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RESUMO GERAL

Um novo método rapido, eficiente e econdmico para a determinacao de cinco
edulcorantes (acessulfame-K, sacarina sodica, ciclamato de sodio, aspartame e
neotame) pela técnica de cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) foi
desenvolvido, validado e aplicado na andlise de alguns produtos diet, light e zero
recorrentemente encontrados em supermercados. Para a otimizacdo do método foi
utilizado um delineamento composto central e a otimiza¢do simultanea de respostas
foi realizada por meio da fung¢do de desejabilidade de Derringer e Suich. Foi
empregada uma coluna de fase reversa C18, fase movel composta de acetonitrila e
tampao fosfato de sédio 5 mM/ acido orto-fosforico (pH 3,0) com eluigdo por
gradiente ¢ vazdo de 0,4mL/min, com temperatura de coluna a 56°C. Os cinco
compostos responderam linearmente em diferentes faixas de concentracdo aplicaveis
as concentracdes presentes nas amostras. A precisao intra e inter dias, bem como os
limites de detecgdo e quantificacao variaram para os cinco edulcorantes. As taxas de
recuperagao para os edulcorantes avaliados variaram entre 70 e 115% para as
diferentes matrizes analisadas. O método foi aplicado em refrigerantes, néctares e
sucos, chas prontos para beber, pds para preparo de refresco, pudins e cappuccinos,
achocolatados, geléias, catchup e molho tipo “barbecue”. No entanto, algumas
limitagdes foram encontradas para a quantificacio do neotame e ainda para
alimentos contendo cacau em sua formulagdo quanto a identificagdo do ciclamato de
sodio. Foram encontradas amostras contendo até quatro edulcorantes em
combinagdo em um mesmo produto. Dentre os mais utilizados estavam o
acessulfame e o aspartame. Algumas das amostras apresentaram ainda
concentragdes acima das permitidas pela legislagdo brasileira e, dentro dos
edulcorantes estudados, nenhum edulcorante nao declarado foi encontrado. O
método desenvolvido por UPLC foi comparado a uma metodologia por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A UPLC apresentou melhor

XV



resolucdo e menores limites de detec¢do e quantificacdo, tempo de andlise mais

curto e menor gasto de solvente. Entretanto, a HPLC ainda foi mais robusta.
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ABSTRACT

A new, fast, efficient and economic method for the determination of five
sweeteners (acesulfame-K, saccharin, cyclamate, aspartame and neotame) by ultra
performance liquid chromatography (UPLC) has been developed, validated and
applied to diet, light and zero products usually found in supermarkets. A central
composite design was used and also the simultaneous optimization of the answers
was carried using the Derringer's desirability function for the method optimization.
A Cl18 reversed phase column was used and the optimized method resulted in a
binary eluent consisting of acetonitrile and sodium phosphate 5 mM/ orto-
phosphoric acid buffer (pH 3.0) in gradient elution, 0.4 mL/min flow rate and 56°C
column temperature. The five compounds behaved linearly in different
concentration ranges applicable to the concentrations in the samples and the
precision intra and inter-day, as well as the limits varied for those sweeteners. The
recoveries for the evaluated sweeteners varied for the distinct sample matrices from
70 to 115%. The method was applied to the sweeteners determination in soft drinks,
fruit juice beverages, ready to drink teas, powder juice, pudding, cappuccino,
chocolate powder, jellies, barbecue sauce and ketchup. However, limitations were
found on the quantification of neotame and on the products containing cocoa, in
which it is not possible to identify the sodium cyclamate. Samples containing up to
four distinct sweeteners in synergism were found. Acesulfame and aspartame were
the most used sweeteners among the analyzed samples. Although, non declared
sweeteners were not found among those studied, their quantities in some samples
were above the allowed in the Brazilian regulation. Afterwards, the UPLC
developed method was compared with a high performance liquid chromatography
(HPLC) method. The UPLC method presented the best resolution, the lowest
detection and quantification limits, shortest retention time and lest solvent waste.

However, HPLC is more rugged than UPLC.
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INTODUCAO GERAL

Atualmente, devido a demanda por produtos benéficos a satide e ao cuidado
com a aparéncia, os edulcorantes vém ganhando um espago cada vez maior nas
prateleiras dos supermercados e nos lares brasileiros (TORLONI et al., 2007).

O uso de alimentos sem agucar e com baixas calorias triplicou nas duas
ultimas décadas do século XX. Nos Estados Unidos, mais de 150 milhdes de pessoas
usavam estes produtos regularmente. Embora centenas de produtos com baixas
calorias e de sabor agradavel j4 fossem acessiveis em 2001, seus consumidores
afirmavam que gostariam de encontrar ainda uma maior quantidade de produtos do
género (NABORS, 2001).

Além da questdo estética, alguns quadros clinicos, como o diabetes mellitus
e a obesidade, cada vez mais prevalentes na populacdo mundial, exigem a restri¢ao
definitiva ou prolongada da ingestao de sacarose e outros agucares, o que determina
a prescri¢ao médica de adogantes (TORLONI et al., 2007). A estimativa da World
Health Organisation (WHO) em 2004 era de que existissem na época, 1,3 bilhdes
de pessoas acima do peso ou obesas em todo mundo (SLOAN, 2005) e estudos
realizados por Wild e colaboradores (2004) estimavam que 2,8% da populagdo
mundial no ano 2000 fosse diabética e que até 2030 esse numero cresceria para
4,4%.

A autorizagdo do uso de edulcorantes ¢ realizada apos rigorosa avaliagdo
toxicologica (BRASIL, 1997), que resulta na determinacdo de niveis seguros ao
consumo humano, visto que algumas destas substancias podem ter efeito toxico em
niveis muito elevados, mesmo que ndo haja ainda um consenso sobre tais efeitos.
Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacao das quantidades de edulcorantes em alimentos e bebidas.

Vérios métodos vém sendo empregados para a determinagdo de edulcorantes.
Dentre eles se destacam os métodos cromatograficos, sendo que a maioria dos

métodos propostos determina até quatro edulcorantes simultaneamente. Devido ao



uso de varios tipos de edulcorantes em sinergismo, um desafio seria um método
experimental que permitisse separar, identificar e quantificar uma maior variedade
de edulcorantes simultaneamente.

A cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), que baseia-se nos
mesmos principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), é o avango
mais recente das técnicas de separagao. Na UPLC empregam-se particulas menores
e mais simétricas na fase estacionaria, permitindo o uso de colunas mais curtas e
com menores didmetros sem perder a eficiéncia, o que possibilita ainda a aplicacao
de velocidades lineares maiores de fase movel, resultando em aumento da resolucao,
da detectabilidade e da velocidade das analises (MALDANER e JARDIM, 2009).

Por ser um avango recente, existem ainda poucos métodos desenvolvidos e
validados para UPLC, e nao foi encontrado na literatura um método para
determinacdo simultdnea de edulcorantes por esta técnica, o que a torna
potencialmente um objeto de pesquisa. Portanto, objetiva-se, com o presente
trabalho, desenvolver e validar uma metodologia para a analise de edulcorantes por
UPLC e detector de arranjo de diodos, e ainda aplicd-la na analise de edulcorantes
em produtos alimenticios diet, light e zero, recorrentemente encontrados em
supermercados.

Em cromatografia muitas sdo as varidveis que podem influenciar no
desempenho cromatografico de substancias, e ainda, tais varidveis podem ter efeitos
combinados entre si. Dependendo do nimero de composto que se deseja separar,
varias sdo as respostas obtidas e, portanto ¢ necessdria uma ferramenta que as
correlacione eficientemente. Para tanto, o auxilio de uma técnica de planejamento
experimental multivariado e analise simultdnea de varias respostas, como a fung¢do
de desejabilidade de Derringer e Suich, ¢ essencial.

Outro objetivo proposto foi a comparacao entre a UPLC e a HPLC, visto que

a primeira técnica baseia-se nos principios da segunda.
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1. EDULCORANTES

A percepcao do sabor doce ¢ uma das mais importantes sensagdes para o
paladar humano. O sabor doce geralmente induz a uma resposta positiva em
humanos (SALMINEN e HALLIKAINEN, 2002). A importancia da sacarose deve-
se nao apenas a seu claro dulgor sem sabor residual, mas também a outras varias
caracteristicas, como agente de corpo ou conservante (KEMP et al., 2007). Um
desafio ha alguns anos tem sido encontrar compostos adogantes com dulcor e
funcionalidades similares as da sacarose.

Em contraposicao doengas que restringem o uso de aglicares vem aumentando
sua prevaléncia. A estimativa da World Health Organisation (WHO) em 2004 era de
que existissem na €poca, 1,3 bilhdes de pessoas acima do peso ou obesas em todo
mundo (SLOAN, 2005), e ainda dados do mesmo ano apresentados pelo Ministério
da Saude brasileiro indicavam que 40% da populagdo brasileira apresentava algum
nivel de excesso de peso (FERREIRA, 2006).

O numero de pessoas com diabetes tem aumentado devido ao crescimento
populacional, ao envelhecimento, a urbanizacdo, ao aumento da obesidade, a
inatividade fisica e a maior sobrevivéncia dos pacientes com diabetes. Estimava-se
em 1985 que existissem 30 milhdes de adultos com diabetes mellitus no mundo,
tendo esse numero aumentado para 135 milhdes em 1995 e atingido 173 milhdes
em 2002, com proje¢des de chegar a 300 milhdes em 2030 (WILD et al.2004; SBD,
2007). No Brasil, no final dos anos 80, a prevaléncia da doenga na populagdo adulta
foi estimada em 7,6% (CASTRO e FRANCO, 2002), e dados de pesquisa realizada
mais recentes em Ribeirdo Preto (SP) apontam taxas mais elevadas, cerca de 12,1%
(TORQUATO et al., 2003).

Os edulcorantes e produtos diet, light e zero vém crescentemente ganhando
espaco entre os consumidores, ndo apenas devido a questdo estética, mas
principalmente devido a alguns quadros clinicos, como o diabetes mellitus e a

obesidade, cada vez mais prevalentes na populacdo mundial. Tais quadros requerem



a restri¢dao definitiva ou prolongada da ingestdo de sacarose e outros aglcares, 0 que
pode determinar a prescri¢do médica de adogantes (TORLONI et al., 2007).

A Anvisa (1997) define os edulcorantes como substancias diferentes dos
acucares que conferem sabor doce ao alimento (BRASIL,1997). Estes compreendem
um grupo de substincias, utilizadas em substituigdo a sacarose, que também
apresentam a propriedade de interagir com receptores gustativos e produzir uma
sensagao percebida como doce (MONTIJANO et al., 1998; UMBELINO, 2005).

Segundo Fatibello-Filho (1996), um adogante artificial ideal deve ser incolor
e inodoro quando em solucdo, soltvel e estdvel em solugdes aquosas, atoxico,
barato, ndo deve deixar sabor residual e, ndo deve ser metabolizado ou produzir
metabdlitos que prejudiquem o organismo. E ainda, devem ter dul¢or semelhante ao
da sacarose, baixas calorias (UMBELINO, 2005) e estabilidade nas condigdes de
processamento e armazenamento (LIPINSKI e HANGER, 2001; UMBELINO,
2005).

As substancias edulcorantes ndo sdo metabolizadas pelo organismo ou sdo
utilizadas em quantidades tdo pequenas, que seu aporte caldrico torna-se
insignificante, portanto sdo consideradas ndo caldricas. Devido a estas
caracteristicas podem ser consideradas indispensaveis em regimes dietéticos,
caracterizados pelo diabetes, ou em dietas de perda ou manutengdo do peso corporal
(UMBELINO, 2005). Por ndo serem fermentados pela microflora da placa dental
também nao causam caries (ZYGLER et al., 2009).

Estas substancias apresentam estruturas quimicas muito variadas, podendo ser
proteinas, como a taumatina; peptideos como o aspartame e o alitame; carboidratos
como os polidis (MONTIJANO et al., 1998). Seu poder adocante pode variar de
acordo com sua natureza quimica € a concentragdo do composto. Outras
caracteristicas sensoriais podem se apresentar, como os sabores associados ao gosto
doce e gosto residual de diferentes naturezas (CARDELLO e DAMASIO, 1997
apud MORAES, 2008).



