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Stanovení metabolitů nekalorických sladidel v biologických tekutinách 

s pomocí 1H NMR 

Souhrn 

V diplomové práci „Stanovení metabolitů nekalorických sladidel v biologických 

tekutinách s pomocí 1H NMR“ byl zkoumán způsob exkrece acesulfamu K (ACK) močí 

a slinami u lidí a jeho vliv na metabolický profil těchto tělních tekutin. 

Studie se účastnilo 16 dobrovolníků (9 žen a 7 mužů). Každý z nich odevzdal 2 kontrolní 

vzorky moči i slin, poté zkonzumoval 0,5 l Coca-Coly Zero (proběhla intervence) a dále poskytl 

vzorky moči a slin odebírané během 24 hodin. Odebrané vzorky byly následně zpracovány 

a podrobeny NMR analýze. V této diplomové práci byly nakonec využity pouze vzorky moči, 

z důvodu nedostatečného objemu jednotlivých vzorků slin, které pak musely být naředěny 

destilovanou vodou. V důsledku toho klesla koncentrace ACK pod detekční limit NMR. 

Ve vzorcích moči bylo kvantifikováno celkem 21 metabolitů. Koncentrace těchto 

metabolitů byly porovnány mezi pohlavími subjektů. Výsledky ukázaly, že ženská moč 

obsahovala větší množství jednotlivých metabolitů. Statisticky signifikantní rozdíl byl 

pozorován u fruktosy (p = 0,0499; q = 0,1892), glukosy (p = 0,0379; q = 0,1892), hippurátu 

(p = 0,0207; q = 0,1791), sukcinátu (p = 0,0038; q = 0,0909) a močoviny (p = 0,0070; 

q = 0,0909), ale ne však po korekci míry falešně pozitivních výsledků (FDR). Dále byl sledován 

vliv tělesné hmotnosti a výšky na koncentraci některých metabolitů v moči. S oběma tělesnými 

proporcemi koreloval ACK (rvýška = –0,58; rhmotnost = –0,61) a kreatin (rvýška = –0,66; rhmotnost     

–0,63). S výškou koreloval pouze N,N-dimethylglycin (rvýška = –0,7; rhmotnost = –0,35). V další 

fázi byly získány výsledky související s intervencí. Byly porovnány průměry koncentrací 

jednotlivých metabolitů před a po intervenci. Průměrný nárůst koncentrace byl pozorován 

u ACK (násobný rozdíl (FC) = 1255,6; p = 0,000031; q = 0,00061), acetonu (FC = 3,2; 

p = 0,0010; q = 0,0104), fruktosy (FC = 1,4; p = 0,0017; q = 0,0108) a metanolu (FC = 3,4; 

p = 0,0022; q = 0,0108).  

V této diplomové práci bylo zjištěno, že koncentrace metabolitů a ACK v moči se liší 

mezi muži a ženami a současně je ovlivněna i tělesnou hmotností a výškou subjektů. Nelze však 

přesně zjistit, jestli změny koncentrací metabolitů souvisely přímo s ACK, jelikož mohly být 

ovlivněny i jinými faktory. Pro pochopení tohoto tématu je nutné provést další výzkumy, 

nicméně tato diplomová práce přispívá k rozšíření znalostí o vlivu nízkokalorických sladidel 

na lidský organismus a vhodnosti využití metody NMR pro účely kvantifikace ACK. 

Klíčová slova: acesulfam K; syntetická sladidla; metabolismus; metabolomika; moč; sliny  



Determination of metabolites of non-caloric sweeteners sweeteners 

in biofluids using 1H NMR 

Summary 

In the thesis "Determination of Non-Caloric Sweetener Metabolites in Biological Fluids 

using 1H NMR," the excretion method of acesulfame K (ACK) through urine and saliva 

in humans and its impact on the metabolic profile of these body fluids was investigated. 

Sixteen volunteers (9 women and 7 men) participated in the study. They each submitted 

2 control urine and saliva samples, then consumed 0.5 l of Coca-Cola Zero (the intervention) 

and further provided urine and saliva samples collected over 24 hours. Then the samples were 

processed and subjected to NMR analysis. Only urine samples were used in this thesis due 

to insufficient volume of individual saliva samples. Then they had to be diluted with distilled 

water. Consequently, the concentration of ACK fell below the NMR detection limit. 

A total of 21 metabolites were quantified in urine samples. The concentrations of these 

metabolites were compared between a gender. Female urine contained higher amounts of each 

metabolite. A statistically significant difference was observed for fructose (p = 0.0499; 

q = 0.1892), glucose (p = 0.0379; q = 0.1892), hippurate (p = 0.0207; q = 0.1791), succinate 

(p = 0.0038; q = 0.0909) and urea (p = 0.0070; q = 0.0909), but not after correction 

for false-discovery rate (FDR). The effect of body weight and height on the concentration 

of some metabolites in urine was also investigated. ACK (rheight = –0.58; rweight = –0.61) 

and creatine (rheight = –0.66; rweight = –0.63) were correlated with both body proportions. 

N,N-dimethylglycine (rheight = –0.7; rweight = –0.35) was correlated only with height. 

Intervention-related results were obtained afterwards. Average concentrations of individual 

metabolites before and after the intervention were compared. Average concentration increases 

were observed for ACK (fold change (FC) = 1255.6; p = 0.000031; q = 0.00061), acetone 

(FC = 3.2; p = 0.0010; q = 0.0104), fructose (FC = 1.4; p = 0.0017; q = 0.0108) and methanol 

(FC = 3.4; p = 0.0022; q = 0.0108). 

In the thesis, there was found that urinary metabolite and ACK concentrations differ 

between males and females and are also affected by body weight and height of the subjects. 

It could not be determined if the changes in the concentrations were directly related to ACK. 

They may have been influenced by other factors. Further research is needed to understand this 

topic. However, this thesis contributes to the knowledge of the effect of low-calorie sweeteners 

on the human body and the suitability of using NMR for the purpose of ACK quantification. 

Keywords: acesulfame K; synthetic sweeteners; metabolism; metabolomics; urine; saliva 
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1 Úvod 

Vyspělé země spolu s ekonomicky rychle se rozvíjejícími zeměmi řeší problémy spojené 

s nadváhou a obezitou. Jednou z možností, ke které přistoupili výrobci potravin slazených 

nápojů, je použití nízkokalorických sladidel jako alternativy k tradičnímu cukru, jehož 

používání v poslední době nabývá masivních rozměrů. Náhradní sladidla představují širokou 

paletu látek, která zahrnuje jak syntetická sladidla, jako je sacharin, ACK, aspartam nebo 

sukralosa, tak i přírodní sloučeniny, např. stévii a erythritol. Nabízejí sladkost bez významného 

příspěvku kalorií. Ačkoli jsou tato sladidla široce přijímána jako bezpečná, sílí diskuze o jejich 

dlouhodobém vlivu na lidské zdraví. 

NMR představuje významnou metodu v biochemickém a klinickém výzkumu. Tato 

metoda nabízí jedno z řešení pro kvantitativní analýzu vybraných sloučenin v biologických 

tekutinách a umožňuje zároveň získávat informace o metabolickém profilu během jediné 

analýzy. V kontextu nízkokalorických sladidel, jako je ACK, NMR představuje slibný nástroj 

pro prozkoumání jejich metabolismu a kinetiky v těle, stejně jako pro posouzení potenciálního 

vlivu na metabolický profil. 

Tato diplomová práce se zaměřuje na kvantitativní stanovení ACK v biologických 

tekutinách a zkoumání jeho potenciálního nepřímého vlivu na metabolity přítomné v moči nebo 

slinách. Přítomnost nízkokalorických sladidel v moči, ve slinách a dalších tělních exkretech 

může sloužit jako významný biomarker příjmu slazených sycených nápojů, což podporuje 

potřebu hlubšího pochopení jejich metabolismu a interakcí v těle.  

Tato práce přispěje k rozšíření znalostí o vlivu nízkokalorických sladidel, konkrétně 

ACK, na lidský organismus a ověří možnost využití NMR pro účely kvantifikace tohoto 

sladidla. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Nízkokalorická sladidla poskytují sladkost bez významného příspěvku kalorií a jsou 

populární jako náhrada cukru pro management kalorií a hmotnosti. Zahrnují umělé i přírodní 

sloučeniny, jako je sacharin, ACK, aspartam, sukralosa, stévie a erythritol. Většinou projdou 

tělem s minimálním metabolismem. Jejich přítomnost ve stolici či moči může být významným 

biomarkerem příjmu slazených sycených nápojů. NMR je robustní metoda pro kvantitativní 

stanovení vybraných látek nebo léčiv v biologických tekutinách, která také zároveň v jediné 

analýze může nabídnout informace o metabolickém profilu, zahrnujícím až 60 sloučenin. Tato 

metoda zatím nebyla použita pro určení kinetiky ACK, ani k zodpovězení vědecké otázky, 

zda konzumace ACK může nepřímo ovlivnit metabolický otisk moči nebo slin. 

Hypotéza: NMR je dostatečně citlivá metoda pro kvantitativní stanovení běžného 

dietního příjmu ACK a příjem ACK neovlivňuje metabolický profil moči ani slin, svědčící 

o jeho bezpečnosti. 

Cílem této diplomové práce je zhodnotit použitelnost NMR jako metody pro kvantitativní 

stanovení ACK v biologických tekutinách (moč a sliny). Dále se práce zaměřuje na zkoumání 

vlivu konzumace ACK na metabolický profil zmiňovaných tělních tekutin. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Syntetická sladidla 

Syntetická sladidla patří mezi přídatné látky. Často se využívají jako stolní sladidla nebo 

se přidávají přímo do potravin při jejich výrobě. Stejně tak, jako ostatní přídatné látky, musí 

syntetická sladidla projít hodnocením bezpečnosti dříve, než mohou být uvedena na trh 

(EFSA 2019). 

Hlavním důvodem pro použití syntetických sladidel v potravinářství je nízký obsah 

kalorií. Stále diskutovaným tématem je vliv a bezpečnost syntetických sladidel na lidský 

organismus (O’Brien-Nabors 2016).  

Jedním ze způsobů dělení náhradních sladidel je dělení na intenzivní a objemová sladidla 

(obr. 1).  

 

Obrázek č. 1 Rozdělení náhradních sladidel (Jain & Grover 2015) 

Intenzivní sladidla jsou charakterizována tím, že poskytují minimální až nulový 

energetický příjem, zatímco objemová sladidla, ačkoliv obsahují více energie než intenzivní 

sladidla, mají stále nižší energetickou hodnotu ve srovnání se sacharosou (Jain & Grover 2015). 
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Tabulka č. 1 Hodnoty u vybraných náhradních sladidel schválených Úřadem pro kontrolu 

potravin a léčiv (FDA) (Dwyer et al. 2015) 

Sladidlo aspartam ACK sacharin sukralosa steviosidy 

* Relativní sladkost ve 

srovnání se 

sacharosou 

180 200 300 600 200-300 

Kcal/g 4 0 0 0 0 

Přijatelný denní příjem 

(mg/kg/den) 

50 15 5 5 4 

Rok schválení FDA 1981 1988 1958, znovu 

v roce 2000 

1998 2008 

* Relativní sladkost ve srovnání se sacharosou (stolní cukr). 1 = referenční hodnota, což je 

sladkost sacharozy. 

