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ZASTOSOWANIE TECHNIKI HPLC DO OZNACZANIA ASPARTAMU
I ACESULFAMU-K W PRZETWORACH OWOCOWYCH

H PLC D ETERM IN ATIO N  OF ASPARTAME 
A ND  A CESU LFA M -К IN  PROCESSED FRU IT PRODUCTS

Z Zakładu Analizy Żywności Instytutu Biotechnologii Przemysłu Rolno-Spożywczego w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. B. Szteke

Adoptowano metodę oznaczania środków siedzących -  acesulfamu К  i aspartamu 
w niskokalorycznych, owocowo-warzywnych sokach przecierowych. Próbki badanych 
przetworów odhialczano roztworami Carreza i po przesączeniu analizowano za pomocą 
techniki chromatografii cieczowej wysokociśnieniowej (H P LC ) w fazach odwróconych.

Niskokaloryczne produkty spożywcze zamiast cukru (sacharozy) zawierają alter­
natywne substancje słodzące nadające im słodki smak nie dostarczając dużej ilości 
kalorii. W wielu krajach dopuszczono do stosowania w żywności takie związki jak: 
sacharynę, cyklaminiany, acesulfam K, aspartam. Zamienniki cukru wykorzystane 
zostały do produkcji tabletek słodzących (dla chorych na cukrzycę), różnego rodzaju 
bezalkoholowych napojów orzeźwiających, soków i napojów owocowych, deserów 
(lody, budynie, galaretki), owoców i warzyw konserwowanych, produktów mlecznych 
z dodatkiem owoców, sosów sałatkowych, majonezów itp. Odpowiednie akty prawne 
w wielu krajach świata określają maksymalne ilości poszczególnych środków słodzą­
cych jakie mogą być dodawane do produktów spożywczych [9].

W Polsce, w produktach dietetycznych zamiast cukru stosowano głównie sacha­
rynę oraz sorbitol, mannitol i ksylitol. W 1989 r. dopuszczono do słodzenia żywności 
nowy środek -  aspartam (ASP). Na rynku pojawiły się już produkty krajowe słodzo­
ne aspartamem -  głównie napoje i dżemy, a także niskokaloryczne desery, lody, 
wyroby czekoladowe.

W 1993 r. dopuszczono do stosowania w produkcji żywności następny środek 
wysokosłodzący -  acesulfam К (ACK). Podejmowane już są próby produkcji żywno­
ści dietetycznej zawierającej również ten związek.

Stosowanie pojedynczych środków wysokosłodzących w produktach niskokalo­
rycznych daje często niepożądane efekty uboczne jak np. obcy posmak lub wiąże się 
z obniżeniem zawartości suchej masy w produkcie. Efekty te mogą być „maskowane” 
przez zastosowanie mieszaniny niewielkiej ilości cukru, często fruktozy, oraz alterna­
tywnych środków słodzących. Stwierdzono także, że w wielu przypadkach mieszaniny 
syntetycznych środków słodzących działają synergicznie. tzn. otrzymana słodycz pro­
duktu jest większa niż wynikałoby to z sumy słodyczy poszczególnych składników.



W związku z tym wiele produktów niskokalorycznych słodzonych jest różnymi kom­
pozytam i środków słodzących [1].

Do oznaczania zawartości środków wysokosłodzonych w produktach spożywczych 
stosowana jest głównie technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLQ [2, 3,
4, 5, 6, 10, 11] niekiedy w połączeniu z chromatografią par jonowych [7, 12].

Umożliwia ona w sposób stosunkowo szybki i prosty równoczesne oznaczanie 
aspartamu, acesulfamu-K, a także sacharyny, kofeiny i kwasu benzoesowego.

W Zakładzie Technologii Przetworów Owocowych i Warzywnych Instytutu Biotech­
nologii Przemysłu Rolno-Spożywczego opracowano technologie produkcji przetworów 
owocowo-warzywnych z zastosowaniem różnych środków słodzących -  aspartamu, 
acesulfamu K, sorbitolu oraz ich mieszanin.

Próby wprowadzenia tego typu produktów na rynek uzasadniają potrzebę opra­
cowywania bądź adaptacji metod analitycznych umożliwiających oznaczanie zawar­
tości środków wysokosłodzących (acesulfamu К i aspartamu) w przetworach słodzo­
nych tymi substancjami. Pozwoli to przede wszystkim na identyfikację stosowanych 
środków słodzących oraz na ocenę jakościową produktów niskokalorycznych po­
przez oznaczenie w nich zawartości alternatywnych środków słodzących, których 
maksymalne ilości w żywności określają odpowiednie akty normatywne.

