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RESUMO GERAL

Os métodos de cromatografia liquida empregados em estudos anteriores
para a determinagéio de aspartame e seus produtos de decomposi¢io foram ava-
liados para utilizagdo em analises de refrigerantes nacionais. O método agui
otimizado permitiu a determinacio de aspartame e seus principais produtos de
decomposigéo, aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e fenilalanina, através de
uma tnica corrida cromatografica, utilizando elui¢fio por gradiente. As amos-
tras (sabores cola, guarana e liméo) foram desgaseificadas e filtradas em filtros
de celulose de 0,45 pm antes da analise, enquanto que as amostras sabores la-
ranja foram centrifugadas por 15 minutos a 10 000 g e filtradas antes da anali-
se. A separacdo foi realizada em coluna de fase reversa C1g Spherisorb™ QDS-2
e fase movel composta por KHPO4 0,0125 mol L! (pH 3,50): acetonitrila (95:5,
viv). A concentracdo de acetonitrila foi aumentada linearmente até 25% aos 40
minutos de corrida cromatografica, com uma vazéo de 0,80 mL min-!. A detec-
¢do foi feita por detector por arranjo de diodos a 210 nm. Foram necessarios 20
minutos de condicionamento da coluna com a fase mével inicial antes da pré-
Xima injecdo. A recuperacgéo variou de 99,0 a 100,0%. Os coeficientes de varia-
¢ao foram de 0,13% para aspartame, de 0,53% para dicetopiperazina, de 0,17%
para fenilalanina e, de 0,85% para aspartilfenilalanina. O limite de detecgio foi
de 0,04 mg 100 mL! para o aspartame e de 0,02 mg 100 mL-! para os produtos
de decomposi¢do. O limite de quantificagio foi de 0,08 mg 100 mlL? para o as-
partame, e de 0,04 mg 100 ml-! para os produtos de decomposi¢io. Todas as
marcas de refrigerantes analisadas apresentaram niveis de decomposicdo do
aspartame que variaram de 22,22 a 51,75% das quantidades de aspartame a-
presentadas nos rétulos. Os niveis de dicetopiperazina variaram de 0,55 a 6,70
mg 100 mL!, representando 4,57 a 20,91% da quantidade de aspartame. Os
niveis de aspartilfenilalanina variaram de 0,95 a 4,74 mg 100 mL-1, represen-

tando 7,93 a 21,85% da quantidade de aspartame. Os niveis de fenilalanina



foram baixos em todas as amostras analisadas, variando de 0,13 a 0,51 mg 100
mL!, representando 0,60 a 2,54% da quantidade de aspartame. A técnica é exa-
ta, precisa, sensivel e é capaz de separar outros edulcorantes (acesulfame-K e
sacarina), e também a cafeina em refrigerantes, numa mesma corrida cromato-
grafica sem interferir com o aspartame e seus produtos de decomposigic. O mé-
todo é conseqiientemente adequado para controle de qualidade ou monitora-

mento de refrigerantes.




GENERAL SUMMARY

Liquid chromatographic methods for the determination of aspartame and
its decomposition products in soft drinks were evaluated, to apply in national
soft drinks analysis. The method here defined was able to determine aspartame
and its decomposition products, dicetopiperazine, aspartilphenylalanine and
phenylalanine, with only one chromatographic injection, using gradient elution.
The samples (cola, guarand and lemon) were homogenized, degassed and fil-
tered in filters of cellulose of 0.45 um, before the injection in the chromato-
graph. The samples of orange soft drinks were centrifuged at 10,000 g for 15
min before analysis using a reversed phase Cqg Spherisorb™ ODS-2 column,
and a mobile phase of 0.0125 mol L! KH2PO4 buffer (pH=3.50): acetonitrile
(95:5, viv). The acetonitrile concentration was linearly increased up to a con-
centration of 25% in 40 min of chromatographic run, with flow rate of 0.80 mL
min-l. Detection was effected using a diode array detector at 210 nm. Twenty
minutes were necessary to condition the column to the initial mobile phase,
before the next injection. Recovery using this method was between 99.0 and
100.00%. The variability coefficients for repeatability were 0.13% for aspar-
tame, 0.53% for dicetopiperazine, 0.17% for phenylalanine and 0.85% for aspar-
tilphenylalanine. The minimum detection level was 0.04 mg 100 mL-! for as-
partame and 0.02 mg 100 mL! for the decomposition products. The minimum
guantification level was 0.08 mg 100 mL:! for aspartame and 0.04 mg 100 mL!
for the decomposition products. The aspartame decomposition level found in
cola A, cola B, orange A, orange B, guarani and lemon soft drinks, had been
22.29%. 34.96%, 41.46%, 51.74%, 36.03% e 37.54%, after 66, 44, 64, 148, 37 e
53 days of manufacture, respectively. The dicetopiperazine levels found were
from 0.55 to 6.70 mg 100 mL-!, representing from 4.57 to 20.91% of the aspar-
tame added to the soft drinks. Aspartilphenylalanine levels were from 0.95 to
4.74 mg 100 ml:1, representing from 7.93 to 21.85% of the aspartame added.



Phenylalanine levels were low in all the samples analyzed, being between 0.13
and 0.51 mg 100 mL-1, representing from 0.60 to 2.54% of the added aspartame.
This technique is precise, accurate and sensitive; it enables to separate other
intense sweeteners (acesulfam-K and saccharin), and also caffeine in soft
drinks, during the same chromatographic run without interfering with the as-
partame and its decomposition products. Thus the method is suitable for the

quality control and monitoring of soft drinks.




INTRODUCAO GERAL

Os aspectos relacionados ao estilo de vida, impulsionados pelo enlto ao
corpo e a salde, atrairam um niumero cada vez maior de consumidores para o
mercado dos edulcorantes. Antigamente, apenas os diabéticos, as pessoas com
problemas de cardiopatias e tendéncia a obesidade utilizavam os edulcorantes.
Com esses produtos, é possivel adogar os alimentos sem provocar no organismo
efeitos indesejaveis como a obesidade, as caries dentarias e, no caso dos diabé-

ticos, a elevacédo da taxa de glicose no sangue.

O uso de adocantes comecou a se popularizar na década de 60, princi-
palmente nos Estados Unidos. No Brasil, porém, até meados dos anos 80, o
consumo de produtos dietéticos estava apenas associado a portadores de dis-
turbios orgéinicos — a diabetes, em especial. Nessa época, alguns desses produ-
tos eram considerados farmacos pela legislacéo brasileira e, teoricamente, co-
mercializados sob orientacdo médica. Porém, mudangas na legislagiio, ocorridas
ainda no final da década de 80, reformularam a classificag@o dos adogantes,

permitindo que invadissem as prateleiras dos supermercados.

A industria da alimentaciio vem apostando no mercado promissor dos
edulcorantes. Para se ter uma idéia, 250 dos 300 produtos com edulcorantes
(refrigerantes, sobremesas, iogurtes) existentes no mercado hoje surgiram nos
dois Gltimos anos. Segundo a Associacdo Brasileira da Induastria de Alimentos
Dietéticos (ABIAD), em 1998 o faturamento no setor foi de US$ 224 milhdes
(em 1990, essa cifra era de US$ 55 milhdes). E o aspartame é o edulcorante
mais consumido no mundo (em segundo lugar vem o ciclamato de sédio) — pre-

ferido por cerca de 100 milhdes de pessoas (Pereira & Stringueto, 1999).

O aspartame tem seu uso permitido pela Legisla¢ao Brasileira com a

funcdo de edulcorante artificial (Brasil, 1988), no limite de 756 mg 100 mL-! para



bebidas dietéticas (Resolugdo CNS/MS ne 4/88 de 21/06/88), e foi avaliado pelo
Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacio
Mundial da Satide (JECFA/WHO) em 1980, recebendo uma Ingestdo Diaria
Aceitével (IDA) numérica de 40 mg kg de peso corpéreo (JECFA/WHO, 1980).
Comprovando o principio basico da toxicologia, segundo o qual “tudo é téxico,
dependendo da dose”, o aspartame pode ser consumido diariamente, de forma

segura por uma pessoa, durante toda a vida até o valor da IDA.

O aspartame é o éster dimetilico de dois aminodcidos , a fenilalanina e o
4cido aspdrtico, ou seja, éster metilico de L-aspartil-L-fenilalanina. A estabili-
dade do aspartame em solugdo é uma funcéio do tempo, temperatura, pH e u-
midade livre. Em solucéio, o aspartame se hidrolisa ao seu dipeptidio aspartil-
fenilalanina e/ou a dicetopiperazina. A dicetopiperazina pode continuar sua
conversao até aspartilfenilalanina, e finalmente, hidrolisar-se até seus compos-
tos aminoacidos. Como nenhum dos produtos de decomposicdo é doce, somente

a perda da dogura é percebida — nfio hé sabor residual.

Os objetivos deste trabalho foram; a otimizacédo de metodologia analitica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinagio de as-
partame e seus principais produtos de decomposicio em uma mesma corrida
cromatogréafica; a validagdo intralaboratorial da metodologia otimizada e sua
aplica¢io em refrigerantes; a determinacdo de aspartame e seus produtos de
decomposicio em refrigerantes disponiveis no comércio de Campinas e, compa-
rar os resultados com o contetido de aspartame declarado nos rétulos das bebi-

das.
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CAPITULO 1

DETERMINACAO DE ASPARTAME E
SEUS PRODUTOS DE DECOMPOSI-
CAO EM ALIMENTOS: REVISAO



1.1 INTRODUGAO

A industria da alimentag¢io vem apostando no mercado promissor dos
edulcorantes. Para se ter uma idéia, 250 dos 300 produtos com edulcorantes
(refrigerantes, sobremesas, iogurtes) existentes no mercado hoje surgiram nos
dois Gltimos anos. Segundo a Associacdo Brasileira da Indtstria de Alimentos
Dietéticos (ABIAD), em 1998 o faturamento no setor foi de US$ 224 milhdes
{em 1990, essa cifra era de US$ 55 milhGes). E o aspartame (APM) é o edulco-
rante mais consumido no mundo (em segundo lugar vem o ciclamato de sédio) —

preferido por cerca de 100 milhdes de pessoas (Pereira & Stringueto, 1999).

O APM, (C14H1sN20Os) ou N-L-ca-aspartil-L-fenilalanina-1-metil éster (Fi-
gura 1.1), foi descoberto acidentalmente em dezembro de 1965 nos Estados U-
nidos, pelo quimico James M. Schlatter da companhia G. D. Searle & Co., du-
rante a sintese de moléculas de polipeptidios capazes de bloquear a secrecio de
acidos gastricos, para tratamento da tlcera gastrintestinal. O tetrapeptidio C-
terminal da gastrina (TRP-MET-ASP-PHE-NH) foi empregado como padréo
para o ensaio biolégico e 0 APM (ASP-PHE-O-Met) foi o intermediario na sinte-
se (Mazur et al.,1969). Durante o aquecimento do APM em um frasco contendo
metanol, a mistura espirrou para fora do frasco e caiu-lhe nos dedos, apos al-
guns minutos ao levar o dedo & boca para folhear um livro sentiu um sabor ex-

tremante doce (Mazur, 1984).

O APM é um dipeptidio branco, cristalino, inodoro, de baixa caloria e com
uma docura de 180-200 vezes a da sacarose (Homler, 1984). Possui ponto de
fusdo de 246-247°C, sohivel em agua (10,2 g Lt a 25°C) sendo insolavel em 6-
leos e gorduras. A solubilidade do APM em agua a 25°C é minima em pH 5,2
(ponto isoelétrico) e maxima em pH 2,2 (Fatibello-Fitho et al.,1996).
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Figura 1.1: Férmula estrutural do aspartame.

