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ASPARTAMIN, BOZUNMA URUNLERININ VE BAZI GIDA
KATKILARININ YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFI
YONTEMI ILE TAYINI

DETERMINATION OF ASPARTAME, ITS DECOMPOSITION PRODUCTS
AND SOME FOOD ADDITIVES USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHIC METHOD

Giileren OZKAN
Ankara Universitesi Fen Fakilllesi, Kimya Bblimi, ANKARA

OzET: Aspariam, o-L -aspartik asit- L-fenilatanin -1-metil esterdir ve gidalarda tatlandiricy olarak genig bir kullanim alani bulmusgtur. Bu bi-
lesifiin gidalarda kuilarims, gidanin kalorisini 6nemli él¢iide azaltmaktadir. Aspartamin sivi sistamlerde pH bagimh kararhiif), dondurma uy-
gulanmayan uzun raf 6mri siiresinde aspartamun kaybl ve clugan bozunma drinlesinin izlenmesi igin uygun analitik metotlann geligtiriimesini
gerektirir. Ancak aspartam ve difjer polar gida katklarinin benzeriigi, geligtirilen herhangi bir analitik metedun ayirma gdeiind olumsuz etkile-
mekiedir. Bu makalede aspartam, bozunma drinlesi ve bazi gida katkiarinin yiksek performans sivi kromatografi lle tayinlerine iligkin bilgiter
derlenmigtir.

ABSTRACT: Aspartame, o-L-aspartyl-L-phenylalanine methyl ester, is a sweetining with broadening food applications. lls use in many fo-
od systems can provide significant reduction in calories. The known pH-dependent stability of aspartame in liquid systems provides a need to
devslop versatile analytical methods that can monitor beth aspartame loss and decomposition products formation during sterage of nonrefri-
gerated extended shelf-life products. As well, similarities between aspartame and other polar food components place additional constraints on
the resolving power of any developed analytical methedology. In this article, high performance liquid chromatographic method for the determi-
nation of aspartame, its decomposition products and some food additives are reviewad.

GIRiS

Aspartam, N, L- a-aspartil -L-fenilalanin -1- metilester, L-aspartik asit ve L-fenilalanin amino asitlerin-
den clugsan aspattil dipeptidinin metil esteridir ve disik kaloriti bir tatlandincidir. Sukroz tadinda ancak suk-
rozdan 180-200 kat daha fazla tatlandirma &ézelligi olan kristalin katidir. Tatlandirma seviyesi hemen hemen
%10uk sakkaroz-su ¢ézeltisinin tadina esittir ve sakkaroz yerine kullarilmast gidanin kalorisini son derece
azaltmaktadir. Nutrasweet ticari adiyla bilinen bu bilesik, gida ve ilag yénetmeligine uygun sekilde tatlandine
olarak megrubatiarda ve gidalarda kullanilmaktadir. Bu bilesigin 1981 yilinda kuru gida formilasyonlarinda,
1983'de ise karbonath igegekierde kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir. 1981'de FDA tarafindan asparta-
min kuru bakliyatiarda, balonlu sakizlarda, igeceklerds, taze kahve, gay, jelatinler, pudingler ve ginliik Grin-
lerde kullanimi veya bu gidalarin aspartam tabletleriyle tatlandinimalan uygun bulunmustur. Gesitli analiz me-
totlariyla tayini, alternatif bir tatlandinici olan aspartammn popularitesini artirmigtir. Glnlimizde digik kalorili
gidalann énemi giderek artti@indan yaygn kullanimi sz konusudur.

Aspartam gesitli ydntemlerle tayin edilebilmektedir. Bunlar, spektrofotometrik, amperomeitrik, potansiyo-
metrik, spektroflorimetrik ve kromatografik yéntemlerdir. Aspartam, gida katkisi olarak kullanimi gok yeni olan
bir bilegiktir. Bu nedente bozunma Griinleri, bu Grinierin hangi kogullarda olustudu ve miktarlan-Ozerinde ¢alig-
malar sinirflidir. Diet igecekler, diet pudingler belli kosullara uyularak muhafaza edilmediginde aspartamin bo-
zunmas! daha etkin olabilecektir. Aspartamin (izerinde énemle durulan bozunma GriinG diketopiperazindir ve
bu bilesik igin glinliik kabul edilebilen miktar 7,5 mg/kg vicut agirthgidir. Aspartam yanisira bu bilesigin kanti-
tatif tayini de énem arzetmektedir.

Bu derlemede aspartamin, bozunma trlnlerinin ve gida katkilarinin yliksek performans sivi kromatog-
rafi ile tayini incelenmektedir.
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ASPARTAM HAKKINDA GENEL BiLGI _
Aspartam, kokusuz, beyaz, kristalin toz halinde bulunan ve suni tatlandirici olarak kullanilan bir bilegik-

tir. Yapisi $ekil 1'de verilmigtir.
Aspartam, bulundudu gidanin muhafaza kogullarindan etki-

. il ﬁ) lenir ve bozunur. Bilesigin ester badi, nem, sicaklik ve pH'a bagim-
"NHg - ‘{H ~C-NH- <|3H - G- OCH, Ih olarak hidrolizlenir (LEWIS ve ark. 1984). Hidroliz tepkimesi sonu-
CH, CH, cu, yapidan metil alkol aynlir ve diketopiperazin ya da aspartilfeni-

é,o lCaHs lalanin olugur. Diketopipgrazin bozunarak aspartilfenilalanin verir.

