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Met6dy na anal:izu aspartamu

T. A. VERSTAPPEN S. M. S. MILTENBURG

Suhrn. Tento dl6nok sa zaoberi metodami. ktor6 sa najbeZnejSie pouZivaju na analy-
zu intenzivneho sladidla aspartamu: titracia, UV spektrolotometria (s derivatiz6ciou alebo
bez nej), vysokoiriinnA kvapalinov6 chromatografia (s reverznou l6zou a reverznou fdzou
ionovlch pirov) a tenkovrstvovA chromatografia. Vyber metody zdvisi od takych laktorov.
ako je dostupnosf pristrojov, produkt, ktory sa m:i analyzovaf a poiadovand presnost'
analyzy.

.{spartam je intenzivne sladidlo, ktore je asi 200-kr6t slad5ie ako cukor. Preto
:.: osladenie vyrobku je potrebne iba velmi mal6 mnoZstvo aspartamu, takZe

--no vplyv na celkovi energeticki obsah potravin je zanedbatelny. Pre tuto
..astnosf, ako aj pre svoju vynikajricu chut' a dobr;f vzhLad je aspartam velmi
1.-'pul5rny.

KedZe v potravin6ch je zvydajne pritomn6 iba male mnoZstvo aspartamu, na
3ho stanovenie sir potrebn6 citliv6 met6dy. NajcitlivejSou dostupnou metodou
i \ vsokoildinnd kvapalinov6 chromatografia, ale nie kaLdy podnik md pre fiu
:otrebne pristrojove vybavenie. Napriek tomu stanovenie moZno urobit'analy-
.:ckimi met6dami, ktor6, hoci si menej Specifick6, sir vhodn6 na v5etky praktic-
ie irdely a vyZaduju menej n6rodn6 pristrojove vybavenie.

Okruh potravin, do ktorych sa aplikuje aspartam, stiile rastie. Analyza
::partamu teda musi byt' moZn6 nielen v produktoch, ktore maju relativne
:dnoduch6 zloLenie, ako napr. nealkoholick6 n6poje, ale aj v ovela zloZitejSich
.)robkoch, ako sir napr. ovocn6 jogurty alebo Zuvadky. Preto su potrebne
ipecifi ckejSie analytick6 metody.

T. A. Verstappen, DSM Research, Gellen, The Netherlands.
S. M. S. M iltenburg, Holland Sweetener Company, Maastricht, The Netherlands.
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1. Analfza aspartamu a jeho rozkladn6 produkty

Aspartam m6 dve stavebn6 zlolky - kyselinu r-asparSgovir a metylester
l-alaninu. Vysledkom enzymatickej derivatiz6cie tlfchto dvoch aminokyselin je
podla postupu fy Holland Sweetener Company dipeptid N-l-a-aspartyl-l-fenyl-
alaninmetylester, t. j. aspartam (obr. l).

ocH3

kyselina aspartov6l fenylalanin2 metanoll

Obr. l. Struktrirny vzorec aspartamu.
Fig. l. Structural formula of aspartame. ('Aspartic acid;2Phenylalanine; sMethanol.)

Absorpdn6 maximum aspartamu v UV oblasti je okolo 256 nm (obr. 2), ale
absorpcia UV iiarenia v oblasti krat5ich vlnovfch AiZot;e ovela vySSia. Preto
sa UV merania dasto robia pri vlnovej aiZheZtO nm. Naviac molekula asparta-
mu m6 amfoterni charakter, takZe aspartam sa d6 stanovit' titrAciou karboxylo-
vej skupiny aj aminoskupiny.

Obr. 2. Absorpdn6 spektrum aspartamu; absorpdn6 maximum pri 256 nm.
Fig. 2. Absorption spectrum of aspartame; absoprtion maximum at 256 nm.

Aspartam sa dasom rczkladL, rlichlost' rozkladu a typ rozkladnfch produk-
tov zivisia od teploty, pH a obsahu vlhkosti l6tky, v ktorej je aspartam pritom-
ny. Tento rozkladnf proces zniLuje sladkosf, pretoZe sladki chut'je spojend iba
so Struktirrou a-aspartamu a nestvisi s nijakfmi inlimi rozkladnlfmi produktmi.

