ktoré prejde ¢revnou stenou, st len 3 —
4 % metabolizované a konjuguju sa s kyselinou glukuronovou. Samotna sukral6za a konjugat
s kyselinou glukurénovou st vylu¢ované mocom [4]. Sukraldza bola schvalena FDA v roku
1998 na pouzivanie v pétnastich kategoériach potravin zahritujuc stolné sladidlo zname napriklad
pod obchodnym nazvom Splenda. V roku 1999 FDA schvililo pouzivanie tohto sladidla vo
vSetkych potravinach [6].

Informacie o sacharine, acesulfame K a cyklamate st blizSie uvedené v Casti 2.1.6.

2.1.4 Spotreba a produkcia sladidiel vo svete a EU

Prirodné a umelé sladidla st vyznamnou sucastou svetového obchodu s potravinami.
V roku 2003 dosiahla svetova produkcia v pripade cukru 143 miliéna ton (EU 20,9 mil. ton),
Vv pripade Skrobovych sladidiel a alkoholickych cukrov 17,6 miliéna ton (w.s.e.) aV pripade

nahradnych sladidiel 11,6 miliona ton (w.s.e.) [8].
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Tab. 2.1.4.1 Spotreba sladidiel v roku 2004.

Sladidlo Hodnota
Spotreba vo svete | Cukor 143,3 mil. ton (hodnoty surového cukru)
Spotreba v EU Cukor 20,6 mol. ton (hodnoty surového cukru)
Skrobové sladidla a alkoholické cukry | 3 mil. ton w.s.e.
Umelé sladidla 1,9 mil. ton w.s.e.

Tab. 2.1.4.2 Cista spotreba umelych sladidiel v roku 2003.

Spotreba umelych sladidiel vo svete | 80 000 ton | 11,6 mil. ton w.s.e.

Spotreba umelych sladidiel v EU 13 000 ton | 1,9 mil. ton w.s.e.

Do roku 2008 bol predpokladany narast spotreby nahradnych sladidiel o0 8,3 % [8].

Tab. 2.1.4.3 Svetova spotreba niektorych umelych sladidiel vo svete.

Sladidlo Svetova spotreba sladidiel (mil. ton w.s.e.) Narast  spotreby
1985 1995 2005 1995/2005 (%)

Sacharin 5,3 8,1 11,0 36

Aspartam 1,2 2,2 41 86

Cyklamat 0,5 0,5 13 160

Ostatné 0,05 0,3 0,5 67

Na celosvetovej spotrebe nahradnych sladidiel ma najvacsi podiel Azia (49 %), Amerika

v

(28 %) a Eurdpa (20 %), zatial’ ¢o ostatné krajiny sveta predstavuja iba 3 % [8].

Co sa tyka produkcie nahradnych sladidiel, bolo o¢akavané, Zze Azia bude mat’ do roku
2010 az 90 % podiel na svetovej produkcii vzhladom k tomu, Ze uz v roku 2003 sa Cina
podielala na tomto obchode az 77 %. Pri umelych sladidlach bol ofakévany medziro¢ny rast

produkcie 2,7 az 2,9 % [8].

2.1.5 Legislativa

Potravinové prisady st ohodnocované a/alebo regulované mnohymi narodnymi
a medzinarodnymi organmi. Medzi medzindrodné organy patria Spolo¢nost’ expertov FAO /
WHO pre pridavné latky (Joint Food and Agriculture Organization / World Health Organization
Expert Committee on Food Additives, (JECFA)), Komisia Codex Alimentarius (The Codex
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Alimentarius Commission), Vedecky vybor pre potraviny (Scientific Committee for Food of the
Commission of the European Union) [9].

V USA potravinarske aditivne latky sa pod kontrolou Uradu pre kontrolu potravin
alieciv (Food and Drug Administration, (FDA)), podl'a Zakona o potravinach, lie¢ivach
a kozmetike (Food, Drug & Cosmetic Act) a jeho dodatkov. FDA prehodnocuje tidaje o vSetkych

novych latkach, ktoré by sa mali stat’ sucastou jedal [6, 9].

Kladovou legislativou Eurdpskej Unie, ktora zastreSuje problematiku nahradnych
sladidiel, je Smernica Eurdpskeho parlamentu a Rady 94/35/ES z 30.06.1994, vyplyvajica
z ramcovej Smernice 89/107/EHS o0 pridavnych potravinarskych latkach, ktord sa tyka pouzitia
sladidiel v potravinach s dopliiujicimi Smernicami 96/83/ES a 2003/115/ES, ako aj Smernice
2004/46/ES a 95/31/ES a 2008/60/ES ohl'adom definicii, identifikacie a kritérii Cistoty
nahradnych sladidiel [2, 8]. Tato smernica sa tiez zaobera vymedzenim pojmov, oznacovanim
obalov potravin obsahujucich sladidla a podmienkami pouzitia nahradnych sladidiel pri vyrobe

potravin [4].

V Smernici Rady 89/107/EHS st uvedené sladidla, ktoré nemoézu byt pouzité v jedlach
pre dojcatd amalé deti zahriujuc jedla pre dojCatd a malé deti, ktoré nie su v dobrom

zdravotnom stave [2].

Povinnostou &lenskych statov EU je zaviest systém pravidelného prieskumu na
sledovanie spotreby sladidiel. Na zdklade tychto informacii podmienky pouZitia sladidiel, ako st

stanovené podl'a nariadenia, m6Zu byt upravené, ak je to nevyhnutné [2].
Potraviny, alebo stolné sladidla obsahujtice polyoly a/alebo aspartdm musia obsahovat’
nasledujlice upozornenia [2]:
- polyoly: ,,nadmerna konzumdacia moéze mat laxativne uCinky*
- aspartam: ,,obsahuje zdroj fenylalaninu®

- sol’ aspartam — acesulfamu: ,,obsahuje zdroj fenylalaninu*
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Ako sucast’ hodnotenia potravinarskych pridavnych latok regulacné organy stanovili
takzvanu prijatelni dennti davku (ADI). ADI pre cloveka, vyjadrené v pomere k telesnej
hmotnosti, je mnozstvo potravinarskej pridavnej latky, ktoré moéze byt prijimané denne v strave
v priebehu celého zivota bez rizika. ADI moéze byt pouzitd ako Standard na hodnotenie
skutoéné¢ho prijmu latky aako pomoc pri preverovani dalSich moznych vyuziti
Vv potravinarskych prisadach. ADI sa vyjadruje v miligramoch na kilogram telesnej hmotnosti

[9].

2.1.6 Umelé sladidla

2.1.6.1 Sacharin

Obr. 2.1.6.1.1 Struktara sacharinu.

Sacharin, prvé umelé sladidlo, bol vynajdeny ndhodne rovnako ako véc¢sina umelych
sladidiel. V roku 1879 Constantine Fahlberg, ktory pracoval v laboratoriu Ira Remsena na
univerzite Johnsa Hopkinsa, skiimal oxidativny mechanizmus toluénsulfonamidu, ¢o bolo ¢ast'ou
vyskumu profesora Remensa. Po€as vyskumu sa latka ndhodne dostala na jeho prst, ktory si
neskor oblizol, ¢im zistil, ze tato latka ma sladkt chut, a tym vynasSiel sacharin [6]. Nazov

sacharin je odvodeny z latinského nazvu pre cukor saccharum [9].

UZ v roku 1900 Fahlberg ohlésil ro¢nt produkciu sacharinu az na 190 000 kg. Pouzitie
sacharinu vzrastlo vyrazne pocas 1. Svetovej vojny a nasledne potom ako dosledok pridel'ovania
cukru, ¢o bolo najmi viditelné v Eurdpe. Od roku 1917 bol sacharin beZne pouzivanym stolnym
sladidlom v Amerike aj Europe a v roku 1923 bol uvedeny aj na d’alekom Vychode. Konzumacia
sacharinu pokracovala aj medzi svetovymi vojnami so vzrastajucim poctom produktov,
Vv ktorych bol sacharin pouzity a uskladnenie cukru pocas 2. Svetovej vojny opiat’ sposobilo

vyrazny narast jeho pouzitia [9].
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Sacharin mdze byt vyrobeny rdéznymi spdsobmi, ato z toluénu (Remsen &Fahlberg,
1879), z anhydridu kyseliny ftalovej alebo kyseliny ftalovej (Maumée, 1951) a o-chlortoluénu
(Bungard, 1967). NajrozsirenejSou metéodou na vyrobu sacharinu je Remsen — Fahlbergov
a Mauméeho proces [10]. Produktom je kryStalicky biely prasok vel'mi stabilny v suchom stave
[1]. Je to mierne silna kyselina s iba malou rozpustnost'ou vo vode [9]. Je rozpustny v acetone,

etanole, glycerole a je mierne rozpustny v chloroforme a dietylétere [1].
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Obr. 2.1.6.1.2 Vyrobny proces sacharinu (Maumée proces, 1951) [9].
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Obr. 2.1.6.1.3 Vyrobny proces sacharinu (Remsen &Fahlberg, 1879) [9].
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Sacharin je komer¢ne dostupny v troch formdach: ako kyselina, vapenatd a sodnd sol
sacharinu. Najviac bezne pouzivanou formou je sodna sol’ sacharinu a to vd’aka jej vysoke;j
rozpustnosti, vysokej stabilite a ekonomickej vyhodnosti [9]. Sacharin neobsahuje kalérie a je
priblizne 300-krat slad$i nez cukor. Mézeme ho ndajst’ v réznych produktoch ako napriklad v
nealkoholickych napojoch, pecive, dzemoch, zuvackach, konzervovanom ovoci, cukrikoch,
dezertnych polevach alebo Salatovych dressingoch. Sacharin sa tiez pouziva v kozmetickych

produktoch (zubna pasta, Gistna voda, lesk na pery), vitaminoch a liekoch [6].