Ačkoli jsou náhradní sladidla téměř bez kalorií, ne vždy mohou plně substituovat běžný 

cukr. To může být způsobeno např. jejich senzorickými vlastnostmi. I když byla náhradní 

sladidla vytvořena s cílem co nejlépe napodobit chuť sacharosy, často vykazují další chutě, 

než pouze sladkou (DuBois & Prakash 2012). Při srovnání chuti některých sladidel 

se sacharosou bylo zjištěno, že aspartam, erythritol, palatinosa a sukralosa měly nejbližší 

chuťovou podobnost sacharose. Naopak ACK, stévie a luo han guo měly odlišné chuťové 

charakteristiky, zahrnující hořkost, chemickou chuť a nízkou sladkost (Wee et al. 2018). 

Při senzorickém hodnocení syntetických sladidel je často zmiňována chuť hořká, kovová, 

suchá, lékořicová, křídová a medová (Withers et al. 2016; Tan et al. 2020).  

Syntetická sladidla, která jsou schválena pro použití v potravinách, jsou distribuována 

pod obchodními značkami (tab. 2) (FDA 2023). 

Tabulka č. 2 Značky vybraných náhradních sladidel schválených FDA (Dwyer et al. 2015) 

Sladidlo aspartam ACK sacharin sukralosa steviosidy 

Značka NutraSweet®, 

Equal®, další 

Sunett®, Sweet 

One® 

Sweet'N Low®, 

Sweet Twin, 

Sugar Twin®, 

Necta Sweet® 

Splenda® Stevia®, Truvia™, 

Sun Crystals®, 

PureVia™, 

Sweetleaf 

Sweetener™ 

 

  



12 

3.1.1 Trávení a metabolismus syntetických sladidel 

Syntetická sladidla dále vykazují, v porovnání se sacharosou, i rozdíly v metabolismu 

(Hakimzadeh & Sardarodiyan 2016). Pro detekci sladké chuti v chuťových pohárcích v ústní 

dutině se nacházejí primární receptory T1R2/T1R3. Dále je možné tyto receptory nalézt 

i v jiných částech lidského těla, např. ve střevní sliznici (Dyer et al. 2005), β-buňkách slinivky 

břišní (Nakagawa et al. 2009) nebo ve žlučových cestách (Toyono et al. 2007).  

Tyto receptory sladké chuti se dále podílejí na homeostáze glukosy a uvolňování hormonu 

sytosti. Tím přispívají k fyziologické regulaci. Jejich dysfunkce může vést k rozvoji nadváhy 

a obezity nebo k rozvoji diabetes mellitus II. typu. Ve slinivce břišní se tyto receptory mimo 

jiné podílejí na uvolňování insulinu (Neiers et al. 2016). 

Receptory T1R2/T1R3 se aktivují při navázání cílových molekul cukrů ale zároveň 

i při navázání syntetických sladidel. Tato interakce je základem pro přenos signálů sladké chuti 

do mozku (Jain & Grover 2015; Lee & Owyang 2019; Tan et al. 2020; Gómez‐Fernández et al. 

2021). Výzkumy poukazují na to, že z důvodu stimulace jmenovaných chuťových receptorů, 

mají syntetická sladidla značný vliv na celkový metabolismus (Laffitte et al. 2014). Sukralosa, 

která je odvozena od cukru, ale není lidským tělem vnímána jako cukr a není v těle 

metabolizována. Podobně je to u sacharinu (Dwyer et al. 2015). Sacharin je absorbován 

a distribuován v těle bez významného metabolismu a je vylučován hlavně močí. Aspartam 

je naopak tráven v tenkém střevě, kde je hydrolyzován na své základní komponenty 

(na asparagovou kyselinu, fenylalanin a metanol). Ty jsou následně absorbovány 

a metabolizovány v běžných metabolických drahách. Steviol glykosidy jsou fermentovány 

mikrobiotou v tlustém střevě na steviol, který je absorbován do jater a vyloučen močí 

(Pang et al. 2021). 

3.1.2 Vliv syntetických sladidel na lidský organismus 

3.1.2.1 Vliv syntetických sladidel na tělesnou hmotnost 

Celosvětová spotřeba cukru v posledních letech dosahuje vrcholu (Basu et al. 2013), 

což je jeden z mnoha důvodů rostoucích zdravotních problémů dnešní populace, jako je obezita 

(Friedrich 2017), diabetes mellitus II. typu a další metabolická onemocnění (Alcaire et al. 

2017). Z důvodu eliminace těchto onemocnění se přistoupilo ke snižování přidaných cukrů 

v potravinách nebo jeho úplnému vynechání. Tento krok vedl k nahrazování cukru syntetickými 
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sladidly, která jsou méně kalorická až nekalorická (Magnuson et al. 2016; Oliveira et al. 2016; 

Popkin & Hawkes 2016). 

Nahrazení běžného cukru nekalorickými sladidly předpokládalo mírný úbytek hmotnosti 

v důsledku sníženého přijmu energie sladidel. Bylo prokázáno, že tento úbytek ale není 

tak významný, aby se syntetická sladidla využívala přímo při redukčních dietách (Stevens et al. 

2006; Miller & Perez 2014). Toto zjištění je ovšem v rozporu s výsledky jiné studie, která tvrdí, 

že konzumace potravin a nápojů s nízkokalorickými sladidly může vést, díky jejich sladké 

chuti, k nadměrnému přijmu těchto potravin a nápojů. Spotřebitelé mají tedy nutkání se těmito 

potravinami přejídat a jejich nadměrná konzumace vede poté k nadváze a obezitě (Rogers et al. 

2016).  

Dle výsledků další studie lidé s nadváhou i lidé s normální tělesnou hmotností, 

kteří po dobu šesti měsíců konzumovali potraviny a nápoje obsahující umělá sladidla, 

nezaznamenali v tělesné hmotnosti větší změny než ti, co jedli jídlo s vysokým obsahem 

sacharidů nebo dostávali placebo (Toews et al. 2019). 

V roce 2023 byla vydána nová směrnice Světové zdravotnické organizace (WHO). 

„WHO navrhuje, aby se necukerná sladidla nepoužívala jako prostředek k dosažení kontroly 

hmotnosti nebo snížení rizika nepřenosných nemocí (podmíněné doporučení)“ (WHO 2023a). 

Nekalorická sladidla totiž nepřináší dlouhodobý přínos při snižování tělesného tuku 

u dospělých a dětí (WHO 2023b). To potvrzuje metaanalýza z roku 2023, která do svého 

výzkumu zahrnula pět randomizovaných kontrolovaných studií se 1498 účastníky. Ti byli 

náhodně přiřazeni k množství příjmu syntetických sladidel (2400-2500 mg/den). Takovéto 

množství naznačovalo nižší přírůstek tělesné hmotnosti ve srovnání s příjmem cukru z potravin 

a nápojů (Espinosa et al. 2023). 

Rostoucí používání syntetických sladidel může být v budoucnu příčinou zdravotních 

a dietních problémů. Jejich využití jako alternativy k přidanému cukru by mělo být pečlivě 

zváženo v rámci formulace politiky veřejného zdraví týkající se výživy (Ardalan et al. 2017; 

Russell et al. 2023). 

3.1.2.2 Vliv syntetických sladidel na glykémii 

V současné době je často diskutována otázka vlivu syntetických sladidel na glykémii. 

Například sacharin, cyklamát, steviosid a ACK může stimulovat uvolňování insulinu 

z Langerhansových ostrůvků u potkanů. Naopak u aspartamu toto pozorováno nebylo (Malaisse 

et al. 1998). Po podání syntetických sladidel (zejména sacharinu) bylo zaznamenáno zvýšení 



14 

koncentrace insulinu v plazmě, zatím co hladina glukosy v krvi zůstala nezměněna (Just et al. 

2008). Sekrece insulinu byla spíše zaznamenána při vyšších dávkách milimolární koncentrace 

syntetických sladidel, tj. více 50. Takováto dávka zvýšila sekreci insulinu prostřednictvím 

aktivace chuťových receptorů (Nakagawa et al. 2013). Z výsledků rozsáhlé kohortové studie 

NutriNet-Santé vyplývá, že existuje pozitivní souvislost mezi příjmem umělých sladidel 

a zvýšeným rizikem diabetes mellitus II. typu (Debras et al. 2023). Některé studie zjistily opak, 

a to že po konzumaci syntetických sladidel nebyly pozorovány žádné významné změny 

glykémie, postprandiální glykémie nebo insulinové odpovědi (Mathur & Bakshi 2023).  

Běžná nekalorická sladidla mohou způsobit glukosovou intoleranci změnou střevního 

mikrobiomu (Suez et al. 2014; Gerasimidis et al. 2020; Mora & Dando 2021; Debras et al. 

2022a). Pokud jsou syntetická sladidla dlouhodobě podávána pacientům s diabetes mellitus 

II. typu, může to mít přímý dopad na insulinovou rezistenci (Mathur et al. 2020).  

3.1.2.3 Vyliv syntetických sladidel na riziko vzniku kardiovaskulárního onemocnění 

Existuje přímá souvislost mezi hyperinsulinémií, insulinovou rezistencí 

a kardiovaskulárním onemocněním (KVO) (Lambie et al. 2021) jako je mrtvice, ischemická 

choroba srdeční a úmrtnost z těchto příčin (Mossavar-Rahmani et al. 2019). Každé syntetické 

sladidlo může způsobovat jiný druh KVO. ACK a sukralosa byly spojeny s rizikem ischemické 

choroby srdeční, zatímco aspartam byl spojen s cerebrovaskulárním onemocněním (Debras et 

al. 2022a). Byl proveden pokus na potkanech, kdy jim po dobu deseti dní byla podávána 

sukralosa a ACK v různých koncentracích (1-15 mg/kg/den). V tomto období bylo sledováno 

složení jejich tělesného tuku. Bylo zjištěno, že potkani, kteří konzumovali syntetická sladidla 

v koncentraci přijatelné denní dávky (ADI) vykazovali významnou vaskulární endoteliální 

dysfunkci ve srovnání s ostatními skupinami (Risdon et al. 2020). 

3.1.2.4 Vliv syntetických sladidel na riziko vzniku nádorového onemocnění 

Výzkumy hodnotící vliv syntetických sladidel na riziko vzniku nádorových onemocnění 

u lidí poskytují smíšené výsledky, což naznačuje složitost této problematiky a potřebu dalších 

výzkumů. Studie zahrnující 102 865 dospělých z francouzské kohorty NutriNet-Santé 

naznačuje, že vyšší konzumace syntetických sladidel, zejména aspartamu a ACK, je spojena 

s vyšším rizikem celkového výskytu nádorového onemocnění (n = 3 358 případů, p = 0,002). 

Konkrétně byla zjištěna větší rizika pro nádorové onemocnění prsu (n = 979 případů, p = 0,036) 
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a nádorové onemocnění související s obezitou (n = 2 023 případů, p = 0,036) (Debras et al. 

2022a). 

Jiná studie, zahrnující celkem 25 observačních studií s celkovým počtem 3 739 775 

subjektů, dospěla k názoru, že příjem umělých sladidel neměl žádnou zjevnou souvislost 

s celkovým výskytem nádorového onemocnění a mortalitou. Ve studii bylo dále zjištěno, 

že u lidí, kteří konzumovali umělá sladidla, bylo pozorováno mírně vyšší riziko úmrtí z jiných 

příčin ve srovnání s lidmi, kteří je nekonzumují (Yan et al. 2022). 