A estabilidade do APM est4 associada 4 sua identidade quimica como um
éster dimetilico do dipeptidio aspartilfenilalanina. Sua estrutura contém duas
ligagGes ~ ligacgdo éster e ligacdo peptidica — cuja estabilidade dependerid em
qual sistema o aspartame serd usado (Figura 1.1). A mais sensivel destas liga-
¢bes ¢ a ligagdo éster, que sob certas condigdes de umidade, temperatura e pH,
pode ser hidrolisada para produzir aspartilfenilalanina (AP), ou ciclohidrolisar
para produzir a dicetopiperazina (DKP). O anel da DKP pode, por sua vez, a-
brir para formar a AP, e finalmente a AP pode hidrolisar-se aos seus aminoaci-
dos individuais. Como nenhum dos produtos de decomposicdo é doce, somente a
perda da dogura é percebida — nio hi sabor residual. Como muitas reacdes
guimicas, a hidrélise e a ciclizagdo do APM é rapida em altas temperaturas. A
estabilidade a seco do APM (com 4,0 a 4,5% de umidade) é excelente. A estabi-
Lidade do APM em solugio é uma funcdo de trés fatores: tempo, temperatura e
pH. Com o tempo a uma dada temperatura, a decomposi¢io aumenta, e simi-
larmente com o aumento da temperatura para um dado tempo, a decomposicio
aumenta. A decomposicido obedece a uma cinética simples de 12 ordem. Em
termos de pH, a maior estabilidade é verificada no intervalo entre pH=3 e
pH=5, onde se encontra parcela significativa dos alimentos. A 25°C a estabili-

dade maxima observada é no pH 4,3 (Homler, 1984).
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Furda et al. (1975) foram os primeiros que identificaram os produtos de
decomposicao do APM. Amostras de APM e cloridrato de APM (8 vezes mais
soltivel) foram armazenadas em solu¢do aquosa, e seus produtos de decomposi-
cdo, apés trimetilsililagiio com BSA-N,O-bis (trimetilsilil) acetamida, foram ana-
lisados por cromatografia gas-liquido (CGL) e espectrometria de massas (EM).
A AP é produzida pela desmetoxilagido do APM, e a DKP é produzida pela cicli-
zagio do APM com eliminagio de metanol (MeOH). O 4cido aspartico (ASP) e o
éster metil-fenilalanina (PM) sdo produtos de decomposigbes resultantes da
quebra da ligacdo peptidica do APM. A fenilalanina (PHE) é produzida pela
desmetoxilagio do PM. Concluiram que a decomposigdo do cloridrato foi maior
que a do APM, quando armazenados por dois meses nas mesmas condig¢bes,

que ambos apresentaram os mesmos produtos de decomposigéo.

Gaines & Bada (1988) concluiram que os produtos de decomposi¢do ma-
joritarios do APM sdo a DKP em pH neutro, e o0s dipeptidios tornando-se mais
importantes com ¢ aumento do pH. A formacfo de DKP do 4cido fenilalanina
aspértico (PA) é acelerada pela repulsfio eletrostatica entre os dois grupos car-

boxilicos que forgam o dipeptidio para a configuracio cis.

Stamp & Labuza (1989b) identificaram pela primeira vez o B-aspartame
(B-APM) e a B-aspartilfenilalanina (B-AP). Os produtos de decomposicdo do
APM foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
identificados por EM. Os autores concluiram que o APM e a AP, podem existir

em duas formas isoméricas a-APM e B-APM, a-AP e B-AP, respectivamente.

Um esquema das reagdes de conversdo do APM, e seus respectivos isd-

meros estio representados na Figura 1.2 (Prodolliet & Bruelhart, 1993b).
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Figura 1.2: Esquema das reagdes de conversiio do aspartame (Prodolliet & Bruelhart, 1993b).

14



1.2 METODOS DE DETERMINAGAO

Os métodos analiticos usados para a determinacédo do APM e seus produ-
tos de decomposicio do em alimentos sdo a eletroforese capilar (EC) (Abuol-
Enein & Bakar, 1997; Kvasnitka, 1987) e principalmente a cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE) (Abreu et al., 1993; Cross & Cunico, 1984; Di
Pietra et al., 1990; Gibbs et al., 1996; Grosse-Waechter & Dirk, 1991; Hagiwara
et al., 1990; Hayakawa et al., 1990; Ladisch et al., 1991; Lawrence & Iyengar,
1987; Motellier & Wainer, 1990; Neirynck & Nollet, 1988; Prodolliet & Brue-
lhart, 1993b; Prudel & Davidkova, 1985; Saito et al, 1989; Scherz et al., 1983;
Stamp & Labuza, 1989a; Tsang et al., 1985; Verzella & Mangia, 1985; Verzella
et al., 1985; Wrébel & Wrdbel, 1997).

Aboul-Enein & Bakr (1997) compararam a eficiéncia dos dois métodos
(EC e CLAE) para a determinagéo de APM e seus produtos de decomposi¢io em
APM a granel e refrigerantes. A separacdo de LL-a-aspartame (LL-«-APM) e
gquatro produtos de decomposicdo, LL-B-aspartame (LL-B-APM), L-a-
aspartilfenilalanina (a-AP), L-B-aspartilfenilalanina (3-AP) e DKP em uma d-
nica corrida cromatografica utilizando-se uma coluna Chirobiotic T (Teicopla-
nin) foi realizada em menos de 10 minutos. A separa¢do destes mesmos com-
postos por EC ocorreu em menos de 18 minutos. As curvas analiticas para a
determinacdo quantitativa de cada um destes compostos foram construidas in-
dividualmente usando ambos os métodos. A andlise de regressio das curvas
analiticas indicou uma relaciio linear entre a area do pico e a concentrag¢ao nu-
ma faixa que foi de 5 a 100 pg mL! para todos os compostos, exceto para a
DKP, que foi de 100 a 1000 pg mL devido ao menor limite de detecgdo da
CLAE. Uma maior faixa de linearidade foi obtida com EC, de 250 a 4000 ng
ml-!. Estes métodos foram aplicados para anélise de LL-o-APM e os produtos

de decomposicio em Seven-Up Diet®, Os resultados das analises em ambos os
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métodos indicaram a presen¢a de 4 a 5% de DKP do contettdo total de LL-a-
APM presente nas amostras de refrigerantes analisadas. As amostras de refri-
gerantes analisadas néo apresentaram nenhum outro produto de decomposicéo.

O método por CLAE mostrou-se ser mais vantajoso quando comparado com a
EC.

Tsang et al. (1985) apresentaram um método simples e rapido para de-
terminagio de APM e seus produtos de decomposi¢io em refrigerantes, através
de CLAE. Empregaram coluna Cis pBondapak (10 pm, 300 x 3,9 mm), tendo
como fase mével KHaPO,4 0,0125 mol Lt (pH 3,5): MeCN (90:10, v/v), vazao de
0,80 mL: min-! e detec¢do a 214 nm. APM e quatro produtos de decomposicio
(AP, DKP, PHE ¢ PM) foram identificados e as suas proporgdes relativas de-
terminadas. A recuperacéio do APM foi de 99,5% e o coeficiente de variacao foi
menor que 0,3%. Os dados mostraram que o APM é relativamente instivel em
refrigerantes por periodos longos de estocagem, e que principalmente os produ-
tos de decomposigdo da hidrélise e ciclizagio AP e DKP, contribuiram para a
diminui¢do da quantidade de APM original. Os refrigerantes apresentaram
94%, 28 a 57% e 4 a 14% do teor de APM original apés 1, 6 ¢ 36 meses de esto-

cagem a 22°C, respectivamente.

Saito et al. (1989) desenvolveram um método para determinagio de DKP
em refrigerantes. Utilizaram uma coluna C1g Nucleosil 5 (5 pm, 250 x 4,6 mm,)
com uma fase mével composta por tampdo KH,PO4 0,01 moL L1 (pH 4,0):
MeCN (85:15, v/v). A vazdo foi de 0,70 mL min! e a deteccio a 210 nm. A curva
analitica para a DKP indicou uma relagfio linear entre a 4rea do pico e a con-
centracdo numa faixa de 0,50 a 10,0 pg mL-1. A recuperacio para a DKP variou
de 96,0% a 99,8%, para o refrigerante ao nivel adicionado de 2,5 ug mL-1 e 10
ug mL, respectivamente. O limite de deteccfio para a DKP foi de 0,5 ng ml1
A DKP foi encontrada em seis amostras comerciais em niveis que variaram de

9,52 26,0 ng mL-L
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Stamp & Labuza (1989a) desenvolveram um método para a determina-
cdo de APM e seus produtos de decomposicio, através de CLAE. O o«-APM ¢
seus produtos de decomposicio B-APM, «-AP, 8-AP, DKP, PHE ¢ PM foram dis-
solvidos em acido 1-heptanosulfénico 0,005 mol L-! e NaH:POs 0,005 mol L1,
em 1 litro de 4gua destilada (solugdo A). Uma aliquota da solugéo foi analisada
usando uma coluna C4s Novapack (4 pm, 150 x 3,9 mm), com uma coluna de
guarda Aquapore ODS (7 um), tendo como fase mével solucdo A: MeCN (1:4,
viv), pH 38, vazdo de 1,0 mL min! e detec¢iio a 214 nm. A linearidade da curva
analitica foi de 3 a 100 pug L! para a-APM e 3 a 25 pg L1 para os seis produtos

de decomposic¢io analisados. O método foi aplicado na analise de refrigerantes.

Abreu et al. (1993) analisaram APM e DKP em pés para o preparo de
sobremesas, por CLAE. As amostras apés extracio com MeOH, foram injetadas
em uma coluna Cts pBondapak (10 pm, 300 x 3,9 mm), usando NaH2PO4 0,0125
mol L1 (pH 3,5): MeCN (90:10, v/v), como fase mével. A vazio foi de 2,0 mL
min-! e a detecgdio a 200 nm. A recuperagio do método foi de 96 a 97%, demons-
trando sua adequagio para a determinac¢fio deste edulcorante em alimentos.
Todos os produtos analisados apresentaram guantidade de APM de acordo com
a legislacio em vigor, e em nenhuma das amostras analisadas, foi detectada a
presenca de DKP, demonstrando que a tecnologia de fabricagio e conservagao

dos produtos analisados foi adequada.

Prodolliet & Bruelhart (1993b) utilizando uma metodologia desenvolvida
para determinacio de acesulfame-K (Prodolliet & Bruelhart, 1993a), analisa-
ram APM em véarios alimentos. O método também permitiu a determinagéo dos
principais produtos de decomposigio do APM, AP, DKP e PHE. As amostras
foram extraidas ou diluidas com 4gua e filtradas. Matrizes complexas foram
centrifugadas ou clarificadas com solugdo de Carrez (Kij[Fe(CNg)].H20 3,6 g 100
mL! e ZnS04H20 7,2 g 100 mILY). Uma aliquota de 10 pL do extrato foi anali-
sada em uma coluna Css pBondapak (10 pm, 300 x 3,9 mm), com coluna de

guarda Cqg pBondapak (10 um), usando KHzPQ4 0,0125 mol L* (pH 3,5): MeCN
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(85:15 ou 98:2, v/v), como fase mével. A vazio foi de 0,80 mL min-! e a deteccdo
a 214 nm. A recuperagfo para o APM variou de 96,1 a 105,0%. A decomposicdo
do APM foi observada em virias amostras de alimentos. Os valores totais do
APM (APM + produtos de decomposi¢do) ficaram entre -10% e +5% do valor
declarado. Os coeficientes de variagdo foram 1,34% e 0,91% para produtos con-
tendo 45 mg 100 g! de APM e para os outros produtos, respectivamente. A li-
nearidade da curva analitica foi de 0,5 a 500 pg mL-Z, o limite de detecgéio para
o APM foi de 1 ng. A técnica é precisa e sensivel, permitindo a detecgdio de ou-
tros edulcorantes, acidos orgéanicos e alcaléides na mesma, corrida cromatogra-

fica sem interferir com o APM ou seus produtos de decomposicdo.

Gibbs et al. (1996) descreveram um método para a determinacio de APM
e seus metabédlitos ASP, PHE, DKP e AP em refrigerantes e alimentos por
CLAE. As amostras Kquidas foram injetas diretamente em uma mini-coluna Cg
Aquapore OD-300 (5 um, 30 x 4,6 mm), tendo como fase mével agua: MeCN
(90:10, v/v), contendo 0,1% de 4cido trifluoroacético, enquanto as amostras séli-
das foram extraidas com agua. A vazdo foi de 0,30 mL min-le a detecgdo a 210
nm. O limite de deteccdo foi de 400 ng. A recuperagio sempre foi superior a
88%. O resultado encontrado para o APM estava de acordo com o declarado no
rétulo dos fabricantes. Uma amostra de bebida dietética apbds um ano de arma-

zenamento a 25°C apresentou a presenca de APM, AP e PHE.

