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RESUMO GERAL

O consumo de edulcorantes artificiais tem aumentado pela maior oferta de
alimentos e bebidas dietéticas, principalmente através dos refrigerantes “diet” e “light”. O
aspartame € um edulcorante muito utilizado por ter o sabor muito parecido com a sacarose.
Apesar das muitas vantagens deste edulcorante ele apresenta algumas restricdes quanto a
estabilidade em sistemas liquidos com pH neutro ou alcalino ou a temperaturas elevadas.
Diante destes fatos, este trabalho teve como objetivo determinar o aspartame e seus
produtos de decomposi¢do em refrigerantes dietéticos e analisar sensorialmente a perda da
dogura destes refrigerantes devido a decomposi¢ao do aspartame.

A determinac@o do aspartame e seus produtos de decomposicdo (dicetopiperazina,
aspartilfenilalanina e fenilalanina) foram realizados por CLAE em coluna de fase reversa
C18. As amostras analisadas foram duas colas, um guaranad e um limdo em dois tipos de
embalagem (lata e PET). Os refrigerantes foram armazenados em trés temperaturas (0°C,
24,5°C e 38°C) e analisados no 1nicio, meio ¢ final do prazo de validade dos mesmos.

Inicialmente, no tempo zero, dois dos quatros refrigerantes apresentaram
quantidade de aspartame maior do que o declarado no rétulo e nenhum produto de
decomposigdo fol encontrado neste momento. Nos quatro refrigerantes, a decomposi¢édo do
aspartame aumentou com a elevacao da temperatura de armazenamento € o aumento do
prazo de validade. A dicetopiperazina e o aspartilfenilalanina foram encontrados em
praticamente todas as condigdes estudadas dos quatro refrigerantes, enquanto a fenilalanina
somente a 38°C.

O refrigerante que apresentou menores porcentagens de perdas de aspartame no
final da validade foi a cola 2, (0°C — 3,3%, 24,5°C — 17,5% e 38°C- 65,1%), que tem um
prazo de validade de 3 meses, e 0s que mais apresentaram perdas foram o guarana (0°C —
10,9% e 38°C- 93,0%) e limiao (24,5°C — 49,1%), com 6 e 4 meses de validade
respectivamente.

Na analise sensorial foram realizados teste triangular em dois momentos meio e
final do prazo de validade e teste de diferenca-do-controle no final do validade. Os
refrigerantes armazenados a 0°C foram considerados padrdo ou controle devido a baixa

decomposicao do aspartame nesta temperatura.



No teste triangular, realizado na metade da validade, observou-se que as amostras
cola 2 (lata e PET), guarana (PET) e lim&o (PET), ndo apresentaram diferenca significativa
a p<0,05 em rela¢do ao controle, mas no final da validade todas as amostras apresentaram
diferenga significativa a p<0,05.

No teste de diferen¢a-do-controle os resultados foram submetidos a uma anélise
de varianga (ANOVA) e teste de média de Dunnett. Com excegdo do refrigerante cola 2 na
temperatura 24,5°C, todas as amostras apresentaram diferenga significativa a p<0,05 do
controle. Os refrigerantes armazenados na temperatura de 38°C diferiram em maior grau do

que os armazenados na temperatura de 24,5°C.



GENERAL SUMMARY

The consumption of artificial sweeteners has been increasing due to the greater
availability of dietary food and drinks, mainly " diet " and " light " soft drinks. Aspartame is
a widely used sweetener, having a taste very similar to that of sucrose. Despite the many
advantages of this sweetener, 1t presents some restrictions with respect to its stability in
liquid systems with neutral or alkaline pH and at high temperatures. On account of this
instability, this study aimed at determining aspartame and its decomposition products in
soft drinks, and, using sensory methods, to analyze for loss of sweetness in these soft
drinks, due to decomposition of the aspartame.

HPLC was used to quantify aspartame and its decomposition products
(dicetopiperazine, aspartilphenylalanine and phenylalanine) in diet soft drinks, during the
period of validity (beginning, middle and end). Four different soft drink brands were
analyzed: two colas, one guarana and one lemon, in two types of container; can and PET.
The soft drinks were stored at three different temperatures (0°C, 24.5°C and 38°C).

Initially, at zero time, two of the soft drinks showed an amount of aspartame
greater than that declared on the label and no decomposition products were found. In all
the soft drinks the decomposition of aspartame increased with increase in storage
temperature and validity period. Dicetopiperazine and aspartilphenylalanine were found
under all the conditions studied, while phenylalanine was only found at 38°C.

The soft drink that showed the lowest losses in aspartame level at the end of its
validity period (3 months) was cola 2, (0°C - 3.3%, 24.5°C - 17.5% and 38°C - 65.1%), and
those showing the greatest losses were guarana (0°C - 10.9% and 38°C - 93.0%) and
lemon (24.5°C - 49.1%), with validity periods of 6 and 4 months respectively.

In the sensorial analysis were made triangle test in two moments, in a half and
final of the validity period and difference from control test in the final of the validity. The
soft drinks stored for 0°C were considered control, due to low decomposition of the
aspartame 1n this temperature.

In the triangle test, carried out in the middle of the validity period, it was observed
that the samples cola 2 (can and PET), guarana (PET) and lemon (PET), did not present any

significant difference at p<0.05, in relation to the control, but at the end of the validity

period, all the samples presented significant differences at p<0.05.



In the difference from control test the results were submitted to an analysis of
variance (ANOVA) and Dunnett’s test. With the exception of the soft drink cola 2, at the
temperature of 24.5°C, all the samples presented significant differences at p<0.05 as
compared to the control. The soft drinks stored at a temperature of 38°C, differed to a

greater degree than those stored at 24.5°C.



INTRODUCAO GERAL

A sacarose € um dos adogantes nutritivo mais empregada nas dietas alimentares.
No entanto devido a patologias como a diabetes e obesidade, a sacarose esta sendo
substituida por adogantes nao nutritivos naturais € / ou sintéticos, os quais oferecem a
mesma sensagdo doce do agucar, sem causar privagdes e / ou diminuig@o da qualidade de
vida destes individuos.

Os edulcorantes s3o substancias diferentes dos agucares que confere sabor doce ao
alimento (Portaria N° 540 da Secretaria Nacional da Vigilancia Sanitaria/ MS de 27/10/97).
Podem ser classificados em naturais, obtidos sem reagdes quimicas, de plantas ou animais e
sintéticos, quando obtidos de produtos naturais ou nao, através de reagdes quimicas
apropriadas (Bobbio&Bobbio, 1992).

Segundo a Associac@o Brasileira da Industria de Alimentos Dietéticos (ABIAD),
em 1998 o faturamento no setor foi de US$224 milhdes (em 1990, essa cifra era de
USS$55 milhdes). O aspartame € o edulcorante mais consumido no mundo, em segundo
lugar vem o ciclamato de sddio (Pereira & Strigueta, 1999).

Pode ser utilizado em praticamente todos os tipos de alimentos, incluindo:
adocantes de mesa, assados, misturas em pd, cereais, gomas de mascar, balas duras e moles,
sobremesas, bebidas, congelados, refrigerados, geléias, coberturas, xaropes, produtos
lacteos e produtos farmacéuticos (Almeida, 1991).

O consumo de edulcorantes artificiais tem aumentado pela maior oferta de
alimentos e bebidas dietéticas, principalmente através dos refrigerantes “diet e light”. No
Brasil o aspartame tem seu uso permitido no limite de 75mg / 100ml para bebidas
dietéticas, sendo classificado como um edulcorante artificial (ABIA, 1988).

O aspartame adoga cerca de 200 vezes mais que a sacarose € nao causa Caries.
Apesar disso o aspartame apresenta algumas restrigdes quanto a estabilidade. E estavel em
sistemas liquidos acidificados mas perde a dogura em pH neutro ou alcalino, ou a
temperaturas elevadas.

A estabilidade do aspartame esta associada a sua identidade quimica como éster
dimetilico do dipeptideo aspartilfenilalanina. Em decorréncia da instabilidade da ligagio
éster sob condi¢des desfavoraveis de umidade, pH e temperatura pode haver hidrélise do
aspartame a aspartilfenilalanina (AP) e metanol. Alternativamente, o metanol pode ser

eliminado pela ciclizagdo do aspartame, formando dicetopiperazina (DKP). Esta, por sua



vez, pode ser hidrolisada para formar aspartilfenilalanina, que pode ser hidrolisada em
acido aspartico e fenilalanina. Quando estes compostos sdo formados em alimentos, ha uma
diminui¢do da dogura nos mesmos (loshii, 1992). Nenhum dos produtos de conversdo €
doce, mas n3o conferem sabor desagradavel ao produto (Bussiére, 1988).

Os objetivos deste trabalho foram verificar no prazo de validade dos refrigerantes
dieteticos, o nivel de decomposi¢do do aspartame através de andlise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE),e paralelamente & analise cromatografica, verificar
através de analise sensorial, se houve perda de dogura significativa dentro do prazo de

validade dos refrigerantes analisados.
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Capitulo 1

DETERMINACAO ANALITICA E
SENSORIAL DA DECOMPOSICAO DO
ASPARTAME EM REFRIGERANTES
DIETETICOS: REVISAO



1.1- INTRODUCAO

Para o homem moderno, que vive num mundo em que a maioria dos produtos
industrializados contém agicar, ¢ dificil imaginar a vida sem esse sabor. Mas o agradavel
costume vem de longe. Entre os brasileiros, desde que a cana-de-acticar, originaria da India,
fo1 trazido para a América pelos portugueses e passou a ser cultivada e processada aqui em
larga escala, o agucar tornou-se tdo popular que passou a fazer o parte da alimentagio
cotidiana de todas as classes sociais (Luduvig, 1998).

No entanto, em meados dos anos 60, a sacarose passou a ser considerada inimiga
da saude, principalmente devido a doengas como obesidade e diabetes mellitus (Luduvig,
1998).

Para atender as necessidades de obesos e diabéticos, além de milhares de pessoas
preocupadas com o culto ao corpo, houve uma acelerada producio de outras substincias
capazes de conferir sabor doce aos alimentos, tais substincias foram denominadas de
edulcorantes.

Os edulcorantes s3o substancias diferentes dos agucares que confere sabor doce ao
alimento (Portaria N°® 540 da SNVS / MS de 27/10/ 97). Podem ser classificados em
naturais, obtidos sem reagdes quimicas, de plantas ou animais e sintéticos, quando obtidos
de produtos naturais ou ndo, através de reagdes quimicas apropriadas (Bobbio & Bobbio,
1992).

Um edulcorante que promove a liberagdo de calorias é considerado nutritivo ou
calorico. A FDA defini como edulcorantes nio nutritivos aqueles que apresentam menos de
2% do valor calorico da sacarose por unidade equivalente de capacidade adocante (Grenby
et al., 1983; Glinsmam & Dennis, 1991). Portanto, o aspartame pode ser considerado nio
nutritivo pois apresenta valor calérico por unidade de dogura de aproximadamente 0,02
Kcal (Wells, 1989). O termo “nd3o nutritivo”, pode ser substituido pela expressio
edulcorantes “intensos”.

Existe um grande numero de compostos capazes de produzir o sabor doce,
entretanto, sé alguns entre naturais e sintéticos sdo permitidos em alimentos. E este um
campo em continua evolugdo, seja pela descoberta de novas substancias edulcorantes seja
pela descoberta de efeitos toxicos ou pelo estabelecimento da atoxidez nos produtos em uso

e naqueles em estudo. Ha evidentemente grande interesse neste campo, seja por razdes



econdmicas ou de saude, como também pelos problemas tecnoldgicos envolvidos na
substituigdo da sacarose por um edulcorante (Bobbio & Bobbio, 1992).

Segundo a Associagio Brasileira da Industria de Alimentos Dietéticos (ABIAD),
em 1998 o faturamento no setor foi de US$224 milhdes (em 1990, essa cifra era de US$55
milhdes). O aspartame ¢ o edulcorante mais consumido no mundo, em segundo lugar vem o
ciclamato de sodio (Pereira & Strigueta, 1999).

O aspartame foi descoberto em 1965 por James Schlatter quimico da companhia
G. D. Searle & Co. durante a sintese de um novo remédio contra a ulcera. Ao misturar dois
aminoacidos (fenilalanina e o acido aspartico), Schalatter notou um gosto doce (Homler et
al., 1986; Cardello & Damasio, 1997).

Além de ter sabor parecido com o agucar, o aspartame adoga cerca de 200 vezes
mais que a sacarose € ndo causa caries. Apesar disso o aspartame apresenta algumas
restricdes quanto a estabilidade. E estavel em sistemas liquidos acidificados mas perde a
dogura em pH neutro ou alcalino, ou a temperaturas elevadas (NutraSweet, 1986).

Pode ser utilizado em praticamente todos os tipos de alimentos, incluindo:
adocantes de mesa, assados, misturas em po, cereais, gomas de mascar, balas duras e moles,
sobremesas, bebidas, congelados, refrigerados, geléias, coberturas, xaropes, produtos
lacteos e produtos farmacéuticos (Almeida, 1991). Mundialmente existem mais de 5000
produtos contendo aspartame abrangendo mais de 50 categorias de produtos (Nordmann,
1994). Em 1995, ainda considerava-se o aspartame o edulcorante de maior sucesso, sendo
que o aspartame e acesulfame -K tinham uma participag¢do de 21% no mercado mundial,
tendo éxito especialmente na América do Norte € do Sul, onde conquistaram cerca de 47%
de todo mercado de edulcorantes (Teschner, 1995).

O consumo de edulcorantes artificiais tem aumentado pela maior oferta de
alimentos e bebidas dietéticas, principalmente através dos refrigerantes “diet” e “light”. No
Brasil o aspartame tem seu uso permitido no limite de 75mg/100ml para bebidas dietéticas,

sendo classificado como um edulcorante artificial (Brasil, 1995; ABIA, 1988).



1.2 - ASPARTAME
1.2.1 - Estrutura

Do ponto de vista estrutural, o aspartame € um éster metilico de dois aminoacidos,
a fenilalanina e o acido aspartico, ou seja, éster metilico de L-aspartil-L-fenilalanina (figura
1.1). A molécula de aspartame ¢é composta de 39,5% de &cido aspartico, 50% de
fenilalanina e 10,5% de éster metilico (Cardello & Damasio,1997).
(|D O
HoN — CH— C— NH— CH—C—0 —CH,

CH?_ )C\I"z
C —OH C)

I e

O

Figura 1.1: Estrutura quimica do aspartame

Introduzido sob o nome comercial de Nutrasweet, o aspartame, € atualmente o
adogante artificial de maior comercializagdo no mundo, sendo sintetizado a partir do 4cido
aspartico e do éster metilico da fenilalanina por método quimico, que resulta em outros
produtos secundarios, ou com maior especificidade, por sintese enzimatica e de tecnologia
do DNA recombinado (Knorr, 1987; King & Cheethan, 1988; Fernandez, 1990).

Entretanto, a sintese quimica é a mais utilizada industrialmente.

1.2.2 - Propriedades e Caracteristicas

O aspartame ¢ um dipeptideo branco, cristalino, inodoro, de baixa caloria e com
uma dogura de 180 — 200 vezes a da sacarose, para refrigerantes pode ser considerado o
valor de 180. Possui ponto de fusdo de 246 — 247 °C, soluvel em agua (10,2g/1 a 25°C)
sendo nsoluvel em oleos e gorduras. A solubilidade em 4gua a 25°C é minima em pH 5,2
(ponto isoelétrico) e maxima em pH 2,2 (Homler,1984; Fatibello-Filho ez al., 1996; Vallejo
et al., 1999).
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O aspartame tem o sabor do agticar, o perfil de dogura é o que mais se aproxima ao
da sacarose apesar de desenvolver-se mais lentamente e persistir por mais tempo, nio deixa
qualquer sabor residual amargo, quimico ou metalico, freqiientemente associados aos
demais edulcorantes (Homler, 1984; Matysiak & Noble, 1991; Wells, 1989), e além disso,
nao provoca caries (Anderson, 1990).

O aspartame acentua o aroma e prolonga a percep¢do do sabor das frutas,
principalmente de frutas acidas como laranja, limdo, maracuja, goiaba e morango. A
intensifica¢do € mais efetiva com sabores naturais do que com artificiais (Dziezak, 1986:;
Giese,1993).

