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Таким образом, полученные из отходов не-
фтепереработки асфальто-смолистые олигомеры 
не уступают по своим свойствам аналогичным, ис-
пользовавшимся ранее в опытно-промышленном 
применении при дорожном строительстве. Более 
того, по некоторым показателям, в частности по 
степени адгезии к минеральным материалам, но-
вые продукты превосходят ранее применяемые, а 
также лучше сохраняют свои свойства (дуктиль-
ность, пенетрацию и температуру размягчения) 
после прогрева при 163оС в течение 5 часов. 
Вместе с тем они являются более экономичными 
и могут быть рекомендованы в качестве моди-
фицирующей добавки в дорожные битумы для 
получения ПБВ высокого качества.
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Разработаны простые и надежные методики анализа смесей 
кофеина, сахарина и аспартама, основанные на УФ и ЯМР 1Н 
спектроскопии. Метод ЯМР 1Н спектроскопии использован для 
проведения скрининг-анализа образцов газированных напитков 
различных марок. Альтернативный метод, основанный на соче-
тании электронной спектроскопии и хемометрического метода 
независимых компонент, также применен для экспрессного и на-
дежного определения компонентов газированных напитков без их 
предварительного разделения. Методом УФ-спектроскопии из-
учены спектроскопические характеристики стандартных раство-
ров кофеина, сахарина, аспартама и реальных прохладительных 
напитков (влияние среды, интервалы подчинимости закону Буге-
ра–Ламберта–Бера).Проведено качественное и количественное 
спектроскопическое определение компонентов газированных на-
питков различных марокс относительной погрешностью, не пре-
вышающей 10%.
Ключевые слова: хемометрика, автомодельное разделение 
кривых, метод независимых компонент.

Joint Determination Ofcaffeine, Aspartame 

and Saccharin in Carbonated Beverages by 1H NMR 

and UV Spectroscopy with Self-modeling Curve Resolution
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Simple and reliable methods of caffeine, saccharin and aspartame 
mixtures analysis based on UV and 1H NMR spectroscopy were 

implemented. 1H NMR spectroscopy method was used for screening 
test of carbonated beveragessamples of various brands. An alternative 
method based on a combination of electron spectroscopy and 
chemometric independent componentmethod was also used for the 
rapid and reliable carbonated beverages components determination 
without their prior separation. By UV spectroscopy the spectroscopic 
characteristics of the caffeine, saccharin, aspartame and real 
soft drinks standard solutions were studied (the influence of the 
environment, the intervals of Bouguer–Lambert–Berlaw obeyance). 
Thecarbonated drinksdifferent brandscomponents qualitative and 
quantitative spectroscopic identification was made with the relative 
error not exceeding 10%.
Key words: chemometrics, self-modeling curve resolution, 
independent component method.

Проблема анализа смесей веществ, близ-
ких по структуре и свойствам, является весьма 
сложной и актуальной в современной аналити-
ческой практике. Основной метод анализа таких 
смесей – хроматографический, как в варианте 
газовой, так и жидкостной хроматографии. До-
статочно дорогое оборудование, как правило, 
сложнаяпробоподготовка и поиск оптимальных 
условий хроматографирования не всегда позво-
ляют достичь желаемой цели. 
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Более доступная спектроскопия в класси-
ческом ее варианте также практически не пред-
ставляет возможности анализировать сложные 
смеси. Одновременному определению несколь-
ких аналитов из одной пробы в большинстве 
случаев препятствуют перекрывающиеся полосы 
в спектрах многокомпонентных смесей. При этом 
классические препаративные методы разделе-
ния смесей часто оказываются длительными и 
трудоемкими и могут не обеспечить желаемого 
качества разделения.

Спектроскопия ядерного магнитного резо-
нанса (ЯМР) является одним из самых успешных 
и универсальных методов анализа сложных 
многокомпонентных смесей в настоящее время 
[1]. Благодаря своей высокой селективности (по 
сравнению с другими спектроскопическими 
методами), использованию многомерных мето-
дик регистрации спектров (J-resolved, NOESY, 
COSY и т.д.) и возможности наблюдать в спек-
тре практически любое органическое вещество, 
этотметод стал часто использоваться в анализе 
сложных матриц [2–6].

