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Izvod

Vestacki zasladivaci su supstance Ccija je primena veoma zastupljena u prehrambenim
proizvodima, lekovima i sredstvima za oralnu higijenu. Medutim, najnovija istrazivanja su pokazala
da se, kao rezultat ispustanja efluenata iz postrojenja za precisavanje otpadnih voda i netretiranih
otpadnih voda, tragovi ovih jedinjenja mogu naci u prirodnim vodama. Zbog ekotoksicnosti i
potencijalnih Stetnih efekata po Zivi svet vestacki zasladivaci su svrstani u klasu novih emergentnih
zagadujucih materija. Takode, zbog postojanosti u Zivotnoj sredini i nepotpunog uklanjanja u
postrojenjima za tretman otpadnih voda, neki od njih, poput acesulfama i sukraloze, se mogu
koristiti kao indikatori zagadenja komunalnim otpadnim vodama. U ovom radu su analizirani
maseni spektri pojedinacnih standardnih rastvora vestackih zasladivaca acesulfama K, saharina,
ciklamata i aspartama. Maseni spektri analita dobijeni su koris¢enjem linearnog jonskog trapa, kao
masenog spektrometra, a kao jonizaciona tehnika koris¢ena je elektrosprej jonizacija.
Najintenzivniji joni u MS spektru su dalje fragmentisani, uz optimizaciju energije sudara za
dobijanje najintenzivnijeg i najstabilnijeg fragmentnog jona. Ispitan je i uticaj sastava mobilne faze
i dodatak aditiva na intenzitet odabranih jona. Na osnovu rezultata MS" analize, izabrane su
karakteristicne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje i potvrdu prisustva svakog
analita.

Kljuc¢ne redi: vestacki zasladivaci; masena spektrometrija; emergentne zagadujuce materije.

MASS SPECTRA OF SELECTED ARTIFICIAL SWEETENERS

Abstract

Artificial sweeteners are substances that are widely used in food products, medicines and oral
care products. However, the latest research has shown that, as a result of wastewater effluents and
untreated wastewater discharges, traces of these compounds can be found in natural waters. Due to
their ecotoxicity and potentially harmful health effects, artificial sweeteners are regarded as new
emerging pollutants. Furthermore, due to environmental persistence and incomplete removal in
wastewater treatment plants, some of them, such as acesulfame and sucralose, can be used as
indicators of municipal wastewater pollution. In this paper, mass spectra of individual standard
solutions of artificial sweeteners acesulfame K, saccharin, cyclamate and aspartame were analyzed.
Mass spectra of the analytes were obtained using linear ion trap as a mass spectrometer, and
electrospray ionization was used as an ionization technique. The most intensive ions in the MS
spectrum were further fragmented, with the optimization of collision energy to obtain the most
intensive and stable fragment ions. Also, the influence of mobile phase composition and addition of
the additives on the intensity of the selected ions was tested. Based on results of MS" analysis,
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specific fragmentation reactions for quantitative determination and confirmation of analyte's
presence were selected.
Keywords: artificial sweeteners; mass spectrometry; emerging contaminants.

uvoD

Vestacki zasladivaci obuhvataju supstance razliCitih hemijskih struktura koje se koriste kao
zamena za Secer u prehrambenim proizvodima, lekovima i sredstvima za oralnu higijenu (1). Mo¢
zasladivanja im je i do nekoliko stotina puta veca od saharoze, dok s druge strane imaju nisku
energetsku vrednost. Ove supstance se ne metaboliSu u ljudskom telu i izluCuju se uglavnom
nepromenjene. Najnovija istrazivanja su pokazala da se veStacki zasladivaci mogu detektovati u
prirodnim vodenim ekosistemima (2,3). Glavni izvori dospevanja vesStackih zasladivaca u zivotnu
sredinu su efluenti iz postrojenja za preciS¢avanje otpadnih voda i netretirane komunalne otpadne
vode. Njihovo ponaSanje i dugoro¢ni ekotoksikoloski uticaj u vodenim resursima i dalje su
nepoznati, pa su zbog toga svrstani u klasu novih, emergentnih zagadujuéih materija. Zbog velike
stabilnosti i slabe adsorpcije na ¢vrste Cestice, kao i zbog nepotpunog uklanjanja u postrojenjima za
precis¢avanje otpadnih voda, neki od njih, poput acesulfama i sukraloze, predstavljaju pogodne
indikatore zagadenja vode komunalnim otpadnim vodama (4).