Segundo Cardello & Damasio (1997), alguns pesquisadores observaram um fato
interessante na determinagdo do poder edulcorante em sacarose do aspartame: com o

aumento da concentragdo, ocorre diminui¢@o da poténcia do edulcorante.

1.2.3 - Estabilidade do Aspartame e seus Produtos de Decomposicao

A estabilidade do aspartame esta associada a sua identidade quimica como éster
dimetilico do dipeptideo aspartilfenilalanina. Em decorréncia da instabilidade da ligagio
éster sob condigdes desfavoraveis de umidade, pH e temperatura pode haver hidrélise do
aspartame (APM) a aspartilfenilalanina (AP) ou ciclohidrolisar formando a
dicetopiperazina (DKP). Esta por sua vez, pode ser hidrolisada para formar
aspartilfenilalanina, que por fim pode hidrolisar até seus compostos aminoacidos (Homler,
1984; Ioshii, 1994; Fernandez, 1990). Acido aspartico e fenilalanina sdo produtos
resultantes da decomposi¢ao do aspartame, mas na3o sao os maiores produtos dessa
decomposi¢ao, o maior produto de degradag@o do aspartame é AP (aspartilfenilalanina) e
DKP (dicetopiperazina) (Oi-Wah et al., 1988).

Um esquema das reagdes de conversdo de aspartame nestes compostos
mencionados ¢ mostrado na figura 1.2, juntamente com suas férmulas estruturais. Nenhum
dos produtos de conversdo é doce, mas nao conferem sabor desagradavel ao produto,

somente perda da dogura (NutraSweet, 1986; Ioshii, 1992;Vallejo et al., 1990).
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Figura 1.2: Esquema das rea¢des de decomposi¢éo do aspartame (Prodolliet and
Bruelhart, 1993).

A estabilidade a seco do aspartame (com 4,0 a 4,5% de umidade) € excelente. Em
condi¢bes adequadas de armazenagem, o produto dura mais de 5 anos sem apresentar
qualquer alteragdo significativa. Em solugdo a estabilidade depende do tempo de
estocagem, temperatura, pH e umidade livre. E estavel no intervalo de pH de 3 a 5, tendo a
melhor estabilidade em temperaturas de 20 — 25°C e pH igual a 4,3. Em pH 4, a 20°C,
perde 20% de sua dogura em um periodo de quatro a cinco meses . Assim, a estabilidade
deste edulcorante diminui com o aumento do pH e da temperatura, ndo sendo portanto
recomendado seu uso em produtos alimenticios que possuam pH alcalino, e nos que
necessitam de aquecimento acima de 100 °C durante muito tempo, tais como bolos, paes,
biscoitos e bolachas (NutraSweet,1986).

Prudel & Davidkova (1981), mostraram que aspartame em solug@o tampao citrato
— fosfato foram muito estavel em pH 4 —5 e menos estavel abaixo e acima desses valores,
similarmente Stamp (1990) demonstrou uma 6tima estabilidade do aspartame em solug@o
tampdo fosfato com pH 4 e 5 . A estabilidade do aspartame € maior em sistemas com

atividade de agua menor que 0,99 (Graves & Luo, 1987; Bell & Labuza, 1991).
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Temperatura também € um importante fator da estabilidade do aspartame durante o
armazenamento. Com o aumento da temperatura em um dado tempo de armazenagem, a
quantidade de aspartame restante € diminuida (Holmer, 1984; Prudel et al, 1986; Fellows et
al., 1986; Tsoubeli e Labuza, 1991).

Apesar da instabilidade do produto frente a temperaturas elevadas, varios
processamentos como UHT (“Ultra High Temperature™) ou HTST (“High Temperature
Short Time”) promovem perdas inferiores a 3% na dogura do produto adogado com
aspartame (NutraSweet,1986; Klacik, 1990).

Aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano, tirosina) histidina e aminoacidos
contendo enxofre (cisteina, cistina e metionin) livre ou na forma de dipeptideo sio descritos
como sensiveis a fotodecomposi¢ido (Weil, 1965; Matheson & Lee, 1979; Rosenthal, 1985;
Kanner & Fennema, 1987). A estabilidade do aspartame com relagdo a fotodestruigdo €
extremamente dependente do pH do sistema, a estabilidade do aspartame sob a luz ¢ maior
no pH 6, seguida pelo pH 4 e pelo pH 7, em ordem decrescente.

Assim, em alimentos com pH neutro devem ser acondicionados em embalagens
que os protegem da ag@o da luz (Kim et al., 1997).

A estabilidade do aspartame, comparados aos outros edulcorantes tais como a
sacarina. ciclamato e acesulfame-K, ¢é relativamente baixa. Esta estabilidade sao
dependentes do pH e da temperatura. Em certas condi¢oes o aspartame pode se decompor
em dicetopiperazina e / ou aspartilfenilalanina e posteriormente em seus aminoacidos acido
aspartico e fenilalanina (Homler, 1984).

Lawrence & Charbonneau, (1988) pesquisaram a determinacdo multipla de
edulcorantes em adocantes de mesa, constataram para o aspartame uma diferenca de até
12%, menor entre os valores determinados e aquele descrito no rétulo. Para os refrigerantes
dietéticos observou-se que a maior diferenca entre o valor declarado no rétulo e o valor
determinado para o aspartame foi de 45%. Se for considerado que o valor declarado no
rétulo foi realmente adicionado ao produto, pode-se dizer que em todos os refrigerantes
ocorreu decomposi¢do do aspartame, sendo que em refrigerantes 4 base de cola, a
decomposi¢ao foi maior.

loshii, (1994), determinou as concentragdes de aspartame em adogantes de mesa €

bebidas dietéticas e comparou com as informagdes do rétulo. De acordo com os resultados,
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observou-se que as concentra¢des determinadas para o aspartame em adogantes de mesa
variaram entre 91% a 106%, em relag@o as informagdes do rétulo.

Em refrigerantes armazenados por 8 semanas, 11-16%, € 28% do aspartame foram
perdidos quando mantidos a 20 e 30 °C, respectivamente. No entanto, varios testes
mostraram que perdas superiores a 40% sdo toleradas antes que as bebidas tornem-se
inaceitaveis (Wells, 1989).

Estudo realizados pela G. D. Searle, relacionado com a estabilidade do aspartame,
mdicaram que 50% do aspartame inicial se degradam, nos refrigerantes a base de cola, apds
estocagem por seis meses a 30°C. Em xaropes de cola (pH 2.4), 75% do aspartame inicial
permaneceram depois de aproximadamente duas semanas de armazenamento a 30°C.

Em um estudo sobre estabilidade de refrigerantes adogados com aspartame (2
marcas sabor lima-limao e 2 marcas sabor cola), armazenado por 6 meses a temperatura de
22°C, a porcentagem de formagao de fenilalanina foi de 4 - 13% e de AP e DKP foram de
18 —30% e 17 — 28% respectivamente (Oi-Wah ez al., 1988).

Neirynck & Nollet, (1988) estudaram os efeitos da temperatura, tempo de
armazenagem e pH na decomposi¢do do aspartame em bebidas ndo alcodlicas, depois de
um periodo de 180 dias a temperatura ambiente 60% do aspartame ¢ decomposto em pH
2,5 e somente 35% com pH 4.5.

Stempfl & Lotz, (1996), pesquisaram a estabilidade de varias edulcorantes em
bebidas sabor cola e constataram que refrigerantes adogados com aspartame e conservados
a temperatura ambiente apresentavam 80% da quantidade inicial apés 10 semanas, ao
término do teste, 1 ano, o refrigerante adogado com aspartame apresentava 40% do
conteudo inicial.

Campos et al. (1992), em um trabalho visando avaliar a aceitagdo de molho de
mac¢d adogcado com diferentes edulcorantes, demonstraram que o produto com melhor
aceitacio foi o elaborado com aspartame, mesmo apods ter sido submetido a esterilizagio
por 20 minutos a 95 °C (pH =3.,9). Ensaios realizados pela NutraSweet confirmam estes
dados, demonstrando que a esterilizaco realizada na faixa de pH de 3,8 a 4,0 ocasionou
perdas de 3,1% (NutraSweet, 1986).

Fellows er al. (1986) determinaram a estabilidade do aspartame em preparados de
frutas para iogurtes na faixa de pH de 3,6 a 4,0 as temperaturas de 4,4°C, 21,1°C e 32,2°C

por um periodo de seis meses. Verificaram que a vida-de-prateleira foi superior a seis
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meses, de quatro a seis meses € de um més e meio, respectivamente, com retencio de 60%
do aspartame original.

Suco de frutas refrigerados apresentando pH entre 3,3 — 3,6 tiveram uma vida de
prateleira de 6 — 8 semanas. Produtos congelados tiveram uma vida de prateleira de mais de
um ano (Homler ez al., 1987).

Em testes sensoriais as colas comerciais armazenadas a 27°C perderam a maior
parte da dogura depois de duas semanas, esta perda provavelmente pode ser detectada pelo
consumidor apos a compra, se o produto for armazenado por um periodo prolongado e em
temperaturas elevadas (Bakal, 1986).

A decomposi¢do € maior nas solugdes alcalinas, em pH ao redor de 4 ha uma
perda de 20% da dogura em 4 meses e, em pH 7, perdem-se 50% em algumas horas
(Horwitz & Bauer-Nehrling, 1983). Segundo Wells, (1989), uma solugdo aquosa em pH 4,

a 20°C, perde 20% de sua dogura em um periodo de quatro a cinco meses.

1.3 - METODOS ANALITICOS DE DETERMINACAO DE ASPARTAME E SEUS
PRODUTOS DE DECOMPOSICAO

Para dosagem de aspartame foram desenvolvidos métodos utilizando:
fluorescéncia (Poctova & Kavac, 1982; Atmaca et al., 1989), cromatografia em camada
delgada (Daniels, 1984), cromatografia gasosa (Furda et al., 1975), cromatografia liquida
(Daniels ez al., 1984), cromatografia liquida de alta eficiéncia (Fox et al., 1976; Argoudelis,
1984; Tsang, 1985; Neirynck & Nollet, 1988; Lawrence & Charbonneau, 1988; Pietra ez
al., 1990; Fellows et al.,1986; Galletti & Bocchini, 1996; Lotz & Kreuder, 1992; Prodolliet
& Brulhart, 1993; Gibbs, et al.,1996; Mello, 1999), eletroforese capilar (Abuol-Enein &
Bakar 1997; Kvasnicka, 1987), espectrofotometria (Goven & Ozol, 1984; Ozol, 1984;
Vechek, 1984; Homler et al., 1987; Prasad et al., 1988), titulometria (Prasad et al., 1988),
eletrodos enzimaticos (Fatibello-Filho et al., 1988; Guilbault ez al., 1988; Smith ef al.,
1989).

Alguns métodos colorimétricos e fluorimétricos sensiveis e precisos s3o
empregados para aminoacidos e, consequentemente, para o aspartame. Entretanto, em

muitos casos, estes métodos nao sao aplicavels para analise de produtos alimenticios, ja que
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o alimento pode conter quantidades variaveis de aminoacidos e peptideos, que poderiam
interferir na quantificagdo do aspartame e também representar um branco inadequado para
estes métodos (Fatibello-Filho er al., 1996).

Foram desenvolvidos métodos espectrofotométricos na regiao do visivel para
analise do aspartame, mas a maioria esta sujeito a interferéncias (Lau ef al., 1988) além
disso, os métodos espectrofotométricos ndo sdo possiveis quando ha pouca absorbéancia do
aspartame em comprimento de onda normalmente selecionado e também devido a baixa
concentra¢do de aspartame em bebidas (Homler et al., 1987).

Determinacao quantitativa do aspartame também pode ser realizada por métodos
volumetricos, que comparando com meétodos espectrofotométricos, mostrou-se sensivel
para aplicagdo em analises de rotina, com a desvantagem de ser um método muito
trabalhoso (Prasad et al., 1988). Além disso, a presen¢a dos produtos de decomposicio do
aspartame (aspartilfenilalanina e dicetopiperazina) quase sempre presentes nos alimentos
adocados com aspartame, pode causar interferéncia na analise (Verstappen & Miltenburg,
1990).

Métodos enzimaticos envolvem tediosas purificagdes de enzimas e diversas etapas
sao requeridas para obten¢ao de resultados, por isso, esse método ndo € aplicado
rotineiramente devido a sua complexidade (Gibbs, et al., 1996).

A separacdo do aspartame por cromatografia em camada delgada é limitada por ser
uma analise semi-quantitativa e determinacdes utilizando cromatografia gasosa nio sdo
adequadas, pois n@o sao encontrados derivados volateis estaveis (Fox et al., 1976).

Aspartame pode ser quantificado usando-se analises de aminoacidos, pelo método
fluorimétrico e cromatografia gas — liquido ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Com excegdo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia, os demais
nao apresentaram sensibilidade e especificidade adequadas (Argoudelis, 1984).

Os métodos mais precisos, € por isso os mais utilizados, para determinacdes de
edulcorantes s@o os que utilizam cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), pois além
de determinar o edulcorante, podem dar informag¢des sobre a presenga de produtos de
decomposicdo destes edulcorantes. A cromatografia liquida de alta eficiéncia apesar do
custo elevado, apresentam muitas vantagens: rapidez, sensibilidade, precisdo e

simplicidade. Segundo Verstappen & Miltenburg, (1990) aspartame estd presente em
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alimentos em quantidades muito pequenas, por isso s3o necessérios métodos sensiveis para
sua detec¢@o, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Argoudelis, (1984), desenvolveu um método isocratico para cromatografia liquida
na determina¢io de aspartame e outros aditivos (cafeina, acido benzoico e sacarina) em
bebidas dietéticas.

Os edulcorantes artificiais aspartame, sacarina, ciclamato, alitame, acesulfame-K,
sucralose e dulcina foram determinados em vérios produtos dietéticos (bebidas e
sobremesas). Amostras foram diluidas, filtradas e analisadas diretamente no cromatografo
liquido, utilizando coluna de fase reversa C-18 e fase mével em gradiente, aumentando-se
de 3% acetonitrila e KH2PO4 0,02M (pH 5) para 20% de acetonitrila ¢ KH2PO4 0,02M
(pH 3.5). Todos os edulcorantes, com excegdo da sucralose e ciclamato, foram detectados
por absorvéancia no UV a 200 ou 210nm. Sucralose foi determinada pelo indice de refracio.
Ciclamato foi determinado simultaneamente usando uma pds-coluna com par-ionico
conectada em série no sistema do cromatégrafo liquido (Lawrence & Charbonneau, 1988).

Pietra et al., (1990), desenvolveu um método utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa para avaliar controle de qualidade de produtos farmacéuticos
e dietas formuladas contendo aspartame e sacarina. O objetivo do método era separar
aspartame, sacarina, acessulfame e dicetopiperazina (maior produto de decomposicio do
aspartame), 4-acido sulfamoibenzodico e o e p- toluenesulfonamida (impurezas da sacarina).

Galletti & Bocchini (1996) detectaram aspartame em dois refrigerantes dietéticos
sabor cola e em produtos farmacéuticos utilizando CLAE com detector eletroquimico e
reacdo fotoquimica pés-coluna. Este método, apesar de ser mais trabalhoso do que CLAE
em fase reversa, aumenta a seletividade e sensibilidade na deteccio do aspartame.

O método por CLAE também tem sido amplamente utilizado para determinagio de
aspartame e seus produtos de decomposi¢ao.

Tsang et al., (1985), estudaram um método rapido e simples para determinagdo de
aspartame ¢ seus produtos de decomposi¢cdo (L- fenilalanina metil éster, DKP, AP e
fenilalanina) em bebidas dietéticas , utilizando CLAE com coluna em fase reversa e
deteccdo no UV a 214nm em condig¢des isocraticas. As amostras foram armazenadas a 22 +
1°C por periodos variaveis: 1 més, 6 meses e 36 meses. Depois de 6 meses todas as
amostras apresentaram menos de 40% de aspartame, e trés de quatro amostras apresentaram

menos de 10% de aspartame apos 36 meses de armazenamento. Os resultados mostraram
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que o aspartame ¢é relativamente instavel em bebidas carbonatadas por longos periodos de
armazenagem.