Однако высокая стоимость ЯМР анализа и 
его недостаточная чувствительность для анализа 
микрокомпонентов развивают исследования в 
альтернативном направлении, а именнов мате-
матическоммоделировании данных других ти-
пов спектроскопического эксперимента. В этом 
случае могут использоваться более дешевые и 
простые спектроскопические методы, например: 
электронная спектроскопия поглощения и испу-
скания, ИК-спектроскопия [7]. Речь идет о так 
называемом автомодельном разделении кривых 
(Self-modelingCurveResolution, SMCR), главная 
задача которого заключается в том, чтобы, имея 
экспериментальную информацию о многокомпо-
нентной системе, выделить реальный спектро-
скопический сигнал и оценить концентрацию 
каждого компонента без использования физико-
химической модели или априорной информации 
о системе. Одним из перспективных методов 
решения задачи о «слепом» разделении сигналов 
смесей является анализ независимых компонент 
(Independent Component Analysis, ICA) [8]. За-
служивает внимания недавно разработанный, 
но уже успешно апробированный на ряде систем 
алгоритм Mutual Information Least Dependant 
Component Analysis (MILCA), который отличает 
точность прогноза численных оценок спектров 
соединений и их концентраций [9–12].

В настоящее время нами активно ведутся 
работы по дальнейшей апробации метода незави-
симых компонент для анализа сложных матриц. 

Объектом данного исследования стали прохлади-
тельные напитки, анализ которых традиционно 
осуществляется методами УФ [13], ИК [14,15], 
ЯМР [16] спектроскопии, хроматографии [17, 
18], каждый из которых не лишен недостатков. В 
связи с этим разработка простых методов анализа 
данной группы напитков представляет собой не-
сомненный практический интерес.

Таким образом, в данной работе мы пред-
ставляем результаты сравнения метода ЯМР 1Н 
и электронной спектроскопии для совместного 
определения веществ в газированных напитках 
(Coca-cola, Pepsi). Для исследования были вы-
браны наиболее распространенные компоненты 
газированных напитков – кофеин, аспартам и 
сахарин. 

Экспериментальная часть

Реагенты и пробоподготовка. Растворы 
стандартов кофеина, сахарина и аспартама готови-
ли по точной навеске растворением в дистиллиро-
ванной воде (10-2 М для электронной и 1000 мг/л 
для ЯМР спектроскопии) с последующим разбав-
лением до рабочих концентраций.Газированные 
напитки марок Coca-cola и Pepsiбыли куплены в 
магазинах Германии (Карлсруэ) и России (Сара-
тов). Непосредственно перед анализом образцы 
газированных напитков подвергли дегазации в 
течение 10 минут. Для регистрации спектров в 
УФ-области смешивали 600 мкл напитка с дис-
тиллированной водой в колбе на 25 мл. В целях 
количественного анализа также регистрировали 
спектры поглощения растворов со стандартными 
добавками сахарина (1.0 ∙10−4 М и 2.0 ∙10−4 М). 

Буфер для ЯМР измерений готовили, рас-
творяя 10.21 г КН2РО4 и 9.75 мг NaN3 в 50 мл 
дистиллированной воды, а затем устанавливали 
точное значение рН=4.0 титрованием. Для ре-
гистрации спектров 800 мкл дегазированного 
напиткасмешивали с 100 мкл внутреннего 
стандарта (0.1% ТСП (натриевая соль 3-(триме-
тилсилил) пропионовой кислоты-d4)) и101 мкл 
буферного раствора (рН 4.0). pН смеси, равное 
4.50, контролировали, добавляя 1-2 мклHCl 
(1 М) и/или NaOH (1 M). 

Инструментальное оформление.УФ-спек т-
ры регистрировали на спектрофотометрах СФ-103
и SHIMADZU-1800 в кварцевых кюветах с тол-
щиной оптического слоя 1 см, в спектральном 
диапазоне 190–400 нм и шагом сканирования 1нм.

ЯМР измерения проводились на спектроме-
тре Брукер 400 МГц (BrukerBiospin, Reinstetten, 
Germany). ЯМР H1 спектры были получены при 
температуре 300.0 K. При регистрации спектров 
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использовали 128 основных и 4 предварительных 
циклов сканированя. Ширина каждого спектра 
составила 20.0234 м.д., который содержит 65 ты-
сяч точек. Время каждого импульса равнялось 
10 с. Подавление синглета воды (макрокомпонен-
та безалкогольных напитков) было достигнуто с 
помощью импульсной программы NOESY.