252

NH3-

I

o:
llr
c.'|-

I
Inr

iil
H-C-+cH-

I

!*t
jo

NH _C
I



-rs:lragovu a metylester
-.:.. ,Jroch aminokyselin je

:: : .\'- L- a-aspartyl-l-fenYl-

:-
P:..:. . .,:-.inine l r Methanol.)

3f p]q'r 156 nm (obr. 2), ale

:jrk re ovela vY55ia. Preto

\=r iac molekula asparta-

-:n..'. il titr6ciou karboxYlo-

E --:'..:.rm Pri 256 nm.

- -: -.i\::Tlum at 256 nm'

r i '.',: rozkladnYch Produk-
-. .<. r:ei Je aspartam Pritom-
2. .."Jka chutje sPojen6 iba
,:::: :..zkladnymi produktmi.

Pre riadnu kontrolu
:rodukty. Na obr. 3

kvality potravin je d6leZit6 analyzovaf. aj tieto rozkladne
sir niektor6 sp6soby rozkladu aspartamu.

8'9

Obr. 3. Sp6sob rozkladu aspartamu. I - l-a-aspartyl-r--fenylalanin-metylester (APM). 2

!-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazin-kyselina octovi (DKP), 3 - l-a-aspartyl-r-fenylalanin (aAP).
: - r-Faspartyl-r--fenylalanin-metylester (BAPM), 5 - l-fenylalanin-metylcster (Phe-M).
: - l-fenylalanin-r-kyselina aspar6gov6 (PA), 7 - l-B-aspartyl-l-fenylalanin (BAP). 8 r-lenyla-
.anin (Phe), 9 - r-kyselina aspar6govd (Asp). Racemiz6cia uvedenll'ch produktov je tic7 moinh.
F r g. 3. Aspartame decomposition routes. I l-a-aspartyl-r--phenylalanine-methyl estcr
APM),2-S-benzyl-3,6-dioxo-2-piperazine-aceticacid(DKP),3-l-a-aspartyl-l-phenylalanine
aAP), 4 - L-Paspartyl-l-phenylalanine-methyl ester (pAPM), 5 - l-phenylalanine-methyl cster
'Phe-M), 6 - l-phenylalanine-l-aspartic acid (PA), 7 - l-paspartyl-r--phenylalanine (pAP). 8

- u-phenylalanine (Phe), 9 - r-aspartic acid (Asp). Racemization of the above products is also
possible.

V dal5ej dasti dldnku sri opisan6 najbeZnej5ie metody na analyzu aspartamu
a jeho rozkladnlich produktov. Rozlidn6 met6dy stanovenia sa odliSuiri presnos-
iou a Specifickosfou.

2. Titricia aspartamu

Aspartam sa m6Ze titrovat'jednoduchfm spdsobom. Na titracii sa zudastiuju
obidve skupiny - karboxylovi (-COOH) a aminoskupina (-NHr). Nevyhodou
oboch titr6cii je, Le nie sir 5pecifick6, t. j. ostatne komponenty kyslej alebo
z6saditej povahy m6Zu ovplyvnit' titr6ciu. Preto sa titr6cia pouZiva prakticky iba
na analfzu distfch roztokov aspartamu vo vode.

Najzn6mej5ia je met6da titr6cie s metoxidom litnym, opisand vo Food
Chemical Codex []. Na titr6ciu karboxylovej skupiny aspartamu sa pouZiva
silni zisada v dimetylformamidovom prostredi aZ do zmeny farby indik6tora

- tymolovej modrej TS. Interferenciu zapridifiujri rozkladn6 produkty asparta-
mu, AP a DKP, ktor6 sir takmer vZdy pritomn6 (obr. 3). Obidva obsahuju aj
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2.r

2.2
2.3
2.4

karboxylovir skupinu, ktor6 sa lahko titruje a tak sa s fiou pri stanoveni podita
ako s aspartamom.