6— Aspartilfenitalanin takiben kendini clugturan amino asitlere, aspar-

tik asit ve fenilalanine, dénilgtir. Aspartamin bozunma gemasi Sekil
2'de verilmistir. Hidroliz sonucu olugan ddrt irin de tath degildir.
Bozunma Urlnleri tath olmadiklan igin gidanin tat dilzeyi bekienme slresinden etkilenir. Bu nedenle gerek gi-
danin maliyetini diislrmek gerekse bozunmalarin tat diizeyini etkilememesi igin aspartam bir diger tatlandinci
ile genellikle sakkarin ile birlikte kullanilir. Bu dért bozunma Griinl yanisira B-aspartam, L-fenilalanil-L-aspartik
asit ve silksinimit de gegitli galigmalarda aspartamin bozunma agamalarinda dikkat ¢ekmektedir, (GAINES ve
BADA, 1987).

Aspartamin bozunmasi, diger dipeptidierinkine benzer, bozunma diger aminoasitlerin ve dipeptidlerin
varh@indan etkilenir. Aspartam, gidadaki flavor aldehitlerle de etkilegir (CHA ve HO, 1988; HUSSEIN ve ark.
1997). Katldig gidanin nemi ve pH'1 aspartamin kararhlifinda etkin olup pH 4-56 civarninda kararl: oldugu
(PRUDEL ve DAVIDKOVA, 1981; HOMLER, 1984, PRUDEL ve ark. 1986, BELL ve LABUZA, 1991a; TSOU-
BELI ve LABUZA, 1991); bu araligin diginda karariligin azaldigi bilinmektedir. Gidanin bekleme siiresi ve si-
cakhk (HOMLER, 1984; PRUDEL ve ark. 1986; BELL ve LABUZA 1991 a; TSOUBELI| ve LABUZA, 1981) bo-
zunmayi etkilemektedir. Aynca su aktivitesi aspartamin kararlihiinda énemli rol oynamaktadir (BELL ve LA-
BUZA, 1991 a). Sulu ¢ézeltide 11k etkisiyle bozunmast, gida katkitarina ve pH'a baghdir (KIM ve ark. 1997)

Aspartamin kuru gidaiarda kararhh@i iyidir ve bu tip gidalarda kullanidifinda kararihiin saf asparta-
min kararlilig ile ayni davranig) gbsterir. Aspartamin bozunmasi sicakliktan ¢ok etkilenir. 106°C'da kurutma
isleminde diketopiperazine dénlisme %4,5' gegmez, ancak sicakh@n 120°C olmas! durumunda birden artar
ve %70'lere ulagir. Sicakligin 150°C'a gikmas! halinde 1 giin sonunda bilesigin tamamen diketopiperazine dé-
nligtigl bilinmektedir. Aspartamin gegitli pH'larda kararlihdi tizerinde sicakhk etkisi, ¢aligmacilar tarafindan
incelenmig olup sicakligin artmasi durumunda bozunmanin pH 5-6'lara kaydigi gdzlenmigtir. Bu nedenle as-
partamim bulundugu gidalarda yitksek sicakliklarda bir pastérizasyon iglemi yapiimasi durumunda siire, son
derece kisa tutulmall ve hemen sogutma uygulanmaldir. Bu gekilde pastdrizasyonda gidanin raf dmrll 6-8
aya kadar ¢ikabilmektedir,

Aspartam, gidalarda sikhkia %0.01-0.6 olacak gekilde kullaniiir; miktar Griinin formillasyonuna, pH'a,
sicaklifa ve istenen Griin karakteristiklerine baghdir. Tatlandirici olarak kullanmanin diginda aspartamin gi-
dalann ve mesrubatiann gegnisini arttirdigi bilinmektedir. Aspartamin gidaya katifan miktan gok az oldugun-
dan gida igin istenen bilegim i{izerinde hig bir clumsuz etkisi olmaz. Aspartamm seker yerine kullamilmasi du-
rumunda kiitle azalir ve bu da Griniin paketleme ve tagima maliyetlerini son derece azalimaktadir. Digik ka-
lorili gidalarda aspartam, sakkaroz, dekstroz, fruktoz ve sakkarin ile birlikte kullaniminda sinerjistik etki yap-
maktadir. Aspartam tatlandirma tabletlerinde seyreltici olarak maltodekstrin, dekstroz ve laktozdan yararlaniiir
ve geneide 1 tablet 1 ¢ay kagid sakkaroz tadindadir. Toz meyve konsantrelerinde maltodekstrin tagiyicist ile
birlikte, bilegimin %6's! olacak gekilde kullanilir. Aspartam, jelatinli tathlar, gikolatali pudinglerde maltodekstrin,
polidekstroz veya kristalin fritktoz ile kullanilir, Jelatinlerde yaklagik %4, gikolatah pudinglerde yaklagik %15,
karbonath megrubatlarda %0.03-0.08 olacak gekilde kullanilir. Tahildan hazirlanan bitiin diet gidalarda, sa-
kizlarda, siitte, dondurmada, yogurtta, sekerlemelerde, regellerde, kremalarda, jGlelerde kullamimi giderek
yayginlagmaktadir. Yogurt tipi Griinlerde pastérizasyondan sonra gidaya eklenmektedir.