3.1.2.5 Vliv syntetických sladidel na orální mikrobiom 

V ústní dutině se nachází druhý největší a nejrozmanitější mikrobiom v těle člověka hned 

po střevě. Skládá se přibližně ze 700 druhů mikroorganismů. Tyto mikroorganismy kolonizují 

tvrdé tkáně zubů a měkké tkáně ústní sliznice (Zhao et al. 2017). Stejně tak, jako ve střevním 

mikrobiomu, byly při konzumaci syntetických sladidel pozorovány i změny v orálním 

mikrobiomu, např. u proteobakterií, rodu Staphylococcus, Acinetobacter a Lactobacillus bylo 

pozorováno zvýšení jejich počtu. Tyto bakterie jsou spojeny s kvašením potravin, nejčastěji 

cukrů v nich obsažených (Cheng et al. 2021). Kvašení je často doprovázena tvorbou kyselin 

(např. mléčnou nebo octovou), které mohou následně poškodit zubní sklovinu (Bretz et al. 

2005) a zapříčinit rozvoj zubního kazu (Pitts et al. 2017). 

Vliv umělých sladidel na ústní mikrobiom byl testován na potkanech. Celkem 24 potkanů 

bylo rozděleno do čtyř skupin a byla jim podávána sacharosa, sacharin, xylosa nebo čistá voda. 

Každá skupina konzumovala předloženou látku po dobu osmi týdnů. Výsledky naznačily, 

že náhradní sladidla ovlivnila imunitu, složení, metabolické funkce a diverzitu bakterií dutiny 

ústní a tím narušila orální mikrobiom. Ve všech analyzovaných vzorcích byly identifikovány 

imunoglobuliny (Ig) typu IgA, IgM a IgG, avšak imunoglobulin IgE nebyl zjištěn v žádném 

z nich. Ve srovnání s kontrolní skupinou byly ve skupině s xylosou a sacharosou významně 

vyšší průměrné koncentrace sekretorického IgA a IgG. Co se týče složení orálního mikrobiomu, 

např. ve skupině xylosy bylo celkem detekováno 284 rodů, ve skupině sacharinu 186 rodů 

a ve skupině sacharosy 372 rodů (Cheng et al. 2021). 

3.1.2.6 Vliv syntetických sladidel na střevní mikrobiom 

Studie naznačují různé účinky na složení a funkci střevního mikrobiomu. Střevní 

mikrobiom je složitá komunita mikroorganismů žijících v trávicím traktu, která hraje klíčovou 

roli v udržování normální fyziologie střev a celkového zdraví (Conz et al. 2023). Jeho složení 
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a funkci mohou ovlivňovat různé faktory jako je např. genetika (Goodrich et al. 2014), 

věk (Odamaki et al. 2016), antibiotická léčba (Zhang et al. 2014), strava (Voigt et al. 2014), 

atd.  Významný vliv má především strava, jelikož může upravovat některé bakteriální druhy 

a ovlivňovat metabolity produkované ve střevním prostředí (David et al. 2014). 

Jiná intervenční studie, zahrnující 31 subjektů a trvající 14 dnů, pozorovala bakteriální 

abundanci a diverzitu u konzumentů a nekonzumentů aspartamu a ACK. Mezi těmito dvěma 

skupinami byly nalezeny rozdíly ve složení bakteriální komunity aspartamu (p < 0,01) 

a ACK (p = 0,03), s použitím metody UniFrac (Frankenfeld et al. 2015).  

Naopak studie z roku 2018 dospěla k výsledku, že sukralosa má bakteriostatický účinek 

na E. coli in vitro. Přítomnost sukralosy v agaru vedla k poklesu počtu kolonie tvořících 

jednotek (CFU) o 30 % v případě 1,25 % sukralosy a o 74 % méně kolonií v případě 

2,5  % sukralosy. Podobně tomu bylo v případě AKC a sacharinu, kdy na miskách s pevným 

médiem a s 2,5 % sladidel bylo pozorováno v průměru o 96 % méně kolonií. Na základě těchto 

výsledků došla studie k závěru, že syntetická sladidla mají schopnost selektivně inhibovat růst 

střevních bakteriálních druhů (Wang et al. 2018).  

Protože střevní mikrobiom hraje klíčovou roli v regulaci metabolismu a imunitních 

funkcí, může být jeho narušení důsledkem vzniku různých onemocnění. Změny střevního 

mikrobiomu jsou spojovány jak s rizikem rozvoje obezity a diabetes mellitus II. typu, 

tak i s rizikem KVO (Debras et al. 2022a). 

3.1.3 Syntetická sladidla v moči nebo ve stolici jako biomarkery životního stylu 

Biomarkery jsou indikátory normálních biologických nebo patogenních procesů, tedy 

indikátor zdravotního stavu člověka. Lze je přesně a reprodukovatelně měřit (FDA 2021). Jiný 

zdroj popisuje biomarkery jako buněčné, biochemické nebo molekulární změny, které jsou 

měřitelné v biologických tekutinách a exkretech, jako jsou lidské tkáně, buňky nebo tekutiny 

(Hulka & Wilcosky 1988). 

K identifikaci biologicky aktivních molekul s potenciálními vlastnostmi biomarkerů 

slouží obor zvaný metabolomika. K nalezení nejlepších robustních biomarkerů onemocnění 

využívá metabolomika modely, jako jsou in vitro nebo pokusná zvířata. Dále jsou využívány 

různé analytické metody, z nichž jsou nejvíce používané hmotnostní spektrometrie (MS), 

plynová chromatografie (GC), vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), infračervená 

(IR) a ultrafialovo-viditelná spektrometrie (UV-VIS) a NMR (Kruk et al. 2017). 

Syntetická sladidla lze detekovat v moči a mohou sloužit jako biomarkery pro hodnocení 

životního stylu a stravovacích návyků. V této tělní tekutině lze současně stanovit 
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pět nízkokalorických sladidel: ACK, sacharin, cyklamát, sukralosa a steviolglykosidy. 

Důkazem je studie, ve které bylo zjištěno, že více než 96 % vzorků obsahovalo alespoň jedno 

syntetické sladidlo a téměř 60 % vzorků obsahovalo tři a více sladidel. Ve studii byla navíc 

pomocí biomarkerů prokázána mnohem vyšší expozice nízkokalorickým sladidlům (92 %), 

než byla zjištěna skutečná spotřeba nápojů obsahujících syntetická sladidla (6 %). Tato studie 

naznačuje rozšířené vystavení nízkokalorickým sladidlům a poukazuje na potenciál použití 

biomarkerů v moči pro širší výzkum v této oblasti (Logue et al. 2020).  

3.1.4 Pohled spotřebitelů na syntetická sladidla 

Nejstarším syntetickým sladidlem je sacharin, který byl náhodně objeven v roce 1879. 

Ve 2. polovině 20. století se začal hojně přidávat do potravin pro diabetiky. V tomto období 

se ve Spojených státech amerických syntetická sladidla nejvíce používala do nealkoholických 

kolových nápojů, do konzerv, žvýkaček a bonbónů a v neposlední řadě do stolních výrobků 

určených pro slazení čaje nebo kávy. Do těchto typů potravin byly používány nejčastěji 

cyklamát-sacharinové směsi (Inglett 1976). Tyto směsi byly ale ve Spojených státech 

amerických zakázány FDA v roce 1969. Společnost Abbott Laboratories oznámila, 

že syntetické sladidlo cyklamát (ve dříve zmiňované směsi) způsobilo nádory jater u potkanů 

(FDA 2020). 

Většina konzumentů má nedostatečné povědomí o aditivních látkách, a navíc je mohou 

znepokojovat částečné nebo nepřesné informace. Spotřebitelé čelí každodenně mnoha 

potravinovým rozhodnutím, které jsou spojené s přídatnými látkami. Pokud mluvíme o slazení, 

musí se rozhodovat, zda si koupí potravinu s cukrem, přírodním sladidlem nebo náhradním 

sladidlem (Bearth et al. 2014). Byl proveden průzkum obeznámenosti a míry pozitivních 

nebo negativních názorů u spotřebitelů na běžně používaná syntetická sladidla, přírodní 

sladidla a sacharosu. Na sacharosu převažoval u konzumentů nejvíce pozitivní názor ze všech 

syntetických sladidel (Mora & Dando 2021). Z tohoto důvodu je žádoucí nabídnout 

zainteresovaným nebo obávajícím se spotřebitelům nějaké vodítko, aby věděli, jaké potraviny 

volit (Bearth et al. 2014).  

3.2 Acesulfam K (E 950) 

ACK (obr. 2) je jedno z nejrozšířenějších syntetických sladidel dnešní doby. Je to bílý 

krystalický prášek bez zápachu a je přibližně 200 × sladší než sacharosa. Byl objeven náhodně 

v roce 1967 (Klug & Lipinski 2012). Byl schválen FDA pro použití v určitých potravinách 
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v roce 1988 a v roce 2003 ho FDA schválil jako univerzální sladidlo a zvýrazňovač chuti 

v potravinách, s výjimkou masa (Mora & Dando 2021; FDA 2023). Dnes se využívá zejména 

jako stolní sladidlo, v nápojích, v pečivu, v mražených dezertech, v bonbónech, v kapkách proti 

kašli nebo v mentolových bonbonech (Dwyer et al. 2015). Je termostabilní, a i přes zahřátí 

vysokými teplotami zůstává stále sladký. Je ho tedy možné využít mimo jiné i do vaření 

a pečení. (Arora et al. 2013). 

 

3.2.1 Senzorické vlastnosti ACK 

ACK byl v minulosti považován za chuťově nejlepší sladidlo (von Rymon Lipinski 

1985). Později se ale ukázalo, že i toto sladidlo vykazuje vedlejší chuťové profily jako je hořký, 

kovový a chemický (Dwyer et al. 2015; Tan et al. 2019). Většina studií na tyto typy hodnocení 

využívala tradičních přístupů časové intenzity, kdy hodnotitelé museli zaznamenávat změny 

intenzity specifických senzorických atributů během pevně stanoveného časového intervalu. 

Tato metoda se obvykle zaměřovala na hodnocení intenzity jednotlivých atributů nezávisle 

na sobě a vyžadovala vyškolené hodnotitele (Tan et al. 2019). Nedávno byl vyvinut nový 

přístup zvaný časově omezený výběr všech odpovídajících možností (TCATA), jako 

spotřebitelsky přívětivý způsob hodnocení. Je to metoda senzorické analýzy, která umožňuje 

hodnotitelům označovat všechny vnímané atributy současně v průběhu času. Co se týče 

syntetických sladidel, je metoda využívána pro analýzu různorodých chutí, umožňující 

identifikaci primární sladké chuti a sekundárních chutí v průběhu času, tzn. umožňuje výběr 

jak sladké, tak vedlejších chutí tak, jak jsou vnímány. Tento proces vede k vytvoření „citačních 

poměrů“, které představují frekvenci, s jakou byl určitý atribut (např. sladkost, hořkost) vybrán 

účastníky testu v určitém časovém okamžiku během degustace. Přestože nejsou přímou mírou 

intenzity vnímání, obvykle korelují s úrovní intenzity. Vyšší citace bývají často spojovány 

s intenzivnějšími pocity. TCATA poskytuje srovnání parametrů jednotlivých sladidel, přičemž 

se často provádí porovnávání jednotlivých sladidel se sacharosou  (Castura et al 2016). 
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Obrázek č. 2 Acesulfam K 
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ACK dosahuje nižší maximální sladkosti a medové chuti ve srovnání se sacharosou 

(obr. 3). Na druhou stranu ale dosahuje vyšší maximální hořké, kovové a chemické chuti (Tan 

et al. 2019).  