Metoda pouZit6 podla HSC/DSM l2l je zalo\enS na titr6cii aminoskupiny
aspartamu pomocou kyseliny chloristej. Pri tejto met6de sa rozkladn6 produkty
s aminoskupinou (ako napr. AP) zahfiajt do stanovenia a vypodtu aspartamu;
DKP sa nezahffia, kedZe neobsahuje voln6 aminoskupiny.

Titr6cia kyselinou chloristou prebieha takto:

Presne sa nav6Zi mnoZstvo vzorky, ktor6 obsahuje 150-200 mg asparta-
mu, a prenesie sa do titradnej n6doby.
Prid6 sa 5 ml kyseliny mravdej a rozpusti sa.

Prid6 sa 80 ml ladovej kyseliny octovej.
Do roztoku sa vloZi sklen6 elektr6da a referendni elektr6da. Referendn6
elektr6da sa naplni naslitenym roztokom chloristanu litneho v ladovej
kyseline octovej.

2.5 Potenciometricky sa titruje 0,1 N kyselinou chloristou. urobi sa zdznam
titradnej krivky a vllpodet spotreby 0,1 N kyseliny chloristej.

2.6 Vykon6 sa slepf pokus s reagentmi.
2.7 Yypotita sa obsah aspartamu v hmotnostn;fch percent6ch podla vzotca:

(ml kyseliny chloristej na vzorku - slep6 stanovenie) x 294,3 x titer
kyseliny chloristej x 100

n6vaZok vzorky v mg

3. Spektrofotometricki rnallza aspartamu

3a. UV spektrofotometria pri 256 nm.Pri spektrofotometrickej analyzerozto-
kov dist6ho aspartamu vo vode sa spektrofotometer nastavi na absorpdn6
maximum aspartamu (256 nm). Zmeria sa absorbancia niekolkfch kalibrad-
nych roztokov so zn6mou koncentr6ciou aspartamu a stanovi sa rozsah lineari-
ty merania. Vzorka, ktor6 sa mb analyzovat', rozpusti sa tak, Ze koncentr6cia
aspartamu je v medziach rozsahu line6rneho merania. Presn6 mnoZstvo pritom-
n6ho aspartamu sa m6Ze potom jednoducho urdit'.

Trlto met6da nie je 5pecifick6, pri vlnovej alZUeZSe nm rozkladn6 produkty
DKP a AP takisto vykazujir UV absorpciu. Napr. v nealkoholicklich n6pojoch
sa aspartam ned6 presne stanovit', pretoZe pritomn6 farbiv6, ochucovadl6
a konzervadn6 dinidl6 dasto absorbujri pri tejto vlnovej dilke,takZe znemoZiujir
presn6 stanovenie.
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Z tohto hladiska
,rbsorpdn6 maximum

je ruiiv6 pritomnost' sacharinu. Hoci toto sladidlo
pri 268 nm. absorbuje aj pri 256 nm (obr. 4).

Obr. 4. Absorpdn6 spektrum sacharinu; absorpin6 maximum pri 268 nm, taktieZ UV absorpcia
pri 256 nm.

Fig. 4. Absorption spectrum olsaccharin; absoprtion maximum at 268 nm. but also UV abso-
prtion at 256 nm.

3b. UV Spektrofotometria s derivatizaciou pri 330 nm. Za pritomnostidal5ich
ruSivlich komponentov, napr. v nealkoholickych n6pojoch, aspartam sa da
niekedy stanovit'derivatiz6ciou aminoskupiny aspartamu pomocou dialdehydu
ortoftalov6ho (OPA) a mearkaptoetanolu [3]. Derivatizaciou sa ziska zludenina,
ktor6 mi UV absorpdn6 maximum pri 330 nm.