Tiez je znamy pre svoju horkdli chut akovovi pachut, ¢o moédze byt maskované
pridavkom inych sladidiel ako cyklamat, aspartdm, acesulfam K alebo sukral6za [1]. Prva zmes,
kde bol pouzity sacharin, bola na baze sacharin : ducin. Neskor sa objavil vel'mi rychly narast
pouzivania zmesi cyklamat sodny : sacharin, eSte pred zakazanim cyklamatu v U.S., a to hlavne
vo vyrobe diétnych nealkoholickych napojov. Tato kombinacia bola vzdjomne vel'mi vyhodna,
pretoze samotny cyklamat ma tiez sporné chutové vlastnosti [9]. Horké alebo kovova trpké chut’
spojena so sladivost'ou sacharinu inklinuje k zintenzivneniu so stipajucou koncentraciou [11].
Nast’astie prahova koncentracia, kedy sa zacne prejavovat’ horka chut, je vysSia ako prahova
koncentracia sladkej chuti a iba 25 % populacie Europanov je schopné detekovat’ tato pachut’ [9,
11]. Profil sladivosti sacharinu je rozdielny od profilu sladivosti sacharézy. Sacharin ma vel'mi
pomaly sladivy ucinok, ktory rastie pozvolne az do dosiahnutia jeho maxima a ma pretrvavajiicu

intenzitu sladivosti [1].

Dal$ou vyhodou sacharinu je jeho vysoka stabilita a to vo vietkych formach vo vodnom
roztoku v sirokom rozmedzi pH. Bolo =zistené, ze sacharin ajeho soli nepodliehaju
detekovatelnému rozkladu pocas niekol'kych rokov. Jedine za vel'mi vyhrotenych podmienok,
ato pri vysokej teplote, nizkom alebo vysokom pH mimo rozsahu 3,3 — 8,0 a po dlhom case,
sacharin hydrolyzoval v meratel'nom mnozstve. Produkty hydrolyzy boli 2-sulfobenzoova

kyselina a 2-sulfamoylbenzoova kyselina [9].

Sacharin patri medzi najStudovanejsie sladidla z toxikologického hladiska. Na zaklade
Studii na potkanoch bolo dokadzané, Ze potkanom muZského pohlavia kfmenym vysokymi
davkami sacharinu sodného spdsobuju rakovinu mocového mechura. AvSak dalSie Stadie na
I'ud’och nepreukézali nepriaznivy vplyv sacharinu. V roku 1998 IARC zaradila sacharin do nizsej
skupiny zo Skupiny 2B latok (moZné karcinogény pre ¢loveka) do Skupiny 3 (latky, kde je jasny

dokaz, ze mechanizmus karcinogenity u pokusnych zvierat nefunguje u I'udi) [9]. Sacharin nie je

20



Vv tele metabolizovany a prechddza traviacim traktom bez zmeny. Je vyluCeny, nezmeneny,
prostrednictvom mocu [1, 6, 9, 10]. Hodnota ADI pre sacharin je stanovena na 5 mg/kg telesnej

vahy [4]. Sacharin je medzinarodne znaceny ako E954 [12].

2.1.6.2 Acesulfam K (Acesulfam draselny)
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Obr. 2.1.6.2.1 Struktira acesulfamu K.

Acesulfam K bol objaveny vroku 1967 chemikmi Jensenom a Karlom Claussom.
Systematicky vyskum dihydrooxatiazinonovych dioxidov odhalil niekol’ko latok z tejto skupiny,
ktoré chutili sladko. Zmenou substituentov na kruhu v pozicii 5 a 6 ukéazal badatelny vplyv na
intenzitu a cistotu sladivosti. Prehodnotenim roznych latok sa dokazalo, ze 6-metyl-1,2,3-
oxatiazin-4(3H)-on-2,2-dioxid ma najpriaznivejsie chutové vlastnosti. Pretoze produkcia tejto
latky sa zdala byt menej naro¢na nez produkcia inych dihydrooxatiazononovych dioxidov, tato
latka bola vybrana na ohodnotenie sposobilosti ako sladidla uréen¢ho na pouzitie v jedlach
anapojoch. V roku 1978 WHO zaregistrovala ndzov - sol’ acesulfam draselny ako vSeobecny

nazov pre tato latku [9].
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Obr. 2.1.6.2.2 Syntéza acesulfamu z florosulfonyl izokyanatu a terc-butyl-acetoacetatu [13].
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Acesulfam K je priblizne 200-krat sladsi nez cukor a neobsahuje kalorie [6]. Je to biely,
krystalicky prasok bez zapachu. Jeho Specificka hustota je 1,83 g/cm?. Acesulfam draselny sa
rozpust’a rychlo pri izbovej teplote a jeho rozpustnost’ vo vode pri 20°C je 270 g/l. Rozpustnost’
prudko stupa so zvySujucou sa teplotou a to na viac ako 1000 g/l pri 100°C. Jeho sladka chut’ je
vnimana rychlo abez neprijemného oneskorenia. V porovnani sinymi umelymi sladidlami

(aspartam, alitam) ma acesulfam K rychly nastup ucinku sladivosti [9].

Acesulfam Kje velmi stabilny vjedle, néapojoch akozmetickych pripravkoch
za normalnych podmienok skladovania. Za extrémnych podmienok pH a teploty, moze dojst
k pozorovatelnému rozkladu ak vytvoreniu aceténu, oxidu uhli¢itého, hydrogénsiranu
amoénneho alebo amido-sulfatu. V kyslom prostredi (pH 2,5) sa vytvaraji v nepatrnom mnozstve
acetoacetamid a acetoacetamin N-sulfonova kyselina ako nestabilné medziprodukty rozkladu.
V zéasaditom prostredi (pH 10,5) sa mézu vyskytnit’ kyselina 2-oxobutanova a acetoacetamid N-

sulfonova kyselina [14].

Acesulfam K patri medzi sladidld s horkou chutou ato najmid pri jeho vysokej
koncentracii [9]. Ma oneskorent horku chut, ktora je intenzivnejSia a dlhSie pretrvavajica [11].
Synergicky efekt acesulfamu K s glukozou, fruktézou, sachar6zou a sukraldozou zvySuje ich
sladivost’ [6]. Silné synergické zvySenie chuti bolo zaznamenané aj v zmesi acesulfdmu
K a aspartdmu alebo cyklamatu sodného, zatial ¢o iba slabé zvySenie chuti bolo vnimané
v zmesi acesulfamu K so sacharinom. Acesulfim a aspartam spolu chutia priblizne 100-krat
sladSie ako roztok sachardzy obsahujuci 100 g/l. AvSak zmes tychto dvoch sladidiel chuti az

300-krat sladsie ako rovnaky roztok sacharozy [9].

Acesulfam K nie je taktiez metabolizovany v tele aje vylu¢ovany mocom a stolicou
Vv nezmenene] podobe. Viacnasobné davky tohto sladidla nepreukazali akumulaciu acesulfamu

Kv tkanivéch [14].

Velmi doélezitou sucastou ohodnocovania sladidiel su predovSetkym toxikologickeé
Studie, ktorymi by mala byt’ zdravotna nezavadnost’ sladidiel preukézana a to pred uvedenim na
trh. V pripade acesulfamu K viaceré toxikologické stidie zamerané na akutnu toxicitu, chronicku

toxicitu, mutagenitu, karcinogenitu a teratogenitu dokazali jeho zdravotni nezavadnost. LDs
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pri oralnom podani je stanovena v rozmedzi hodndt 6,9 — 8,0 g/kg telesnej hmotnosti a pri

intraperitonalnom podani je LDsg 2,2 g/kg telesnej hmotnosti [9].

Prijate'na denna davka acesulfamu bola stanovena na 0 — 9 mg/kg a neskor bola zvysena
na hodnotu 0 — 15 mg/kg. V EU bola prijatd hodnota ADI 0 — 9 mg/kg telesnej hmotnosti [9].
Acesulfam K je vyuzivany ako stolné sladidlo, a tiez ho najdeme v nealkoholickych napojoch,
potravinovych pripravkoch, mrazenych dezertoch, ranajkovych ceredliach, zuvackach, pecive,
cukrikoch, kvapkach proti kasl'u a v cukrikoch na sviezi dych [6, 14]. Medzinarodné oznacenie

v ¢lenskych $tatoch EU pre acesulfam K je E950 [12].

2.1.6.3 Cyklamat
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Obr. 2.1.6.3.1 Struktara cyklamatu.

Michael Sveda objavil cyklamat v roku 1937 pri vyvoji antipyretik. Pri praci si odlozil
cigaretu na laboratorny stdl so stopami pripravovanych latok, a ked’ si ju opit’ vlozil do Gst, zistil

vyrazne sladka chut’ [12].

Cyklamat sodny vstapil na trh v U.S. potom ako ho FDA schvalila v roku 1951 [15].
Cyklamat je komerény nazov pre kyselinu cyklamovu alebo kyselinu cyklohexyl-sulfamovu,
ktoré su vSeobecne pouzivané ako sodné alebo vépenaté soli. Cyklohexylamin, metabolit, je

produkt rozpadu cyklamatu s horkou chutou [1].

Cyklamat sodny patri medzi nekalorické sladidla a je 30-krat sladsi nez sacharéza. Je to
nezapachajuci, biely, krystalicky présok, alebo je vo forme krystidlov [16]. Teplota topenia
kyseliny cyklamovej je 169 — 170 °C, je dobre rozpustna vo vode s rozpustnostou 1 g/ 7,5 ml
vody a vyznacuje sa citronovo kyslou sladivostou. Naopak ma limitovant rozpustnost’ v olejoch

a nepolarnych rozpustadlach. Cyklamat sodny a vapenaty su silné elektrolyty, ktoré st znacne
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ionizované v roztoku, maju pomerne neutralny charakter a maji mala pufracnii kapacitu.