Wrébel & Wrébel (1997) descreveram um método para a determinagéo de
APM e seu principal produto de hidrélise PHE em refrigerantes por CLAE. A-
pds desgaseificacdo, 1 mL do refrigerante foi misturado com duas porcgdes de 1
ml de solugdes de Carrez (solugiio aquosa de ferrocianeto de potassio 15% e
acetato de zineo 30%, respectivamente), e diluida com 25 mL de agua. A amos-

tras apds precipitagio e centrifugacdo, foram diluidas {1:1, v/v) com tampio
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NaH:PQ,4 0,0200 mol Lt (pH 4,3): MeCN: MeOH (62:34:4; v/v/v). Uma aliquota
de 20 puL da solu¢do foi analisada em uma coluna Cig LiChsorb RP18 (10 um,
200 x 4,6 mm) com tampdo NaH,PO. 0,0200 mol L1 (pH 4,3): MeOH: MeCN
(81:2:17; v/viv) usando elui¢io por gradiente: 0-1 min, 0,70 mL min-?, 1-2 min,
1,0 mL min-!, 2-8 min, 1,0 mL min-! e detecgdo a 214 nm (referéncia 580nm) e
deteccdo fluorimética a 284 nm (excitagdo a 205 nm) em seqgiiéncia. Os limites
de detecgio para o APM e DKP foram 0,06 mg L1 e 0,01 mg L, e as curvas
analiticas apresentaram linearidade na faixa de 0,5 a 40 mg L'' ¢ 0,1 a 10 mg
L1, respectivamente. A recuperacio usando a deteccio espectrofiuorimétrica foi
de 95 a 98%. O método foi aplicado a Diet Pepsi®, Diet Coke® e Diet Sprite®, A
deteccio espectrofluorimétrica apresentou melhor sensibilidade e foi mais espe-

cifica, permitindo a deteccdo simultinea de APM e PHE em refrigerantes.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE ME-
TODOLOGIA ANALITICA PARA DE-
TERMINACAO DE ASPARTAME E
SEUS PRODUTOS DE DECOMPOSI-
CAO EM REFRIGERANTES POR CRO-
MATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFI-
CIENCIA.



2.1 RESUMO

Os métodos de cromatografia liquida empregados em estudos anteriores
para a determinacéo de aspartame e seus produtos de decomposicio foram ava-
liados para utilizacio em andlises de refrigerantes nacionais. O método aqui
otimizado permitiu a determinagio de aspartame e seus principais produtos de
decomposigdo, aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e fenilalanina, através de
ama finica corrida cromatografica, utilizando eluigéo por gradiente. Uma amos-
tra sabor guarand foi desgaseificada e filtrada em filtro de celulose de 0,45 pm
antes da analise. A separacio foi realizada em coluna de fase reversa C1s Sphe-
risorb™ ODS-2 e fase mével composta por KH2PO4 0,0125 mol L (pH 3,50):
acetonitrila (95:5, v/v). A concentragio de acetonitrila foi aumentada linear-
mente até 25% aos 40 minutos de corrida cromatografica, com uma vazdo de
0,80 mL minl, A detecgéo foi feita por detector por arranjo de diodos a 210 nm.
Foram necessarios 20 minutos de condicionamento da coluna com a fase mével
ipicial antes da préxima injegdo A recuperagio variou de 99,0 a 100,0%. O=s coe-
ficientes de variacdo foram de 0,13% para aspartame, de 0,53% para dicetopi-
perazina, de 0,17% para fenilalanina e, de 0,85% para aspartilfenilalanina. O
limite de detecgdo foi de 0,04 mg 100 mlL! para o aspartame € de 0,02 mg 100
mL! para os produtos de decomposi¢ao. O limite de quantificacdo foi de 0,08
mg 100 mI-! para o aspartame, ¢ de 0,04 mg 100 mL! para os produtos de de-

composicao.
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2.2 SUMMARY

Liquid chromatographic methods for the determination of aspartame and
its decomposition compounds in soft drinks were evaluated, to apply in na-
tional soft drinks analysis. The method here defined was able to determine as-
partame and its decomposition compounds, dicetopiperazine, aspartilphenyla-
lanine and phenylalanine, with only one chromatographic injection, using gra-
dient elution. One sample of guarans were degassed and filtered in filters of
cellulose of 0.45 pum, for analysis using a reversed phase C1g Spherisorb™ ODS-
2 column, mobile phase of 0.0125 mol L-! KH.PO, buffer (pH=3.50): acetonitrile
(95:5, v/v). The acetonitrile concentration was linearly increased up to a con-
centration of 25% in 40 min of chromatographic run, with flow rate of 0.80 mIL
min-l, Detection was effected using a diode array detector at 210 nm. Twenty
minutes were necessary to condition the column to the initial mobile phase,
before the next injection. Recovery using this method was between 99.0 and
100.00%. The variability coefficients for repeatability were 0.18% for aspar-
tame, 0.53% for dicetopiperazine, 0.17% for phenylalanine and 0.85% for aspar-
tilphenylalanine. The minimum detection level was 0.04 mg 100 mI! for as-
partame and 0.02 mg 100 mL-! for the decomposition compounds. The mini-
mum quantification level was 0.08 mg 100 mI? for aspartame and 0.04 mg 100

mL-! for the decomposition compounds.
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2.3 INTRODUCAO

O aspartame (APM), (C14H1gN20s5) ou N-L-c-aspartil-L-fenilalanina-1-
metil éster (Figura 2.1), foi descoberto acidentalmente em dezembro de 1965
nos Estados Unidos, pelo quimico James M. Schlatter da companhia G. D. Se-
arle & Co., durante a sintese de moléculas de polipeptidios capazes de bloquear
a secreco de 4cidos gistricos, para tratamento da tlcera gastrintestinal. O
tetrapeptidio C-terminal da gastrina (TRP-MET-ASP-PHE-NH) foi empregado
como padrio para o ensaio biolégico e 0 APM (ASP-PHE-O-Met) foi o interme-
di4rio na sintese (Mazur et al., 1969). Durante o aquecimento do APM em um
frasco contendo metanol, a mistura espirrou para fora do frasco e caiu-lhe nos

dedos, apés alguns minutos ao levar o dedo & boca para folhear um livro sentiu

um sabor extremante doce (Mazur, 1984).

O APM é um dipeptidio branco, cristalino, inodoro, de baixa caloria e com
uma dogura de 180-200 vezes a da sacarose (Homler, 1984). Possui ponto de
fusdo de 246-247°C, solavel em 4gua (10,2 g Lita 25°C) sendo insolavel em o-
leos e gorduras. A solubilidade do APM em 4gua a 25°C é minima em pH 5,2
(ponto isoelétrico) e maxima em pH 2,2 (Fatibello-Filho et al.,1996).

0O O
i I
H2N — CI;H__ C— NH—-C17H~—C-——O —CHS
CH, CH,
i
C —OH

I
o

Figura 2.1: Estrutura guimica do aspartame.
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A estabilidade do APM em solucdo é uma funcio de trés fatores: tempo,
temperatura e pH. A decomposiciio obedece a uma cinética simples de 12 ordem
(Homler, 1984). Os produtos de decomposicio conhecidos do APM estdo apre-
sentados na Tabela 2.1. Como nenhum dos produtos de decomposicio mencio-
nados é doce, o resultado é a perda da dogura do APM (Stamp & Labuza,
1989h).

Tabela 2.1: Produtos de decomposigiio conhecidos do aspartame.

Composto Proposta de Formacio

Hidrélise catalisada 4cida de liga-

acido aspartico (ASP) ¢80 peptidica do APM ou AP

Hidrélise catalisada acida ou ba-
aspartilfenilalaning (AP) sica do APM com perda de molé-

cula de metanol

Ciclizacéio catalisada acida ou bj-
_ _ . sica intramolecular de seis mem-
dicetopiperazina (DKP)
bros com perda de metanol, on

ciclizacfio de AP,

Hidrélise catalisada acida de liga-

éster metil-fenilalanina (PM) i _
¢do peptidica intacta do APM

Hidrélise catalisada acida de AP
fenilalanina (PHE) ou hidrélise catalisada basica do
PM

Fonte: Stamp & Labuza, 1989%.
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Os métodos analiticos usados para a determinagdo do APM e seus produ-
tos de decomposicio em refrigerantes sfo a eletroforese capilar (EC) (Abuol-
Enein & Bakar, 1997; Kvasnicka, 1987) e principalmente a cromatografia li-
quida de aita eficiéncia (CLAE) (Gibbs et al., 1996; Lawrence & Iyengar, 1987;
Motellier & Wainer, 1990; Neirynck & Nollet, 1988; Prodolliet & Bruelhart,
1993b; Prudel & Davidkov4, 1985; Saito et al., 1989; Scherz et al., 1983; Stamp
& Labuza, 1989a; Tsang et al., 1985; Verzella et al., 1985; Wrdbel & Wrdbel,
1997).

O objetivo deste trabalho foi otimizar wma metodologia analitica para
determinacdo simultinea de aspartame e seus produtos de decomposicéo, que
melhor se adequasse aos refrigerantes nacionais. Neste sentido, a cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia apresenta-se como uma das técnicas mais apropri-
adas, incluindo rapidez, precisdo, exatiddo e alta sensibilidade, mesmo para
compostos presentes em quantidades muito pequenas e em matrizes complexas,
tais como os alimentos (Macrae, 1990), além de permitir a analise simultinea

de varios edulcorantes e seus compostos de decomposicao.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 MATERTAL

Amostras de refrigerantes de sabor guarana foram analisadas neste tra-
balho, visando 3 otimizacio da metodologia analitica. Este refrigerante foi esco-
Ihido por ser uma bebida tipicamente brasileira, ainda nio estudada, e por ser
uma matriz de relativa complexidade. As amostras foram adquiridas em esta-
belecimentos comerciais de Campinas, Sdo Paulo, no ano de 1999, As amostras
eram de refrigerantes normais (adogados com sacarose), e permaneceram uma
semana em suas embalagens originais, 4 temperatura ambiente até o momento
da analise. Duas amostras em embalagens plasticas descartiveis de 2 litros, do
mesmo lote, foram analisadas em duplicata, sendo cada replicata representada

pela média de trés injecdes no sistema cromatografico.

2.4.2 PADROES

Solugbes estoques individuais dos padrées de N-L-c-aspartil-L-
fenilalanina-1-metil éster (aspartame, APM), N-L-a-aspartil-L-fenilalanina
(aspartilfenilalanina, AP), L-fenilalanina (fenilalanina, PHE), 1,3,7-
trimetilxantina anidra (cafeina, CAF), sal sédico do 4cido o-sulfobenzéico (saca-
rina, SAC) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), sal potassico do 6-metil-
1,2,3-oxatiazina-4(3H)-ona-2,2-diéxido (acesulfame-K, ACK) (Riedel-de-Hien
Products) e acido (ZS-cis)-(-)-5-benzi_l-3,6—dioxo-2-piperazina etandico (dicetopi-
perazina, DKP) (Aldrich Chemical Company) foram preparadas pesando-se 0,5
mg e dissolvendo-se em 100 mL de dgua desionizada. Os padrdes foram dissol-
vidos no banho de ultra-som, por 15 minutos. Todos os padrdes foram armaze-
nados de acordo com as especificacbes dos fabricantes, e as solugbes estoque

foram mantidas em temperatura de refrigeracéao.
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2.4.3 REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico, exceto a acetonitri-
la (MeCN), H3C-CN (Omnisolv — EM SCIENCE) utilizada na preparagéo da fa-
se mbvel que era de grau cromatografico. Mesmo assim, a MeCN foi filtrada em
membrana HVLP 01300 de 0,45 pm de didmetro (Millipore Corporation, Mil-
ford, MA) e desgaseificada no banho de ultra-som.

A Agua, utilizada nas solugdes e na fase mével, foi destilada e desioniza-
da no sistema de agua ultrapura Milli-Q Plus (Millipore Corporation, Milford,
MA), filtrada em membrana HA em éster de celulose, 0,45 pm de poro ¢ 47 mm
de dizmetro HAWP 04700 (Millipore Corporation, Milford, MA), desgaseificada

no banho de ultra-som.

A solugéo tampio foi preparada numa concentragio de 0,0125 mol L de
diidrogenofosfato acido de potdssio, KH2POs P.A. (Mexrck), com pH ajustado a
3,50 com acido fosforico, HsPO4 P.A. (Merck).

2.4.4 EQUIPAMENTOS

Cromatdgrafo liquido: Bomba terndria modelo 9010 (Varian, Harbor
City, CA) com amostrador de 20 pL e um injetor manual modelo 7125 (Rheody-
ne Inc., Cotati, CA). Detector policroméatico por arranjo de diodos (DAD) modelo
9065 (Varian, Harbor City, CA), operando com comprimento de onda de 210
nm, 0,1 AUFS. Integrador medelo 4400 (Varian, Harbor City, CA) com atenua-
¢do 8. Coluna de fase reversa Csg Supelco (Supelco, Inc., Bellefonte, PA), 250 x
4,6 mm, empacotada com Spherisorb™ ODS-2 (Phase Separations, Ltd.) de 5
um. Coluna de guarda Cig, 10 x 4,6 mm, empacotada com Bondesil™ no préprio

laboratorio.
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Aparelho de filtragdo de solventes: As fases méveis foram filtradas
através de um aparelho de filtracéo, todo em vidro (Millipore Corporation, Bed-
ford, MA).