Prudel & Davidkova (1985) desenvolveram um método cromatografico para
determinacio de aspartame e seus produtos de decomposicao em refrigerantes. Foi utilizado
coluna Separon SI C — 18 para separar acido aspartico, fenilalanina, dicetopiperazina,
fenilalanina metil éster, aspartilfenilalanina e fenilalanina-acido aspartico. A fase movel
utilizada foi 0,5M NaH2PO4 (pH 2,1) e metanol (85:15, v/v), a detec¢@o foi a 220nm. O
método mostrou ser muito sensivel para a determinacio de dicetopiperazina em
refrigerantes ¢ adogantes de mesa.

Segundo Neirynck & Nollet (1988) varios autores mostraram a separa¢do do
aspartame em bebidas dietéticas utilizando como fase estaciondria octadecilsilano € como
fase movel metanol ou acetonitrila e tampao fosfato. Técnicas de eluigdo isocraticas e por
gradiente foram utilizadas. Scherz (1983) desenvolveu um método por CLAE utilizando
coluna em fase reversa e eluigdo por gradiente para separar aspartame, aspartilfenilalanina
(AP) e dicetopiperazina (DKP). Cross (1984) elaborou um método isocratico somente para
determina¢do do aspartame e um meétodo por gradiente para determinacio de seus produtos
de decomposicao, a detecgao foi por UV e fluorescéncia.

Neirynck & Nollet (1988) otimizaram um método para separar aspartame € seus
produtos de decomposi¢do em bebidas dietéticas variando o valor de pH entre 2,5 e 5,0
com nivel constante de metanol (25%) e variando a concentragao de metanol com valor de
pH constante. A melhor separagdo foi com a mistura de 30% de metanol € 70% de tampao
fosfato 0,025M com pH 3,5.

Prodolliet & Bruelhart (1993) desenvolveu uma metodologia para deteccdo de
acesulfame-K e otimizou este método para determinagio de aspartame e seus produtos de
decomposi¢do (aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e fenilalanina) em varios produtos
dietéticos. Amostras foram extraidas ou diluidas com &agua e filtradas, matrizes complexas
foram centrifugadas e clarificadas com solu¢do Carrez, utilizou-se coluna em fase reversa
uBondapak C18 e fase mével 0,0125M KH2PO4 (pH 3.5) — acetonitrila (85 + 15) para
aspartame e dicetopiperazina (98 + 2) para aspartilfenilalanina e fenilalanina. A deteccao
fo1 realizada por UV a 214nm. Os autores estudaram 24 diferentes alimentos dietéticos e

constataram a presen¢a de DKP, aspartilfenilalanina e fenilalanina em varios produtos, a
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formacdo destes produtos foi atribuida somente devido a degradagdo do aspartame,
considerando a presenca natural destes compostos nos alimentos foi insignificante.

Gibbs et al., (1995) determinaram aspartame e seus produtos de decomposicio
ASP, DKP, AP e PHE em refrigerantes e varios produtos por CLAE. Amostra de bebida
dietética apos um ano de armazenamento a 25°C apresentou DKP, AP e PHE.

Aboul-Enein & Bakr, (1997) compararam dois métodos, cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar (EC), para determinar aspartame e seus
metabolitos em aspartame em pé e refrigerantes. O método por CLAE mostrou-se mais
vantajoso que o EC. Os métodos indicaram a presenca de 4 a 5% de dicetopiperazina em
amostras de refrigerantes.

Mello, (1999) desenvolveu uma metodologia para a determinacio de aspartame e
seus principais produtos de decomposi¢do, aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e
fenilalanina em refrigerantes dietéticos. O método permitiu a determinacao através de uma
unica corrida cromatografica, utilizando eluigdo por gradiente. A separag@o foi realizada
em coluna de fase reversa C18 Spherisorb™ ODS-2 e fase mével composta por KH2PO4
0,0125M (pH 3,5) e acetonitrila (95:5, v/v). A concentragio de acetonitrila fol aumentanda
linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida cromatografica, com uma vazio de 0,80mL/
minuto. A deteccdo foi realizada por detector por arranjo de diodos a 210nm. A
recuperacdo variou de 99,0 a 100,0%. O limite de detecgdo foi de 0,04mg/100mL para o
aspartame e de 0,02mg/100mL para os produtos de decomposi¢do. O limite de
quantificagdo foi de 0,08mg/100mL para o aspartame e de 0,04mg/100mL para os produtos
de decomposicao. Os coeficientes de variagdo foram de 0,13% para o aspartame, 0,53%

para dicetopiperazina, 0,85% para aspartilfenilalanina e 0,17% para fenilalanina.

1.4 — PERCEPCAO DE DOCURA E ANALISE SENSORIAL

Os gostos fundamentais ou primarios sao o doce, o salgado, o acido (azedo) € o
amargo. Um quinto gosto fundamental ¢ o “umami” (delicioso), veiculados por glutamatos
e 5- ribonucleotideos, que é assim admitido devido ao fato de n@o poder ser reproduzido
pela associag@o dos quatro gostos fundamentais tradicionais (Guion, 1994). Entre os gostos

secundarios tem-se o metalico, o refrescante, o adstringente e o picante.
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A dogura ¢ uma propriedade fundamental primaria dos carboidratos simples como
. sacarose, glucose, frutose e outros. A dogura decorre principalmente da presenga de
grupos hidroxila, o amargor de ions metalicos, a acidez de ions hidrogénio e o salgado da
ionizacao de sais inorganicos (Blenford, 1992).
A principal hipétese para explicar atualmente o mecanismo do sabor doce se
baseia em ligagcdes de hidrogénio (Shallenberger & Acree, 1967): a interagdo com o
glucoforo que confere a dogura envolve um par A, HL B (A e B sdo atomos
eletronegativos) os quais poderiam originar pontes de hidrogénio com o receptor doce
como a hidroxila dos agucares (Figura 1.3). Todas as substancias doces devem possuir
uma ponte de hidrogénio doadora (AH) e uma ponte de hidrogénio receptora (B)
(Fernandez, 1990).
Nos edulcorantes, existem grupos funcionais constituidos por atomos

eletronegativos (A e B) distanciados entre si de 2,5 a 4 A (Figura 1.3).

NH - (AH) H\(B

N SsoH
i

\\\/
(2) (b) (©
“-AH ‘0 —<‘O
RECEPTOR | . ) DOADOR

Bl HN—(
A

Figura 1.3: Representacdo dos grupos funcionais (AH-B) de cada adocante (a —
sacarina, b — acesulfame-K, e ¢ — ciclamato) e d — representacdo
esquematica da interacdo entre o sitio receptor (A’H-B’) e o sitio

doador (AH-B) do dipeptideo aspartame.

Entre grupamentos doadores de pontes de hidrogénio estariam: NH3+,COOH,OH,

NH e NH2 e como receptores: COO-, NH2, C=0, NO2 e CN (Shallenberger & Acree,
1967).
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O modelo de Shallenberger & Acree, (1967), foi ampliado por Kier , (1972) que
introduziu o conceito do terceiro sitio complementar (X) hidrofébico, que em uma
molécula doce desempenha um papel fundamental na intensificacdo da dogura (Fernandez,
1990).

Kier, (1972) examinou o perfil de dogura de 18 aminoécidos nas confi guracdes L e
D, concluindo que o sistema aromatico da tirosina, fenilalanina e do D — triptofano seriam
glucoforos ideais para o sitio X. Tinti & Nofre, (1991) designaram o componente (X) de
sitio G, segundo os autores, o sitio G induz potenciais superiores de dogura em cooperagio
com o sistema AH,B.

A descoberta do aspartame foi o inicio do atual interesse na relagio entre estrutura
molecular e dogura. A partir de modificagdes estruturais do aspartame foram descobertos
edulcorantes como o alitame e edulcorantes altamente potentes (Walters, 1991).

De acordo com o modelo de Shallenberger & Acree (1967), trés glucoforos estio
presentes no aspartame: os elementos A-H e B estdo presentes no residuo aspartil como
NH3+ e o grupo B-carboxil. O grupo hidrofébico (X) é acomodado pelo grupamento fenil
da fenilalanina. A substituicdo do éster por éter hidrofdbico levou ao aparecimento de
compostos 800 vezes mais doce que a sacarose (derivados do tetrametilciclo-pentano —
TMCP) (Tintti & Nofre, 1991).

A sacarose ¢ tomada como referéncia de gosto doce por ser o adogante mais
utilizado, ser encontrado quase universalmente, por sua versatilidade, e, principalmente, por
nao apresentar sabor secundario ou residual ("aftertaste"). A docura relativa é definida
como a razado entre concentragdes de solugdes de edulcorantes que possuem igual
intensidade de dogura. A dogura relativa da sacarose foi considerada arbitrariamente como
100. Quando comparada com edulcorantes de alta intensidade, este valor é considerado 1
(Candido & Campos, 1996).

No estudo da avaliagio da intensidade de docura de substincias ¢ comum
compara-la com solugdes de sacarose cujas concentragdes variam de 5 a 12%. Uma solugio
a 9% de sacarose ¢ representativa da dogura de muitas bebidas dietéticas (Giese, 1992;
Cerestar, 1993).

Os fatores que influenciam a percepgio da dogura de um adogante s3o: tipo e
concentragdo do adogante, meio de dispersio (solugdo aquosa, lipidica ou outros

ingredientes alimenticios), sinergismo, viscosidade, temperatura, pH, aroma , textura,
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aparéncia, diferengas pessoais inatas e individuais, grau de hidrolise do agucar, sua
configuracdo e outras propriedades. Compara¢des de dogura devem ser realizadas com
concentragdes equivalentes em dogura, € a temperatura, o pH e a concentragdo da solugio
devem ser mantidos constantes. O estado fisico no qual se apresentam os produtos também
¢ importante, pois produtos em solu¢do podem gerar resposta sensorial diferente que em
forma cristalina (Candido & Campos, 1996).

Em bebidas quentes, a dogura dos edulcorantes intensos € geralmente menor do
que a temperatura ambiente, sendo este efeito menos pronunciado para o acesulfame-K,
cuja dogura € ligeiramente maior em solugdes acidas que em neutras (Wells,1989).
Verifica-se que para os edulcorantes intensos, o poder adogante n3o aumenta
proporcionalmente ao aumento de concentracéo (Candido & Campos, 1996).

Nenhum adocante € perfeito para todos os usos, contudo, limitagdes podem ser
eliminadas através da combinag@o de dois ou mais adogantes. Na industria alimenticia ¢ de
grande valor a “Concepg¢do de adogante multiplo” (“Multiple Swwetener Concept”). Esta
concepgdo consiste na utilizagao de combinacdes de adocantes e edulcorantes de maneira
que permita: (a) obter niveis mais elevados de dogura (sinergismo); (b) aperfei¢oar o gosto,
procurando produzir perfil de dogura o mais préximo possivel ao da sacarose; (c) mascarar
sabores residuais; (d) aumentar a estabilidade; (e) aumentar a solubilidade em &gua; (f)
reduzir o custo de producdo e do prego unitario da mistura; (g) reduzir o consumo de
edulcorantes artificiais € de exposi¢do do consumidor a um unico adogante, fazendo com
que a quantidade de cada edulcorante usado permanega bem abaixo da sua ingestdo diaria
aceitavel (IDA) e dentro dos limites legais; e (h) reduzir a contribui¢do caldrica do agente
edulcorante e do produto final (Candido & Campos, 1996).

Meilgaard, (1988) definiu sinergismo como sendo o efeito da presen¢a de uma
substancia aumentando a intensidade combinada da percepcao de duas substancias, sendo
assim a intensidade da mistura é maior do que a soma das intensidades dos componentes
individualmente. Segundo Birch, (1982); Wells, (1989) algumas combinagdes que
apresentam sinergismo sdo: (a) acesulfame-K em mistura com aspartame, alitame,
ciclamato, sucralose, esteveosideo ou taumatina; (b) aspartame com acesulfame-K,

sacarina, ciclamato ou esteveosideo; etc.



Wells (1989), discute associagdo de edulcorantes com o objetivo de melhorar o
perfil de sabor, o aspartame foi usado em mistura com sacarina, ciclamato, ou acesulfame-
K para melhorar a estabilidade da dogura.

As misturas binarias, misturas de trés ou mais edulcorantes podem resultar em
implementag@o de propriedades. A mistura de sacarina/aspartame/ciclamato na razio de
1:5:8 aperfei¢oa o perfil de dogura em relagdo ao do edulcorante individualmente (Wells,
1989).

Segundo O’Mahony (1995) pode-se avaliar a dogura através das sensacoes
humanas utilizando-se técnicas de analise sensorial. Os métodos empregados sdo
classificados de diferentes formas, por diferentes autores, baseando-se nos objetivos da
avaliacao.

Segundo Lawless e Claasen (1993) a escolha de um método de analise sensorial
esta baseado na resposta em trés questionamento: existéncia de diferenga perceptivel entre
o produto em estudo e algum produto convencional similar, a aceitagao do produto pelos
consumidores, especificagdo dos pontos de diferenga e o seu grau de intensidade. As
respostas a estes trés questionamentos permitem classificar os métodos sensoriais em testes
discriminativos (ou de diferenga), de aceitag@o e analise descritivas, respectivamente.

Os testes de diferen¢a sdo de facil interpreta¢do, necessitam um painel treinado e
selecionado relativamente pequeno, e s3o relativamente baratos (Jackson er al., 1987). A
ABNT conceitua-se como sendo método que estabelecem diferenciagdo qualitativa e / ou
quantitativa entre amostras.

O teste triangular ¢ o método discriminativo mais utilizado na industria de
alimentos, através do qual o julgador deve determinar qual amostra codificada, entre trés
(duas iguais e uma diferente), é estranha (Jackson et ai., 1987; O'Mahony, 1990).

A ABNT recomenda que o teste triangular seja utilizado para detectar pequenas
diferencas entre amostras, e selecionar e treinar julgadores. As vantagens atribuidas ao teste
sao: ter menor probabilidade de acertar ao acaso, e diferenciar as amostras de maneira
global. As desvantagens s3o: tornar-se pouco pratico com um numero elevado de amostras,
visto que aumenta o numero de intercomparagdes necessarias; € pode ser afetado pela
fadiga sensorial , principalmente com amostras de sabor forte (Candido & Campos, 1996).

Para testes de diferenca em geral, Meilgaard et al., (1987) recomendam que o

analista sensorial desenvolva uma série de testes de sele¢do de provadores, os quais
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servirdo ndo s para ensinar os individuos sobre os procedimentos dos testes que serdo
utilizados, como também para eliminar aqueles individuos que nio podem detectar
diferencas sensoriais no produto sendo avaliado.

O objetivo do teste duo-trio assemelha-se ao teste triangular, ou seja verificar se
existe diferenga significativa (p<0.05) entre duas amostras que receberam tratamento
diferentes. Neste teste o provador utiliza uma amostra padrio e ¢ informado que uma das
amostras codificada ¢ igual a este padrao. O teste duo-trio é mais simples em relacdo ao
provador que o teste triangular, pois é mais fécil identificar a amostra solicitada, mas
também € mais ineficiente porque a probabilidade de acertar ao acaso é de 1/2 ao invés de
1/3 como no teste triangular (Meilgaard et al., 1987).

O teste de comparagdo pareada é utilizado para detectar diferencas entre duas
amostras em relagdo a uma caracteristica pré-estabelecida, sendo que o julgador deve
indicar, por exemplo, a amostra mais doce. Este tipo de teste é muito aplicado em pesquisa
de mercado (Meilgaard et al, 1987). Este teste € mais discriminativo que os testes triangular
e duo-o-trio, mas estes apresentam a vantagem de ndo ser necessario especificar a natureza
da diferenca (O'Mahony, 1990).

O teste de ordenagio tem como objetivo comparar diversas amostras a0 mesmo
tempo com relagdo a um determinado atributo (como dogura por exemplo) e verificar se
existe diferenca significativa (p<0.05) com rela¢Zo ao atributo avaliado (Meilgaard er al.,
1987).

Segundo a ABNT, o teste de ordenagdo é indicado para pré-selegdo entre um
grande numero de amostras, ordena¢do das amostras com relacdo a intensidade de um
determinado atributo ou em relagdo a preferéncia. Apresenta a vantagem da rapidez na
aplicacdo e na avaliacdo de varias amostras simultaneamente. A desvantagem ¢é a
impossibilidade de quantificar o grau de diferenca ou de preferéncia entre as amostras.