 

Obrázek č. 3 Porovnání jednotlivých chutí ACK se sacharosou (Tan et al. 2019) 

ACK je často používán ve směsích s aspartamem, sukralosou a sacharinem. Výhodou této 

kombinace je skutečnost, že každé z těchto sladidel maskuje nežádoucí chutě ostatních. 

Vykazují tedy společně synergický účinek a směs je sladší než její složky (Chattopadhyay et al. 

2014; FDA 2023). Pokud je ACK smíchán pouze se sacharinem, hořká chuť není zmírněna 

nebo potlačena. Pokud je ale popisované sladidlo smícháno s aspartamem je sladká chuť vyšší, 

než kdyby bylo každé sladidlo použito samostatně (O’Brien-Nabors 2016). 

3.2.2 Metabolismus ACK a jeho vylučování 

ACK je biologicky inertní, nepodléhá významnému metabolismu u zvířat ani lidí 

a po absorpci je jednoduše vyloučen v nezměněné formě močí, stolicí a dalšími tělními exkrety. 

ACK je téměř kompletně absorbován v tenkém střevě jako nezměněná molekula a distribuován 

do krve a později různých tkání (Dwyer et al. 2015; O’Brien-Nabors 2016). Následně 

je do 24 hodin po požití 99 % ACK vyloučeno ledvinami a zbylé 1 % je vyloučeno stolicí 

a dalšími tělními exkrety (Pang et al. 2021). Tento fakt naznačuje minimální metabolismus 

nebo interakci s mikrobiomem dolního gastrointestinálního traktu při běžném denním příjmu 

(O’Brien-Nabors 2016). 

Zmiňované syntetické sladidlo sice obsahuje draslík, ale množství této minerální látky 

je v něm tak nízké, že nemá vliv na celkový denní příjem draslíku v lidské stravě (Sollid 2022). 
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3.2.3 Vliv ACK na zdraví 

3.2.3.1 Vliv ACK na tělesnou hmotnost, střevní mikrobiom a glykémii 

ACK se nemetabolizuje, takže by se dalo předpokládat, že jeho konzumace nezpůsobuje 

přírůstek tělesné hmotnosti. I přes to ale výzkumy na zvířatech ukazují, že příjem ACK může 

zvyšovat tělesnou hmotnost u samců potkanů, ale ne u samic. V tomto výzkumu byl pozorován 

vyšší přírůstek tělesné hmotnosti u samců, kteří po dobu čtrnácti dnů požívali ACK, 

než u kontrolní skupiny samců (10,28 g versus 5,44 g, p < 0,01) (Bian et al. 2017). Jiná studie 

ze stejného roku naopak po konzumaci ACK neprokázala žádné změny tělesné hmotnosti 

(Uebanso et al. 2017). Po požití ACK byly také pozorovány změny složení střevního 

mikrobiomu a aktivita genů souvisejících s energetickým metabolismem, což bylo také závislé 

na pohlaví. U samců byly aktivovány funkční geny zapojené do energetického metabolismu, 

zatímco u samic byly tyto geny inhibovány (Bian et al. 2017).  

Při dlouhodobé konzumaci ACK v rámci jeho přijatelného denního příjmu (ADI) není 

pravděpodobné, že by toto sladidlo dosáhlo dolního traktu gastrointestinálního systému 

a ovlivnil střevní mikrobiom (O’Brien-Nabors 2016). Existují ale i výzkumy na zvířatech, 

které dospěly k závěru, že konzumace ACK může mít vliv na změnu složení střevních bakterií 

u samců i samic potkanů. V tomto výzkumu bylo po aplikaci ACK pozorováno zvýšení rodu 

Bacteroides (p < 0,01) u samců a u samic naopak pokles rodů Lactobacillus (p < 0,05) 

nebo Clostridium (p < 0,001). Narušením střevních bakterií může toto sladidlo zvýšit riziko 

rozvoje chronického zánětu střev (Bian et al. 2017). Pozdější studie ale uvádí, že se ACK rychle 

vstřebává a je vylučován převážně ledvinami do moči (Pang et al. 2021). 

Existuje možný vztah mezi konzumací ACK a výskytem diabetes mellitus II. typu. 

Byl zkoumán dopad dvoutýdenní konzumace nápoje obsahujícího ACK a aspartam 

na schopnost organismu regulovat hladinu glukosy u normálně vážících, nadváhových 

a obézních subjektů. Bylo zjištěno, že konzumace nápoje neměla škodlivý vliv na homeostázu 

glukosy u zdravých subjektů (Kim et al. 2020). Výsledky rozsáhlé kohorty NutriNet-Santé také 

ukazují pozitivní souvislost mezi příjmem ACK (i jiných umělých sladidel) a zvýšeným rizikem 

diabetes mellitus II. typu. Do studie byli zapojeni nekonzumenti a konzumenti syntetických 

sladidel, kteří dostávali vyšší dávky těchto látek (tzn. vyšší než medián pohlavně specifických 

16,4 mg/den u mužů a 18,5 mg/den u žen). Konzumenti s takovýmito a vyššími dávkami 

syntetických sladidel měli vyšší riziko rozvoje diabetes mellitus II. typu. Pozitivní asociace byla 

pozorována také konkrétně u ACK (poměr rizik (HR) = 1,70; 95% interval spolehlivosti (CI) 
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1,42–2,04; p < 0,001). Tyto důkazy posilují myšlenku, že obecně syntetická sladidla nemusí 

být bezpečnými alternativami cukru (Debras et al. 2023). 

Studií zaměřených na souvislost mezi konzumací ACK, tělesnou hmotností a glykémií 

v lidském organismu je však v současné době relativně málo. Toto téma představuje oblast, 

která doposud nebyla důkladně prozkoumána (Solomi et al. 2019). Přestože existují obavy 

týkající se potenciálního dopadu syntetických sladidel na nárůst tělesné hmotnosti a rozvoj 

diabetes mellitus II. typu, důkazy jsou nejednoznačné (Pang et al. 2021).  

3.2.3.2 Vliv ACK na riziko vzniku KVO 

Výsledky publikované v rámci studie NutriNet-Santé naznačují potenciální přímou 

souvislost mezi vyšší konzumací umělých sladidel, včetně ACK, a zvýšeným rizikem KVO. 

Konkrétně byl příjem ACK asociován se zvýšeným rizikem koronárních srdečních onemocnění 

(Debras et al. 2022). 

V rámci výzkum byl potkanům podáván ACK, který zvýšil aterosklerotický plak 

v cévách. Dále byl zkoumán vliv ACK na metabolismus lipidů. Spotřeba ACK zvýšila jaterní 

lipogenezi a snížila β-oxidaci. I přes toto zjištění zůstává souvislost mezi konzumací ACK 

a KVO stále nejasná (Lin et al. 2021).  

3.2.3.3 Vliv ACK na riziko vzniku nádorového onemocnění 

Výzkumy o vlivu ACK na riziko vzniku nádorového onemocnění u lidí nabízejí různé 

pohledy. Systematický přehled dat studií zaměřených na ACK vedl k závěru, že toto sladidlo 

pravděpodobně nepředstavuje riziko karcinogeneze. V tomto přehledu bylo posouzeno 

přes 800 mechanistických ukazatelů z různých in vitro a in vivo testů, které byly integrovány 

do celkového hodnocení důkazů. Výsledky ukazují, že ACK nevykazuje aktivitu napříč 

charakteristikami známých karcinogenů. Ve spojení s absencí nádorových efektů na hlodavcích 

podporuje závěr, že ACK pravděpodobně neindukuje karcinogenní odpověď (Chappell et al. 

2020).  

Naopak novější studie založená na francouzské populační kohortě NutriNet-Santé, 

která zahrnovala 102 865 dospělých osob, sledovaných v průměru 7,8 let, naznačila, že vyšší 

konzumace ACK byla spojena s mírně zvýšeným rizikem vzniku nádorových onemocnění. 

Tato studie konkrétně uvádí, že konzumenti ACK měli vyšší riziko vzniku nádorů obecně 

(n = 3 358 případů, HR = 1,13; 95% CI 1,03-1,25; p = 0,002). S vyšším rizikem vzniku 

celkového nádorového onemocnění byl spojen zejména ACK (HR = 1,13; 95% CI 1,01-1,26; 
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p = 0,007) a aspartam (HR = 1,15; 95% CI 1,03-1,28; p = 0,002). Byla zaznamenána 

také specifická spojení s vyšším rizikem vzniku nádorů prsu (n = 979 případů; HR = 1,22; 95% 

CI 1,01-1,48; p = 0,036, pro aspartam) a nádorů souvisejících s obezitou (n = 2 023 případů; 

HR = 1,13; 95% CI 1,00-1,28; p = 0,036, pro celková umělá sladidla a HR = 1,15; 95% CI 

1,01-1,32; p = 0,026, pro aspartam) (Debras et al. 2022b). 

3.2.3.4 Vliv ACK na chuťové preference a metabolické zdraví potomstva při prenatální a 

postnatální expozici 

Studie naznačují, že expozice ACK během těhotenství a kojení může mít významný 

dopad na chuťové preference a metabolické zdraví potomstva. ACK byl podáván březím 

potkanům a byl pozorován vliv na preference sladké chuti u exponované skupiny a jejich 

potomků. Byla totiž detekována přítomnost ACK v plodové vodě a v mateřském mléce. 

To naznačuje, že ACK přechází z matky na potomstvo buď v prenatálním období 

nebo po narození a ovlivňuje to poté jejich preference sladké chuti v dospělosti. Sledovaní 

potomci i jejich matky, které byly během březosti nebo při laktaci vystaveny působení ACK, 

vykazovali nižší prahové hodnoty detekce pro roztoky ACK a sacharosy a dále měli zvýšenou 

preferenci pro sladké roztoky ACK nebo sacharosy vzhledem k vodě. To naznačuje, 

že po expozici ACK měli silnější sklony k volbě sladké chuti (Zhang et al. 2011; Rother et al. 

2018). 

Další studie se zabývala vlivem maternálního příjmu ACK na metabolické a reprodukční 

výsledky u potomstva potkanů. Zjistilo se, že zvířata, kterým byl během březosti a laktace 

podáván ACK, měla potomstvo s odlišnými metabolickými a reprodukčními výsledky. 

Expozice ACK prostřednictvím mateřské stravy byla spojena se zhoršením glukosové tolerance 

a ovlivněním velikosti adipocytů způsobem specifickým pro pohlaví. Expozice má 

také signifikantní účinky na estrální cykly a přidružené genové markery u ženského potomstva. 

To naznačuje možný dopad na zdraví potomstva, pokud je matka konzumentkou ACK během 

těhotenství a kojení (Bridge-Comer et al. 2021). 

3.2.4 Přijatelná denní dávka ACK 

Přijatelná denní dávka (ADI) pro ACK byla stanovena na 9 mg/kg tělesné hmotnosti. 