Dosadasnji podaci o prisustvu i1 raspodeli vestackih zasladivaa u zivotnoj sredini su veoma
ograniceni. Iz tog razloga, postoji potreba za razvojem multirezidualne metode za odredivanje
tragova vestackih zasladivaca u razli¢itim matricama iz zivotne sredine. U ovom radu su analizirani
maseni spektri odabranih vesStackih zasladivaca acesulfama K, saharina, ciklamata i aspartama koji
su snimani u tri razli¢ite smeSe rastvarac¢a. Na osnovu dobijenih rezultata maseno-spektrometrijske
analize (MS), izvrSen je odabir optimalnog rastvaraca koji moze biti koriS¢en kao mobilna faza u
razvoju hromatografske metode za odredivanje vestackih zasladivaca u uzorcima vode. Takode, na
osnovu rezultata MS" analize odabrane su karakteristi¢ne reakcije fragmentacije za kvantitativno
odredivanje 1 potvrdu prisustva svakog analita u realnim uzorcima.

EKSPERIMENTALNI DEO

Osnovni standardni rastvori odabranih veStackih zasladivaca pripremljeni su u metanolu u
koncentraciji od 100 pg ml™. Za svaki analit pripremljena su tri razli¢ita standardna rastvora
koncentracije 10 ugml™ za maseno-spektrometrijsku analizu: standard zasladivata u smesi
metanol/voda (1:1, v/v), standard zasladivaca u smesi metanol/vodeni rastvor mravlje kiseline
koncentracije 0,2% (1:1, v/v) 1 standard zasladivaca u smesi metanol/vodeni rastvor amonijum-
acetata koncentracije 4 mmol I™* (1:1, v/v). Svi rastvori su pre analize uvani na 4 °C.

UnoSenjem standardnog rastvora svakog analita koncentracije 10 pg ml™" direktno u maseni
spektrometar, podeSena je osetljivost instrumenta za odabrani jon svakog ispitivanog jedinjenja. Za
snimanje masenih spektara odabranih veStackih zasladivaca koriS¢en je LTQ XL (Thermo Fisher
Scientific, SAD) linearni jonski trap kao maseni analizator, a kao jonizaciona tehnika kori$¢ena je
elektrosprej jonizacija (ESI). Maseni spektri su snimani u pozitivhom 1 negativhom rezimu rada
jonskog izvora, u opsegu m/z 50-1000. Za svaki analit odabran je prekursor jon, koji je dalje
fragmentisan, uz optimizaciju energije sudara sa atomima helijuma (kolizione energije), da bi se
dobio najintenzivniji i najstabilniji fragmentni jon.

REZULTATI I DISKUSIJA

Dobijeni rezultati su pokazali da se u procesu elektrosprej jonizacije dobijaju deprotonovani ([M-
H]) i protonovani ([M+H]") molekuli vestackih zasladivaca koji se razlikuju po intenzitetu signala
(tabela 1) u zavisnosti od vrste rastvaraca. Najintenzivniji signali negativnih jona su dobijeni kada
je snimanje vrSeno iz smeSe metanol/voda. Maseni spektri acesulfama K, saharina, ciklamata i
aspartama snimljeni u smesi metanol/voda, u negativnom rezimu rada jonskog izvora, prikazani su
na slici 1.
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U pozitivnom rezimu rada jonskog izvora, acesulfam K, saharin i1 ciklamat nisu dali stabilne
protonovane molekule. Jedino je u sluc¢aju aspartama postignuta jonizacija, ali samo u prisustvu
mravlje Kiseline (slika 2) i amonijum-acetata kao aditiva. Naime, aspartam rastvoren u smesi
metanola i vode ne daje stabilne pozitivne jone. S druge strane, intenzitet signala protonovanog
molekula aspartama (m/z 295) snimanog u smes$i sa mravljom kiselinom, prevazilazi intenzitet
signala, kako pozitivnog jona u prisustvu amonijum-acetata, tako i bilo kog negativnog jona ovog
zasladivaca (tabela 1).

Tabela 1. Intenzitet signala deprotonovanih i protonovanih molekula vestackih zasladivaéa u tri razliite vrste rastvaraca
pri koncentraciji 10 pg ml™*

Metanol/vodeni Metanol/vodeni
Analit Molekulski jon Metanol/voda rastvor mravlje  rastvor amonijum-
Kiseline acetata
Acesulfam K 162 [M—H] 2,07-10° 5,55-10° 6,04-10°
Saharin 182 [M—-H] 5,72-10° 2,50-10° 3,39-10°
Ciklamat 178 [M—H] 1,61-10’ 2,90-10° 2,28-10°
Aspartam 293 [M-H] 4,55-10° 5,95-10° 1,49-10°
295 [M+H]" - 1,17-10° 1,84-10°
162.1 2.07E7 182.1 _ . 2E6
10 a) [M_H]_ ::[Ilﬁ;trI:SI Full ms [50.00-1000.00] 1 b) [M_HJ :[\ Iﬁmjsru ESI Full ms [50.00-1000.00]
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Slika 1. Maseni spektri odabranih vesStackih zasladivaca snimljeni u smesi metanol/voda u negativnom rezimu rada
jonskog izvora: a) acesulfam K, b) saharin, c) ciklamat, d) aspartam

miz
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Slika 2. Maseni spektri aspartama snimljeni u smesi metanol/vodeni rastvor mravlje kiseline: a) ESI(+)MS;
b) ESI(+)MS?