Existem véarios edulcorantes permitidos para uso em alimentos e bebidas, mas
cada um possui caracteristicas especificas de intensidade e persisténcia do gosto
doce e presenga ou nao de gosto residual (UMBELINO, 2005, CARDELLO et al.
2000). Essas caracteristicas podem ser modificadas em func¢ao da concentragdo em
que sao usados. E todos estes fatores sdo determinantes na aceitagdo, na preferéncia

e na escolha de um edulcorante pelos consumidores (CARDELLO et al., 2000).

1.1. TIPOS DE EDULCORANTES

1.1.1. Acessulfame-K
Descoberto acidentalmente por Claus e Jensen em 1967, o acessulfame-K, ¢ o
sal de potassio da sulfonamida ciclica 6-metil, 1, 2, 3-oxatiazina-4(3H)-ona-2,2-
dioxido (Figura 1) (LIPINSKI e HANGER, 2001).
O

-5=0
!

O
Figura 1: Estrutura quimica do acessulfame-K.

TN K
H,C™ "0

Seu sabor doce ¢ rapidamente percebido e permanece por um periodo
ligeiramente mais longo que o da sacarose, apresentando, em concentragdes
moderadas, pouco sabor residual (WELLS, 1989), todavia em altas concentracdes
pode apresentar sabor amargo. Quando utilizado em meio acido aumenta
ligeiramente sua dogura (KEMP, 2006).

A solucdo aquosa de acessulfame-K ¢ estavel, resistindo a pHs baixos
empregados em bebidas e mantendo o dulcor em exposicdo prolongada a
temperaturas de 30°C e, mesmo a temperatura de 40°C a pH 3 ou menor. Resiste

ainda ao processo usual de pasteurizacdo sem perder o dulgor (LIPINSKI e



HANGER, 2001). Portanto, pode ser empregado em um grande nimero de
produtos.
O acessulfame nao ¢ metabolizado pelo organismo humano, sendo excretado

intacto. E considerado ndo cariogénico, ndo toxico e ndo mutagénico (KEMP, 2006).

1.1.2. Alitame

O peptideo de acido L-aspartico, D-alanina e 2,2,4,4-tetrametiltioetanil amina
(Figura 2), foi aprovado pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA), apds a analise de diversos trabalhos toxicoldgicos, em sua 56° reunido, em
1996. E permitido seu uso nos Estados Unidos, Australia, Nova Zelandia (JECFA,
2006), México, China, Indonésia, Colombia e Chile (AUERBACH et al., 2001). No

Brasil este edulcorante ainda ndo ¢ permitido.

NH; 0 3
rJ\rJHH\})\HH
0
COOH

Figura 2: Estrutura quimica do alitame.

A 25°C, em seu ponto isoelétrico (pH 5,6), o alitame ¢ soluvel em agua,
metanol, etanol, propilenoglicol, cloroférmio e n-heptano, mas ¢ insolivel em
solventes lipofilicos. Esse ndo ¢ higroscopico e tem docura mais duradoura que a da
sacarose (CANDIDO ¢ CAMPOS, 1996; AUERBACH et al., 2001; KEMP, 2006).

O alitame ¢ relativamente estavel em solug¢des aquosas, permanecendo estavel
por até um ano em pH de 5 a 8 a temperatura ambiente (AUERBACH et al., 2001) e
sendo menos estavel em pH de 2 a 4 (KEMP, 2006). Pode ser utilizado em balas
moles e duras, alimentos pasteurizados e alimentos de pH neutro processados a altas
temperaturas (AUERBACH et al., 2001).

Uma de suas desvantagens ¢ a susceptibilidade em reagir com outros

componentes dos alimentos em sistemas liquidos ou semi-liquidos sob aquecimento,



especialmente em presenca de elevados niveis de acticares redutores como a glicose
e a lactose, podendo formar produtos da reagdo de Maillard e consequentemente
causando perda do dulgor (KEMP, 2006).

Este edulcorante ¢ hidrolisado no organismo humano, uma parte ¢ excretada
nas fezes, outra parte na urina e o acido aspartico ¢ metabolizado. Nao ¢ cariogénico

e apos varios estudos foi considerado seguro ao consumo humano (KEMP, 2006).

1.1.3. Aspartame

Descoberto em 1965 por Searle e Schlatter (BUTCHKO et al., 2001), o
aspartame (N-L- aspartil-L-fenilalanina-1-metil ) (Figura 3), ¢ uma molécula composta
de 39,5% de acido aspartico, 50% de fenilalanina e 10,5% de éster metilico

(CANDIDO e CAMPOS, 1996).

O H NH,

O
HO

H, NH
_-OCHj

O
Figura 3: Estrutura quimica do aspartame.

Ao ser ingerido o aspartame fornece 4 Kcal/g, no entanto tendo em vista seu
poder edulcorante a quantidade a ser consumida comparando-se com a sacarose €
pequena, tornando o aporte caldrico desprezivel (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

A temperatura de 25°C, possui melhor estabilidade em pH 4,3, mas ¢ estavel
ainda na faixa de pH de 3,0 a 5,0 (BUTCHKO et al., 2001), na qual se encontra a
maioria dos alimentos e bebidas. Em solugdo aquosa, sua estabilidade ocorre em
funcdo do tempo, da temperatura e do pH, também a presenca de luz e aditivos,
como os sais tamponantes, acelera a degradacdo do aspartame (BELL e
HAGEMAN, 1994; BELL e WETZEL, 1995; LAWRENCE ¢ YUAN; 1996; KIM et
al., 1997; WETZEL e BELL, 1998; WANG E SCHROEDER, 2000; GLIEMMO et
al., 2001; BUTCHKO et al., 2001; KROGER et al., 2006; GLIEMMO et al., 2008).
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O aspartame pode ser utilizado em muitos produtos, sendo mais indicado para
bebidas carbonatadas, bebidas em po6, iogurte, confeitos e balas duras, no entanto
tem maior estabilidade em alimentos com baixa umidade (BUTCHKO et al., 2001).

Este edulcorante também acentua o aroma e prolonga a percepgao do sabor de
frutas, principalmente as acidas como laranja, limdo, maracuja, goiaba e morango.
Sendo a percepcao mais efetiva para os sabores naturais que para os artificiais e
pode, no entanto, potencializar o gosto amargo (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

Outra desvantagem de seu uso € o fato de ser improprio aos fenilcetontricos,
pois quando metabolizado o aspartame forma fenilalanina. Fenilcetonuria ¢ uma
doenga genética que provoca a intolerancia a fenilalanina devido a falta da producao

de fenilalanina hidroxilase (RANGAN et al., 2009).

1.1.4. Ciclamato

Descoberto em 1937, por Michael Sveda, o ciclamato (Figura 4) ¢ encontrado
comercialmente como 4acido ciclamico ou acido ciclohexilsulfamico e na forma de
sais de sodio (ciclamato de s6dio), célcio (ciclamato de calcio) (BOPP e PRICE,

2001) e potassio (ciclamato de potassio) (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

ONH_SOENE

Figura 4: Estrutura quimica do ciclamato de sédio.

Sua forma acida tem boa solubilidade em agua, assim como seus sais de sodio
e calcio. Seus sais sdo eletrolitos fortes, ionizando-se fortemente em solu¢do, mas
com solubilidade limitada em 6leo e solventes apolares (BOPP e PRICE, 2001). E
um po branco, cristalino e ndo higroscépico (KEMP, 2006).

A dogura do ciclamato demora mais para ser atingida, mas mantém-se por um

periodo mais longo. Este edulcorante apresenta sabor amargo residual apenas em
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concentragdes acima das usuais (at¢ 75 mg/100 mL); pode ser utilizado em
combinagdo com outros edulcorantes potencializando sua dogura, ressalta os sabores
de frutas e é melhor que o aglicar em mascarar o gosto amargo. E estavel a altas e
baixas temperaturas, em uma ampla faixa de pH e em presenca de luz, oxigénio e
outros gases e outros componentes dos alimentos (BOPP e PRICE, 2001). E estavel,
ainda, tanto na forma seca quanto em solucdo aquosa e tem longa vida de prateleira.
Este edulcorante ¢ compativel com varios constituintes de alimentos, como os
flavorizantes artificiais e naturais, no entanto os sais de célcio podem causar
geleificacdo com a pectina, e gerar precipitados de citrato de calcio em concentrados
com elevada acidez (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

E permitido em diversos paises inclusive no Brasil, mas foi banido nos

Estados Unidos devido a suspeita de toxicidade (ZYGLER et al., 2009).

1.1.5. Glicosideos de Esteviol

Glicosideos de esteviol sdo constituintes naturais da planta Stevia rebaudiana
Bertoni da familia Compositac. Das folhas da planta pode-se obter 8 diferentes
glicosideos de esteviol, sendo o principal constituinte o esteviosideo (Figura 5),
quimicamente classificado como glicosideo diterpénico. Os outros compostos sdo:
rebaudiosideo A, rebaudiosideo C, e dulcosideo A (JECFA,1999; JECFA, 2008a).

O esteviosideo ¢ estavel a at¢ 100°C em uma faixa de pH de 3 a 9. Ja em pHs
muito alcalinos, acima de 10 a temperatura de 100°C, este se degrada. O
esteviosideo ¢ pouco soluvel em 4gua, mas altamente soliivel em etanol, enquanto
que o Rebaudiosideo A ¢ mais soluvel em dgua que este, em fungdo da presencga de

uma unidade de glicose adicional em sua molécula (KINGHORN et al., 2001).
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OH

Figura 5: Estrutura quimica do esteviosideo.

Seu uso ¢ proposto em refrigerantes, pds para refresco, café e mate, sorvetes,
gomas de mascar, balas, iogurtes, chocolates, produtos de panifica¢do, conservas,
molhos, cosméticos, medicamentos ¢ como modificador de aromas (CANDIDO e

CAMPOS, 1996).

1.1.6. Neotame

O neotame (Figura 6), edulcorante derivado do aspartame, apresenta um
sabor doce proximo ao da sacarose, sem residual amargo ou metélico e, em suas
condigdes de consumo, ¢ considerado um adogante nao caldrico (NOFRE e TINTI,
2000). Sua dogura demora mais para ser atingida que a da sacarose, mas permanece
por um periodo mais longo, funcionando ainda como real¢ador de sabor (KEMP,
2000).

Segundo Bannwart (2006) e Stargel colaboradores (2001), este edulcorante
foi descoberto por pesquisadores franceses em projeto de pesquisa da The

Nutrasweet Co.
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Figura 6: Estrutura molecular do neotame.

Sua solubilidade em agua ¢ de 12,6 g/l a 25°C ¢ a estabilidade desta solugao
varia com o pH e a temperatura, sendo relativamente estavel em pH entre 3 e 5,5,
com melhor solubilidade em pH 4,5. A este pH, a meia vida de sua solugdo aquosa ¢
de 30 semanas (NOFRE e TINTI, 2000). Em pH neutro, sua estabilidade ¢
significativamente maior que a do aspartame (ZYGLER et al., 2009). O neotame ¢
estavel a preparos com utilizacao de calor e inerte a varios compostos dos alimentos,
como os flavorizantes (WITT, 1999), sendo mais estavel ao forneamento, a agentes
de sabor e a agucares redutores que o aspartame (KEMP, 2006).

Este edulcorante é considerado seguro para o consumo humano. E
incompletamente absorvido pelo organismo humano e excretado na urina e fezes,
seu metabolismo produz uma pequena quantidade de metanol, mas essa ¢
insignificante quando comparada aos niveis seguros de ingestdo. Seu metabolismo
produz ainda pequena quantidade de fenilalanina, entretanto esta quantidade ¢

considerada clinicamente insignificante para fenilcetontiricos (KEMP, 2006)

1.1.7. Sacarina

Quimicamente corresponde ao 2,3 dihidro, 3-oxobenzeno iso sulfanazol
(CANDIDO ¢ CAMPOS, 1996). Descoberta em 1978, por Ira Remsen e Constantine
Fahlberg, a sacarina, ¢ encontrada comercialmente em trés formas: sacarina acida
(Figura 7A), sacarina sodica (Figura 7B) e sacarina de célcio. (PEARSON, 2001 e
SALMINEN e HALLIKAINEN, 2002).
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Figura 7: Estrutura molecular da sacarina.