Спектры регистрировали автоматически 
под контролем ICONNMR (Bruker Biospin, 
Reinstetten, Germany), которое занимало около 
30 минут для каждого образца. Коррекция фазы 
и базовой линии ЯМР спектров, а также инте-
грирование сигналов были проведены с помо-
щью программы Topspin v. 3.1 (Bruker Biospin, 
Reinstetten, Germany).

Хемометрические расчеты. Программа, ре-
ализующая алгоритм MILCA, доступна в виде не-
зависимых исполняемых модулей для платформ 
Windows и Linux и с MATLAB интерфейсами на 
веб-сайте http://www.klab.caltech.edu/~kraskov/
MILCA/. Время декомпозиции спектров смесей 
во всех случаях не превышало 5 мин.

Для оценки сходства нормированных вы-
деленных и эталонных спектров соединений 
использовали коэффициент корреляции (R). Зна-
чения коэффициента находятся в интервале [0, 
1] и максимальны в случае полного совпадения 
сравниваемых спектров.

Для расчета сходства экспериментальной и 
расчетной матриц концентраций использовали 
индекс Амари [12]. При практическом использо-
вании данного индекса эмпирически считают, что 
декомпозиция прошла успешно, если численное 
значение P < 0.05, а значения P > 0.2 характери-
зует неприемлемое качество декомпозиции. Все 
полученные данные обрабатывали методами 
математической статистики при доверительной 
вероятности Р = 0.95.

Результаты и их обсуждение

УФ-спектроскопия. Для того чтобы каче-
ственно и количественно определить компоненты 
газированных напитков, необходимо знатьих ха-
рактеристичные полосы, которые, по возможно-
сти, не будут перекрываться с сигналами других 
компонентов. Для этого регистрировали спектры 
растворов стандартных веществ (кофеина, аспар-
тама, сахарина) в воде (рис. 1).В серии предва-
рительных экспериментовбыло установлено, что 
спектры поглощениякак изучаемых веществ, так 
и реальных объектовне изменяются при пере-
ходе в кислую среду (рН 1.0–3.0), поэтому вода 
была выбрана в качестве растворителя во всех 
последующих экспериментах.

Также определены интервалы подчинимости 
закону Бугера–Ламберта–Бера, пределы обнару-
жения (ПО) и нижние границы определяемых 
содержаний (НГОС) для всех трех соединений 
(табл. 1). Методами математической статистики 
установлено, что метод не содержит систематиче-
ской погрешности. Из полученных данных оче-
видно, что методика определения кофеина, аспарта-
ма, сахарина должна отличаться высокой чувстви-
тельностью, воспроизводимостью и точностью.

Рис. 1. Спектры поглощения растворов: а – кофеина 
(1 – 4.0, 2 – 8.0, 3 – 10, 4 – 12, 5 – 14 (.10−4 М)); б – аспартама 
(1 – 1.0, 2 – 2.0, 3 – 3.0, 4 – 4.0, 5 – 5.0 (.10−5 М)); в – сахарина 
натрия (1 – 3.0, 2 – 4.0, 3 – 5.0, 4 – 6.0, 5 – 7.0 (.10−5 М))
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                                                                                                                                                                          Таблица 1
Метрологические характеристики методики определения кофеина, аспартама и сахарина 

методом УФ-спектроскопии

Параметр Кофеин 
(λ = 205 нм)

Аспартам 
(λ = 207 нм)

Сахарин 
(λ = 271 нм)

Диапазон линейности градуировочного 
графика, моль/л 1.0 ∙10−4 – 1.4 ∙10−3 2.0 ∙10−6 – 5.0.10−5 2.0 ∙10−6 – 7.0 ∙10−5

ПО, моль/л 7.0 ∙10−5 9.0 ∙10−7 1.0 ∙10−6

НГОС, моль/л 2.0 ∙10−4 3.0 ∙10−6 3.0 ∙10−6

Коэффициент вариации (n = 5), % 5 6 4

Однако после детального изучения УФ- 
спектроскопического поведения водных раство-
ров изучаемых веществ было установлено, что 
их совместное определение не представляется 
возможным, так как невозможно подобрать ана-
литическую длину волны для каждого соедине-
ния, при которой не поглощают другие компо-
ненты (см. рис. 1). Интерпретация электронных 
спектров безалкогольных напитков еще более 
усложниться с появлением в смеси других ком-
понентов матрицы.