Przedstawiona praca stanowi kontynuację i rozszerzenie podjętej tematyki anali­
tycznej Zakładu Analizy Żywności, związanej z adaptacją metod oznaczania wy­
branych środków słodzących w przetworach owocowych [2, 3].
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M ATERIAŁ I M ETODYKA

M a t e r i a ł  d o  b a d a ń
W pierwszym etapie pracy wykonano oznaczenia zawartości acesulfamu-K i aspartamu w roztwo­

rach modelowych. Miało to na celu ocenę powtarzalności oznaczeń w roztworach zawierających tylko 
analizowane związki oraz ocenę wpływu procesu pasteryzacji na stabilność środków wysokosłodzących.

Przygotowano dwa roztwory modelowe o różnej zawartości aspartamu (ASP) i acesulfamu 
К  (ACK):

I ACK -  0,0092 g/100 g, ASP -  0,0092 g/100 g,
II ACK -  0,0152 g/100 g, ASP -  0,0147 g/100 g

Substancje słodzące rozpuszczano w 0,11% roztworze kwasu cytrynowego o pH =  3,5. Dla 
każdego roztworu modelowego przygotowano: jedną próbkę niepasteryzowaną oraz pięć próbek 
poddanych jednocześnie pasteryzacji.

Następnie przystąpiono do badań czterech przetworów owocowo-warzywnych, które zostały 
przygotowane w Zakładzie Technologii Przetworów Owocowych i Warzywnych Instytutu Biotech­
nologii Przemysłu Rolno-Spożywczego. Do badań wytypowano produkty słodzone różnymi kom ­
pozycjami środków słodzących, przedstawione w tabeli I.

S z k ł o  i a p a r a t u r a
1) zestaw do chromatografii cieczowej wysokociśnieniowej firmy LDC Analytical składający się 

z następujących elementów: mikropompa Milton Roy, detektor UV Spectro-Monitor 3100, zawór 
dozujący -  Rheodyna 721 -  20 /Л, komputer IBM PC z programem integracyjnym Axxiom 727, drukarka 
EPSON LX-400, 2) generator ultradźwięków Buchler, 3) kolby miarowe 50 ml, 100 ml, 1000 ml, 4) pipety 
poj. 1, 2, 5, 10 ml, 5) erlenmajerki, lejki szklane, 6) filtry na strzykawkę Milipore 0,45 /m i.
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T a b e l a  I. Produkty owocowo-warzywne wytypowane do oznaczeń ACK i ASP 
Fruit and vegetable products selected for ACK and ASP analysis
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W YNIKI I ICH OM ÓW IENIE

Korzystając z wcześniejszych doświadczeń własnych sprawdzono możliwość roz­
działu aspartamu i acesulfamu К  w roztworach wzorcowych w warunkach stoso­
wanych dotychczas do rozdziału aspartamu i diketopiperazyny (3) (ciecz elucyjna
-  bufor fosforanowy o pH 3,5 i acetonitryl zmieszano w stosunku 88:12, przepływ 
cieczy -  1 ml/min, detektor UV -  200 nm). Uzyskano zadawalające rezultaty roz­
działu analizowanych związków -  acesulfamu-K, aspartamu i diketopiperazyny.

T a b e l a  I I .  Wyniki oznaczeń ACK i ASP w roztworach modelowych (g/l)
ACK and ASP contens in model solutions (g/l)

A c e s u l f a m  К ( A C K )



W ramach badań na roztworach modelowych wykonano oznaczenia zawartości 
acesulfamu-K i aspartamu w próbkach niepasteryzowanych oraz po dwa równolegle 
oznaczenia w próbkach poddanych pasteryzacji. Otrzymane wyniki przedstawiono 
w tabeli II.

Powtarzalność oznaczeń środków wysokoslodzonych w roztworach modelowych 
wyrażana średnim względnym odchyleniem standardowym wynosiła 0,6 do 4,3%.

Następnie wykonano oznaczenia zawartości aspartamu i acesulfamu-K w wytypowa­
nych produktach -  bezpośrednio po ich przygotowaniu (przed pasteryzacją), po 
pasteryzacji oraz po trzech i sześciu miesiącach przechowywania gotowych produktów.

Wykonano chromatografy poszczególnych przecierów owocowo-warzywnych
-  jabłkowego, dyniowego, selerowego i marchwiowego oraz ślepych próbek nie za­
wierających środków słodzących.