Aparelho de filtracdo das amostras: Todas as amostras foram filtra-
das em um aparelho em aco inox AA-Millipore (Millipore Corporation, Bedford,
MA) antes da injecio.

Banho ultra-som: Microssonic SX 20 ou equivalente.

Purificador de agua: sistema de ultrapurificacdo de agua Millipore
Milli-Q Plus (Millipore, Milford, MA).

PHmetro: Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo In Lab 413 e sensor
de temperatura Pt 1000 ou equivalente.

2.4.5 METODOS

Otimizagio da separacio cromatografica do aspartame e seus
produtos de decomposicio: A metodologia descrita por Prodolliet & Brue-
lbart (1993b) para determinacio de APM e seus predutos de decomposiciio em
alimentos, foi avaliada e otimizada, principaimente em relagio a fase mével
com diferentes composicées, para utilizacdo em anilises de refrigerantes nacio-

nais.

Preparo da amostra: As amostras, apés serem homogeneizadas, eram

colocadas no banho ultra-som para desgaseificag¢io, por no minimo 80 minutos.

Identificagio dos compostos: A identificacdo dos compostos analisa-
dos foi efetuada através da comparacio dos valores de tempos de retencio ((r) e
fatores de retengdo (k) estabelecidos com as amostras e os padrdes, por co-
cromatografia e por comparagio com os espectros de absorc¢éo no ultravioleta,
obtidos no DAD.
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Quantificacdo dos compostos: O método usado na quantificacdo dos
compostos foi 0 da padronizagdo externa, utilizando a area do pico. A curva a-
nalitica foi estabelecida através de 6 niveis decrescentes de concentragfio, sendo
gue cada ponto foi representado pela média de trés determinages, num inter-
valo de 0,20 a 40,0 mg 100 mL? para APM, de 0,1 a 10,0 mg 100 mi,! para
DKP, e para AP e PHE de 0,05 a 5,0 mg 100 ml.! cada. Os limites de quantifi-
cacdio foram considerados como sendo duas vezes o valor dos limites de detecgdo

para cada padrao (Caulcutt & Boddy, 1983).

Recuperacgio, limites de deteccéio e repetibilidade: Varios aspectos
com relaciio & técnica analitica foram avaliados, incluindo a recuperagéo de ca-
da padrio individualmente, o limite de detéc(;éo do método e a repetibilidade da
técnica. A exatiddo foi desenvolvida com o estudo da recuperacédo de padrdes
dos compostos, adicionados a uma amostra de guarana normal, em dois niveis
de concentracio. Para o APM os niveis de concentragio adicionados foram 8,50
e 17,00 mg 100 mI/!; para a DKP foram 5,00 e 10,00 mg 100 mL-; e para a AP
e PHE foram 2,50 e 5,00 mg 100 mL-.. Os limites de detecgio do método foram
definidos com padrdes, realizando-se sucessivas dilui¢Ges com o refrigerante
normal, e determinando a menor quantidade detectivel, aproximadamente du-
as vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento. Os limites de quantifi-
cacio considerados anteriormente, foram adicionados ao refrigerante normal, e
ap6s a adicdo, uma aliquota foi cromatografada para confirmagio destes valo-
res. A repetibilidade do método foi avaliada calculando-se o coeficiente de vari-
agdo (% CV) do resultado da anélise de 4 amostras de refrigerantes normais
adicionadas com 0,04 mg 100 mL! dos padrdes de AP, DKP e PHE, e de 0,08
mg 100 mL! de APM.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizagdo da separacao cromatogrifica do aspartame e seus
produtos de decomposicdo: A metodologia analitica descrita por Prodolliet
& Bruelhart (1993b) para determinaciio de APM e seus produtos de decomposi-
¢do, sofreu algumas modificacbes para que se adaptasse melhor s nossas con-
di¢des de trabalho. No sentido de otimizar um sistema, onde fosse possivel se-
parar o aspartame e seus principais produtos de decomposicdo em uma Gnica
corrida cromatogréafica, foram testados varios gradientes de fase mével. Foram
ainda testados diferentes concentracoes e pH para o tampdo KH:PQ,, diferentes

vazbes da fase movel e diferentes comprimentos de onda.

Na otimizagdo da metodologia adicionou-se além do APM, ACK, CAF e
SAC, para evitar interferéncias com os produtos de decomposicio AP, DKP e
PHE. No Brasil, além do APM os edulcorantes ACK e SAC sdo utilizados em
refrigerantes com o objetivo de atingir um efeito sinérgico e garantir a estabili-
dade da dogura. Dos edulcorantes citados todos podem ser determinados pelo
método por CLAE proposto, com excecio do ciclamato, por apresentar fraca ab-
sor¢ao na regido do ultravioleta. Tsang et al. (1985), analisaram os refrigeran-
tes canadenses, porque os refrigerantes norte-americanos continham uma mis-
tura de APM e SAC. Esta escolha segundo os autores era para eliminar o pico
largo da SAC que poderia interferir na deteccdo dos produtos de decomposi¢io
do APM.

As fases méveis foram compostas por diferentes concentracdes de tampao
KH2PO4 ¢ MeCN. A proporgio de MeCN na fase mével variou de 0 a 30%. O rH
do tampéo de KH:PQ4 variou de 3,00 a 4,50, e a concentracdo de 0,0100 a 0,500
mol L-1. A vazdo variou de 0,80 a 1,0 mL min-! e os comprimentos de onda de

deteccdo de 210 a 220 nm.
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O comprimento de onda escolhido foi o de 210 nm, onde se obteve melbhor
sensibilidade para o APM e seus produtos de decomposicio. Saito et al. (1989)
também usaram este valor, enquanto Prodolliet & Bruelhart (1993 b} e Tsang
et al. (1985), usaram 214 nm com o objetivo de detectar também os acidos sor-
bico e benzobico. Saito et al. (1989), usando coluna C1g Nucleosil 5 (5 pm, 250 x
4,6 mm), concluiram que a fase mével composta por tampio KH2PO4 0,01 moL
L-i(pH 4,0): MeCN (85:15, v/v), com vazdo de 0,70 mL min-! e detecgio a 210

nm, apresentou a melhor separagéo entre a CAF e a DKP.

Exceto pelo ASP e pelo MeOH que nio sdo retidos pela coluna de fase
reversa Cig, os valores de tr e k de todos os padrdes decresceram rapidamente
quando a quantidade de MeCN era aumentada. O efeito foi menos pronunciado
para ACK. Em todos os casos, 0 APM foi bem separado dos outros aditivos e das
possiveis substdncias interferentes. Utilizando-se a eluigdo por gradiente A,
neste estudo, nio foi possivel eluir o aspartame em menos de 40 minutos de
corrida cromatografica. A retencio de um composto na CLAE de fase reversa é
funcdo da hidrofobicidade, enquanto que a seletividade é controlada principal-
mente pela fase mével (Jandera et al.,, 1982). Assim, enquanto que a CLAE de
fage reversa é mais 1til na separacio de compostos apolares ¢ ndo-idnicos, a
andlise de compostos acidos ou bésicos como 0 APM e seus produtos de decom-

posicéo ¢ dificil devido 4 baixa resolugio (Stamp & Labuza, 1989a).

O gradiente que apresentou melhor resolugio dos picos foi composto por
tampio KHoPO4 0,0125 mol Lt (pH 3,50): MeCN (95:5, v/v). A concentragdo de
MeCN foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida croma-
fogréfica. Apés a corrida cromatografica foram necessarios 20 minutos, para
eliminar os compostos retidos e que nfo eluiram e condicionamento da coluna,
com a fase mével composta por tampdo KHoPO4 0,0125 mol Lt (pH 3,50): MeCN
(95:5, v/v) antes da préxima injecdo. Com o aumento da forga do solvente de
elui¢ao ficou mais facil a liberacfio dos compostos que ficaram mais fortemente

retidos na coluna, possibilitando a elui¢do dos produtos de decomposigéo do
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APM avaliados em uma mesma corrida cromatografica. Para comparacio entre
as diferentes composigdes de fase mével (Figura 2.2), foram utilizado os valores
de k.

Assim, esta fase mével também apresentou excelente separacio para
ACK, CAF e SAC. A fase mével apropriada depende principalmente dos com-
postos e da complexidade da matriz. Por serem os valores de tr e & de todos os
compostos sensiveis a composiciio da fase mével, sio necessirios cuidados no
momento de sua preparagio para obtencgéo de valores reprodutiveis. Prodolliet
& Bruelhart (19932) usando uma coluna de Cs pBondapak (10 um, 300 x 3,9
mm) ¢ a fase mével composta de KHoPO4 0,0125 mol L2 (pH 3,5): MeCN (90:10,
v/v), com vazédo de 0,80 mL min-! e detecgdo a 220 nm, apresentaram os seguin-
tes valores de k para padrdes PHE, ACK, SAC, AP, DKP, CAF e APM de 0,79,
0,94, 1,54, 1,76, 3,85, 4,72 ¢ 8,72, respectivamente.

Em rela¢do ao pH n#o houve muita diferenca entre os valores de % dos
compostos analisados quando o pH do tampéo variou de 3,00 para 3,50. No en-
tanto, o uso de fases méveis com pH variando de 3,50 a 6,50 é recomendado pe-
los fabricantes para aumentar a vida das colunas analiticas, além do que, o va-
lor do pH dos refrigerantes geralmente é ao redor de 3,00. Para alguns padrdes
(APM, CAF e DKP), os valores de k£ em PH 4,50 apresentaram maiores diferen-
¢as do que os valores de & medidos com os outros valores de pH. Nestas condi-
¢des, foram observadas distor¢des no pico de DKP, e o mais importante, foi que
a resolucgdo entre a PHE e a SAC foi baixa. Estes resultados podem ser obser-

vados na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Efeito da concentracao de acetonitrila na fase mével nos fatores de
retencéo dos padrdes diluidos em agua.

A = Tampéio KH,PQ, 0,0125 mol L™, pH 3,50 (100%) com a concentragiio de MeCN au-
mentando linearmente até 20% em 40 minutos de corrida cromatografica; B = Tampio
KH,PO, 0,0125 mol L, pH 3,50 (95%) com a concentraciio de MeCN de 5% aumentando
linearmente até 25% em 40 minutos de corrida cromatogréfica; C = Tampéo KH:zPO4
0,0125 mol L1, pH 38,50 (100%) com a concentracio de MeCN aumentando line-
armente até 25% em 40 minutos de corrida cromatografica e D = Tampéo
KH.PO; 0,0125 mol L1, pH 3,50 (100%) com a concentracio de MeCN aumen-

tando linearmente até 30% em 40 minutos de corrida cromatografica.

MeCN = acetonitrila, ACK = acesulfame-K, APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina,
CAF = cafeina, DKP = dicetopiperazina, PHE = fenilalanina, SAC = sacarina e k& = fator de
retencio (Ktz-tiftisonde I = tempo de retengiio e fy; = tempo de retengiio da fase mdvel ou
de um composto néo retido pela fase estaciondria). Valores de #,,= 2,87 min (fase movel A),

2,82 min (fase mével B), 2,73 min (fase mével C) e 2,65 min (fase mével D).
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O pH escolhido de 3,50 foi 0 mesmo utilizade por Prodolliet & Bruelhart
(1993b) e Tsang et al. (1985). Saito et al. (1989) usaram pH 4,0, pois s se preo-

cuparam com a determinacio da DKP.

A concentracdo do tampéo KH2PQ4 de 0,0125 mol LY, também foi utiliza-
da por Prodolliet & Bruelhart (1993b) e Tsang et al. (1985), proporcionou uma
melhor resolugdo e picos mais agudos. O estudo do efeito da variagdo da con-
centracdo do tamp&o na faixa de 90,0100 a 0,500 mol L1, confirmou o resultado
de Saito et al. (1989), que a concentracio de 0,100 mol L-! era satisfatdria. O
pequeno acréscimo da concentra¢do do tampao tornou possivel a variagdo do pH

na faixa de 3,00 a 4,50, sem afetar a vida 1til da coluna,

A vazdo da fase movel escolthida de 0,80 mL min-1, também foi utilizada
por Prodolliet & Bruelhart (1993b) e Tsang et al. (1985), porque manteve a
pressdo do sistema mais baixa, sem alterar muito os tempos de retengdo dos

padroes. Saito et al. (1989) utilizaram a vazio de 0,70 mL min-1.

A Figura 2.4 mostra o cromatograma tipico da solugdo de padrdes dissol-
vidos em Agua contendo APM e seus produtos de decomposicio AP, DKP e
PHE, e também os outros componentes principais da matriz, ACK, CAF e SAC.