Po studiích na potkanech byla ADI stanovena na 15 mg na kilogram tělesné hmotnosti. Tato 

dávka vychází z doporučení WHO a Food Agriculture Organisation (FAO) – při Organizaci 

spojených národů (OSN) prostřednictvím jejich Společného výboru odborníků FAO/WHO pro 
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potravinářská aditiva (JECFA) (JECFA 1990). Používání tohoto sladidla v potravinách pro 

malé děti není v Evropské unii povoleno (EFSA 2016).  

3.3 Moč a metabolom moči 

Moč je biologická tekutina, která je složena z přebytečné vody a dalších látek rozpustných 

ve vodě jako je močovina (produkt metabolismu aminokyselin), cukry, anorganické soli 

(chloridy, soli draslíku a sodíku), kreatinin, amoniak, organické kyseliny, různé ve vodě 

rozpustné toxiny a pigmentové produkty rozpadu hemoglobinu (např. urobilin, díky kterému 

má moč charakteristickou barvu). Průměrný dospělý člověk vyprodukuje 1,5-2,0 litru moči 

denně (Bouatra et al. 2013).  

Metabolomika je výzkumná disciplína, která se věnuje systematickému studiu 

chemických molekul (metabolitů), nacházejících se např. v moči. Hrají klíčovou roli v různých 

biologických procesech (Rinschen et al. 2019). Soubor metabolitů v organismu se nazývá 

metabolom. Přestože je moč odpadním produktem, může sloužit jako diagnostická tekutina. 

V dnešní době lze v moči identifikovat několik stovek, uvádí se až 300, metabolitů. 

Kvantifikovat pak lze přibližně 100 látek. Metabolity moči se dají stanovit různými metodami. 

Mezi vybrané patří např. NMR, hmotnostní spektrometrii s plynovou chromatografií (GC-MS), 

hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) a HPLC s technikami 

ultrafialové (UV) nebo fluorescenční detekce (FD). 

Metabolom lidské moči je složitý a obsahuje stovky metabolitů, které se dělí 

na endogenní (produkované lidským tělem) a exogenní (pocházející z vnějšího prostředí, 

např. z potravin, nápojů, léků nebo environmentálních kontaminantů). Příkladem některých 

specifických metabolitů moči jsou kreatinin, citrát, glycin, formiát, metanol, acetát, L-cystein 

a mnoho dalších (obr. 4)  (Bouatra et al. 2013). 

K profilování metabolitů v moči 348 dětí a 315 dospělých byla v jednom z výzkumů 

využita metoda tandemové hmotnostní spektrometrie (LC-MS/MS). Studie identifikovala 

celkem 2357 metabolitů, z toho 1831 endogenních a 526 exogenních. Močové metabolity byly 

produkovány hlavně při metabolismu aminokyselin a lipidů. Výsledky po analyzování 

metabolitů v moči naznačily, že tato tělní tekutina u dospělých obsahuje více metabolitů 

zapojených do imunitní odpovědi než dětská (Xu et al. 2022). 
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Obrázek č. 4 Reprezentativní 500 MHz1H – NMR spektrum lidské moči 

(Bouatra et al. 2013) 

Čísla označují následující metabolity: 1: kreatinin; 2: citrónová kyselina; 3: glycin; 4: formiát; 

5: metanol; 6: guanidooctová kyselina; 7: acetát; 8: L-cystein; 9:  glykolová kyselina; 

10: kreatin; 11: isocitronová kyselina; 12: hippurát; 13: L-glutamin; 14: L-alanin; 15: L-lysin; 

16: glukonová kyselina; 17: 2-hydroxyglutarová kyselina; 18: D-glukosa; 19: indoxylsulfát; 

20: trimethyl-N-oxid; 21: ethanolamin; 22: L-mléčná kyselina; 23: taurin; 24: L-threonin; 

25: dimethylamin; 26: pyroglutamová kyselina; 27: trigonelín; 28: sacharosa; 

29: trimethylamin; 30: mannitol; 31: L-serin; 32: aceton; 33: L-cystin; 34: adipová kyselina; 

35: L-histidin; 36: L-tyrosin; 37: imidazol; 38: mandlová kyselina; 39: dimethylglycin; 

40: cis-akonitová kyselina; 41: močovina; 42: 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropanová 

kyselina (HPHPA); 43: fenol; 45: isomáselná kyselina; 46: methyljantarová kyselina; 

47: 3-aminoisomáselná kyselina; 48: L-fukosa; 49: N-acetylasparagová kyselina; 

50: N-acetylneuraminová kyselina; 51: acetoctová kyselina; 52: alfa-aminoadipová kyselina; 

53: methylguanidin; 54: fenylacetylglutamin  
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3.3.1 Stabilita moči pro NMR metabolomiku 

Profil metabolitů závisí na délce a teplotě skladování vzorku. Bylo zjištěno, že vzorky 

moči skladované při pokojové teplotě (22 °C) vykazují významné změny v koncentraci 

metabolitů. Uchování těchto vzorků v chladničce při 4 °C po stejnou dobu mělo za následek 

mírné snížení stupně změn v koncentraci metabolitů. Avšak optimálního zachování původního 

profilu metabolitů bylo dosaženo při skladování vzorků moči v mrazáku při teplotě –80 °C. 

Vzorky, které byly po dobu 4 týdnů pravidelně zmrazovány (do teploty –80 °C) a rozmrazovány 

(do pokojové teploty) měly střední stupeň změny metabolitů ve srovnání s původní koncentrací 

(Saude & Sykes 2007).  

Jiná studie doporučuje vzorky lidské moči skladovat při teplotách –25 °C a nižších 

po dobu maximálně 26 týdnů. Pokud jsou vzorky skladovány při nižších teplotách, je nutné 

do nich přidat konzervační činidlo (např. NaN3 nebo NaF) (Lauridsen et al. 2007).  

3.3.2 Syntetická sladidla v moči 

Byla zkoumána denní variabilita umělých sladidel v moči a jejich spojení s biomarkery 

oxidativního stresu. Bylo zjištěno, že koncentrace umělých sladidel ACK a sacharin v moči 

se významně liší u různých jedinců. Zjistilo se, že pro odhad průměrné expozice konkrétního 

účastníka studie bylo potřeba analyzovat alespoň 20 vzorků moči. Studie také poukázala 

na významnou interakci umělých sladidel s biomarkery oxidativního stresu, což naznačuje 

možné toxické mechanismy těchto sladidel (Shi et al. 2022). 

3.4 Sliny a metabolom slin 

Sliny jsou biologické tekutiny, které obsahují vodu, hlen, bílkoviny a metabolity s malou 

molekulovou hmotností. Koncentrace metabolitů ve slinách může měnit např. kouření 

nebo pohlaví. Příkladem některých specifických metabolitů slin je citrát, laktát, pyruvát, 

sacharosa, formiát, glycin, metanol (obr. 5) (Takeda et al. 2009). 
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Obrázek č. 5 Reprezentativní 600 MHz 1H NMR spektrum lidských slin 

(Figueira et al. 2016) 

Čísla označují následující metabolity: A: Přiřazené 1D NOESY spektrum filtrovaného vzorku; 

B: 1D protonové spektrum nefiltrovaného vzorku: 1: 2-aminoadipát; 2: 2-hydroxyisobutyrát; 

3: 2-hydroxyizovalerát; 4: 2-oxoglutarát; 5: 4-hydroxyfenylacetát; 6: acetát; 7: acetoacetát; 

8: aceton; 9: alanin; 10: anserin; 11: aspartát; 12: butyrát; 13: kofein; 14: cholin; 15: kreatin; 

16: dimethylsulfon; 17: dimethylamin; 18: ethanol; 19): fukosa; 20: glukosa; 21: glycerol; 

22: glycin; 23: histamin; 24: isoleucin; 25: laktát; 26: leucin; 27: metanol; 28: O-fosfocholin; 

29: ornithin; 30: fenylacetát; 31: prolin; 32: propionát; 33: putrescin; 34: pyruvát; 35: sarkosin; 

36: sukcinát; 37: taurin; 38: trimethylamin; 39: valin 

3.4.1 Stabilita slin pro NMR metabolomiku 

Profil metabolitů ve slinách závisí na délce a teplotě skladování. Jestliže byly vzorky 

ponechány při teplotě 4 °C, daly se rozeznat malé změny. Při uchovávání vzorků v pokojové 

teplotě bylo po určitých časových odstupech zaznamenáno snížení koncentrací některých 

metabolitů např. methylu, laktátu nebo alaninu. Pokud vzorky slin byly skladovány v teplotě    

–20 °C, nebyly zaznamenány žádné změny v koncentracích metabolitů. Dle uváděného 

výzkumu mohou být sliny skladovány při pokojové teplotě až 6 hodin a při –20 °C po dobu 

nejméně 4 týdnů. Po přípravě na NMR analýzu jsou vzorky vysoce stabilní při 25 °C až 8 hodin 

a při 4 °C až 48 hodin (Duarte et al. 2020). 
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3.4.2 Syntetická sladidla v slinách 

Výskyt syntetických sladidel ve slinách, resp. aspartamu, byl poprvé prozkoumán v roce 

2023 (Finassi et al. 2023). K výzkumu byla použita analytická metoda HPLC, která byla 

již dříve navržena jako metoda vhodná pro analýzu syntetických sladidel (Trandafir et al. 2009). 

Tato metody přispěla k separaci analytů v uvedené tělní tekutině a byla schopna v ní detekovat 

i zkoumaný aspartam. Studie mimo jiné zkoumala i možnou degradaci zmiňovaných sladidel 

v ústní dutině. Došla k závěru, že konkrétně aspartam ve slinách není metabolizován 

ani degradován (Finassi et al. 2023).  

3.5 Nukleární magnetická rezonance 

NMR je analytická metoda, která umožňuje detailně zkoumat strukturu molekul 

(neinvazivně, nedestruktivně a kvantitativně) (Dračinský 2021). 

3.5.1 Popis zařízení a princip metody 

V NMR spektrometrech určených pro měření kapalných vzorků je magnetické pole 

vytvářeno supravodivou cívkou. Ta je schopná snášet vysoké magnetické pole, ale kritickou 

teplotu má jen několik málo stupňů nad absolutní nulou. Z důvodu udržení velmi nízké teploty 

je zařízení složeno ze dvou plášťů (obr. 6). Svrchní plášť je naplněný dusíkem a vnitřní heliem. 

V kapalném heliu je ponořena supravodivá cívka. 

Doprostřed supravodivé cívky se vkládá analyzovaný vzorek a zařízení se soustředí 

na atomy vodíku v daném vzorku. Vytvoří se magnetické pole a atomy vodíku se zorientují 

v jeho směru. V této chvíli je dodán elektrický pulz, který vodíky opět vychýlí. Je měřen čas, 

za který se atomy vodíku zorientují zpět do polohy orientované magnetem (Dračinský 2021). 

 

Obrázek č. 6 Schéma NMR magnetu (Dračinský 2021)  
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3.5.2 NMR v metabolomice 

NMR je klíčovou analytickou metodou v metabolomice. Poskytuje rychlé a komplexní 

hodnocení biologických vzorků na lidských modelech (Silva et al. 2020). Tato metoda je dobře 

reprodukovatelná a nedestruktivní povahy. To umožňuje identifikaci neznámých metabolitů 

a jejich kvantifikaci někdy i dokonce bez nutnosti interního standardu. Přestože je NMR méně 

citlivá metoda než MS, její schopnost poskytnout absolutní koncentrace detekovaných 

metabolitů je velmi ceněna, zvláště v aplikacích zaměřených na kvantitativní analýzu (Gowda 

& Raftery 2022). 

