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Apstrakt: Široka primena veštačkih zaslađivača u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji počela je 
početkom osamdesetih godina prošlog veka. Većina ovih jedinjenja se ne metaboliše u ljudskom telu 

i izlučuje se uglavnom nepromenjena. Glavni izvor veštačkih zaslađivača u životnoj sredini 
predstavljaju komunalne otpadne vode. Zbog ograničenih podataka o njihovoj ekotoksičnosti i 
ponašanju u životnoj sredini, svrstani su u klasu emergentnih zagađujućih materija. Dosadašnja 
istraživanja su pokazala široku rasprostranjenost ovih jedinjenja u površinskim i podzemnim 
vodama. U ovom radu je razvijena i optimizovana metoda pripreme uzoraka otpadne vode 

ekstrakcijom na čvrstoj fazi za analizu veštačkog zaslađivača saharina. Izvršen je odabir 
optimalnog sorbenta, pH vrednosti i zapremine uzorka vode, kao i rastvarača za eluiranje saharina 
sa pakovanja kolone. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom tečne hromatografije sa tandem 

masenom spektrometrijom. Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz tri 

kanalizaciona ispusta u Beogradu i okolini. Detektovane koncentracije saharina su bile u opsegu od 

2,9 µg L
–1

 do 13,5 µg L
–1

.  

Ključne reči: veštački zaslađivači, otpadna voda, ekstrakcija na čvrstoj fazi, tečna hromatografija–
tandem masena spektrometrija 

 DETERMINATION OF ARTIFICIAL SWEETENER SACCHARIN IN WASTEWATER SAMPLES 

Abstract: The widespread use of artificial sweeteners in the food and pharmaceutical industry 

started at the beginning of the 1980s. Most of these compounds are not metabolized in human body 

and are excreted mostly unchanged. Communal wastewater is the main source of artificial 

sweeteners in the environment. Due to limited data on their ecotoxicity and fate in the environment, 

they are classified as emerging pollutants. Previous research has shown the wide distribution of 

these compounds in surface and ground water. In this paper, the method of preparation of 

wastewater samples was developed and optimized using the solid-phase extraction for the analysis 

of artificial sweetener saccharin. The sorbent type, the pH and the volume of the water sample, as 

well as the elution solvent were tested in the sample preparation optimization. The obtained 

extracts were analyzed by liquid chromatography–tandem mass spectrometry. The developed 

method was applied to wastewater samples collected from three sewage discharges in Belgrade and 

the surroundings. The detected concentrations of saccharin were in the range from 2.9 μg L
–1

 to 

13.5 μg L
–1

. 

Keywords: artificial sweeteners, wastewater, solid-phase extraction, liquid chromatography–
tandem mass spectrometry 
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1. UVOD 
 

Veštački zaslađivači se koriste kao zamena za šećer ili kao poboljšivači ukusa u prehrambenim i 

farmaceutskim proizvodima. Upotreba ovih supstanci u Republici Srbiji je definisana Pravilnikom o 

prehrambenim aditivima [1]. U protekloj deceniji, mnoge studije su potvrdile njihovo prisustvo u 

prirodnim vodama, u koncentracijama do nekoliko µg L
–1

 [2,3,4]. Najvažniji izvor ovih jedinjenja u 
vodenoj sredini su efluenti iz postrojenja za prečišćavanje otpadnih voda ili netretirane komunalne 
otpadne vode. Zbog nepoznatog ponašanja u životnoj sredini i uticaja na akvatični ekosistem, 
veštački zaslađivači su svrstani u klasu emergentnih zagađujućih materija [2]. Jedan od najčešće 
korišćenih veštačkih zaslađivača u Evropi je saharin. Saharin je najstariji niskokalorični zaslađivač 
koji je sintetisan 1878. godine. Oko 300 puta je slađi od šećera i nema kalorijsku vrednost. Prolazi 

kroz ljudsko telo nepromenjen i izlučuje se putem urina [5]. U Republici Srbiji, saharin je dozvoljen 

za upotrebu u stočnoj hrani, koja može predstavljati dodatni izvor ovog zaslađivača [6]. Takođe, 
ovo jedinjenje može da bude degradacioni produkat sulfonilurea herbicida [7]. Životinje izlučuju 

saharin u velikoj meri, pa se može naći u đubrivu u visokim koncentracijama (do 12 mg L
–1

) [8]. 