Sekil 1. Aspartamm Kimyasal Yapist
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§ekil 2. Aspartamin tath olmayan bilesikierine déniisiim gemas:

Aspartam igin miisaade edilebilir giinlitk alm degeri 0-40 mg/kg vicut agilidi ve diketopiperazin igin 0-
7.5 mgfkg viicut agirhdidir. Aspartam igin verilen rakamin 100 kat arttintabilecedi yani 4 g giinlik alimin bir
olumsizluk yaratmiyacad hayvanlar izerinde yapilan calismalarla dogrulanmigtiy, Bu rakamun diketopipera-
zin igin de 750 mg'a gikabilecedi belitiimektedir. Hamilelerde, st gocuklarinda ve ketonlrili hastalarda kulla-
niimamasi tavsive edilmektedir. '

ASPARTAM ve BOZUNMA URUNLERININ HPLC YONTEMI ILE TAYINLERI

Aspartam ve bozunma Griinlerinin tayinleri giderek dnem kazanmaktadir. Amino asit analizéri-ninhidrin
kullanilarak tayin, amino asitler ve dipeptitler igin uygundur, ancak diketopiperazin ninhidrinle renkli bilegik ver-
mez ve bu tayine uygun dedildir. ince tabaka kromatografisi yan kantitatif bir metotdur. Gaz kromatografi ile
bu bilegiklerin ayinmilari yaptlabilir ancak numune hazirlama zaman aficidir. Son yapilan galigmalarda yiiksek
performans sivi kromatografi, gerek kullanim kolayhi, uygutanabilifigi ve sonuglannin yeterliligi aynca rutin
uygulamaya gegilebilmesi sebebiyle aspartamin gerek bozunma Urinlerinden ve gerekse diger gida katkila-
rindan ayinminda dikkat ¢ekmektedir.

DANIELS ve ark. (1984), toz meyve konsantresi ve tatlandirici tabletlerde aspartam tayinininde Zorbax
ODS C18 kolonda galigmiglardir. Su-metanol -%0.3 NH, (500+400+3) ¢ozeltisinin pH'int %18-20'ik H,SO, ile
4,5'e ayarlayarak elue edici olarak kullanmiglar, bu elue edicinin su-metanol-%1,5NH, (375+225+8, pH 3,5)
hafinde kullaniminin bazi toz meyve konsantreleri igin daha uygun oldugunu belirtmiglerdir. Geri kazanma ve-
rimlerinin belitlenmesinde %2.2-%33.3 olacak gekilde aspartam katkih numuneler hazirlayan aragtirmactar
geri kazanma igin %94-%111 degerterini bulmuslardir. Aspartamin tablet ve meyve tozlarinda varlig, ince ta-
baka kromatografi yontemi ile dogdrulanmig; ¢aligmada n-butanol:asetik asit:su (4:1:1) sistemi yiritlcd ve nin-
hidrin renklendirme reaktifi olarak kullantimigtir.

PRUDEL VE DAVIDKOVA (1985), Separon S| C-18 kolon kullandiklart HPLC galigmasinda aspartam,
aspartam hidrokloriir ve bozunma driinleri olan aspartik asit, fenilalanin, fenilalanin metil ester, aspartil-
fenitalanin, fenilalanit-aspartik asit, 5-benzit-3,6-diokso-2-piperazinasetik asitin ayinmlarini incelemiglerdir. Mo-
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bil faz olarak 0.5 M NaH,PO,(pH 2,1) ve metanol (85:15 v/v) kulianilan ¢aligmada dedeksiyon 200 nm'de ger-
cekdestiriimistir. Galismada megrubatlar (74£2)°C ve (20£2}°C'de muhafaza edilmis ve zaman ve sicakli§in bo-
zunmadaki etkisi takip edilmistir. DKP ve aspartamin Britton Robinson pH 4 tamponunda hazirlanan gézeltile-
rini kullanan galismacilar, hiz gradienti uygulayarak veya metanol derigimini arttirarak ¢aligma siiresini kisalt-
may! amaglamiglardir. Metanol derigiminin artmasi durumunda fenilalanin metil esterin DKP ile birlikte elue ol-
dugu, ancak numunede bozunma sonucu fenilalanin metil esterin olugmamasi sebebiyle bir sorun olmadig
vurgulanmaktadir, lyonik giddetin yiksek olmasinin piklerde keskinligi sadiadigt, DKP derigimlerinin az olma-
si sebebiyle daha derisik numune gereklidi, bu bilegik igin geri kazanmanin %92.8-116.5 ve metodun varyas-
yon katsayisinin %0.8-5.5 oldugu galismacilar tarafindan belirtimektedir. Galigmada, 10 farki: megrubatta di-
ketopiperazin tayini gergekiestiriimis ve gerek zamanin ve gerekse sicakligin bu bilegidin miktarini arttirdign
belirlenmigtir. Yontemin duyarlidinin gaz kromatografiden biraz daha diigik oldugu, ancak numune hazirlama-
da zaman kaybi olmadi§i ayrica raf smriinde olugan diketopiperazin toksik agidan 8nemli oimadigs igin duyar-
hgin yeterli kabul edilebitecedi belirtilmektedir.