Cyklamatové roztoky st stabilné voci teplu, svetlu a vzduchu v Sirokom rozmedzi pH [9].

Cyklohexylamin, ktory je pociatoénym materialom pri syntéze cyklamatu a aj
metabolitom cyklamatu, mé zretel'ne rozdielne vlastnosti. Cyklohexylamin je baza, vyznacuje sa
rybim zapachom a horkou chut'ou. Je to ¢ira, bezfarebna kvapalina, ktora je miesatel'na s vodou,

alkoholom a nepolarnymi rozptstadlami a ma teplotu topenia pri 134,5 °C [9].

Cyklamat sa vyznacuje prirodzenejSou sladkou chutou v porovnani so sacharinom a tiez
vysSou stabilitou pri vysSSich teplotdich. Vyuziva sa hojne v potravinarskom priemysle [12].
Sladivost’ cyklamatu vzrasta az na maximalnu Groven pomalSie nez sachar6za a pretrvava dlhsiu
dobu. Primarne pouzitie cyklamétu je ako nekalorické sladidlo obyc€ajne pouZzivané v kombindcii
s inymi sladidlami, ale tiez mdze byt pouzity ako ochucovadlo na zamaskovanie neprijemne;j
chuti lieckov [9]. Cyklamat sa velmi Casto vyuziva aj v zmesiach a najfrekventovanejSia
kombinécia je zmes cyklamat : sacharin. Naj¢astejSie je tato zmes pouzivand v pomere 10 : 1
a poskytuje intenzivnu sladivost’ sacharinu so schopnostou cyklamatu potlacit’ horkt chut
sacharinu [1]. Neddvno bolo tiez popisané pouzitie cyklamatu v kombinacii s aspartdmom alebo

s acesulfamom K a tieZ v trojkombinacii s aspartamom a sacharinom [9].

Cyklamat bol dlhé roky komeréne pouzivany ako ochucovadlo, ale v roku 1970 bol
v U.S., Kanade a UK zakéazany kvoli zistenym podozrivym karcinogénnym u¢inkom [1]. Prave
vroku 1969 bolo na zadklade §tadii na potkanoch kfmenych zmesou cyklamat : sacharin
v pomere 10 : 1 zistené, Ze cyklamat sposobuje u potkanov rakovinu mocového mechura. Na
zaklade tychto zisteni bol cyklamat v roku 1970 vyluceny z GRAS zoznamu a zakézany na
pouzivanie v jedlach anédpojoch. AvSak dalSie Stadie preukazali, Zze ani cyklamét ani
cyklohexylanim nie st karcinogénne pre ¢loveka v mnozstve, ktoré je odporti¢ané pre diétne

jedla [9].

Technickymi kvalitami vynika toto sladidlo hlavne v jeho stabilite ako pri nizkej tak aj
vysokej teplote, v Sirokom rozmedzi pH, za pritomnosti svetla, kyslika a inych potravinarskych
latok. Cyklamat mé za normalnych podmienok pouzitia priaznivy chutovy profil a nezanechava

neprijemnu pachut’. Je lepsi ako sachar6za v maskovani horkosti a zlepSuje ovocnu prichut’ [9].
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Cyklamat je pomaly aneuplne absorbovany v zaludo¢ne — ¢revnom trakte. Nie je
metabolizovany na cyklohexylamin v tkanivéach cicavcov, ale cyklohexylamin je skor formovany
Vv ¢revnom trakte posobenim ¢revnej mikroflory na neabsorbovany cyklamat. Niektori jedinci nie
su schopni transformovat’ cyklamat na cyklohexylamin. Retrospektivne analyzy stadii, ktoré sa
pokusili ur¢it mnozstvo jedincov, ktori su schopni premienat’ cyklamat na cyklohexylamin
zistili, Ze len 25 % sktimanych jedincov bolo schopnych tejto premeny. Vyskyt premien bol
mierne niz§i u Eurépanov a Severnych Ameri¢anov (= 20 %), ktori dostavali asponl tri denné
davky, ale zdal sa byt’ vys$si medzi Japoncami (> 80 %, Vv Studidch zahriiujucich 60 jedincov). Je
odhadované, ze iba okolo 3 % populacie je schopné premienat’ viac ako 20 % cyklamatovej
davky na cyklohexylamin a < 1 % premienia 60 % alebo viac. Hladina 60 % je maximalne mozné
mnozstvo, pretoze iba neabsorbovany cyklamat moze byt’ metabolizovany a absorpcia cyklamatu

je priemerne 40 % [9]. Cyklohexylamin méZe byt’ d’alej premiefiany na iné metabolity [13].
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Obr. 2.1.6.3.2 Metabolizmus cyklamatu v organizme [13].

Zatial' ¢o v U.S a UK je stale cyklamat zakazany, v 50 (niektoré zdroje uvadzaju 90)

krajinach je beZne pouZivany. Predtym ako bol v U.S. zakdzany, bol pouZivany ako stolné
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sladidlo v rozli¢énych jedlach a napojoch a taktiez v liekoch v tabletovej ale aj tekutej podobe.
Dnes je vo viac neZ pat'desiatich krajinach vyuzivany v mnohych produktoch ako stolné sladidlo,
Vv ovocnych napojoch a dzasoch, konzervovanom ovoci, zuvackach, Salatovych dressingoch, ¢i
v zelatinach a podobne. Hodnota ADI pre cyklamat bola stanovena na 0 — 11 mg/kg telesnej

vahy [1, 9]. Jeho medzindrodné oznacenie je E952 [12].

2.2 Umelé¢ sladidla v Zivotnom prostredi

2.2.1 Pritomnost’ umelych sladidiel v pode

Umelé sladidla st konzumované v znacnom mnozstve ako nahrada cukru
v nizkokalorickych jedlach alebo népojoch a ukazalo sa, Ze su vSadepritomné vo vodnom
prostredi. Taktiez sa m6zu vSak umelé sladidla objavit’ v pdde a to prostrednictvom niekol’kych

ciest, ktoré nadzorne zobrazuje nasledujuci obrazok [17].

hnoj L herbicidy ]

zavlaiovanie} Cistiarenske ||poskodend
kaly kanalizacia

acesulfam: 0 0 40 - 140 menej ako 4  menej ako 4

sacharin:  20-1000 1-25 menej ako 10 menej ako 2 menej ako 2
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I\> |\> l\> degradacia
Yoy

] + extrakcia
podzemna voda

Obr. 2.2.1.1 Vstupné cesty umelych sladidiel do pody a nasledne do podzemnej vody. Odhadovany roény prisun
acesulfamu a sacharinu do pody v jednotkach g/ha [17].

Odpadova znecistend povrchovd voda mdze byt pouzitd na zavlazovanie
pol'nohospodarskych  poli. V niektorych krajindch st Cistiarenské kaly pouzivané
V pol'nohospodarstve tieZ na hnojenie. Okrem toho neprecistend odpadova voda mozZe
presakovat’ do pody cez poskodené kanalizacné potrubie. Nielen I'udskd konzumaécia je jedinym
zdrojom sladidiel v Zivotnom prostredi. V mnohych krajinach je sacharin registrovany ako

pridavna latka do krmiva pre oSipané, ateda pouzitim takéhoto hnojiva sa mdze dostat’ toto
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sladidlo do pol'nohospodarskej pddy. Sacharin je tiez hlavnym pddnym metabolitom niektorych

sulfonylmocovinovych herbicidov [17].

V laboratérnom vyskume Buergerea, Kellera a spol. zameranom na degradaciu sladidiel
vorne] pode bolo zistené, ze cyklamat, sacharin, acesulfam K aaj sukraléza su v pode
degradované. Rychla degradacia cyklamatu a sacharinu v ornej pdde je zhodna s rozsiahlou
eliminaciou pozorovanou v Cistiarnach odpadovych vod (= 99 % pre cyklamat a = 90 % pre
sacharin). Pre acesulfam a sukralézu pomerne rychla degradacia je v kontraste sich
pretrvavanim a stalost'ou v Cistiariach odpadovych vod. Moze to byt odovodnené pritomnostou
inych mikrobidlnych komunit a to predovsetkym kvasiniek a hub. Hoci nie je mozné s urcitost'ou
tvrdit, ze prave tieto organizmy sa podielaju na degradécii sladidiel, z vyskumu jasne vyplyva,
ze biodegradicia sladidiel je moznd. PolCasy zivota pre jednotlivé sladidl4 boli nasledovné: 0,3 —
6 dni pre cyklamat, 3 — 12 dni pre sacharin, 3 — 49 dni pre acesulfam a 8 — 124 dni pre sukralozu
[17].

V spominanom vyskume bolo predmetom dalSieho Stidia tiez degradicia sladidiel
v pddnom podlozi. Biodegradaéné hodnoty zvycajne klesaji s hibkou pody v dosledku zniZenia
biologickej aktivity. RozloziteI'nost umelych sladidiel bola skimana v experimente s vyuzitim
metoddy luzenia, kde neprecistena odpadova voda presakovala materidlom z pédneho podlozia
pocas 57 dni. Vysledky dokazuji, ze cyklamat a sacharin su degradovatelné v Zivotnom

prostredi. Acesulfam a sukral6za st na druhej Strane v Zivotnom prostredi znacne stabilné [17].

