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Streszczenie

Oceniono zawarto$¢ cyklaminianu sodu w wybranych napojach bezalkoholowych
stodzonych sztucznymi substancjami stodzacymi. W badaniach wykorzystano metode
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem diodowym (DAD). Badane
probki poddano derywatyzacji prekolumnowej, a utworzone pochodne oznaczano przy dtugosci
fali 314 nm. Badaniami objeto 17 rynkowych napojow bezalkoholowych gazowanych
I niegazowanych, stodzonych cyklaminianem sodu. W analizowanych napojach zawarto$¢
cyklaminianu sodu miescita si¢ w zakresie od 105,3 mg/l do 273,3 mg/l. Nie stwierdzono
przekroczenia maksymalnej dopuszczalnej zawartosci 281 mg/l cyklaminianu sodu dla napojow
bezalkoholowych.

Stowa kluczowe: cyklaminian sodu, napoje bezalkoholowe, HPLC-DAD

THE ASSESSMENT OF SODIUM CYCLAMATE CONTENTS IN SOFT DRINKS
Summary

The aim of the study was the determination of sodium cyclamate content in some soft
drinks sweetened with artificial sweeteners. In the study the high performance liquid
chromatography (HPLC) method with diode array detector (DAD) were used. The samples were
analyzed after precolumn derivatization and the creative derivatives were analyzed in
wavelength 314 nm. The study included 17 market carbonated and non-carbonated soft drinks
sweetened with sodium cyclamate. In analyzed soft drinks sodium cyclamate content ranged
from 105,3 mg/l to 273,3 mg/l. There was found, no exceeded the maximum level 281 mg/l of
sodium cyclamate in soft drinks.

Key words: sodium cyclamate, soft drinks, HPLC-DAD
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WSTEP

Produkcja napojow bezalkoholowych w Polsce wykazuje systematyczng tendencje
wzrostowg. Dzigki ogromnej réznorodnosci dostgpnych na rynku napojow bezalkoholowych
wzrasta takze ich konsumpcja. W 2008 r. w Polsce laczne, bilansowe spozycie napojow
bezalkoholowych wyniosto 183 I/mieszkanca i byto wyzsze o 16% w poréwnaniu ze $rednig
z lat 20042006 [Nosecka 2009]. Szczegdlny wzrost odnotowano w spozyciu niegazowanych
produktow smakowych o obnizonej wartosci kalorycznej, produkowanych na bazie wod
mineralnych i Zrdédlanych z dodatkiem substancji stodzgcych. Coraz wieksza popularnoscia
ciesza si¢ napoje, nalezace do tzw. grupy produktéw ,Better for You”, posiadajacych
zmniejszong w stosunku do produktu regularnego zawarto$¢ substancji niekorzystnej dla
zdrowia np. cukru lub ttuszczu. Do tych produktow zaliczane sg napoje bezalkoholowe (gtownie
gazowane) bez cukru, tzw. ,light” lub ,diet” [Linowski 2008]. To wiasnie rozwoj tej grupy
produktoéw, podyktowany najpowazniejsza bolaczka krajow rozwinigtych i rozwijajacych sie,
jaka jest otyto$¢, wymusza stosowanie innych naturalnych $rodkéw intensywnie stodzacych
(taumatyna, glicyryzyna, stewiozydy) lub syntetycznych substancji stodzacych (sacharyna,
aspartam, acesulfam K, cyklaminian, neohesperydyna, suklaroza, alitam, neotam), ktore
naturalnie nie wystgpuja w Ssrodowisku, lecz s3 otrzymywane na drodze syntezy chemicznej
[Waszkiewicz-Robak i in. 2007]. Najczes$ciej w jednym produkcie stosuje si¢ mieszaning co
najmniej dwoch syntetycznych substancji stodzacych. Obecnie w napojach bezalkoholowych
coraz czeSciej stosowane sg substancje intensywnie stodzace [Waszkiewicz-Robak 2011; Stanner
2010]. Dodawanie ich do zywno$ci jest uwarunkowane gtownie ich wlasciwosciami
funkcjonalnymi. Zastgpienie naturalnych substancji stodzacych sztucznymi obniza koszty
produkcji, co przektada si¢ na nizsza ceng¢ detaliczng produktu [Bartodziejska i in. 2008].
Ponadto kazda z tych substancji charakteryzuje si¢ odmiennymi wlasciwosciami. W poréwnaniu
z sacharoza (o stodyczy uznanej za 1), najnizsza stodycz wykazuje cyklaminian sodu (30-40
razy stodszy), nastepnie aspartam i acesulfam K (150-200 razy stodsze) oraz sacharyna (300—
800 razy stodsza) [Miskiewicz 1 in. 2012].