Aspartamin bozunma Uriinlerinin kromatografik ayinmlan Gzerinde bir difer ¢alisma Tsang, CLARKE ve
PARRISH (1985) tarafindan yapiimig, 6zellikle sakkarinin olmadigi diet igecekler kullanilarak tayinde sakkarinin
genig pikinin bozucu etkisinin olmamasina dikkat edilmigtir. Karbonath icecek gazi giderilerek ve 0.45 um filtre-
den slizlilerek enjekte edilmigtir. | Bondopak C18 ters faz kolonun kullanildi§i ¢cahgmada akig izi 0.8 mL/dak,
dedeksiyon dalga boyu 214 nm'dir. Elue edicl olarak asetonitrit ve 0.0125 M KH,PO,(pH 3,5} 10:90 oraninda ha-
zitanarak kullaniimigtir. Diketopiperazin, aspartam 150°C'da 1 gece sitilarak; aspartii fenilalanin aspartamin
baz katalizli hidrolizi ile hazilanmigtir. Aspartil fenilataninin hazirtanmasi igin aspartam suda g¢éziimils, pH sey-
reltik NaOH ile 8'e ayarlanmgtir. 1 giin bekieme sirasinda diketopiperazin ve aspartil fenilataninin 37:63 orann-
da meydana geldigi ve aspartil fenilalanin miktarinin aspartam ve diketopiperazin arasindaki farktan yararlanila-
rak hesaplandidi belittilmektedir. Sonuglann yorumlanmasinda aspartamin %2 diketopiperazin igerdigi ve sulu
gozeltisinde yavagca diketopiperazin verdigi dikkate alinmig ve aspartam gdzeltisi analiz aninda hazirlanarak bu
bilesigin olusumu en az diizeyde tutulmugtur. Aspartam tayininde geri kazanmanin %99.5, varyasyon katsayisi-
nin <%0.3, 214 nm dalga boyunda galismanin 254 nm'den daha iyi oldugu; fenilalanin metil esterinin bazik or-
tamda bekletiime durumunda fenilalanin verecek sekilde %70 hidroliz oldugu calismacilarca belirtiimektedir. Ca-
histiklari karbonatl mesrubatlarda 6 ay iginde ~ %60k aspartam kaybt oldugu, 36 ay sonunda etikette belirtilen
aspartamin %10'undan azinin bulunabildigi arastincilarca ifade edilmektedir.

VERZELLA ve ark. (1985), RP-8 (Hibar RP8)} kolunu kullandiklan ¢aligmada L-fenilalanin, L-fenilalanin
metil ester, L-o[{N-formil)-aspartil]-L-fenilalanin, L-a-asparil-L-fenilalanin, L-a[(N-formil) aspartil]-L-fenilalanin
metil ester, 5-benzil-3,6-diokso-2-piperazinasetik asit, L-B-aspartil-L-fenilalanin metil ester, L-B-aspartil-L-
fenilalanin, L-B[{N-formil}aspartil]-L-fenilalanin metil esterin ayinmini gergéklegtirmig.lerdir. Calismada 1-
hekzan silfonik asit sodyum tuzu fyon ¢ifti olugturucu olarak kullaniimigtir. Standardlar igin 6.01-0.03 mg/mL
derigimlerinin lineer galigma araliklan oldugu belirtimektedir. Gahigmacilar iyon gifti olugumunu esas alan RP
HPLC yontemleriyle pK, degerleri ¢ok yakin olan yapica birbirine ¢ok benzer bilegikleri ayirdiklarini ifade et-
mektedirler,

VERZELLA ve MANGIA (1985) Hypersil MOS kolon ve diot array dedektdr kullanarak aspartam ve bo-
zunma Grinlerinin tayini (zerinde ¢aiigmiglardir. Aragtiricilar, 0.01M KH,PQ, (pH 2.5) g¢dzeltisini 77:33 ora-
ninda olacak gekilde asetonitrille modifiye ederek mobil faz olarak kultanmiglardir. Analizlerde aspartamin
asetonitrilde hazirlanan ¢dzeltisi 1.3 olacak sekilde 0.01M KH,PQ, ile seyreltilerek kullaniimigtir. Aspartarmin
diketopiperazin, L-a-aspartil-L-fenilalanin, N-formil-a-aspartam, N-formil-B-aspartam ve B-aspartamdan ayiri-
minda dider bilegiklerin aspartamin ellide biri derigiminde hazirlanan ¢ézeltilerinden yararlaniimigtir. Mobil faz-
da asetonitril derisiminin %23'den kiglk veya biyilk olmasi durumunda ayirmanin yapilamadigl, her iki du-
rumda da bitlikte elisycnlarin oldugu; aspartam igin 0.4-0.6 mg/L araliginda korelasyon katsayisirn 0.9998,
varyasyon katsayisinin %1'den kiglk oldudu ve dider bilegikler igin varyasyon katsayilarnin %4.98-6.70 ol-
dugu belirtilmektedir.
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GAINES ve BADA (1987) aspartam ve sterecizomerlerinin ayinmini C18 Alltech Econosphere kolon
kullanarak 215 nm'de gergeklegtirmiglerdir. Mobil faz olarak 0.05M KH,PQ, (pH 3,2} asetonitrit ile modifiye
edilerek kullanilmigtr. Bozunmay! gerceklegtirmek (izere borat tamponunda (pH 8.8} hazirlanan 0.01 M'ik as-
partam ¢ozeltisi 100°C'da belli sire isitilmigbr. Numune pH'I 3-4'e ayarlandiktan sonra enjeksiyon yapilmig
ve aspartamin, diketopiperazin, fenilalanin, L-aspartil-L-fenilalanin, siiksinimit, L-fenilalanin-L-aspartik asit ve
B-L-aspartil-L-fenilalaninden ayinmi gergeklegtiriimigtir. Galigmacilar, beili 1sitma streleri uygulayarak aspar-
tamin bozunmasina iliskin gérislerini agiklarglardir. Kafein ve gida boyar maddelerinin tayinde bozucu ola-
bilecegi belittimektedir.