Pri tejto vlnovej diZke mnoh6 zlolky nealkoholickych nSpojov nevykazuju
nijakir absorpciu. ZloLka s aminoskupinou (ako AP) je v5ak zahrnut6 do
stanovenia, takZe met6da sa m6Ze pouZif iba na stanovenie celkom derstvych
r lrobkov.
Reagenty: dialdehyd ortoftalovf (OPA) v 1,0 M tlmivom roztoku boritu dra-

seln6ho, aspartam, dihydrogenfosforednan sodny, kyselina fosfored-
n6 (l M), metanol a destilovan6 voda.

Pristroje: spektrofotometer, 3 ml kvarternej aminovej extrakdnej kolony SPE,
vyrobca J.T. Baker Chemical Co. (art. No. 7091-03).

P o stup:

-lb.l - Rozpustime I g OPA, 5 ml metanolu a 3 ml merkaptoetanolu a doplni-
me do 250 ml I M tlmivim roztokom kyseliny boritej, predtym uprave-
nej pridanim KOH na pH 10,0. Pripravuje sa 24 hodin pred pouZitim.

3b.2 - Priprava fosforednanov6ho tlmiv6ho roztoku:
1,4 g dihydrog6nfosforednanu sodn6ho d6me do I I banky a prid6me
800 ml vody. Mie5ame aZ do ripln6ho rozpustenia a pH upravime na 3,0
pomocou kyseliny fosforednej (l M).

3b.3 - Priprava kalibradnej krivky na merania medzi 100 a 600 mg/kg: presn6
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nhvaiky 10, 20, 30, 40, 50 a 60 mg aspartamu d6me do 100 ml baniek,
rozpustime vo fosforednanovom tlmivom roztoku a doplnime po znad-
ku fosforednanovfm tlmivym roztokom. Prenesieme 1,00 ml zkai.d6ho
roztoku do skumavky a priddme 6 ml vody. Dalej postupujeme ako
v bode 3b.6.

3b.4 - Priprava vzorky: odplynime v ultrazvukovom kfpeli. Prenesieme
1,00 ml n6poja do skrimavky a prid6me 6,00 ml vody. Rovnako pripra-
vime zriedeny tlmivy roztok alebo, najrad5ej, slepri vzorku bez asparta-
mu. Dal5i postup je ako v bode 3b.6.

3b.5 - Priprava SPE kol6ny: kol6nu prepl6chame 3 ml etanolu, podobne
potom 3 ml fosforednanov6ho tlmiv6ho roztoku.

3b.6 - Analyza: zmie5ame obsahy skirmaviek na virivej mieSadke a 3 ml zkaL-
dej skirmavky nanesieme na predbeZne upravenir kol6nu. Tym sa od-
str6ni z kol6ny fosforednanovy tlmivy roztok. Znovu odoberieme 3 ml
z kaLdej skimavky, nech6me ich prejst' SPE kol6nou a eluent zachyti-
me.

3b.'7 - Derivatizujeme tak, Ze vnesieme 2,00 ml eluentu do skirmavky a prid6-
me 0,250 ml reagentu OPA. Dobre premie5ame na virivej mie5adke. Asi
o 25-35 min po pridani OPA sa d6 absorpcia merat' pri 330 nm oproti
slep6mu pokusu. Deriv6t vznikd asi v priebehu 25 min a potom sa pri
normdlnej teplote pomaly rozkladd. Preto je d6leZit6, aby sa vzorky
i referendn6 vzorky pouZit6 na kalibr6ciu analyzovali v rovnakom
dasovom intervale.

3b.8 - Kvantifik6cia: zostavime kalibradnri krivku (3b.3) funkdnej z6vislosti
absorbancie od koncentrfcie aspartamu. krivka m6 sklon pribliZne
0,002 absorpdnej jednotky na I mg. kg-' aspartamu, odchli'lky bodov
su men5ie ako 5 %. Koncentr6cia aspartamu sa zisti tak,Le absorbancia
vzoriek sa porovn6: s hodnotami kalibradnej krivky a oddita sa koncen-
tricia aspartamu.

V opisanej met6de sa m6Ze merkaptoetanol nahradit' kyselinou 3-merkap-
topropi6novou [4]. To urlichli priebeh reakcie (skondi sa v priebehu 5 min),
a derivatizovany produkt v reakdnej zmesi bude stabilnej5i (aspoi 90 min).