I přes rostoucí popularitu metod založených na MS v metabolomice, NMR zaznamenala 

v roce 2021 největší počet publikací v jednom roce. To naznačuje její stále rostoucí význam 

a přínos pro vědeckou komunitu. Tento trend ukazuje na kontinuální rozvoj a význam NMR 

v metabolomice, s důrazem na nedávný pokrok v technologiích NMR a jejich aplikace (Wishart 

et al. 2022). 

NMR metody v metabolomických studiích se neomezeně používají nejen jednorozměrné 

(1D, např. NOESY), ale také na dvourozměrné (2D, např. COSY, DOSY, JRES, HETCORE, 

HMQS) a třírozměrné (3D, např. DART-MS, HRMAS, HSQC, HMBC), které umožňují 

podrobnější charakterizaci a identifikaci metabolitů. NMR využívá magnetické vlastnosti 

určitých jader, jako jsou 1H, 13C, 31P a 19F, zejména jejich schopnosti absorbovat a emitovat 

energii, což je zásadní pro analýzu vzorků (Kruk et al. 2017). 

Výzkum a vývoj v oblasti NMR a metabolomiky pokračuje ve snaze zlepšit rozlišovací 

schopnost a citlivost této metody pro detekci širšího spektra metabolitů, včetně labilních 

metabolitů jako jsou koenzymy redoxního stavu, energetické koenzymy a antioxidanty. Tento 

pokrok má zásadní význam pro rozšíření poznatků o komplexních biologických směsích 

a pro identifikaci a kvantifikaci nových, dosud neznámých metabolitů (Gowda & Raftery 

2022). 

3.5.3 Další analytické využití NMR 

Novým nástrojem v analytické spektrometrii je ultrafast 2D NMR. Umožňuje rychlou 

a efektivní analýzu vzorků s vysokým rozlišením. Díky této technologii jsou 2D spektra 

zaznamenávána v jediném skenu, což je užitečné pro rychlou charakterizaci složitých směsí 

a monitorování chemických reakcí v reálném čase (Giraudeau & Frydman 2014). Zatím 

co u 1D NMR dochází k nežádoucímu překrývání píků ve spektrech komplexních směsí, 
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2D NMR umožňuje lepší separaci mezi překrývajícími se rezonancemi a zároveň poskytuje 

přesnější kvantitativní data (Martineau & Giraudeau 2019). 

NMR, konkrétně qNMR, je možné využít také ve farmaceutickém průmyslu 

pro identifikaci a kvantifikaci léčivých látek. Tato metoda je zásadní pro určování čistoty 

léčivých látek, produktů a pro stanovení identity a úrovně nečistot. Ve farmacii nalézá využití 

díky rychlosti a přesnosti provedení (Jaki et al. 2021; Khalil & Kashif 2023). 

Dále NMR nachází dobré využití v metabolickém profilování léčivých rostlin. 

Její analytická kapacita zde poskytuje informace pro snadné kvalitativní a kvantitativní 

hodnocení endogenních i exogenních metabolitů přítomných v biologických vzorcích. 

Tato metoda se používá pro chemické profilování, metabolomiku a kontrolu kvality rostlin 

a jejich odvozených léčiv, potravin a dalších produktů (Kumar 2016; de León-Solis et al. 2023). 

3.5.4 Další analytické metody pro kvantifikaci syntetických sladidel v biologických 

tekutinách 

HPLC je široce používána pro analýzu sladidel v biologických vzorcích díky své vysoké 

přesnosti, specifičnosti a schopnosti oddělit složky v komplexních směsích (Shoeb et al. 2022). 

GC se používá pro analýzu těkavých a polotěkavých sloučenin. Pro analýzu sladidel 

v biologických tekutinách může být GC kombinována s masovou spektrometrií (GC-MS) 

pro zvýšení specifičnosti a citlivosti (Sylvetsky et al. 2016). 

MS, často v kombinaci s HPLC (LC-MS/MS), poskytuje vysokou citlivost a specifičnost 

pro identifikaci a kvantifikaci sladidel. Je to důležitá metoda pro stanovení nízkých koncentrací 

sladidel v biologických tekutinách (Sakai et al. 2015). 

Nově vyvinutá metoda pro kvantifikaci syntetických sladidel v biologických tekutinách 

je ultratlaková kapalinová chromatografie spojená s metodou tandemové hmotnostní 

spektroskopie (UPLC-MS/MS). Tato metoda je schopna kvantifikovat cukry (glukosu, fruktosu 

a sacharosu) a sladidla (sukralosu, sacharin, ACK, cyklamát a steviol-glukuronid). Metoda 

je dostatečně citlivá, přesná, robustní a kompatibilní s různými konzervačními činidly, 

která jsou doporučena při skladování vzorků. Metoda byla schopna kvantifikovat velice nízké 

koncentrace analytu v moči (v řádech ng/ml) a byla prohlášena za vhodnou metodu 

pro kvantifikaci cukrů a sladidel v lidské moči (Diepeveen-de Bruin et al. 2023). 

Jednou z nejnovějších metod, která stanovovala náhradní sladidla (konkrétně ACK 

a erythritol) je metoda ultra vysoce účinné kapalinové chromatografie s detekcí nabitého 

aerosolu (UHPLC-CAD). Tato metoda se osvědčila jako univerzální a dokáže detekovat 

všechny typy sladidel (Cheng et al. 2024).  
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4 Metodika 

4.1 Etické schválení 

Pro tuto diplomovou práci udělila dne 23.11.2023 Etická komice Všeobecné fakultní 

nemocnice v Praze souhlasné stanovisko (č.j. 155/23 S-IV) k provedení individuálního 

výzkumu na ČZU (příloha IV). 

Vzorky všech účastníků studie byly uchovávány v pseudonymizované formě. Každému 

dobrovolníkovi a každému jeho vzorku byl přiřazen kód, který dokázala zpětně rozklíčovat 

pouze diplomantka, příp. její školitel. Všechny subjekty, které se zúčastnily této studie, 

poskytly písemný informovaný souhlas (příloha III) a dále souhlas se zpracování osobních 

údajů (GDPR) (příloha II). Dále byly subjekty informovány, že ze studie mohou kdykoli 

odstoupit bez udání důvodu.  

Studie se zúčastnilo celkem 16 dobrovolníků (9 žen a 7 mužů ve věkovém rozmezí 

18-53 let). Byly od nich získány informace o pohlaví, věku, tělesné hmotnosti a výšce. 

Z hmotnosti a výšky byl vypočteno index tělesné hmotnosti (BMI). Každý dobrovolník 

odevzdal vzorky moči a slin a v průběhu odběrů zaznamenával svůj 24hodinový jídelníček. 

Počet vzorků každého subjektu se lišil z důvodů popisovaných dále v textu. 

4.2 Odběr vzorků 

Každý účastník studie odebral 2 vzorky moči i slin před intervencí (tj. požití 0,5 l 

Coca-Coly Zero během maximálně 1 hodiny) a dále odebíral tyto tělní tekutiny během 24 hodin 

od intervence. Tyto vzorky byly odebírány podle přesně daných pravidel, o kterých byl každý 

dobrovolník předem informován (příloha I). Vzorky moči byly odebírány do jednorázových 

mikrozkumavek a vzorky slin do jednorázových odběrových sad, přičemž byl vždy zapsán 

čas do odběrového formuláře. Tyto vzorky byly označeny specifickým kódem a okamžitě 

zmrazeny. 

4.3 Stravování dobrovolníků během odběrů vzorků 

Před začátkem odběrů byli dobrovolníci informováni o způsobu stravování během 

odběrového dne. Kromě nápojů a potravin obsahující AKC bylo dovoleno stravovat se běžným 

způsobem a vše zkonzumované zapisovat (příloha I). 
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4.4 Přeprava a skladování vzorků  

Dobrovolníci uchovávali vzorky v domácích mrazácích (cca –20 °C). Nejpozději 

do sedmi dnů od jejich odebrání byly převezeny na ČZU ve speciálním chladícím boxu, 

kde byly uchovávány v –80 °C až do jejich zpracování. 

4.5 Analýza vzorků 

4.5.1 Použité laboratorní pomůcky a chemikálie 

Laboratorní pomůcky na analýzu moči 

− jednorázové zkumavky na odběr vzorků 

− 1,5ml mikrozkumavky na skladování vzorků 

− domácí mrazák na přechodné uchování vzorků 

− chladící box s chladícími vložkami na převoz vzorků 

− mrazák s teplotou –80 °C 

− stojan na zkumavky 

− automatické pipety VWR 

− vortex VWR VV3 

− centrifuga VWR MicroStar 17/17R 

− skleněné kyvety pro NMR 

− nukleární magnetická rezonance 

Chemikálie na analýzu moči 

− pufr TSP ((3-(trimethylsilyl)-propionate-2,2,3,3-d4) s pH 7,4 

Laboratorní pomůcky na analýzu slin 

− jednorázové odběrové sety na odběr vzorků 

− domácí mrazák na přechodné uchování vzorků  

− chladící box s chladícími vložkami na převoz vzorků 

− mrazák s teplotou –80 °C 

− stojan na zkumavky 

− automatické pipety VWR 

− centrifuga Rotanta 460/460R Hettich zentrifugen 

− centrifuga VWR MicroStar 17/17R 
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− skleněné kyvety pro NMR 

− nukleární magnetická rezonance 

Chemikálie na analýzu slin 

− pufr TSP ((3-(trimethylsilyl)-propionate-2,2,3,3-d4) s pH 7,4 

− destilovaná voda 

4.5.2 Příprava vzorků na NMR analýzu 

4.5.2.1 Moč 

Vzorky moči byly rozmrazovány při pokojové teplotě po dobu 30 minut. Následně byly 

v původních 1,5ml mikrozkumavkách centrifugovány. Centrifugace probíhala též při pokojové 

teplotě, po dobu 5 minut a otáčkách 13 300 rpm. Poté bylo do čistých mikrozkumavek 

z každého vzorku pipetováno 720 µl a přidáno 80 µl TSP pufru. Roztok byl dále 1 minutu 

vortexován a opět za stejných podmínek centrifugován. Po dokončení centrifugace bylo z každé 

mikrozkumavky pipetováno 600 µl do skleněných kyvet pro NMR. 

4.5.2.2 Sliny  

Vzorky slin byly v původních odběrových sadách rozmrazovány při pokojové teplotě 

po dobu 30 minut. Poté byly centrifugovány po dobu 10 minut, při teplotě 4 °C a otáčkách 

1 500 rpm. Následně bylo do skleněných kyvet pro NMR pipetováno 200 µl vzorku. Ke vzorku 

bylo přidáno 340 µl destilované vody a 60 µl TSP pufru. Roztok byl ručně protřepána a vložen 

do NMR. 

4.5.3 Měření na NMR spektrometru a analýza dat v softwarech 

4.5.3.1 Moč   

Každý vzorek měřen na NMR spektrometru Bruker Avance III, při protonové sekvenci 

500 MHz, při teplotě 25 °C (298 K), metodou 1D NOESY s potlačením signálu vody 

4,7003 ppm. Bylo pořízeno 128 skenů s počtem datových bodů 64 k a šířkou spektra 16 ppm. 

Doba akvizice byla 4 s, doba presaturace 1 s a doba směšování 100 ms. 

