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Metody na analyzu aspartamu

T. A. VERSTAPPEN-—S. M. S. MILTENBURG

Sthrn. Tento ¢lanok sa zaobera metodami, ktoré sa najbeznejSie pouzivaju na analy-
zu intenzivneho sladidla aspartamu: titracia, UV spektrofotometria (s derivatizaciou alebo
bez nej), vysokoucinna kvapalinova chromatografia (s reverznou fazou a reverznou fazou
ionovych parov) a tenkovrstvova chromatografia. Vyber metody zavisi od takych faktorov,
ako je dostupnost pristrojov, produkt, ktory sa ma analyzoval a pozadovana presnost
analyzy.

Aspartam je intenzivne sladidlo, ktoreé je asi 200-krat sladsie ako cukor. Preto
na osladenie vyrobku je potrebné iba velmi malé mnozstvo aspartamu, takze
zho vplyv na celkovy energeticky obsah potravin je zanedbatelny. Pre tuto
+lastnost, ako aj pre svoju vynikajucu chut a dobry vzhlad je aspartam velmi
nopularny.

Kedze v potravinach je zvycajne pritomné iba malé mnozstvo aspartamu, na
‘zho stanovenie su potrebné citlivé metody. NajcitlivejSou dostupnou metdédou
2 vysokoucinna kvapalinova chromatografia, ale nie kazdy podnik ma pre fu
notrebné pristrojové vybavenie. Napriek tomu stanovenie mozno urobit analy-
uickymi metodami, ktoré, hoci st menej Specifické, st vhodné na vsetky praktic-
«e ucely a vyzaduju menej narocné pristrojové vybavenie.

Okruh potravin, do ktorych sa aplikuje aspartam, stéile rastie. Analyza
zspartamu teda musi byt mozna nielen v produktoch, ktoré maju relativne
sednoduché zlozenie, ako napr. nealkoholické napoje, ale aj v ovela zlozitejSich
vvrobkoch, ako su napr. ovocné jogurty alebo Zuvacky. Preto su potrebné
ipecifickejsie analytické metody.

Verstappen, DSM Research, Gellen, The Netherlands.

T. A.
S. M. S. Miltenburg, Holland Sweetener Company, Maastricht, The Netherlands.
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1. Analyza aspartamu a jeho rozkladné produkty

Aspartam ma dve stavebné zlozky — kyselinu L-asparagovi a metylester
L-alaninu. Vysledkom enzymatickej derivatizacie tychto dvoch aminokyselin je
podla postupu fy Holland Sweetener Company dipeptid N-L-a-aspartyl-L-fenyl-
alaninmetylester, t. j. aspartam (obr. 1).
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Obr. 1. Strukturny vzorec aspartamu.
Fig. 1. Structural formula of aspartame. (' Aspartic acid; * Phenylalanine; * Methanol.)

Absorpéné maximum aspartamu v UV oblasti je okolo 256 nm (obr. 2), ale
absorpcia UV Ziarenia v oblasti kratsich vinovych dizok je ovela vyssia. Preto
sa UV merania ¢asto robia pri vlnovej dizke 210 nm. Naviac molekula asparta-
mu ma amfoterny charakter, takZe aspartam sa da stanovit titraciou karboxylo-
vej skupiny aj aminoskupiny.
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Obr. 2. Absorpéné spektrum aspartamu; absorpéné maximum pri 256 nm.
Fig. 2. Absorption spectrum of aspartame; absoprtion maximum at 256 nm.

Aspartam sa Casom rozklada, rychlost rozkladu a typ rozkladnych produk-
tov zavisia od teploty, pH a obsahu vlhkosti latky, v ktorej je aspartam pritom-
ny. Tento rozkladny proces znizuje sladkost, pretoze sladka chut je spojena iba
so Struktirou e-aspartamu a nesuvisi s nijakymi inymi rozkladnymi produktmi.
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Pre riadnu kontrolu kvality potravin je dolezité analyzovat aj tieto rozkladné
produkty. Na obr. 3 su niektoré spdsoby rozkladu aspartamu.
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Obr. 3. Sposob rozkladu aspartamu. 1 — L-g-aspartyl-L-fenylalanin-metylester (APM), 2
3-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazin-kyselina octova (DKP), 3 — vL-a-aspartyl-L-fenylalanin (¢AP),
4 — L-faspartyl-L-fenylalanin-metylester (BAPM), 5 — L-fenylalanin-metylester (Phe-M),