Kao prekursor joni za sve veStaCke zasladivate odabrani su deprotonovani molekuli.
Optimizacijom kolizione energije izvrSena je fragmentacija prekursor jona pri ¢emu su dobijeni
stabilni fragmentni joni koji mogu biti koris¢eni za kvantifikaciju analita. Svi vestacki zasladivaci u
MS? spektru imaju, osim jona za kvantifikaciju (uokvireni punom linijom i osenceni), 1 jone preko
kojih se moze vrsiti potvrda prisustva analita (uokvireni isprekidanom linijom) (tabela 2).

Tabela 2. MS" reakcije fragmentacije odabranih vestackih zasladivaca

Koliziona Koliziona Koliziona
Analit MS energija. =~ MS?  energija = MS®  energija  MS?
(%) (%) (%)
Acesulfam K 162 [M-H]" 27 | 82 | — - - -
102 - - - -
98 - - - -
Saharin 182 [M-H]" 41 106 - - - -
162 — - - —
Ciklamat 178 [M-H]" 36 80 — - - —
1 96 — _ _ _
Aspartam 293 [M-H] 20 261 21 217 24 126
10200 0 - - - -
275 — - - —
295 [M+H]" 16 277 15 245 19 217
263 13 235 20 217
235 — - - —
245 - - - -
180 — — — —

Kao §to se moze videti iz tabele 2, fragmentne jone aspartama dobijene MS? analizom bilo je
moguée dalje fragmentisati, tj. bila je moguéa i MS® i MS* analiza. U slucaju ostalih vestackih
zasladivada, acesulfama K, saharina i ciklamata, nakon MS? analize nisu dobijeni stabilni
fragmentni joni, pa nije bilo moguce izvrsiti vie stupnjeve maseno-spektrometrijske analize.

Na osnovu pregleda literature moZe se zakljuciti da se odabrani vesStacki zasladivaci najcesce
analiziraju metodom elektrosprej tandem masene spektrometrije kao deprotonovani molekuli (2,3),
Sto je potvrdeno i u ovom radu. Takode, aspartam i saharin su jedini veStacki zasladivaci koji mogu
biti odredivani 1 u pozitivnom reZimu rada jonskog izvora (5). U nekim istraZivanjima, uz
koriS¢enje trostrukog kvadrupola kao masenog analizatora, dobijeni su identi¢ni fragmentni joni kao
u ovom radu (3). Medutim, Ce§¢e se pominju druge MS? reakcije fragmentacije deprotonovanih
molekula koje su odabrane za kvantifikaciju 1 potvrdu prisustva zasladivaca (6,7), Sto je rezultat
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razlike u mogucnostima detekcije fragmentnih jona jonskog trapa i trostrukog kvadrupola. Tako je
za kvantifikaciju saharina odabran jon m/z 42 (2,7) koji u ovoj studiji nije mogao biti detektovan
zbog ograniCenja linearnog jonskog trapa. 1z istog razloga je, u drugom istrazivanju, za potvrdu
prisustva ciklamata odabran jon m/z 64 (6) koji u ovoj studiji nije detektovan.

ZAKLJUCAK

Snimanje masenih spektara odabranih vestackih zasladivaca u razli¢itim smeSama rastvaraca je
izvrSeno u cilju odredivanja najpovoljnijih uslova pri kojima je moguce nedvosmisleno
identifikovati i kvantifikovati posmatrane analite u realnim uzorcima. Ispitivanjem uticaja sastava
rastvaraca na intenzitet odabranih jona, utvrdeno je da se najintenzivniji signali jona dobijaju u
smes$i metanola i vode. Na osnovu ovih rezultata, moguce je odabrati optimalni sastav mobilne faze
u daljem razvoju hromatografske metode za analizu vesta¢kih zasladivaca. Na osnovu rezultata MS"
analize, izabrane su karakteristicne reakcije fragmentacije za kvantitativno odredivanje i potvrdu
prisustva svakog analita koje ¢e biti koriS¢ene u konaéno razvijenoj analitickoj metodi za
odredivanje tragova vestackih zasladivaca u otpadnim i prirodnim vodama, kao i u vodi za pice.

Zahvalnica:

Izradu ovog rada je finansiralo Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike
Srbije (br. projekta ON 172007).
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