O cromatograma obtido com a coluna Cqg Spherisorb™ ODS-2 (Supelco
Inc.) apresentou a ordem de elui¢io: ACK, PHE, SAC, AP, DKP, CAF e APM.
Prodolliet & Bruelhart (1993a) usando uma coluna C1s pBondapak (Waters As-
soc.) mostrou a seguinte ordem de eluigdo: PHE, ACK, SAC, AP, DKP, CAF e
APM. As diferencas no tipo ¢ na concentragio dos residuos silandis existentes
nas colunas preparadas de virias maneiras e vendidas por companhias diferen-
tes, podem ter diferencgas nas retengdes, principalmente com compostos polares,

especialmente com bases ou espécies catiénicas (Snyder et al., 1988).
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O presente trabalho apresentou as melhores condi¢bes de separacdo do
APM e seus principais produtos de decomposicio, AP, DKP ¢ PHE pois conse-
guiu separa-los em uma mesma corrida cromatogrifica com uma vantajosa re-
dug@o no tempo de andlise, comparando-se aos trabalhos publicados na litera-
tura. Prodolliet & Bruelhart (1993b) utilizaram trés diferentes composigdes de
fase moével para elui¢do do APM e seus compostos de decomposicio. Iniciava-se
o cromatograma com uma fase mével composta por tampio KHoPQ4 0,0125 mol
L1 (pH 3,50): MeCN (85:15, v/v) para a separagio de APM e DKP, e outra fase
mével com a mesma composi¢io, mas com outra propor¢io (98:2, v/v) para se-
paragdo de AP e PHE. Para a separagio de ACK, CAF e SAC, a proporcio usa-

da na fase moével era de (80:20, v/v).

Identificagio dos compostos: A identificaciio dos compostos analisa-
dos foi efetuada através da comparagdo dos valores de ¢z e k estabelecidos com
as amostras e os padrdes, por co-cromatografia (adicdo de padrdes & amostra
analisada) e por comparagio com os espectros de absor¢do no ultravioleta, obti-
dos no DAD (Anexos 1 a 7). A Figura 2.4 apresenta o cromatograma da solugdo
dos padrdes, dissolvidos em agua.

Quantificacdo dos compostos: Sob as condicdes otimizadas do método,
a linearidade foi determinada para os padrdes de APM, AP, DKP e PHE. A res-
posta linear do detector (coeficiente de correlagdo, r = 0,9997) foi obtida para o
APM em concentragbes que variaram de 0,200 a 40,0 mg 100 mL-!, para a DKP
em concentragdes que variaram de 0,100 a 10,0 mg 100 mL-! e para a PHE, em
concentrages que variaram de 0,0500 a 5,00 mg 100 mL-1. Para a AP, a respos-
ta linear do detector (coeficiente de correlagdo, r = 0,9991) foi obtida com con-
centragbes que variaram de 0,0500 a 5,00 mg 100 mL-l. As curvas analiticas
dos padrées de APM e seus produtos de decomposigéo, estdo apresentadas nos
Anexos 8 a 11. A Figura 2.5 apresenta os cromatogramas do guarani normal e
do guarana normal adicionado com os padrdes. O cromatograma do guarani

normal, também se encontra no Anexo 12.
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Figura 2.4: Cromatograma da solugéio dos padrdes, dissolvidos em agua.

Condic¢bes cromatogrificas: coluna de fase reversa Cis Spherisorb™ ODS-2 (5 pm,
250 x 4,6 mm). O gradiente da fase mével foi iniciado por tampdo KH2PO,4 0,0125
mol L1 (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a concentragiio de acetonitrila
foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida cromatografica. A
deteccdo foi feita em 210 nm, nsando detector por arranjo de diodos. O volume de
injecdo foi de 20,0 pL.
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Figura 2.5: Cromatograma do guaran4 normal com adicéo de padrdes (a) e do

guarana normal (b).

CondigGes cromatogréficas: coluna de fase reversa Cqg Spherisorb™ QDS-2 (5
pm, 250 x 4,6 mm). O gradiente da fase mével foi iniciado por tampiio KHPO,
0,0125 mol L (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a concentracio de ace-
tonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida croma-
togrifica. A deteccdo foi feita em 210 nm, usando detector por arranjo de diodos.
O volume de injecéio foi de 20,0 plL.
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Recuperacao: As recuperacdes dos padrées de APM e dos compostos de
decomposi¢cdo adicionados a guarani normal estdo representados na Tabela 2.2.
As porcentagens de recuperacio variaram de 99,0 a 100,0% e nio foram influ-

enciadas pela matriz do refrigerante ou pela quantidade de padréo adicionada.

Tabela 2.2;: Recuperaciio do aspartame e produtos de decomposigio adiciona-

dos a guarana normal.

3 Nivel Adicionado Coeficiente de
Padries _ Recuperacio (%)
(mg 100 mL-1) Variagao (%)
APM 17,00 100,00 0,04
8,50 99,90 0,07
5,00 99,00 0,23
AP
2,50 99,30 0,43
10,00 99,80 0,09
DKP
5,00 99,70 0,21
5,00 100,00 0,04
PHE ’
2,60 99,90 0,08

APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina, DKP = dicetopiperazina ¢ PHE =
fenilalanina.

As recuperacdes obtidas no presente trabalho foram superiores as obti-

das por Prodolliet & Bruelhart (1993b) que obtiveram recuperacdes entre 96,1 a
105,0% e Saito et al. (1989) gue obtiveram recuperagées entre 96,0 a 99,8%.

47



Limites de Detecgéo e Repetibilidade: Os limites de deteccio do mé-
todo foram determinados com os padrdes de APM, AP, DKP e PHE, dissolvidos
em guarana normal. Os limites de detec¢dio, medidos com as solugdes padrio
foram definidos como a menor quantidade detectével, aproximadamente duas
vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento e o coeficiente de variagio
da repetibilidade avaliada em quadruplicatas estio representados na Tabela
2.3.

Tabela 2.3: Limites de deteccéio e quantificagfio para os padrdes de aspartame
e seus produtos de decomposigéo, segundo as condigdes de trabalho
deste estudo.

Limite de Detec¢do  Limite de Quantifi- Coeficiente de

Padroes
(mg 100 mLY) cacéo (mg 100 mL-1) Variacio (%)
APM 0,040 0,080 0,13
AP 0,020 0,040 0,85
DKP 0,020 0,040 0,563
PHE 0,020 0,040 0,17

APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina, DKP = dicetopiperazina ¢ PHE = fenilala-

nina.
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2.6 CONCLUSOES

O procedimento cromatografico por CLAE de fase reversa, proposto neste
estudo de otimizacdo baseou-se principalmente na metodologia de Prodolliet &
Bruelhart (1993b). A primeira modificacéo foi o uso de coluna de fase reversa
C18 (5 p m, 250 x 4,6 mm) Spherisorb™ ODS-2 (Supelco Inc.) ao invés da coluna
C1s (10 pm, 300 x 3,9 mm) pBondapak (Waters Assoc.), que modificou a ordem
de eluicdo dos compostos para ACK, PHE, SAC, AP, DKP, CAF e APM, ao invés
de PHE, ACK, SAC, AP, DKP, CAF ¢ APM. A segunda alteracéic foi compri-
mento de onda de deteccio, mudado de 214 para 210 nm, com o objetivo de me-
lhorar a sensibilidade para o APM e seus produtos de decomposi¢do. A terceira
e principal mudanga, foi a utilizagfio da eluicio por gradiente ao invés das trés
diferentes composicdes de fase movel usadas para eluicdo do APM e seus com-
postos de decomposigdo (98:2, 80:20 e 85:15, v/v). A concentragdc do tampdo

KH.PQO4, vazio e pH da fase mével nao foram alteradas.

As condicBes cromatograficas definidas neste estudo de otimizagdo fo-
ram: coluna de fase reversa Cqs (5 p m, 250 x 4,6 mm,) Spherisorb™ ODS-2
(Supelco Inc.), eluigio por gradiente composto por tampéo KH2PO4 0,0125 mol
L1 (pH 3,50): MeCN (95:5, v/v) com a concentragdo de MeCN aumentando line-
armente até os 25% aos 40 minutos de corrida cromatografica. A vazao da fase
mével foi de 0,8 mL min-l. A deteccdio foi em 210 nm. Apds a corrida foram ne-
cessarios 20 minutos, para eliminar os compostos retidos e que néo eluiram e

condicionamento da coluna, com a fase mével inicial antes da préxima inje¢do.

A metodologia analitica por CLAE proposta neste estudo para determi-
nacio de APM e seus principais produtos de decomposi¢ao em refrigerantes,
pode ser empregado para analise em varios tipos de refrigerantes existentes no
mercado brasileiro. A prepara¢do da amostra é relativamente simples, consis-

tindo apenas numa etapa de desgaseificagio e filtragfio antes da inje¢do no
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cromatografo. A eluigdo por gradiente de fase mével em uma coluna de fase re-
versa é suficiente para eluir o APM e seus produtos de decomposi¢io em uma
Unica corrida cromatografica, ao final de 40 minutos. Boas recuperages do
APM e seus produtos de decomposigdo foram obtidas, indicando ndo haver per-
da do compostos durante a preparagio da amostra e na separacio cromatograi-
fica. Esta técnica também pode ser usada na deteccdio de outros edulcorantes
(ACK e SAC) e a CAF, na mesma corrida cromatografica, sem interferir com o

APM e seus produtos de decomposicio.

Com os dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que este método é
rapido, exato, preciso e sensivel, identificando e quantificando 0 APM e seus
produtos de decomposigio com relativa facilidade e, é bem adaptado para con-

trole de qualidade ou monitoramento de refrigerantes.
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DE ASPARTAME E
SEUS PRODUTOS DE DECOMPOSI-
CAO EM REFRIGERANTES POR
CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA.



3.1 RESUMO

O método de cromatografia liquida utilizado para a determinacéo de as-
partame e seus produtos de decomposi¢io em refrigerantes, no presente traba-
lho, mostrou-se simples e adequado para as analises em refrigerantes de varias
composicoes. As amostras (sabores cola, guarana e limio) foram desgaseifica-
das e filtradas em filtro de celulose de 0,45 pm antes da analise, enquanto que
as amosiras sabores laranja foram centrifugadas por 15 minutos a 10 000 g e
filtiradas antes da anélise. Uma aliquota de 20 pL do filtrado foi eluida através
de uma coluna de fase reversa C+g Spherisorb™ ODS-2 usando elui¢do por gra-
diente de fase mével composta por KH,PO4 0,0125 mol L-! (pH 3,50): acetonitri-
la (95:5, v/v). A concentracgio de acetonitrila foi aumentada linearmente até
25% aos 40 minutos de corrida cromatografica, e a vazio da fase mével foi de
0,80 mL min-1. A detecgéo foi feita por detector por arranjo de diodos a 210 nm.
Foram necessérios 20 minutos de condicionamento da coluna com a fase mével
inicial antes da préxima injecdo. A decomposicdo do aspartame apresentada
pelos refrigerantes sabores cola A, cola B, laranja A, laranja B, guarana e li-
mio, foram de 22,22%, 34,96%, 41,46%, 51,74%, 36,03% e 37,54%, apds 66, 44,
64, 148, 37 e 53 dias da fabricacdo, respectivamente. Os niveis de dicetopipera-
zina variaram de 0,56 a 6,70 mg 100 mL!, representando 4,57 a 20,91% do as-
partame adicionado aos refrigerantes. Os niveis de aspartilfenilalanina varia-
ram de 0,95 a 4,74 mg 100 mL-}, representando 7,93 a 21,85% do aspartame
adicionado aos refrigerantes. Os niveis de fenilalanina foram baixos em todas
as amostras analisadas, variando de 0,13 a 0,51 mg 100 mL!, representado

0,60 a 2,54% do aspartame adicionado aos refrigerantes.
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3.2 SUMMARY

The liquid chromatographic method for the determination of agpartame
and its decomposition compounds in soft drinks, described in this work, was
shown simple and adapted for soft drinks of several compositions. The samples
(cola, guarani and lemon) were homogenized, degassed and filtered in filters of
cellulose of 0.45 pm, before the injection in the chromatograph. The samples of
orange soft drinks were centrifuged at 10,000 g for 15 minutes before analysis
using a reversed phase C1s Spherisorb™ ODS-2 column, gradient elution and a
mobile phase of 0.0125 mol L' KHoPOQ, buffer (pH=3.50): acetonitrile (95:5,
v/v). The acetonitrile concentration was linearly increased up to a concentra-
tion of 25% in 40 min of chromatographic run. The mobile phase flow rate was
0.80 mL min-1, Detection was effected using a diode array detector at 210 nm.
Twenty minutes were necessary to condition the column to the initial mobile
phase, before the next injection. The aspartame decomposition level found in
cola A, cola B, orange A, orange B, guarans and lemon soft drinks, had been
22.22%, 34.96%, 41.46%, 51.74%, 36.03% e 37.564%, after 66, 44, 64, 148, 37 e
53 days of manufacture, respectively. The dicetopiperazine levels found were
from 0.55 to 6.70 mg 100 mL, representing from 4.57 to 20.91% of the aspar-
tame added to the soft drinks. Aspartilphenylalanine levels were from 0.95 to
4.74 mg 100 ml-!, representing from 7.93 to 21.85% of the aspartame added.
Phenylalanine levels were low in all the samples analyzed, being between 0.13
and 0.51 mg 100 mL-}, representing from 0.60 to 2.54% of the added aspartame.
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3.3 INTRODUGAO

O uso de adogantes comegou a se popularizar na década de 60, princi-
palmente nos Estados Unidos. No Brasil, porém, até meados dos anos 80, o
consumo de produtos dietéticos estava apenas associado a portadores de dis-
tirbios orgéinicos — a diabetes, em especial. Nessa época, alguns desses produ-
tos eram considerados fAirmacos pela legislagdo brasileira e, teoricamente, co-
mercializados sob orientacdo médica. Porém, mudancas na legislagéo, ocorridas
ainda no final da década de 80, reformularam a classificacio dos adogantes,

permitindo que invadissem as prateleiras dos supermercados.