2.2.2 Vyskyt umelych sladidiel vo vode

Umelé nizkokalorické sladidla su konzumované v zna¢nom mnozstve v jedlach
a napojoch. Po konzumacii su tieto sladidla vylu¢ované prostrednictvom mocu a stolice viac
menej metabolicky nezmenené, atym sa stavaju tieto sladidla uzko spojené so Zivotnym
prostredim [18]. Nedavne Stidie dokazali, ze niektoré sladidla su detekovate'né v mestskej
odpadovej vode arozlicnych vodach zivotného prostredia. Umelé sladidla st vSeobecne
povazované ako malo ekotoxické. Avsak je teoreticky mozné, ze umelé sladidlo sukral6za moze
mat’ vplyv na ekosystém vody, pretoze napodobniuje sacharozu, ktora je biochemicky tizko spéta
s rozliénymi biologickymi funkciami zahriiujic fotosyntézu [19]. Podzemna voda je dolezitym
zdrojom pitnej vody avyzaduje si vysoky stupen ochrany. Kontaminacia cudzorodymi
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chemikaliami a patogénnymi mikrobmi moéze pochadzat zrdéznych zdrojov, napriklad
Z poI'nohospodarstva, domacnosti, priemyslu a tovarni [18]. Mdze byt ovplyvnend odpadovou
vodou zo septiku, presakujucou kanalizaciou alebo z kalojemov. Takto znecistena podzemna
voda moze ovplyvnit pramene pitnej vody, alebo vyrazne prispiet k vyskytu kontaminantov

v mestskych potokoch [19].

Z dovodu prave spominanej kontaminacie vody umelymi sladidlami viaceré Studie sa
zamerali na ich vyskyt v podzemnych vodach, mestskych potokoch ¢i v ¢Cistickach odpadovych
vod. Styri sladidla, acesulam, sukral6za, sacharin acyklamat, boli dokladne detekované

v domacej odpadovej vode v koncentracii niekol’kych pg/l [17].

Buerge aspol. vroku 2009 zistili, ze v neprecistenej odpadovej vode boli dbsledne
detekované $tyri umelé sladidla v koncentracii od 2 — 65 pg/l v poradi cyklamat ~ acesulfam >
sacharin > sukral6za. V uz precistenej odpadovej vode koncentracia a mnozstvo acesulfamu
a sukralozy boli porovnatel'né s hodnotami v neprecistenej odpadovej vode. Zatial’ ¢o cyklamat
a sacharin boli najdené v znacne nizSom mnozstve, ktoré koreSpondovalo s G¢innostou
eliminacie 99 % pre cyklamat a 90 % pre sacharin [18]. Zda sa, Ze cyklamat a sacharin sa
ochotne biologicky rozkladaju, avSak su stale detekovatelné aj v preCistenej vode [17, 19].
Vzhl'adom na nekompletnu eliminaciu v Cistiarnach odpadovych vod sa tieto sladidla dostavaja

d’alej do riek a mestskych potokov, kde je voda z Cisti¢iek vypustana [3].

Vyskyt spominanych sladidiel bol zaznamenany aj v povrchovych vodéach. Vo
vSeobecnosti koncentracia sladidiel stipa s populaciou (P) a klesa so strednym prietokom vody
(Q, m?/den). Buerge aspol. vo svojom vyskume preukazali linearnu korelaciu medzi
koncentraciou jednotlivych sladidiel a pomerom P/ Q, ¢o naznacuje, ze sladidla odrazajua
kontamindciu povrchovych véd domacou odpadovou vodou nie iba v kvalitativnom, ale aj
kvantitativnom zmysle [18]. Dokonca sukraldza bola tiez detekovana v primorskej a oceanske;j

vode na juhu Spojenych Statov [19].

Zo Styroch umelych sladidiel detekovanych v podzemnej vode bol najviac rozsireny
vyskyt acesulfamu a v niektorych pripadoch dokonca vo vysokej koncentracii. Buerge a spol.
uvadzaji, ze acesulfam sa vyskytol v 65 pripadoch zo 100 v koncentracii vyssej ako 4,7 pg/l.
Pritomnost’ acesulfamu v podzemnych vodach moze byt dokazom infiltracie precistenej

odpadovej vody cez povrchové vody (nepriamy vstup), alebo infiltraciu neprecistenej odpadovej
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vody z poskodenej kanalizacie (priamy vstup). V najnovSom vyskume Stempvoorta a spol. bola
mozna kontaminécia z precistenej odpadovej vody vyvratend a prave naopak podpovrchova voda
je primarnym zdrojom acesulfamu v riekach. V tomto vyskume bola dokazana taktiez
pritomnost’ sacharinu a cyklamatu, ¢o je v kontraste s predoslymi $tadiami v Eurdpe (Buerge
aspol., 2009; Scheurer aspol., 2009), kde sa ticto sladidla nenasli v Ziadnych vzorkach.
Pritomnost’ sacharinu a cyklamatu v relativne vysokej koncentracii V podzemnych vodach
poukazuje na vplyv podmienok v podzemnych vodach na biodegrada¢né procesy, ktoré mozu
byt’ limitované alebo inhibované. Rovnako ma pravdepodobne vplyv na relativau hojnost’ tychto

alebo inych sladidiel tiez ich historické a dnesné pouzivanie [18, 19].

Idedlnym ukazovatelom znecistenia by mal byt konkrétny zdroj vypusteny do zivotného
prostredia v postacujucej kvantite, mal by odrazat’ kontaminaciu v kvantitativnom zmysle a mal
by byt pristupny rychlej a citlivej analyze. Stadie preukazali, Ze acesulfim spina vietky kritéria,
aby sa mohol stat’ idedlnym ukazovatelom odpadovej vody z domacnosti v Zivotnom prostredi
zahriiujuc povrchové a podzemné vody. Koreldcia medzi koncentraciou v povrchovych vodach
a aktualnou antropogénnou zdtazou naznacuje, Ze acesulfam kvantitativne odraza znecistenie
zivotného prostredia odpadovou vodou. Vzhl'adom na detekciu aj inych sladidiel ako acesulfamu
v podzemnych vodach, moéze byt pouzitie analyzy viacerych sladidiel spolu uzitocné pri
dokazovani rozli¢nych zdrojov, ktoré ovplyviuju kvalitu podzemnej vody, k ziskaniu kl'icovych
parametrov ako blizkost’ zdroja a dobu zadrzania podzemnej vody a rovnako méZe napomoct’

k identifikacii zdrojov znecistenia, ktoré nie st odpadovou vodou [18, 19].

2.3 Biologické uc¢inky umelych sladidiel

Rozsiahle pouZivanie a Coraz vacsi ndrast v pouzivani umelych sladidiel vedu k Coraz
CastejSim diskusidm o ich zdravotnej nezavadnosti a pripadnych rizikach, ktoré ich pouZzivanie

moze sposobit’.

2.3.1 Vplyv umelych sladidiel na vznik rakoviny

Podiel umelych sladidiel na vzniku rakoviny je predmetom rozsiahlych debat od roku

1970, ked’ vyskum na zvieratach preukazal zvySené riziko vzniku rakoviny mocového mechura
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u hlodavcov, ktoré boli kfmené vel'mi vysokymi davkami sacharinu [20]. Sprava D. L. Arnolda
zroku 1983 uvadza, Ze na zaklade dvojgeneracnej Studie bolo jasne dokadzané, Ze ked’ bola
potkanom od pocatia az do smrti poddvana strava s obsahom 5 % alebo 7,5 % sacharinu, objavila
sa zvySena pocetnost’ vzniku rakoviny moc¢ového mechura a to hlavne u samcov [6]. M. M.
Andreatta a spol. na zéklade ich vlastnej prace a rovnako aj inych prac skonstatovali, ze sacharin,
cyklamat a aspartdm mozu byt spojené so vznikom tumorov mocového mechira cez oba
mechanizmy: podpora — ak je bujnenie sliznice zvy$ené — a chronické drazdenie — ak st umelé

sladidla konzumované uz dlht dobu pocas zivota [21].

V Taliansku sa C. Bosetti a spol. zamerali na vplyv umelych sladidiel na vznik rakoviny
zaludka, pankreasu a endometia: u 230 pacientov s potvrdenou rakovinou zaludka a 547 kontrol,
u 326 pacientov s rakovinou pankreasu a koreSpondujicich 652 kontrol, u 454 pacientov
s rakovinou endometria a 908 Kkontrol. Vysledky tejto stadie ukazali, ze konzumacia umelych

sladidiel nie je spojena s rizikom vzniku rakoviny Zaludka, pankreasu a endometria [20].

V sulade so sucasnou literatirou pravdepodobny risk vyvolania rakoviny umelymi

sladidlami sa zd4 byt’ zanedbatelny [15].

2.3.2 Zvysovanie telesnej hmotnosti vplyvom umelych sladidiel

Umelé sladidla su zna¢ne pouzivané v celom svete a niektoré epidemiologické Stidie
preukazali spojenie medzi uzivanim umelych sladidiel a zvySovanim telesnej hmotnosti. Vplyv
umelych sladidiel na zmeny v telesnej hmotnosti, zmeny Vv prijme stravy a tekutin bol
predmetom vyskumu Polyédka a spol. na 30 mySich samickach a 30 samcoch, ktori boli kfmeni
vodnymi roztokmi obsahujucimi stolné sladidla. Z vysledkov vyplyva, ze samcom mysi, ktorym
boli podavané sladidla cyklamat a sacharin podstatne pribrali pocas Studia oproti kontrolnej
skupine, ktorej bola podavana iba ¢ista voda. Rovnaky vysledok sa objavil aj v skupine samiciek
kfmenych sacharinom. Samce aj samicky znacne nabrali na véhe, aj ked’ sa ich stravovacie
zvyky nezmenili. V pripade mysi kimenych roztokom aspartdmu a acesulfamu K sa ich vaha
nezmenila. Zatial' o nebola zaznamenand zmena v stravovani u mysi kfmenych aspartdmom,
samicky kfmené acesulfamom K znacne znizili prijem jedla a naopak u samcov sa zvysil prijem
tekutin [22]. Taktiez d’als§i vyskum Martineza a spol. na laboratornych potkanoch kfmenych
réznymi sladidlami ukazal, Ze po 73 dnoch finalny nérast vahy bol v skupinach v zostupnom
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poradi nasledovny: skupina kimena fruktéozou > aspartamom > sukraléozou > v kontrolnej

skupine > sacharézou [23].