Cyklaminiany (sole sodu i wapnia kwasu cykloheksylosulfonowego) to elektrolity, ktore
silnie jonizuja w roztworach i posiadaja mata pojemnos$¢ buforowa. Przypadkowe odkrycie
w 1937 r. przez Michaela Sveda cyklaminianu oraz w kolejnych latach pozostatych stodzikoéw
stworzyto fundament pod powstanie kategorii napojow bezcukrowych. Cyklaminiany (E 952) sa
dobrze rozpuszczalne w wodzie i stabilne w wysokich temperaturach, co umozliwia ich
stosowanie W zywnos$ci pieczonej i gotowanej [Swiderski 1999]. Zwiazki te sa stabilne

w szerokim zakresie pH (2—10) oraz nie sg metabolizowane w organizmie. Ze wzgledu na brak
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grup chromoforowych w czasteczce cyklaminianu, umozliwiajacych bezposrednig identyfikacje
tego zwigzku w $swietle UV, w celu jego analizy najczesciej przeprowadza si¢ upochodnienie.
Drugim sposobem jego oznaczania jest bezposrednia analiza poprzez zastosowanie metod
HPLC-MS lub HPLC-ESI-MS [Zygler i in. 2009]. Cyklaminiany wykazujg synergizm
Z sacharyna, przez co maskuja jej niekorzystny metaliczny posmak [Miskiewicz, Nabesny 2012],
stosuje si¢ je zazwyczaj w stosunku wagowym 10:1 (czasem 9:1). Pod wptywem mikroflory
bakteryjnej cyklaminiany mogg ulec przemianie w cykloheksyloaminy uwazane za zwigzki
rakotworcze [Newberne, Conner 1986]. We wczesnych latach 70. cyklaminiany podejrzewane
byly wtasnie o wlasciwosci rakotworcze. Z tego tez powodu ich uzycie w zywnos$ci zostato
w wielu panstwach zakazane (m.in. w Kanadzie, Polsce, USA i Wielkiej Brytanii) lub znacznie
ograniczone, m.in. poprzez wymog stosowania etykiet ostrzegawczych. Ponowna ocena danych
toksykologicznych wskazata jednak na brak takich wiasciwosci. Obecnie stosowanie
cyklaminianoéw jest dozwolone w ok. 50 krajach, m.in. w Europie i Chinach [Kroger i in. 2006;
Zhu i in. 2005]. Jak do tej pory stosowanie tej substancji stodzacej jest nadal niedozwolone
w USA. Ze wzgledu na mozliwo$¢ metabolizowania przez organizm nawet w 85% powstale]
cykloheksyloaminy ustalono dla cyklaminianow ADI (dopuszczalne dzienne spozycie) na
poziomie 11 mg/kg masy ciata. JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
zaleca takze, aby czysto$¢ cyklaminianéw dodawanych do zywnos$ci nie byta mniejsza niz 98%.
Nadal jednak prowadzone s3 badania nad metabolizowaniem cyklaminianu [Renwick i in. 2004],
m.in. ze wzgledu na wpltyw duzych dawek cykloheksyloaminy na zanik jader u szczurow.
Przeprowadzone badania wykazaly jednak brak wptywu obu tych zwigzkow na bezptodnos¢
mezczyzn [Serra-Majem i in. 2003].

Cyklaminiany s3a stosowane gldwnie jako dodatek do gum do Zucia, lodow, deserow,
syropéw oraz napojow. Aktem prawnym regulujacym stosowanie cyklaminianu jako dodatku do
zywnosci jest Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 listopada 2010 r. (Dz. U. 2010 nr 232,
poz. 1525). Cyklaminian sodu i wapnia moze by¢ stosowany w napojach bezalkoholowych
w maksymalnej ilosci 250 mg/l (w przeliczeniu na wolny kwas). Wedlug rozporzadzenia
substancje stodzace nie mogg by¢ stosowane w zywnos$ci dla niemowlat i matych dzieci, w tym
rowniez w zywnos$ci dietetycznej specjalnego przeznaczenia medycznego dla niemowlat
I matych dzieci.

Ze wzgledu na fakt stosowania w coraz wigkszym zakresie substancji stodzacych oraz ich
potencjalng toksycznos$¢ istnieje konieczno$¢ limitowania i monitorowania zawartosci tych
substancji w artykutach spozywczych [Sekalska 2007].