Kao rezultat korišćenja đubriva u poljoprivredi, velika je verovatnoća da će se saharin, putem 
spiranja sa poljoprivrednog zemljišta, naći u podzemnim vodama. Takođe, saharin predstavlja 
pogodan indikator zagađenja otpadnim vodama koje se desilo u relativno bliskom vremenskom 
periodu, pošto se brzo razgrađuje u životnoj sredini [3]. 

U ovom radu je razvijena i optimizovana metoda pripreme uzoraka komunalne otpadne vode 

ekstrakcijom na čvrstoj fazi (eng. solid-phase extraction, SPE) za analizu veštačkog zaslađivača 
saharina. Izvršen je odabir optimalnog sorbenta, pH vrednosti i zapremine uzorka vode, kao i 
rastvarača za eluiranje saharina sa pakovanja kolone. Dobijeni ekstrakti su analizirani metodom 
tečne hromatografije–tandem masene spektrometrije (eng. liquid chromatography–tandem mass 

spectrometry, LC–MS/MS). Razvijena metoda je primenjena na uzorke netretiranih otpadnih voda 

iz kanalizacionih ispusta u Beogradu i okolini. 

 

2. EKSPERIMENTALNI DEO 

 

2.1 Hemikalije i reagensi 

 

Analitički standard saharina visoke čistoće (≥ 98%) je nabavljen od proizvođača Sigma-Aldrich 

(Sent Luis, SAD). Hemijska struktura i fizičko-hemijska svojstva saharina su prikazani u tabeli 1. 

Metanol je kupljen od proizvođača VWR Chemical (Brijar, Francuska), a acetonitril od proizvođača 
Sigma-Aldrich (Sent Luis, SAD). Amonijum-acetat je nabavljen od proizvođača Fisher Chemical 
(Lafboro, Velika Britanija). Za podešavanje pH vrednosti uzoraka vode korišćena je koncentrovana 
sirćetna kiselina. Svi rastvarači su bili HPLC stepena čistoće. 
 

Tabela 1. Hemijska struktura i fizičko-hemijska svojstva saharina: M – molarna masa, Kow – 

koeficijent raspodele između oktanola i vode, Ka – konstanta kiselosti, R – rastvorljivost u vodi 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

a 
ChemSpider baza podataka; http://www.chemspider.com/

 

b PubChem baza podataka; https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 

 

Analit 
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struktura 

M 

(g mol
–1

) 
log Kow

a 
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a
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–1

) 
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(C7H5NO3S) S

NH

O

O
O

 

183,1 0,45 1,3 789,2 
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2.2 LC–MS/MS analiza 

 

LC–MS/MS analiza saharina izvršena je na Dionex UltiMate 3000 HPLC sistemu u sprezi sa 

LTQ XL linearnim jonskim trapom kao masenim spektrometrom, od proizvođača Thermo Fisher 
Scientific (Voltam, SAD). Kao jonizaciona tehnika korišćena je elektrosprej jonizacija u 
negativnom režimu rada. Za hromatografsko razdvajanje korišćena je reverzno-fazna kolona: Luna 

C8 (3,0 mm x 150 mm x 3 µm), od proizvođača Phenomenex (Torans, SAD). Mobilna faza se 
sastojala od 84% vode (A), 15% metanola (B) i 1% rastvora amonijum-acetata (C) pri konstantnom 

protoku od 0,33 mL min
–1

. Kao prekursor jon odabran je deprotonovani molekul m/z 182 koji je 

dalje fragmentisan uz optimizaciju kolizione energije. Na osnovu rezultata MS
n
 analize, odabrane 

su karakteristične reakcije fragmentacije za kvantitativno određivanje (m/z 182  m/z 106) i 

potvrdu prisustva (m/z 182  m/z 96) saharina u realnim uzorcima. 

