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EWA MAJEWSKA

WALIDACJA MIARECZKOWEJ METODY OZNACZANIA
ASPARTAMU Z ZASTOSOWANIEM METANOLANU SODU

Streszczenie

Przedmiotem badan bylo sprawdzenie mozliwosci zastosowania w analityce miareczkowej metody
oznaczania aspartamu w wybranych produktach spozywczych. Aspartam oznaczano metoda miareczkowa,
stosujac metanolan sodu jako substancjg miareczkujaca wobec wskaznika pirokatecholu fioletu. Metoda ta
zostala wst¢pnie przebadana z zastosowaniem elementéw procedury walidacji, ktéra ma na celu potwier-
dzenie naukowej poprawnosci metody analitycznej. Stwierdzono, ze proponowana metoda moze by¢
stosowana w ograniczonym zakresie zawarto$ci aspartamu. Charakteryzuje si¢ ona dobra selektywnoscia
potwierdzona w badaniach modelowych. Jest prosta i szybka w wykonaniu, jednak najlepsza precyzjg i
dokladnos¢ oznaczenia odnotowano w przypadku analizy stodzikdéw stotowych.

Slowa kluczowe: aspartam, ilociowe oznaczenie, walidacja.

Wstep

Postep w dziedzinie technologii Zywnosci, a takze oczekiwania konsumentéw po-
szukujacych nowych $rodkéw spozywczych sprawily, ze substancje dodatkowe i roz-
nego rodzaju dodatki do Zywnosci odgrywaja coraz wigksza rolg technologiczna i zy-
wieniowa. Jednym z aktualnych trendéw w produkcji srodkdéw spozywczych jest mo-
dyfikacja sktadu recepturowego, prowadzaca do otrzymania m.in. Zywnosci nisko-
energetycznej (w tym niskocukrowej, bezcukrowej, niskottuszczowej). Otrzymywanie
produktow nisko- i bezcukrowych mozliwe jest przez zastosowanie tzw. zamiennikow
cukru, takich jak aspartam. Substancje te charakteryzuja si¢ bardzo wysoka stodkoscia
1 sa stosowane do nadania tego smaku produktom, w ktdrych catkowicie lub czgsciowo
wyeliminowano sacharozg. Jednocze$nie sa one uznawane za dodatki do zywnosci, a
to pociaga za soba koniecznos¢ ich wszechstronnego przebadania przed wprowadze-
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niem do obrotu. Ponadto niezbgdne jest dysponowanie metodami analitycznymi, ktore
pozwalalyby na szybkie i precyzyjne okre$lenie ich zawarto$ci w produktach. Jest to
wazne z punktu widzenia kontroli jakosci, polegajacej na sprawdzaniu zgodnosci za-
warto$ci skladnika z norma i receptura, jak réwniez dla technologéw, przy okreslaniu
takich parametrow procesu technologicznego, ktore nie spowoduja szkodliwego zwy-
kle rozktadu substancji dodatkowe;.

Celem pracy bylo zastosowanie metody miareczkowej z uzyciem metanolanu so-
du do oznaczania zawartosci syntetycznego Srodka stodzacego — aspartamu w wybra-
nych produktach spozywczych. Zakres pracy obejmowal takze poddanie powyzszej
metody procedurze walidacji, z uwzglednieniem takich parametréw jak: liniowos$c,
selektywno$¢, precyzja i dokladnos$é.

Material i metody badan

Materiatem do$wiadczalnym byty wybrane, rynkowe produkty spozywcze, w kt6-
rych zamiennikiem sacharozy byt aspartam. Badaniom poddano: stodzik w tabletkach,
kisiel typu light oraz czekoladg typu light.

Zawarto$¢ aspartamu w badanych produktach oznaczano metoda miareczkowa
z uzyciem metanolanu sodu [3], ktéra polega na reakcji kwasowo-zasadowej, jaka
zachodzi pomigdzy grupa karboksylowa aspartamu a metanolanem sodu w obecnosci
pirokatecholu fioletu, co przedstawiono ponizej:

P .
+H3N CHCNHCHC—OCH, + CH;ONa——> HoNCHCNHCH C—OCH3 + CH3 OH
| l pirokatechol
CH2 CH, fiolet CH, CH,
IC—O O ﬁ)—o
“o' O Na'

Reakcja ta zachodzi w warunkach bezwodnych, co zapewnia trwalo$¢ wiazania
peptydowego aspartamu, a zastosowanie metanolanu sodu zabezpiecza przed mozli-
woscia jego transestryfikacji.

