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EWA MAJEWSKA

WALIDACJA WYBRANYCH METOD OZNACZANIA ASPARTAMU
W SLODZIKACH

Streszczenie

Celem pracy byta walidacja wybranych metod oznaczania aspartamu, ktora przeprowadzono na pod-
stawie parametrow stanowiacych elementy walidacji procedur analitycznych. Sposréd podstawowych
kryteriow walidacji metody analitycznej wykorzystano nastgpujace: selektywno$¢, liniowos¢, precyzja
(powtarzalnosc), niepewno$¢ pomiaru oraz doktadnos¢. Oprocz tych elementéw oceny metody zastosowa-
no takze warto§¢ HORRAT, ktdra coraz czgsciej wystgpuje w normach. Uwzgledniono sze$¢ metod:
HPLC, trzy metody spektrofotometryczne i dwie miareczkowe. Zawarto$¢ aspartamu oznaczano spektro-
fotometrycznie po reakcji z odczynnikami takimi, jak: N-bromoimid kwasu bursztynowego, metol-
sulfanilamid, kwas chloranilowy i p-chloranil. Poziom badanej substancji stodzacej w stodzikach w tablet-
kach byt oznaczany metodami miareczkowymi, w ktorych jako titranta uzywano kwasu nadchlorowego,
metanolanu sodu i N-bromoimidu kwasu bursztynowego. Za najbardziej precyzyjne uznano metody HPLC
oraz miareczkowa z kwasem nadchlorowym. Charakteryzowaly si¢ one akceptowalnymi warto§ciami
wspolczynnika zmiennosci i wielkosci HORRAT.

Stowa kluczowe: aspartam, walidacja, metody analityczne

Wprowadzenie

Stosowanie sztucznych srodkow stodzacych okazato sig bardzo efektywne w pro-
dukcji zywnosci o zredukowanej warto$ci energetycznej. Substancje te zaliczane sg do
dodatkéw do zywnosci. Niezbedne jest opracowanie metod analitycznych pozwalaja-
cych na szybka i precyzyjna identyfikacje¢ syntetycznych srodkow stodzacych oraz
okreslenie ich zawartosci w produkcie. Jest to wazne z punktu widzenia kontroli jako-
$ci zywnosci, polegajacej na sprawdzaniu zgodnosci z receptura, jak roéwniez dla tech-
nologa projektujacego proces produkcyjny, przy okreslaniu takich parametréw obrob-
ki, ktore nie spowoduja szkodliwego zwykle rozktadu substancji dodatkowej. Szerokie
zastosowanie aspartamu do produkcji zywnosci niskokalorycznej zrodzito potrzebe
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opracowania metod analitycznych, umozliwiajacych jego identyfikacj¢ i oznaczanie
iloS§ciowe. Metody takie powinny charakteryzowac¢ si¢ duza selektywnoscia, doktadno-
$cig 1 powtarzalno$cia, a jednocze$nie prostota wykonania i niskim naktadem kosztow.

Celem niniejszej pracy byta walidacja wybranych metod oznaczania aspartamu,
ktéra prowadzono na podstawie parametréw stanowiacych elementy walidacji proce-
dur analitycznych. Sposrod podstawowych kryteriow walidacji metody analitycznej
wykorzystano nastgpujace: selektywno$é¢, liniowo$¢, precyzja (powtarzalnosc), nie-
pewno$¢ pomiaru oraz doktadnos¢. Oprocz tych elementow oceny metody zastosowa-
no takze wartos§¢ HORRAT, ktora coraz czg$ciej wystgpuje w normach. Analizowano
réwniez statystyczng istotno§¢ wynikow uzyskanych réznymi metodami.

Material i metody badan

Do badan uzyto preparatow do bezposredniego spozycia, dostgpnych w sieci deta-
licznej, w ktorych jako substancje stodzaca zastosowano aspartam. Preparaty do ozna-
czen przygotowywano przez rozpuszczenie stosownej nawazki w odpowiednim roz-
puszczalniku.