LAWRENCE ve IYENGAR (1987) B-aspartamin aspartamdan ayinmini, Spherisorb 5 ODS kolon ve
asetonitril: 0, 005 M sodyum heptan siilfonati bulunduran 0.02 M KH,PO, (20:80; pH 4) mobil fazini kullana-
rak gergeklestirmiglerdir. Tayinde 210 nm dalga boyunda ve 0.16 aufs'de galigiimigtir. Numune, aspartam ta-
yini igin 10 Kat seyreltilerek, 3-aspartam tayini igin seyreltiimeden kullaniimigtir. Toz meyve konsantresi, etiket-
te belittilen kullanma sekline gére hazirlanmistir. Pudingler, jeller ve gukutatah igeceklerde aspartam igerigine
gére 1-10 g numuneye, 60 mL etanol eklenmig, sonik banyoda 30 dakika galkalanmig, siziilmis, 4 ml'si 10
ml'ye elue edici ile tamamlanarak analizlenmigtir. Aspartam ve 3 aspartamin ayrrmlarinda mobit faz pH'inin
bu iki dipeptidin farkh pKa'lan nedeniyle énemli oldugu, 0.02 M KH,PQ,: asetonitril (88:12) ile farkh pH'larda
yapilan galismalar sonucu pH 3,5'in daha uygun oldugu ifade ediimektedir. pH'da daha fazla azalma band ge-
nislemesine sebep olmakta, pH 2,2 de ayirma tamamen bozulmaktadir. Heptan silfonatin ilavesinin bilegikle-
rin alikonma zamanini arttirdigi, ancak pik sekillerini geligtirdigi, bu nedenle bu bilegidin kullamimasi ve ali-
konma zamanlanm digik tutabilmek igin asetonitrilin arttinimastnin uygun olacadi belirlenmigtir. pH 4'de bu
kogullarda 20 ng B-aspartam tayin edilebitecedi; B-aspartam igin geri kazanma veriminin %91-100 oldugu; cu-
kulatali igecekler ve pudinglerde, tayinin dedeksiyon limitinin (0.05 mg/10g toz) fizerinde B-izomer olmadif ve
kafein, sodyum benzoat, saklarin ve siklamatin ayirmada bozucu olmadign belittiimektedir.

STAMP ve LABUZA (1989), aspartam ve B-L-aspartil-L-fenilalanin, diketopiperazin, o-L-aspartil-t-
fenilalanin, B-L-aspartil-L-fenilalanin-1-metilester, L-fenilalanin-1-metilester ve fenilalaninin ayinmi (zerinde
durmustardir. Elue edici olarak fosfat tamponu-asetonitril kullanmiglar, bu galigmada fenilalarin, B-aspartam
ve diketopiperazinin birlikte elisyonu nedeniyle elue ediciye iyon ¢ifti olusturucunun gereklilifine karar vermig-
lerdir. Elue edici bilegimi igin 20:80{v/v) asetonitril:5 mM 1-heptan sulfonik asit, 5 mM NaH PO, {(pH3}n uy-
gun oldugdu, aspartam ve bozunma Uriinlerinin ayirmlaninin net bir sekilde ve piklerde herhangi bir kuyruklan-
ma olmadan gergeklestidi belirtiimektedir. Calismada numune olarak diet kola segilmig, belli bir siire 80°C'de
1sitma yapilarak bozunma hizlandinimigtir, Diet kolada bulunan kafein ve benzoatin da ayimmda bozucu ol-
madidi belirtilmektedir.

MOTELLIER and WAINER (1990), aspartamin dént sterecizomeri, L L-aspartam, D,L-aspartam, D,D-
aspartam ve L,D-aspartam ve bozunma Ur(nlerinin direkt sterokimyasal gdzemlenmesini HPLC ydntemiyle
gerceklestirmiglerdir. Galismada, mobil faz olarak HCIO,'in sulu ¢ozeltisi (pH 2,8), 2-propanol derigimi %1.5
olacak gekilde modifive edilerek kullamimig, ¢bzlict gradienti yerine sicaklik gradienti uygulanrmstir. Kroma-
tografik standardlar 100 uM derigimde hazirlanmig, diet kola, ultrasonik banyoda degaze edilmig, suyla beg
kat seyreltimistir. Arastinicilar yéntemin aspartam sterecizomerletinin ayirmlari igin uygun oldugunu belirt-
mektedirer.

HAVAKAWA ve ark. (1990), aspartam, aspartik asit, penilalanin ve aspartilfenilalaninin ayimmlarinda
bu bilesikierin hafifce bazik ortamda siyanir iyenu varidinda naftalen -2,3- dikarboksaldehit ile olugturduklan
fluoresan ézellikteki 1-siyanc -2-sibstitiie benz [f] isoindol tlrevlerinden yararlanmiglardir. Galigmacilar bu ti-
revlerin RPHPLC ile ayinmlannda dedeksiyon limitinin subpikomo! degerine digebildigini, alkali kogullarda as-
partamin aspartiifenilalanin ve diketopiperazine déniisimii nedeniyle aspartamin katl faz ekstraksiyonuyla di-
der bilegiklerden aynimasi gerektigini belitmektedirler.