¢ um 4acido de forca moderada e baixa solubilidade em dgua (3,4 g/IL a
25°C). As solugdes aquosas dos trés tipos de sacarina sdo estaveis em uma ampla
faixa de pH (PEARSON, 2001), sendo estdveis também a tratamentos térmicos
(150°C por 1 hora). Os sais de sacarina possuem ainda alta estabilidade, alta
solubilidade em agua, apresentam sinergismo com outros edulcorantes e ndo sao
higroscopicos. Apesar de possuir alto poder edulcorante, este ¢ diverso da sacarose,
apresentando um impacto edulcorante bastante lento que cresce gradativamente
atingindo intensidade maxima e persistente (CANDIDO ¢ CAMPOS, 1996). O gosto
amargo ou metalico associado ao seu dulgor tende a intensificar-se com o aumento
de sua concentragao (CANDIDO e CAMPOS, 1996, LINDLEY, 1999), no entanto
seu sabor residual pode ser mascarado pela utilizacdo de acido lactico ou uso em
combinagdo com outro edulcorante (SALMINEN e HALLIKAINEN, 2002).

A sua versatilidade permite que seja empregada em diversos alimentos,
medicamentos ¢ cosméticos (CANDIDO ¢ CAMPOS, 1996 ¢ SALMINEN e
HALLIKAINEN, 2002), sendo seus usos mais recorrentes na area de alimentos nos
EUA e Europa em refrigerantes, adocantes de mesa e produtos diet (SALMINEN e
HALLIKAINEN, 2002).

A sacarina ndo ¢ metabolizada pelo organismo humano, sendo eliminada
inalterada na urina. A possibilidade de sua indugdo ao cancer de bexiga ¢
controversa, existindo estudos que indicam a indugdo de cancer em ratos, no entanto

em estudos com humanos o mesmo efeito nao foi constatado (KEMP, 2006).
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1.1.8. Sucralose

A 4°,1’,6’-tricloro-galacto-sucrose ~ (ou  1,6-dicloro-1,6-dideoxi- g -D-
frutofuranosil 4-cloro-4-deoxi- a -D-galactopiranoside) (Figura 8) (JENNER, 1989),
foi desenvolvida em 1976 por pesquisadores da Tate & Lyle Specialty Sweetners
(CANDIDO ¢ CAMPOS, 1996).

HO
Q
OH OH Cl

Figura 8: Estrutura molecular
da sucralose.

E soluvel em 4gua, tem alta estabilidade térmica em meio aquoso e 4cido, e
também ao armazenamento (CANDIDO e CAMPOS, 1996). E soluvel ainda em
etanol (JENNER, 1989) e metanol (BANNWART, 2006) e ¢ insoltivel em 6leo.
Degrada-se lentamente, formando monossacarideos, em pH baixo, em fun¢dao do pH
e da temperatura. Em pH elevado, o sistema basico pode catalisar a retirada de
hidrogénio (H) e cloro (Cl) dos carbonos 3’ e 6’ formando 3’,6’anidro-
4,1°diclorogalactosacarose. Seu pH de melhor estabilidade ¢ em torno de 5,0
(JENNER, 1989). E bastante estivel em refrigerantes, formulagdes secas (JENNER,
1989, CANDIDO e¢ CAMPOS, 1996 ¢ GOLDSMITH E MARKEL, 2001) e
produtos assados (KEMP, 2006).

A sucralose ndo possui sabor residual amargo ou metalico, seu efeito tempo
intensidade ¢ semelhante ao da sacarose e sua dogura ¢ de percepcdo rapida e
ligeiramente mais prolongada que a da sacarose (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

A quantidade de sucralose empregada depende de seu uso e das
caracteristicas dos alimentos. Dependendo, portanto, do pH, da temperatura ¢ da

viscosidade do alimento ou bebida a que sera incorporada (CANDIDO e CAMPOS,
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1996 ¢ GOLDSMITH E MARKEL, 2001). Quanto menor o pH maior a docura
relativa (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

Nao ¢ metabolizado pelo organismo humano, sendo totalmente excretado

(KEMP, 2006).
1.2. PODER ADOCANTE DOS EDULCORANTES
A Tabela 1 contém a intensidade de dulcor relativo referente a comparagdo

dos edulcorantes com a solucao de sacarose.

TABELA 1: Dulgor dos edulcorantes em relagdo a sacarose.

Dulcor (quanto maior

Edulcorante que a sacarose) Referéncia
Acessulfame-K 200 vezes** LIPINSKI e HANGER, 2001
Alitame 2000 vezes JECFA, 2006
Aspartame 160-220 vezes BUTCHKO et al, 2001
Ciclamato 30 vezes** BOPP ¢ PRICE, 2001
Estévia 200 a 300 vezes JECFA, 2008
Neotame 7.000 a 13.000 vezes* WITT,1999
Sacarina 200-800 vezes* PEARSON, 2001
Sucralose 400-800 vezes* JENNER, 1989 ¢ CANDIDO

e CAMPOS, 1996

* dependendo da concentragdo de sacarose a que ¢ comparado
** comparado a uma solugao 3% de sacarose

1.3. COMBINACAO DE EDULCORANTES

Os edulcorantes podem ser usados separadamente ou em combinagdo com
outros. O uso destas misturas ou blends vem sendo bastante aplicados com o intuito
de equilibrar o sabor e mascarar o sabor residual. Preparados adequadamente, os

blends podem chegar a mimetizar a textura e o sabor de produtos contendo sacarose
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e ainda criar produtos com dulgor original e melhor estabilidade de sabor (ZYGLER
et al., 2009). O uso de diversos edulcorantes em combina¢ao nos alimentos permite
ainda sua utilizagdo em niveis mais baixos.

O acessulfame, por exemplo, pode ser utilizado em sinergismo com o
aspartame e o ciclamato e o alitame, no entanto ndo ¢ desejavel seu uso com a
sacarina (KEMP, 2006). O alitame, além de ser utilizado em combinacdo com o
acessulfame, pode ainda ser combinado ao ciclamato, a sacarina entre outros
edulcorantes eficientemente (AUERBACH et al.,, 2001). A sucralose apresenta
efeito sinérgico com ciclamato e acessulfame-K (CANDIDO e CAMPOS, 1996).

2. LEGISLACAO

Segundo a legislacao brasileira (1998) alguns alimentos para uso especial sdo
classificados como diet, light e zero (BRASIL, 1998a e 1998b).

Diet: sdo aqueles especificos para dietas alimentares com restricdo de
nutrientes, como carboidratos, gorduras, proteinas e sdédio. Fazem parte deste grupo
ainda os alimentos para controle de peso e para dietas de ingestdo controlada de
agucares.

Light: sdo alimentos com 25% de reducao de um determinado nutriente quando
comparados ao alimento convencional.

Zero: sao alimentos 1sentos de um determinado nutriente.

2.1. REGULAMENTACAO PARA EDULCORANTES

Um edulcorante ou aditivo tem seu uso em alimentos regulamentado pelo
JECFA (Joint Expert Comitee on Food Additives), que avalia e fornece dados aos
seus paises membros. No Brasil, o 6rgdo regulamentador ¢ a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) que se baseia em laudos fornecidos pelo JECFA e

decide aceitar ou nao suas recomendacdoes (MORAES, 2008).
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Os edulcorantes pertencem a classe dos aditivos alimentares e a autorizagao
de seu uso ocorre apenas depois de adequada avaliagdo toxicologica, levando-se em
conta entre outros aspectos, qualquer efeito cumulativo, sinérgico e de protecao,
decorrente do seu uso. Este uso deve ser limitado a alimentos especificos, em
condigdes especificas e ao menor nivel para alcangar o efeito desejado (BRASIL,
1997).

Por meio de estudos toxicoldgicos e a partir de uma estimativa da quantidade
de aditivo por peso corporeo, ¢ definida, pelo JECFA, a Ingestao Diaria Aceitavel
(IDA), tomando-se como base o NOEL, dose sem efeito observavel. Outro indice
importante observado por este 0rgdao para a aprovacao de um aditivo € a ingestao
diaria estimada (EDI), determinada com base tanto na quantidade de aditivos em
alimentos quanto em sua ingestdo. A Tabela 2 contém a IDA segundo a Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), para alguns

edulcorantes.

TABELA 2: Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para

edulcorantes.
Edulcorante IDA (mg/kg de peso corpodreo)

Acessulfame-K 0-15
Alitame 0-1
Aspartame 0-40
Ciclamato 0-11
it
Neotame 0-2
Sacarina 0-5
Sucralose 0-15

Fonte: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA), 2008 e 2006.
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Desde a primeira resolugdo que estabeleceu os edulcorantes de uso permitido
no Brasil, a resolugdo RDC. 3 de 01 de Janeiro de 2001, até os dias de hoje, houve a
adicao de novos edulcorantes bem como a alteracao dos limites maximos aceitaveis
para aqueles anteriormente permitidos. A Resolu¢do — RDC n. 18 de 24 de margo de
2008 estabelece os limites maximos para o uso de edulcorantes em alimentos e

bebidas no Brasil (BRASIL, 2008). Estes valores sao apresentados na Tabela 3.

TABELA 3: Limites maximos para adicdo de edulcorantes em alimentos e

bebidas no Brasil.

Limite maximo

INS Aditivo Alimento /100g ou g/100mL

Alimentos e bebidas para controle de peso, para dietas com
ingestdo controlada de acgucares, para dietas com restrigdo de 0,035

Acessulfame a¢ucares.

930 de potassio Alimentos e bebidas com informagdo nutricional complementar
Com substitui¢o total de aglicares 0,035 M
Com substitui¢ao parcial de agucares 0,026

Alimentos ¢ bebidas para controle de peso, para dietas com
ingestdo controlada de aglcares, para dietas com restricdo de 0,075
agucares.

931 Aspartame Alimentos e bebidas com informagao nutricional complementar

Com substitui¢do total de acticares 0,075 @

Com substitui¢do parcial de agucares 0,056

Alimentos ¢ bebidas para controle de peso, para dietas com

Aci . ~ , 0,04
Acido ingestdo controlada de agucares.
ciclimico e — : - P p
. Alimentos e bebidas para dietas com restricdo de ac¢Ucares, com
seus sais de . ~ . o )
952 ilei informagdo nutricional complementar: com substitui¢ao total de 0,04
calcio ,
..’ aclcares.
potassio e - - - — —
sédio Alimentos e bebidas com informagdo nutricional complementar 0.03 @
com substituigcdo parcial de aglicares ’
Alimentos e bebidas para controle de peso, para dietas com
Sacarina e jnocgtio controlada de aglicares, para dietas com restrigio de 0,015
seus sais de aclicares.
4 alci ; ; ; - —
95 cta’lc1f), Alimentos e bebidas com informagdo nutricional complementar
otassio e — -
P s6dio Com substituicdo total de a¢tcares 0,015®
Com substitui¢@o parcial de agucares 0,01
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Alimentos para controle de peso, para dietas com ingestdao

controlada de agucares, para dietas com restri¢do de agucares. 0,04

Alimentos com informagao nutricional complementar

Com substituicdo total de a¢ticares 0,04 ©

Com substitui¢do parcial de agucares 0,03
955 Sucralose Becbidas ndo alcodlicas gaseificadas e ndo gaseificadas para

controle de peso, para dietas com ingestdo controlada de 0,025

aglcares, dietas com restricdo de agucares, com informagao
nutricional complementar: com substitui¢ao total de agucares.

Bebidas ndo alcoodlicas gaseificadas e ndo gaseificadas com
informacgdo nutricional complementar: com substituicdo parcial 0,02
de agucares

Alimentos e bebidas para controle de peso, para dietas com
ingestdo controlada de agucares, para dietas com restricdo de 0,06

Glicosideos acucares.