Umel¢ sladidla si ziskali pozornost’ ako diétne néstroje, ktoré poskytuju sladku chut’ bez
prisunu energie z jedal anapojov, ktoré obsahuju kaloricky cukor, ateda moézu asistovat’
Vv dietetickom pléne. Blum a spol. skimali konzuméciu napojov sladenych umelymi sladidlami
aBMI na 164 detoch zo zdkladnych §kol. Téato dlhotrvajuca Stidia ukazala, Ze zvySena
konzumacia diétnych sod pozitivne korelovala so zvySenim BMI po dvoch rokoch. Porovnatel'né
vysledky ukézali aj Stadie Berkey a spol., ktori skimali vztah medzi BMI a konzumaciou

diétnych s6d medzi 10 000 detmi vo veku od 9 do 14 rokov [24].

Avsak ndhodné intervencné §tidie u obéznych jedincov ukdzali, Ze pouzivanie umelych
sladidiel méze zvysit' dodrziavanie nizkokalorickej diéty, a tym znizit' prijem energie, znizit
vahu a zlepsit’ chudnutie. Devat’ ndhodnych klinickych $tadii u obéznych I'udi, ktoré analyzovali
informécie o zmene vahy u tychto jedincov ukazali znacne vac¢siu stratu vahy u pouzivatelov
umelych sladidiel v porovnani s tymi, ktori umelé sladidla nepouZzivaji. TaktieZ aj zistenia S.
Phelena aspol. su viac v sulade so spominanymi $tudiami a svedéia otom, Ze pouzivanie
napojov obsahujucich umelé sladidla moéze byt dolezitou stcastou stratégie I'udi, ktori sa

pokusaji schudnut’ [25].

2.3.3 U¢inok umelych sladidiel na gastrointestinalny trakt

Konzumacia napojov obsahujicich umelé sladidla je bezny zvyk u deti aj dospelych.
Vseobecne sa predpokladd, ze metabolizmus glukézy sa po ich konzumacii nezmeni, pretoze
tieto napoje neobsahuji, alebo obsahuju vel'mi mélo kalorii. AvSak nedavne Studie na zvieratach

dokazali, ze umelé¢ sladidla hraji aktivnu metabolick rolu v gastrointestinalnom trakte [26].

Chutové receptory pre sladkd chut’ reaguji nielen na kalorické cukry ako sachardza, ale
tiez na umelé sladidla (sukral6za, acesulfam K). U zvierat aaj uludi sa ukazalo, Ze tieto
receptory nie su pritomné len v chutovych poharikoch na jazyku, ale tiez aj v L - bunkach
¢revnej mukozy, ktoré vyluCuju glukagéonu podobny peptid — 1 (GLP - 1), akde slazia ako
rozhodujuce mediatory sekrécie GLP — 1. Rebecca J. Brown a spol. v svojej praci na mladych
zdravych dobrovolnikoch zistili, Ze konzumacia diétnych néapojov pred oralne podavanym
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glukézovym testom znasobila sekréciu GLP — 1, teda moéze zmenit ako zaludocné
vyprazdiiovanie, tak aj sekréciu inzulinu. Z ¢oho vyplyva, Ze konzuméciou umelych sladidiel
Vv spojeni s jedlom obsahujucim cukor, alebo so sladenymi napojmi, moze viest k rychlejsej
absorpcii cukru, ako aj k zvysenej sekrécii GLP — 1 ainzulinu a eventualnemu ovplyvneniu

hmotnosti, apetitu a glykémie [24, 26].

V stadii Jing Ma a spol., ktori sa tiez zaoberali vplyvom umelého sladidla sukralozy na
zalido¢né vyprazdnovanie a sekréciu gastrointestinalnych hormonov u siedmych zdravych osob
vsak zistili, Ze sukral6za podavana Zalido¢nou infiziou nemala Ziadny efekt na sekréciu GLP —
1, sekréciu inzulinu alebo zalido¢né vyprazdiovanie. Zatial' ¢o prave pritomnost’ uhl'ohydratov

Vv tenkom creve je preukdzanym stimulom k sekrécii gastrointestinalnych horménov [27].

2.3.4 Poskodenie mozgu ako désledok uzivania umelych sladidiel

Niektoré¢ Studie poukazuju na nepriaznivy vplyv aspartdmu na centralny nervovy systém
tym, Ze jeho nadmerna konzumécia méze spdsobovat’ poskodenie mozgu. Aspartdm je zlozeny
z fenylalaninu, kyseliny asparagovej a metanolu. V minulosti bolo publikované, Zze konzumacia
aspartamu moze spdsobit’ neurologické poruchy a poruchy v spravani u senzitivnych jedincov.
Bolesti hlavy, nespavost azachvaty st niektoré zneurologickych portch, ktoré sa moézu
vyskytnit’ a mdze to byt pripisané zmendm koncentracie katecholaminov v centradlnom mozgu,

ktoré su dolezitymi neurotransmitermi regulujicimi Zivotne dolezité funkcie [28].

Fenylalanin, ktory je st€astou aspartimu, moéZe spOsobit’ vazne problémy l'udom
trpiacim genetickou poruchou — fenylketontriou, pretoZze nedokazu metabolizovat’ prave
fenylalanin, ¢o vedie k nebezpefne vysokej hladine fenylalaninu v mozgu. Ddsledkom ¢oho
moze byt znizena hladina serotoninu v mozgu vedica k emocionalnym porucham ako napriklad
k depresiam. V publikacii Dr. J Baruaa a Dr. A Bala sa uvadza vyskum Robertsa z roku 1988,
ktory na 551 osobach skumal reakcie na aspartam a az 45 % o0so6b uvadzalo bolesti hlavy, 39 %
0sOb uviedlo zavraty, poruchy rovnovahy alebo oboje a 29 % 0s0b sa stazovalo na zmétenost’,

stratu paméti alebo obe poruchy [29].
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2.4 Fytoremediacné techniky

Rozsiahle oblasti podzemnych vod a pdd v rozliénych castiach sveta s kontaminované
priemyselnymi, vojenskymi a pol'nohospodarskymi aktivitami. ZvySovanie toxickych polutantov
(kovov, radionuklidov a organickych kontaminantov v pdde, povrchovej vode a podzemnej

vode) nielenze ovplyvinuje prirodné zdroje, ale tiez vyvija velky tlak na ekosystém [30].

Fytoremediécia je vSeobecny pojem pre niekol’ko sposobov, v ktorych su rastliny pouzité
na sanaciu lokalit tym, Ze odstrafuju znecistujuce latky z pody avody. Rastliny, as nimi
suvisiace mikroby, mézu degradovat’ organické kontaminanty, alebo zadrzat’ ¢i stabilizovat’
kovové kontaminanty tym, ze sa spravaju ako filtre alebo eliminatory. Fytoremediacia je
Vv poslednych rokoch povazovana za cenovo vyhodnu, neinvazivnu alternativnu alebo dopliiujucu
technologiu pre technicky zaloZené sana¢né metddy. Rastliny mozu byt pouzité pre stabilizaciu

polutantov, extrakciu, degradaciu a volatilizaciu [30 — 33].

Fytoremediaéné aplikdcie mozu byt klasifikované na zdklade osudu znecist'ujicej latky:
degraddcia, extrakcia, obmedzenie alebo ako ich kombindcie. Av§ak mdzu byt tiez klasifikované
na zaklade prisluSnych mechanizmov. Ako mechanizmus zahriiujici extrakciu kontaminantov
zpody alebo vody, koncentraciu kontaminantov v rastlinnych pletivach, degradaciu
kontaminantov roznymi biotickymi alebo abiotickymi procesmi, volatilizaciu alebo odparenie

prchavych kontaminantov z rastliny do vzduchu, imobilizdciu kontaminantov v koreiiovej oblasti

[30].
Medzi zdkladné fytoremediacné techniky patria:

- fytoextrakcia — alebo tiez fytoakumulacia, je proces, v ktorom dochadza k absorpcii
a premiestneniu  kovovych kontaminantov z pddy prostrednictvom koretiov rastlin do
nadzemnych casti rastlin (stoniek a listov). Niektoré rastliny nazyvané tiez hyperakumulatory
absorbuju zvicsa vicsie mnozstvo kovov ako iné rastliny. Jeden druh alebo kombinécia tychto
druhov rastlin je starostlivo vybrand a zasadena na miesta podl'a druhu pritomnych kovov a tiez
d’alSich miestnych podmienok. Po niekol’kych tyzdinoch ¢i mesiacoch su tieto rastliny zozbierané
a bud’ spalené alebo zakompostované a d’alej vyuzité na ziskanie povodnych kovov z rastliny.
Tento fytoakumulaény proces mdze byt opakovany az dovtedy, kym hladina kontaminantov

nedosiahne limitujuce hodnoty [30 — 33].
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- rhizofiltracia — je proces adsorpcie alebo vyzrazania kontaminujlcich latok na
rastlinnych korenioch, alebo absorpcie v koretioch, ktoré obklopuje voda. Rastliny mdzu, alebo
nemusia prijat a premiestnit’ kontaminant. Tato latka moéze byt prijata, imobilizovana alebo
akumulovana v alebo na korenovej Struktare. Rastliny pouzivané na vyc¢istenie zamorenej oblasti
su pestované v sklenikoch prevazne vo vode nez v pdde. Rastliny st potom zasadené do
kontaminovaného prostredia a korenovy systém prijima vodu spolu s polutantmi. Ked’ su korene
nasytené tymito latkami, st d’alej zozbierané a bud’ spalené, alebo kompostované. Taktiez je
mozné z nich opit’ ziskat’ kontaminujtce latky spat’. Tento proces je vyrazne zavisly na hodnote

pH vody [30 — 33].