BELL ve WETZEL (1995) aspartamin bozunmasinda tampon tipinin etkisini inceledikleri aragtirmala-
rninda aspartam tayinini HPLC yéntemi ile gergeklestirmiglerdir. Aragtirmalarinda Nova Pak C18 kolonu tercih
eden aragtincilar Stamp ve Labuzaya (1989) ait yontermni modifiye etmiglerdir. Absorbans Slgliimleri 214 nm'de
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yapilan galigmada sodyum heptan sulfonat igeren elue edici kultanilmigtir. Aragtircilar aspartamin bozunma-
sinin fosfat tamponunda, ayni pH ve ayni tampon derigimindeki sitrat tamponundan daha hizl oldugunu be-
litmektedirler.

Aspartamin yliksek performans sivi kromatografi ile tayininde genellikle UV dedektdr kuillaniimasina
ragmen elektrokimyasal dedektdriin kullamidigy galigmalar da vardir. Galletti ve Bocchini (1996) aragtirmala-
nnda elektrokimyasal olarak inaktif olan aspartami fotokimyasal bir reakidrde aktif hale getirerek elektrokimya-
sal dedektérle tayin etmiglerdir. C 6 kolonu tercih eden aragtincilar %0.1 perklorik asit-metanol (85:15, v/v) ka-
ngimini, elue edici olarak kullanmiglardir. 1-20 mg/L araliginda lineer cevabin elde edildigi ¢aligmada stan-
dard sapma %5.3'dar (n=5). '

GIBBS ve ark. (1996} fotodiot array dedektori tercih ettikleri aragtirmalarinda aspartik asit, fenilalanin,
aspartilfenilalanin, aspartam ve diketopiperazinin ayinmlarini gergeklegtirmiglerdir. Elue edici olarak %%0.1 ti-
rifloroasetik asit igeren su-asetonitril (20:10, v/v), kolon olarak C 8 RP 300(30x4,6mm, 5u) kolunun kullanildig
galismada analizler ayrica iyon degdisim kromatografisi ile yapimigtir. Piklerin belilenmesinde elektrosiprey
jyonizasyon kiltle spektrometresi metodundan yararlanimigtir. lyon degigim kromatografisi ile diketopiperazi-
nin tayin edilemedigi, kisa kolon kullanmanin analiz siiresini azalth, kisa kolonun daha ekonomik oldugu,
ydntemin dedeksiyon limitinin gok diislik cimadigs ancak rutin analizler igin yeterli cldudu belirtiimektedir.

ABOUL-ENEIN ve BAKR (1997) yiksek performans sivi kromatografi ve kapiler zon elektroforez yon-
temlerini kullanarak aspartam ve bozunma Grinlerinin ayinmlarinda iki yéntemin etkinligini kargilagtirmasini
yaprglardir. Aragtirmada LL-a-aspartam, LL-B-aspartam, L-a-aspartil-L-fenilalanin, L-B-aspartil-L-fenilalanin,
L-B-aspartil-L-fenilalanin ve diketopiperazinin ayinmlan Ozerinde durulmusgtur. Yiiksek performans sivi kroma-
tografide biitiin bilegikler i¢in 5-100 pg/ml. aralifindaki lineer iligki kapiler zon elektroforez yonteminde 250-
400ug/mL olarak belirlenmigtir. Dedeksiyon limitinin yiksek performans sivi kromatografi yénteminde diger
yéntemden 20 kat digiik oldugu, enjeksiyon uyarli@inin bitin bitegikler igin daha iyi oldugu ancak ayirma et-
kinliginin kromatografi ydnteminde daha dlsgiik cldugu belitiimektedir.

ASPARTAMIN DIGER GIDA KATKILARINDAN HPLC YONTEMI ILE AYIRIMI

.AHGOUDELIS (1984) Partisil-10SC katyon degigtirici kolon kullandigi izokratik HPLG ¢aligmasinda
UV dedektér kullanarak aspartami, gida katkilan olan sakkarin, benzoik asit ve kafeinden ayirmigtir. Mobil faz
olarak 0,1M NH,H,PO,in (pH 4,5) kullanildifi galigmada dedeksiyon dalga boyu 214 nm'dir. Standardianin
1mg/mLiik gozeltileri mobil fazda hazirlanarak kullanlmig, ig standard olarak adenin sdlfat tercih edilmigtir.
214 nm dalga boyunda sakkarin ve benzoik asit tayininde megrubatta bulunan diger bilesiklerin bozucu etkile-
rinin gok az oldudu, dis standard yénteminin kultaniimasi durumunda aspartam tayininde bagil standard sap-
manin %5-8 ve geri kazanmarin yaklagik %100 oldugu belitiimektedir, Kafeinsiz denilen ve ¢ok az dizeyde ka-
fein bulunduran megrubatlarda geri kazanma veriminin ylksekligi, yéntemin dezevantaj olarak beiittimektedir.