= — L-fenylalanin-L-kyselina asparagova (PA), 7 — L-f-aspartyl-L-fenylalanin (SAP), 8 — L-fenyla-
lanin (Phe), 9 — L-kyselina asparagova (Asp). Racemizacia uvedenych produktov je tieZ mozna.
Fig. 3. Aspartame decomposition routes. 1 —— L-g-aspartyl-L-phenylalanine-methyl ester
APM), 2 — S-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazine-acetic acid (DKP), 3 — r-a-aspartyl-L-phenylalanine
2AP), 4 — L-f-aspartyl-L-phenylalanine-methyl ester (BAPM), 5 — L-phenylalanine-methyl ester
Phe-M), 6 — L-phenylalanine-L-aspartic acid (PA), 7 — L-B-aspartyl-L-phenylalanine (SAP), 8
— L-phenylalanine (Phe), 9 — L-aspartic acid (Asp). Racemization of the above products is also
possible.

V dal3ej ¢asti ¢lanku s opisané najbeznejsie metody na analyzu aspartamu
a jeho rozkladnych produktov. Rozli¢né metody stanovenia sa odliSujl presnos-
tou a Specifickostou.

2. Titracia aspartamu

Aspartam sa moze titrovat jednoduchym sposobom. Na titracii sa zacastiuju
obidve skupiny — karboxylova (-COOH) a aminoskupina (-NH,). Nevyhodou
oboch titracii je, Ze nie su Specifické, t.j. ostatné komponenty kyslej alebo
zasaditej povahy mozu ovplyvnit titrdciu. Preto sa titracia pouziva prakticky iba
na analyzu cistych roztokov aspartamu vo vode.

NajznamejSia je metoda titracie s metoxidom litnym, opisana vo Food
Chemical Codex [1]. Na titraciu karboxylovej skupiny aspartamu sa pouziva
silna zasada v dimetylformamidovom prostredi az do zmeny farby indikatora
— tymolovej modrej TS. Interferenciu zapricinuju rozkladné produkty asparta-
mu, AP a DKP, ktoré su takmer vzdy pritomné (obr. 3). Obidva obsahuju aj
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karboxylova skupinu, ktora sa lahko titruje a tak sa s iou pri stanoveni pocita
ako s aspartamom.

Metoda pouzita podla HSC/DSM [2] je zaloZend na titracii aminoskupiny
aspartamu pomocou kyseliny chloristej. Pri tejto metodde sa rozkladné produkty
s aminoskupinou (ako napr. AP) zahfnaji do stanovenia a vypoctu aspartamu;
DKP sa nezahfna, kedZe neobsahuje volné aminoskupiny.

Titracia kyselinou chloristou prebieha takto:

2.1 Presne sa navazi mnozstvo vzorky, ktora obsahuje 150—200 mg asparta-
mu, a prenesie sa do titracnej nadoby.

2.2 Prida sa 5 ml kyseliny mravcej a rozpusti sa.

2.3 Prida sa 80 ml ladovej kyseliny octove;j.

2.4 Do roztoku sa vlozi sklena elektroda a referencna elektréda. Referencna
elektroda sa naplni nasytenym roztokom chloristanu litneho v Tadovej
kyseline octove;j.

2.5 Potenciometricky sa titruje 0,1 N kyselinou chloristou. urobi sa zaznam
titracnej krivky a vypocet spotreby 0,1 N kyseliny chloristej.

2.6 Vykona sa slepy pokus s reagentmi.

2.7 Vypocita sa obsah aspartamu v hmotnostnych percentach podla vzorca:

(ml kyseliny chloristej na vzorku — slepé stanovenie) x 294,3 x titer
kyseliny chloristej x 100

navazok vzorky v mg

3. Spektrofotometricka analyza aspartamu

3a. UV spektrofotometria pri 256 nm. Pri spektrofotometrickej analyze rozto-
kov cisteho aspartamu vo vode sa spektrofotometer nastavi na absorpéné
maximum aspartamu (256 nm). Zmeria sa absorbancia niekolkych kalibrac-
nych roztokov so znamou koncentraciou aspartamu a stanovi sa rozsah lineari-
ty merania. Vzorka, ktora sa ma analyzovat, rozpusti sa tak, ze koncentracia
aspartamu je v medziach rozsahu linearneho merania. Presné mnozstvo pritom-
ného aspartamu sa méze potom jednoducho urcit.