960 de esteviol Alimentos e bebidas com informagio nutricional complementar
Com substitui¢ao total de aglicares 0,06 7
Com substitui¢do parcial de agucares 0,045
Alimentos e bebidas para controle de peso 0,0033
Alimentos ¢ bebidas para dietas com ingestdo controlada de 0.0065
acucares e para dietas com restricdo de agucares. ’

961 Neotame ; ; ; o -
Alimentos e bebidas com informagao nutricional complementar
Com substitui¢do total de acticares 0,0065 ®
Com substitui¢do parcial de agucares 0,0049

(1) Exceto para gomas de mascar e micro pastilhas de sabor intenso, com limites maximos de 0,5g/100g e de
0,25g/100g, respectivamente. (2) Exceto para gomas de mascar e micro pastilhas de sabor intenso, com limites
maximos de 1,0g/100g e de 0,6g/100g, respectivamente. (3) Exceto para bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e nao
gaseificadas, com limite maximo de 0,075g/100mL. (4) Exceto para bebidas ndo alcoolicas gaseificadas ¢ nao
gaseificadas, com limite maximo de 0,056g/100mL. (5) Exceto para gomas de mascar com limite maximo de
0,12g/100g. (6) Exceto para gomas de mascar e micro pastilhas de sabor intenso, com limites maximos de 0,3g/100g e
de 0,24g/100g, respectivamente. (7) Exceto para gomas de mascar, com limite maximo de 0,24g/100g. (8) Exceto para
gomas de mascar e micro pastilhas de sabor intenso, ambos com limite maximo de 0,1g/100g.Exceto para gomas de
mascar, com limite maximo de 0,24 g/100g (Retificacdo de 14 de Abril de 2008).

Fonte: BRASIL. Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria/ Ministério da Saude, 2008.

Sdo permitidos ainda, pela Anvisa (2008), sorbitol, xarope de sorbitol,
sorbita, manitol, isomalt (isomaltitol), taumatina, maltitol, xarope de maltitol,
lactitol, xilitol e eritritol. Para estes edulcorantes ndo ha um limite de uso, sendo sua

especificacdo “quantum satis” (BRASIL, 2008).
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Entre os edulcorantes autorizados pela Unido Européia estao: acessulfame-K,
aspartame, ciclamato acido e seus sais, sacarina e seus sais, sucralose e
neoespiridina dihidrochalcona. Os Estados Unidos compartilham da mesma lista

exceto pelo ciclamato e a neoespiridina e com a adi¢ao do neotame.

3. METODOS DE ANALISE DE EDULCORANTES

Viarios métodos vém sendo empregados na determinacao de edulcorantes
artificiais. Dentre eles se destacam os métodos espectrométricos (YEBRA et al.,
1995; FATIBELLO-FILHO et al., 1998; ARMENTA et al., 2004; TOZETTO, 2005;
SOUSA et al., 2006; TOZETTO et al., 2007; KHURANA et al., 2008;
CANTARELLI et al., 2008; CANTARELLI et al., 2009; NI et al. 2009; HEARN e
SUBEDI, 2009), potenciométricos (CALONI-FILHO et al., 2003; MEDEIROS et
al., 2008) e amperométricos (VILARTA et al., 1993; ASSUMPCAO, 2008). Embora
rapidas essas técnicas estdo sujeitas a interferéncia de diferentes compostos e, muitas
vezes, limitam-se a determinagdo de apenas um edulcorante especifico.

No entanto, como destacado anteriormente, os edulcorantes sdo geralmente
utilizados em combinacdo. Devido a este fato os métodos de separagao atendem
mais ao proposito da andlise de edulcorante, pois permitem a determinagdo
simultanea de diversos compostos. Dentre as técnicas de separagdo cromatograficas
foram desenvolvidas metodologias por cromatografia gasosa (GC) (NAKAIE et al.,
1999), liquida de alta eficiéncia (HPLC) (VEERABHADRARAQO, et al., 1987,
LAWRENCE e CHARBONNEAL, 1988; DI PIETRA et al., 1990; CASALS et al.,
1996; CHEN et al., 1997, CHEN e WANG, 2001; AQUINO et al., 2004; ZHU et al.,
2005; DEMIRALAY et al., 2006; DOSSI et al., 2006; LINO e PENA, 2010) e
liquida acoplada a detector de massas (LC/MS) (HUANG et al., 2006; WASIK et
al., 2007; SHERIDAN E KING, 2008; LOOS et al., 2009; YANG e CHEN, 2009;
SCHEURER et al., 2009; FERRER e THURMAN, 2010).
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Também a técnica de eletroforese capilar (CE) (THOMPSON et al., 1995a;
THOMPSON et al., 1995b; PESEK ¢ MATYSKA, 1997; WALKER et al., 1997;
BOYCE, 1999; FRAZIER et al., 2000; HORIE et al., 2007) tem sido empregada para a
separacao e posterior identificacdo de diversos edulcorantes.

A maioria dos métodos propostos possibilita determinar até quatro tipos de
edulcorantes de forma simultdnea (DI PIETRA et al.,, 1990; CHEN et al.,1997;
DEMIRALAY et al., 2006; DOSSI et al., 2006; FERRER ¢ THURMAN, 2010),
existindo poucos métodos que possibilitem a determinagdo de diversos edulcorantes
em uma mesma analise (LAWRENCE ¢ CHARBONNEAU, 1988; WASIK et al.,
2007; YANG e CHEN, 2009 ¢ SCHEURER et al., 2009). Dentre aqueles que
permitem a determinagdo de até oito ou nove edulcorantes estdo os métodos de
separagdo acoplados a detectores mais sofisticados, como o detector de massas
(WASIK et al., 2007 ¢ CHEN e YANG, 2009). Estes promovem um maior custo e
exigem maior especializacdo, sendo desinteressante sua aplicacdo em anélises de

rotina.

3.1. CROMATOGRAFIA GASOSA

Foi desenvolvido, por Nakaie e colaboradores (1999), um método para
determinacdo simultanea de sacarina e acessulfame-K por cromatografia gasosa com
deteccdo por nitrogénio-fosforo e confirmacao dos edulcorantes por espectrometria
de massas. O detector de nitrogénio-fosforo, apesar de ser bastante especifico, nao ¢

comumente utilizado em laboratorios especializados em andlise de alimentos.

3.2. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Tabela 4 apresenta de forma resumida as condi¢des analiticas empregadas
nos métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacdo de

edulcorantes.
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3.2.1. Cromatografia Ionica

Alguns métodos foram desenvolvidos para a determinacdo de acessulfame-K,
sacarina, ciclamato e aspartame por cromatografia liquida de alta eficiéncia por troca
i0nica para aplicagdo em alimentos, bebidas e farmacos (CHEN et al., 1997; CHEN
e WANG, 2001; ZHU et al., 2005). O método de Chen e Wang (2001) obteve
recuperagao entre 85 a 104% para amostras reais de alimentos e fairmacos. Zhu e
colaboradores (2005) obtiveram limites de deteccdo menores que 1 ppm para
aspartame, 0.05 ppm para ciclamato de sodio, acesulfame-K e sacarina sodica.

O método de Zhu e colaboradores (2005) empregou o detector de supressao
de condutividade e o método desenvolvido pelo grupo de pesquisa de Chen (1997)
empregou dois detectores (UV e condutividade) para identificar todos os quatro

edulcorantes (acessulfame-K, sacarina, ciclamato e aspartame).

3.2.1. Fase reversa

Diversos métodos para andlise dos edulcorantes acesulfame-K, alitame,
aspartame, ciclamato, dulcin, neotame, neohesperidina dihidrochalcona, sacarina e
sucralose em alimentos, bebidas e fluidos corporais por HPLC em fase reversa
foram desenvolvidos (CASALS et al., 1996; AQUINO et al., 2004; DEMIRALAY
et al., 2006; YANG e CHEN, 2009; WASIK et al.; 2007).

O método de Casals e colaboradores (1996) permitia analisar apenas o
ciclamato em fluidos corporais e envolvia método de derivatizagcdo no preparo de
amostras. Aquino e colaboradores (2004) determinaram apenas sacarina em bebidas,
com recuperacgao entre 99-105,5%, limite de deteccao (LD) de 0,20 mg/g e limite de
quantificacdo (LQ) de 0,75mg/g. A partir do método desenvolvido pelo grupo de
pesquisa de Demiralay (2006) foi possivel determinar sacarina sddica, acessulfame-
K e aspartame em alimentos, com recuperagao de 98 a 105% para o aspartame e o

acessulfame e ndo foi informada a recuperacdo para a sacarina. Dossi e
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colaboradores (2006) determinaram os mesmos edulcorantes em bebidas e
obtiveram limites de deteccdo entre 0,1 e 3,0 mg/ L e limite de quantificacao entre
0,3 e 7,0 mg/L. Nos quatro métodos foi utilizado o detector de arranjo de diodos.
Chen e Yang (2009) e o grupo de pesquisa de Wasik (2007) determinaram
oito (aspartame, sacarina, acesulfame-K, neotame, sucralose, ciclamato, alitame e
esteviosideo) e nove edulcorantes (acesulfame-K, alitame, aspartame, ciclamato,
dulcin, neotame, neohesperidina dihidrochalcona, sacarina e sucralose)
respectivamente, com LD de 0,10 ug/mL e LQ de 0,30 ug/mL (CHEN e YANG,
2009) e LD de 15ug/g e LQ de 0,30 ug/mL (WASIK et al.; 2007). Ambos os

autores utilizaram deteccao por espectrometria de massas.
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TABELA 4: Condigdes analiticas para a determina¢ao de edulcorantes em alimentos para alguns métodos por HPLC.

Edulcorante Amostra Técnica* Fase movel Coluna Pardmetros analiticos Referéncia
Bebidas, produtos LD =4 a 30mg/L
Acessulfame-K, aspartame, fermentados, bebidas Acetonitrila : tampao fosfato de ~ Shim-pack IC-A3 (50x 4,6 L CHEN e WANG,
. . HPIC-UV 1 Recuperagdo =85 a
sacarina lacteas, conservas de sodio (pH 8,2) mm x 5 pm,) 2001

frutas, comprimidos.