- fytostabilizacia — vyuZziva niektoré rastlinné druhy na imobilizaciu kontaminantov
v pdde av podzemnej vode pomocou ich absorpcie aakumulacie korenmi, adsorpcie na
korenoch, alebo zadrziavanim V koretiovej oblasti. Tento proces redukuje mobilitu
kontaminantov a predchadza ich migracii do podzemnej vody alebo vzduchu. Fytostabilizacia je
vyuzitelnd aj na obnovenie vegetatné¢ho krytu na miestach, kde je prirodzend vegetdcia
v nedostatku v dosledku vysokej kontaminacie kovmi v podach. Rastlinné druhy tolerantné na
kov mézu byt’ pouzité na obnovenie vegetacie, a tymto spésobom znizit’ potencidlnu migraciu
kontaminantov pocas veternej erdzie, transport nechranenej povrchovej pddy a luhovanie

pdédnych kontaminantov do podzemnej vody[30 — 32].

- fytotransformacia — tiez nazyvana fytodegradacia, je rozklad kontaminantov
metabolickou aktivitou rastlin, alebo rozklad kontaminantov mimo rastliny uvolnenymi
enzymami produkovanymi rastlinami, ¢oho dosledkom je vznik inych latok. Pri fytodegradacii je
treba zaistit’, aby nedochadzalo k premenam na metabolity, ktoré st toxickejSie ako samotny

polutant [30 — 32].

- fitovolatilizacia — je absorpcia a vyparovanie kontaminantu rastlinou s uvol'nenim tejto
latky, alebo jej modifikovanej formy do atmosféry z rastliny. Fytovolatilizacia sa objavuje ked’
rastice stromy a in¢€ rastliny nasavaji vodu a iné organické znecCistujuce latky. Niektoré z tychto
latok prechadzaju cez rastlinu az do listov a vyparuju sa do atmosféry v znacne mensSej

koncentracii [30 — 32].
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- rhizodegraddicia — nazyvana tiez ako fytostimulacia, posilnend rhizosférna
biodegradacia, rastlinami ulahcena bioremediacia / degradacia. Rhizosféra, alebo pdda jeden
milimeter od rastlinnych korenov, je dynamické a zlozit¢ komplexné prostredie. ZvysSena
mikrobialna aktivita a biomasa Vv tejto oblasti, kde dochadza k vzajomnému ovplyviiovaniu
mikrobov s rastlinami, sa stala znamou ako ,,rhizosférny efekt* a je rozhodujtica pre rhizosférnu
bioremediaciu vyrazne zvySujucu pocet mikrobov a metabolicku aktivitu, atiez zvySujucu
degradaciu kontaminantov a dostupnost’ latok pre absorpciu koreiimi. Mikroorganizmy
(kvasinky, huby, baktérie) konzumuju a travia organické latky, ktoré vyuzivaju na ziskanie
energie a vyzivy. Niektoré mikroorganizmy moézu travit' aj organické latky ako palivo alebo
rozpustadla, ktoré su nebezpeéné pre cloveka, arozkladaji ich na neSkodné produkty
Vv biodegradacnom procese. Prirodné latky uvolnené rastlinnymi korenmi — cukry, alkoholy
a kyseliny — obsahuju organicky uhlik, ktory poskytuje stravu pre pddne mikroorganizmy

a d’alSie ziviny zvySuja ich aktivitu [30 — 32].
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3 Experimentalna Cast’

3.1 Pouzité chemikalie

Pri préaci boli pouzité nasledujuce chemikalie: acesulfam K (Cistota > 99 % (HPLC),
Sigma — Aldrich), sodna sol’ sacharinu hydrat (Cistota > 99 %, Sigma — Aldrich), N-
cyklohexylsulfamat sodny (Cistota > 99 %, Sigma — Aldrich), sachar6za (Cistota p.a., Lachema
CR), myo-inositol (kvalita pre tkaninové kultiry, Sigma — Aldrich), demineralizovana voda
(Demiva 3roi., Watek CR), chemikalie pouZité na pripravu kultivaénych médii boli v &istote p.a.,
metanol pre HPLC (Lab-Scan), kyselina octova (Cistota p.a., Merck), kyselina
trihydrogénfosfore¢na (Cistota p.a., Merck), dihydrogénfosfore¢nan draselny (Cistota p.a.,

Lachema CR), Savo (Bochemie a.s.), etanol (96 %, denaturovany benzinom).

3.2 Pristroje

Na analyzu odobratych vzoriek bol pouzity kvapalinovy chromatograf INCOS (CR)
tvoreny: vysokotlakovym cerpadlom INCOS LPC 5020, autosamplerom INCOS LCS 5040, UV
detektorom INCOS LCS 5000, kolénou so sorbentom Reprosil 100 C-18 (5 um) o rozmere 4,4 X
250 mm (Watrex). Namerané data boli d’alej vyhodnocované v chromatografickom programe
Clarity (DataApex) s automatickym prepo¢tom podla nameranej kalibracnej zavislosti, pricom
medza detekcie bola 0,05 mg/I.

Na pripravu kultivatného média, rastlin a ku samotnej kultivacii boli pouzité nasledujice
pristroje: pH-meter (IQ, Scientific Instruments, USA), magneticka mieSacka IKA-basic (IKA,
SRN), laminarny box BHLS (Labox, CR), kultivaéné boxy TCH 100 9 (Laboratérne pristroje,
Praha).
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3.3 Rastliny vyuzivané na experiment

Na fytoextrakciu umelych sladidiel boli pouZité semena nasledujucich rastlin:
- Kukurica siata (Zea mays) cv. DKC2971 G1, cv. 070062 A
- Repka olejna (Brassica napus) cv. Cadeli, cv. Exocet
- Slnecnica ro¢na (Helianthus annuus) cv. Belem, cv. Extrasol

Vsetky pouzité kultivary boli ziskané od firmy MONSANTO CR s.r.o.

3.4 Pracovny postup

3.4.1 Priprava rastlinnych kultar

Ako zivna pdda pre rastlinné kultary bolo pouzité médium podla Murashigea a Skooga
s pridavkom myo-inositolu (100 mg/l) [34]. Vysledné pH média bolo upravené na hodnotu 5,8.
Nasledne 10 ml alebo 15 ml média bolo naddvkované do 250 alebo 500 ml Erlenmeyerovych
bank, ktoré boli nasledne uzatvorené aluminiovou foliou a sterilizované. Semena rastlin boli eSte
pred nasadenim do Zivného média sterilizované a odmastené v 70% roztoku etanolu po dobu 30
sektind. Potom bol etanol zo semien vyliaty a sterilizacia pokrac¢ovala s 10% roztokom Sava po
dobu 20 minuat, opdtovnym vyliatim Sava a s 20% roztokolm Sava po dobu 10 mintt. Po
ukonceni procesu sterilizacie a odmast’ovania bolo uz za aseptickych podmienok v laminarnom
boxe Savo zo semien vyliate a d’alej boli semena trikrat oplachnuté sterilnou destilovanou vodou.
Semena repky olejnej boli pomocou sterilnej lyzicky v mnozstve 8 — 10 semien vnesené do 100
ml pripravenych sterilnych Erlenmeyerovych bank obsahujucich kultivaéné médium. Do
pripravenych sterilnych Erlenmeyerovych bank s médiom o objeme 250 ml boli vnesené
pomocou sterilnej pinzety semend slnecnice rocnej alebo kukurice siatej v mnoZstve 4 kusy.
Hrdla Erlenmeyerovych bank boli za aseptickych podmienok uzatvorené pomocou aluminiovej
folie. Nasledne boli takto vysadené semend umiestnené do kultivaénych boxov, kde ich
kultivacia prebiehala po dobu troch tyzdnov pri teplote 25 °C. Pri nedostatku média pocas

kultivacie v bankach bolo toto médium opét’ za sterilnych podmienok doplnené.
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Pri experimente bolo pouzit¢ aj zivné médium, ktoré sa pripravovalo rovnakym

spdsobom ako uz spominané médium, avSak neobsahovalo sacharézu.

3.4.2 Fytoextrakcia umelych sladidiel

Po troch tyzdioch kultivacie boli vybrané rastlinné kultary, ktoré boli dostatocne
vyrastené a neboli kontaminované. V laminarnom boxe bol za podmienok aseptickej prace do
médii s rovnakym zlozenim, ako bolo médium v rastlinnych kultarach, pridany roztok umelého
sladidla (sacharinu, cyklamatu, alebo acesulfamu K), pripravené¢ho rozpustenim pozadovaného
sladila v sterilnej destilovanej vode pri laboratornej teplote Vv takom mnoZstve, aby vysledna
koncentracia umelého sladidla v médiu dosahovala 15 mg/l. V laminarnom boxe bolo opit’ za
dodrzania podmienok aseptickej prace zrastlinnych kultar vyliate zostdvajice médium
Z kultivacie abolo nahradené médiom obsahujucim umelé sladidlo. Nasledne na to bolo
pomocou sterilnej ihly do mikroskimaviek odobrané 0,4 ml vzorky média z kazdej rastlinne;j
kultary. Banky s rastlinami boli opdt’ uzatvorené aluminiovou foliou a ponechané v kultivacnych
boxoch. Odber vzoriek sa opakoval za rovnakych podmienok pocas dalSich Styroch
nasledujucich dni. Vzorky z kazdého dna boli uchované v mraznicke pre nasledujicu analyzu,
alebo boli hned’ vyuzité k analyze pouzitim HPLC s UV detekciou. V posledny den odberu

vzoriek boli na zaver rastlinné kultiry osusené a zvazené.