W niniejszej pracy walidacji poddano nastgpujace metody oznaczania aspartamu:

1. Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC [11, 12, 14, 15, 16]

Do oznaczen zastosowano wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shima-
dzu typ LC-6A, stosujac detektor UV SPD-6A wspolpracujacy z integratorem C-R6A.
Rozdzial prowadzono w kolumnie typu RP-C8 (125 x 4 mm, $rednica ziaren 5 pm)
wraz z przedkolumna (4 x 4 mm, 5 um) z wypekieniem LiChrospher produkcji firmy
Merck. Detekcji aspartamu dokonywano przy dlugosci fali 220 nm. Fazg ruchoma
stanowita mieszanina buforu fosforanowego (0,0125 mol/dm’, pH 3,5) i acetonitrylu
w stosunku 90:10. Stosowano przeptyw fazy ruchomej 1 ml/min. Na szczyt kolumny
nanoszono 20 ul prébki rozpuszczonej w wodzie dejonizowanej przesaczonej przez
saczek membranowy (typu SFCA) o wielko$ci poréw 0,2 pm.

2. Spektrofotometryczna metoda z N-bromoimidem kwasu bursztynowego — S-NBS
[13]

Nawazki preparatow stodzacych (1 g/100 cm?) rozpuszczano w wodzie destylo-
wanej. Do odpowiednich objetos$ci badanych roztworéw dodawano kwas octowy (1 %)
oraz roztwor NBS (0,005 mol/dm?). Tak przygotowana mieszaning przetrzymywano w
temperaturze pokojowej przez dwie godziny, a nastepnie dodawano metol (0,3 %)
i sulfanilamid (0,2 %). W metodzie tej nadmiar NBS reaguje z metolem tworzac mono-
iming p-N-metylobenzochinonu, ktéra w $rodowisku o pH 2,6 tworzy nastepnie kom-
pleks z przeniesieniem tadunku z sulfanilamidem. Absorbancj¢ czerwonopurpurowego
kompleksu mierzono przy dtugosci fali 520 nm.
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3. Spektrofotometryczna metoda z kwasem chloranilowym — S-KCH [13]

Badane roztwory uzyskiwano przez rozpuszczenie 170 mg preparatéw stodzacych
w 50 cm’ mieszaniny metanolu z chloroformem (1:1). Do odpowiednich objetosci
roztworow badanych preparatow dodawano kwas chloranilowy (0,1 %) oraz dimetylo-
formamid, po czym uzupeiano catos¢ 1,4-dioksanem do objetosci 10 cm’. Absorban-
cjg roztworéw mierzono przy dlugosci fali 520 nm.

4. Spektrofotometryczna metoda z p-chloranilem — S-CH [13]

170 mg preparatow stodzacych do bezposredniego spozycia rozpuszczano w 50
cm’ mieszaniny metanol:chloroform (1:1), a nastepnie do odpowiednich objetosci do-
dawano p-chloranil (0,1 %) oraz dimetyloformamid, po czym uzupetniano cato$¢
1,4-dioksanem do objetosci 10 cm®. Absorbancje roztworéw mierzono przy dtugosci
fali 520 nm.

5. Metoda miareczkowa z N-bromoimidem kwasu bursztynowego — M-NBS [13]

Metoda miareczkowa polegata na miareczkowaniu mieszaniny badanych roztwo-
row (170 mg/50 cm®), NBS (0,02 mol/dm’) i jodku potasu (15 %) mianowanym roz-
tworem tiosiarczanu sodu (0,04 mol/dm’) w obecnosci skrobi jako wskaznika. Miesza-
ning doprowadzano do pH 2,6 za pomoca kwasu solnego (0,2 mol/dm”).

6. Metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym — M-KN [13]

Odpowiednie nawazki preparatow stodzacych (1,4 g) rozpuszczano w 100 cm’ lo-
dowego kwasu octowego. Do kolb stozkowych przenoszono po 5 cm’ badanych roz-
tworow, nastgpnie dodawano lodowy kwas octowy i resazuryng (0,1 %). Tak przygo-
towana mieszaning miareczkowano kwasem nadchlorowym (0,05 mol/dm’) do mo-
mentu zmiany barwy z r6zowej na pomaranczowoczerwona.