Tato metoda nie je Specificka, pri vinovej dizke 256 nm rozkladné produkty
DKP a AP takisto vykazuji UV absorpciu. Napr. v nealkoholickych napojoch
sa aspartam neda presne stanovit, pretoze pritomné farbiva, ochucovadla
a konzervaéné ¢inidl4 ¢asto absorbuju pri tejto vinovej dizke, takze znemoziuju
presné stanovenie.
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Z tohto hladiska je rusiva pritomnost sacharinu. Hoci toto sladidlo ma
absorpéné maximum pri 268 nm, absorbuje aj pri 256 nm (obr. 4).
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Obr. 4. Absorpéné spektrum sacharinu; absorpcné maximum pri 268 nm, taktiez UV absorpcia
pri 256 nm.
Fig. 4. Absorption spectrum of saccharin; absoprtion maximum at 268 nm, but also UV abso-
prtion at 256 nm.

3b. UV Spektrofotometria s derivatizaciou pri 330 nm. Za pritomnosti dalSich
rusivych komponentov, napr. v nealkoholickych napojoch, aspartam sa da
niekedy stanovit derivatizaciou aminoskupiny aspartamu pomocou dialdehydu
ortoftalového (OPA) a mearkaptoetanolu [3]. Derivatizaciou sa ziska zlii¢enina,
ktora ma UV absorpéné maximum pri 330 nm.

Pri tejto vinovej dizke mnohé zlozky nealkoholickych napojov nevykazuji
nijaki absorpciu. Zlozka s aminoskupinou (ako AP) je vSak zahrnuta do
stanovenia, takze metdda sa moze pouzit iba na stanovenie celkom cerstvych
vyrobkov.

Reagenty: dialdehyd ortoftalovy (OPA) v 1,0 M timivom roztoku boratu dra-
selného, aspartam, dihydrogénfosforecnan sodny, kyselina fosforec-
na (1 M), metanol a destilovana voda.

Pristroje: spektrofotometer, 3 ml kvartérnej aminovej extrak¢nej kolony SPE,

vyrobca J.T. Baker Chemical Co. (art. No. 7091-03).

Postup:

3b.1 — Rozpustime 1 g OPA, 5 ml metanolu a 3 ml merkaptoetanolu a doplni-
me do 250 ml 1 M tlmivym roztokom kyseliny boritej, predtym uprave-
nej pridanim KOH na pH 10,0. Pripravuje sa 24 hodin pred pouzitim.

3b.2 — Priprava fosforecnanového tlmivého roztoku:
1,4 g dihydrogénfosforecnanu sodného dame do 11 banky a pridame
800 ml vody. Miesame az do Uiplného rozpustenia a pH upravime na 3,0
pomocou kyseliny fosforecnej (1 M).

3b.3 — Priprava kalibracnej krivky na merania medzi 100 a 600 mg/kg: presné
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3b4 —

3b.5 —

3b.6 —

3b.7 —

3b.8 —

navazky 10, 20, 30, 40, 50 a 60 mg aspartamu dame do 100 ml baniek,
rozpustime vo fosforecnanovom tlmivom roztoku a doplnime po znac-
ku fosforecnanovym tlmivym roztokom. Prenesieme 1,00 ml z kazdého
roztoku do skiimavky a pridame 6 ml vody. Dalej postupujeme ako
v bode 3b.6.

Priprava vzorky: odplynime v ultrazvukovom kupeli. Prenesieme
1,00 ml napoja do skimavky a pridame 6,00 ml vody. Rovnako pripra-
vime zriedeny tlmivy roztok alebo, najradsej, slept vzorku bez asparta-
mu. Dalsi postup je ako v bode 3b.6.

Priprava SPE kolony: kolonu preplachame 3 ml etanolu, podobne
potom 3 ml fosforecnanového tlmivého roztoku.

Analyza: zmieSame obsahy skiimaviek na virivej mieSacke a 3 ml z kaz-
dej skimavky nanesieme na predbezne upravenu koldénu. Tym sa od-
strani z kolony fosforecnanovy tlmivy roztok. Znovu odoberieme 3 ml
z kazdej skiimavky, nechame ich prejst SPE kolénou a eluent zachyti-
me.