O teste de diferenga-do-controle ou comparagdo multipla verifica se existe
diferenca significativa (p<0.05) entre varias amostras e uma amostra padrdo ou controle e
estima o grau dessa diferenga. Os resultados do teste sdo avaliados através de Anadlise de
Variancia (ANOVA) e teste de média Dunnett, comparando-se apenas o padrao com todas
as outras condi¢des dos testes devem ser cuidadosamente controladas para que as amostras

sejam homogénea em todos os aspectos, a exce¢do do que estd em julgamento : as amostras
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devem apresentar mesmo peso, volume, formato, temperatura, ser servidas em recipientes
iguais, etc.

Stempfl & Lotz (1996) estudaram refrigerantes a base de cola produzido em planta
piloto em escala semi-industrial adogados de modo diversos durante um ano, o objetivo era
de analisar sensorialmete a estabilidade do sabor doce e quimicamente a quantidade do
adogante que permaneceu no final do experimento. Houve uma reducdo significativa no
grau de dogura dos refrigerantes adocado com aspartame quando conservados 3 — 4 meses
em temperatura ambiente, ainda dentro do prazo de validade dos mesmos. Refrigerantes
adogados com acesulfame-K/aspartame, no mesmo periodo e temperatura de conservacio,
mostraram estabilidade no grau de dogura. Na analise quimica observou-se uma reducio
20/30% do aspartame 1nicial nos refrigerantes adogados exclusivamente com aspartame 4
temperatura ambiente. Em conservagdo 4 4°C n2o se observou reducdo no grau de docura

em nenhuma das misturas de adogantes.
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Capitulo 2

DETERMINACAO DE ASPARTAME E
SEUS PRODUTOS DE DECOMPOSICAO
EM REFRIGERANTES DIETETICOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA
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RESUMO

Refrigerantes dietéticos foram analisados por CLAE para quantificar aspartame e
seus produtos de decomposicdo (dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e fenilalanina),
durante o prazo de validade dos mesmos (comego, meio e final da validade). Foram
utilizadas quatro marcas de refrigerantes e trés sabores: duas colas, um guarana e um limao
em dois tipos de embalagem, lata e PET. Os refrigerantes foram armazenados em trés
temperaturas (0°C, 24,5°C e 38°C) a fim de tentar simular as condi¢des utilizadas nos
diversos tipos de transportes e armazenamento em todo o Brasil.

A separagdo cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa C18
Spherisorb™ ODS - 2 e fase mével composta de tampio acido dihidrogenofosfato de
potassio/acido fosférico 0,0125 M pH 3,50: acetonitrila (95:5, v/v). A concentragio de
acetonitrila aumentou linearmente até 25% aos 40 minutos de corrida cromatografica. A
vazdo da fase mével foi de 0,8mL min™ e a deteccdo foi em 210nm.

Os resultados mostraram que inicialmente dois dos quatros refrigerantes
apresentaram quantidade de aspartame maior do que o declarado no rétulo mas menor que
o limite permitido na legislagdo brasileira. Nenhum produto de decomposicio foi
encontrado no tempo zero da analise. Nos quatro refrigerantes a decomposicdo do
aspartame aumentou com a elevagdo da temperatura de armazenamento e o tempo de
estocagem. A dicetopiperazina e aspartilfenilalanina foram encontradas em praticamente
todas as condi¢des estudadas dos quatro refrigerantes, enquanto que fenilalanina apareceu
somente nas condi¢des mais drasticas, a 38°C.

O refrigerante que apresentou menores porcentagens de perdas de aspartame no
final da validade foi a cola 2 (0°C — 3,3%, 24,5°C — 17,5% e 38°C- 65.1%), e 0 que mais
apresentou porcentagens de perdas foi o guarana (0°C — 10,9% e 38°C- 93,0%) e limao
(24,5°C — 49,1%).
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SUMMARY

HPLC was used to quantify aspartame and its decomposition products
(dicetopiperazine, aspartilphenylalanine and phenylalanine) in diet soft drinks, during the
period of validity (beginning, middle and end). Four different soft drink brands were
analyzed: two colas, one guarana and one lemon, in two types of container; can and PET.
The soft drinks were stored at three different temperatures (0°C, 24.5°C and 38°C) in order
to simulate the conditions used in several kinds of transport and storage in Brazil.

The chromatographic separation was done using a reverse phase column
Spherisorb C18 ODS - 2 and a mobile phase composed of 0.0125 M KH,PO, (pH 3.50) -
acetonitrile (95:5, v/v). The acetonitrile concentration was linearly increased up to 25% in
40 minutes. The mobile phase flow rate was 0.8 mL min™ and detection at 210 nm.

The results showed that two of the four soft drink brands had amounts of
aspartame greater than those declared on the label but smaller than the limit allowed by the
Brazilian legislation. Decomposition products were not found at zero time of analysis. An
increase in aspartame decomposition was also observed in the soft drinks which were
stored at higher temperatures and longer validity. Dicetopiperazine and
aspartilphenylalanine were found under almost all conditions and in all brands studied,
while phenylalanine was only found under the most drastic conditions, at 38°C.

The soft drink that showed the lowest losses in aspartame level at the end of the
validity was cola 2, (0°C - 3.3%, 24.5°C - 17.5% and 38°C - 65.1%), and guarana showed
the biggest loss (0°C - 10.9% and 38°C - 93.0%) and lemon (24.5°C - 49.1%).
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2.1- INTRODUCAO

Aspartame, N-L-o-aspartil-L-fenilalanina-L-metil éster, é um adogante intenso
descoberto em 1965 por J.Schlatter e comercializado pela Searle & Co. sob a propriedade
da NutraSweet (Prodolliet & Bruelhart,1993). O aspartame ¢ cerca de 180 a 200 vezes mais
doce que a sacarose e exibe um gosto semelhante, sem sabor residual amargo ou metalico
(Neirynck & Nollet, 1988; Kim et al, 1997; Almeida-Muradian & Penteado, 1990;
Prodolliet & Bruelhart, 1993; Homler, 1984).

Do ponto de vista estrutural, o aspartame € um éster metilico de dois aminoacidos,
a fenilalanina e o acido aspartico (figura 2.1), é um dipeptideo branco, cristalino, inodoro e
de baixa caloria (NutraSweet, 1986). O aspartame acentua o aroma e prolonga a percepg¢io
do sabor das frutas, principalmente de frutas acidas, sendo que esta intensifica¢do € mais

efetiva com sabores naturais do que com artificiais (Dziezak, 1986; Giese 1992).
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Figura 2.1: Férmula estrutural do aspartame.

O consumo de edulcorantes artificiais tem aumentado pela maior oferta de
alimentos e bebidas dietéticas, principalmente através dos refrigerantes “diet” e “light”. No
Brasil o aspartame tem seu uso permitido no limite de 75mg/100mL para bebidas dietéticas,
sendo classificado como um edulcorante artificial (Brasil, 1995; ABIA, 1988).

A estabilidade do aspartame esta associado a sua identidade quimica como éster
dimetilico do dipeptideo aspartilfenilalanina. Em decorréncia da instabilidade da ligagdo
ester sob condigdes desfavoraveis de umidade, pH e temperatura pode haver hidrolise do
aspartame a aspartilfenilalanina (AP) e / ou a dicetopiperazina (DKP), que por fim pode se

hidrolisar até seus compostos aminoacidos (Fernandez,1990; Homler, 1984; NutraSweet,
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1986). Nenhum desses produtos de conversio sio doces, mas nio conferem sabor
desagradavel ao produto (Homler,1984; Vallejo e al., 1990).

A estabilidade do aspartame em solugido depende de 3 fatores primarios: tempo,
temperatura e pH. Como a maioria das reagdes quimicas, a hidrélise do aspartame é mais
rapida em temperaturas altas, isto limita o potencial para uso nos produtos que sdo cozidos,
fritos ou assados, ou em processos que precisam de altas temperaturas em tempo
prolongados. Em alguns casos, adiciona-se aspartame extra para compensar a diminui¢io
durante o processo de confecgdo e/ou armazenamento do alimento (Homler, 1984).

Pode ser utilizado em praticamente em todos os tipos de alimentos, incluindo:
adogantes de mesa, assados, misturas em po, cereais, gomas de mascar, balas duras e moles,
sobremesas, bebidas, congelados, refrigerados, geléias, coberturas, xaropes, produtos
lacteos e produtos farmacéuticos (Almeida, 1991).

A estabilidade a seco do aspartame (com 4,0 a 4,5% de umidade) é excelente. Em
condi¢oes adequadas de armazenagem, o produto dura mais de 5 anos sem apresentar
qualquer alteragdo significativa (NutraSweet, 1986). Em solu¢@o a estabilidade depende do
tempo de estocagem, temperatura, pH e umidade livre (NutraSweet, 1986; Prodolliet &
Bruelhart, 1993; Kim ez al., 1997; Homler, 1984). E estavel no intervalo de pHde3as,
tendo a melhor estabilidade em temperatura de 20 - 25°C e pH igual a 4,3.

Prudel & Davidkova (1981), mostraram que o aspartame em solucdo tampio
citrato — fosfato foi muito estdvel em pH 4 —5 e menos estavel abaixo e acima desses
valores, similarmente Stamp (1989) demonstrou uma 6tima estabilidade do aspartame em
solug@o tampao fosfato com pH 4 e 5. A estabilidade do aspartame ¢ maior em sistemas
com atividade de agua menor que 0,99 (Graves & Luo, 1987; Bell & Labuza, 1991). A
temperatura também € um importante fator da estabilidade do aspartame durante o
armazenamento Com o aumento da temperatura em um dado tempo de armazenagem, a
quantidade de aspartame restante ¢ diminuida (Holmer, 1984; Prudel et al, 1985; Fellows et
al., 1986; Tsoubeli & Labuza, 1991).

Segundo Wells (1989) refrigerantes armazenados por & semanas, 11 — 16% e 28%
do aspartame foram perdidos quando mantidos a 20 e 30°C, respectivamente. Estudos
realizados pela G. D. Searle, relacionados com a estabilidade do aspartame, indicaram que

50% do aspartame inicial se degradam nos refrigerantes a base de cola, apos estocagem por
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seis meses a 30°C. Em xaropes de cola (pH 2,4), 75% do aspartame inicial permaneceram

depois de aproximadamente duas semanas de armazenamento a 30°C.

Stempfl & Lotz (1996) pesquisaram a estabilidade de varias edulcorantes em
bebidas sabor cola e constataram que refrigerantes adogados com aspartame e conservados
a temperatura ambiente apresentavam 80% da quantidade inicial apés 10 semanas, ao
término do teste, 1 ano, o refrigerante adogado com aspartame apresentava 40% do
conteudo inicial.

Neirynck & Nollet (1988) estudaram os efeitos da temperatura, tempo de
armazenagem e pH na decomposi¢do do aspartame em bebidas nio alcodlicas, depois de
um periodo de 180 dias a temperatura ambiente 60% do aspartame é decomposto em pH
2,5 e somente 35% com pH 4,5.

O método mais utilizado para a determinagdo do aspartame e seus produtos de
decomposi¢@o € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Prodolliet & Bruelhart,
1993; Neirynck & Nollet, 1988; Kim et al., 1997; Graves & Luo, 1987; Bell & Labuza,
1991; Lotz et al., 1992; Stempfl & Lotz, 1996; Bell & Wetzel, 1995; NutraSweet, 1986;
Prudel & Davidkova, 1985; Lawrence, 1987; Pietra ef al., 1990; Gibbs et al., 1996; Mello,
1999),

Mello, (1999) desenvolveu e validou uma metodologia por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, que permitiu a separacdo e a quantificagio do aspartame e seus produtos
de decomposi¢@o aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e fenilalanina em uma tnica corrida
cromatografica, utilizando elui¢do por gradiente.

Este trabalho teve como objetivo determinar o aspartame e seus principais
produtos de decomposicdo aspartilfenilalanina, dicetopiperazina e fenilalanina em
refrigerantes dietéticos através de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) durante o prazo de validade dos mesmos, armazenados em varias temperaturas e

embalagens diferentes.
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2.2 - MATERIAIS E METODOS

2.2.1 - Materiais

As amostras de refrigerantes dietético analisadas neste trabalho foram coletadas
diretamente nas respectivas fabricas, imediatamente apds sua fabricagao de modo a garantir
o tempo "zero" de adigdo do aspartame. Foram utilizadas quatro marcas de refrigerantes
sendo duas colas, uma em sabor guarana e uma em sabor limio. Todas as amostras foram
acondicionadas em dois tipos de embalagem: lata e PET.

Os refrigerantes foram armazenados nas temperaturas de refrigeragao (0°C) em
refrigeradores, ambiente (24,5°C) e estufa (38°C) a fim de tentar simular as condigdes
utilizadas nos diversos tipos de transportes € armazenamento em todo o Brasil.

As amostras foram analisadas no comego, meio e final da validade estabelecida
pelos fabricantes, conforme Tabela 2.1.

A amostragem foi através da mistura de duas unidades de refrigerantes do mesmo

lote para cada marca / sabor € embalagem.

Tabela 2.1:Informacdes obtidas dos rétulos sobre os edulcorantes adicionados nas

amostras de refrigerantes em mg/100mL.

Sabores  Acesulfame Aspartame Ciclamato Sacarina Validade
(meses)
Cola 1 8,99 34,96 Ausente Ausente 4
Cola 2 Ausente 12,00 31,70 5,80 3
Guarana 17,00 17,00 17,00 Ausente 6
Limao 8,95 34,92 Ausente Ausente 4

Nas determinagdes analiticas utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) foram utilizados os padrdes N-L-oc-aspartil-L-fenilalanina-l-metil éster
(aspartame, APM), N-L-q-aspartil-L-fenilalanina (aspartilfenilalanina, AP), L-fenilalanina
(fenilalanina, PHE) da Sigma Chemical Company € acido (2S-cis)-(-)-S-benzil-3,6-dioxo-2-
piperazina €tanoico (dicetopiperazina, DKP) da Aldrich Chemical Company. As solugoes

estoque dos padrdes foram preparados dissolvendo-se em agua deionizada. Os padroes
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foram armazenados de acordo com as especificagdes dos fabricantes, e as solucdes estoques
foram mantidas em temperatura de refrigeracio.

A fase mével foi constituida de acetonitrila (Omnisolv — EM SCIENSE) de grau
cromatografico, e de solugcdo tampdo com concentragdo de 0,0125 mol! de
diidrogenofosfato acido de potassio, KH,PQ, P.A. (Merck), com pH ajustado a 3,50 com
acido fosforico, H ;PO, P.A (Merck).

A agua utilizada nas solugdes e na fase mével foi destilada e deionizada no sistema
de dgua ultrapura Milli-Q Plus.

A dgua e a solugdo tampdo foram filtradas em membrana HA em éster de celulose,
0,45 um de poro e 47 mm de diametro HAWP 04700 (Millipore Corporation, Milford,
MA), desgaseificada em ultra-som. Acetonitrila foi filtrada em membrana HVLP 01300 de
0,45 um de didmetro (Millipore Corporation, Milford, MA) e desgaseificada em banho de
ultra-som.

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido, composto de bomba ternaria modelo
9010 (Varian, Harbor City, CA) com um injetor manual tipo Rheodyne Inc. modelo 7125
(Cotati, CA) com alga de amostragem de 20 uL, detector policromatico por arranjo de
diodos (DAD) modelo 9065 (Varian, Harbor City, CA), operando com comprimento de
onda a 210 nm, 0,] AUFS, integrador modelo 4400 (Varian, Harbor City, CA) com
atenuacdo 8. Utilizou-se uma coluna de fase reversa C18 (Supelco, Inc., Bellefonte, PA),
250 x 4,6mm, empacotada com Spherisorb™ ODS-2 (Phase Separations, Ltd.)de 5 ym e
coluna de guarda C18 10 x 4,6 mm, empacotada com Bondesi] no proprio laboratério.

Além do cromatégrafo, foram utilizados: aparelho de filtragdo para as fases
moveis, todo em vidro (Millipore Corporation, Bedford, MA), aparelho de filtragdo das
amostras, em aco inox AA-Millipore (Millipore Corporation, Bedford, MA), banho ultra-
som, Microssonic SX20, sistema de ultrapurificagio de agua Millipore Milli-Q Plus
(Millipore, Milford, MA), pHmetro Mettler Toledo, modelo 320 com eletrodo In Lab 413 e

sensor de temperatura Pt1000.