Walidacje metod prowadzono na podstawie nastgpujacych parametrow: linio-
wos¢, selektywno$é, precyzja (powtarzalnos¢), niepewnos¢ pomiaru i doktadnos¢ oraz
coraz cze¢sciej spotykana w normach wartos¢ HORRAT. Liniowo$¢ metod ustalano na
podstawie przebiegu krzywych kalibracyjnych. Selektywno$¢ metod okreslano w ukta-
dach modelowych, zawierajacych aspartam oraz substancje wystgpujaca w badanych
produktach, jaka jest laktoza, a nastgpnie prowadzono oznaczenie aspartamu. Precyzje
metod szacowano na podstawie wspotczynnika zmiennosci (RSD) wyrazonego w pro-
centach. Oprocz RSD za wazny parametr w charakterystyce precyzji metod uznawana
jest warto§¢ HORRAT, ktora jest stosunkiem RSD obliczonego z warto$ci parametru
badanych probek do RSD obliczonego ze wzoru Horwitza.

RSD = 2 (1:0510g0).) 67

gdzie: RSD — wzgledne odchylenie standardowe,
C — stezenie analitu.
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Oceny doktadnosci metod dokonywano przez okreslenie odzysku. Badania pro-
wadzono stosujac dwa poziomy wzbogacenia. Dodawano taka masg aspartamu, aby
stanowit on 50 lub 100 % ilo$ci aspartamu oznaczonego wczesniej w produktach. Za
warto$¢ odnosna (100 %) przyjmowano zawarto$¢ aspartamu w probce bez wzbogace-
nia.

Wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu komputerowego
Statgraphics, wersja Plus 2.1. Na skutek duzych rozbieznosci w rozrzucie wynikow
poszczegolnych probek nie mozna bylo do oceny réznic pomigdzy nimi zastosowac
testow parametrycznych, dlatego tez analizowano je za pomoca nieparametrycznego
testu mediany oraz testu Kruskala-Wallisa, dokonujac przeliczen w programie kompu-
terowym Microsoft Excel 2000.

Whiyniki i ich analiza

W dostepnej literaturze brak jest doniesien, w ktorych przeprowadzona bytaby
kompleksowa i poréwnawcza analiza r6znych metod oznaczania aspartamu. W zwiaz-
ku z tym w niniejszej pracy oceniono kilka metod, ktére wykorzystano do oznaczania
aspartamu w produktach spozywczych, a nastgpnie dokonano ich poréwnania.

Liniowos¢ krzywych kalibracyjnych

Liniowo$¢ krzywych kalibracyjnych badano w zakresach stezen aspartamu prze-
widywanych w procedurze poszczegélnych metod. W metodzie HPLC analizowano
zalezno$¢ powierzchni piku od st¢zenia aspartamu, w metodach spektrofotometrycz-
nych zaleznos$¢ absorbancji, mierzonej przy dtugosci fali 520 nm, od st¢zenia asparta-
mu, natomiast w metodach miareczkowych zalezno$¢ objetosci roztworu zuzytego na
zmiareczkowanie badanych probek od stgzenia aspartamu. Nie wszystkie wykorzysty-
wane w pracy metody charakteryzowala zaleznos$¢ liniowa. Prostoliniowy przebieg
krzywych stwierdzono w przypadku metod: HPLC, spektrofotometrycznej z kwasem
chloranilowym (S-KCH) oraz miareczkowej z kwasem nadchlorowym (M-KN).
W pozostatych metodach krzywe kalibracyjne charakteryzowala zalezno$¢ logaryt-
miczna.