Celem niniejszej pracy byla ocena zawartosci cyklaminianu sodu w napojach
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bezalkoholowych zawierajacych te substancje stodzaca, dostgpnych na rynku detalicznym.
MATERIAL I METODY BADAN

Badaniami objeto 17 rynkowych napojow bezalkoholowych wyprodukowanych przez
réznych producentéw. Badane napoje podzielono na kilka grup: napoje typu cola (4 produkty),
napoje typu ice tea (2 produkty), napoje smakowe (5 produktow), napoje typu tonic (3 produkty)
oraz napoje funkcjonalne (3 produkty). Przeprowadzone badania dotyczyly napojow
bezalkoholowych gazowanych i niegazowanych, dostepnych na rynku detalicznym regionu
todzkiego. Poszczegdlne napoje rdznity sie stosowanymi substancjami stodzacymi (cukier i/lub
mieszanka stodzikow: acesulfam K, sacharynian sodu, aspartam, cyklaminian sodu).

Zawarto$¢ cyklaminianu sodu w przeliczeniu na kwas cykloheksylosulfonowy oznaczono
z zastosowaniem metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem diodowym
(HPLC-DAD), wedtug PN-EN 12857:2002.

Zastosowana metodyka badan zostata zwalidowana, umozliwiajac oznaczenie cyklaminianu
sodu z powtarzalno$cig wynoszaca < 6% i doktadnoscig 80-115%. Do analiz wykorzystano
chromatograf cieczowy Performance firmy Schimadzu w ukladzie dwukanatowym,
wyposazonym w autosampler i detektor SPD-M20A pracujacy przy dhugosci fali 314 nm.
Do rozdzialu zastosowano kolumne monolityczng z fazg odwrdécong Onyx Monolithic C18 firmy
Phenomenex o wymiarach 100 mmx4,6 mm, poprzedzong prekolumng o tym samym
wypelnieniu i wymiarach 10 mmx4,6 mm. Faz¢ ruchomg stanowita mieszanina metanol/woda
w stosunku 80:20 (v/v) i przeptywie 1,0 ml/min. Przed rozpoczgciem analiz kolumng
kondycjonowano przez 30 min 1% roztworem EDTA.

W celu uzyskania pochodnych cyklaminianu (N,N-dichlorocykloheksyloamina) pobierano
20 ml roztworow probek lub roztworow wzorca do rozdzielacza, dodawano 1 ml 50% (m/m)
kwasu siarkowego, 10 ml n-heptanu i 2,5 ml roztworu podchlorynu sodu (1,7% aktywnego
chloru) i wytrzasano na wytrzgsarce przez 2 min. Po rozdzieleniu faz, gorng warstwe organiczng
przemywano 25 ml 5% roztworu weglanu sodu i wytrzasano przez 1 min. Zebrang fazg osuszano
siarczanem sodu i umieszczano w viali autosamplera. Kazdy napdj analizowano w dwodch
powtdrzeniach, a otrzymane wyniki oszacowano statystycznie przy uzyciu programu Statistica
10. Identyfikacje cyklaminianu sodu w napojach przeprowadzono poprzez pordwnanie czasu
retencji sygnalu pochodzacego od tego zwigzku w probkach zsygnalem otrzymanym od
roztworu substancji wzorcowej. Do oceny zalezno$ci pomigdzy powierzchnig otrzymanych

pikow badanych zwigzkow a ich zawarto$cig w probkach wykorzystano analize regresji proste;.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Sposrod 17 badanych napojow wickszos¢ stanowily napoje gazowane (59%). Dos¢ wysoki
udzial napojow niegazowanych (41%) w materiale badawczym wskazuje na zwigkszanie si¢
udzialu w rynku napojow bezalkoholowych niegazowanych stodzonych sztucznymi
substancjami stodzacymi. Przewazajaca ilo$¢ napojow (71%) stanowily napoje stodzone
mieszankg czterech substancji stodzacych (acesulfam K, aspartam, sacharynian sodu
i cyklaminian sodu), pozostate 29% bylo stodzone mieszankg acesulfamu K, aspartamu
i cyklaminianu sodu. Potwierdza to fakt, ze producenci wykorzystujg efekt synergistyczny tych
substancji stodzacych. Na podstawie danych zamieszczonych na etykietach produktow
stwierdzono takze, ze napoje typu cola nie zawieraja w mieszaninie stodzikéw sacharynianu
sodu.