Для решения этой проблемы был применен 
метод независимых компонент, а именно алго-
ритм MILCA, для математического разделения 
спектров смесей. Для апробации алгоритма 
проведена декомпозиция спектров поглощения 
двух- и трехкомпонентных модельных смесей – 
кофеин-сахарин и кофеин-сахарин-аспартам. В 
первом случае погрешность определения поло-
жения максимумов полос поглощения для инди-
видуальных соединений не превышала ±1 нм (ко-
эффициенты корреляции между выделенными и 
экспериментальными спектрами 0.99–1.0), Ама-
ри индекс оказался равным 0.07, что указывает 
на успешное разделение спектров компонентов 
[11, 12] и возможность количественного опре-
деления компонентов с относительной ошибкой 
не более 8%. Результаты разделения спектров 
более сложной трехкомпонентной системы ко-
феин-сахарин алгоритмом MILCA приведены на 
рис. 2, при этом Амари индекс составил 0.08. 
Таким образом, с помощью алгоритма MILCA 
удалось решить проблему сильноперекрыва-
ющихся полос, смоделировать спектры инди-
видуальных соединений и провести надежное 
количественное определение кофеина, сахарина 
и аспартамав модельных смесях при их совмест-
ном присутствии.

Ранее алгоритм MILCA применен для 
спектроскопического анализа смесей самого 
различного состава в УФ и видимой области 
спектра: ароматических и полиароматических 

углеводородов [12], аминокислот [12], витами-
нов [11], алкогольной продукции [19] и металлов 
в биологически активных добавках и сплавах 
[20, 21]. В данной работе мы расширили диа-
пазон анализируемых матриц на газированные 
напитки. Можно заключить, что подобная уни-
версальность хемометрического подхода, несо-
мненно, открывает широкие перспективы для 
использования его в различных областях.

Рис. 2. Спектры поглощения смесей кофеин-сахарин-
аспартам в различном соотношении (а): с(кофеин) : с(сахарин) :
c(аспартам) = 1 : 2 : 2 (1); 2 : 1 : 1 (2); 4 : 2 : 1 (3); 1 : 1 : 1 (4);
1 : 4 : 1 (5); 2 : 1 : 2 (6); 2 : 1 : 1 (7); 1 : 2 : 4 (8); (б) – вы-
деленные (……..) и экспериментальные (______) спектраль-
ные контуры веществ (R = 0.99 для кофеина; 0.96 для 

сахарина; 1.0 для аспартама)
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ЯМР спектроскопия. Метод ЯМР спек-
троскопии является одним из лучших методов 
контроля качества различных напитков, вклю-
чая фруктовые соки [22, 23], пиво [24] и вино 
[25, 26]. Однако анализу газированных напит-
ков посвящено незначительное число работ 
[5, 16, 27], только одна из которых является 
систематическим изучением возможности про-
ведения количественного анализа компонентов 
газированных напитков [5]. ЯМР спектр об-
разцов колы богат неперекрывающимися сиг-
налами разнообразных компонентов матрицы 
(рис. 3), поэтому одновременное количествен-
ное определение кофеина, ацесульфама калия, 
аспартама, цикломата натрия, бензоата натрия, 
5- гидроксиметилфурфурола, карамельный 
колер (сульфит аммиака – E 150D) и ванилина 
стало возможным без применения специали-
зированных хемометрических алгоритмов [5]. 

Было установлено, что из более чем 100 ис-
следованных образцов из Франции и Германии 
ни один не содержал сахарин, который имеет 
сигнал в слабом поле (7.90–7.87 м.д.). Наши 
исследования подтвердили, что сахарин не ис-
пользуется в качестве подсластителя в образцах, 
произведенных в России. Результаты валидации 
ЯМР для определения двух других веществ – ко-
феина и аспартама – приведены в табл. 2. Можно 
отметить широкий диапазон линейной зависи-
мости концентрации веществ от интенсивности 
сигнала, что дает возможность изучать различ-
ные объекты. ПО и НГОС составили 1.7 мг/л и 
5.3 мг/л для кофеина и 2.9 мг/л и 8.8 мг/л для 
аспартама. соответственно. Воспроизводимость 
методики для стандартов составила менее 5%, а 
для реальных образцов менее 9%. Точность ме-
тодики по методу «введено-найдено» составила 
100–107% (см. табл. 2).

Таким образом, спектроскопия ЯМР является 
эффективным инструментом для одновременной 
идентификации и количественного анализа без-
алкогольных напитков.

Анализ реальных объектов. Несомненный 
интерес представляет сравнение двух разра-
ботанных методик и применение их к анализу 
реальных объектов. 