Selektywnos¢ zastosowanych metod

Na rys. 1. przedstawiono blad wzgledny uzyskany w badaniach modelowych
w poszczegdlnych metodach. Sposrdd ocenianych metody S-KCH, S-CH i M-KN
mozna uzna¢ za selektywne, gdyz we wszystkich przypadkach blad wzgledny przy
oznaczaniu aspartamu nie przekraczatl wartosci = 8 %. Nalezy wigc przypuszczac, ze
badana substancja, obecna w gotowych wyrobach, nie powinna mie¢ wptywu na
prawidtowe oznaczanie zawarto$ci aspartamu tymi metodami. Pozostale metody
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wykazywaty niska zdolno$¢ do odrozniania oznaczanego analitu od laktozy obecne;j
W matrycy.
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Rys 1.  Wplyw dodatku laktozy na selektywnos$¢ zastosowanych metod analitycznych.
Fig. 1  The influence of additives lactose on the selectivity of the metod.

Zastosowanie walidowanych metod do oznaczania aspartamu

Wyniki analizy preparatéw do bezposredniego spozycia podano w tab. 1.

Tabela l
Srednia zawarto$é aspartamu w preparatach stodzacych, do bezposredniego spozycia, uzyskana réznymi
metodami.
Mean content of aspartame in sweetening preparations used in direct consumption obtained using various
methods.

Zawarto$¢ aspartamu / Content of aspartame [mg/100 mg]
Metody / Methods - -
Stodzik A / Sweetener A Stodzik B / Sweetener B
HPLC 172+0,6" 37,4406
S-NBS 56,1+ 7,6 80,0+ 15,5
S-KCH 33,6+0,9 43,8+ 1,3
S-CH 3224+ 1,4 57,1469
M-NBS 268+ 1,1 54,6+ 4.4
M-KN 45,8 £0,4 22,7+0,5

*) odchylenie standardowe / standard deviation
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Zawarto$¢ aspartamu w dwoch preparatach stodzacych w tabletkach, uzyskana
metoda HPLC, byta zréznicowana i wynosita od 17,2 mg/100 mg (preparat A) do 37,4
mg/100 mg (preparat B). W zalaczniku zamieszczonym w normie [11], dotyczacej
oznaczania aspartamu metoda HPLC w preparatach do bezposredniego spozycia,
podano zawarto$¢ srodka stodzacego na poziomie 19 mg/100 mg. Z wielkos$cia ta po-
rownywalne sa wyniki uzyskane metoda referencyjna w stodziku A. Warto$ci otrzy-
mane pozostalymi metodami przewyzszaja wyniki otrzymane metoda HPLC (tab. 1).
W preparacie B zawarto$¢ aspartamu oznaczona metodami spektrofotometrycznymi
i metoda miareczkowa z NBS przewyzszata zawarto$¢ otrzymana metoda HPLC (tab.
1). Wyniki nizsze o okoto 40 % od zawarto$ci uzyskanej metoda referencyjng otrzy-
mano jedynie metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym (M-KN). Wedtlug danych
producenta aspartamu [10] zawarto$¢ $rodka stodzacego w jednej tabletce, wazacej
60-90 mg, wynosi okoto 18-20 mg, co odpowiada 20-34 mg/100 mg produktu. Askar
i Saddik [1] stwierdzili zawarto$¢ aspartamu na poziomie 20-25 mg w jednej tabletce,
jako odpowiadajaca stodkoscia sacharozie, co w przeliczeniu na 100 mg preparatu
wynosi 33-42 mg srodka stodzacego. Inni badacze otrzymali wartosci rzedu: 19
mg/100 mg [4] i 21 mg/100 mg [15]. Verzella i wsp. [22], Prodolliet i Bruelhart [14]
oraz Webb 1 Beckman [23] otrzymali wyniki odpowiednio: 29 mg/100 mg,
26 mg/100 mg i 35-35,5 mg/100 mg. W przypadku badanego w pracy preparatu A
uzyskane wyniki byty zgodne z danymi literaturowymi. Wyzsza warto$¢ (56,1 mg/100
mg) otrzymano jedynie metoda spektrofotometryczng z NBS (S-NBS). Zawartos¢
aspartamu oznaczona metodami HPLC, S-KCH i M-KN w badanym preparacie B
roéwniez potwierdzita wyniki podawane w literaturze. Jedynie wyniki uzyskane meto-
dami spektrofotometrycznymi z NBS (S-NBS) i p-chloranilem (S-CH) (odpowiednio
80,0 mg/100 mg i 57,1 mg/100 mg) oraz metoda miareczkowa z NBS (M-NBS)
(54,6 mg/100 mg preparatu) roznily si¢ od danych zamieszczonych w literaturze.