Przygotowanie probek do analiz

Do kolb stozkowych odwazano nastgpujace iloéci badanych produktow: kisiel —
40 g, czekolada — 50 g. Nastepnie w celu ekstrakcji aspartamu dodawano po 20 ml
alkoholu metylowego i wytrzasano przez 15 min w temp. 20+ 2°C. Alkohol metylowy
odparowywano w wyparce prozniowej, a pozostalo§¢ po odparowaniu rozpuszczano w
mieszaninie benzenu z metanolem (3:1) i uzupelniano do 100 mil.
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W przypadku stodziku w tabletkach nawazke¢ (300 mg) rozpuszczano w miesza-
ninie benzenu z metanolem (3:1) i uzupetiano do 50 ml.

Oznaczanie zawartosci aspartamu metodq miareczkowq

Odczynniki

1. mieszanina benzen : metanol w stosunku obj¢tosciowym 3:1;

2. pirokatechol fiolet firmy SIGMA (nr kat. P-7884) — 0,1% (m/v); 100 mg piroka-
techolu fioletu rozpuszczano w 100 ml mieszaniny benzenu z metanolem;

3. metanolan sodu — 0,05 M; 2,5 g metalicznego sodu rozpuszczano w 200 ml meta-
nolu i uzupetiano benzenem do objetosci 2000 ml.

Wykonanie oznaczenia

Do suchych kolb stozkowych przenoszono takie objetosci roztworéw badanych
produktow, aby zawarto§¢ aspartamu wynosita od 1 do 40 mg. Nastgpnie dodawano po
20 ml mieszaniny benzenu z metanolem (3:1) i po 0,2 ml roztworu pirokatecholu fiole-
tu. Otrzymana mieszaning miareczkowano metanolanem sodu az do zmiany barwy z
z6ltej na niebieska.

Obliczanie wynikow

Zawartos¢ aspartamu w badanych produktach obliczano na podstawie rownania
krzywej wzorcowej (rys. 1), sporzadzonej jako zalezno$é objetosci metanolanu sodu
zuzytego na zmiareczkowanie od stgzenia aspartamu. Wyniki wyrazano w mg/100 mg
lub w mg/100 g badanego produktu. '

W ramach walidacji metody sprawdzano takie parametry, jak: liniowos¢, selek-
tywnos¢, precyzja, doktadno$¢ i powtarzalnos¢ oznaczen aspartamu w badanych préb-
kach.

Liniowo$¢ metody sprawdzano poprzez analizg zalezno$ci objgtosci metanolanu
sodu zuzytego na zmiareczkowanie prob od stgzenia aspartamu (1 - 40 mg/ml). Nato-
miast selektywno$¢ sprawdzano oznaczajac zawarto$¢ aspartamu w roztworach mode-
lowych, sporzadzanych przez dodanie do standardowego roztworu aspartamu (200
mg/50 ml) takich iloéci réoznych substancji, aby ich st¢zenie bylo zblizone do przecigt-
nej zawartosci w badanych produktach. Analizowano roztwory z dodatkiem nastgpuja-

cych substancji: kwas cytrynowy, kwas askorbinowy, maltodekstryna, sacharoza, lak-
toza, glukoza oraz skrobia.



WALIDACJA MIARECZKOWEJ METODY OZNACZANIA ASPARTAMU... 115

2,5

2 P

5 e

5
A

*

0 T 1 T T

0 10 20 30 40 50

Tlo$¢ metalnolanu sodu [ml} /
Sodium methylate quantity [ml]

Zawarto§¢ aspartamu {mg]/ Aspartame content [mg]

Rys. 1. Krzywa wzorcowa do oznaczania aspartamu (y = 0,052 x + 0,1416).
Fig. 1.  Calibration curve applied to determine the aspartame content (y = 0,052 x + 0,1416).

Otrzymane wartosci aspartamu poréwnano z rzeczywista jego zawartoscia, rowna
200 mg (przyjeta jako 100%). ’

Precyzj¢ metody szacowano na podstawie wspdtczynnika zmiennosci (RSD) wy-
razonego w procentach. Oprécz RSD za wazny parametr w charakterystyce precyzji
metody uznawana jest wartoS$¢ HORRAT, ktéra jest stosunkiem obliczonego RSD
badanych probek, do RSD obliczonego ze wzoru Horwitza [5]:

RSD =2(%%%9.0,67
gdzie: RSD — wzgledne odchylenie standardowe,
C — stezenie analitu.