A inddstria da alimentac¢do vem apostando no mercado promissor dos
edulcorantes. Para se ter uma idéia, 250 dos 300 produtos com edulcorantes
(vefrigerantes, sobremesas, iogurtes) existentes no mercado hoje surgiram nos
dois fltimos anos. Segundo a Associagio Brasileira da Indistria de Alimentos
Dietéticos (ABIAD), em 1998 o faturamento no setor foi de US$ 224 milhdes
(em 1990, essa cifra era de US$ 55 milh&es). E o aspartame (APM) é o edulco-
rante mais consumido no mundo (em segundo lugar vem o ciclamato de sodio) —~
preferido por cerca de 100 milhdes de pessoas (Pereira & Stringueto, 1999). O
APM (C14H1gN20s) ou N-L-g-aspartil-L-fenilalanina-1-metil éster é um dipepti-
dio branco, cristalino, inodoro, de baixa caloria e com uma dogura de 180-200

vezes a da sacarose (Homler, 1984).

A estabilidade do APM esta associada a sua identidade quimica como um
éster dimetilico do dipeptidio aspartilfenilalanina. Sua estrutura contém duas
ligagdes — ligacdo éster e ligagdo peptidica — cuja estabilidade dependera em
qual sistema ¢ aspartame serd usado. A mais sensivel destas ligagdes é a liga-
¢éo éster, que sob certas condigdes de umidade, temperatura e pH, pode ser hi-
drolisada para produzir aspariilfenilalanina (AP), ou ciclohidrolisar para pro-
duzir a dicetopiperazina (DKP). O anel da DKP pode, por sua vez, abrir para
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formar a AP, e finalmente a AP pode hidrolisar-se aos seus aminoécidos indivi-
duais. Como nenhum dos produtos de decomposigdo é doce, somente a perda da
dogura é percebida — ndo h4 sabor residual. Como muitas reacbes quimicas, a
hidrélise e a ciclizagdo do APM é répida em altas temperaturas. A estabilidade
a seco do APM (com 4,0 a 4,5% de umidade) é excelente. A estabilidade do APM
em solugéo é uma funcéo de trés fatores: tempo, temperatura e pH. Com o tem-
po a uma dada temperatura, a decomposi¢cio aumenta, e similarmente com o
aumento da temperatura para um dado tempo, a decomposi¢do aumenta. A de-
composicdo obedece a uma cinética simples de 12 ordem. Em termos de pH, a
maior estabilidade é verificada no intervalo entre pH=3 e pH=5, onde se encon-
tra parcela significativa dos alimentos. A 25°C a estabilidade maxima observa-
da é no pH 4,3 (Homler, 1984). Um esquema das reagOes de decomposicio do
APM, e seus respectivos isdbmeros estio representados na Figura 3.1 (Prodolliet
& Bruelhart, 1993).

O aspartame tem seu uso permitido pela Legisla¢do Brasileira com a
funcédo de edulcorante artificial (Brasil, 1988), no limite de 75 mg 100 mL:! para
bebidas dietéticas (Resclugdo CNS/MS ne 4/88 de 21/06/88), e foi avaliado pelo
Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizac¢io
Mundial da Sadde (JECFA/WHO) em 1980, recebendo uma Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) numérica de 40 mg kg! de peso corpéreo (JECFA/WHO, 1980).
Comprovando o principio basico da toxicologia, segundo o qual “tudo é téxico,
dependendo da dose”, o aspartame pode ser consumido diariamente, de forma

segura por uma pessoa, durante toda a vida até o valor da IDA.

A téenica analitica mais utilizada a determinagéio do APM e seus produ-
tos de decomposi¢io em refrigerantes, é a cromatografia liquida de alta eficién-
cia (CLAE) (Gibbs et al., 1996; Lawrence & Iyengar, 1987: Motellier & Wainer,
1990; Neirynck & Nollet, 1988; Prodolliet & Bruelhart, 19¢3; Prudel & David-
kové, 1985; Saito et al, 1989; Scherz et al, 1983; Stamp & Labuza, 1989;
Tsang et al., 1985; Wrdbel & Wrébel, 1997).
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Mello & Cecchi (1999) desenvolveram e validaram uma metodologia por
CLAE, que além das vantagens de eficiéncia na separagéo, rapidez e simplici-
dade, permite a separacdo e quantificacio do APM e seus principais produtos
de decomposicio AP, DKP e PHE em uma tnica corrida, utilizando eluigéo por

gradiente.

Estudos realizados pela G. D. Searle, relacionados com a estabilidade do
APM, indicaram que 50% do APM inicial se decompdem, nos refrigerantes a
base de cola, apés estocagem por 6 meses a 30°C. Em testes sensoriais realiza-
dos em colas comerciais armazenadas a 27°C, verificou-se perda da maior parte
da dogura do refrigerante apés 2 semanas de estocagem. A falta de estabilidade
de refrigerantes adocados com APM pode, portanto, ser um problema para o
fabricante e para o consumidor, principalmente durante o verdo, caso sejam
armazenados 4 temperatura ambiente (Bakal, 1986). Varios testes mostraram

que perdas superiores a 40% sdo toleradas antes que as bebidas tornem-se ina-

ceitaveis (Wells, 1989).

Este trabalho teve o objetivo de determinar o APM e seus principais pro-
dutos de decomposicdo AP, DKP e PHE em refrigerantes utilizando a CLAE, e
comparar os resultados com o contetido de APM declarado nos rétulos dos pro-
dutos. A escolha deste alimento se deve ao fato de ser um produto bastante
consumido do pais, e também por ser uma das principais aplicagbes do edulco-

rante APM.
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Figura 3.1: Esquema das reacdes de decomposicio do aspartame (Prodolliet & Bruelhart, 1993).
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 MATERIAL

As amostras analisadas neste trabalho, foram selecionadas pela escolha
das marcas de refrigerantes disponiveis nos supermercados de Campinas, SP,
no ano de 1999, nas quais constava em seus rétulos, a presen¢a do edulcorante
APM. Foram analisadas seis marcas de refrigerantes dos seguintes sabores:
duas colas, duas laranjas, um guarani ¢ um lim&o, todas dentro do prazo de
validade estipulado pelos fabricantes, que variavam de trés a seis meses. As
amostras permaneceram uma semana em suas embalagens originais, 4 tempe-
ratura ambiente até o momento da anélise. Duas amostras de cada marca de
refrigerante em embalagens plasticas descartéveis de 2 litros, do mesmo lote,
foram analisadas em duplicata, sendo cada replicata representada pela média

de trés injecdes no sistema cromatografico.

3.4.2 PADROES

Solugdes estogues individuais dos padres de N-L-a-aspartil-L-
fenilalanina-1-metil éster (aspartame, APM), N-L-o-aspartil-L-fenilalanina
(aspartilfenilalanina, AP), L-fenilalanina (fenilalanina, PHE), 1,3,7-
trimetilxantina anidra (cafeina, CAF), sal sbédico do acido o-sulfobenzbico (saca-
rina, SAC) (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), sal potéssico do 6-metil-
1,2,3-oxatiazina-4(8H)-ona-2,2-diéxido (acesulfame-K, ACK) (Riedel-de-Hien
Products) e 4cido (2S-cis)-(-)-5-benzil-3,6-dioxo-2-piperazina etandico (dicetopi-
perazina, DKP) (Aldrich Chemical Company) foram preparadas pesando-se 0,5
mg e dissolvendo-se em 100 mL de 4gua desionizada. Os padrdes foram dissol-

vidos em ultra-som por 15 minutos. Todos os padrdes foram armazenados de
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acordo com as especificacbes dos fabricantes, e as solugbes estoque foram man-

tidas em temperatura de refrigeracao.

3.4.3 REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes utilizados eram de grau analitico, exceto a acetonitri-
la (MeCN) H3C-CN (Omnisolv — EM SCIENCE) utilizada na preparacao da fase
mével que era de grau cromatografico. Mesmo assim, a MeCN foi filtrada em
membrana HVLP 01300 de 0,45 um de diametro (Millipore Corporation, Mil-
ford, MA) e desgaseificada em banho de ultra-som.

A Agua utilizada nas solugbes e na fase mével foi destilada e desionizada
no sistema de dgua ultrapura Milli-Q Plus, filtrada em membrana HA em éster
de celulose, 0,45 pm de poro e 47 mm de didmetro HAWP 04700 (Millipore Cor-
poration, Milford, MA), desgaseificada em ultra-som.

A solugdo tampéo foi preparada numa concentracio de 0,0125 mol L de
diidrogenofosfato 4cido de potéssio, KH2POs P.A.(Merck), com pH ajustado a
3,50 com acido fosférico, HaPO,s P.A. (Merck).

3.4.4 EQUIPAMENTOS

Cromatégrafo liquido: Bomba terniria modelo 9010 (Varian, Harbor
City, CA) com amostrador de 20 pL e um injetor manual tipo Rheodyne Inc.
modelo 7125 (Cotati, CA). Detector policromético por arranjo de diodos (DAD)
modelo 9065 (Varian, Harbor City, CA), operando com comprimento de onda de
210 nm, 0,1 AUFS. Integrador modelo 4400 (Varian, Harbor City, CA) com ate-
nuacéo 8. Com coluna de fase reversa Cie Supelco (Supelco, Inc., Bellefonte,
PA), 250 x 4,6 mm, empacotada com Spherisorb™ ODS-2 (Phase Separations,
Titd.) de 5 pm. Coluna de guarda Cis, 10 x 4,6 mm, empacotada com Bondesil™

no proprio laboratério.
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Aparelho de filtracdo de solventes: As fases méveis foram filtradas
através de um aparelho de filtragao, todo em vidro (Millipore Corporation, Bed-
ford, MA).

Aparelho de filtracdo das amostras: Todas as amostras foram filtra-
das em um aparelho em aco inox AA-Millipore (Millipore Corporation, Bedford,
MA) antes da 1njecéao.

Banho ultra-som: Microssonic SX 20 ou equivalente.

Purificador de Agua: sistema de ultrapurificacdo de agua Millipore
Milli-Q Plus Millipore, Milford, MA).

pHmetro: Mettler Toledo modelo 320 com eletrodo In Lab 413 e sensor
de temperatura Pt1000 ou equivalente.

Centrifuga: Beckman modelo J2-21 ou equivalente.

3.4.5 METODOS

Preparo da amostra: Os refrigerantes sabores cola, guarana e limao,
apds serem homogeneizados, foram colocados em banho ultra-som para desga-
seificacdio, por no minimo 30 minutos, e filtrados em filtros de celulose de 0,45
pm antes da inje¢do no cromatdgrafo. Os refrigerantes sabores laranja apés a
homogeneizacio foram centrifugados. Para isto, foram pesados 200 g de cada
refrigerante e centrifugados por 15 minutos a 10 000 g, em temperatura ambi-
ente. Apés a centrifugagio o sobrenadante foi desgaseificado, filtrado em filtros

de celulose de 0,45 pm, e injetado no cromatbgrafo.