Derivatizujeme tak, ze vnesieme 2,00 ml eluentu do skumavky a prida-
me 0,250 ml reagentu OPA. Dobre premieSame na virivej mieSacke. Asi
0 25—35 min po pridani OPA sa dé absorpcia merat pri 330 nm oproti
slepému pokusu. Derivat vznika asi v priebehu 25 min a potom sa pri
normalnej teplote pomaly rozklada. Preto je dolezité, aby sa vzorky
1 referen¢né vzorky pouzité na kalibraciu analyzovali v rovnakom
casovom intervale.

Kvantifikdcia: zostavime kalibra¢nu krivku (3b.3) funkénej zavislosti
absorbancie od koncentracie aspartamu. krivka ma sklon priblizne
0,002 absorpénej jednotky na 1 mg.kg™' aspartamu, odchylky bodov
st mensie ako 5 %. Koncentracia aspartamu sa zisti tak, ze absorbancia
vzoriek sa porovna s hodnotami kalibracnej krivky a od¢ita sa koncen-
tracia aspartamu.

V opisanej metode sa moze merkaptoetanol nahradit kyselinou 3-merkap-
topropionovou [4]. To urychli priebeh reakcie (skonéi sa v priebehu 5 min),
a derivatizovany produkt v reakénej zmesi bude stabilnejsi (aspofi 90 min).

4. Vysokoudinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Tato

metoda sa neda vzdy pouzit, pretoze naklady na potrebnu techniku su

relativne vysoké. Analyzou HPLC sa daju ziskat velmi §pecifické a velmi presné
vysledky. HSC/DSM vyvinuli dve HPLC met6édy [2]. Jedna je zaloZena na
kvapalinovej chromatografii s reverznymi fazami (RPLC) (4e), druha na kvapa-
linovej chromatografii ionového paru s reverznymi fazami (RC ion pair LC)

(4b).
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Pri metode RPLC sa zlozky oddelia na zaklade rozdielnej polarity. Ako
nepolarna stacionarna faza sa pouzivaju silikagély modifikované oktylovymi
alebo oktadecylovymi skupinami. Velkost castic je 3, 5 alebo 10 um. Polarnu
mobilnu fazu predstavuje zmes vodného tlmivého roztoku a organického roz-
pustadla, ako je metanol a acetonitril.

Pri metoéde RC ion pair LC sa ionogénne zlozky oddeluju trochu odliSnym
sposobom. K mobilnej faze sa pridaju zluceniny tvoriace ionové pary, ktoré st
schopné separovat kyseliny a zasady, pretoze su fyzikalne naviazané na povrch
modifikovaného silikagélu. RP metodou sa izoluje a-aspartam z rozlicnych
rozkladnych produktov, okrem S-aspartamu. Ostatné komponenty, ako sacha-
rin, kofein a benzoat, sa tiez daju separovat touto metodou. Metodou ionového
paru s reverznou fazou sa oddeluje a-aspartam a rozne rozkladné produkty
vratane f-aspartamu. Sacharin a kofein sa nedaji stanovif touto metddou,
pretoze sacharin prechddza koldonou bez zadrzania a kofein sa eluuje spolu
s DKP.

4a. Priprava vzorky. Vzorky, ktoré sa maju analyzovat metodou HPLC,
musia byt upravené tak, aby sa ziskal aspartam v roztoku. Uprava bude
rozli¢na, v zavislosti od charakteru analyzovanej vzorky.

4b. Priprava vo vode rozpustnych vzoriek. Tu su zahrnuté nealkoholické
napoje, ovocné §tavy, osviezujuce napoje, ovocné pripravky, pudinky, zmrzliny,
cokoladove mlieko, likéry, cukriky, dzemy, jogurty a jogurtové napoje.
4b.1 — Vzorky dobre zhomogenizovaft.
4b.2 — Navazime také mnozstvo vzorky do 100 ml banky, aby obsahovala
1—7 mg aspartamu.
4b.3 — Pridame eluent (pozri 4e) a homogenizujeme 15 min.
4b.4 — Doplnime po znacku eluentom a zamieSame.
4b.5 — Ak treba, prefiltrujeme cez 0,45 um filter.

4c. Priprava vzoriek obsahujucich tuk. Do tejto skupiny patria keksy, kolace

a cokolada.

4c.1 — Vzorky dobre zhomogenizujeme.

4c.2 — Navazime také mnozstvo vzorky do odstredivkovej skumavky, aby
obsahovala 1—7 mg aspartamu.

4c.3 — Pridame 10 ml fosfore¢nanového tlmivého roztoku (0,05 M, pH 3)
a 25 ml éteru.