TYLER {1984), aspartamin sodyum sakkarin, kafein ve sodyum benzoatian kromatografik ayinmi ze-
rinde calismigtir. Bundopak C 18 ters faz kolonun kullamldi§i galigmada mobil faz trietil amonyum fosfat: ase-
tonitril (85:15, pH 4,3} dir. pH'In ayirmadaki etkinligi incelenmig, pH'in 2,7'den 4,3'e dedistirilmesi durumunda
benzoik asitin alikonma zamaninin kigliimesini belirleyen, diferlerinin elisyonlarinda bir poblem olmadigin
tespit eden galigmac eliisyon siresini kisa tutabilmek amaciyla pH 4,3'de ¢aligmay! tercih etmigtir. Yéntemin
standard sapmasi incelenen tiim bilegikler igin %0.3'ten kiglk olup gerl kazanma verimlerinin sadece sakka-
rin igin %97.8'e diistigii, bunun sebebinin ise karamelin bozucu etkisinden kaynaklandigi belirtiimektedir. Ca-
higmaci 10 mg/L. derigimlerden daha diigik derigimlerde galigma durumunda enjeksiyon hacminin arttinimas:-
ni ve pik alamt yerine pik yiiksekligini kullanarak kantitatif degerlendirme yapmanin daha uygun oldugunu be-
litmektedir. Calismada sakkarin igin dedeksiyon limiti 0.05 mg/100mL, digerleri icin 0.2mg/100mL. olarak belir-
lenmigtir.

WEBB ve BECKMAN (1884) megrubatlarda aspartam tayinini RP-HPLC sisteminde gergeklegtirmigler-
dir. uBundopak €18 kolonunun (300x4mm} kullamldig sistemde aragtincilar UV dedeksiyonda 254 nm dalga
boyunda 0.05 aufs'de galismiglardir. Elue edicinin hazilanmasinda %10'luk asetik asit ¢ozeltisinin pH'' doy-
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gun sodyum asetat ¢ézeltisi ite 3'e ayarlanmigtir. Elue edici %3 oraninda izopropil alkol icerecek gekilde modi-
fiye edilmigtir. Numunenin sadece stiztlerek kullanitdig: ¢alismada aspartamin alikonma zamanintn 7 dakika
oldugu, asetik asit ve izopropil alkoliin ayirmanin etkinlijinde &nemli oldugu, sakkarin, kafein, sodyum benzo-
at, suni boyar madde ve gegni verici maddelerin tayinde bozucu olmadiklan, yaklagik 0.05 9/100 mL seviye-
sinde aspartam katkiii numunelerle yapitan gahgmalarda geri kazanma veriminin %98.2, standard sapmanin
%2.9 oldudu belittiimektedir. Dedektoriin 0.005 aufs'de kullamimasi durumunda dedeksiyon limitinin 0.10ug
aspartam cldugu, enjeksiyon hacmi olarak 20p! yerine 80ul kullanarak dogrusal galigma bélgesinin genigletile-
bilecedi agiklamaktadir. Radial Pak C18 alternatif olarak kullanan ¢altgmacilar bu kolonda uygun ayirmayi
gergeklegtiremediklerini belitmektedirler. '

HANN VE GILKISON (1987) ¢aligmalarinda aspartam, sakkarin, benzotk asit, tartrazin ve sunset sari-
sinin aywmmlarn fizerinde galismiglardir. Gradient galigma, Spherisorb 5 ODS kolonda 50 mM fosfat tamponu:
%10'luk metanoi (pH 3,8} ile baglatiimig ve 10 dakika iginde %60 metanole gikilmigtir. 1 mg/Llik stok gozelti-
lerin kullanildigi galismada mesrubat émeklerinden 10uL direkt enjekte edilirken geker igerigi fazla olan meg-
rubatiarda seyreltme uygulanmigtir. Galigmactlar 254 nm'de galigmak yerine 214 nm'de galigmay! veya her
madde igin kendine ézgll dalga boyunda ve duyarlikta cahgmay tercih etmislerdir. Sakkarin, aspartam ve
benzoik asit icin matriksin bozucu olmadig, geri kazanma verimlerinin 101,2; 99,4 ve 103,4 oidugu, bu sebep-
le dig kalibrasyonla sonug alinabilecedi; ancak tartrazin ve sunset sarist igin geri kazanma verimlerinin sira-
siyla %77, 3 ve %81,5 oldugu ve birden fazla standard ilaveli gbzelti ile ¢aligma gerekliligi caligmacilar tarafin-
dan belitilmektedir. Varyasyon katsayisi, aspartam igin %6.96; benzoik asit igin %3.35 ve sakkarin igin
%1.95'dir. _

VEERABHADRARAQ ve ark. (1987) aspartamin, asesulfam K, sakkarin, p-hidroksibenzoik asit, kafein,
vanilin, dulsin ve benzoik asitten aymminda metanol:asetik asit: su (20:5:75} elue edicisini kullanmiglardir, ve-
tilen sirada elue olan bilegiklerin ayinminda alikonma faktérlerinin 0.37-5.56 oldugu belirlenmigtir. Elue edici
bilesiminin 35:5:60 olarak kullaniimasimin kafein, vanilin, dulsin ve benzoik asitin ayinmiarinda daha uygun ol-
dudu, alikonma faktérlerinin 0,34-2,14 oldugu; aspartamin kafein ve vanifinden ayinminda ise asetat tamponu
(pH 3,0): metanol (99:5) kanisimin elue edici olarak kullaniimasinin daha uygun oldugu, atikonma fakidrlerinin
1.93-2.87 oldufu ve aspartam pikinde son derece az bir kuyrukdanma oldugu belirtiimektedir. Aspartamin de-
deksiyon limiti 2000 ng iken digerlerinde bu dederin daha digik ve 3-100 ng oldudu agiklanmaktadir. Galtg-
mada direkt enjeksiyon durumunda geri kazanma veriminin aspartam igin %98.2; bir organik gdziicliye eks-
traksiyondan sonra enjeksiyon durumunda %92.8-%94.6 bulundugu ifade editmektedir. Diferleri igin direkt en-
jeksiyonda %98.4-100.6; ekstraksiyon ¢aligmasinda %91.6-101.8 geri kazanma verimieri elde edildigi belirtil-
mektedir.

