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Ovod

Obohaceni trhu o nové druhy alkoholick§ch néapoji
s niZ3im obsahem sacharosy nebo bez ni byly hlavni di-
vody, které nas vedly k ovéfeni stability dipeptidického
sladidla Usal (Aspartame hydrochloride) v pivé a viné.
Stabilita Usalu ve vodnych roztocich je zavisla predevsim
na pH a teploté [1, 2]. Piidavek sacharosy a ethanolu do

vodnych roztokil pfiznivé ovliviiuje jeho stabilitu [2]. Na-
proti tomu negativni vliv ma mikrobiologické zneciSté-
ni [3].

Ke stanoveni Usalu v rliznych poZivatinach pouZivdame
zjednodudeného analyzatoru aminokyselin a nami modifi-
kovanou metodu [4]. ProtoZe pfidavané mnoZstvi Usalu
do alkoholickych néapojli je mensi neZ do ndpoji nealko-
holickych [5], metodu jsme modifikovali a vyuZili i ke
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stanoveni nizSich koncentraci Usalu, neZ dovolovala do-
sud ndmi pouZivana metoda.

Material a pracovni postupy

Stanoveni Usalu (L-aspartyl-L-fenylalanin methylester
hydrochlorid, V§zkumny dstav pro farmacii a biochemii,
Praha) bylo provddéno na funk&né zjednoduSeném ana-
lyzatoru aminokyselin [4]. Na rozdil od pivodni metody
byla pouZita kolona 250 X 7 mm pln&na silné kyselym
katexem OSTION LGKS 0803 (Spolek pro chemickou a
hutni v§robu, k. p., Usti nad Labem) v citratovém cyklu,
temperovana na 74 °C. Priitok eluéniho citratového pufru
o pH 4,55 byl 70ml.h~?, priitok ninhydrinového €inidla
35 ml.h-1, detekce pii 570 nm. Nanadeny objem vzorku
byl 3 ml.

K ovéfeni metody stanoveni a k sledovédni stability
Usalu byla pouZita b&%n& vyrdbéna svétla a tmava 11 %
piva KAREL a LORD (Zapadoceské pivovary, zavod Kar-
lovy Vary), do kterych byl pfidan Usal (50 mg. 1-1). PFi-
davek Usalu do vzorkd bilého vina (Neuburské a VlaSsky
ryzlink, sklizeil 1982, Moravské vinafské zavody, Miku-
lov) byl 25 a 250 mg.1=L, Pivo bylo skladovéno pfi te-
plotach 5 * 2°C a 18 + 1°C, vino pfi teploté 20 *+ 2°C.

PFed anal§zou byl z piva odstranén oxid uhli¢ity a pH
upraveno pridavkem kyseliny citronové (monohydrét, 1 g
do 50 ml piva) na hodnotu 2,5. Takto pfipraveny vzorek
piva byl pfimo nanéSen na kolonu. Vzorky vina pfed ana-
1§zou nebyly upravovany.

Vysledky a diskuse

Stanoveni niZ8ich koncentraci Usalu bez piredchoziho
zkoncentrovani vzorku bylo dosaZeno pouze zvétSenim
jeho nanaSeného objemu. NanéSen§ objem byl 15kréat vét-
§{ neZ v piivodni metodé [4]. Z tohoto diivodu bylo nutno
pouZit del¥i kolony, aby byla zv§3ena délici kapacita. Se
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Obr. 1. Stanoveni Usalu v pivé: kolona 250 X 7 mm, 74°C,
pH 4,55, ndstrik 3 ml

A — pivo bez Usalu
B — pivo s Usalem (50 mg.1-")
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Obr. 2. Stanoveni Usalu ve viné: kolona 250 X 7 mm, 74°C,
pH 4,55, ndstrik 3 ml

A — vino bez Usalu
B — vino s Usalem (50 mg.1-")
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Obr. 2, Stanoveni Usalu v pivé: kolona 70 X 6 mm, 52 °C,
pH 4,15, ndstFik 0.2 ml

A — pivo bez Usalu
B — pivo s Usalem (500 mg .1-")
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zménou délky kolony bylo rovn&Zz tieba upravit pH eluc-
niho pufru (zvyseni ze 4,15 na 4,55) a teplotu kolony
(z 52 na 74°C). Za téchto podminek bylo dosaZeno opti-
maélniho oddéleni pfitomnych ninhydrinpozitivnich latek
od Usalu (obr. 1 a 2). Chromatogramy vSech zkouSenych
druhfi piv a vin byly obdobné. PiestoZe bylo pouZito re-
lativng velkého objemu nanaseného vzorku, nedochdzelo
k chvostovani piku a pik Usalu byl ostr§ jako u plivodni
metody pouZivané k stanoveni jeho vy3Sich koncentraci
(obr. 3 a 4) [4].