4c.4 — Do odstredivkovej skumavky vlozime magnetické mieSadlo a intenzivne
miesame 15 min.

4c.5 — Odcentrifugujeme a oddelime éterovu vrstvu.

4c.6 — Extrahujeme eSte raz, opat pouzijeme 25 ml éteru.
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4c.7 — Eter dokladne odstranime a vrstvu fosforeénanového tlmivého roztoku
kvantitativne prenesieme pomocou eluentu do 100 ml banky.

4c.8 — Doplnime po znacku a premiesame.

4c.9 — Roztok prefiltrujeme cez 0,45 um filter.

4d. Priprava vzoriek Zuvacky.

4d.1 — Do 100 ml Erlenmeyerovej banky navazime také mnozstvo zuvacky,
aby sme ziskali 1-—7 mg aspartamu.

4d.2 — Pridame 25 ml toluénu a 25 ml tlmivého roztoku fosfore¢nanu sodného
(0,05 M, pH 3,0).

4d.3 — Do Erlenmeyerovej banky vlozime magnetické miesadlo a velmi inten-
zivne mieSame 1 h (pri vysokych otackach).

4d.4 — Obsah prenesieme do odstredivkovej skimavky a odstredujeme 10 min.

4d.5 — Dokladne odstranime vrstvu toluénu a fosfore¢nanovy tlmivy roztok
kvantitativne prenesieme s eluentom do 100 ml banky.

4d.6 — Doplnime po znacku a premieSame.

4d.7 — Roztok prefiltrujeme cez 0,45 pm filter.

de. Analyza aspartamu kvapalinovou chromatografiou s reverznymi fdazami.

Cinidla: timivy roztok fosfore¢nanu sodného, pH 3,0, 0,05 M. Eluent — zmie-
Same 200 ml metanolu s 800 ml timivého roztoku fosfore¢nanu sodné-
ho, roztok prefiltrujeme a odplynime. a-Aspartam — obsah a-asparta-
mu musi byt korigovany na pritomné necistoty, ako je voda, AP
a DKP. 3-Benzyl-6-karboxymetyl-2-5-diketopiperazin (DKP) >
> 99 hmot. %.L-a-aspartyl-L-fenylalanin (AP) (obsah je upraveny
vzhladom na DKP a vodu).

Pristroje: kvapalinovy chromatograf $pecifikovany:

— kolona: Nukleosil C 18; 250 x 4 mm, priemerna velkost Castic
S pum,

— teplota: izbova teplota,

— prietokova rychlost: 1 ml. min™",

— pokles tlaku: priblizne 200 barov,

— nastrek: 40 pl.

Detekcia: HPLC/UV detektor so Sirkou spektralneho pasu 8 mm, vhodny na
meranie pri vinovej dizke 210 nm a vybaveny 8 ml kyvetou a hritbkou
priepustnej vrstvy 10 mm.

Integracia: Lab. data system pre automatické spracovanie chromatogramov.

Kalibracia: Kalibracia sa robi v pravidelnych intervaloch tak, aby sa eliminova-

li akékolvek zmeny, ktoré by mohli ovplyvnit vysledok, napr.
teplota, nastavenie prietokovych rychlosti spektrofotometra.
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Postup:

4e.1 — Pripravime kalibra¢né roztoky s aspartamom (ak je potrebné, kalibruju
saj iné zlozky) presnym navaizenim mnozstva v intervale 1—7 mg (mi-
kroanalytické vahy) do 100 ml banky.

4e.2 — Rozpustime v eluente a doplnime.

4e.3 — Nastrekneme 40 ul do kolony, eluujeme a urobime chromatograficky
zaznam.

de.4 — Zmeriame plochu piku a vypocitame kalibraény faktor (f.) pomocou
vztahu

Jo=m/A,

kde m,_ st mg navazeného aspartamu, A, je plocha piku v kalibracii.
4e.5 — Nastrekneme 40 pl upravenej vzorky do kolony a zaznamename prie-
beh chromatogramu.
de.6 — Zmeriame plochu piku a vypocitame obsah pomocou vzorca

fi A Ja 10 = hm. % aspartamu,

kde £, je kalibracny faktor aspartamu, A  plocha piku aspartamu v ka-
libracii, a,, mnozstvo navazenej vzorky v gramoch.