104%

. . LD=0,019a
Bebidas tipo cola, sucos ~ HPIC- detector . i
Acessulfan.le-K, aspartame, de fruta e frutas em de KOH Dionex Ionpac AS11 (250 0,89mg/L o ZHU et al., 2005
sacarina, ciclamato . X 2 mm) Recuperagdo = 97,96 a
conserva condutividade
102,42%
HPIC- UV- LD=0,019a
Aces§ulfarpe—K, aspartame, Bebidas e gdoc;antes de detector de Na;CO; Dionex lonpac AS4A-SC 0,044mg/L~ - CHEN et al., 1997
sacarina, ciclamato mesa em po .. (254 x 4 mm) Recuperagdo =93 a
condutividade 107%
Aspartame, sacarina e Farmacos e formulagdes HPLC-UV Metanol : 80 mM fosfato de Hypersil RP-18 DI PIETRA et al.,
impurezas dietéticas trietilamonio (pH 3) (150 x 3.9 mm x 5 pm) 1990
Acessulfame-K, aspartame. Metanol : tampao fosfato de LiChrosorb C18 (250 x 4,6 LD =0,1a 3mg/L
U » 5P : Refrigerantes HPLC-UV ranot: tamp XY Recuperagio=98,6a  DOSSI et al., 2006
sacarina potassio (pH 4) mm x 5 pm) 102.6%
,070
. . o ~ LD=0,2a3,lpg/g
Acessulfame-K, aspartame, Refrigerante tipo cola e Acetonitrila : tampao acetato de ' YMC-ODS Pack AM < DEMIRALAY et
. . A HPLC-UV . Recuperagio =99 a
sacarina refresco instantaneo amonia (250 x 4 mm x Spm) 101% al., 2006
0
Acessulfame-K, aspartame, Bebidas, doces gelados,  ypr oy e pBondapak C18 (300 x 3,9  Recuperagio=91,6a  VEERABHADRAR
. . sorvetes e molho de Metanol : acido acético: agua
dulcin, sacarina tomatc (254nm) mm x 10 pm) 101,8% AO, et al., 1987
. . Acetonitrila : 20 mM tampao
Acessulfame K, al‘rtaén‘:’ d S;’f’;emgsf;’rgnsg‘g i fosfato de potassio em Supeleosil LC-18 (150x LD = 921600 ng LAWRENCE e
SP ¢ ¢ seus produtos de para cobe S, DEVIAaS,  yp C-UV-IR gradiente linear de 97:3 (pH 5) upeeos Recuperagio =76 a CHARBONNEAL,
degradac@o, ciclamato, dulcin, refresco instantaneo e 4,6 mm x 5 pm)
. para 80:20 (pH 3,5) 112% 1988
sacarina, sucralose adogantes de mesa R
Derivatizagdo pés-coluna
Aspartame, sacarina, sucralose  Agua e bebidas LC-TOF-MS Acetonitrila : dgua 0,1% dcido Zorbax Eclipse XDB-C8 I}ile)c: 2}(21021(? 3 ,553“ag FERRER e
P g g g formico (150 x 4,6 mm x 5 pm) 000, perag THURMAN, 2010
0
Acessulfame-K, sacarina, LD > 0.10ue/mL
ciclamato, aspartame, Bebidas, frutas enlatadas HPLC-ESL-MS Metanol: acetona : tampao Spherogel C18 Recu e’ra gg 054 YANG e CHEN,
sucralose, alitame, neotame, e bolos trietilamina fosfato (pH 4,5) (250x 4,5mmx 5 pm) 104 3[; Y ¢ 2009
esteviosideo 37
Acessulfame-K, sacarina, Zorbax extend C18
ciclamato. as a;'tam ’ Bebidas ndo Metanol: acetona : tampa Purosfepher star RP-18 LD =15pg/g
¢ 0, a3p e carbonatadas, frutas em HPLC-ELSD ot ona - ampao Nucleodur C18 Pyramid Recuperagdo =93 a WASIK et al., 2007

sucralose, alitame, neotame,
dulcin, neoespiridina

Lara e iogurte

trietilamina fosfato (pH 4,5)

Nucleodur C8 Gravity
(250 x 3 mm x 5 pm)

109%

*UV (detector ultravioleta), IR (detector de indice de refragdo), HPIC (cromatografia iénica), MS (detector de massas), TOF (tempo de v60)

26



3.3. ELETROFORESE CAPILAR

Os métodos desenvolvidos para a analise por eletroforese capilar (WALKER
et al., 1997; HORIE et al., 2007) permitiram determinar aspartame e ciclamato em
alimentos e bebidas utilizando deteccao por detector UV. O estudo de Wasik e
colaboradores determinaram apenas aspartame em bebidas carbonatadas enquanto
que o grupo de Horie (2007) determinou ciclamato por detec¢do indireta em
alimentos, este grupo utilizou ainda extracdo em fase solida no preparo de suas

amostras e obtiveram recuperacao de 93,3 a 108,3% a partir da adi¢ao de 200 x g/g.

3.3. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ULTRA PERFORMANCE (UPLC)

A cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) é o avanco mais
recente das técnicas de separacdo. Baseia-se nos mesmos principios da
cromatografia liquida de alta eficiéncia e utiliza fases estaciondrias com particulas
menores que 2 um. O uso destas particulas juntamente com as altas velocidades
lineares das fases moveis, aumenta a resolugao ¢ a detectabilidade e diminuem o
tempo das andlises, bem como o gasto de solvente. Para tornar isto possivel, uma
vez que a atual tecnologia de instrumentagdo (bombas, injetores e detectores)
disponivel para a HPLC nao ¢é projetada para trabalhar em altas pressdes, um novo
equipamento que pode operar em pressoes acima de 100 MPa foi introduzido e
adaptado as necessidades atuais, em 2004 pela Waters Corporation, € logo outras
companhias investiram na técnica surgindo outros equipamentos do género
(NGUYEN et al., 2007; MALDANER ¢ JARDIM, 2009).

As modificac¢des requeridas em um sistema de UPLC quando comparado ao
sistema de HPLC sdo: capacidade de trabalhar a pressdes muito altas (100 MPa),
volumes internos muito menores (conexoes, alga de amostragem, cela do detector,
bombas), cela do detector sem dispersio e com alta taxa de aquisicdo,

melhoramento no sistema de controle e de dados, colunas resistentes ao trabalho a
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altas pressdes € com baixo volume morto, injetores com precisdo na faixa de
volumes pequenos (MALDANER e JARDIM, 2009).

Apesar de bastante recente, atualmente a técnica vem sendo empregada para
a determinacdo de varios compostos tanto na area de farmacos como em alimentos
(XIU-QUIN et al., 2008; HUNG e HATCHER, 2011; GRUZ et al., 2008; IRIARTE
et al., 2009; BELAKOVA et al., 2011). No entanto, ndo sdo ainda encontrados
trabalhos de determinacdo simultanea de edulcorantes em alimentos e bebidas,
apenas para a determinacdo de esteviol e seus glicosideos (GARDANA e
SIMONETTI, 2010) e ciclamato (SHERIDAN e KING, 2008) utilizando-se

detector de massas.

4. PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Um problema recorrente de quem faz experimentos ¢ determinar se ha
efeitos de interagdo entre uma ou mais variareis em seus resultados. Quando da
organizagdo de experimentos primeiramente escolhe-se os fatores a serem aplicados
e os resultados desejados. Os fatores sdo as variaveis quantitativas ou qualitativas
que o analista pode controlar. J4 as respostas sdo as variaveis obtidas no
experimento e dependem dos fatores empregados, podendo um sistema resultar em
uma ou mais respostas dependendo do objetivo do analista (BARROS NETO et al.,
2007).

O planejamento dos experimentos dependerd do objetivo que se deseja
atingir, portanto cada objetivo deve ser analisado de maneira particular. Na maioria
das vezes ndo ¢ aconselhavel que se utilize experimentos com estudos univariados,
pois os fatores podem exercer efeitos combinados as respostas € no caso dos
experimentos univariados esta interacdo nao seria observada e a obten¢do de um
método otimizado seria dificil (LEWIS et al., 1999, BARROS NETO et al., 2007).

Existem algumas ferramentas de planejamento multivariado que podem

ajudar a aplicagdo dos experimentos como, por exemplo, os fatoriais. Nesse tipo de

28



planejamento, primeiramente especifica-se os niveis ou valores de cada fator que
sera estudado, estes niveis devem ser pelo menos dois. Se um fatorial completo for
escolhido, devem ser realizados experimentos com todas as combinacdes dos niveis
dos fatores determinados. (BARROS NETO et al., 2007).

Uma grande vantagem da aplicacdo do planejamento fatorial ¢ a possibilidade
de diminuicdo do nUmero de experimentos necessarios para o processo de
otimiza¢dao de um método ou produto, escolhendo eficientemente experimentos que
fornecerao informacdes coerentes e confidveis. Cada parametro experimental pode
ser analisado, conduzindo-se uma série de experimentos com diversos fatores que
sdo variados simultaneamente (ZECEVIC et al., 2008).

Quando apenas uma resposta ¢ considerada a analise do modelo pode indicar
a area do delineamento em que se obtém a resposta desejada, no entanto, quando se
trabalha com varias respostas € necessaria uma ferramenta que possibilite o
estabelecimento de uma correlacdo entre essas. Associadas ao planejamento
estatistico, as funcdes de desejabilidade, podem levar em consideracdo diferentes
tipos de respostas e estabelecer uma correlacdo entre essas, podendo auxiliar na
otimizagio das mesmas. E praticamente impossivel obter-se o ponto 6timo para cada
resposta. A condi¢do experimental que melhora uma resposta pode causar efeitos
negativos em outra, portanto a palavra otimizacao deve significar um ponto em que
todas as respostas apresentem valores aceitaveis ou que tenderdo ao 6timo (LEWIS
et al., 1999).

Tomando-se como exemplo um sistema cromatografico constata-se que esse
pode ser influenciado por diversos fatores que resultardo em um sistema de alta
resolucdo. Estes fatores podem ser: a natureza da fase estaciondria, a composicdo da
fase movel (uso de tampao, concentragdo de sal, concentracdo de solvente organico,
pH), temperatura da coluna e vazdo da fase movel. Tais fatores podem ter efeitos
combinados entre si na promocdao de separagdes, sendo, portanto, praticamente

impossivel se otimizar um método considerando cada variavel/fator separadamente.
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Neste sentido o planejamento estatistico ¢ uma ferramenta bastante Util para o
auxilio no desenvolvimento de um método adequado para grupos de analitos,

principalmente quando se fala de misturas complexas como os alimentos.

4.1. FUNCAO DE DESEJABILIDADE (DERRINGER E SUICH)

Derringer e Suich (1980), descreveram um método para otimizagdo
simultainea de varias respostas, baseado na constru¢do de uma fungdo de
desejabilidade para cada resposta individual (fungdo de desejabilidade parcial, d;),
estabelecendo ao final uma func¢ao de desejabilidade global (D). Cada resposta tem
associado um valor de desejabilidade parcial que varia de 0 a 1, de acordo com a
proximidade da resposta desejada. O valor 0 (zero) caracteriza uma resposta
inaceitavel, enquanto que 1 determina o valor mais aceitavel (apud LEWIS et al.,
1999; BARROS NETO et al., 2007; BREITKREITZ, 2007; ZECEVIC et al., 2008).

Assim como cada resposta pode ser calculada dentro da regido experimental
utilizando-se o modelo e os coeficientes calculados, também a desejabilidade
correspondente pode ser calculada dentro daquela regido por meio de equagdes
adequadas a cada caso. Entdo os valores individuais de desejabilidade sao
combinados criando uma funcdo de desejabilidade global (D), empregando-se a
média geométrica, e foca-se entdo em maximizar este valor (LEWIS et al., 1999 e
BREITKREITZ, 2007).

E imprescindivel destacar que todo esse procedimento seja realizado
baseando-se nas equagdes dos modelos construidos para cada uma das respostas e,
portanto, ¢ importante que esses tenham sido obtidos por meio de planejamento
estatisticamente embasado e que tenham ainda sido validados (BREITKREITZ,
2007).

Antes de serem definidas as fungdes de desejabilidade parciais, ¢ necessario
estabelecer os valores minimo (y;™"), maximo (y;") ¢ um valor alvo (V,,) para a

resposta considerada. A funcdo de desejabilidade parcial pode ser linear ou nao-
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linear e ainda unilateral ou bilateral, e sua forma matematica determina a maneira de
se chegar ao valor alvo (JIMIDAR et al., 1996; SAFA ¢ HADIMOHAMMADI,
2005; DONATO et al., 2006; BREITKREITZ, 2007).

4.1.1. Fungoes lineares

As funcdes mais simples sdo aquelas lineares e unilaterais, utilizadas para
minimizar ou maximizar uma resposta. Essas sdo chamadas assim, pois a
desejabilidade se aproxima ou se afasta do alvo descrevendo uma func¢do linear,
apresentando sempre expoentes de grandeza 1 e sdo chamadas unilaterais, pois o
valor alvo ir4 coincidir com um dos limites determinados. Ao se descrever a
desejabilidade de fungdes que requerem maximizagdo, assume-se que qualquer valor
observado acima do valor alvo estipulado ¢ satisfatorio e que sdo inaceitaveis
aqueles valores abaixo do limite inferior ao determinado. A Figura 9 demonstra a
situacdo graficamente e as equagdes (la a lc) a explica (LEWIS et al., 1999 e

BREITKREITZ, 2007):

& (I| A !
d=1 se p <y (la)
1.0 + .
~ min
- d _ yi B yi min n (lb)
! i min se y; < Vi £ Vaivo
i yalvo o yi
°0 H’mln ﬂlhfﬂ > A min
: di=0 se y, >y (Ic)

Figura 9: Fung@o de desejabilidade
linear unilateral para maximizagao.
Fonte: BREITKREITZ, p. 29, 2007.

Fonte: BREITKREITZ. p. 28. 2007.