Precyzja metod

W celu porownania wynikow uzyskanych zastosowanymi metodami i okreslenia
precyzji oznaczen postuzono si¢ wspotczynnikami zmiennosci (RSD, %), zwanymi
rowniez wzglednymi odchyleniami standardowymi. Wartosci tego parametru, wyrazo-
ne w procentach §redniej arytmetycznej, przedstawiono na rys. 2. Zwyczajowo, szcze-
golnie w badaniach migdzylaboratoryjnych, za satysfakcjonujaca przyjmuje si¢ war-
to$¢ RSD na poziomie 10 % [21].

Powtarzalno$¢ metody HPLC, wyrazona wspolczynnikiem zmienno$ci, w przy-
padku obydwu badanych produktow nie przekraczata 4 % i wynosita odpowiednio w
preparacie A 3,5 %, a w preparacie B 1,5 %. Wérod metod spektrofotometrycznych
najwicksza powtarzalnoscia odznaczata si¢ metoda z kwasem chloranilowym (S-
KCH), w ktorej wspolczynnik zmiennosci nie przekraczat 3 %. Metoda spektrofotome-
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tryczna z p-chloranilem (S-CH) charakteryzowata si¢ wspotczynnikiem zmiennosci
w granicach od 4,2 do 12,0 %. Metoda spektrofotometryczna z NBS (S-NBS) charak-
teryzowata si¢ najmniejsza powtarzalnoscia, gdyz wzgledne odchylenie standardowe
w obydwu przypadkach przekraczato 10 %, a jego warto$§¢ wahata si¢ od 13,5 do 19,4
%. Trzeba zaznaczy¢, ze wysoka warto§¢ RSD wskazuje, ze wykorzystanie danej me-
tody do oznaczania zawarto$ci aspartamu moze prowadzi¢ do powstawania btedow,
szczegolnie przy wykonaniu matej liczby pomiaréw. Metody miareczkowe, w przeci-
wienstwie do metod spektrofotometrycznych, charakteryzowaty si¢ wigksza precyzja.
Wartosci RSD wahaty si¢ w granicach od 0,4 do 8,1 %, podczas gdy w metodach spek-
trofotometrycznych RSD przyjmowat wartosci od 1,2 do 19,4 %. Najwigksza powta-
rzalno$cia cechowata si¢ metoda z kwasem nadchlorowym (M-KN), w ktorej wspot-
czynnik zmiennos$ci nie przekraczat 3 %. Natomiast metoda miareczkowa z NBS (M-
NBS) charakteryzowala si¢ mniejsza powtarzalnoscia, gdyz wzgledne odchylenie stan-
dardowe wahalo si¢ w granicach od 4,0 do 8,1 %. W literaturze rowniez podawane sa
zréznicowane warto§ci RSD. W badaniach nad stodzikami w tabletkach Chen i wsp.
[2] uzyskali wspotczynnik zmienno$ci na poziomie 1,72 %, a Skrzypek i Okolska [15]
— 1,56 %. Dane te znajduja potwierdzenie jedynie w przypadku analizy preparatu A
metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym (0,9 %) oraz preparatu B metoda
HPLC (1,5 %). Parametr ten obliczony na podstawie pozostatych metod osiagatl zdecy-
dowanie wyzsze wartosci (2,2-19,4 %).

20

18 -
16 -
14 -
12 -
10 - mA
- mB

N\

Wspotczynnik zmiennosci [%]
Relative standard deviation [%a]

NN

=T L B~ = R = ]
1

HPLC S-NBS  S-KCH S-Ch M-NBS M-KN
Rys. 2. Poroéwnanie wspotczynnikow zmiennosci.
Fig. 2. Comparison of the relative standard deviations.
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Tabela 2
Wspolezynniki zmiennosci (RSD) uzyskane przy oznaczaniu aspartamu zastosowanymi metodami.
Relative standard deviations (RSDs) obtained while determining the content of aspartame using various
methods.