Aby sa vylucil rusivy vplyv zloziek absorbujucich v UV oblasti, zvycajne sa
zaznamenava aj spektrum podobnych produktov bez aspartamu. V mnohych
pripadoch je totozny vyrobok obsahujuci cukor.

Na obr. 5 je priklad spektra Marhulovej brandy s cukrom.

Na obr. 6 je spektrum kalibrac¢nej zmesi aspartamu DKP a AP pouzivanej na
znalyzu Marhulovej brandy (obr. 7) obsahujucej aspartam.
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Obr. 5. Chromatografia reverznej fazy: chromatogram (210 nm) Marhulovej brandy s cukrom.
Fig. 5. Reverse phase chromatography: chromatogram (210 nm) of Apricot Brandy with sugar.
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Obr. 6. Chromatografia reverznej fazy: chromatogram (210 nm) kalibra¢nej zmesi e-aspartamu,
DKP a AP.
Fig. 6. Reverse phase chromatography: chromatogram (210 nm) of a calibration mixture of
a-aspartame, DKP and AP.
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Obr. 7. Chromatografia reverznej fazy: chromatogram (210 nm) Marhulovej brandy s asparta-
mom.

Fig. 7. Reverse phase chromatography: chromatogram (210 nm) of Apricot Brandy with aspar-
tame.

4f. Analyza aspartamu kvapalinovou chromatografiou iénového pdru s rever-
znymi fdazami. Postup tejto metody sa v mnohom zhoduje s opisanou RP
metddou. Rozdiely su tieto:
Cinidla: Eluent — nadavkujeme 1,882 g sodnej soli kyselina 1-hexansulfonovej
a 0,45 g hydrogénfosforecnanu draselného do 11 banky a rozpustime
v 750 ml vody. Upravime pH na 3,0 pridanim 0,1 M kyseliny fosforec-
nej. Potom priddme 100 ml acetonitrilu, doplnime po zna¢ku a premie-
Same.
Kolona — Nukleosil C 18, 100 x 4 mm, priemerna velkosf astic
S pm.
Prietokova rychlost — 1,5 ml.min~".
Pokles tlaku — 140 barov.
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Este pred nastrekom sa nova koléna musi naplnit ¢Ginidlom tvoriacim iénové
pary, preto prelejeme kolonou asi 500 ml eluentu. Dalej postupujeme ako
v bode 4e.

Priklad analyzy napoja typu Cola podla tejto metody jenaobr. 8 a 9, ktoré
ukazuji chromatogramy kalibra¢nej zmesi a vzorky.

A-ASPARTAM
Phe-0-Me
+ ASPARTAM

0 312 625937 1250 1562 1875 2187 2500
[min]

Obr. 8. Chromatografia ionového paru: chromatogram (210 nm) kalibracnej zmesi a-asparta-
mu, DKP, AP, S-aspartamu, PA a Phe-O-Me.
Fig. 8. lon pair chromatography: chromatogram (210 nm) of a calibration mixture of q-aspar-
tame, DKP, AP, f-aspartame, PA and Phe-O-Me.
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Obr. 9. Chromatografia ionového paru: chromatogram (210 nm) vzorky koly. Vrcholy DKP
a kofeinu st na rovnakej irovni, f-aspartam sa odlisuje.
Fig. 9. lon pair chromatography: chromatogram (210 nm) of a cola sample. The DKP and
caffeine peaks coincide, S-aspartame is separated. (' Force normalized.)

4g. Tenkovrstvovd chromatografia (TLC). Pri tenkovrstvovej chromatografii
(2,5, 6) sa zloZky separuju tak, Ze sa vzorka nanesie na TLC platfiu a ta sa
potom vlozi do nadoby s eluentom. Separované zlozky sa postupne vizualizuju
tak, Ze sa TLC platia postrieka chlérnanom, vysu$i, a potom sa postrieka

detekénym reagentom.
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Vytvorené Skvrny vzoriek sa vizualne porovnaju so vzorkami kalibra¢nych
roztokov, aby sa mohli stanovit koncentracie.
TLC je relativne jednoducha , ale menej presna analytickd metoda.

Cinidla: Eluent — zmieSame 300 ml butanolu so 100 ml kyseliny octovej
(> 99 hmot. %) a 100 ml vody. Chlérnan draselny: 1 hmot. % vo
vode.