Ja para a desejabilidade de funcdes que requerem minimizagdo, o valor
minimo deve coincidir com o valor alvo e valores abaixo do valor alvo estipulado

serdo considerados satisfatorios (Figura 10, equagdes 2a a 2c). Sendo ainda
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inaceitaveis os valores encontrados acima do valor do limite superior. (LEWIS et al.,

1999 e BREITKREITZ, 2007):

F Y
di=0 se )’>i <y " (2a)
1,0 1
~ max :
I /50 Vi |
i max S€ i < V; < Y alvo (2b) i
yalvo - yi 0.0 : -
alvo  y™
N I
d=1 se p, >y™ (2¢)  Figura 10: Funcdo de desejabilidade
Fonte: BREITKREITZ, p. 29, 2007. linear unilateral para minimizacao.

Fonte: BREITKREITZ, p. 29, 2007.

No entanto, hd o caso em que a resposta ¢ satisfatoria em um dado intervalo-

alvo, podendo estar compreendida entre dois limites (Figura 11, equagdes 3a a 3c¢).

F 3 '(||
d=0 se y<y™ (3a) 1.0 +
d=1 se yimin < Vi < yimax (3b)
0,0 .
d=0 se yi>y"™ (3c) y" alvo  y™*

Figura 11: Funcao de desejabilidade
linear bilateral para um intervalo-alvo.
Fonte: BREITKREITZ, p.30, 2007.

Fonte: BREITKREITZ, p.30, 2007.

Podem ser encontradas ainda fungdes em que o valor de uma determinada
resposta deve estar proximo a um determinado valor alvo e qualquer desvio em
relagdo a este valor leva a perda de qualidade. No caso descrito, tanto valores
superiores como inferiores ao alvo sdo indesejaveis, sendo pouco aceitaveis ou
mesmo 1naceitaveis. O alvo esta, entretanto, entre dois valores limites, nao
necessariamente simétricos entre si (Figura 12, equagdes 4a a 4d) (LEWIS et al.,

1999 e BREITKREITZ, 2007).
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di=0 se P, <y™ (4a)

A d
A min
d - —yi _yi min A 1.0+ [
i = ) o | sy < Vi < Yano (4b) :
alvo — Vi |
j\/ y max D I} :
=Y. . >
di = ! ! — se yalvg S j}i S ymax (4C) ylmln i1|‘u'{l }"lm“
Yavo = Vi Figura 12: Fungao de
) i desejabilidade linear bilateral para
di=0 se y >y (4d) um valor alvo entre dois pontos.
Fonte: BRE[TKRE[TZ, p.29, 2007 Fonte: BREITKREITZ, p30, 2007

4.1.2. Fun¢oes nao-lineares

As fungdes lineares descritas anteriormente podem ainda ser refinadas,
resultando em fungdes ndo lineares. Podem ser, por exemplo, unilaterais (Figura 13)
e serem dados pesos menores aos valores proximos aos limites (Figura 13, A e C) ou
maiores proximos ao alvo (Figura 13, B e D). Os formatos das funcdes de
desejabilidade dos graficos demonstrados na figura 13 podem ser encontrados
alterando-se os exponentes das funcdes descritas anteriormente e resultam nas

equagdes 5a a Sc (LEWIS et al., 1999 e BREITKREITZ, 2007).

A B
& il i,
10 . =
i = I & 10 : .
e ale ¥ atvo
o C i, D
1 —\r\. 1.0 -
EN
I N
0.0 : = = 00 T 4 *
ahim b abva oy

Figura 13: Fungoes de desejabilidade unilaterais nao
lineares, A ¢ B) maximizagdo; C e D) minimizag3o.
Fonte: BREITKREITZ, p.31, 2007.
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Também as fungdes bilaterais lineares podem ser transformadas em nao-
lineares da mesma maneira, resultando nas equagdes de 5a a 5c¢ combinando as
fungdes de maximizagdao e minimizacdo. Um dos lados do intervalo pode ainda ser

linear se s; ou s, for igual a 1 (LEWIS et al., 1999).

di=0 se y<y"™ ou y <y"* (52)
A min S
d _ yi B yi min n
i min Se Vi < Vi < YVawo (Sb)
yalvo - yi
max A S
d _ yi B yi n max
i max € Yavo = Y, SV (5¢)
y - yalvo

Fonte: LEWIS et al., 1999.

Para obter menores valores proximo aos dois limites os exponentes devem ser
maiores que 1 (Figura 14 A); para obter uma faixa maior de valores aceitaveis ao
redor do alvo, o exponente deve ser entre 0 ¢ 1 (Figura 14 B) e ainda ¢ possivel
combinar as duas situacdes (Figuras 14 C e D) (BREITKREITZ, 2007).

4 d A d B

1,0 + 1,0

0,0 0,0 -
Y alvo  ymas i alvo e
4 d (04 4 d D
1,0 + 10 +
I
I
|
|
|
' 0,0 »
l],[l ! i alvo e

W alve
Figura 14: Fungoes de desejabilidade bilaterais ndo lineares. A, B,
C e D explicados no texto anteriormente.
Fonte: BREITKREITZ, p.32, 2007.
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4.1.3. Funcao de desejabilidade Global

A fungdo de desejabilidade global (D) de Derringer e Suich ¢ definida como a
média geométrica em funcao das desejabilidades individuais e expressa da seguinte

maneira: 1

D:(dlplxdfzxdf3x...xdf");
Onde: pl, p2,...pn = peso das respostas (o valor de p; pode variar de 0,1 a 1)

n = numero de respostas

d; = valor de cada funcao de desejabilidade individual

A escala da func¢do de desejabilidade ¢ adimensional, o que nos permite
comparar respostas medidas em diferentes escalas. E possivel ainda determinar o
grau de importancia das respostas combinadas.

Quando o valor de D ¢ diferente de zero, pode-se concluir que todas as
respostas individuais estdo simultaneamente dentro da faixa desejavel. Quando o
valor de D for proximo de 1, pode-se dizer que a combinagdo das diferentes
respostas se apresentam em seu Otimo, pois o valor encontra-se proximo ao alvo
estabelecido (JIMIDAR et al., 1996; LEWIS et al., 1999; DONATO et al., 2006;
ZECEVIC et al., 2008.

Uma vantagem do método desenvolvido por Derringer e Suich em relacao a
outras técnicas multi-critério € o fato de que quando o valor de uma desejabilidade
individual € inaceitdvel também o produto final (desejabilidade global, D) sera
inaceitavel, o que impede que um valor bom mascare outro ruim, ndo importando
quao satisfatorios forem os valores das outras respostas (SAFA e
HADJMOHAMMADI, 2005; BARROS NETO et al., 2007; SIVAKUMAR et al.,
2007).
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5. VALIDACAO

A validacdo assegura que o método funcione adequadamente nas condi¢des
para as quais foi validado, sendo confiavel nas faixas de concentracdo em que os
analitos Se encontram nas amostras. Nao ha um sistema unico de validagdo que
atenda a todos os 6rgdos de controle de qualidade em laboratorios sejam eles
nacionais ou internacionais, no entanto hd um consenso entre estes orgaos de que a
validacdo ¢ necessaria. Todo sistema apresenta limitacdes, o importante ¢
determinar-las durante a validacdo e assegurar que o sistema funcione como
esperado (THOMPSON et al., 2002; LANCAS, 2004).

Alguns pardmetros usualmente fazem parte da maioria dos processos de
validagdo: exatidao, precisdo, fidelidade, linearidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, sensibilidade, especificidade, recuperacdo, robustez, estabilidade e

intervalo de aplicagdo (LANCAS, 2004).
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RESUMO

Um novo método rapido, eficiente e econdmico para a determinagdo de cinco
edulcorantes (acessulfame-k, aspartame, ciclamato, neotame e sacarina) pela técnica
de cromatografia liquida de ultra performance foi desenvolvido. O delineamento
composto central e a otimizagdo simultanea de respostas pela fungdo de
desejabilidade de Derringer e Suich foram utilizados para a otimizacdo do método,
sendo esse conduzido em matriz alimenticia adicionada de padrdes. Os
procedimentos multivariados foram eficientes para a obteng¢ao da condigdo 6tima de
separacdo. Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 e o método otimizado
empregou fase movel composta de acetonitrila e tampao fosfato de sé6dio 5 mM/
acido orto-fosforico (pH 3,0) com eluicdo por gradiente e vazao de 0,4 mL/min, com
temperatura da coluna de 56°C. Os cinco compostos responderam linearmente em
diferentes faixas de concentragao aplicadveis as concentragdes presentes nas
amostras, também a repetibilidade, a linearidade, os limites e a recuperagdo para as
diferentes matrizes foram avaliados. As taxas de recuperacdo para os edulcorantes
avaliados variaram entre 70 e 115% para as diferentes matrizes analisadas. O
método foi aplicado a refrigerantes, néctares e sucos, chas prontos para consumo,
pos para preparo de refresco, pudins e cappuccinos, achocolatados, geléias, molho
tipo “barbecue” e catchup. No entanto, algumas limitacdes foram encontradas para a
quantificacdo do neotame ¢ ainda para alimentos contendo cacau em sua formulacgao

quanto a identificacao do ciclamato de sodio.

Palavras chave: edulcorantes, UPLC, Derringer e Suich, validacao, diet e light
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ABSTRACT

A new, fast, efficient and economic method for the determination of five
sweeteners (acesulfame-K, saccharin, cyclamate, aspartame and neotame) by ultra
performance liquid chromatography (UPLC) has been developed. A central
composite design was used and simultaneous optimization of the answers was
carried using the Derringer's desirability function for the method optimization. The
optimization was conducted using an added standard food matrix. The multivariate
statistical techniques were efficient for the achievement of the best separation. A
C18 reversed phase column was used and the optimized method resulted in a binary
eluent consisting of acetonitrile and sodium phosphate 5SmM/ orto-phosphoric acid
buffer (pH 3.0) in gradient elution, 0.4 mL/min flow rate and 56°C column
temperature. The five compounds behaved linearly in different concentration ranges
applicable to the concentrations in the samples and the precision intra and inter-day,
as well as the limits varied for those sweeteners. The recoveries for the evaluated
sweeteners varied for the distinct sample matrices from 70 to 115%. The method
was applied to the sweeteners determination in soft drinks, fruit juice beverages,
ready to drink teas, powder juice, pudding and cappuccino, chocolate powder,
jellies, barbecue sauce and ketchup. However, limitations were found on the
quantification of neotame and on the products containing cocoa, in which it is not

possible to identify the sodium cyclamate.

Key words: sweeteners, UPLC, Derringer and Suich, validation, diet and light

INTRODUCAO

O uso de alimentos sem agucar e com baixas calorias triplicou nas duas
ultimas décadas do século XX (NABORS, 2001). Além da questao estética, pode-se
destacar alguns quadros clinicos, como o diabetes mellitus e a obesidade, que

exigem restricdo definitiva ou prolongada de agucares. Razao pela qual se torna

55



crescente a demanda pelos produtos diet e light, que vem aumentando seu espaco

no mercado e sua aceitagdo entre consumidores (TORLONI et al., 2007).

Para a autorizagdo do uso de edulcorantes ¢ necessaria sua avaliacdo
toxicologica, que resulta correntemente na determinagdao de niveis seguros ao
consumo, visto que algumas destas substancias podem ter efeito toxico em niveis
muito elevados, mesmo que nao haja ainda um consenso sobre tais efeitos. Portanto,
torna-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagao
das quantidades de edulcorantes em alimentos e bebidas.

Muitos edulcorantes sdo utilizados em combinagdo, o que torna um desafio
desenvolver um método experimental capaz de analisa-los simultaneamente.