Po naměření vzorků NMR spektrometrem byla spektra upravena programem Topspin 

(ver. 3.6.5, USA). Byla provedena Fourierova transformace a exponenciální amplifikace. 

Dále byla provedena manuální korekce fáze a baseline. 



 

33 

Upravená spektra byla importována do programu MestReNova (ver. 14.2.1-27684, 

Mestrelab Research, ES). Zde byla opět provedena korekce baseline prostřednictvím algoritmu 

Whitaker smoother. Spektra byla ve formátu JCAMP importována do software Chenomx 

(ver. 9.01, Chenomx, CA). Zde bylo anotováno a kvantifikováno celkem 20 metabolitů 

dle knihovny spekter Chenomx. ACK bylo do knihovny přidáno na podkladu měření standardu. 

Získaná data byla vyhodnocena v softwaru Microsoft Office Excel a MetaboAnalyst (ver. 6.0) 

(MetaboAnalyst 6.0 2024). 

4.5.3.2 Sliny 

Každý vzorek podstoupil měření na NMR spektrometru Bruker Avance III, při protonové 

sekvenci 500 MHz, při teplotě 25 °C (298 K), metodou 1D NOESY s potlačením signálu vody 

4,7007 ppm. Bylo pořízeno 256 skenů s počtem datových bodů 64 k a šířkou spektra 16 ppm. 

Doba akvizice byla 4 s, doba presaturace 1 s a doba směšování 100 ms. 

Dále bylo se spektry nakládáno stejně jako se spektry vzorků moči, viz výše. V software 

Chenomx byl proveden pokus o kvantifikaci sledovaného syntetického sladidla ACK. 

4.5.4 Vyhodnocení 

Koncentrace ACK a ostatních metabolitů byla normalizována na kreatinin. Následně byla 

data vyhodnocena statistickými testy (Wilcoxonův test a korelační analýza) a výsledky byly 

porovnány mezi jednotlivými skupinami subjektů dle vybraných parametrů (pohlaví, tělesná 

hmotnost a výška). Dále byly vytvořeny jednotlivé grafy pro názornou demonstraci dílčích 

výsledků.   
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5 Výsledky a diskuse 

Do výzkumu bylo zahrnuto celkem 16 dobrovolníků (9 žen a 7 mužů). Muži vykazovali 

průměrnou výšku a hmotnost větší než ženy, ale průměrné BMI bylo vyšší u žen. Průměrně byli 

muži mladší než ženy (tab. 3). Všichni účastníci poskytli 2 kontrolní vzorky moči i slin 

před intervencí. Po intervenci odebírali vzorky těchto tělních tekutin po dobu 24 hodin. 

Tabulka č. 3 Obecné charakteristiky dobrovolníků 

 Celkově (n = 16) Ženy (n = 9) Muži (n = 7) 

Průměrný věk (let) 31 32 28 

Průměrná hmotnost (kg) 71 68 74 

Průměrná výška (m) 1,74 1,68 1,82 

Průměrné BMI 23,04 23,85 21,99 

5.1 Stanovení ACK ve slinách 

Pro účely této studie dobrovolníci poskytli celkem 144 vzorků slin. Z důvodu 

nedostatečného objemu poskytnutých vzorků některými dobrovolníky nebylo možné ACK 

ve slinách prokazatelně stanovit. Tyto biologické tekutiny bylo nutné naředit destilovanou 

vodou, což vedlo k poklesu koncentrace ACK pod detekční limit NMR, a tudíž nebylo možné 

ho kvantifikovat. Pro další výzkum, týkající se kvantitativního stanovení ACK ve slinách, 

by bylo nutné získat větší objemy jednotlivých vzorků a tím se vyhnout nutnosti jejich ředění 

před analýzou. Nicméně spektra vzorků slin byla získána, ale data těchto spekter nebudou 

zahrnuta v této diplomové práci. Mohou však být použita pro další výzkumy nebo studie, 

které budou do budoucna pro pochopení tohoto tématu nutná. 

5.2 Stanovení ACK v moči 

5.2.1 Vhodnost metody NMR 

Výsledkem zkoumání bylo 144 spekter moči jednotlivých dobrovolníků. S pomocí 

softwaru Chenomx bylo kvantifikováno 21 sloučenin (20 metabolitů a ACK) (obr. 7). Nejvíce 

zastoupena byla močovina následována kreatininem a citrátem, které dohromady vykazovaly 

69,16 % z celého množství kvantifikovaných metabolitů. Nejméně zastoupený byly ve vzorcích 

moči naopak: aceton, acetát, sukcinát, N,N-dimethylglycin, formiát, metanol, dimethylamin, 

které dohromady dávaly 1,18 %. 
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Obrázek č. 7 Koláčový graf průměrných koncentrací všech kvantifikovaných 

metabolitů v mg 

Kvantifikace ACK a dalších metabolitů v moči metodou NMR se jevila jako vysoce 

správná a přesná (obr. 8, tab. 4). To potvrzují konzistentní výsledné hodnoty mezi různými 

vzorky a měřeními. Metoda NMR je obecně používána k identifikaci neznámých metabolitů 

(Garcia-Perez et al. 2020), proto by bylo vhodné ji rozvinout i pro kvantitativní stanovení ACK 

(a dalších náhradních sladidel) v moči. Do budoucna bude nutné provést další výzkumy, 

které se budou zabývat stanovením syntetických sladidel ve slinách, zejména ACK. 
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Obrázek č. 8 Náhodně vybrané vzorové spektrum moči 

Čísla označují následující metabolity: 1: ACK; 2: aceton; 3: alanin; 4: citrát; 5: dimethylamin; 

6: fruktosa; 7: glukosa; 8: glycin; 9: hippurát; 10: kreatin; 11: kreatinin; 12: metanol; 

13: močovina; 14: formiát; 15: N-phenylacetylglycin; 16: N,N-dimethylglycin; 17: acetát; 

18: sacharosa; 19: sukcinát; 20: taurin; 21: threonin 
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Tabulka č. 4 Kvantifikované metabolity a ACK v programu Chenomx a jejich hodnota 

chemického posunu 

Metabolit (resp. sladidlo) Hodnota chemického posunu (ppm) 

ACK 5,7; 2,1 

Aceton 2,2 

Alanin 3,8; 1,5 

Citrát 2,7; 2,5 

Dimethylamin 2,7 

Fruktosa 4,1; 4,0; 3,9; 3,8; 3,7; 3,6 

Glukosa 5,2; 4,6; 3,9; 3,8; 3,7; 3,5; 3,4; 3,2 

Glycin 3,6 

Hippurát 8,5; 7,8; 7,6; 7,5; 4,0 

Kreatin 3,9; 3,0 

Kreatinin 4,0; 3,0 

Metanol 3,4 

Močovina 5,8 

Formiát 8,4 

N-Phenylacetylglycin 8,0; 7,4; 7,3; 3,7;  

N,N-Dimethylglycin 3,7; 2,9 

Acetát 1,9 

Sacharosa 5,4; 4,2; 4,0; 3,9; 3,8; 3,7; 3,6; 3,5 

Sukcinát 2,4 

Taurin 3,4; 3,3 

Threonin 4,2; 3,6; 1,3 

 

5.2.2 Exkrece ACK močí 

Detekovatelná koncentrace ACK byla ve vzorcích moči zaznamenána průměrně 

0,86 hodin po intervenci. Údaj byl u obou pohlaví byl prakticky stejný (u žen 0,92 hodin 

a u mužů 0,78 hodin), u mužů byla zjištěna dřívější exkrece o 0,14 hodiny. To naznačuje 

rychlou absorpci a exkreci této látky u obou pohlaví.  

Maximální koncentrace ACK vykazovala individuální variabilitu mezi subjekty. 

Průměrná maximální koncentrace ACK všech dobrovolníků byla 0,28. Nejvyšší zaznamenaná 

maximální koncentrace ACK byla 0,57. Toto odlišné maximum mohlo být způsobeno řadou 

faktorů, včetně individuálních rozdílů v metabolismu a clearanci ACK, jeho rozdílů v absorpci 

a distribuci v organismu nebo variací v hydrataci a diuretické aktivitě subjektu. Dalším 
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faktorem mohly být odlišné stravovací návyky a celkový zdravotní stav. Nejnižší zaznamenaná 

maximální koncentrace ACK byla 0,14.  

Časový interval absolutní exkrece ACK močí nebylo možné u některých dobrovolníků 

určit vzhledem k individuálním rozdílům v metabolických rychlostech eliminace daného 

subjektu. Tato variabilita byla zkomplikována skutečností, že někteří účastníci poskytli 

poslední vzorek moči ještě před tím, než došlo k absolutní exkreci sladidla. Přestože odborné 

zdroje uvádějí, že ACK by mělo být z lidského organismu vyloučeno do 24 hodin (Pang et al. 

2021), bylo zjištěno, že minimální doba potřebná pro eliminaci ACK v moči se pohybovala 

okolo 10 hodin od začátku intervence a maximální doba vyloučení byla identifikována přibližně 

ve 14. hodině od počátku intervence.  

5.2.3 Rozdíly mezi jednotlivými skupinami respondentů 

Celkové množství ACK (popř. i jiných látek), které prošlo organismem během 

sledovaného časového období, bylo stanoveno výpočtem plochy pod křivkou prostřednictvím 

lichoběžníkové metody. Plochy pod křivkou jednotlivých metabolitů byly porovnány podle 

pohlaví, výšky a tělesné hmotnosti. 

5.2.3.1 Porovnání profilů metabolitů vzorků moči u žen a mužů 

Aby bylo možné porovnat profily metabolitů vzorků moči žen a mužů, byla provedena 

statistická analýza Wilcoxonův test. Fruktosa, glukosa, hippurát, močovina a sukcinát 

(normalizované na kreatinin) byly signifikantně rozdílné, ne však po korekci FDR (obr. 9). 

U uvedených pěti metabolitů byla zjištěna vyšší průměrná koncentrace u žen než u mužů.  

Rozdíly v koncentracích těchto metabolitů mezi pohlavími byly v literatuře již dříve 

popsány. Důvodem těchto rozdílů může být normalizace na kreatinin, protože ženy mají v moči 

méně této látky než muži. Tato metoda normalizace pak může vnášet do těchto srovnání chybu. 

Dále tento zdroj prokázal vyšší koncentraci např. leucinu, dimethylaminu, chloridu, sodíku 

a 2-hydroxyfenyloctové kyseliny u mužů a citrátu, fruktosy a p-kresolu u žen (Rist et al. 2017). 
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Obrázek č. 9 Porovnání koncentrací vybraných metabolitů u mužů a žen 

Významně změněné metabolity rozlišující mužskou a ženskou moč byly získány 

na základě podmínek p < 0,05. Statisticky signifikantní výsledek vykazoval sukcinát 

(p = 0,0038; q = 0,0909), u kterého byla průměrná koncentrace vyšší u žen než u mužů 

a to o 84 %. Tento rozdíl v koncentracích sukcinátu v moči mezi pohlavími byl již dříve 

potvrzen (Fan et al. 2018). Dále byl v diplomové práci zjištěn rozdíl v koncentracích hippurátu 

(p = 0,0207; q = 0,1791) mezi pohlavími. Moč žen obsahovala o 180 % více hippurátu 

než mužská. Vyšší koncentrace sukcinátu i hippurátu by mohla souviset s vyšší konzumací 

ovoce a zeleniny. Tyto potraviny konzumují obecně ve větším množství ženy než muži. 