2.2.2 - Métodos

Preparo da Amostra: Os refrigerantes foram homogeneizados e colocados em
banho ultra-som para desgaseificagdo por 40 minutos e filtrados em filtros de celulose de
0,45um antes da injec@0 no cromatégrafo, apds a homogeneizagao foi realizada a
determinacgao pH destas amostras.

Analise Cromatografica: Foi utilizado a metodologia desenvolvida por Mello,
(1999) O método analitico usado para determinagdo do aspartame € S€us produtos de
decomposig@o em refrigerantes dietéticos foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) de fase reversa. O uso deste método dispensa o processo de extragao do aspartame
¢ de seus produtos de decomposicao.

Foram injetados uma aliquota de 20 upl das amostras filtradas no sistema
cromatografico. A eluigdo foi feita com um gradiente de fase movel composto por tampao
4cido dihidrogenofosfato de potassio/acido fosférico 0,0125 M pH 3,50: acetonitrila (95:5,
v/v). A concentragao de acetonitrila aumentou linearmente até 25% aos 40 minutos de
corrida cromatografica. A vazao da fase mével foi de 0,8 mL min™ ¢ a detecgdo foi em 210
nm. Apos a corrida cromatografica foram necesséarios 20 minutos para o condicionamento
da coluna com a fase movel inicial antes da proxima injegao.

Identificacio e Quantificagdo: A identificagdo dos picos do aspartame € S€us
produtos de decomposi¢ao foi realizada através da comparagdo dos tempos de retengdo
entre os padrdes € as amostras. A confirmagio das identidades foi obtida através do
espectro de absor¢ao na regido do ultravioleta de cada pico registrado pelo detector de
arranjo de diodo e também pela co-cromatografia. A metodologia utilizada para 2
quantificagao do aspartame e Seus produtos de decomposi¢ao foi através da padronizagao
externa. utilizando a area do pico. Para esta quantificagdo foram necessarias injecdes diarias
dos padrdes (valores dos pontos da curva analitica) juntamente com as injecdes das
amostras, este procedimento foi necessario para se uniformizar as condicdes do
equipamento nas injegdes das amostras € padrdes. As curvas analiticas foram utilizadas
para comprovar a linearidade de resposta do método, e foi estabelecida através de seis
pontos, sendo que cada ponto foi representado pela média de trés determinacoes, num
intervalo de 0,8 a 40,0 mg/100 mL para aspartame € 0,2 a 10,0 mg/100 mL para

dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e fenilalanina.
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Analise Estatistica: Os resultados referentes 4 andlise cromatografica foram
€Xpressos em media e desvio padrio. Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) , com trés
fontes de variagio; embalagem, validade ¢ temperatura para cada refrigerante. A primeira
em dois niveis (lata e PET), a segunda, também em dois niveis (meio e final da validade) e
a terceira em trés niveis (0°C, 24,5°C e 38°C). A analise de variéncia foi complementada
pelo teste de comparacao multipla de médias (teste de Tukey). Para testar-se a
homogeneidade de variancias realizou-se o teste de Cochran, Hartley e Bartlett. Quando o
teste de igualdade de variancias foj rejeitado optou-se pela transformacio Box-Cox (Sokal,
- & Rohlf;., 1981).

As anélises foram realizadas utilizando-se o programa “STATISTICA” (versio
4.3,1993) da Statsoft, Inc..

2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises dos refrigerantes, através das determinagdes por
CLAE com relagio ao aspartame no tempo zero, ou seja nos refrigerantes coletados no dia
de sua fabricagio estio na Tabela 2.2, além da quantidade de aspartame que esta declarada
no rétulo dos refrigerantes. Nenhum dos produtos de decomposicdo foi detectado neste
momento (tempo zero).

Através dos resultados €Xposto na tabela 2.2, podemos observar que os
refrigerantes cola 1 e limio estio com a quantidade de aspartame acima do valor declarado
no rotulo que é de 34,96 mg/100 mL para cola 1 e 34,92 mg/100 mL para limio. O
refrigerante sabor cola 1 contém 4,93mg, para embalagem lata e 4,92 mg para a PET acima
do valor declarado no rétulo. O refrigerante sabor limao contém 4,74 mg para lata e 4,85mg
para PET acima das especificagdes do rétulo. Apesar disso, as quantidades de aspartame
nestes refrigerantes nio estio acima dos limites maximos permitidos pela Legislacdo

Brasileira em vigor que ¢ 75 mg/100 mL em bebidas dietéticas (Brasil, 1988).



Tabela 2.2: Quantidade de aspartame em mg/100ml encontrada nas analises
cromatograficas dos refrigerantes na etapa inicial (tempo zero) comparada

com a quantidade de aspartame especificada nos rotulos em mg/100ml.

Aspartame
(mg/100 ml)

Refrigerantes | Embalagem Declarado Encontrado™ CV (%)
Cola 1 Lata 34,96 39,9+ 0,1 03
Colal PET 34,96 39,9 +0,2 0,4
Cola 2 Lata 12,0 11,07 £ 0,07 0,64
Cola 2 PI 12,0 11,08 £0,05 0,49

Guarana Lata 17,0 16,89 + 0,06 0,37

Guarana PET 17,0 16,8 0,1 0,6
Limao Lata 34,92 39,66 = 0,07 0,18
Limao PET 34,92 40 +2 4

(*) Média em triplicata.

A determinacdo do pH dos refrigerantes foi realizada no inicio, meio e final da
validade em todas as amostras. No tempo Zero, as amostras apresentaram valores de pH em
tomo de 2.7; 2,9; 3,6; € 3,5 para 0s refrigerantes cola 1, cola 2, guarand e limdo
respectivamente, nas embalagens lata e PET. Ndo houve alteracdo nos valores de pH
durante a estocagem dos refrigerantes. Segundo Bell & Labuza (1991), muitas reagdes
quimicas, incluindo degradacdo do aspartame sjo influenciadas pelo pH. Prudel e
Davidkova (1981), Stamp (1989), Ozol (1986) mostraram que 0 aspartame em solugao ¢
mais estavel em pH 4 — 5 € menos estavel abaixo e acima destes valores. Segundo
NutraSweet,(1986) a maior estabilidade é verificada no intervalo entre pH 3 e 5. Entao, de
acordo com os resultados obtidos na determinacdo do pH, observa-se¢ que 0S sabores
guarana ¢ limao apresentam pH mais adequado ( 3,6 e 3,5 para guarana e limao

respectivamente) dos que 0S sabores cola (2,7 e 2,9 paracolale cola 2 respectivamente).
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Analise Estatistica:

Os resultados da anilise de varidncia (ANOVA) e teste de média (Tukey) dos

refrigerantes estdo nas tabelas 2.3 a 2.6.

Refrigerante Cola 1

Os resultados do teste de média (Tukey) do refrigerante cola ] com relagdo ao

aspartame, dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e fenilalanina estdo na tabela 2.3.

Tabela 2.3: Resultados em mg/100 mL e desvio padrio do teste de média” (Tukey) do

refrigerante cola 1 com relagdo ao aspartame (APM), dicetopiperazina (DKP),
aspartilfenilalanina (ASP) e fenilalanina (PHE).

Embalagem (lata) Embalagem (PET)
Validade * T T 24,5°C T 38°C T 0°C T24.5°C T 38°C
APM a
Meio (1) 37.89+0,75*  32,89+0.44 10,32£0,54°  38,19+1,00° 35,38+1,78%  18,46+0,62°

Final (2) 35,88+1,49% 23,51+1,42° 5,27+0,37f 36,89+0,84% 25,40£2,44° 7,81+0,62¢

DKP
Meio (1) 0,25+0,02" 2,50£0,11°  5,44+0.42 0,33+0,02¢ 2,85+0,12° 5,22+0,31°

Final (2) 0,68+0,02¢ 5,36+0,23° 9,62+ 0,49* 0,44+0,01° 5,2520,46" 8,71+0,09*
ASP

Meio (1) 1,890,084 2,63£0,09° 9,22+0,64° 1,23+0,03f 2,80£0,19¢ 5,17+0,20°

Final (2) 2,86+0,20° 9.29+0,18° 2,92+ 0,08 1,50+0,08° 5,46+0,46° 8,68+0,56"
PHE

Meio (1) 0,00+0,00" 0.00+0,00° 1,22+0,01¢ 0,00£0,00° 0,00+0,00° 0,55+0,01¢

Final (2) 0,00£0,00f 0.20£0,02° 4,62+ 0,04°  0,00+0,00 0,20+0,01° 1,68+0,06°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p=0,05) entre as diferentes temperaturas de armazenamento e entre as
diferentes embalagens (lata e PET) para APM, DKP, ASP e PHE.

¢ (1) — 2 meses/(2) — 4 meses.

* Medias em tmiplicata.
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Aspartame - APM

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlacdes
tiveram diferenca significativa (p=<0,05).

As quantidades de aspartame diminuiram com o aumento da temperatura de
estocagem e com aumento do prazo de validade para as duas embalagens, lata e PET. Na
embalagem lata ja houve diferenca significativa (p<0,05) entre 0°C e 24,5°C no meio da
validade, enquanto que na embalagem PET a diferenca s6 foi significativa (p<0,05) entre
0°C e 24,5°C na validade final. A maior perda ocorreu a 38°C na validade final da

embalagem lata, com variacio de 39,89 a 5,27 mg aspartame/100 mL.

Dicetopiperazina - DKP

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagoes
diferiram significativamente a (p=<0,05).

A dicetopiperazina foi detectada em todas as condi¢des de estocagem analisadas.
Houve um aumento na formacio do DKP com o aumento da temperatura e do prazo de
validade para as duas embalagens. Nio houve diferenca significativa a p<0,05 entre as
embalagens lata ¢ PET para as condigdes mais dristicas como a 24,5°C no final da

validade, a 38°C no meio e final da validade.

Aspartilfenilalanina - ASP

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagio (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagcdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

Houve um aumento na formagdo de aspartilfenilalanina com o aumento da
temperatura e do prazo de validade nas duas embalagens, com exce¢ao a 38°C no final da
validade para a embalagem lata. A possivel explicagdo para este fato, seria a decomposicio
deste composto em outros produtos como a dicetopiperazina e/ou 4cido aspértico +
fenilalanina. Portanto, a maior quantidade de aspartilfenilalanina foi a 24.5°C no final da

validade na embalagem lata (9,29 mg/100 mL), a 38°C no meio da validade na embalagem
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lata (9,22 mg/100 mL) e a 38°C no final da validade na embalagem PET (8,68 mg/100 mL)

que nio diferiram significativamente a p<0,03.

Fenilalanina - PHE

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa a p<0,05.

A fenilalanina s6 se formou na cola 1 a 24,5°C no final da validade e a 38°C nos
dois prazos de validade nas duas embalagens. A diferenca entre as duas embalagens so
ocorreu a 38°C. A maior quantidade encontrada foi a 38°C no final da validade na

embalagem lata, que diferiu significativamente p<0,05 das outras temperaturas de armazena
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Refrigerante — Cola 2

Os resultados do teste de média (Tukey) do refrigerante cola 2 com relagdio ao

aspartame, dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e fenilalanina estio na tabela 2.4.

Tabela 2.4: Resultados em mg/100 mL e desvio padrio do teste de média” (Tukey) do

refrigerante cola 2 com relago a aspartame (APM), dicetopiperazina (DKP),

aspartilfenilalanina (ASP) e fenilalanina (PHE).

Embalagem (lata) Embalagem (PET)
Validade * T 0°C T 24,5°C T 38°C T 0°C T 24,5°C T 38°C

APM

Meio (1)  10,97#0,19°  9,73+0,06b°  4,41+0,12°  10,74%0,29° 9,77+0,09° 5,20+0,08*

Final (2)  10,70£0,35a  9,13%0,05°  2,28£0,02°  10,49+0,12° 8,96+0,21° 3,87+0,05°
DKP

Meio (1)  0,2320,02¢ 0,66+0,02"  2,050,04®  0,26+0,01° 0,80+0,06° 2,17+0,08°

Final(2)  0,26+0,01° 0,94+0,01°  2,46+0,01°  0,240,02¢ 1,14+0,05°¢ 2,43+0,03°
ASP

Meio (1)  0.44:0,04' 1.25+0,01°  146x0,04®  0,26+0,01" 1,21£0,09° 1,88+0,01°

Final(2)  0,530,02° 1,.96+0,02°  0,84£0,02°  0,29+0,01¢ 1,49+0,03 1,25%0,03¢
PHE

Meio (1)  0,00+0,00° 0,000,00°  0,20£0,01°  0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00°

Final (2) 0,00+0,00° 0,00£0,00°  1,01£0,04*  0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,57+0,02°

eLetras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre as diferentes temperaturas de armazenamento e entre as

diferentes embalagens (lata e PET) para APM, DKP, ASP e PHE.

¢(1) - I mésemeio/(2) — 3 meses.

* Médias em triplicata.

Aspartame - APM

Atraves dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as

fontes de variacdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlacdes

tiveram diferenca significativa (p<0,05).

As perdas de aspartame na cola 2 aumentaram com o aumento de temperatura nas

duas embalagens, mas a diferenca nessas perdas foi significativa (p<0.05) entre as

validades meio e final e somente para as temperaturas 24,5°C e 38°C. A maior
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decomposi¢do do aspartame ocorreu a 38°C, no final da validade na embalagem lata
(inicialmente de 11,07 mg para 2,28 mg/100 mL), que diferiu significativamente dos

demais valores de aspartame.

Dicetopiperazina - DKP

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de varia¢do (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagoes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

Nas duas embalagens, a dicetopiperazina formou-se em todas as condig¢des
analisadas e elevou-se com o aumento de temperatura. O aumento em relagio ao prazo de
validade foi maior do meio para o final, somente nas temperaturas 24,5°C e 38°C nas duas
embalagens. A diferenca entre as embalagens foi significativa (p<0,05) nos dois prazos de
validade a 24,5°C. Na temperatura de 38°C ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as embalagens nas duas validade. A maior concentragdo encontrada do composto foi
na temperatura de 38°C no final da validade, tanto para lata como para PET (2,46 e 2,43

mg/100 mL respectivamente).

Aspartilfenilalanina - ASP

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variag@o (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

As diferencas na concentracdo de aspartilfenilalanina foram significativas (p<0,05)
com o aumento das temperaturas de estocagem e do prazo de validade para as duas
embalagens. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as embalagens em praticamente
todas condi¢des, e a maior formacdo deste composto foi na embalagem lata a 24,5°C no
final da validade (1,96 mg/100 mL) e na PET na temperatura 38°C no meio da validade
(1,88 mg/100 mL) que n3o diferiram entre si a p<0,05. Na condi¢ao mais drastica a 38°C
no final da validade houve uma diminuigdo do composto nas duas embalagens, devido a

possivel decomposi¢ao a dicetopiperazina e / ou acido aspartico + fenilalanina.
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final da validade (1,96 mg/100 mL) e na PET na temperatura 38°C no meio da validade
(1,88 mg/100 mL) que ndo diferiram entre si a p<0,05. Na condi¢do mais drastica a 38°C
no final da validade houve uma diminuicio do composto nas duas embalagens, devido a

possivel decomposi¢io a dicetopiperazina e / ou 4cido aspartico + fenilalanina.

Fenilalanina - PHE

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

A fenilalanina sé foi detectada na embalagem PET a 38°C no final da validade e
na embalagem lata a 38°C no meio e final da validade, sendo o maior valor encontrado
nesta ultima condi¢do (1,01 mg/100 mL), sendo diferente significativamente a p<0,05 dos

demais valores.
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Refrigerante guarana

Tabela 2.5: Resultados em mg/100 mL e desvio padrdo do teste de média’ (Tukey) do
refrigerante guarana com relagdo ao aspartame (APM), dicetopiperazina

(DKP) , aspartilfenilalanina (ASP) e fenilalanina (PHE).