4. Vysokofriinni kvapalinovd chromatografia (HPLC)

T6to met6da sa ned6 vZdy pouZit', pretoZe n6klady na potrebnir techniku sri

relativne vysok6. Analyzou HPLC sa dajir ziskat' velmi 5pecifick6 a velmi presn6
vysledky. HSC/DSM vyvinuli dve HPLC met6dy [2]. Jedna je zaloLenh na
kvapalinovej chromatografii s reverznymifdzami (RPLC) (4e), druh6 na kvapa-
linovej chromatografii i6nov6ho p6ru s reverznymi fizami (RC ion pair LC)
(4b).
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Pri metode RPLC sa zloZky oddelia na z6klade rozdielnej polarity. Ako
nepol6rna stacion6rna faza sa pouZivaju silikagely modifikovan6 oktylovymi
alebo oktadecylovymi skupinami. Velkost' dastic je 3, 5 alebo l0 pm. Pol6rnu
mobilnir f6zu predstavuje zmes vodn6ho tlmiv6ho roztoku a organick6ho roz-
puSt'adla, ako je metanol a acetonitril.

Pri metode RC ion pair LC sa ionogenne zlolky oddelujri trochu odli5nym
sp6sobom. K mobilnej fhze sa pridajri zhideniny tvoriace ionov6 p6ry, ktor6 su

schopn6 separovaf kyseliny a zdsady, pretoZe si fyzik6lne naviazan6 na povrch
modifikovan6ho silikag6lu. RP met6dou sa izoluje d-aspartam z rozlitnych
rozkladnych produktov, okrem B-aspartamu. Ostatne komponenty, ako sacha-
rin, kofein abenzoht, sa tieZ daju separovat touto metodou. Metodou ionoveho
p6ru s reverznou f6zou sa oddeLuje a-aspartam a r6zne rozkladne produkty
r ratane B-aspartamu. Sacharin a kofein sa nedaj0 stanovid touto met6dou,
pretoZe sacharin prechhdza kolonou bez zadrlania a kolein sa eluuje spolu
s DKP.

4a. Priprava vzorky. Vzorky, ktor6 sa majir analyzovat' metodou HPLC,
musia byf upraven6 tak. aby sa ziskal aspartam v roztoku. Uprava bude
rozlidnd, v z6vislosti od charakteru analyzovanej vzorky.

4b. Priprava vo vode rozpustnj,ch vzoriek. Tu sri zahrnut6 nealkoholicke
n6poje. ovocn6 Sfavy, osvieZujirce n6poje, ovocn6 pripravky, pudinky, zmrzliny.
cokol6dove mlieko, lik6ry, cukriky, dlemy, jogurty a jogurtove nApoje.
1b.l - Vzorky dobre zhomogenizovaf.
1b.2 - Nav6rZime tak6 mnoZstvo vzorky do 100 ml banky, aby obsahovala

l-7 mg aspartamu.
-1b.3 - Prid6me eluent (pozri 4e) a homogenizujeme 15 min.
4b.4 - Doplnime po znadku eluentom a zamie5ame.
4b.5 Ak treba, prefiltrujeme cez 0,45 pm filter.

4c. Priprava vzoriek obsahujucich tuk. Do tejto skupiny patria keksy, kolirde
a dokol6da.
4c.1 - Vzorky dobre zhomogenizujeme.
4c.2 - Nav6Zime tak6 mnoZstvo vzorky do odstredivkovej skumavky, aby

obsahovala l-7 mg aspartamu.
4c.3 - Pridime l0 ml fosforednanov6ho tlmiveho roztoku (0,05 M. pH 3)

a 25 ml 6teru.
4c.4 - Do odstredivkovej skirmavky vloZime magnetick6 mie5adlo a intenzivne

mie5ame l5 min.
4c.5 - Odcentrifugujeme a oddelime 6terovi vrstvu.
4c.6 - Extrahujeme e5te raz, opiit pouZijeme 25 ml 6teru.
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4c.7 - Eter d6kladne odstr6nime a vrstvu fosforednanov6ho tlmiv6ho roztoku
kvantitativne prenesieme pomocou eluentu do 100 ml banky.