Uvedené metabolity (spolu s citrátem, fenylalaninem, formiátem a glycinem) byly 

identifikovány jako indikátory rostlinné stravy a mohly by úzce souviset i s vegetariánskou 

stravou. Dle odborné literatury může mít strava větší vliv na množství metabolitů v moči než 

pohlaví (Xu et al. 2010).  
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Dále byl zjištěný vliv na glukosu (p = 0,0379; q = 0,1892) a fruktosu (p = 0,0449; 

q = 0,1892). Obě tyto látky se opět vyskytovaly ve větší koncentraci v moči žen. Vliv umělých 

sladidel na metabolismus glukosy a fruktosy není zcela jasný. Bylo však zjištěno, že mohou 

ovlivnit absorpci glukosy ve střevním traktu a sekreci inzulinu a inkretinů (Iizuka 2022). Bylo 

prokázáno, že mohou ovlivňovat složení střevního mikrobiomu a zhoršovat regulaci glukosy 

v krvi v důsledku změn v mikrobiomu střev (Suez et al. 2014). Koncentrace močoviny byla 

u žen vyšší o 96 % (p = 0,0070; q = 0,0909). 

5.2.3.2 Rozdíly v koncentracích metabolitů v moči v závislosti na výšce a tělesné hmotnosti 

V rámci výzkumu byla pozornost věnována také vlivu tělesné hmotnosti a výšky 

na rozdíly v koncentracích jednotlivých metabolitů. K získání těchto výsledků byla využita 

korelační analýza. Nejvýznamnější korelaci s výškou nebo hmotností (r ≤ –0,6) vykazoval 

ACK, kreatin a N,N-dimethylglycin (obr. 10). Bylo zjištěno, že ACK a kreatin korelují s oběma 

zmiňovanými tělesnými proporcemi, zatímco N,N-dimethylglycin prokázal korelaci pouze 

s výškou.  

U všech sledovaných látek byla hodnota korelačního koeficientu negativní (r < –0,3). 

Korelace mezi tělesnými proporcemi a ACK (rvýška = –0,58; rhmotnost = –0,61) byla slabě 

negativní. Stejně tomu bylo u kreatinu (rvýška = –0,66; rhmotnost –0,63), zatímco korelace mezi 

N,N-dimethylglycinem a výškou byla středně negativní (rvýška = –0,7; rhmotnost = –0,35). 

Výsledky ukázaly, že s rostoucí hmotností a výškou subjektů docházelo ke zpomalení 

vylučování pozorovaných látek, což odráží vliv distribučního objemu. Toto téma doposud 

nebylo prozkoumáno ve spojení s náhradními sladidly, resp. s ACK, tudíž je třeba dalších 

výzkumů pro jeho hlubší pochopení.  
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Obrázek č. 10 Korelace mezi tělesnou hmotností a výškou a jednotlivými metabolity 

5.2.4 Výsledky související s intervencí 

Výsledky související s intervencí byly získány z rozdílu průměrných koncentrací před 

intervencí a po intervenci (mezi 1.-6. hodinou). Ke stanovení významnosti byl zvolen 

Wilcoxonův test. Statisticky signifikantní rozdíly byly identifikovány u látek ACK, aceton, 

fruktosa, metanol, močovina, kreatin, glycin, N-phenylacetylglycin, sacharosa a threonin 

(obr. 11). Po aplikaci korekce pro mnohonásobné testování s využitím FDR zůstaly statisticky 

signifikantní pouze ACK, aceton, fruktosa a metanol. Byl pozorován průměrný nárůst 

koncentrace ACK (FC = 1255,6), acetonu (FC = 3,2), fruktosy (FC = 1,4) a metanolu 

(FC = 3,4). 

Z výsledků není možné zcela určit, zda příčinou zvýšení koncentrací jednotlivých 

metabolitů bylo působení ACK. Tato změna koncentrací mohla být způsobena i ostatními 

látkami z podané Coca-Coly Zero. Např. aspartam mohl zapříčinit zvýšení koncentrace 

metanolu, jelikož se jeho molekula rozkládá na asparagovou kyselinu, fenylalanin a právě 

metanol. Již dříve bylo prokázáno, že koncentrace metanolu (po požití 34 mg/kg tělesné 

hmotnosti) v krvi byla pod úrovní detekce (0,4 mg/dl). Čím vyšší dávku aspartamu účastníci 

studie konzumovali (100, 150 a 200 mg/kg tělesné hmotnosti), tím bylo detekováno větší 
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množství metanolu v jejich krvi (Stegink et al. 1981). Z tohoto tvrzení by se dalo předpokládat, 

že se zvýšené množství metanolu z krve později vyloučí ledvinami do moči.  

V odborné literatuře bylo zjištěno, že konzumace syntetických sladidel souvisí 

s glykemickou odpovědí na zkonzumované potraviny během dne (Young et al. 2017). Stejný 

poznatek vyplývá i z diplomové práce, kde byla zjištěna zvýšená koncentrace fruktosy. Novější 

studie ale souvislost konzumace syntetických sladidel s glykemickou odpovědí, v dávkách 

přijímaných v každodenním životě, neprokázala (Orku et al. 2023). Z toho vyplývá, že toto 

téma není v současné době ještě zcela prozkoumáno, proto by bylo do budoucna zapotřebí 

se této oblasti hlouběji věnovat.  

V této práci byla dále pozorována vyšší exkrece acetonu. Toto zjištění by mohlo být také 

spojeno s glykemickou odezvou, protože zvýšená koncentrace této látky je totiž obvykle častou 

neinvazivní diagnostikou diabetes mellitus (pacientům je cítit aceton z dechu) (Righettoni et al. 

2012). 

Obrázek č. 11 Porovnání koncentrací vybraných metabolitů před a po intervenci 
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Obrázek č. 12 Koncentrace metabolitů (% kreatininu) v moči dobrovolníků po intervenci 
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Během dne se u jednotlivých dobrovolníků často měnily koncentrace jednotlivých 

metabolitů včetně ACK (obr. 12). Změny v koncentracích ACK jsou jednoduše vysvětlitelné. 

U každého dobrovolníka byla v moči před intervencí zjištěna nulová koncentrace ACK. 

Asi 1 hodinu po intervenci se množství ACK v moči začalo zvyšovat. Po dosažení maximální 

koncentrace ACK začaly křivky v grafech klesat, dokud nedošlo k absolutní exkreci ACK močí 

z těla. Z výsledků této diplomové práce ale nelze přesně určit, zda má ACK vliv na změny 

koncentrací ostatních metabolitů anebo tyto změny souvisí i s ostatními složkami 

(např. aspartam) obsaženými v Coca-Cole Zero, popř. s potravinami zkonzumovanými před 

intervencí.  
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6 Závěr 

Cílem této diplomové práce bylo zhodnotit použitelnost NMR pro kvantitativní stanovení 

ACK v biologických tekutinách (moč a sliny) a prozkoumat jeho vliv na metabolický profil 

zmiňovaných tělních tekutin. Zjištění ukázala, že NMR je dostatečně citlivá metoda 

pro kvantitativní stanovení běžného dietního příjmu ACK, nicméně z provedených analýz 

nebylo možné zcela rozpoznat, zda příjem ACK ovlivňuje metabolický profil moči a slin. 

Analyzovány byly pouze vzorky moči. Stanovení ACK ve slinách nebylo v tomto výzkumu 

možné provést z důvodu malého objemu poskytnutých vzorků. Bylo nutné vzorky naředit 

destilovanou vodou a tím se ACK dostal pod detekční limit NMR. 

Ve vzorcích moči bylo kvantifikováno celkem 21 sloučenin. Statistické zpracování 

pomocí Wilcoxonova testu odhalilo rozdíly v koncentracích metabolitů související s pohlavím, 

přičemž bylo zjištěno, že ženská moč obsahovala větší množství jednotlivých metabolitů. 

Statisticky signifikantních bylo pět sloučenin (fruktosa, glukosa, hippurát, sukcinát 

a močovina).  Dále byly prozkoumány rozdíly v koncentracích sloučeni v závislosti na tělesné 

hmotnosti a výšce. Signifikantní korelaci s oběma tělesnými proporcemi vykazovaly ACK 

a kreatin. N,N-dimethylglycinem byl statisticky signifikantní pouze s výškou. Tyto výsledky 

však nesouvisely s intervencí. Dalo by se z nich ale usoudit, že množství některých metabolitů 

(a také ACK) v moči závisí na pohlaví a dále na výšce a tělesné hmotnosti. 

V diplomové práci bylo provedeno porovnání koncentrací jednotlivých metabolitů 

a ACK před a po intervenci. Dle Wilcoxonova testu vyšly statisticky signifikantní čtyři 

sloučeniny (ACK, aceton, fruktosa a methanol). Výsledky neumožnily jednoznačně určit, 

zda byly pozorované změny koncentrací důsledkem konzumace ACK nebo dalších faktorů. 

Zvyšování hladiny určitých metabolitů v moči po intervenci mohly ovlivnit i ostatní látky 

Coca-Coly Zero (např. aspartam) nebo potraviny konzumované před intervencí. Dále mohly 

hrát v tomto ohledu významnou roli individuální rozdíly v metabolismu a clearanci látek, 

rozdíly v jejich absorpci a distribuci v organismu nebo variace v hydrataci a diuretické aktivitě. 

V neposlední řadě mohly být faktorem, ovlivňujícím změny koncentrací, odlišné stravovací 

návyky subjektů a jejich celkový zdravotní stav. Tato zjištění podtrhují potřebu dalších 

výzkumů v této oblasti. 

Co se týče vlivu ACK i jiných syntetických sladidel na zdraví, je nutné toto téma ještě 

kvalitně prozkoumat. V dnešní době existuje malé množství studií, které se tímto tématem 

zabývají a jejich výsledky jsou rozporuplné. Syntetická sladidla se na trhu čím dál tím více 

rozšiřují, proto je nezbytné více prozkoumat jejich vliv na lidský organismus.  
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8 Seznam použitých zkratek a symbolů 

ACK acesulfam K 

ADI přijatelný denní příjem 

BMI index tělesné hmotnosti 

CFU kolonie tvořící jednotky 

CI interval spolehlivosti 

FAO organizace pro výživu a zemědělství 

FC násobný rozdíl 

FD fluorescenční detekce 

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

FDR míra falešně pozitivních výsledků 

GC plynová chromatografie 

GC-MS hmotnostní spektrometrie s plynovou chromatografií 

GDPR obecné nařízení o ochraně osobních údajů 

1H NMR protonová nukleární magnetická rezonance 

HPLC kapalinová chromatografie 

HR poměr rizik 

LC-MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 

MS hmotnostní spektrometrie 

NMR nukleární magnetická resonance 

ICP-MS hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem 

IR infračervená spektrometrie 

JECFA Společný výbor odborníků FAO/WHO pro potravinová aditiva 

KVO kardiovaskulární onemocnění 

TCATA časově omezený výběr všech odpovídajících možností 

UHPLC-CAD ultra vysoce účinná kapalinová chromatografie s detekcí nabitého aerosolu 

UPLC-MS/MS ultratlaková kapalinová chromatografie spojená s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií 

UV ultrafialová detence (ultrafialové zářená) 

UV-VIS ultrafialovo-viditelná spektrometrie 

WHO Světová zdravotnická organizace 
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