Embalagem (lata) Embalagem (PET)
Validade * T 0°C T 24,5°C T 38°C T 0°C T 24,5°C T 38°C
APM
Meio (1) 16,89+0,27* 14,83+0,60°  4,85£0,31° 16,250,81° 13,58+0,03¢ 8,12+0,04e
Final (2) 16,09+0,56 11,38+0.21° 1,18+ 0,04’ 15,00+0,12*° 12,64+0,10° 4,1840,18"
DKP
Meio (1) 0,00+0,00' 0,84+0,05° 2,74%0,06b 0,000,00' 0,74+0,01" 1,8340,04°
Final (2) 0,34+0,03¢ 1,8440,07° 4,16+ 0,09a 0,21£0,02° 1,21£0,01° 2,7320,21°
ASP
Meio (1) 0,29+0,01° 1,03+0,09° 0,98+0,03" 0,31£0,01° 0,90+0,01° 1,10£0,04°
Final (2) 0,67+0,04 ¢ 1,53£0,09°  0,63£0,01°  0,38%0,01° 1,0720,60° 0,620,02°
PHE
Meio (1) 0.00+0,00° 0,00+0,00° 0,52+0,01° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,000,00
Final (2) 0,00+0,00° 0,00+0,00° 1,32+ 0,08* 0,00+0.00° 0,00+0,00° 0.62+0,02°

eLctras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) entre as diferentes temperaturas de armazenamento ¢ entre
as diferentes embalagens (lata e PET) para APM, DKP, ASP e PHE.
¢ (1) > 3 meses/(2) — 6 meses.

* Medias em triplicata.

Aspartame - APM

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correla¢oes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

Nas duas embalagens houve perda significativa (p<0,05) do aspartame com 0
aumento de temperatura. A diferenca foi significativa a p<0,05 principalmente na
temperatura de 38°C no decorrer do prazo de validade, ¢ a maior perda foi a 38°C no final

da validade na embalagem lata (inicialmente de 16,89 mg para 1,18 mg/100 mL).
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Dicetopiperazina -DKP

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagiio (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

A dicetopiperazina nio foi detectado a 0°C no meio da validade e sua
concentragao aumentou com a elevacio da temperatura e dos prazos de validade nas duas
embalagens. A lata apresentou as maiores concentragbes em todas as condi¢des (validade e
temperatura) em relagdo ao PET, e a maior formacdo foi a 38°C, no final da validade,

diferindo significativamente dos demais valores.

Aspartilfenilalanina -ASP

Atraves dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlacdes
tiveram diferenca significativa (p=<0,053).

Houve formagao de aspartilfenilalanina em todas as condi¢des estudadas, sendo
que a maxima concentra¢io ocorreu a 24,5°C no final da validade na embalagem lata (1,53
mg/100 mL), que diferiu significativamente a p<0,05 das demais concentracdes.

A diminui¢do da concentracido de ASP na embalagem lata a 38°C, no meio e final
da validade e também na embalagem PET a 38°C no final da validade, é devido a

decomposigdo deste produto em dicetopiperazina e/ou 4cido aspartico + fenilalanina.

Fenilalanina

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variacdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

A fenilalanina sé foi detectada a 38°C no meio e final da validade para a
embalagem lata e na PET somente foi encontrado na temperatura 38°C no final da validade.
Houve aumento significativo (p<0,05) entre 38°C com o decorrer da validade na
embalagem lata em relagdo a PET, sendo a maior concentracdo encontrada na embalagem

lata (1,32 mg/100 mL).
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Refrigerante limao

Tabela 2.6: Resultados em mg/100 mL e desvio padréo do teste de média” (Tukey) do
refrigerante limao com relagao ao aspartame (APM), dicetopiperazina (DKP),

aspartilfenilalanina (ASP) e fenilalanina (PHE).

Embalagem (lata) Embalagem (PET)
Validade * T 0°C T 24,5°C T 38°C T 0°C T 24,5°C T 38°C
APM
Meio (1) 38972052 22,730, 8° 9,30+0,05" 39,61+0,49" 35,24+0,70° 18,18+0,30°
Final (2) 36,55+0,84" 20,19+0,38¢ 5,16+ 0,35" 27,20+1,02°® 23,14+0,29° 10,860,10°
DKP
Meio (1) 0,22+0,01' 1,19+0,03° 4,43+0,04° 0,2040,01" 0,510,018 2,79+0,02°
Final (2) 0,29+0,02" 2,31£0,06° 9,40+ 0,27 0,26+0,02" 2,54+0,01° 9,52+0,23°
ASP
Meio (1) 0,52+0,02" 1,74+0,08° 1,87+ 0,05° 0,404+0,005' 0,72+0,01° 2,21+0,05°
Final (2) 0,56+0,01% 2,74+0,04* 1,45+ 0,06° 0,60£0,01° 2,4620,02° 2,19+0,03°
PHE
Meio (1)  0:00£0,00° 0,0020,00° 0,518+0,002° 0.000,00° 0,00£0,00° 0,000,00°
Final (2) 0,00+0.00° 0,00+0,00¢ 1,32+ 0,08° 0,0040,00° 0,00+0,00° 0,62+0,02°

eLetras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) entre as diferentes temperaturas de armazenamento e entre as
diferentes embalagens (lata e PET) para APM, DKP, ASP e PHE.
#(1) — 2 meses/(2) — 4 meses.

* Médias em triplicata.

Aspartame - APM

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagio (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

No refrigerante sabor limao a decomposi¢ao do aspartame também aumentou com
a elevagao da temperatura de armazenagem € cOm aumento do prazo de validade nas duas
embalagens, sendo as maiores perdas encontradas sempre na lata, principalmente a 38°Ce
no final da validade (inicialmente de 39,89 para 5,16 mg/100 mL), diferindo

significativamente a p<0,05 das demais concentragoes.



Dicetopiperazina - DKP

Atraves dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagio (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

A dicetopiperazina foi detectada em todas as condigoes estudadas, com o aumento
significativo (p<0,05) elevando-se a temperatura e prazo de validade para as duas
embalagens. A maior concentracio foi encontrada na temperatura de 38°C e no final da
validade tanto na lata quanto no PET (9,40 mg/100 mL e 9,52 mg/100 mL

respectivamente).

Aspartilfenilalanina - ASP

Atraves dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade)e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenca significativa (p<0,05).

Este produto de decomposi¢do também foi encontrado em todas as condig¢des
estudadas. Nas duas embalagens na validade final, a concentracdo foi maior a 24,5°C em
vez de 38°C, devido a possivel decomposicio deste composto em dicetopiperazina e / ou

acido aspartico + fenilalanina. A maior concentragdo ocorreu na embalagem lata

(2,74mg/100mL).

Fenilalanina - PHE

Através dos resultados da ANOVA constatou-se pelos valores de p que todas as
fontes de variagdo (temperatura, embalagem e validade) e suas respectivas correlagdes
tiveram diferenga significativa (p<0,05).

Este composto s6 foi detectado a 38°C, no final da validade para a embalagem
PET e meio e final da validade para lata. A maior concentracio ocorreu a 38°C no final da
validade para a embalagem lata (1,32 mg/100 mL), que diferiu significativamente a p<0,05

das demais concentragdes.

Os dados da porcentagem de perdas do aspartame no meio e final da validade em
relagao as trés temperaturas (0°C, 24,5°C e 38°C) ¢ aos quatro refrigerantes (cola 1, cola 2,

guarana e lim#o) estao apresentados na Tabela 2.7 ¢ 2.8.
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Tabela 2.7: Percentuais de perda de aspartame com relagdo a quantidade inicial nas

diferentes temperaturas de armazenamento (0°C, 24,5°C e 38°C) e

embalagens (lata e PET) realizada no meio do prazo de validade dos

refrigerantes.
Colal [ Colal | Cola2 | Cola2 | Guar. | Guar. | Limido | Limao
Temp. | Lata PET Lata PET Lata PET Lata PET
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (o)
0°C 5,0 4,2 0,9 3] 0,0 3.5 1,7 0,5
24,5°C -. 17,6 11,3 12,1 11,8 122 19.4 42,7 15 1
38°C | 74,1 53,7 60,2 93,1 71,3 51,8 16,5 54,3

O refrigerante guarana em lata na temperatura de 0°C nZo teve perda de aspartame,
os refrigerantes limdo PET e cola 2 PET tiveram perdas minimas (0,5 e 0,9%
respectivamente). O refrigerante que mais perdeu foi cola 1 lata (5,0 %).
Na temperatura de 24,5°C, os refrigerantes que tiveram as menores perdas foram, cola 1
PET (11,3%) seguido pelo limio PET (11,5%). A maior perda foi no limdo lata com
42.7%.

O refrigerante que menos perdeu aspartame na temperatura de 38°C foi o guarana

PET (51,8%) e o0 que mais perdeu foi o limdo em lata ( 76,5%).

Tabela 2.8: Percentuais de perda de aspartame com relagao a quantidade inicial nas

diferentes temperaturas de armazenamento (0°C, 24,5°C e 38°C) e

embalagens (lata e PET) realizada no final do prazo de validade dos

refrigerantes.
Colal | Colal [ Cola2 | Cola2 | Guar. | Guar. | Limido | Limao
Temp. | Lata PET Lata PET Lata PET Lata PET
(%0) (%) (%) (%) (Y0) (Y0) (%) (%0)
0°C 10,1 7,5 3,3 53 4,7 10.9 7,8 6,6
24,5°C 41,1 36,3 17,5 19,1 32,6 249 49,1 41,2
38°C 86,8 80,4 79.4 65,1 93,0 75,2 87,0 72,7




A amostra de refrigerante que menos perdeu aspartame no final da validade nas
temperaturas de 0°C e 24,5°C foi cola 2 em lata (3,3% € 17,5%) e na temperatura 38°C foi
a cola 2 na embalagem PET (65,1%).

O refrigerante que mais perdeu aspartame no final da validade na temperatura de
0°C foi o guarana na embalagem PET ( 10,9%), na temperatura de 24,5°C foi o limao lata

(49,1%) e 4 38°C foi 0, guarana em lata ( 93,0%).

De um modo geral os refrigerantes com embalagem em lata na temperatura de
38°C, apresentaram maior porcentagem de perda de aspartame, provavelmente devido as
caracteristicas da lata que acelera o processo de aumento da temperatura. No prazo final de
validade as perdas do aspartame na cola 2 foram menores, principalmente a 38°C em
relagdo aos outros refrigerantes, devido ao seu menor prazo de validade (3 meses) em
relagdo a cola 1 e limao (4 meses) e guarana (6 meses).

A temperatura ¢ um importante fator da estabilidade do aspartame durante
estocagem (Kim et al, 1997). Com o aumento da temperatura por um dado tempo de
armazenagem, a quantidade de aspartame restante é diminuida, segundo Holmer (1984);
Prudel et al (1986); Fellows et al (1991); Tsoubeli e Labuza (1991) e concordando com os
dados obtidos neste estudo.

O cromatograma dos padrdes e os seus respectivos espectros de absorgdo no UV
estdo representados nos anexos de 2.1 a 2.5 e os cromatogramas das amostras dos
refrigerantes estao representados nos anexos 2.6 a 2.9. A linearidade do método ou resposta
linear do detector foi obtida através das curvas analiticas (anexos 2.10 a 2.13), para o
aspartame as concentragdes variam de 0,8 a 40,0 mg/100 mL (coeficiente de correlacio,r =
0,9997), para DKP, AP ¢ PHE as concentracdes variam de 0,2 a 10,0 mg/100 mL

(coeficiente de correlagdo, r = 0,9996, r = 0,9991, r =0,9997, respectivamente).
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2.4 - CONCLUSAO

A quantidade de aspartame medido no tempo zero fo maior do que o declarado no
rétulo em dois dos quatros refrigerantes analisados, mas menor que o limite permitido na
legislagéo brasileira.

Nenhum produto de decomposigéo foi encontrado no tempo zero da analise.

O pH dos refrigerantes ndo modificou em nenhuma das condigdes estudadas,
temperatura, embalagem e prazo de validade.

Nos quatro refrigerantes a decomposi¢do do aspartame aumentou com a elevagdo
da temperatura de estocagem e o aumento do prazo de validade.

A dicetopiperazina e aspartilfenilalanina foram encontradas em praticamente todas
as condicoes de armazenamento estudadas para os quatro refrigerantes, enquanto que
fenilalanina apareceu somente nas condigdes mais drasticas, a 38°C no meio e final da
validade, com excecdo do refrigerante cola 1 (lata e PET) onde foi detectada na temperatura
24.5°C no final da validade. Nesta condi¢do mais drastica, a decomposi¢do do aspartame
foi maior, as concentracdes de DKP e PHE também foram maiores, enquanto que as
quantidades de aspartilfenilalanina diminufram devido a provavel decomposicdo deste
produto a DKP e/ ou 4cido aspartico + fenilalanina.

A perda do aspartame e aumento dos produtos de decomposigao foi geralmente
maior na embalagem lata do que na PET, principalmente nas temperaturas 24,5°C e 38°C,
provavelmente devido as caracteristicas da lata que aceleram o processo de aumento de
temperatura.

O refrigerante que teve menores porcentagens de perdas no final da validade foi a
cola 2 (validade - 3 meses), enquanto que as maiores porcentagens de perdas variaram entre
os outros trés refrigerantes, dependendo da temperatura e tipo de embalagem. A maior
porcentagem de perda ocorreu no guarana em lata a 38°C com 93% de perda no final da

validade (validade - 6 meses).
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Capitulo 3

ANALISE SENSORIAL DA PERDA DA
DOCURA EM REFRIGERANTES
DIETETICOS ADOCADOS COM

ASPARTAME
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RESUMO

A perda de dogura de refrigerantes dietéticos adogados com aspartame, devido a
degradacdo deste edulcorante em condi¢des desfavoraveis de umidade, pH e temperatura,
foi determinada através de testes sensoriais.

As amostras analisadas neste trabalho foram coletadas imediatamente apds sua
fabricacao, para assegurar a quantidade inicial de aspartame. Foram utilizadas quatro
marcas de refrigerantes e trés sabores, sendo duas colas, um guarana e um limao e dois
tipos de embalagem, lata e PET. Os refrigerantes foram armazenados em trés temperaturas
(0°C, 24.5°C e 38°C) e analisados em dois momentos meio e final da validade. Os
refrigerantes armazenados a 0°C foram considerados controle devido a baixa decomposi¢ao
do aspartame nesta temperatura.

Foram selecionados 13 provadores através do teste seqiiencial. Estes provadores
foram utilizados em todos os testes dos refrigerantes, como o teste triangular no meio e
final da validade e o teste diferenca-do-controle no final da validade dos refrigerantes.

Na metade da validade as amostras cola 2 (lata e PET), guarana (PET) e limao
(PET), nao apresentaram diferenga significativa a p<0,05 em relag@o ao controle e no final
da validade todas as amostras apresentaram diferenca significativa a p<0,05 com relagao ao
teste tnangular.

No teste diferenga-do-controle realizado no final da validade dos refrigerantes o
objetivo foi estimar o grau da diferenca a p<0,05. Os resultados foram submetidos a analise
de vananga (ANOVA) e teste de média de Dunnett.

As fontes de variagdes e interagdes utilizadas na ANOVA foram:
REFRIGERANTES, TEMPERATURA, EMBALAGENS, REPETICOES, REFR X
TEMP, REFR X EMBAL, TEMP X EMBAL, REFR X TEMP X EMBAL. Somente a
variave]l TEMPERATURA e a interagio REFR X TEMP apresentou diferenca significativa
a p<0,05.

Com exce¢do do refrigerante cola 2 na temperatura 24,5°C, todas as amostras
apresentaram diferenca significativa a p<0,05 do controle. Os refrigerantes armazenados na
temperatura de 38°C diferiram em maior grau do que os armazenados na temperatura de

24,5°C.
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SUMMARY

The loss of sweetness in diet soft drinks containing aspartame, due to its
degradation under certain conditions, was determined in a sensory test.

The samples analyzed in this study were collected immediately after production, to
assure the initial amount of aspartame. Four different soft drink brands and three flavors
were used: two colas, one guarani and one lemon, and two types of container; can and
PET. The soft drinks were stored at three different temperatures (0°C, 24.5°C and 38°C) and
analyzed at two different moments, middle and end of the validity. The soft drinks stored at
0°C were considered as the control, due to low decomposition of aspartame at this
temperature.