65



Andlise do aspartame e seus produtos de decomposicdo: Para a
anélise do APM e seus produtos de decomposicio AP, DKP e PHE foi utilizada
a metodologia proposta por Mello & Cecchi (1999). Uma aliquota de 20 uL, das
amostras filtradas, foi injetada no sistema cromatografico. A eluicdo foi feita
por um gradiente composto por tampdc KH:PO4 0,0125 mol L1: MeCN (95:5,
v/v). A concentragio de MeCN foi aumentando linearmente até 25% aos 40 mi-
nutos de corrida cromatografica. A vazio da fase mével foi de 0,8 mL minl. A
deteccdio foi de 210 nm. Apés a corrida foram necessirios 20 minutos para con-

dicionar a coluna com a fase mével inicial, antes da proxima inje¢io.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de aspartame e seus produtos de decomposicio: A identi-
ficag@o dos compostos analisados foi realizada através da comparacio dos valo-
res de tempo de retencéo (£z) e fator de retencéo (&), estabelecidos com as amos-
tras e os padrdes, por comparacio com os espectros de absor¢io (Anexos 1 a 7)
obtidos pelo DAD. O método de quantificacdo dos compostos utilizado foi o da
padronizacdo externa, utilizando-se as dreas dos picos cromatograficos. Os
cromatogramas dos padrdes e das amostras dos refrigerantes analisados estdo

representados pelas Figuras 3.2 a 3.8.
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Figura 3.2: Cromatograma da solugéo dos padrdes analisados.
Condi¢des cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supeleo, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A eluigfio por foi iniciada por
tampio KH,PO, 0,0125 mol L (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centracio de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos
de corrida cromatogrifica. A detecgdo foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injecdo foi de 20,0 pL.
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Figura 3.3: Cromatograma do refrigerante sabor cola A.

Condigbes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ QDS-2 de 5 pm. A eluigéio por foi iniciada por
tampéo KH,PO;, 0,0125 mol Lt (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centragio de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos
de corrida cromatografica. A deteccdio foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injecdio foi de 20,0 pL.
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Figura 3.4: Cromatograma do refrigerante sabor cola B.

Condicdes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A eluigio por foi iniciada por
tampio KHaPO4 0,0125 mol L1 (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centragdo de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% 20s 40 minutos
de corrida cromatografica. A detecgio foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injecao foi de 20,0 uL.

69



1]
- £
£ g
-
o @
5] [
o~ 7]
I L0v]
— 1 - -
o
E
o
L
L]
=
£ o
£ £
g [}
:
© 2
o
8
i1}
2
=
o
£
=
mn
L
‘c
o |
R

i\r ¥ RVIAY
' 5 10 15 20 25 30 35 40  min
Figura 3.5: Cromatograma do refrigerante sabor laranja A.
Condigdes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A eluigdo por foi iniciada por
tampao KMH2PO; 0,0125 mol Lt (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centrag¢dio de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% zos 40 minutos
de corrida cromatografica. A detecciio foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injecsio foi de 20,0 pL.

70




dicetopiperazina
aspartame

acesulfame-K
aspartilfenilalanina

fenilalanina

\N ’L\Ub \/\PKUWU

-

' 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Figura 3.6: Cromatograma do refrigerante sabor laranja B.
CondigSes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 um. A elui¢éo por foi iniciada por
tampio KHoPO4 0,0125 mol Lt (pH 3,50): acetonitrila (35:5, v/v), a seguir a con-
centragio de acetonitrila foi anmentando linearmente até 25% aos 40 minutos
de corrida ¢romatografica. A detecgéo foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injegéo foi de 20,0 pl.
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Figura 3.7: Cromatograma do refrigerante sabor guarana.
CondigGes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4.6 min,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A elui¢dio por foi iniciada por
tampao KH2PO4 0,0125 mol 1.1 (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centragdo de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos
de corrida cromatografica. A detecgdio foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injegdo foi de 20,0 pL.
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Figura 8.8: Cromatograma do refrigerante sabor limfo.

Condigdes cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm,
empacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A eluicéio por foi iniciada por
tampdo KHzPO4 0,0125 mol L1 (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a con-
centracio de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos

de corrida cromatografica. A deteccdo foi feita em 210 nm, usando detector por
arranjo de diodos. O volume de injecfo foi de 20,0 pL.
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A pureza dos picos foi acompanhada pelos seus espectros de absorgdo cb-
tidos através do DAD, na faixa de comprimentos de onda do ultravioleta de 190
a 367 nm. Os parametros de pureza dos padrdes de ACK, APM, AP, CAF, DKP,
PHE e SAC esti@o apresentados na Tabela S.1.

Tabela 3.1: Parametros de pureza dos picos dos padrdes de aspartame, seus

produtos de decomposigiio e de outros compostos da matriz.

Padriao Parametro de Pureza (nm)  Coeficiente de Variaciio (%)

ACK 225,60 + 0,01 0,006
APM 194,62 + 0,04 0,007

AP 193,99 + 0,02 0,009
CAF 214,63 0,01 0,007
DKP 194,36 + 0,02 0,007
PHE 192,71 + 0,10 0,009
SAC 203,55 + 0,01 0,006

ACK = acesulfame-K, APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina, CAF = cafeina, DKP
= dicetopiperazina, PHE = fenilalanina e SAC = sacarina,

Os pardmetros de pureza dos picos cromatogrificos, dos compostos iden-
tificados como ACK, APM, AP, CAF, DKP, PHE e SAC nos refrigerantes anali-

sados estdo apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 8.2: Parametros de pureza dos picos dos compostos identificados nos refrigerantes analisados.

Parametros de pureza (nm)

Refrigerantes
ACK APM AP CAF DKP PHE SAC
cola A — 194,9240,02 | 194,0610,01 | 218,20+0,05 | 194,61+0,02 | 192,67+0,24 | 203,67+0,04
cola B 295.60+0,006 | 197,64+0,19 | 194,66+0,03 | 217,48+0,18 | 194,84+0,06 | 192,67+0,10 —
laranja A - 195,9540,14 | 194,84+0,03 - 194,90+0,02 | 200,35+1,94 | 202,06+0,04
laranja B 225,61+0,01 | 195,541+0,06 | 194,08+0,02 . 194,56+0,03 | 192,6210,02 —
guarani 225 61+0,01 | 195,0310,09 | 193,81+0,03 | 214,6310,01 | 194,40+0,02 | 192,7210,10 —
Lim&o 225,61+0,01 | 197,8610,08 | 194,184+0,01 — 194,57+£0,03 | 193,1510,02 —

ACK = acesulfame-K, APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina, CAF = cafeina, DKP = dicetopiperazina, PHE = fenilalanina e SAC =

sacaring.
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Comparando-se os valores obtidos nas Tabelas 3.1 e 3.2, os resultados
sugerem que 0s picos analisados correspondem a um mesmo composto, estando
assim sem a presenca de interferentes, pois os comprimentos de onda de absor-
¢80 méxima apresentaram pequenas variagbes. Apenas a PHE, na amostra de
laranja A, teve seu resultado de pureza com valor ligeiramente maior do que o
valor médio do padrio, indicando haver mistura dos dois compostos adjacentes,
PHE e SAC. O cromatograma da Figura 3.5 demonstra que a separacio com-
pleta entre estes dois compostos foi menos eficiente, devido a grande diferenca
de quantidades entre eles, pois a PHE est4 em quantidade muito pequena (me-
nor produto de decomposi¢io) em relacéo a SAC, que se apresenta em grande

quantidade.

Os picos que aparecem no mesmo valor de iz da CAF Nnos cromatogramas
dos refrigerantes com sabor de laranja, séio interferentes da matriz. No refrige-
rante sabor laranja A o pardmetro de pureza deste pico foi de 230,95+0,09, e no
refrigerante sabor laranja B foi de 230,7 710,03, valores muito diferentes do pa-
rdmetro de pureza do padrio da CAF que é de 214,51+0,01. Além disto, os es-
pectros de absor¢do destes picos nio foram semelhantes a0 do padrio de CATF
(Anexo 4).

A quantifica¢io dos compostos foi realizada através do método da padro-
niza¢&o externa, utilizando-se a 4reas dos picos. Sob as condicdes otimizadas do
método, a resposta linear do detector (coeficiente de correlagio, r = 0,9997) foi
obtida para 0 APM em concentragdes que variaram de 0,2 a 40,0 mg 100 mL?,
para a DKP em concentragdes que variaram de 0,1 a 10,0 mg 100 mL! e para a
PHE, em concentrages que variaram de 0,05 a 5,0 mg 100 mL-.. Para a AP, a
resposta linear do detector (coeficiente de correlacdo, r = 0,9991) foi obtida com
concentragdes que variaram de 0,05 a 5,0 mg 100 mL1. Os limites de quantifi-
cacdo variaram de 0,040 a 0,080 mg 100 mL-!. As curvas analiticas dos padroes
de APM, AP, DKP ¢ PHE estio apresentadas nos Anexos 8 a 11, respectiva-

mente.
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Os resultados obtidos da analise de APM e seus produtos de decomposi-
¢do em diferentes marcas de refrigerantes estdo apresentados na Tabela 3.3, e
as propor¢des encontradas, em cada refrigerantes analisado, estdo representa-

das pelas Figuras 3.9 e 3.10.

Todos os produtos analisados apresentaram quantidade de APM de acor-
do com a legislagdo em vigor, ja que o limite maximo de APM permitido pela
Legislacfio Brasileira é de 75 mg 100 mL/! em bebidas dietéticas (Brasil, 1988).
Em todas as amostras analisadas, os niveis de APM encontrados foram meno-

res que 80% do declarado no rétulo.

A decomposicdo do APM aumentou com o tempo de estocagem. Os refri-
gerantes apresentaram decomposi¢do entre 22.22 e 51,74%. Os refrigerantes
cujos fabricantes estipulam prazo de validade entre 120 a 180 dias, apresenta-
ram maior decomposiciio, pois eles também foram analisados com maior tempo
de fabricacéio (64 e 148 dias) em relagéo aos outros refrigerantes (37, 44, 53 e 66

dias).

O refrigerante sabor laranja B, que apresentou a maior decomposigédo do
APM (51,74%), é também aquele cujo fabricante estipula o maior prazo de vali-
dade dentre os refrigerantes analisados. Varios testes mostraram que perdas
superiores a 40% sdo toleradas antes que as bebidas tornem-se inaceitaveis

(Wells, 1989). Os resultados sugerem entdo, uma reducio no prazo de validade

deste refrigerante.
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Tabela 3.3: Andlise de aspartame e seus produtos de decomposi¢do em diferentes marcas de refrigerantes.

APM (mg 100 mL-1) [Em re-
Validade | Analise lacdo ao DKP AP PHE
Sabor . , pH )
(dias) (dias)? Declarado | Encontrado |¥0tulo | (mg 100 mL) [ (mg 100 mLY) | (mg 100 mL1)
(%)
cola A 9,3310,01
90 66 [290| 12,00 7778 0,668+0,003 | 0,952+0,003 | 0,133+0,001
C.V. (%) 0,13 0,56 0,28 0,75
la B 22,74+0,01
co 90 44 2,72 34,96 65,04 6,697+0,003 | 4,431+0,001 | 0,227+0,001
CV. (%) 0,06 0,04 0,02 0,44
1 ja A 10,0140,02
aranja 120 64 3,81 17,10 58,54 1,67710,009 | 2,965+0,010 | 0,276+0,001
C.V. (%) 0,23 0,57 0,29 0,55
laranja B 9,65+0,01
) 180 148|361 20,00 48,26 4,182+0,004 | 4,370+0,004 | 0,509+0,002
C.V. (%) 0,15 0,11 0,09 0,41
uarani 10,87+0,01
124 120 37 3.55 17,00 63,97 2,48140,003 | 2,452+0,008 | 0,157+0,003
C.V. (%) 0,10 0,12 0,31 1,68
limé&o 21,81+0,02
90 53 |343| 3402 62,46 4,92610,004 | 4,737+0,006 | 0,211+0,004
C.V. (%) 0,09 0,07 0,12 1,92

O Data de analise em relagéo a fabricagiio. APM = aspartame, AP = aspartilfenilalanina, DKP = dicetopiperazina € PHE = fenilalanina. Todos 05 resul-

tados sdo valores médios de determinacdes em triplicatas.
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Figura 3.8: Proporc¢des encontradas (mg 100 mL-!) de aspartame e seus produ-
tos de decomposicéio nos refrigerantes sabores cola A (a), cola B (b)
e guarana (c).
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Figura 3.9: Proporgoes encontradas (mg 100 mL!) de aspartame e seus produ-
tos de decomposi¢ao nos refrigerantes sabores laranja A (a), laran-
ja B (b) e limao (c).
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Pela Tabela 3.3, também se pode observar que os refrigerantes que apre-
sentaram valor de pH préximo a 4,0, (3,81 e 3,61) foram os gue sofreram maior
~ decomposicdo do aspartame, ou seja, os refrigerantes sabores laranja. Os refri-
gerantes gue apresentaram pH abaixo de 3,0, (2,90 e 2,72) sabor cola, sofreram
menor decomposicio. Segunde Homler (1984), a estabilidade méaxima do APM,
a 25°C é maxima em pH 4,3, porém as anélises dos refrigerantes sabores cola
A, cola B, laranja A e laranja B, foram realizadas apds 66, 44, 64 e 148 dias da
fabricacéo, respectivamente. Assim pode-se concluir que os fatores tempo e pH

sdo mutuamente suplementares na decomposicao do APM.