Oceny doktadnosci, tzn. zgodnosci sredniej wartosci stezenia danego skladnika z
wartoscia nalezna, dokonywano na podstawie pomiaru badanego produktu z domiesz-
ka wzorca i okre§leniu odzysku. Badania prowadzono stosujac jeden poziom fortyfika-
cji. W przypadku kisielu i czekolady dodawano taka ilo$¢ aspartamu, aby uzyskaé
wzbogacenie o 50% ilosci aspartamu oznaczonego wczesniej w produktach, natomiast
w przypadku slodziku w tabletkach stosowano wzbogacenie 0 20%. Odzysk metody
okreslano w stosunku do teoretycznie obliczonej zawartosci srodka stodzacego, sta-

nowiacej sume oznaczonego stgzenia i poziomu wzbogacenia, przyjmujac t¢ wartodé
za 100%.
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Oméwienie wynikow

Otrzymana w badaniach wstgpnych krzywa wzorcowa charakteryzowata sig
wspotczynnikiem korelacji rownym 0,992 i miata przebieg prostoliniowy (rys. 1).

Wynik oznaczenia analitycznego ma sens wowczas, gdy sygnat analityczny po-
chodzacy od oznaczanej substancji nie jest zaktdcony przez inne sktadniki wystgpujace
w badanych probkach. Na rys. 2. przedstawiono wielko$¢ zaobserwowanego bledu
obliczonego z rOwnania:

Btad oznaczenia = - [(Magp — Mozn)/(Masp)] 100 [%]
gdzie: M, — zawarto$¢ aspartamu w roztworze standardowym,
M, — 1lo$¢ 0znaczonego aspartamu w badanym roztworze modelowym.

determinated value [%o]

Blad wzgledny oznaczenia/Relative error of the

T T T T i 1
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Rys. 2. Wplyw roznych dodatkdéw na selektywnosé metody oznaczania aspartamu.
Objasnienia: KC — kwas cytrynowy, KA — kwas askorbinowy, Malt - maltodekstryna,
Sach — sacharoza, Lak — laktoza, Glu — glukoza, Skr — skrobia.

Fig. 2. The effect of different additives present in the products on the selectivity of the determination
method applied, where: KC - citric acid; KA — ascorbic acid; Malt — maltodextrin, Sach — sac-
charose; Lak - lactose; Glu — glucose; Skr —starch.

Wplyw maltodekstryny, kwasu cytrynowego i kwasu askorbinowego na otrzyma-
ny wynik oznaczenia aspartamu byt najwigkszy. Maltodekstryna wplyneta zanizajaco
na odczyt o okolo 20%, natomiast dodatek kwasu cytrynowego spowodowat zawyze-
nie wynikéw o ponad 20%. Dodatek 5 mg kwasu askorbinowego w roztworze mode-
lowym wptynat na zawyzenie otrzymywanych wynikow o okoto 10%, a w przypadku
dodania 10 mg kwasu askorbinowego wynik by}l zawyzony o okoto 20%. Zastosowa-
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nie dwéch stezen kwasu askorbinowego umozliwilo sformutowanie wniosku, ze wigk-
sza ilo$¢ kwasu obecna w badanych produktach zwigksza btad oznaczenia. Pozostate
substancje nie wplywaly w sposob znaczacy na wyniki badan zawartosci aspartamu,
gdyZ odchylenie od rzeczywistej zawartosci, przyjmowanej jako 100%, wynosito *
3,5%. W zwiazku z tym mozna stwierdzi¢, ze metoda ta jest selektywna w stosunku do
analitu jakim jest aspartam.

Powtarzalnoé¢ oznaczen aspartamu w badanych prdbkach przedstawiono
w tab. 1. Zawarto§¢ aspartamu oznaczona w stodzikach Sweetex i Aspol ksztaltowata
si¢ na identycznym poziomie 16,5 mg/100 mg, za§ w slodziku Sweet Top wynosita
33,9 mg/100 mg preparatu stodzacego. Wedlug danych producenta aspartamu {2] za-
warto$¢ substancji stodzacej w jednej tabletce wazacej 60-90 mg wynosi ok. 18-20 mg,
czyli $rednio 20-24 mg/100 mg produktu. Natomiast producent stodziku Aspol podaje,
. ze w jednej tabletce o masie 55 mg jest ok. 20 mg aspartamu, co w przeliczeniu na
100 mg produktu daje warto$¢ 36,4 mg. W zrodtach literaturowych autorzy podaja [1],
7ze zawarto$¢ aspartamu na poziomie 20-25 mg w tabletce odpowiada stodkos$ci
sacharozy, co daje 33-42 mg substancji stodzacej w 100 mg stodziku stotowego.
Otrzymana warto$¢ aspartamu w stodziku Sweet Top zawiera si¢ w tym przedziale. W
przypadku stodziku Sweetex wartosci nieznacznie r6znia si¢ od tej podanej przez pro-
ducenta. Najwigksza rozbiezno$¢ wykazuje slodzik Aspol, gdyz oznaczona wartos¢
jest nizsza o okoto 45% od deklarowanej. Warto§¢ $redniego odzysku w badanych
stodzikach wahata sie od 74 do 96%. W kisielu zawarto$¢ srodka stodzacego —
aspartamu ksztaltowata si¢ na poziomie 1885 mg/100g produktu, natomiast w
czekoladzie 258 mg/100g produktu. Sredni odzysk uzyskany podczas analizy tych
dwéch produktéw wynosit odpowiednio: 74% 1 139%. Odchylenia standardowe,
Swiadczace o precyzji metody, ksztaltowaly si¢ na poziomie: w slodzikach —
odpowiednio 2,25; 2,54 11,36 mg/100 mg w kisielu — 18,9 mg/100 g, natomiast w
czekoladzie — 43,5 mg/100 g. Rozrzut wynikéw wahat si¢ w granicach od 3,2% (w
przypadku stodzika Aspol) do 114,9% (w przypadku czekolady).