Tab. 3.4.2.1 Separacné podmienky pre meranie acesulfimu K a sacharinu v 0,4 ml odobratych vzorkach
kultivacného média.

prietok mobilnej fazy vinova dizka detekcie
ucinna latka zlozenie mobilnej faze
[m1/min] [nm]
. zZ .
Acesulfam K MeOH : pufor” (8 : 92, | 227
v/V)
, MeOH : H,O (2 : 8,
Sacharin VIV), 0,1% CH,COOH | * 244

z - zloZenie puforu: 5,23 g K,HPO,4 v 910 ml H,0, pH 6,7 upravené HzPO,
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4 Vysledky a diskusia

Z vysledkov viacerych studii vyplyva, ze aj umelé sladidld nadalej pretrvavaju
v zivotnom prostredi v koncentracii niekolkych pg/l. Tym, Ze st vyluCované prevazne
Vv nezmenenej forme, dostavaju sa tieto sladidla do odpadovych vdd a nasledne sa mozu dostat’ aj
do podzemnych vod, ¢i do pitnej vody, ba dokonca ich vyskyt bol zaznamenany aj v pode.
Zavlazovanie, hnojenie pol'nohospodarskych pdd, presakovanie vody cez porusené kanalizacné
potrubie av neposlednom rade nedostatoéné odstranenie umelych sladidiel v Cistiarnach

odpadovych vod su dokazom vSadepritomnosti tychto latok v zivotnom prostredi.

Fytoremediacia, vyuZzivanie rastlin a ich asociovanych mikrébov na ocistenie zivotného
prostredia od kontaminantov, si Vv poslednych desiatich rokoch ziskala pozornost' ako
neagresivna alternativna alebo dopliiujiica metoda k technicky zaloZzenym sana¢nym metddam.
Pomocou fytoremediacnych technoldgii je mozné odstranit’ anorganické i organické
kontaminanty z pody ato uz od ich nizkej koncentracie v zivotnom prostredi. V poslednych
rokoch sa ukazuje, Ze tieto technoldgie s vyuziteI'né aj na odstranenie polutantov z odpadovych
vod aako dopliujica metdéda na odstranenie zostatkovej koncentracie kontaminantov uz

Vv precistenej odpadovej vode z Cistiarni odpadovych vod.

Zatial'  ¢o  fytoextrakcia  tazkych  kovov  je  dostatocne  preskiimana
a vyuzivana, mechanizmus pdsobenia a interakcie rastlin s anorganickymi kontaminantmi je
znamy, u fytoextrakcii organickych latok je tomu naopak. V pripade organickych latok su stadie
zamerané¢ hlavne na organické latky priemyselného vyuzitia, ¢i produkty farmaceutického
priemyslu, av§ak nedostatocnd pozornost’ sa venuje potravinarskym pridavnym latkam, ktoré st
coraz viac V potravinarskom priemysle vyuZzivané a ktoré sa moézu rovnako ako iné kontaminanty
dostat’ do Zivotného prostredia, pretrvavat’ v iom a mat’ negativny vplyv ¢i na Zivotné prostredie
tak 1 na Cloveka. Tato praca bola predovSetkym zamerand na Studium ucinnosti & mozného
vyuzitia fytoextrakcie na elimindciu umelych sladidiel ako acesulfamu K, sacharinu a cyklamatu

z vodného prostredia, ktoré su hojne vyuzivané.
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4.1 Acesulfam K

Utinnost’ fytoextrakcie na eliminaciu umelych sladidiel z vodnych roztokov bola
Vv pripade acesulfamu K $tudovana na slne¢nici ro¢nej (Helianthus annuus cv. Extrasol a Belem),
repke olejnej (Brassica napus cv. Cadeli) a kukurici siatej (Zea mays cv. 070062 A). Pociato¢na

koncentracia acesulfamu K vo vodnom roztoku bola 15 mg/I.

Priebeh fytoextrakcie acesulfamu K pouzitim slne¢nice ro¢nej (cv. Extrasol) zobrazuje
graf 4.1.1 a mnoZstvo vyextrahovaného acesulfamu K je vyjadrené v percentach vychodiskovej
koncentracie. Zo ziskanych vysledkov je viditeIné, ze aj ked’ v priebehu piatich dni, kedy bol
priebeh fytoextrakcie sledovany, doslo k znizeniu koncentracie acesulfamu K, eliminacia bola
len Ciasto¢na a vysledné mnozstvo acesulfamu K vo vodnom roztoku bolo 58 %. Aj napriek
vyraznej$ej eliminacii v priebehu prvych 24 hodin, rychlost’ eliminacie nezostala konstantna a jej

spomalenie malo za nasledok pretrvavajici vyskyt acesulfamu K vo vodnom roztoku.
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Graf 4.1.1 Casovy priebeh ,,in vitro“ fytoextrakcie acesulfimu K rastlinami Helianthus annuus (cv. Extrasol)
kultivovanymi na MS médiu. Vychodiskova koncentracia acesulfamu K ¢ = 15 mg/l, koncentracie stanovované
HPLC, vysledky st vyjadrené ako percenta vychodiskovej koncentracie pre 9 nezavislych experimentov.

Dalfou rastlinou vyuzitou k fytoextrakcii acesulfamu K z vodnych roztokov bola
slnecnica rocna (cv. Belem). Ako zivné médium bolo tento krat pouzité médium, ktoré¢ bud’
obsahovalo sachardzu, alebo médium, ktoré sachar6zu neobsahovalo. V priebehu fytoextrakcie
bolo sledované, ¢i sachar6za obsiahnutd v médiu mohla mat vplyv na priebeh a ufinnost’

fytoextrakcie acesulfamu Katym potlacit rychlejsi priebeh fytoextrakcie, alebo nie.
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Z vysledkov jednoznaéne vyplyva (graf 4.1.2), ze zlozenie média, a teda obsah sacharozy v fiom,
nema vyrazny vplyv na fytoextrakciu arychlost eliminacie acesulfamu K bola v oboch
pripadoch rovnaka. V priebehu Styroch dni doslo k vyraznému poklesu mnozstva acesulfamu K,
ateda pouzitim tohto druhu rastlin bola dosiahnutd efektivnejSia fytoextrakcia acesulfamu
K z vodnych roztokov a vysledné mnozstvo, ktoré zostalo v roztoku bolo 35 % z vychodiskove;j

koncentracie tohto umelého sladidla.
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Graf 4.1.2 Casovy priebeh ,,in vitro“ fytoextrakcie acesulfimu K rastlinami Helianthus annuus (cv. Belem)
kultivovanymi na MS médiu. Vychodiskova koncentracia acesulfamu K ¢ = 15 mg/l, koncentracie stanovované
HPLC, vysledky st vyjadrené ako percenta vychodiskovej koncentracie pre 13 nezavislych experimentov.

Na fytoextrakciu acesulfamu K bol tieZ pouzity rastlinny druh kukurica siata (cv. 070062
A). V grafe 4.1.3 je znazorneny priebeh fytoextrakcie opét’ v priebehu piatich dni a mnozstvo
vyextrahovaného acesulfamu K je vyjadrené v percentaich vychodiskovej koncentracie.
Z vysledkov vyplyva, ze fytoextrakcia acesulfamu K bola len ¢iasto¢na a vysledné mnozstvo
acesulfamu K bolo 66 %. Celkovy priebeh jasne ukazuje, ze rychlost’ eliminacie bola vel'mi

mald, Comu zodpovedaju aj vysledky z jednotlivych dni.
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Graf 4.1.3 Casovy priebeh ,,in vitro* fytoextrakcie acesulfamu K rastlinami Zea mays (cv. 070062 A) kultivovanymi
na MS médiu. Vychodiskova koncentracia acesulfamu K ¢ = 15 mg/l, koncentracie stanovované HPLC, vysledky st
vyjadrené ako percentd vychodiskova koncentracie pre 15 nezavislych experimentov.

Graf 4.1.4 znazoriuje priebeh fytoextrakcie acesulfamu K pouzitim repky olejnej (cv.
Cabeli), ktora bola nasadena do média, ktoré neobsahovalo sachar6zu. Ako aj v pripade kukurice
siatej aj vtomto pripade bolo odstranenie sladidla len Ciastotné as podobnou rychlostou
eliminacie ako u kukurice. Vysledky ukazuju, Ze uz od zaciatku je priebeh fytoextrakcie pomaly,
¢o vyrazne prispieva k vysokej zostatkovej koncentracii acesulfamu K vo vodnom roztoku.
Mnozstvo acesulfamu K, ktoré bolo vyextrahované repkou olejnou bolo 35 % z vychodiskovej

koncentracie acesulfamu K.
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Graf 4.1.4 Casovy priebeh ,in vitro“ fytoextrakcie acesulfimu K rastlinami Brassica napus (cv.
Cabeli) kultivovanymi na MS médiu. Vychodiskovd koncentracia acesulfaimu K ¢ = 15 mg/l, koncentracie
stanovované HPLC, vysledky su vyjadrené ako percentd vychodiskovej koncentracie pre 15 nezavislych
experimentov.