A AP, DKP e PHE foram encontradas em todas as amostras analisadas.
A formacdo destes compostos foi atribuida principalmente a decomposigio do
APM, assumindo que o contetido natural destes nos refrigerantes é pequeno.
Esta pequena quantidade inicial de decomposigéio pode ser devido a impurezas
do APM adicionado efou a decomposicdo ocorrida durante a fabricagio do
refrigerante. Considerando-se que o valor declarado foi realmente aquele
adicionado ao produto, em todos os refrigerantes ocorreu decomposi¢ido do
APM, sendo que em refrigerantes com sabor laranja a decomposigéo foi particu-
larmente maior (laranja A,41,46% e laranja B, 51,74%). O refrigerante que

apresentou o menor nivel de decomposigéo foi o sabor Cola A (22,22%).

Os niveis de DKP encontrados variaram de 0,55 a 6,70 mg 100 ml.}, fo-
ram muito superiores que os encontrados por Saito et al. (1989), que analisando
refrigerantes, verificaram DKP presente em seis amostras comerciais em niveis
que variaram de 0,10 a 0,26 mg 100 mL-1. As quantidades de DKP e AP, encon-
tradas no refrigerante sabor laranja B foram extremamente elevadas, 4,18 mg
100 mLs! (20,91% do APM adicionado) e 4,37 mg 100 mL! (21,85% do APM adi-
cionado), respectivamente. O gue sugere ter havido uma decomposicéo quimica

do APM no produto final. Em um trabalho realizado por Saito et al. (1989), foi
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analisada a presenca de DKP em refrigerantes estocados em diferentes tempe-
raturas. No refrigerante estocado por 2 meses em temperatura ambiente (25-
27°C), a concentragio de DKP aumentava significativamente quando aumenta-
va o tempo de estocagem, chegando a aumentar em 4 vezes a concentracio ini-
cial. No refrigerante estocado a 4-5°C por 2 meses, a concentragdo de DKP se
mantinha inalterada. A concentracio de DKP, encontrada no refrigerante sabor
liméo no presente trabalho, foi de 14,11% da quantidade total de APM adicio-
nada ao refrigerante. Estes resultados sio muito superiores aos encontrados
por Aboul-Enein & Bakr (1997), que encontraram concentracéo de 4 a 5% de
DKP gquando analisaram refrigerantes com sabor limgo. Segundo Tsang et al.
(1985) a DKP e AP, respectivamente, sdo os maiores produtos de decomposic¢do
encontrados em refrigerantes estocados por periodos longos, no entanto, os re-
sultados encontrados no presente trabalho mostraram que, o maior nivel de
DKRP foi encontrado apenas no refrigerante com sabor cola B, enquanto que as
quantidades de AP foram superiores para a cola A e laranja A, e praticamente
iguais para laranja B, guarani e limio. Isto também deve ser devido aos dife-
rentes prazos de validade propostos para cada refrigerante, pois dependendo da

data de fabricagéo, a decomposi¢io deve estar também em diferentes estagios.

Os niveis de PHE medidos foram baixos em todas as marcas de refrige-
rantes analisadas. Segunde Tsang et al. (1985) os niveis de PHE aumentam
significativamente apés os 6 meses de estocagem. O nivel de 0,502 mg 100 mL-?
encontrado no refrigerante sabor laranja B foi, praticamente o dobro em relacao
a0s outros refrigerantes, mas o tempo de fabricacdo foi mais que o dobro (148

dias) em relacgéio aos outros (37 a 66 dias).
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3.6 CONCLUSOES

Em todos os refrigerantes analisados, a quantidade de APM, apresentou-

se de acordo com a legislacao em vigor.

Todos os refrigerantes analisados apresentaram os trés produtos de de-
composicio do APM, DKP, AP e PHE, porém, em quantidades diferentes que
dependeram do tempo de fabrica¢do da cada produto, mas todos ainda dentro

do prazo de validade.

Baseando-se nos resultados apresentados no presente trabalho, devemos
alertar que, refrigerantes adocados com APM podem perder sua dogura por
causa da decomposicio deste edulcorante, se eles nido forem transportados e
armazenados adequadamente. A falta de estabilidade de refrigerantes adoca-
dos com APM pode portanto, ser um problema para o fabricante e para o con-

sumidor, principalmente durante o verao.

Tempo e temperatura de estocagem tém sido considerados fatores de-
terminantes na estabilidade do APM durante a estocagem de refrigerantes que
os contdm. Considerando-se a extensfio do Brasil, sua grande oscilagdo climati-
ca e o hibito do consumidor e comerciantes de manterem géneros alimenticios

em estoque, os refrigerantes adogados com APM sé@o mais susceptiveis a degra-

dacao.

Os resultados apontam para a necessidade de um controle maior das in-
distrias no que diz respeito ao transporte, estocagem e redugio dos prazos de

validade de alguns refrigerantes.
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CONCLUSOES GERAIS

1. As condicdes cromatogrificas definidas neste estudo de otimizagéo e valida-
¢do de metodologia para determinacio de aspartame e seus produtos de de-
composicdo em refrigerantes foram: CLAE em coluna de fase reversa Cis
Spherisorb™ ODS-2 (5 um, 250 x 4,6 mm), eluicio por gradiente composta
por tampao KH;PO4 0,0125 mol L1 (pH 3,50): acetonitrila (95:5, v/v) com a
concentracio de acetonitrila aumentando linearmente até os 25% aos 40
minutos de corrida cromatografica. A vazio da fase moével foi de 0,80 mL
min-l. A deteccdo foi feita em detector por arranjo de diodos a 210 nm. Apds
a corrida foram necessarios 20 minutos de condicionamenio da coluna com a

fase mével inicial antes da préxima injec¢ao.

2. A preparacdo das amostras é muito simples, consistindo apenas numa etapa
de desgaseificagéo e filtragéo em filtros de celulose de 0,45 pm. As amostras
sabor laranja com polpa em suspensio precisaram de uma centrifugagfo an-

tes da filtragéo.

3. O procedimento cromatografico analisado neste estudo para determinagéo
de aspartame e seus principais produtos de decomposicdo, dicetopiperazina,
aspartilfenilalanina e fenilalanina, pode ser empregado para os tipos de re-
frigerantes existentes no mercado brasileiro (sabores cola, laranja, liméo e

guarand).

4. Esta técnica também pode ser usada na separagio de outros edulcorantes
(acesulfame-K e sacarina) e da cafeina, na mesma corrida cromatografica,

sem interferir com o aspartame e seus produtos de decomposicio.

5. Com os dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que este método é rapi-

do (cerca de 60 minutos), exato (recuperacéo entre 99,0 e 100,0%), preciso
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{coeficientes de variagdo menores que 0,90%) e sensivel (limite de deteccdo
entre 0,020 e 0,040 mg 100 m1.-2), identificando e quantificando o aspartame

e seus produtos de decomposigio em uma tnica corrida cromatografica.

. O método é bem adaptado para controle de qualidade ou monitoramento de

refrigerantes.

. Todos os produtos analisados apresentaram gquantidade de aspartame de
acordo com a legislagdo em vigor, j&4 que o limite maximo de aspartame
permitido pela Legislagio Brasileira é de 75 mg 100 mL-! em bebidas dieté-
ticas. Em todas as amostras, os niveis de aspartame encontrados foram me-

nores que 80% do declarado no rétulo.

- Dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e fenilalanina foram encontradas em
todas as amostras analisadas. A formacdo destes compostos foi atribuida
principalmente a decomposicdo do aspartame, assumindo que o contetido
natural destes nos refrigerantes é pequeno. Esta pequena decomposiciao po-
de ser devido a impurezas do APM adicionado efou a decomposicio ocorrida
durante a fabricagfio do refrigerante. Considerando-se que o valor declarado
foi realmente aquele adicionado ao produto, em todos os refrigerantes ocor-
reu decomposicio do APM, sendo que em refrigerantes com sabor laranja a
decomposi¢do foi particularmente maior (laranja A,41,46% e laranja B,
51,75%). O refrigerante que apresentou o menor nivel de decomposigio foi o
sabor Cola A (22,22%).

. Os resultados apresentados no presente comprovaram que os refrigerantes
adogados com aspartame sofrem decomposicio, quando armazenados a tem-
peratura ambiente apés a fabricagdo. A falta de estabilidade de refrigeran-
tes adogados com aspartame pode, portanto, ser um problema para o fabri-

cante e para o consumidor, principalmente durante o verio.
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SUGESTOES

Pelos resultados apresentados pode-se sugerir um estudo mais detathado
do efeito do tempo, temperatura e pH na decomposigdo do aspartame relacio-

nando com a avaliagdo sensorial de perda de dogura.

Com relagéo ao tipo de embalagem, um estudo de estabilidade do aspar-
tame em funcdo do tipo de embalagem usada, pois neste trabalko utilizou so-
mente as embalagens de plastico descartivel, por serem as mais comercializa-

das.

Com relacdo ao aspartame, e principalmente aos seus produtos de de-
composigio, ainda se tem poucos dados, no que se refere 4 sua ingestao poten-
cial sendo, portanto, necessdria a obtencéo dessas informacoes, pois é cada vez
mais intenso o interesse do consumidor em saber se a quantidade de aspartame

consumido representa algum risco para a sua satde.
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Anexo 1: Espectro de absor¢io no ultravioleta do padréo de acesulfame-K.

SPEC X Al A2 STORED §P§§ngﬂ RISPLAY
B B3 Pesk Apex 411 BB BN NETHOD 1

- T e T

218 325 367 % (nm)

Anexo 2: Espectro de absor¢do no ultravioleta do padréo de aspartame.
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Anexo 3: Espectro de absorcio no ultravioleta do padrdo de aspartilfenilalani-

na.
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Anexo 4: Espectro de absor¢iio no ultravioleta do padrio de cafeina.
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Anexo 5: Espectro de absorgdo no ultravioleta do padrio dicetopiperazina.
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Anexo 6: Espectro de absorgio no ultravioleta do padrdo de fenilalanina.
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Anexo 7: Espectro de absorgéo no ultravioleta do padrio de sacarina.
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Anexo 8: Curva analitica do padrio de aspartame.
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Anexo 9: Curva analitica do padrao de aspartilfenilalanina.
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Anexo 10: Curva analitica do padriio da dicetopiperazina.
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Anexo 11: Curva analitica do padréo da fenilalanina.
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Anexo 12: Cromatograma do refrigerante guarani normal.

Condiges cromatograficas: coluna de fase reversa Cis Supelco, 250 x 4,6 mm, em-
pacotada com Spherisorb™ ODS-2 de 5 pm. A eluigdo por foi iniciada por tampéo
KH,PO: 0,0125 mol L1 (pH 8,50): acetonitrila (95:5, v/v), a seguir a concentragao
de acetonitrila foi aumentando linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida
cromatografica. A detecgio foi feita em 210 nm, usando detector por arranjo de di-

odos. O volume de injegdo foi de 20,0 L.
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ERRATA

Onde se lé: Lé:

. ...Cis& 5 um Spherisorb™
...C1s Spherisorb™ ODS-2... ODS-2..

Coluna de guarda Cis 5

Coluna de guarda Cys, ... um...

...ACK, ciclamato de sodio e

..ACK e SAC sdo SAC sao utilizados...

utilizados...

~ . ...exce¢ao do ciclamato de
...excec¢ao do ciclamato,...

sodio,...
...picos mais agudos. ...picos mais estreitos.
...perda do compostos.. ...perda dos compostos...

...sensivel (limite de detecgao

...sensivel (limite de detecgao entre 0,020 e 0,040 mg 100

entre 0,020 e 0,040 mg 100 mL%, e limite de
mL1), ... quantificagido entre 0,040 e

0,080 mg 100 mL™1), ...

Alteracao

Inverter as figuras dos Anexos 3 e 4.