4c.8 - Doplnime po znadku a premieiame.
4c.9 - Roztok prefiltrujeme cez 0,45 pm filter.

4d. Priprava vzoriek Zuvatk1t.
4d.l - Do 100 ml Erlenmeyerovej banky nav6Zime tak6 mnoZstvo Zuvadky,

aby sme ziskali l-7 mg aspartamu.
4d.2 - Prid6me 25 ml tolu6nua25 ml tlmiv6ho roztoku fosforednanu sodn6ho

(0,05 M, pH 3,0).
4d.3 - Do Erlenmeyerovej banky vloZime magnetick6 mie5adlo a velmi inten-

zivne mieiame I h (pri vysokfch ot6dkach).
4d.4 - Obsah prenesieme do odstredivkovej skrimavky a odstredujeme l0 min.
4d.5 - D6kladne odstr6nime vrstvu tolu6nu a fosforednanovlf tlmivy roztok

kvantitativne prenesieme s eluentom do 100 ml banky.
4d.6 - Doplnime po znadku a premie5ame.
4d.7 - Roztok prefiltrujeme cez 0,45 pm filter.

4e. Anali,za aspartamu kvapalinovou chromatografiou s reverznymi fiizami.
einidtri: tlmivy roztok fosforednanu sodn6ho, pH 3,0,0,05 M..Eluent - zmie-

Same 200 ml metanolu s 800 ml tlmiv6ho roztoku fosforednanu sodn6-
ho, roztok prefiltrujeme a odplynime. a-Aspartam - obsah o-asparta-
mu musi byf korigovany na pritomn6 nedistoty, ako je voda, AP
a DKP. 3-Benzyl-6-karboxymetyl-2-5-diketopiperazin (DKP)>
> 99 hmot. oh.va-aspartyl-r-fenylalanin (AP) (obsah je upravenlf
vzhladom na DKP a vodu).

Pristroje : kvapalinovy chromatograf Speciflkovany :

- kol6na: Nukleosil C 18; 250 x 4mm, priemern6 velkosf dastic
5 pm,

- teplota: izbovh teplota,

- prietokovd rychlost': I ml.min-r,

- pokles tlaku: pribliZne 200 barov,

- n6strek: 40 pl.
Detekcia: HPLC/UV detektor so Sirkou spektr6lneho p6su 8 mm, vhodnlf na

meranie pri vlnovej aiZheZtO nm a vybaveny 8 ml kyvetou a hrirbkou
priepustnej vrstvy l0 mm.

Integr6cia: Lab. data system pre automatick6 spracovanie chromatogramov.
Kalibr6cia: Kalibr6cia sa robi v pravidelnych intervaloch tak, aby sa eliminova-

li ak6kolvek zmeny, ktor6 by mohli ovplyvnit' vfsledok, napr.
teplota, nastavenie prietokovfch rlichlosti spektrofotometra.
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Po stup:
,le.1 

- Pripravime kalibradn6 roztoky s aspartamom (a[ je potrebne, kalibrujri
saj in6 zloLky) presnim nav,iZenim mnoZstva v intervale l-7 mg (mi-
kroanalytick6 v6hy) do 100 ml banky.

le,2 - Rozpustime v eluente a doplnime.
-1e.3 

- Nastrekneme 40 pl do kol6ny, eluujeme a urobime chromatografickj,
zLznam.

1e.4 - Zmeriame plochu piku a vypoditame kalibradnf faktor (f ) pomocou
vztahu

.f, : ffi./ A",

kde m, sri mg nav6Zen6ho aspartamu, l. je plocha piku v kalibr6cii.
le.5 - Nastrekneme 40 pl upravenej vzorky do kol6ny a zaznamen6me prie-

beh chromatogramu.
-1e.6 - Zmeriame plochu piku a vypoditame obsah pomocou vzorca

f" A."f a""10: hm. %o aspartamu,

kdef je kalibradnf faktor aspartamu,l., plocha piku aspartamu v ka-
librdLcii, acs mnoZstvo nav6Zenej vzorky v gramoch.