Metody / Methods

Produkty HPLC S-NBS S-KCH S-CH M-NBS M-KN
Products | rRsp,” | RSDy | RSDo | RSDr | RSDo | RSDr | RSDg | RSDy | RSDg | RSD | RSDo | RSDy
[%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%] | [%]
Stodzik A | 3,5 2 13,5 2 2,7 2 42 2 4,0 2 0,9 2
Stodzik B| 1,5 2 19.4 2 29 2 12,0 2 8,1 2 2,2 2

*) RSDo — wspodtczynnik zmiennosci obliczony / relative standard deviation calculated;
**) RSDt — maksymalna warto$¢ wspotczynnika zmiennos$ci wg Nordic Committee on Food Analysis /
maximum value of relative standard deviation according to the Nordic Committee on Food Analysis.

Nordic Committee on Food Analysis [9] podaje zalecane akceptowalne wartosci
wzglednego odchylenia standardowego w przypadku powtarzalno$ci. Zaleznie od stg-
zenia analitu RSD moze przyjmowaé wartosci od 2 do 43 %. Aby oceni¢ powtarzal-
nos¢, a wigc precyzjg stosowanych metod, w tab. 2. zestawiono warto$ci RSD obliczo-
ne na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w niniejszej pracy oraz zalecane
przez Nordic Committee on Food Analysis [9]. Z danych tych wynika, ze metoda
HPLC charakteryzowata si¢ satysfakcjonujacymi wspotczynnikami zmiennoS$ci
w przypadku preparatu B (1,5 %). Sposréd metod spektrofotometrycznych wszystkie
z wykorzystanych metod odznaczaly si¢ niska powtarzalnoscia, gdyz w zadnym z ba-
danych preparatow nie osiagnigto zadowalajacych wartosci RSD. Nalezy wigc stwier-
dzi¢, ze metody te nie powinny by¢ stosowane do oznaczen ilo§ciowych aspartamu
obecnego w stodzikach. Metoda miareczkowa z NBS (M-NBS) takze charakteryzowa-
fa si¢ niska powtarzalnoscia otrzymywanych wynikow, gdyz w zadnym przypadku nie
osiagnig¢to zadowalajacych wartosci RSD. Satysfakcjonujace wspotczynniki zmienno-
$ci w metodzie wykorzystujacej kwas nadchlorowy (M-KN) uzyskano w przypadku
preparatu A (0,9 %), natomiast w przypadku preparatu B warto$¢ RSD wynosita 2,2 %.

W charakterystyce precyzji metody, oprocz wspodtczynnika zmienno$ci, waznym
parametrem jest wartos¢ HORRAT. Jesli wartos¢ HORRAT jest nizsza badz réwna 2,
wowczas powtarzalno$¢ metody uwaza sig za satysfakcjonujaca [24]. Obliczone warto-
$ci tego parametru w zastosowanych w pracy metodach przedstawiono w tab. 3.
Z zestawienia wynika, ze metoda HPLC osiagnela satysfakcjonujacy poziom wartosci
HORRAT w oznaczeniach aspartamu w preparacie B (1,2). W przypadku metod spek-
trofotometrycznych w zadnym przypadku nie uzyskano warto§ci HORRAT nizszej od
2, co potwierdza nieprzydatnos¢ tych metod do analizy zawarto$ci aspartamu. W me-
todzie miareczkowej z NBS (M-NBS) takze w zadnym przypadku warto§¢ HORRAT
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nie osiagneta satysfakcjonujacego poziomu, a to potwierdza brak mozliwosci wykorzy-
stania jej do oznaczen zawartosci aspartamu. Najbardziej precyzyjna metoda z zasto-
sowanych w pracy okazata si¢ metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym
(M-KN). Wartosci HORRAT uzyskane w tej metodzie wahaja si¢ w granicach od 0,7
do 1,9.