Miniméalni stanovitelné mnoZstvi Usalu popsanou me-
todou je 20 mg .1-1, coZ je pro dany Gcel dostacujici. Cel-
kovy ¢as analyzy je 45 min. Po ukon&eni analyzy se
kolona bsdhem 20 min promyje 0,2N NaOH a opét stabi-
lizuje citratovgm pufrem. Cely cyklus od jednoho nastfi-
ku vzorku k druhému trva zhruba 70 min.

Koncentrace Usalu byla vypottena metodou pfimého
srovnédni. Jako standardu bylo pouZivano vodngych rozto-
kil Usalu. Pfi &tyfech paralelnich stanovenich Usalu v pivé
pfi koncentraci Usalu 59,8 mg.1-! byl variatni koefi-
cient (potitano z rozpéti) v = 3,0 %, smérodatna odchyl-
ka priméru sy = 0,044 (tj. 0,73 %) a primér zp&tné vy-
téZnosti 101,5 %. Pii stanoveni ve vin& bylo dosaZeno vy-
sledkii jesté lepsich (v = 0,6 %, s = 0,3 %, primér
zpétné vytéZnosti 100,6 %).

Stabilita Usalu v pivé (pH 4,2) odpovida stabilité, kte-
rd byla zjisténa v modelovych pokusech [2]. Pti sklado-
vaci teploté 5°C nebyly pozorovany Gbytky Usalu ani po
50 dnech skladovéni. Polofas rozkladu Usalu v pivé pfi
teploté 18 °C byl 32,5 tydni. Vzhledem ke kratké zaruéni
dob& b&Zngch piv jsou Gbytky Usalu v pivé zanedbatelné
(tab. 1). Primérny dbytek Usalu b&hem laboratorni pas-
terace piva, tj. 20 min zdhfev z 15°C na 63°C, 20 min
v§drZ pii 63°C a 20 min chlazeni z 63°C na 10°C, byl
5,5 %.

Z obr. 5 je patrno, Ze dibytky Usalu ve viné jsou b&hem
zaruéni doby daleko vétsi. Polotas rozkladu ve sledova-
nych vzorcich bilého vina pii teploté 20 + 2°C byl 35
tydna (pH 3,4), coZ je opét v souladu s modelovymi po-
kusy [2].
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Obr. 4. Stanoveni Usalu ve viné: kolona 70 X 6 mm, 52 °C,
pH 4,15, ndstFik 0,2 ml

A — vino bez Usalu
B — vino s Usalem (500 mg.1-")

Tabulka 1. Ubytek Usalu v tmavém pivé pii teploté skla-
dovdni 18°C vypodteny na zdkladé namére-
nijch hodnot
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Obr.5. Pribéh rozkladu Usalu v bilém viné pri teploté
20+ 2°C b

Zaver

Ze ziskan§ch vysledkil vyplyva, Ze popsand metoda je
vhodna k stanoveni nizkych koncentraci Usalu v pivé
a vind, V§hodou je, Ze neni nutné piedchozi zkoncentro-
vani vzorku, metoda je nendrotna a relativné rychla.

Usal lze doporuéit k ptislazovani nékterych druhil piv,
zv1aité hluboko prokvadenych, vhodnych pro diabetiky.*
PouZiti Usalu k pfislazovdni vina, vzhledem k delsi za-
ruéni dob& vina a rychlosti rozkladu Usalu, je problema-
tickeé.

+ Poznamka redakce: CSN 56 6635 nepPipousti prislazovani svétlych
piv syntetickymi sladidly.
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Stanoveni niZ3ich koncentraci sladidla Usal [Asparta-
me hydrochloride; L-aspartyl-L-fenylalanin methylester
hydrochlorid) bez pfedchoziho zkoncentrovani v pivé a
ving modifikovanou metodou, pouZivanou k stanoveni
Usalu v riizngch poZivatindch na silng kyselém katexu
v citratovém cyklu pomoci zjednoduseného analyzatoru
aminokyselin, bylo dosaZeno vét$im nanasenym objemem
vzorku (misto ptivodnich 0,2 ml byly nanaSeny 3 ml), del-
% kolonou (250 X 7 mm), vy33im pH eluéniho pufru
(pH 4,55) a vy33i pracovni teplotou kolony (74 °C). Mini-
malni stanovitelné mnoZstvi Usalu v pivé je 20mg.1-1.
Cas analyzy 45 min.

Ubytky Usalu v 11% nepasterovaném pivé nebyly po-
zorovany pti 5°C ani po 50 dnech skladovéani. PFi 18 °C
byl Gbytek Usalu po 20 dnech 59 %. Polotas rozkladu
v bilém ving& pfi 20 £ 2°C byl 35 tydni.
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Mpymea, M., Jdasupkosa, E., Mepxuna, B., lpywa, K.,
Nasuaek, H.: CraGuabHocTb W OnpejesieHHe CHHTETHYeC-
KOro caxapHctoro npenapata Ycaa B nuse u Bune. Ksac.
npym. 31, 1985, Ne 6, ctp. 129—132.