При проведении анализа в УФ-области 
регистрировали спектры поглощения газиро-
ванных напитков марок Coca-cola и Pepsi в 
дистиллированной воде без и с растворами-
стандартными добавками сахарина (стандарт-
ные добавки необходимы для расчета абсо-
лютных концентраций кофеина и аспартама). 
В качестве примера на рис. 4 представлены 
подобные экспериментальные спектры для об-
разца колы и выделенные спектры соединений. Рис. 3. ЯМР 1Н спектр образца сахарсодержащей колы

Таблица 2
Валидация ЯМР методики определения выбранных веществ 

Вещество Кофеин
7.91–7.88 м.д. (синглет)

Аспартам
3.11–3.03 м.д. (мультиплет)

ПО, мг/л 1.7 2.9

НГОС, мг/л 5.3 8.8

Диапазон линейности, мг/л 1–500 3–350

Воспроизводимость, %
Стандартный раствор 4.2 (108 мг/л) 1.0 (240 мг/л)

Реальный образец 1.6(100 мг/л) 8.8 (390 мг/л) 

Точность (метод «введено-найдено») 100(101 мг/л) 107 (100 мг/л)

Значения коэффициентов корреляции, как и в 
случае модельных смесей, свидетельствуют о 

высоком качестве и надежности декомпозиции 
электронных спектров методом MILCA.
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Рис. 4. Спектры поглощения растворов Coca-cola (а) без (1) и со стандартными добавками сахарина в концентрации 
1.0 ∙10−4М (2) и 2.0 ∙10−4 М (3); б – выделенные (………..) и экспериментальные (______) спектральные контуры веществ 

(R = 0.98 для кофеина; 0.95 для сахарина; 1.0 для аспартама)

Помимо идентификации кофеина и аспар-
тама также был проведен количественный 
анализ этих соединений (табл. 3).Полученные 
результаты согласуются с данными ЯМР спек-

троскопии в пределах погрешности эксперимен-
тов (по t и F критерию). Кроме того, методом 
УФ-спектроскопии подтверждено отсутствие 
сахарина в исследуемых образцах.

а б

 Сахарин

 Кофеин

 Аспартам

1

2

3

                                                                                                                                                        Таблица 3
Результаты определения кофеина и аспартама в газированных безалкогольных напитках 

различных марок (n = 3, p = 0.95), мг/л

Образец
Кофеин Аспартам Сахарин

УФ ЯМР УФ ЯМР УФ, ЯМР

Coca-cola (Германия) 89±4 93±6 128±8 135±7 Не обнаружен

Coca-cola (Россия) 109±7 113±10 119±5 125±8 Не обнаружен

Pepsi (Германия) 98±4 106±6 0 0 Не обнаружен

Можно заключить, что оба метода, осно-
ванные ЯМР и УФ спектроскопии, отличаются 
хорошей точностью, воспроизводимостью и 
надежностью (см. табл. 3). Сигналы аспартама, 
кофеина и сахарина в ЯМР спектрах полностью 
отделены от других компонентов матрицы, что 
делает возможным их определение с помощью 
простого интегрирования, не прибегая к специ-
ализированным математическим методам. При 
этом, однако, сравнение результатов валидации 
обоих методик (см. табл. 1, 2) показывает, что 
метод УФ-спектроскопии на несколько поряд-
ков чувствительнее метода ЯМР. К тому же, 
моделирование спектров методом независимых 
компонент занимает всего несколько минут и, 
очевидно, не сильно усложняет процедуру ана-
лиза. Метод УФ-спектроскопии также доступен 
в любой аналитической лаборатории, поэтому 
разработанная нами методика может быть вне-

дрена и широко востребована в аналитической 
практике.

Таким образом, в работе показано, что метод 
независимых компонент представляют собой 
высокоэффективный метод, который позволяет 
сделать возможным использование простого и 
доступного метода электронной спектроскопии в 
случае, если спектральные кривые аналитов пере-
крываются между собой. Уникальное сочетание 
современных спектроскопических методов (ЯМР 
и электронная спектроскопия) и современных 
вычислительных программ позволяет провести 
экспрессное количественное спектроскопическое 
определение компонентов газированных напит-
ков без их предварительного разделения с удов-
летворительной погрешностью. Разработанный 
подход дает возможность улучшить эффектив-
ность определения кофеина и аспартама в произ-
водственных и контролирующих лабораториях.

Ю. Б. Монахова и др. Совместное определение кофеина, аспартама и сахарина 
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