Aby sa vylirdil ru5ivy vplyv zloZiek absorbujircich v UV oblasti, zvydajne sa

zaznamendva aj spektrum podobnfch produktov bez aspartamu. V mnohych
pripadoch je totoZn;f, vfrobok obsahujrici cukor.

Na obr. 5 je priklad spektra Marhulovej brandy s cukrom.
Na obr. 6 je spektrum kalibradnej zmesi aspartamu DKP a AP pouZivanej na

:nalyzu Marhulovej brandy (obr. 7) obsahujircej aspartam.

O b r. 5. Chromatografia reverznej l6zy: chromatogram (210 nm) Marhulovej brandy s cukrom.

Fig. 5. Reverse phase chromatography: chromatogram (2l0nm) of Apricot Brandy with sugar.
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Obr. 6. Chromatografia reverznej f6zy: chromatogram (210 nm) kalibradnej zmesi a-aspartamu,
DKP a AP.

Fig. 6. Reverse phase chromatography: chromatogram (2l0nm) of a calibration mixture of
d-aspartame, DKP and AP.
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Obr.7. Chromatografia reverznej fdzy: chromatogram (2l0nm) Marhulovej brandy s asparta-
mom.

Fig. 7. Reverse phase chromatography: chromatogram (2l0nm) of Apricot Brandy with aspar-
tame.

4f . Analj,za aspartamu kvapalinovou chromatografiou ihnoviho pdru s rever-
znimi fazami. Postup tejto met6dy sa v mnohom zhoduje s opisanou RP
met6dou. Rozdiely sri tieto:
ei*dte: Eluent - nad6vkujeme 1,882 g sodnej soli kyselina l-hex6nsulf6novej

a 0,45 g hydrog6nfosforednanu draseln6ho do I I banky a rozpustime
v 750 ml vody. Upravime pH na 3,0 pridanim 0,1 M kyseliny fosfored-
nej. Potom prid6me 100 ml acetonitrilu, doplnime po znadku a premie-
Same.

Kol6na - Nukleosil C 18, 100 x 4 mm, priemernA velkosf dastic
5 pm.
Prietokovi rlichlost' - 1,5 ml. min-r.
Pokles tlaku - 140 barov.
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rhbracne.; zmesi a-aspartamu,
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rhnernd velkost' dastic

ESte pred ndstrekom sa nov6 kol6na musi naplnit' dinidlom tvoriacim i6nov6
p6ry, preto prelejeme kol6nou asi 500 ml eluentu. Dalej postupujeme ako
v bode 4e.

Priklad analyzy n6poja typu cola podla tejto met6dy je na obr. g a 9, ktor6
ukazujir chromatogramy kalibradnej zmesi a vzorky.
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Obr.8. Chromatografia i6nov6ho p6ru: chromatogram (2l0nm) kalibradnej zmesi a-asparta-
mu, DKp, Ap, paspartamu, pA a phe_O_Me.

Fig. 8. Ion pair chromatography: chromatogram (210 nm) of a calibration mixture of a-aspar-
tame, DKP, AP, B-aspartame, pA and phe_O_Me.

lminl

obr.9. chromatografia i6nov6ho p6ru: chromatogram (2l0nm) vzorky koly. vrcholy DKp
a kofeinu sri na rovnakej rirovni, paspartam sa odli5uje.

Fig. 9. Ion pair chromatography: chromatogram (2l0nm) of a cola sample. The DKp and
caffeine peaks coincide, paspartame is separated. (rForce normalized.)