Tabela 3
Wartosci parametru HORRAT.
Values of the HORRAT parameter.
Metoda / Method
Produkt / Products
HPLC S-NBS S-KCH S-CH M-NBS M-KN
Stodzik A / Sweetener A 32 15,2 2,4 4.0 3,7 0,7
Stodzik B / Sweetener B 1,2 22,8 2,6 13,2 8,4 1,9

Biorac pod uwage wartos¢ HORRAT za najbardziej precyzyjne, sposrod zasto-
sowanych w pracy metod, mozna uzna¢ metody HPLC i M-KN. Charakteryzowaly si¢
one akceptowalnymi warto$ciami wspolczynnika zmiennosci (RSD) i wielko$ci
HORRAT. Najmniej odpowiednie warto$ci tych dwdch parametrow uzyskano w meto-
dach wykorzystujacych N-bromoimid kwasu bursztynowego (S-NBS, M-NBS) oraz
kwas chloranilowy (S-KCH) i p-chloranil (S-CH), co $wiadczy o matlej precyzji i wy-
nikajacej z tego nieprzydatno$ci tych metod do oznaczen.

Doktadnos¢ metod

Odzysk aspartamu uzyskany w badaniach doktadnosci byt zréznicowany, wahat
si¢ w szerokich granicach (64—111 %) 1 zalezal zarébwno od zastosowanej metody, jak
i poziomu wzbogacenia. Wartosci najblizsze rzeczywistej ilosci aspartamu we wszyst-
kich badanych produktach uzyskano metodami HPLC, S-NBS i M-NBS. Na rys. 3.
przedstawiono wielkosci btedow wzglednych poszczegélnych metod uzyskanych
W preparacie A, natomiast na rys. 4. wielkosci bledow wzglednych poszczegolnych
metod uzyskanych w preparacie B.

W metodzie HPLC uzyskane wartosci odzysku w badanych produktach byty bli-
skie 100 % i ksztaltowaty si¢ w granicach od 98 do 99 %. Uzyskane wartosci znajduja
potwierdzenie w literaturze. Liczni autorzy, stosujacy metod¢ HPLC, podawali wiel-
ko$¢ tego parametru w zakresie od 92 do 111 % [2, 4, 5, 7, 8, 14, 20, 23, 25], chociaz
Gibbs 1 wsp. [6] oraz Thompson i wsp. [19] otrzymywali nizszy odzysk - na poziomie
87-88 %. Polscy autorzy uzyskali wartosci w zakresie od 96 do 103 % [3, 15, 16, 17,
18].
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Rys. 3. Sredni odzysk aspartamu w preparacie A, otrzymany zastosowanymi metodami.
Fig. 3. Average recovery of the sweetener A.
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Rys. 4. Sredni odzysk aspartamu w preparacie B otrzymany zastosowanymi metodami.
Fig. 4.  Average recovery of aspartame in the B preparations obtained using the methods applied.
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Wartos$ci uzyskane w metodzie spektrofotometrycznej z NBS — S-NBS wahajg si¢
w szerszym zakresie: od 93 do 111 %. Prasad i wsp. [13], stosujac t¢ metode (S-NBS),
otrzymali odzysk w granicach 98-99 %.

Metoda spektrofotometryczng z kwasem chloranilowym — S-KCH otrzymywano
warto$ci odzysku w zakresie od 64 do 77 %. Prasad i wsp. [13] przy wykorzystaniu tej
metody do oznaczania aspartamu w piwie otrzymali odzysk rowny 99 %.

W metodzie spektrofotometrycznej z p-chloranilem — S-CH wartosci odzysku
ksztaltowaly si¢ w szerokim przedziale od 73 do 100 %. Najnizsze wartosci odzysku
(73-80 %) uzyskano w preparacie A. Warto$ci $redniego odzysku badanych produk-
tow metoda miareczkowa z NBS — M-NBS ksztaltowaty si¢ w granicach od 98 do
101 %. Najbardziej zroznicowane warto$ci odzysku uzyskano metoda miareczkowa
z wykorzystaniem kwasu nadchlorowego — M-KN, co moze $wiadczy¢ o mniejszej
doktadnosci tej metody. Warto$ci odzysku uzyskano na poziomie 78-90 %.