Vérios métodos vém sendo empregados para a determinagdo de edulcorantes
artificiais. Dentre eles se destacam os métodos cromatograficos (NAKAIE et al.,
1999; CHEN et al., 1997; CHEN e WANG, 2001; ZHU et al., 2005; CASALS et al.,
1996; AQUINO et al., 2004; DEMIRALAY et al., 2006; DOSSI et al., 2006;
HUANG et al., 2006; WASIK et al., 2007; LOOS et al., 2009; YANG e CHEN;
2009; WALKER et al., 1997; HORIE et al.,, 2007) e espectrofotométricos
(FATIBELLO-FILHO et al., 1998; CANTARELLI et al., 2008; CANTARELLI et
al., 2009; NI et al. 2009). A maioria dos métodos propostos permite a determinagao
de até quatro edulcorantes simultaneamente. Dentre os que permitem a determinagao
de até oito ou nove compostos estdo os métodos de separacdo acoplados a detectores
mais sofisticados, como o detector de massas (WASIK et al.; 2007; YANG e
CHEN, 2009). Esses, entretanto, apresentam maior custo € exigem maior
especializacao dos analistas, restringindo sua aplicagdo em analises de rotina.

Técnicas mais avancadas de separagdo e determinagdo de diferentes
compostos vém sendo desenvolvidas com o intuito de tornar mais rapidas e
eficientes as analises. A cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), que
baseia-se nos mesmos principios da cromatografia liquida de alta eficiéncia, ¢ um

dos avangos mais recente em técnicas de separagao. A UPLC possibilita o uso de
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particulas menores e mais simétricas de fase estacionaria, e consequentemente de
colunas mais curtas e com menor didmetro, sem diminuir o ntimero de pratos
tedricos em relagdo a HPLC. O uso das particulas menores que 2um associado a
altas velocidades lineares de fase movel podem aumentar a resolucdo, a
detectabilidade e a velocidade das analises (MALDANER e JARDIM, 2009). A
melhora da detectabilidade permite ainda a utilizacdo de detectores de menor custo
de aquisicdo e de mais facil operacdo devido a diminui¢@o dos limites de deteccao e
quantificacdo para muitos analitos em relagdo a outras técnicas. Por ser um avango
recente, existem ainda poucos métodos desenvolvidos e validados e dentre esses
nenhum para a determinagdo simultinea de edulcorantes com detec¢dao por arranjo
de diodos. O que torna a UPLC potencialmente um objeto de pesquisa.

Os métodos de planejamento experimental multivariado vém ganhando
espaco como uma ferramenta eficiente para a otimizagdo de métodos
cromatograficos. Um sistema cromatografico pode ser influenciado por varios
fatores que resultardo em um sistema de alta resolu¢cdo ou ndo. Tais fatores podem
ter, ainda, efeitos de interagdo que afetam diretamente a separagdo dos analitos,
sendo, portanto, praticamente impossivel aperfeicoar-se um método considerando
cada variavel ou fator isoladamente. O planejamento experimental multivariado
possibilita diminuir o nimero de experimentos necessarios para o processo de
otimizacdo de um método, e neste sentido, pode ser considerada uma ferramenta
bastante util para a otimizacdo de um método cromatografico adequado para grupos
de analitos, principalmente quando se fala de misturas complexas como os
alimentos.

A funcdo de desejabilidade de Derringer e Suich (1980), por sua vez permite
analisar varias respostas simultaneamente, auxiliando na escolha de uma condig¢do
mais adequada a obten¢do dos valores desejados para as respostas analisadas (apud

BREITKREITZ, 2008; ZECEVIC et al., 2008 e LEWIS et al., 1999).
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O presente trabalho objetivou utilizar o planejamento composto central e a
func¢do de desejabilidade de Derringer e Suich para otimizar a separagdo de cinco
edulcorantes em alimentos e bebidas por cromatografia liquida de ultra performance

e detector por arranjo de diodos.

MATERIAIS E METODOS

REAGENTES E AMOSTRAS

Foram utilizados acetonitrila grau cromatografico (J. T. Baker), fosfato de
S6dio monobasico monoidratado (J. T. Baker e Merck), hidroxido de sédio (Carlos
Herba) e acido orto-fosforico (Merck) todos grau analitico. A dgua foi purificada
utilizando-se sistema Milli-Q (Millipore). Padrdes de acessulfame-k (Fluka),
aspartame e sacarina sddica hidratada (Sigma), ciclamato de sédio (Aldrich) foram
obtidos da Sigma-Aldrich e o padrao de neotame foi doado pela empresa Sweetmix.

A solugdo tampao de fosfato de s6dio 5 mM que constitui a fase movel foi
filtrada em membrana PVDF de 0,22 um de poro (Millipore), enquanto que a
acetonitrila foi filtrada em membrana universal GMP de poro 0,22 pum (Pall
Corporation).

Foram adquiridas amostras isentas de edulcorantes em supermercados na

cidade de Campinas.

PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO E AMOSTRAS

As solucdes padrao estoque foram pesadas em balanca analitica (Sartorios
BP221S) diretamente em baldes volumétricos, diluidas com agua ultra pura e
deixadas em ultrassom até a total dissolugao.

A partir das solugdes estoque foi preparado um mix de padrdes com a

seguinte concentracdao: 20,50 pg/mL de acessulfame-K, 1,55 pg/mL de sacarina
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sodica, 326,27 pg/mL de ciclamato de sodio, 3,24 pg/mL de aspartame e 10,41
png/mL de neotame, para o primeiro planejamento composto central.

Para o segundo planejamento, foi selecionado um cha pronto para consumo ja
contendo sacarina e ciclamato. Esse foi diluido dez vezes e foram adicionadas
aliquotas das solugdes estoque dos padrdes de acessulfame-K, aspartame e neotame.
A partir dessa preparagdo foi obtida uma amostra contendo um mix de padrdes nas
seguintes concentragdes: 20,5 pg/mL de acessulfame-K, 6 pg/mL de sacarina
sodica, 50 ug/mL de ciclamato de sdédio, 3,24 pg/mL de aspartame e 10,41 pg/mL
de neotame.

As solugdes utilizadas para os dois planejamentos foram entdo filtradas em
membrana PVDF de 0,22 um de poro (Millipore).

Para a validagdo, as solugdes que compdem os pontos da curva de calibragao,
bem como as utilizadas para medir os outros parametros foram preparadas na matriz
para que fossem considerados interferentes decorrentes dessa. Devido ao fato de
terem sido analisados diversos tipos de amostra, foi escolhida a matriz geléia, a mais
complexa dentre as analisadas, para a constru¢ao da curva de calibracao. Os padrdes
foram adicionados a matriz isenta de edulcorantes. As solugdes utilizadas nesta
etapa foram filtradas em membrana PVDF de 0,22pm de poro (Millipore) e também
em membrana VS de Ester de celulose (VSWP) de 0,025um de poro (Millipore),
assim como as amostras utilizadas para a recuperacao.

Para a recuperacao, as amostras isentas de edulcorantes foram adicionadas de
padrdes nas concentragdes descritas na Tabela 14 e preparadas da seguinte maneira:
v" Os chas, refrigerantes, néctares e sucos foram diluidos dez vezes com auxilio de

pipeta automadtica e filtrados em seguida. Os refrigerantes foram colocados em
banho de ultrassom por aproximadamente 5 minutos, para remoc¢ao total do gas
antes da etapa de diluicao. Os néctares e sucos foram centrifugados por 5 minutos

a 2415 g antes da etapa de filtragao.
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v Os pos foram pesados em baldes volumétricos, o volume foi completado com
agua ultra pura, foram entdo colocados em banho de ultrassom por 15 minutos e
finalmente filtrados. Os achocolatados, cappuccinos e pudins foram centrifugados
por 5 minutos a 2415 g antes da etapa de filtracdo. Os refrescos, achocolatados e
pudins foram pesados de maneira a se obter uma diluicio de dez vezes
(massa/volume) a partir do modo de preparo indicado pelo fabricante e os
cappuccinos foram diluidos cingiienta vezes a partir do modo de preparo.

v Os molhos e a geléia foram pesados em baldo volumétrico, o volume foi
completado com agua ultra pura, foram entdo centrifugados por 5 minutos a 2415
g ¢ finalmente filtrados. A diluigdo foi equivalente a cinquenta vezes

(massa/volume).

INSTRUMENTACAO

A separacao dos edulcorantes foi realizada utilizando-se o sistema de
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) Acquity Waters, modelo UPA,
série JOSUPA 905M, equipado com bomba binaria modelo UPB, série: KOSUPB
444M. Para a separacdo foi utilizada uma coluna Hypersil Gold (Thermo) de fase
reversa CI18 com 50 x 2,1 mm e 1,9 um de tamanho de particula. A vazdo, a
temperatura, a composicdo da fase movel ¢ o pH da solugdo tampdo foram

otimizados.

DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO METODO

A partir de metodologias descritas na literatura para determinagdo de
edulcorantes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (LAWRENCE e
CHARBONNEAU, 1988; DOSSI et al., 2006; WASIK et al.,, 2007; YANG E
CHEN, 2009) e testes preliminares foram determinadas as condigdes para a
realizagio de um planejamento composto central 2* com pontos centrais e axiais.

Foram estudados os efeitos dos pardmetros: pH da fase modvel, temperatura da
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coluna, vazao de fase movel e porcentagem do aditivo acetonitrila na fase movel na

etapa inicial de separagdo (primeiros trés minutos), nos niveis indicados na Tabela 1.

TABELA 1: niveis experimentais para o planejamento

composto central 2*.

Niveis codificados e decodificados

Variaveis

-2 -1 0 1 2
pH 3 4 5 6 7
Vazao (mL/min) 0,3 04 0,5 0,6 0,7
Acetonitrila (%) 0 1 2 3 4
Temperatura (°C) 25 30 35 40 45

Todos os experimentos foram realizados em ordem aleatoria para a estimativa
do erro experimental, sendo realizadas seis replicatas verdadeiras no ponto central.
As solucdes padrao utilizadas na realizagdo do experimento foram preparadas em
agua.

A separagdo cromatografica dos cinco compostos se deu por meio de uma
eluicdo por gradiente que se iniciava com a porcentagem de acetonitrila indicada na
tabela 1 e era mantida por 3 minutos, alterando-se bruscamente para 14% de
acetonitrila, mantida por dois minutos, ¢ finalmente alterando-se para 30% de
acetonitrila, prosseguindo a corrida por mais 2 minutos. Ao final a condi¢do inicial
era restabelecida e mantida por 0,5 minutos, para que houvesse o equilibrio para a
proxima corrida. Antes de cada experimento a coluna foi condicionada por 15
minutos ¢ em cada condi¢ao foram feitas trés injegdes.

O volume de injecao foi de 2 uL (looping de 10 pL) e o modo de
preenchimento do looping foi “parcial loop needle overfill”. A limpeza da agulha foi
feita com 200 puL de solvente forte (acetonitrila) seguido de 600 puL de solvente

fraco (agua).
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A solucdo tampao utilizada foi preparada na concentracao de 5 mM de fosfato
de sddio monobasico (NaH,PO,) e seu pH foi ajustado em pHmetro (Bel Egineering
W38) utilizando-se solucdes de hidroxido de sodio e acido orto-fosforico 10% (v:v)
para o pH desejado.

O sistema foi acoplado ao detector de arranjo de diodos Acquity (Waters)
modelo UPD e série: GOSUPD 124M, com capacidade para leitura em
comprimentos de onda de 190 a 500 nm, resolucdo de 1,2 nm e faixa de amostragem
de 20 pontos por segundo. Os comprimentos de onda monitorados foram 192 nm
(para o ciclamato de sédio, o aspartame e o neotame), 201 nm (para a sacarina
sodica) e 227 nm (para o acessulfame-K). Constante de tempo de filtro: normal,
tempo de exposi¢do: automatico. A aquisicdo de dados foi conduzida pelo software

Empower pro (Waters).

Deslocamento

A partir dos efeitos observados no primeiro planejamento fatorial foi
. . . 2 A . .

realizado um segundo planejamento experimental 2 com trés replicatas verdadeiras
no ponto central, resultando em 11 experimentos executados em ordem aleatoria. A
coluna foi condicionada entre cada experimento como no primeiro planejamento.
Em cada condi¢do foram feitas duas inje¢des de amostra de cha pronto para
consumo adicionado de padrdo, dessa forma foi possivel observar os efeitos da
matriz. Foram estudados, como indicado na Tabela 2, os parametros: pH da fase

movel e temperatura da coluna.