Onpenenenne 6o/ee HH3KHX KOHUEHTPAlHil CHHTeTHYEC-
KOr0 caxapHCcTOro BeiecTBa Ycaa (Acnapram THAPOXJO-
pua, L-acnapTHa-L-peHnaananui MeTHAOOHD rHAPOXJAOPH])
Ge3 npejBAapHTENbHOTO KOHUEHTPHPOBAHHA B NHBE H BHHE
MOAM(HUHPOBAHHBIM METOJ0M, NPHMEHSIOWHMCS 115 onpe-
fgeneHHss Ycana B pasHbIX NHUEBHIX TNPOAYKTax Ha
CHJABHO KHCJOM KAaTHOHTE B UHTPAaTHOM LHKJAe MNpH No-
MOL{H YNPOIIEHHOro aHAJH3aTOpa aMHHOKHCJAOT, OBLIO J10.
CTHFHYTO GOJBIIHM HAHOCHMBIM 06BEMOM Npobhl (BMECTO
pexoaumx 0,2 Ma HaHOCHAHCH 3 MJ), OGojbluedi AIHHOM
koqoHKH (250 X 7 wmm), Goaee Buicokum pH saiOUHOH-
noro Gyddepa (pH 4,55) u Goaee BHICOKOA paGoueh TeM-
nepatypoit koaonku (74 <C). MunumaabHOe onpejaennmoe
KoaHyecTBO Ycaaa B nuse cocrasaser 20 mr.i—l. Bpewms
aHaau3a 45 MHHYT.

VouTkn Ycana B 11 %-OM HemacTepoBaHHOM NHBE He
na6mogamucs npn 5°C nocae 50 auedt xpanenmsi. Ilpn
18°C y6mTok Ycana coctaBasa mocae 20 aweit 59 %.
Bpems noaypasaomends B Gelom BuHe mnpn 20 o 200
cocTapas0 35 Hejeab.

Prudel, M, - Davidkov4, E. - PeFina, V. - Prida K., - Davi-
dek, ].: Stability and determination of sweetener Usal in
beer and wine. Kvas, prim. 31, 1985, No. 6, pp. 129—132.

The method for the determination of Usal (Aspartame
hydrochloride, L-aspartyl-L-phenylalanine methylester
hydrochloride) was modified for the analysis of low
sweetener concentrations in beer and wine, The original
procedure for Usal determination in foods based on Usal
separation on a strong cation exchanger in citrate buffer

by means of a simplified amino acid analyser was
applied without any preliminary sample concentration.
The modification comprises larger injections applied
(3ml instead the former 0.2 ml), a longer column
(250 X 7 mm), higher pH of the elution buffer (pH 4.55)
and higher working temperature of the column (74°C).
The sensitivity limit of Usal determination in beer is
20 mg.1-1. The analysis takes 45 min. No Usal loss
were observed in beer (11 % unpasterized) after 50 days
of storage at 5°C and 59 % Usal loss occurred after
20 days of storage at 18°C. The halftime of Usal de-
composition in white wine was 35 weeks at 20 £ 2°C.

Prudel, M. - Davidkova, E. - Pefina, V. - Priida, K. - Da-
videk, J.: Stabilitit und Bestimmung des SiiBmittels USAL
in Bier und Wein. Kvas. prim. 31, 1985, Nr. 6, S. 129—
132,

Die Bestimmung niedrigerer Konzentrationen des
siiBmittels USAL [Aspartame Hydrochloride; L-Aspartyl-
-L-Fenylalanin Methylester Hydrochlorid) ohne vorherige
Konzentrierung in Bier und Wein durch modifizierte
Methode, die zur USAL-Bestimmung in Lebensmitteln auf
stark sauerem Katex in Citratzyklus mittels des verein-
fachten Aminosduren-Analysators angewandt wird, wurde
erzielt durch Auftragung groferer Probenvolumina (3ml
statt urspriingl. 0,2 ml), ldngere Kolenne (250 X 7 mm),
hoheres pH des Evolutionspuffers (pH 4,55) und hdohere
Arbeitstemperatur der Kolonne (74 oC). Die minimale be-
stimmbare USAL-Menge im Bier betrdgt 20 mg.1-1. Die
Analyse dauert 45 Minuten.

In 11% nichtpasteurisiertem Bier wurde bei 5°C auch
nach 50 Tagen Lagerung keine USAL-Abnahme beobach-
tet. Bei 18°C betrug die USAL-Abnahme nach 20 Tagen
59 0p. Die Zersetzungshalbwertzeit in Weifwein bei
20 + 2°C war 35 Wochen.