Wyniki przedstawione na rys. 3. i 4. potwierdzaja zréznicowanie wartosci odzy-
sku w zaleznosci od poziomu wzbogacenia, chociaz nie ma prostej zaleznosci migdzy
poziomem wzbogacenia a oznaczong catkowita zawartoscia aspartamu.

Sposrod ocenianych w pracy metod najlepsza dokladno$cia charakteryzowaty sig
metody HPLC, S-NBS i M-NBS, w ktorych uzyskano wielkosci odzysku bliskie 100
%. Nalezy jednak zwro6ci¢ uwageg, ze przy walidacji metody analitycznej trzeba
uwzgledniaé kilka parametrow. Potwierdzeniem tego stwierdzenia moga by¢ wyniki
uzyskane np. w metodach wykorzystujacych NBS (S-NBS i M-NBS). Metody te, mi-
mo Ze nie sa precyzyjne, okazaty si¢ metodami doktadnymi.

Przeprowadzone w pracy badania oraz analiza otrzymanych wynikéw pozwala na
stwierdzenie, ze tylko metoda HPLC moze by¢ stosowana w szerokim zakresie, nato-
miast uzycie pozostaltych metod, ze wzgledu na wplyw réznych czynnikéow, musi by¢
ograniczone.

Whioski

1. Do oznaczania aspartamu w preparatach stodzacych do bezposredniego stosowania
winna by¢ stosowana metoda HPLC ze wzgledu na jej selektywno$¢, wysoka pre-
cyzje (powtarzalno$¢) i doktadnos$¢.

2. Metody, w ktorych wykorzystuje si¢ N-bromoimid kwasu bursztynowego (S-NBS
i M-NBS) naleza do metod doktadnych, lecz malo precyzyjnych i nieselektyw-
nych, co przemawia przeciwko ich stosowaniu w analityce zywnosci.

3. Do najmniej doktadnych i najmniej precyzyjnych metod naleza spektrofotome-
tryczne metody wykorzystujace kwas chloranilowy (S-KCH) oraz p-chloranil
(S-CH), co wyklucza mozliwos¢ ich zastosowania w analizie produktow stodzo-
nych aspartamem.
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4.

Duza powtarzalnoscia 1 mata doktadno$cia charakteryzuje si¢ metoda miareczkowa
z kwasem nadchlorowym (M-KN).

Najlepsza selektywnos$cia charakteryzuja si¢ metody HPLC, spektrofotometryczna
z kwasem chloranilowym (S-KCH) oraz miareczkowa z kwasem nadchlorowym
(M-KN).

Metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym (M-KN) moze by¢ zastosowana do
oznaczen asparatmu w preparatach stodzacych do bezposredniego stosowania
w zastgpstwie referencyjnej metody HPLC.
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VALIDATION OF THE SELECTED METHODS OF DETERMINING ASPARTAME CONTENT
IN SWEETENERS

Summary

The objective of this study was the validation of selected methods of determining aspartame content,
which was performed based on the parameters constituting elements of the analytical validation proce-
dures. From among the basic criteria of validating the analytical method, the following were applied:
selectivity, linearity, precision (repeatability), uncertainty of measurement, and accuracy. In addition to
those elements of assessing the method, a HORRAT value was also utilized since it appears more and
more frequently in the relevant standards. Six methods were taken into consideration: HPLC, three spec-
trophotometric methods, and two titration methods. Aspartame was determined spectrophotometrically
after the reaction with the colouring agents such as N-bromosuccinimide-metol-sulphanilamide, chloranil
acid, and p-chloranil. The level of aspartame in tabletop sweeteners was assessed by titrimetry using ace-
tous perchloric acid, sodium metoxide, and N-bromosuccinimide as titrants. HPLC and titration method
with perchloric acid were found to be the most precise methods. They were characterized by acceptable
values of a relative standard deviation and a HORRAT value.

Key words: aspartame, validation, analytical methods
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