The thirteen panelists were selected using the sequential test. These panelists were
used 1n all the tests of the soft drinks, including the triangle test in the middle and end of
the validity and the difference from control test at the end of the soft drink validity.

In the middle of the validity, the samples of cola 2 (can and PET), guarana (PET)
and lemon (PET), showed no significant differences at p<0.05 in relation to the control. At
the end of the validity all the samples showed significant differences at p=<0.05.

In the difference from control test, the aim was to verify if there were any
significant differences at p<0.05 between the control sample (0°C) and the other samples
and to estimate the degree of difference. The results were submitted to an analysis of
variance (ANOVA) and the Dunnett test.

The sources of variation and interaction used in the ANOVA were: SOFT
DRINKS, TEMPERATURE, CONTAINER, REPETITIONS, SOFTD X TEMP, SOFTD X
CONT., TEMP X CONT., SOFTD X TEMP X CONT. Only the TEMPERATURE
variable and the interaction SOFTD X TEMP showed significant differences at p<0.05.

Except for the soft drink cola 2 at the temperature of 24.5°C, all the samples
showed significant differences at p<0.05 of the control. The soft drinks stored at the
temperature of 38°C differed to a greater degree than those stored at a temperature of
24.5°C.
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3.1 - INTRODUGAO

O aspartame ¢ um dos edulcorante mais utilizado no momento. Descorberto em
1965, é resultado da combinagio de dois aminoacidos — L-fenilalanina e L-aspartico..
Apresenta algumas vantagens em relag@o aos demais edulcorantes, tem sabor idéntico ao do
acucar, ¢é totalmente metabolizado pelo organismo, ndo contém sodio e por 1sso pode ser
consumido por pessoas hipertensas e quando usados em misturas com Outros edulcorantes
diminui o sabor amargo. Mas, o aspartame pode apresentar algumas desvantagens em
relagio aos demais edulcorantes, tem pouca estabilidade em solugdo aquosa € nao resiste a
altas temperaturas.

Em 1990, o mercado de produtos dietéticos movimentava USS$300milhdes anuais,
sendo este montante dividido da seguinte forma entre os diferentes produtos: 22% para
adocantes de mesa, 74% para refrigerantes, bebidas e refrescos e 2% para outros produtos —
compotas, sorvetes, chocolates, etc (Almeida-Muradian & Penteado, 1990).

Os edulcorantes ou adogantes podem pertencer as diversas classes quimicas.
Devido a esta diversidade estrutural, muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de
conhecer a relagio existente entre suas propriedades fisico-quimicas e o sabor doce
apresentado por essas substancias.

O aspartame pode apresentar efeito sinérgico com outros adogantes, inclusive com
0s convencionais como a sacarose, frutose e glicose e a sua utilizagdo pode diminuir o
emprego destes tltimos. O aspartame apresenta efeito potenciador de alguns sabores,
particularmente nas frutas acidas, como goiaba, limdo, morango ¢ laranja, mas pode
também potencializar sabores amargos (Rodrigues-Palacios et al, 1986).

O aspartame apresenta uma dogura de 120-220 vezes em relagao a sacarose € para
refrigerantes pode-se considerar o valor de 180. E geralmente mais potente a baixas
concentragdes ¢ em produtos a temperatura ambiente do que em produtos gelados ou
quentes (Almeida- Muradian & Penteado, 1990).

A percepgio da dogura de um adogante ¢ influenciada por uma série de fatores
como: tipo e concentragdo do adogante; meio de dispersdo (solu¢@o aquosa, lipidica ou
outros ingredientes alimenticios); efeitos sinérgicos; viscosidade; temperatura; pH; aroma;
textura; aparéncia; diferencas pessoais inatas e individuais; grau de hidrolise do agucar, sua

configuracio e outras propriedades (Wells, 1989; Wiet & Beyts, 1992).
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A dogura pode ser avaliada através das sensa¢des humanas utilizando-se técnicas
de analises sensoriais. Os métodos empregados séo classificados de diferentes formas, por
diferentes autores, baseando-se nos objetivos da avaliagio (O’ Mahony, 1990).

Segundo Lawless e Claasen (1993) a escolha de um método de anilise sensorial
esta baseado na resposta em trés questionamentos: existéncia de diferenga perceptivel entre
o produto em estudo e algum produto convencional similar, a aceitagio do produto pelos
consumidores, especificagdo dos pontos de diferenga e o seu grau de intensidade. As
respostas a estes trés questionamentos permitem classificar os métodos sensoriais em testes
discriminativos (ou de diferenga), de aceitag@o e analise descritivas, respectivamente.

Os testes de diferenga sdo de fécil interpretag@o, necessitam um painel treinado e
selecionado relativamente pequeno, e sao relativamente baratos (Jackson et al., 1987). A
ABNT conceitua-se como sendo métodos que estabelecem diferenciagio qualitativa e / ou
quantitativa entre amostras.

O teste triangular ¢ o método discriminativo mais utilizado na industria de
alimentos, através do qual o julgador deve determinar qual amostra codificada, entre trés
(duas 1guais e uma diferente), € diferente (Jackson et al., 1987; Meilgaard ez al., 1987; O’
Mahony, 1990). A ABNT recomenda que o teste triangular seja utilizado para detectar
pequenas diferencas entre amostras, ¢ selecionar e treinar julgadores. As vantagens
atribuidas ao teste s@o: ter menor probabilidade de acertar ao acaso, e diferenciar as
amostras de maneira global (Candido & Campos, 1996).

O teste de diferenca-do-controle ou comparagdo multipla é um método
discriminativo que verifica se existe diferenga significativa (p<0,05) entre varias amostras e
uma amostra padrdao ou controle ¢ estima o grau dessa diferenca (Meilgaard er al., 1987).
Pelo método de comparagao multipla, como o préprio nome indica, ndo ha limites sobre o
numero minimo de amostras que podem ser avaliadas por grupo, nem sobre o tipo de
informag@o que pode ser obtida. Os resultados dos testes de comparagdo multipla podem
indicar nd@o somente se ha uma diferenca, mas também medida da magnitude da diferenga,
assim como se ¢ um aperfeicoamento ou uma deterioragao (Chaves,1980).

Uma avaliag¢do sensorial foi realizada com duas marcas de refrigerantes sabor cola
fabricados no Canada (marca A e marca B). Nesta avaliagio foi analisado a perda de dogura
dos refrigerantes ado¢ados com aspartame e armazenados a 27°C. Utilizou-se uma escala

de 8 pontos sendo 0 = “nenhuma dogura” e 8§ = “muito doce”. Resultados mostraram que
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depois de 6 semanas de armazenamento a marca A passou da nota 7.0 (tempo zero) para 1.0
e a marca B da nota 4.0 para 1.0. Esta perda provavelmente sera detectada pelo consumidor
ap6s a compra, se o produto for armazenado por um periodo prolongado € em temperaturas
elevadas (Bakal, 1986).

Ripper et al., 1986 relatou um estudo de analise sensorial de refrigerantes dietético
que ilustra a perda de dogura como um fator limitante na aceitabilidade desses refrigerantes.
Neste estudo, aspartame foi arbitrariamente reduzido para simular os efeitos de
armazenamento. Os refrigerantes (sabor cola) adocados com aspartame tiveram as
concentracdes de 85% (dogura equivalente ao refrigerante controle adocado com agucar),
70%, 55% e 40% , utilizou-se também como controle um refrigerante comercial, também
sabor cola, adogado com sacarina. Os resultados mostraram que as concentragdes 85 € 70%
tiveram notas de aceitabilidade semelhantes com o do refrigerante adogado com agticar
(nota = 6, em uma escala de 1 a 9, sendo que 1= “nao gosto” 5 = “neutro” e 9 = “gosto”) € a
concentracio 55% teve uma aceitabilidade semelhante ao do refrigerante comercial
adogado com sacarina (nota = 5) e inferior ao dos demais refrigerantes (agticar, 85 € 70%).

Homler, (1984) descreveu uma analise sensorial de refrigerantes tipo cola
adocados de maneiras diferentes, com 100% de aspartame, uma mistura de aspartame €
sacarina, exclusivamente de sacarina e exclusivamente de aglicar que foram armazenados
por 40 semanas em varias temperaturas. Colas adogadas com aspartame foram armazenadas
a 5°C e 20°C, colas adocadas com a mistura aspartame e sacarina foram armazenadas a
20°C e as adocadas exclusivamente com aglicar e sacarina foram estocadas a temperatura
ambiente. Utilizou-se uma escala nio estruturada de 0 a 100 pontos (0 = “n@o gosto” e 100
= “gosto”). Depois de 40 semanas de armazenamento a cola adogada com aspartame a 20°C
foi o tnico refrigerante que apresentou alterag@o significativa na média.

O objetivo deste trabalho foi determinar a perda de dogura em refrigerantes
dietéticos adogados com aspartame através da analise sensorial utilizando os testes de
diferenca (triangular e diferenga-do-controle) durante o prazo de validade dos mesmos ,

armazenados em varias temperaturas e embalagens.
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3.2 - MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Materiais

As amostras de refrigerantes dietéticos analisadas neste trabalho foram coletadas
diretamente nas respectivas fabricas, imediatamente apds sua fabricacdo de modo a garantir
0 tempo "zero" de adig@o do aspartame. Foram analisadas quatro marcas de refrigerantes
em trés diferentes sabores, sendo duas colas, um guarana e um limao e em dois tipos de
embalagem, lata e PET.

As amostras foram armazenadas nas temperaturas de refrigeracio (0°C), ambiente
(24.5°C) e em estufa (38°C). A amostra armazenada a 0°C foi considerada controle devido
a pequena decomposicdo do aspartame a baixas temperaturas. O armazenamento dos
refrigerantes nas temperaturas 24,5°C e 38°C tiveram a finalidade de simular as condicdes
utilizadas nos diversos tipos de transportes e armazenamento em todo o Brasil.

Os refrigerantes foram analisados no meio ¢ final da validade estabelecidas pelos

fabricantes de acordo com a Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Informagdes obtidas dos rotulos sobre edulcorantes adicionados as amostras

de refrigerante em mg/100mL.
Refrigerantes Acesulfame  Aspartame Ciclamato Sacarina Validade
(meses)
Cola 1 8,99 34,96 Ausente Ausente 4
Limao 8,95 34,92 Ausente Ausente 4
Cola 2 Ausente 12,00 31,70 5,80 3
Guarana 17,00 17,00 17,00 Ausente 6
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3.2.2 - Métodos

Selecdo de Provadores

Para a selecdo de provadores foram inicialmente recrutados 30 provadores, sendo
10 do sexo masculino e 20 do sexo feminino. A faixa etéria dos membros variou entre 20 e
40 anos.

Os provadores foram selecionados através do teste seqiiencial, que utilizou uma
série de testes triangular, que além de selecionar os provadores, serviram para familiariza-
los com os procedimentos do teste. Nesta etapa, os provadores foram solicitados a
discriminar, através do teste triangular, um refrigerante dietético tipo cola do mesmo
refrigerante adicionado com 5,0 mg/L de aspartame.

A Figura 3.1 mostra as regides de aceitag@o e rejei¢ao de provadores, bem como
especificacdes dos valores de o, B, Po e Pi associados a andlise seqiiencial, segundo

Meilgaard ez al.(1987).

aceita candidate

continua teste

«=0,05 Po=0,33
rejeita candidato Bp=0,10 P1 =066

d, (nimero de respostas corretas
acumuladas)

4 n (numero de testes realizados)

Figura 3.1: Grafico do teste seqiiencial utilizado para selecionar provadores.
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As equagOes utilizadas para estabelecer as 4reas de aceitacdo e rejeicdo de

provadores do grafico 3.1 foram as seguintes:

Lo: do = logP - log (1-o) - n. log (1-p1) + n. log (1-po)
log p1 - log po - log (1-p1) + log (1-po)

Li:di = log (1-B) - log o - n. log (1-p1) + n. log (1-po)

log p1 - log po - log (1-p1) + log (1-po)

po = Propor¢ao esperada de decisdes corretas em amostras idénticas.

p1 = Proporgéo esperada de decisdes corretas quando a diferenca entre as amostras
¢ detectavel (sem acertos ao acaso) na metade do nimero total de casos.

o = Erro do tipo I (Probabilidade de rejeitar um bom provador).

B = Erro do tipo II (Probabilidade de aceitar um mal provador).

Lo,L1 = Limites (superior e inferior, respectivamente) indicados pelas linhas
paralelas no grafico 1. Essas linhas mostram as zonas de aceitacio, rejei¢do e indefini¢des
associados a cada provador, cujos limites s3o determinados pelos valores de po, pi, e p.

n = Total de provas efetuadas
d = Nimero acumulado de respostas corretas para cada provador.
No teste seqiiencial foram selecionados 13 provadores, sendo 5 do sexo

masculino e 9 do sexo feminino com a faixa etaria variando entre 24 a 40 anos.

Analise Sensorial

Apos coleta dos refrigerantes e armazenamento até metade do tempo de validade
(2 meses para cola 1 e limao, 1 més e meio para cola 2 e 3 meses para guarana) os mesmos
foram submetidos a primeira etapa de avaliagdio de estabilidade sensorial. A segunda etapa
foi realizada no final do tempo de validade dos mesmos (4 meses para cola 1 e limao, 3
meses para cola 2 € 6 meses para o guarand).

Para cada um dos refrigerantes avaliados (cola 1, cola 2, guarana e limao), a
estabilidade dos produtos embalados em lata e em PET nas duas condi¢des de
armazenamento (24°C e 38°C) foram testados com relagio a amostra controle (0°C) através

do teste Triangular.
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Desta forma, a estabilidade do refrigerante cola 1, embalado em lata e armazenado
a 24°C, foi testada realizando-se um teste triangular deste refrigerante comparando com o
mesmo refrigerante embalado em lata armazenado a 0°C. Este procedimento foi seguido
para as demais amostras. Assim, nesta primeira etapa de estudo, 16 testes Triangular foram

realizados e na segunda etapa mais 16 testes conforme apresentado na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Ilustragio dos testes Triangular realizado para cada refrigerante (cola 1, cola 2,
guarana e limdo) no meio e final da validade nas varias condi¢des de

embalagem e temperatura de armazenamento.

Série de Testes Tempo de Tipo de Comparacdes Entre
Triangular Armazenamento Embalagem Amostras
1 Meio da validade * Lata 0°C X 24.5°C
> Meio da validade * Lata PC. X 38 07°C
3 Meio da validade * PET 0°C X 24,5°C
4 Meio da validade * PET 0°C X 38,0°C
5 Final da validade ** Lata 0°C X 24 .5°C
6 Final da validade ** Lata 0°C X 38,0°C
7 Final da validade ** PET 0°C X 24,5°C
8 Final da validade ** PETL 0°C X 38,0°C

*Cola 1 e limdo— 2 meses; Cola 2— 1 més e meio; Guarana— 3 meses.

No teste Triangular cada provador recebeu trés amostras codificadas e foi
informado que duas amostras sio iguais e uma ¢é diferente, em seguida, foi solicitado a
provar as amostras da esquerda para a direita e identificar a amostra diferente. Neste teste o
provador utilizou ficha apropriada (Figura 3.2).

Os resultados foram avaliados através do teste do %’ sendo que diferengas
significativas a p<0.05 entre cada amostra e controle indicaram alteragao sensorial de perda
de docura da amostra avaliada.

Um teste de Diferenca-do-Controle foi realizado no final do prazo de validade de
cada refrigerante (4 meses para cola 1 e liméo, 3 meses para cola 2 e 6 meses para guarana)
com o objetivo de estimar o grau de diferenca (p<0,05) entre a amostra controle ¢ as demais

amostras. Desta forma para cada condigdo (sabor/embalagem) cada provador recebeu uma
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amostra controle e trés amostras codificadas (controle a 0°C, 24,5°C e 38°C). Os
provadores foram solicitados a compararem as amostras codificadas com o controle e
avaliar 0 grau de diferenga usando a ficha apresentada na Figura 3.3. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de média de Dunnett.

Os resultados obtidos através dos testes de Diferenca-do-Controle foram
analisados por uma ANOVA com as seguintes fontes de variagdes e interagdes:
refrigerantes (REFR), temperaturas (TEMP), embalagens (EMBAL), repeti¢des, REFR X
TEMP, REFR X EMBAL, TEMP X EMBAL, REFR X TEMP X EMBAL.