W celu okreSlenia precyzji oznaczeh poshuzono sig takze wspdlczynnikami
zmiennoS$ci (RSD, [%]), zwanymi rowniez wzglednymi odchyleniami standardowymi.
Zwyczajowo, szczegdlnie w badaniach migdzylaboratoryjnych, za satysfakcjonujaca
przyjmuje si¢ wartos¢ RSD na poziomie 10% [4]. W badanych produktach najnizsza
warto$¢ tego parametru uzyskano w przypadku kisielu, zarowno bez wzbogacenia
(1,0%), jak 1 z 50% dodatkiem aspartamu (1,9%). Wartosci wspdiczynnika zmiennoSci
nizsze od 10% otrzymano takze w przypadku czekolady z 50% wzbogaceniem (3,8%),
stodzika Sweet Top w obu wariantach (6,6% 1 9,2%), a takze stodzika Aspol bez
wzbogacenia (8,2%). W pozostatych produktach wartosci tego parametru uzyskano na
poziomie przekraczajacym 10%. Oprécz wspélczynnika zmiennosci, za wazny para-
metr W charakterystyce precyzji metody uznaje si¢ warto$é HORRAT [5]. Nie jest ona
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wymagana jako formalny element charakterystyki precyzji walidowanej metody ani w
Unii Europejskiej, ani przez Codex Alimentarius Commission, jednak coraz czgsciej

uwzgledniana jest w normach europejskich przy ocenie metody analitycznej.

Odzysk i precyzja metody miareczkowej (n = 10).

Average recovery and accuracy of a titration method applied (n = 10).

Tabela l

Charakterystyka badanych produktéw
Characteristic of investigated food products

Dodatek aspartamu [%]
Aspartame addition [%]

0 20 50
Stodzik Sweet Top / Sweet Top Sweetener
Zawarto$¢ aspartamu oznaczona /obliczona [mg/100mg}
Aspartame content determined/calculated; 33,9/ - 48,7/50,8 -
Sredni odzysk / Average recovery [%)] - 96 -
SD [mg/100 mg] 2,25 4,50 -
RSD [%)] 6,6 9,2 -
Stodzik Sweetex / Sweetex Sweetener
Zawarto$¢ aspartamu oznaczona /obliczona [mg/100mg]
Aspartame content determined /calculated 16,5/ - 19,4/24,8 -
Sredni odzysk /Average recovery [%] - 78 -
SD [mg/100 mg] 2,54 3,20 -
RSD [%] 15,4 14,6 -
Stodzik Aspol/ Aspol Sweetener
Zawartosc¢ aspartamu oznaczona /obliczona [mg/100mg])
Aspartame content determined /calculated 16,5/ - 18,4/24,8 -
Sredni odzysk /Average recovery [%] - 74 -
SD [mg/100 mg] 1,36 2,25 -
RSD [%)] 82 11,1 -
Kisiel / Starch gelly
Zawarto$§¢ aspartamu oznaczona /obliczona [mg/100mg]
Aspartame content determined / calculated 1885/ - - 2098/2827
Sredni odzysk /Average recovery [%) - - 74
SD [mg/100 mg} 18,9 - 49,9
RSD [%)] 1,0 - 1.9
Czekolada / Chocolate
Zawarto$¢ aspartamu oznaczona / obliczona [mg/100mg]
Aspartame content determined / calculated 258/ - - 534/386
Sredni odzysk / average recovery [%] - - 139
SD [mg/100 mg] 43,5 - 20,4
RSD [%)] 16,9 - 3,8