49. Tenkovrstvovti chromatografia ( TLC ) . Pri tenkovrstvovej chromatografii
(2, 5, 6) sa zloZky separujil tak, 2e sa vzorka nanesie na TLC platf,u a t6 sa
potom vlozi do nidoby s eluentom. Separovan6 zlolky sa postupne vizualizujir
tak, Le sa TLC platia postrieka chl6rnanom, vysu5i, a potom sa postrieka
detekdnfm reagentom.
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Vytvoren6 Skvrny vzoriek sa vizu6lne porovnajri so vzorkami kalibradnfch
roztokov, aby sa mohli stanovif koncentr6cie.

TLC je relativne jednoduch6 , ale menej presn6 analytick6 met6da.
einidle: Eluent - zmie5ame 300 ml butanolu so 100 ml kyseliny octovej

(>99hmot. %) a l00ml vody. Chl6rnan draselnf: t hmot. o/o vo
vode.
Detekdn6 dinidlo: nad6vkujeme I g o-toluidinu, 30 ml kyseliny octovej
(> 99 hmot. "/o) a 5 g jodidu draseln6ho do I I vody a mie5ame aZ do
irpln6ho rozpustenia. Takto pripravenlf roztok skladujeme na tmavom
mieste.
d-aspartam, DKP a AP: pozri 4e.

TLC platia - silikdgel 60 F 254, hrirbka vrstvy je 0,25 mm.
Pristroje: tzatvarateln6 kyveta na eluent a TLC platiu. Su5iarefi s ods6vanim.
Nddobka so sprejom.

Po stup:

4g.l - Pripravime si kalibradn6 roztoky s 0,2 mg ml-r aspartamu, DKP a AP
a postupne z nichaplikujeme l, 2, 3, 4 a 5 pl na Start na TLC platni.

4g.2 - Rozpustime vzorku tak, aby sme ziskali roztok s koncentr6ciou asi

0,2 mg ml-r a aplikujeme 3 a 4 pl tohto roztoku na platiu.
4g.3 - VloZime platfiu do kyvety, ktor6 obsahuje asi 5 mm eluentu.
4e.4 - Nech6me vyvijat' platfiu do vliSky 10-12 cm, vyberieme ju z kyvety

a presne oznadime delo eluentu.
4g.5 - Platiu TLC su5ime 5 min pri l00oC.
4g.6 - Po ochladeni na izbovir teplotu striekame na iu sprejom chl6rnan

sodnlf dovtedy, kfm nie je platia vlhk6.
4e.7 - Opiit' platfiu su5ime 5 min pri l00oc.
4g.8 - Znovtplatfiu postriekame tak, aby bola vlhkd a pokryt6 rovnomernou

vrstvou detekdn6ho dinidla.
4g.9 - Vizu6lne porovn6me purpurov6 Skvrny, ktor6 vytvorili vzorky a kalib-

radn6 roztoky, a stanovime obsah aspartamu, AP a DKP.
Hodnoty R, pre r6zne komponenty sa dajri vypoditat' podla vzorca

Rr, : S' /8,
kde Rr, je hodnota Skvrny l, ,S, vzdialenost'medzi bodom Startu a Skvr-

nou l, Esvzdialenost' medzi bodom Startu a delom eluentu.
Hodnoty Ri: AP : 0,22, DKP : 0,55, aspartam : 0,38.
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5. 0statn6 analytick6 met6dy

Pomocou analytickych metod opisanych v predch6dzajricich kapitol6ch sa

la obsah aspartamu stanovit' v mnohlich potravin6ch. Su to metody najbeZnej-
iie pouZivan6 pre tento pripad.

V literatrire sri v5ak opisan6 aj menej znhme met6dy, ktor6 m6Zu byt' vhodn6
na urdit6 pouZitie.
\ apr. a) analyza vyuZivajrica kapil6rnu izotachofor 6zu l7l,
r)HPLC met6dy s predkol6novou alebo pokol6novou derivatiz6ciou asparta-
nu s n6slednou fluorometrickou detekciou [8] a
,'r met6da vyuZivajirca selektivnu elektr6du s chemicky imobilizovanym enzy-
nom (r-asparlaza), ktory vlastne umoZni priebeh analyzy l9).
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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 thinJayer 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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