MOORS ve ark. (1991), gidalarda koruyucu olarak kullanilan sorbik asit ve benzoik asit ile sentetik tat-
tandincilar aspartam ve sakkarin lizerinde yaphklan galigmada kat faz ekstraksiyon sisteminden yararian-
miglardir. Galigmada silika esasl kuaterner amonyum yapisinda anyon degistirici regine kullanitmigtir. Elus-
yon %1'lik H,80, igeren metanol gozeltisi ite yapiimigtir. Aspartamin anyon degigtiricide tutulmadigi, digerleri-
nin bu degistiricide kaldigi gbzlenmigtir. Aspartam igeren gozelti, oktadesil sorbent iizerinden gegirimig ve as-
partam burada tutulmustur. Ekstraktiar, C18 kolonunda fosfat tamponu: asetonitril elue edicisi ile alinmig, ko-
ruyucular ve sakkarin 230 nm'de, aspartam ise 215 nm'de izlenmigtir. Bilegiklerin geri kazanma verimlerinin en
az %95 ve yontemin bagil standard sapmasinin ise %3,2'den kiglk oldugu galigmacilarca belintilmektedir.

SANCHEZ ve GALLARDO (1992) aspartamin, sodyum glutamattan ayinminda her iki bilesigin fluores-
samin ile verdigi tirevierin UV ve fluoresans ézelliklerinden yararlanmiglardir. Tlirev hazilama igin her iki bile-
sigin 10ug/mLlik ¢ézeltilerinden 15-300uL, fluoressaminin asetondaki 3,4.10-3 M'lik ¢bzeltisi ve 300 pt pH'1 9
olan borat tamponu ile kangtirimigtr. Mobil faz olarak tampon (pH 9)-asetonitril-metanot {50+25+25, v/v) ¢o-
zeltisi kullanimistir, UV dedektdrie 395 nm, flucresans dedektorle 395/482 nm'de ¢aligiimigtir. 395 nm'de fo-
tometrik yéntemin aspartam i¢in bagil standard sapmasi %2.26; glutamat i¢in %3.14'dir. Florimetrik dedeksi-
yon durumunda bu degerler %0.62 ve %0.34'dir. Fotometrik yéntemde 0.2 ve 0.1 pg/mL olan dedeksiyon li-
mitleri florimetrik dedeksiyonda 0.14 ve 0.08 ug/mL'dir. Galisma ayrica 1. tirev spektrumu alinarak spektrofio-
rimetrik olarak gergeklestirilmis; tayine bozucu etki yapabilecedi dugtinilen dulsin, sodyum siklamat, sakkatin,
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askorbik asit, metil paraben, benzoik asit ve nikotinamitin etkileri, belli derigimlerde incelenmigtir. Metil para-
ben ve benzoik asilin derigimlerinin aspartam tayininde; sodyum siklamat ve dulsinin glutamat tayininde bozuy-
cu analit oraru 10:1'in Gzerinde oldugunda analiz sonucunu arttiracak gekilde bozucu etkilerinin oldugu belir-
lenmigtir.

JIMIDAR ve ark. (1993), diet kola ve toz meyve konsantrelerinde aspartam, benzoik asit ve kafeinin
ayinminda kapiler zon elektroforez yontemini geligtirmigler ve sonuglarini RP HPLC yontemi ile kargtlastir-
miglardir. Her iki metodun tekrarlanabilirlikierinin iyi oldugu, uyari§in bagil standart sapmasimin kapiler zon
elektroforez yénteminde HPLC'den daha yiksek oldudu, bunun kapilerin kogullanindan kaynaklandids belirtil-
mektedir. Ayirma etkinliginin kapiler zon elektroforezde HPLC'den daha iyl oldugu, ancak kapiler zon elektro-
forezde makriks etkinin daha fazla etkin olmas! nedeniyle dedeksiyon limitinin HPLC'den daha yiiksek oldugu
vurgulanmaktadir.

CHEN ve ark. (1997) sodyum sakkarin, aspartam, sodyum siklamat, asesulfam K ve sitrik asitin ayinmi
{izerinde yiiksek performans anyon degigim kromatografisi yontemi ve seri halinde iki dedektdr kullanmanin
bu bilegiklerin ayinminda énemini incelemiglerdir. UV dedektdt, bilegiklerin maksimum absorbans dalga boyla-
n esas alinanarak ve ellisyon sirasinda dalga boyu degistiriterek kullanilmigtir. Sodyum siklamat ve sitrik asit
kondiktometrik dedektérle belilenmiglerdir. Dedeksiyon limitleri sodyum sakkarin igin 0.019ug/mi, aspartam
igin 0.035 ug/mL, asesuifam K icin 0.044 pg/mL sodyum siklamat igin 0.16 pg/mL, sitrik asit igin 0.22 pg/
mL'dir.
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