W celu oznaczenia zawartosci cyklaminianu sodu W napojach wykonano krzywa
kalibracyjng w zakresie stezen 12-929 mg/l. Otrzymane wyniki badan analizowanych napojow

przedstawiono na rysunku 1.

napdj bezalkoholowy

multi wit 166,2+ 25,7

wit power C 162,1+25,1

slim z witaminami 1071+ 16.6
tonic 236,3+ 36,6

tonic jurajski 151,94 23,5

grappa tonic 1053+ 16,3
o smaku wisniowym 2713+ 420
oranzada czerwona 241,0+£ 373
0 smaku pomaraficzowym 2241+ 347
oranzada biata 215,7£334
o smaku owocow tropikalnych 152,74+ 23,6
ice tea cytryna 2355+ 36,5
ice tea brzoskwinia 2474+ 383
cola original zero 2198+34,0
cola original light 203,0+314
coca-cola zero 273,3+423
coca-cola light 264,4+ 40,9
30 100 150 200 250 360 3:‘70 460

zawarto$¢ cyklaminianu sodu [mg/]

Podane warto$ci niepewnosci stanowig niepewno$¢ rozszerzong przy poziomie ufnosci 95%
dla wspotczynnika rozszerzenia k=2.

Rysunek 1. Zawarto$¢ cyklaminianu sodu w napojach bezalkoholowych
Sodium cyclamate contents in soft drinks
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Uzyskane zawartosci cyklaminianu sodu miescily si¢ w zakresie od 105,3 mg/l (grappa
tonic) do 273,3 mg/l (coca-cola zero). Na podstawie przeprowadzonych badan, w zadnym
z 17 napojow bezalkoholowych nie stwierdzono przekroczenia maksymalnej dopuszczalnej
ilosci 250 mg/l kwasu cykloheksylosulfonowego (281 mg/l cyklaminianu sodu). Badane napoje
zawieraty cyklaminian sodu w ilo$ci od 38% (grappa tonic) do 97% (coca-cola zero) najwyzszej
dopuszczalnej jego zawartosci.

Otrzymane wyniki badan zawartosci cyklaminianu sodu pogrupowano w zaleznos$ci od typu

napoju (rysunek 2).
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Rysunek 2. Poréwnanie minimalnych, maksymalnych i §rednich zawartosci cyklaminianu sodu
otrzymanych dla poszczego6lnych grup napojow bezalkoholowych
Comparison of minimum, maximum and average content of sodium cyclamate
obtained for each group of soft drinks

W obrgbie grup napojéw najnizsza zawartoscig cyklaminianu sodu charakteryzowaty sie
napoje funkcjonalne (srednio 145,1 mg/l), natomiast najwiecej tej substancji zawieraty napoje
typu ice tea (srednio 241,4 mg/l) oraz typu cola ($§rednio 240,1 mg/l).

W celu interpretacji uzyskanych wynikow badan obliczono dzienne spozycie cyklaminianu
sodu, przyjmujac zalozenie, ze 0soba dorosta wazy 70 kg, a dziecko 30 kg, oraz zaktadajac, ze
wypija oni 1 | napoju dziennie (tabela 1).
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Tabela 1. Dzienne spozycie cyklaminianu sodu z 1 1 napoju przez osobe dorosta i dziecko

The daily intake of sodium cyclamate from 1 liter of the beverage by an adult and

achild
ADI Sredn@a_zawartoéé Osoba dorosta Dziecko
[mg/kg cyklaminianu sodu w DI DI
badanych napojach % ADI % ADI
m. c.] [mg/l] [mg/70 kg] ° [mg/30 ky] ’
11 205 770 27 330 62

Z obliczen wynika, ze konsument, wypijajac dziennie 1 1 napoju stodzonego cyklaminianem

sodu, nie przekracza ustalonego dopuszczalnego dziennego spozycia tej substancji. Osoba

dorosta o masie 70 kg dostarcza organizmowi $rednio 27% ADI dla cyklaminiandéw, natomiast

dziecko o masie 30 kg spozywa 62% ADL.

WNIOSKI

Oceniajac zawarto$¢ cyklaminianu sodu w 17 napojach bezalkoholowych stodzonych

sztucznymi substancjami stodzacymi, stwierdzono:

1.

W zZadnym z 17 napojéw bezalkoholowych nie stwierdzono przekroczenia maksymalnej
zawartos$ci 250 mg/1 kwasu cykloheksylosulfonowego (281 mg/l cyklaminianu sodu).

Osoba dorosta o masie 70 kg, wypijajac dziennie 1 | napoju bezalkoholowego zawierajacego
cyklaminian sodu, dostarcza organizmowi $rednio 770 mg cyklaminianu sodu (27% ADI),

natomiast dziecko o masie 30 kg spozywa 330 mg tej substancji (62% ADI).
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