Para se verificar quais amostras diferiram do padrio, utilizou-se o teste de média
de Dunnett a p<0,05.

As condigdes dos testes foram cuidadosamente controladas para que as amostras
fossem homogéneas em todos os aspectos. Os testes foram realizados em cabines
individuais isoladas de ruidos e providas de luz colorida para mascarar diferencas visuais
entre as amostras. A ordem de apresentagdo das amostras foram balanceadas.
Caracteristicas de aparéncia das amostras foram mascaradas em todos os testes servindo as
amostras em recipientes opacos € com tampa. Foram servidas na mesma temperatura
(10°C) € no mesmo volume (25mL). Para evitar a fadiga sensorial em cada sessio de

degustagdo foram realizados no maximo 2 testes triangular..

Nome: Idade:

Data: /]

Por favor, prove as amostras codificadas de refrigerante light da esquerda para a direita
. Duas amostras sao iguais e uma ¢ diferente. Identifique com um circulo a amostra
diferente.

Obrigada!

Figura 3.2: Ficha aplicada no teste Triangular.
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FICHA DE APLICACAQ DO TESTE DE DIFERENCA -DO-CONTROLE PARA
REFRIGERANTE LIGHT

Nome:
Data:

Vocé esta recebendo uma amostra padrao (P) e 3 amostras codificadas.
Prove a amostra padrdo e em seguida, prove cada uma das amostras codificadas e avalie, na
escala abaixo, o quanto cada amostra codificada difere, em termos globais, da amostra
padrao.

0= nenhuma diferenga (igual ao padréo)

1

2= ligeiramente diferente do padréo

3

4= moderadamente diferente do padrio

5

6= muito diferente do padrao

7

8= extremamente diferente do padrao

Amostra Grau de Diferenca

Comentarios:

Figura 3.3: Ficha aplicada no teste Diferenca-do-Controle
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3.3- RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Os resultados do teste Triangular dos refrigerantes nas embalagens lata € PET, nas
temperaturas 24,5°C e 38°C, no meio e final da validade estdo apresentados nas Tabelas 3.3

e3.4.

Tabela 3.3: Diferencas sensiveis encontradas em refrigerantes dietéticos armazenados em

diferentes temperaturas através do teste Triangular.

Tipos Tipos Temperatura de
de Prazos de Validade de Armazenamento
Refrigerantes Embalagens cE)
Lata 24 5%
38,0%*x
Colal Meio (2meses)
PET 24,5%*
38,0%%
Lata 24 5n.s.
38,0%*
Cola 2 Meio (1 més e meio)
PET 24.5n.s.
38,0%*
Lata 24,5%
38,0***
Guarana Meio (3 meses)
PET 24.5n.s
38,0%*
Lata 24 5%*
38.0%F
Limao Meio (2 meses)
PET 24.5n.s
3.ony

* Difere do padréo a p<0,05

** Difere do padrio a p<0,01

*#** Difere do padrao a p<0,001
n.s. Nao difere do padrao a p<0,05



Tabela 3.4: Diferencas sensiveis encontradas em refrigerantes dietéticos armazenados em

diferentes temperaturas através do teste Triangular.

Tipos Tipos Temperatura de
de Prazos de Validade de Armazenamento
Refrigerantes Embalagens °0O)
Lata 24.5%
38,0
Cola l Final (4 meses)
PET .
38,0%**
Lata 24 5%
38,0%*x
Cola?2 Final (3 meses)
PET 24,5%
S 8.0
Lata 24, 5%
3&0***
Guarana Final (6 meses)
PET 24 5%*
38,0%%*
Lata 24 5%
38.0**
Limao Final (4 meses)
PET 24, 5%
38, (%

* Dafere do padrao a p<0,05

** Difere do padrio a p<0,01

*** Difere do padrao a p=0,001
n.s. Nao difere do padrao a p<0,05.

As amostras que ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) foram cola 2
(lata ¢ PET) apdés 1 més e meio de armazenamento, guarand (PET) apos 3 meses de
armazenamento e limdo (PET) apés 2 meses de armazenamento, armazenadas a 24,5°C
conforme Tabela 3.3.

No teste Diferenga-do-Controle os resultados da ANOV A mostraram que o efeito
“refrigerante” foi significativo (p<0,001) indicando que existe diferenca entre pelo menos
um refrigerante e o padrao. A temperatura também revelou ser um efeito significativo

(p=0.001) indicando que ela influiu sobre a decomposi¢io do aspartame e conseqiiente
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perda de dogura do refrigerante. Por outro lado, a embalagem ndo produziu efeito
significativo (p<0.05) sobre as caracteristicas sensoriais desses refrigerantes.

A interacdo REFR X TEMP foi significativo (p<0.001) indicando que a
temperatura influenciou de formas diferentes em cada um dos refrigerantes, ou seja, a
temperatura atuou de maneira diferente sobre a decomposi¢@o do aspartame e conseqiiente
perda de dogura de cada refrigerante analisado. Os efeitos das interacdes REFR X EMBAL,
TEMP X EMBAL e REFR X EMBALX TEMP ndo foram significativos (p<0,05).

A Tabela 3.5 mostra os resultados do teste de média de Dunnett dos refrigerantes

com relacdo a temperatura de armazenamento e tipo de embalagem.,

Tabela 3.5: Médias' do teste diferenga-do-controle com relag@o a variavel temperatura dos

refrigerantes cola 1, cola 2, guarana e lim3o, nas embalagens lata e PET.

Colal Colal Cola2 Cola2 Guarana Guarana Limdao Limaio
Temperatura Lata PET Lata PET Lata PET Lata PET

0°C 1,15° 0,69° 1,38° 131° 0,46° 1,00°  0,92° 069°
24,5°C 473% 3a3g* g% 30RE 3 po° 231" BEst 361F

38,0°C 785  7,08° 515°  546° 7,54°¢ 7,23°¢ 7,69° 7,69°

Na mesma coluna médias com letras em comum nzo diferem significativamente entre si a p<0.05.
' 0 = nenhuma diferenca do controle; 4 = moderadamente diferente do controle; 8 = extremamente diferente

do controle.

Através dos resultados apresentados na Tabela 3.5, pode-se observar que todos os
refrigerantes nas embalagens lata e PET, tiveram diferenca significativa do seu respectivo
padrdo a p<0,05, com excecao do refrigerante sabor cola 2 na embalagem lata que ndo
apresentou diferenca significativa a p<0,05 na temperatura 24,5°C em relagao ao controle
(Q°C):

Pode-se observar também, que os refrigerantes armazenados a 38,0°C diferiram
em maior grau do que os armazenados a 24,5°C em relagdo ao controle (O°C).

Comparando estes resultados com os da literatura, pode-se verificar que a perda de
docura encontrada devido ao aumento de temperatura também foi detectada por outros

autores.
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Bakal (1986) numa avaliagdo sensorial de intensidade de dogura, realizada com
duas marcas de refrigerantes sabor cola, fabricados no Canada, constatou perda de dogura
nos refrigerantes adogados com aspartame e armazenados a 27°C, depois de 6 semanas de
armazenamento.

Homler, (1984) também trabalhando com refrigerantes tipo cola adogados de
maneiras diferentes (com 100% de aspartame, uma mistura de aspartame e sacarina,
exclusivamente de sacarina e exclusivamente de agucar) armazenados por 40 semanas em
vérias temperaturas, verificou que no final do periodo de armazenamento as colas adogadas
somente com aspartame € armazenadas na maior temperatura (20°C) apresentaram um
decréscimo na aceitabilidade.

Ripper et al.,1986 relatou um estudo de aceitabilidade de refrigerantes dietéticos
que 1lustra a perda de dogura como um fator limitante na aceitagdo desses refrigerantes.
Neste estudo, aspartame foi arbitrariamente reduzido para simular os efeitos de
armazenamento. Com a diminui¢@o da concentragdo do aspartame (55%) na composi¢do do
refrigerante, houve um decréscimo na aceitabilidade do mesmo.

Durante a realizagdo dos testes (Triangular e Diferenga-do-Controle) alguns
provadores fizeram comentarios nas fichas de testes (Figuras 3.2 e 3.3) e os resultados
foram os seguintes: 90% dos provadores que opinaram relataram que a diferenca
perceptivel era perda de dogura dos refrigerantes e 10% relataram que sentiram gosto
residual, gosto amargo e perda de gas nos refrigerantes.

Constatou-se, através de testes cromatograficos, que as amostras controle dos
refrigerantes sofreram uma pequena variagdo na quantidade de aspartame durante o prazo
de validade dos mesmos (cola 1 — 8,8% ou 3,Img/100mL, cola 2 — 4,3% ou
0,5mg/100mL, guarand — 7,8% ou 1,3mg/100mL, limdo — 7,2% ou 2,5mg/100mL, em
media). Mas  analisando os testes sensoriais que nao tiveram diferenga significativas (teste
Triangular) e os resultados dos testes cromatograficos pode-se considerar que tal diferenca
cromatografica ndo gerou uma diferencga na analise sensorial.

Através dos resultados obtidos neste trabalho pode-se constatar que com o
aumento do tempo e temperatura de armazenamento, refrigerantes adogados com aspartame
tem uma diminuic¢ao no teor de dogura. Segundo Stempfl & Lotz, (1996), a estabilidade do

edulcorante € um requisito muito importante na qualidade do refrigerante dietético, pois a
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diminuigdo do sabor doce pode influenciar negativamente na aceitagdo do produto pelos

consumidores.

3.4 - CONCLUSAO

No teste Triangular na metade da validade e temperatura a 24,5°C todos os
refrigerantes apresentaram diferenga significativa a p<0,05 com relagio a amostra controle
(0°), com excecdo dos refrigerantes cola 2, guarana e limdo na embalagem PET. Na
temperatura 38°C todas as amostras apresentaram diferenga significativa a p<0,05 em
relagdo ao controle.

No final da validade dos refrigerantes o teste triangular apresentou diferenca
significativa p<0,05 em todas as amostras de refrigerantes quando comparados a amostra
controle.

No teste de compara¢do multipla realizado no final da validade dos refrigerantes
concluiu-se que houve diferenca sensorial entre as temperaturas 24,5°C e 38°C ¢ em
relagdo ao controle (0°C). Os refrigerantes armazenados na temperatura 24,5°C obtiveram,
conforme classificagio da ficha do teste (Figura 3.3) a avaliagdo de moderadamente
diferente do controle, enquanto as amostras armazenadas na temperatura de 38°C
obtiveram a classificagdo de muito diferente da amostra controle.

As diferengas sensoriais detectadas foram, na sua maiora, relatadas como perda de
docura, mas relatou-se também a existéncia de outros sabores (residual, amargo e
refrigerante sem gés), tais sabores podem realmente estar presentes devido a degradagao de
outros componentes dos refrigerantes além do desequilibrio do sinergismo com outros

edulcorantes.
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CONCLUSOES GERAIS

A quantidade de aspartame medido no tempo zero foi maior do que o declarado
no rotulo em dois dos quatros refrigerantes analisados, mas menor que o limite permitido
na legislagdo brasileira. Nenhum produto de decomposigio foi encontrado no tempo zero
da analise.

Nos quatro refrigerantes a decomposigao do aspartame aumentou com a elevagdo
da temperatura de estocagem e o aumento do prazo de validade.

A dicetopiperazina e aspartilfenilalanina foram encontradas em praticamente
todas as condigdes estudadas dos quatro refrigerantes, enquanto que fenilalanina apareceu
somente nas condi¢des mais drasticas, a 38°C no meio e final da validade, com exce¢do do
refrigerante cola 1 (lata e PET) onde a decomposicao do aspartame foi maior. As
concentracdes de DKP e PHE também foram maiores, enquanto que as quantidades de
aspartilfenilalanina diminuiram devido a provavel decomposi¢do deste produto a DKP e /
ou acido aspartico + fenilalanina.

A perda do aspartame e aumento dos produtos de decomposi¢do foi geralmente
maior na embalagem lata do que na PET, principalmente nas temperaturas 24,5°C e 38°C,
provavelmente devido as caracteristicas da lata que aceleram o processo de aumento de
temperatura.

O refrigerante que teve menores porcentagens de perdas no final da validade foi a
cola 2 (validade - 3 meses), enquanto que as maiores porcentagens de perdas variaram entre
os outros trés refrigerantes, dependendo da temperatura e tipo de embalagem. A maior
porcentagem de perda ocorreu no guarana em lata a 38°C com 93% de perda no final da
validade (6 meses).

No teste triangular na metade da validade e temperatura a 24,5°C os refrigerantes
cola 2, guarana e limao na embalagem PET ndo apresentaram diferenga significativa a
p<0.05 com relagdo a amostra controle (0°C). Na temperatura 38°C todas as amostras
apresentaram diferenga significativa a p<0.05 em relag@o ao controle.

No final da validade dos refrigerantes o teste triangular apresentou diferenca
significativa em todas as amostras de refrigerantes com relagdo as temperaturas,

independentes do tipo de embalagem ( lata € PET ).
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No teste de diferenga-do-controle realizado no final da validade dos refrigerantes
concluiu-se que houve diferenca sensorial entre as temperaturas 24,5°C e 38°C em
relagcao ao controle (0°C). Os refrigerantes armazenados na temperatura 24,5°C obtiveram,
conforme classificacdo da ficha do teste, a avaliagio de moderadamente diferente do
controle, enquanto as amostras armazenadas na temperatura de 38°C obtiveram a

classificacdo de muito diferente da amostra controle.
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ANEXOS



Fenilalanina

Dicetopiperazina

Aspartilfenilalanina
Aspartame

B k )

Anexo 2.1: Cromatograma dos padrdes do aspartame, dicetopiperazina, aspartilfenilalanina e

fenilalalina.
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SPEC M A2 STORED SPECTRUM D]SPLAY
B 887 Peal fpex 193,41 -] WETHOD 1

L L LI 5 S ot B T R Do b e e e e e e e

198 234 278 325 "7 ) (nn)

Anexo2.2: Espectro de absorgdo no ultravioleta do padrio aspartame.

SPEC MoA2 STORED SPECTRUN DISPLAY
(B[ 23.437 Pear Apex 194,31 | R B NETHOD 1
T |
n.m-\
'K}
188 234 278 323 367 X (nm)

Anexo 2.3: Espectro de absorgdo no ultravioleta do padrdo dicetopiperazina.



SPEC Al a2 STORED SPECTRUM DISPLA
(Bl 16.784 Peak Apex 193.8 357 METHOD 1

.... T =

190 234 218 325 387 ) (nw)

Anexo 2.4: Espectro de absor¢@o no ultravioleta do padrao aspartilfenilalanina.

SPECT___LIME  JYPE p A )2 STORED SPECTRUN DISPLAY
Bl 9.921 Peak fpex 192.75 [5: 7] HETHOD 1
T |
5100
X
130 234 278 325 3%7 % (nn)

Anexo 2.5: Espectro de absorgao no ultravioleta do padrao fenilalanina.
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Anexo 2.6: Cromatograma do refrigerante sabor cola 1 a 24,5°C no final do prazo de validade

(4 meses), na embalagem PET.

89



DKP APM

ASP ’-
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Anexo 2.7: Cromatograma do refrigerante sabor cola 2 a 38°C no final do prazo de validade (3

meses), na embalagem PET.
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Anexo 2.8: Cromatograma do refrigerante sabor guarana a 38°C no final do prazo de validade (6

meses), na embalagem PET.
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PHE ASP DKP APM

Anexo 2.9: Cromatograma do refrigerante sabor limao a 38°C no final do prazo de validade (4

meses), na embalagem PET.
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Anexo 2.10: Curva Analitica do padrio de aspartame.
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Curva Analitica
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&
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Anexo 2.11: Curva Analitica do padrao de dicetopiperazina.
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Curva Analitica

600000
500000 //
400000 y=49152,07x+16469,38
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.< |
200000 //
100000 //
0 g ! ; 1 * I T T T T T
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Anexo 2.12: Curva Analitica do padrao de aspartilfenilalanina.
UNICAMP
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Curva Analitica
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1000000 A i
y=108108,43x+17275,35
800000 - R?=0,99985
§ 600000
400000 -
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./
0 T T : T T T Y T ' T
0 2 4 6 8 10 12
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Anexo 2.13: Curva Analitica do padrio de a fenilalanina.
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