 

2.3. Optimizacija metode pripreme uzoraka 

 

Prilikom optimizacije metode ekstrakcije na čvrstoj fazi testirani su sledeći parametri: vrsta 
sorbenta, pH vrednost i zapremina uzorka vode, kao i vrsta rastvarača za eluiranje. Ispitivana je 

pogodnost jono-izmenjivačkih, polimernih, C18 i ugljeničnih sorbenata za ekstrakciju saharina. 
Testirano je pet SPE kertridža različitih proizvođača: Supelclean LC-SAX (500 mg/3 mL), 

Supelclean ENVI-18 (500 mg/6 mL), Supelclean ENVI-Carb (500 mg/6 mL) od proizvođača 
Supelco (Belfont, SAD); Oasis HLB (200 mg/6 mL) od proizvođača Waters (Milford, SAD) i Strata 
X (200 mg/6 mL) od proizvođača Phenomenex (Torans, SAD). 
Standardni rastvor saharina dodat je u odgovarajuću zapreminu dejonizovane vode tako da početna 
koncentracija u uzorku bude 5 ng mL

–1
. Kertridži su kondicionirani sa 5 mL metanola, a zatim sa 

5 mL dejonizovane vode, bez podešavanja pH. Uzorci vode su nanošeni na SPE kolonu, nakon čega 
su sušeni na vakuumu 10 min. Eluiranje saharina je izvršeno sa 10 mL metanola. Dobijeni ekstrakti 

su uparavani i rekonstituisani do zapremine od 1 mL pomoću metanola. Nakon toga, finalni 
ekstrakti su filtrirani kroz 0,45 μm poli(viniliden-fluorid) filtere (PVDF), od proizvođača Roth 
(Karlsrue, Nemačka). 

Nakon izbora odgovarajućeg sorbenta, ispitivana je optimalna pH vrednost uzorka vode koja 
omogućava bolju ekstrakciju saharina. Testirane su sledeće vrednosti: 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0. Navedeni 
eksperimenti su izvedeni na isti način kao u prethodnom ispitivanju optimalnog sorbenta. U cilju 

određivanja kapaciteta sorbenta za ekstrakciju analita i sprečavanja ispiranja saharina sa kolone, u 

sledećem koraku SPE optimizacije testirana je zapremina uzorka vode koja se nanosi na kertridž, i 

to: 50 mL, 100 mL i 250 mL. Eksperimenti su izvedeni na isti način kao u prethodnom koraku 
optimizacije, uz podešavanje pH uzorka na optimalnu vrednost. Konačno, kao rastvarači za 
eluiranje saharina sa pakovanja kolone testirani su metanol i acetonitril. Oba navedena 

eksperimenta su izvedena pod istim uslovima, a za ekstrakciju ovog zaslađivača korišćena je 
zapremina eluenta od 10 mL.  

 

2.4. Realni uzorci 

 

Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz kanalizacionog ispusta u Beogradu koji 

se uliva direktno u reku Savu (uzorak OTP1), kao i iz dva ispusta u okolini Beograda (uzorci OTP2 

i OTP3). Uzorci vode su sakupljeni u plastične boce od 1 L i čuvani u zamrzivaču bez dodatka 

konzervansa. Pre ekstrakcije na čvrstoj fazi, uzorci su odmrznuti i filtrirani kroz filtere od staklenih 

vlakana veličine 1–3 µm (Whatman GmbH, Dasel, Nemačka). 
 

3. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

Rezultati odabira optimalnog sorbenta su pokazali da se određeni stepen ekstrakcije saharina postiže 
jedino primenom polimernih Strata X (7%) i Oasis HLB kertridža (24%). Ovi kertridži sadrže 
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kopolimer N-vinilpirolidona sa divinilbenzenom, što im daje istovremeno i hidrofilna (N-vinil-

pirolidon) i lipofilna (divinilbenzen) svojstva, omogućavajući ekstrakciju analita različitih 
polarnosti. Slični rezultati su zabeleženi u drugoj studiji, u kojoj su takođe dobijeni niski prinosi za 
saharin u prvim koracima SPE optimizacije [8]. Na osnovu navedenih rezultata, Oasis HLB i Strata 

X kertridži su odabrani za dalji razvoj SPE metode. 
Prilikom optimizacije pH vrednosti uzorka vode, potvrđena je značajnost ovog parametra za 
povećanje efikasnosti ekstrakcije. Oba sorbenta su pokazala značajno veću efikasnost vezivanja 

saharina kada je pH vrednost uzorka vode bila podešena na 3,0 i 4,0 pri čemu je najveći prinos 
metode (96%) zabeležen kada je primenjen Oasis HLB sorbent pri pH = 3,0 (slika 1). S druge 

strane, na višoj (6,0) i nižoj (2,0) pH vrednosti, prinosi su bili veoma niski za oba sorbenta. Zbog 

toga su pH vrednost 3,0 za uzorak vode i Oasis HLB kertridž izabrani za dalje eksperimente SPE 

optimizacije (slika 1).  

 

 
Slika 1. Optimizacija pH vrednosti uzorka otpadne vode pri korišćenju Oasis HLB i Strata X 

sorbenata 

 

Pri odabiru optimalne zapremine uzorka vode zaključeno je da zapremina od 100 mL obezbeđuje 
dovoljno visok faktor predkoncentrisanja uz kraće vreme eksperimenta. U daljim eksperimentima, 

prilikom testiranja rastvarača za eluiranje, postignuta je slična efikasnost ekstrakcije primenom 

metanola (92%) i acetonitrila (91%). Ovakvi rezultati pokazuju dobru rastvorljivost saharina u oba 

rastvarača. Konačno, kao optimalan rastvarač je odabran metanol. Takođe, utvrđeno je da je 
zapremina od 10 mL metanola dovoljna da se saharin potpuno eluira sa pakovanja kolone. 

Razvijena metoda je primenjena na uzorke otpadnih voda iz tri kanalizaciona ispusta u Beogradu i 

okolini. Saharin je detektovan u svim analiziranim uzorcima, pri sledećim koncentracijama: 

13,5 µg L
–1 

(uzorak OTP1), 3,9 µg L
–1 

(uzorak OTP2) i 2,9 µg L
–1

 (uzorak OTP3). Najviša vrednost 
saharina je detektovana u kanalizacionom ispustu u Beogradu (uzorak OTP1), što se može objasniti 
većom potrošnjom ovog zaslađivača srazmerno broju stanovnika.  
 

4. ZAKLJUČAK 

 

U eksperimentima optimizacije pripreme uzorka otpadnih voda metodom ekstrakcije na čvrstoj fazi 
za određivanje saharina, odabrani su parametri koji utiču na visoku efikasnost ekstrakcije ovog 
zaslađivača. Konačno razvijena SPE metoda podrazumeva nanošenje 100 mL uzorka vode, kome je 

prethodno podešena pH vrednost na 3,0, na Oasis HLB sorbent, pri čemu se analiti eluiraju sa 

pakovanja kolone pomoću 10 mL metanola. Primenljivost metode je potvrđena analizom 
netretiranih komunalnih otpadnih voda iz ispusta u Beogradu i okolini. Dobijene vrednosti u 

koncentracijama do 13,5 µg L
–1

 ukazuju na visoku primenu saharina u prehrambenoj industriji u 

Republici Srbiji, kao i potencijalnu ekotoksičnost na živi svet u vodi. 
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