Detek¢né ¢inidlo: nadavkujeme 1 g o-toluidinu, 30 ml kyseliny octovej

(> 99 hmot. %) a 5 g jodidu draselného do 11 vody a mieSame az do

uplného rozpustenia. Takto pripraveny roztok skladujeme na tmavom

mieste.

a-aspartam, DKP a AP: pozri 4e.

TLC platna — silikagel 60 F 254, hrubka vrstvy je 0,25 mm.
Pristroje: uzatvaratelna kyveta na eluent a TLC platnu. SuSiaren s odsavanim.
Nadobka so sprejom.

Postup:

4g.1 — Pripravime si kalibracné roztoky s 0,2 mg ml~' aspartamu, DKP a AP
a postupne z nich aplikujeme 1, 2, 3, 4 a 5 pl na Start na TLC platni.

4g.2 — Rozpustime vzorku tak, aby sme ziskali roztok s koncentraciou asi
0,2 mg ml~' a aplikujeme 3 a 4 pl tohto roztoku na platiu.

4g.3 — Vlozime platiu do kyvety, ktora obsahuje asi 5 mm eluentu.

4g.4 — Nechame vyvijat platiu do vysky 10—12 cm, vyberieme ju z kyvety
a presne oznacime celo eluentu.

4g.5 — Platiu TLC susime 5 min pri 100 °C.

4g.6 — Po ochladeni na izbovu teplotu strickame na fiu sprejom chlornan
sodny dovtedy, kym nie je platina vlhka.

4g.7 — Opdt platnu susime 5 min pri 100°C.

4g.8 — Znovu platiiu postriekame tak, aby bola vlhka a pokryta rovhomernou
vrstvou detekéného cinidla.

4g.9 — Vizualne porovname purpurové skvrny, ktoré vytvorili vzorky a kalib-
ra¢né roztoky, a stanovime obsah aspartamu, AP a DKP.
Hodnoty R, pre rozne komponenty sa daju vypocitat podla vzorca

Rf] = S\ /Ey,

kde R; je hodnota Skvrny 1, S, vzdialenost medzi bodom Startu a Skvr-

nou 1, E; vzdialenost medzi bodom $tartu a ¢elom eluentu.
Hodnoty R;: AP = 0,22, DKP = 0,55, aspartam = 0,38.
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5. Ostatné analytické metody

Pomocou analytickych metdd opisanych v predchadzajicich kapitolach sa
da obsah aspartamu stanovit v mnohych potravinach. Su to metody najbeznej-
ile pouzivané pre tento pripad.

V literature st vSak opisané aj menej zname metody, ktoré mozu byt vhodneé
na urcité pouzitie.

Napr. a) analyza vyuzivajuca kapilarnu izotachoforézu [7],

5) HPLC metédy s predkolonovou alebo pokoléonovou derivatizaciou asparta-
mu s naslednou fluorometrickou detekciou [8] a

o) metdda vyuzivajuca selektivnu elektrodu s chemicky imobilizovanym enzy-
mom (L-aspartaza), ktory vlastne umozni priebeh analyzy [9].
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Do redakcie doslo 16.4. 1990

MeToabl 1JIsl aHAJIKW3a acnaprama

Pe3srome

B cTaTbe rOBOPUTCS O METOAAX, KOTOPBIE Yallle BCErO MPUMEHSFOTCS TIPU aHAJIM3€e HHTEHCUBHO-
0 MOJACIACTUTENs acapTaMa, 9To: TUTpoBanue, ¥ B ciektpodoTomerpus (¢ niu 6e3 nepuBatusa-
1H), BBICOKO3((hEKTUBHAS XKUAKOCTHAsI XpoMaTorpadus (¢ peBepcHBHO#M (a30ii U Ha peBEPCUBHOM
Da3e MOHHOM Tapoii) M TOHKOCTIONHAs XpoMaTorpadus. Belbop MeTona 3aBucHT OT Takux dakTo-
DOB KaK JIOCTYNHOCTb MPHOOPOB, BH MPOAYKTA, KOTOPBIA HALO aHAJIM3UPOBATH M Tpebyemas
TOYHOCTH aHAJIU3A.
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Methods for the analysis of aspartame
Summary

This article discusses the methods that are most commonly use to analyse the intense sweetener
aspartame: titration, UV spectrophotometry (with and without derivatization), high-performance
liquid chromatography (reverse phase and reverse phase ion pair) and thin-layer chromatography.
The analyst’s choice will depend on factors such as equipment availability, product to be analysed
and the required accuracy and precision of analysis.
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