SD - odchylenie standardowe / standard deviation;

RSD — wzgledne odchylenie standardowe (wspélezynnik zmiennosci) / relative standard deviation.
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Tabela 2
Parametry statystyczne dotyczace metody miareczkowe;j.
Statistical parameters of the titration method.
Produkty / Products
Parametry statystyczne Stodzik Stodzik Stodzik N
o Sweet Top Sweetex Aspol Kisiel Czekolada
Statistical parameters
Sweet Top Sweetex Aspol Swe- | Starch gelly Chocolate
Sweetener Sweetener etener
Liczba powtérzen 10
Number of repetitions 10 10 10 10
Srednia arytmetyczna 253
Average value 33,9 16,5 16,5 1885
Wariancja
Variance 5,1 6,5 1,8 574 1891
Odchylenie standardowe 435
Standard deviation 2,25 2,54 1,36 18,9 ’
Mediana 265
Median 33,6 15,9 15,9 1883
Warto$¢ minimalna 189
Minimum value 32,0 12,6 15,9 1834
Warto$¢ maksymalna 304
Maximum value 38,4 19,1 19,1 1931
Rozrzut wynikéw 15
Scatter of results 6,4 6,5 3,2 96
Biad standardowy 165
Standard error 0,7 0,8 0,4 7,6 ’
Przedziat ufnosci £311
Confidence interval +1,6 +1,8 +1,0 +17,0 v
of the average value

Nowe metody, wczesniej niestosowane, uznaje sie za zwalidowane, jesli obliczo-
ne wartosci HORRAT sg pordwnywalne z wartoéciag metody normatywnej. Jesli jed-
nak brak jest metody, z ktorag mozna charakteryzowana metode poréwnaé, wowczas
teoretyczne wartosci powtarzalnoéci sa obliczane na podstawie réwnania Horwitza.
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Wartos¢ HORRAT jest to stosunek obliczonego RSD badanych probek do RSD obli-
czonego ze wzoru Horwitza. Jesli wartos¢ tego parametru jest nizsza badz rowna 2,
wowczas powtarzalnos¢ metody uwaza si¢ za satysfakcjonujaca [5]. Obliczone warto-
sci parametru HORRAT (tab. 2) w odniesieniu do badanych produktéw zdecydowanie
przekroczyty liczbg 2, tylko w przypadku kisielu warto$¢ tego parametru nieznacznie
przekroczyta warto$é 2.

Niepewno$¢ pomiaru jest pojedynczym parametrem (zazwyczaj jest to odchylenie
standardowe Sredniej probki, czyli blad standardowy lub przedziat ufnosci), ktory na
podstawie wyniku pomiaru okresla zakres mozliwych warto$ci. W badanych produk-
tach spozywczych wartosci bledu standardowego ksztaltowaty si¢ na poziomie od 0,4
(stodzik Aspol) do 16,5 (czekolada), natomiast przedziaty ufnosci (a=0,05) w tych
wyrobach wahaty si¢ w granicach od = 1,0 do + 31,1 odpowiednio w tych samych
produktach.

Whioski

1. Zalezno$¢ migdzy stezeniem aspartamu a ilo§cig metanolanu sodu zuzytego na
jego zmiareczkowanie w badanych probkach ma charakter liniowy.

2. Metoda miareczkowego oznaczania aspartamu z uzyciem metanolanu sodu charak-
teryzuje si¢ dobra selektywnoscia w stosunku do innych substancji.

3. Najwigksza precyzje i doktadnos¢ oznaczenia odnotowano w przypadku stodzi-
kow stolowych.

4. Metoda jest szybka, prosta w wykonaniu i nie wymaga kosztownego sprzgtu, jed-
nak cechuje si¢ ograniczonym zastosowaniem, gdyz jej doktadno$¢ zalezy od po-
ziomu zawarto$ci asparatmu.
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VALIDATION OF THE TITRATION METHOD APPLIED TO DETERMINE THE
ASPARTAME CONTENT USING SODIUM METHYLATE

Summary

The objective of this study was to prove whether or not it is possible to apply a titration method in de-
termining the aspartame content in food products. The aspartame content was determined using a sodium
methylate as the titrator and a pyrocatechol violet as the indicator. Firstly, this method was tested using
elements of the validation procedure, which had to confirm the scientific correctness of the analytical
method. It is stated that the method investigated can be used, but only within a limited range of the aspar-
tame content. It shows a good selectivity feature confirmed by some scientific model analyses. Generally,
it is a simple and quick method, however, it proved to be the most precise and accurate when applied to
analyze some table sweeteners.

Key words: aspartame, quantitative determination, validation.