W przypadku roztworów wzorcowych jak również niektórych soków (pomarań­
czowego i selerowo-pomarańczowego) można było zwiększyć udział acetonitrylu 
w cieczy elucyjnej (12%) w celu skrócenia czasu analizy. Na chromatografach uzys­
kanych z tych roztworów nie zaobserwowano bowiem dodatkowych pików substancji 
interferujących. Dla próbek bardziej złożonych, bogatych w składniki matrycy nale­
żało zmniejszyć udział acetonitrylu w cieczy elucyjnej do 10% aby otrzymać dobry 
rozdział oznaczanych związków i zanieczyszczeń. Wydłużało to niestety czas analizy. 
Postępowanie takie konieczne było dla próbek zawierających przecier jabłkowy po­
nieważ piki tła uniemożliwiały ilościowe oznaczenie aspartamu. Wyniki wykonanych 
oznaczeń przedstawiono w tab. III, a przykładowe chromatografy na ryc. 1, 2.
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T a b e l a  I I I .  Wyniki oznaczeń ACK i ASP w sokach przecierowych w g/ l0 0 g próbki*1 
ACK and ASP contens in nectars (g/l 00 g)
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Ryc. 1. Chromatogramy próbek soku pomarańczowego -  PI 
a. przed pasteryzacją, b. po 6 miesiącach przechowywania 

Fig. 1. Chromatograms of orange juice -  PI 
a. before pasteurization, b. after 6 months of storage

Przedstawione wyniki wskazują na dużą stabilność acesulfamu-K w produktach 
poddanych procesowi pasteryzacji jak również podczas ich przechowywania. W ba­
danych przetworach, po 6 miesiącach ich magazynowania pozostaje powyżej 90% 
acesulfamu-K. Obserwuje się natomiast stopniowy ubytek zawartości aspartamu, po 
sześciu miesiącach przechowywania gotowych produktów rozpadowi uległo 30-50% 
aspartamu.

W próbkach słodzonych aspartamem, po 6 miesiącach przechowywania stwierdzono 
obecność diketopiperazyny w ilości poniżej 20 mg/kg badanego produktu. W porówna­
niu z zawartością ADI, równą 7,5 mg/kg masy ciała dziennie [8] (co dla dorosłego 
człowieka stanowi ok. 500 mg), diketopiperazyna powstająca w badanych produktach na 
skutek rozpadu aspartamu, nie powinna stanowić zagrożenia zdrowotnego.

W celu sprawdzenia powtarzalności metody oznaczania acesulfamu-K i aspar­
tamu dla soków przecierowych wykonano po kilka równoległych analiz wybranych 
próbek. Wyniki przedstawiono w tabeli IV.

Powtarzalność przedstawionej metody oznaczania acesulfamu-K i aspartamu w so­
kach przecierowych, wyrażona względnym średnim odchyleniem standardowym wynosi 
od 1,3 do 5,9% i jest porównywalna z danymi uzyskanymi dla roztworów modelowych.
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Odzysk acesulfamu К  i aspartamu w próbkach soków przecierowych sprawdzono 
dodając określone ilości oznaczanych związków zarówno do próbek zerowych tzn. 
nie zawierających syntetycznych środków słodzących, jak również do próbek słodzo­
nych tymi preparatami.

T a b e l a  V. Odzysk ACK i ASP w próbkach soków przecierowych 
Recovery of ACK and ASP added to nectars

* Wynik stanowi średnia z trzech równoległych oznaczeń

Średni odzysk acesulfamu К i aspartamu w badanych produktach, wyznaczony 
z trzech równoległych oznaczeń wynosi powyżej 95% (tab. V) i jest porównywalny 
z danymi literaturowymi [4, 6, 10, 11].

WNIOSKI

Przedstawiona metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) umo­
żliwia identyfikację jakościową oraz ilościowe oznaczanie zawartości acesulfamu 
К  i aspartamu w niskokalorycznych przetworach owocowo-warzywnych i może być 
stosowana w rutynowej analizie ww. środków słodzących.

K. S z y m c z y k ,  L. C z e r w i e c k i

HPLC D ETERM IN ATIO N  OF ASPARTAM E 
A ND  ACESULFAM -K PROCESSED FR U IT PRODUCTS

S u m m a r y

A liquid chromatographic method for the determination of the intense sweeteners -  aspartame 
and acesulfam-K in fruit and vegetable nectars was described. Samples were extracted with water, 
then clarified with Carrez solutions. An aliquot o f the extract was analyzed on C-18 reverse-phase 
column with UV detection. Mean recoveries ranged from 95,9 to 101,8%. The method is suitable for 
routine determinations of both sweeteners.
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