Spracované Udaje a dosiahnuté vysledky jasne ukazuja, Ze vyber rastlinného druhu na
fytoextrakciu skumanej latky ma vyrazny vplyv na jej eliminédciu. Je zrejmé, Ze v pripade
umelého sladidla acesulfamu K bola najefektivnejsia eliminacia tejto latky dosiahnuté pri pouziti
slnec¢nice rocnej. Z vysledkov je mozné konStatovat, ze rastliny boli schopné c¢iastocne
extrahovat’ sledovanu latku, avSak ani v jednom pripade nebola dosiahnutd Uplnad eliminacia
acesulfamu K z vodnych roztokov. Fytoextrakcia nezahfia iba jeden jediny dej, ale je to subor
vzajomne sa ovplyvnujucich dejov, ktoré vyrazne moézu ovplyvnit' vysledok. Vyznamnu rolu
hraju hlavne adsorp¢né ¢i absorpcné deje na povrchu korenov rastlin, metabolické a fyziologické
deje, ¢i transport latky vo vnutri rastliny. Aj napriek starostlivému vyberu kultivacii, na ktorych
Vv priebehu fytoextrakcie neboli badatelné viditeI'né zmeny, je mozné, ze doslo k poskodeniu
alebo odumretiu rastlinnych tkaniv, predovSetkym korenov, ¢o mohlo viest k spiatoénému
vypusteniu sledovanej latky z rastliny do vodnych roztokov, ¢o v kone¢nom désledku mohlo

sposobit’ pretrvavajiicu zvySent koncentraciu sledovanej latky v roztokoch.
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4.2 Sacharin

Utinnost’ fytoextrakcie sacharinu bola $tudovana na rastlinnych druhoch: kukurica siata
(Zea mays cv. 070062 A a DKC2971 G1) a slne¢nica ro¢na (Helianthus annuus cv. Extrasol).

Pociato¢na koncentracia bola vo vsetkych roztokoch 15 mg/I.

Priebeh fytoextrakcie sacharinu pouzitim slnecnice rocnej (cv. Extrasol) sledovany pocas
piatich dni zobrazuje graf 4.2.1. Koncentracia sacharinu v médiu v priebehu $tyroch dni klesala
konsStantnou rychlostou, ale v poslednych 24 hodinach sa koncentracia sacharinu uz vyrazne
neznizila. Znizenie rychlosti elimindcie sacharinu mohol byt’ pravdepodobne dosledok odumretia
korenov rastlin, ktoré nasledne opat’ vypustili sacharin do média. Pokles sacharinu v médiu je

vyjadreny v percentach vychodiskovej koncentracie a vyslednad koncentracia sacharinu v médiu

bola 45 %.
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Graf 4.2.1 Casovy priebeh ,in vitro“ fytoextrakcie sacharinu rastlinami Helianthus annuus (cv.
Extrasol) kultivovanymi na MS médiu. Vychodiskovad koncentracia sacharinu ¢ = 15 mg/l, koncentracie
stanovované HPLC, vysledky su vyjadrené ako percentd vychodiskovej koncentracie pre 7 nezavislych
experimentov.

Fytoextrakcia sacharinu bola d’alej sledovand pouzitim kukurice siatej (cv. DKC2971
G1), avSak tento krat v priebehu 6smych dni. Vysledky boli odoberané kazdy deni okrem vikendu
a priebeh fytoextrakcie je zobrazeny v grafe 4.2.2. Koncentracia sacharinu v prvych piatich
diloch rovnomerne klesala. Aj ked’ neboli vzorky odoberané pocas vikendu, dé sa predpokladat’,
ze uinnost’ fytoextrakcie postupne klesala vzh'adom k tomu, Ze v priebehu poslednych 72 hodin

koncentracia sacharinu klesla len 010 %. Aj napriek znizujucej sa ucinnosti fytoextrakcia
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sacharinu pouzitim tejto odrody kukurice siatej bola uspesna na 62 % a zostatkové mnozstvo

sacharinu v médiu bolo 38 % z vychodiskovej koncentracie.
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Graf 4.2.2 Casovy priebeh ,,in vitro* fytoextrakcie sacharinu rastlinami Zea mays (cv. DKC2971 G1) kultivovanymi
na MS médiu. Vychodiskova koncentracia sacharinu ¢ = 15 mg/l, koncentracie stanovované HPLC, vysledky su
vyjadrené ako percentd vychodiskovej koncentracie pre 13 nezavislych experimentov.

Okrem uz spominanej odrody kukurice, bola tiez na fytoextrakciu sacharinu pouzita
kukurica siata (cv. 070062 A). Vysledky zobrazené v grafe 4.2.3 ukazuju, Ze v priebehu prvych
troch dni povodna koncentracia sacharinu vo vodnom roztoku klesla az o takmer 50 %
z vychodiskovej koncentracie, avsak pocas nasledujucich 48 hodin sa uz vyrazne koncentracia
neznizovala. Je mozné, Ze pri¢inou pozastavujucej sa fytoextrakénej schopnosti rastlin bolo
odumrenie ich korefiov, ¢o malo zanasledok opdtovné vypustenie sacharinu do vodného

roztoku.
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Graf 4.2.3 Casovy priebeh ,,in vitro* fytoextrakcie sacharinu rastlinami Zea mays (cv. 070062 A) kultivovanymi na
MS médiu. Vychodiskova koncentracia sacharinu ¢ = 15 mg/l, koncentracie stanovované HPLC, vysledky st
vyjadrené ako percentd vychodiskovej koncentracie pre 8 nezavislych experimentov.

Zo ziskanych vysledkov je moZzné konStatovat, Ze rastlinné druhy pouzité na
fytoextrakciu sacharinu z vodnych roztokov mali podobnu G¢innost’ eliminacie tohto sladidla. Vo
vSetkych pripadoch bola fytoextrakcia sacharinu Uspe$nd cCiastoéne a pocCas piatich dni bolo
Z pouzitych roztokov vyextrahované priblizne 50 % z vychodiskovej koncentracie sacharinu.
Ako uZ bolo spominané, fytoextrakcia je siibor viacerych dejov, ktoré na seba vplyvaju, a preto
nie je vylicené, ze nizSia uinost’ fytoextrakcie mohla byt dosledkom nedostatoéného
fungovania jedného z tychto dejov. Vysledky tiez nasvedCuju, ze konecna faza fytoextrakcie
bola vyrazne spomalena, ¢o mohlo byt spdsobené odumretim rastlinnych korenov a rastliny

mohli uvolnit’ sacharin spit’ do roztoku.

4.3 Fytoextrakéna schopnost’ elimindcie umelych sladidiel jednotlivych
druhov rastlin z roztokov

Délezitym faktorom ovplyviiujucim Uc€innost’ a GspeSnost’ fytoextrakcie je vyber
vhodného rastlinného druhu, u ktorého bude ucinnost’ fytoextrakcie najvyssia. V nasledujuce;j
tabul’ke st uvedené hodnoty, ktoré zodpovedaju extrakénej schopnosti pouzitych rastlinnych
druhov eliminovat’ vybrané umelé sladidla a tieto hodnoty st prepocitané na gram cerstvej vahy

rastlin.
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Tab. 4.3.1. Extrakéna schopnost’ pouzitych rastlinnych druhov na fytoextrakciu
Mnozstvo vyextrahovanej latky vyjadrené v mg/g Cerstvej vahy rastlin.

acesulfamu K a sacharinu.

Acesulfam K [mg/g Cerstvej

Sacharin [mg/g Cerstvej

vahy] vahy]
Kukurica siata (Zea mays cv. 070062 A) 0,05 0,07
Kukurica siata (Zea mays cv. DKC2971 | - 0,05
G1)
Slne¢nica ro¢na (Helianthus annuus cv. | 0,08 0,16
Extrasol)
Slne¢nica ro¢na (Helianthus annuus cv. | 0,1 -
Belem)
Repka olejna (Bassica napus cv. Cabeli) 0,04 -
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5 Zaver

Stadium fytoextrakcie vybranych umelych sladidiel z vodnych roztokov v ,in vitro®
usporiadani ukéazala na relativne mali schopnost’ extrahovat’ sacharin a acesulfam K z vodnych
roztokov, uc¢innost’ extrakéného procesu je pre obe latky a vSetky rastlinné species 40 — 50 %.
Z orienta¢nych experimentov nemozno jednozna¢ne posudit’, ¢i sa jedna o adsorbciu na povrch
korenovych tkaniv, ¢i absorbciu v korenoch, pripadne spojenou s d’alSou translokaciou v rastline.
Nizke mmnozstvo extrahovanych substancii, ktoré boli z doévodu TahSich analyz pouzité
v mnohonasobne vys$sej modelovej koncentracii nez su realne v ekosystéme, mézu suvisiet’ s ich
toxicitou voci korelovym tkanivam, pripadne moze suvisiet' s vysokou polaritou zlicenin, pre
ktoré nie je v korefioch vhodny a dostatocne vykonny transportny systém. Prakticky rovnakeé
vysledky pre obe latky nie s nijak prekvapivé, pretoze sa jednd o velmi podobné chemicke
Struktiry. Zaujimavym vysledkom je vSak minimalny vplyv pridanej sachar6zy do média. Tuto
rastlina vyuziva ako dalsi zdroj energie, pretoze ,,in vitro“ kultivované rastliny nie su plne
autotrofné. Rastové podmienky su teda vyrazne lepSie a mozno ocakavat i va¢si narast biomasy
a lepsi metabolicky stav, ¢o obvykle rezultuje vo vysSie percento fytoextrakcie. Nezdvislost’ na
metabolickom stave sved¢i o ur¢itom podiele adsorbénych dejov v Studovanom systéme, ktory je
vsak k ¢asovému poklesu koncentracie Studovanych latok v médiu zjavne sprevadzany d’alSim
aktivnym extrakénym dejom sposobenym rastlinou. Nie je mozné vylucit ani toxické vplyvy
pridanych substancii obsahujucich vo svojej Struktire sulfonamidovl Struktiru, atym ani
Ciastocné odumieranie vlasovych korenov spojené s uvolflovanim ad- a absorpcnych latok
spatne do média. Vysledny pokus je potom superpoziciou vSetkych opisanych dejov. Celkova
schopnost’ fytoextrakcie u testovanych kultivarov slnecnice a kukurice nie je prili§ vysokd, avSak

z technologického hl'adiska predstavuje zaujimavi moznost redukcie Studovaného znecistenia.
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