62



TABELA 2: niveis experimentais para o planejamento

composto central 2°.

Niveis codificados e decodificados
-1,41 -1 0 1 1,41
pH 3 3,7 5,5 7,3 8
Temperatura (°C) 30 344 45 55,6 60

Variaveis

A separacao foi realizada com fase moével binaria, sob vazao de 0,4 mL/min,
constituida de tampao fosfato de sédio monobasico 5 mM/acido orto-fosférico ou
hidroxido de sédio e solvente (A) e acetonitrila (B). O gradiente foi conduzido da
seguinte forma: 100% de A por Sminutos, 14% de B por 2 minutos, 25% de B por 3
minutos. A condi¢do inicial foi entdo restabelecida e o recondicionamento da coluna
foi feito por 1 minuto entre cada corrida. Antes de cada experimento a coluna foi
condicionada por 15 minutos. O modo de injecdo, preparo da fase movel e
parametros de deteccdo seguiram-se da mesma forma que para o primeiro

planejamento realizado.

Tratamento de dados para a otimizaciao simultinea das respostas

A partir dos resultados obtidos foi calculada a média aritmética. As
integracdes dos picos dos padrdes foram efetuadas apenas para o comprimento de
onda 201 nm para o primeiro planejamento, comprimento em que 0s cinco picos
podem ser visualizados. J4 para o segundo planejamento os picos foram integrados
nos trés comprimentos de onda (192 nm, 201 nm e 227 nm), pois para cada
composto havia um o6timo de absorcdo e diferentes interferentes. Utilizando-se os
resultados obtidos nos planejamento experimentais e empregando-se o programa
estatistico Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA), foi realizado o processo de

otimizacao.
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Para o primeiro planejamento foram analisadas sete respostas: resolugdo entre
os pares de compostos que coeluiam em pelo menos uma das condi¢des estudadas
(acessulfame e sacarina, sacarina e ciclamato) e a largura das bases dos picos dos
cinco analitos (acessulfame, sacarina, ciclamato, aspartame, neotame).

A resolucdo foi calculada da seguinte maneira:

RY — 2(t2 _tl)
: w, +w,

Onde, Rs representa o valor da resolugdo, ¢; e ¢, representam o tempo de
retencdo de cada composto do par analisado e wi e w2 representam a largura da base
de cada composto (COLLINS, 2006).

Os modelos foram avaliados por meio da Analise de Varidncia (ANOVA) ao
nivel de confianga de 95% e as condigdes Otimas para separagdo dos cinco picos € a
obtencdo da minima largura das bases dos picos foram otimizadas por meio da
funcdo de desejabilidade de Derringer-Suich (BREITKREITZ et al., 2009; BALLUS
et al., 2010).

A funcdo de desejabilidade foi definida para minimizar a base dos picos dos
cinco analitos ¢ maximizar as resolugdes entre os dois pares de picos. Para a

minimizagdo das bases dos picos foi utilizada a seguinte formula:

di=1 se b;<b (0)
o bl. _ bimax

i bdes _ bimax N imax < bi < bdes. (1)
di =0 se bi > bi max (2)

Onde: d; = desejabilidade i entre 0 e 1
b; = valor previsto pelo modelo estatistico para as 1 base do pico
b 4. = valores desejados para a base do pico

b; ™™ = valor maximo para a base do pico
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Para a maximizac¢do das resolucdes foi utilizada a seguinte formula:

di =0 se Ri < Ri min (3)
d Rl- _Rimin .
i = 0 o, min R ™ < R; < Ry 4
Rdes _Ri ¥ e ( )
di =] se Ri > Rde& (5)

Onde: d; = desejabilidade i entre O e 1
R; = valor previsto pelo modelo estatistico para as 1 resolugdes
R, = valores desejados para a resolucao

R;™" = valor minimo para a resolugio

Determinou-se a minimizagdo da largura da base dos picos. Os valores
desejados para as bases dos picos (b,.) foram analisados individualmente e fixados
como o menor valor possivel obtido, podendo esse ser determinado fora da regido
experimental explicada no modelo estatistico usado.

Determinou-se a maximizagao das resolugdes entre os dois pares de picos. O
valor desejado para a resolugdo (R,;) foi analisado individualmente e fixado como o
maior valor possivel obtido para as resolucdes dos dois pares de picos, podendo
essas serem determinadas fora da regido experimental observada no modelo
estatistico usado.

Mesmo conhecendo-se o fato de que o modelo funcionaria bem apenas para a
regido experimental, ndo podendo prever adequadamente condi¢cdes fora desta
regido, foi assumido o risco para constatar se haveria um melhor resultado, que seria
analisado na pratica.

Para o segundo planejamento foram analisadas treze respostas, baseadas na
resolucdo entre os pares de compostos que coeluiam em pelo menos uma das
condigdes experimentais: resolucdo entre sacarina e ciclamato medida no

comprimento de onda de 192 nm e de 201 nm, resolu¢do entre interferente 1 (I1) e
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sacarina, entre interferente 2 (I2) e sacarina, entre interferente 3 (I3) e sacarina, entre
interferente 4 (I4) e sacarina, entre sacarina e interferente 4 (I4), entre interferente 5
(I5) e sacarina, entre sacarina ¢ interferente 5 (I5), entre acessulfame-K e
interferente 4, entre acessulfame-K e interferente 5, entre acessulfame e interferente
1 e entre interferente 1 e acessulfame. Seu objetivo foi obter a separacdo completa
entre os edulcorantes e seus interferentes.

A resolugdo foi calculada como descrito anteriormente.

Os modelos foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANOVA) ao
nivel de confianca de 95% e as condicdes Otimas para separacdo dos cinco picos
foram determinadas pela utilizacdo da fun¢do de desejabilidade Derringer-Suich.

A fung¢do de desejabilidade foi definida para maximizar a resolugdo entre os

picos dos analitos e seus interferentes.

VALIDACAO

Os parametros utilizados para a validacdo foram: linearidade, limites de
detecgdo e quantificagdo, repetibilidade, reprodutibilidade e recuperacao.

A curva de calibragdo foi construida na matriz geléia, estabelecendo-se a
correlacdo entre as areas dos analitos e suas concentracdes. Para o acessulfame-K
foram preparados doze niveis de concentracao de 0,06 a 5,48 pg/mL, para a sacarina
foram preparados nove niveis de concentracdo de 0,11 a 5,83 pg/mL, para o
ciclamato foram preparados nove niveis de concentragdo de 1,95 a 32,16 pg/mL,
para o aspartame foram preparados também nove niveis de concentragdo de 0,05 a
9,92 ng/mL e para o neotame foram preparados sete niveis de concentragdo de 0,3 a
2,12 pg/mL. A andlise foi feita em triplicata verdadeira, isto €, triplicata de
preparagao de cada solugdo e ndao apenas de injecao.

Simultaneamente foram determinados os limites de detec¢do e quantificacao

dos cinco edulcorantes. O limite de detec¢ao foi determinado como 3 vezes a
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amplitude do ruido e o limite de quantificagdo foi determinado como 2 vezes a
amplitude no limite de deteccao.

A Repetibilidade foi medida no mesmo dia e entre dias. As amostras foram
analisadas por dez vezes consecutivas com a adi¢do de padrio em um nivel de
concentragdo (1,79 pg/mL de acessulfame-K, 2,02 pg/mL de sacarina, 10,07 pg/mL
de ciclamato, 4,30 pg/mL de aspartame e 1,20 pg/mL de neotame). Uma semana
depois foram repetidas trés injeg¢des e trés dias depois foram repetidas novamente
trés injecoes.

A recuperagdo foi feita com a adicdo de dois niveis de concentracdo de
solugdo padrdo as diferentes amostras analisadas no inicio de seu preparo. As

concentragdes para cada nivel de cada edulcorante encontram-se no Tabela 14.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Primeiro Planejamento

A Tabela 3 contém os resultados para as sete respostas analisadas em cada
um dos experimentos realizados, bem como os valores experimentais codificados do

delineamento composto central.
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TABELA 3: Resultados obtidos no planejamento 1.

Variaveis e Niveis® Resolugdo (Rs) Largura da base dos picos
pH Vazio ACN T Ace-Sac  Cic-Sac Ace Sac Cic Asp Neo
-1 -1 -1 -1 6,68 0,22 11,20 11,15 47,12 7,00 9,25
+1 -1 -1 -1 6,56 0,24 1120 11,53 4530 823 1028
-1 +1 -1 -1 6,19 0,29 8,50 7,47 34,83 5,07 6,18
+1 +1 -1 -1 6,56 0,34 7,32 7,63 32,37 5,63 7,72
-1 -1 +1 -1 3,60 0,38 11,75 10,20 37,63 8,52 10,82
+1 -1 +1 -1 3,54 0,43 11,83 1048 3275 785 10,82
-1 +1 +1 -1 327 0,45 8,08 7,77 25,38 4,60 6,70
+1 +1 +1 -1 3,48 0,45 6,95 7,77 27,00 4,88 7,20
-1 -1 -1 +1 4,98 0,69 10,78 13,75 45,70 6,75 9,70
+1 -1 -1 +1 438 0,65 13,30 15,02 47,27 7,62 10,13
-1 +1 -1 +1 4,44 0,77 7,88 9,82 30,68 4,63 7,27
+1 +1 -1 +1 4,36 0,79 7,58 10,58 2933 4,70 6,93
-1 -1 +1 +1 2,95 0,84 10,63 11,03 31,50 6,48 10,23
+1 -1 +1 +1 2,60 0,82 1227 11,80 3222 6,45 10,48
-1 +1 +1 +1 2,44 0,79 7,70 9,42 22,12 4,77 7,33
+1 +1 +1 +1 2,47 0,81 7,50 9,28 22,43 4,83 7,30
0 0 0 0 3,46 0,58 10,10 11,85 29,88 6,10 8,32
0 0 0 0 3,52 0,55 10,13 11,53 33,03 6,33 8,55
0 0 0 0 3,64 0,54 9,53 11,55 33,48 6,47 8,35
0 0 0 0 3,54 0,54 9,97 11,77 33,45 6,32 9,12
0 0 0 0 3,76 0,49 9,45 11,08 36,53 5,93 8,10
0 0 0 0 3,64 0,59 9,93 10,95 30,25 6,38 8,28
-2 0 0 0 3,89 0,51 10,15 11,58 34,62 5,62 7,97
2 0 0 0 3,83 0,69 9,03 12,00 31,02 6,58 8,75
0 -2 0 0 4,03 0,52 14,65 17,07 50,22 9,18 12,52
0 2 0 0 3,39 0,57 6,75 9,07 23,82 4,37 6,63
0 0 -2 0 7,38 0,33 11,05 11,08 48,60 5,95 7,82
0 0 2 0 2,24 0,68 10,17 8,70 23,47 5,78 7,92
0 0 0 -2 6,23 0,10 8,95 5,25 32,97 6,90 9,65
0 0 0 2 3,07 0,92 10,18 9,60 32,12 5,12 8,25

a: Niveis experimentais codificados.

ACN: acetonitrila, T: temperatura, Ace: acessulfame, Sac: sacarina, Cic: ciclamato, Asp: aspartame, Neo: neotame
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Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da analise de variancia
(ANOVA) bem como a significancia da regressao e do ajuste dos modelos utilizados
empregando as resolucdes e as bases dos picos como resposta. Foram apresentados

os modelos com melhor ajuste dentre os modelos estudados (quadratico, linear e
2FI).

TABELA 4: Coeficientes dos modelos e seus erros padrdo para as respostas

analisadas no planejamento 1.

Regressao Falta de ajuste
Respostas Modelo F F
MQr/MQ, ¥14,1595% MQ:/MQ,, 10,5,95%
" 2,48 4,74

Res Ace-Sac Quadratico 423,99 0,76

Res Sac-Cic Linear 137,34 1,78

Larg base Cic Linear 71,03 0,98

Larg base Sac Quadratico 69,2 1,30

Larg base Ace 2FI 30,98 4,79*

Larg base Asp Linear 59,3 5,13*

Larg base Neo Quadratico 28,25 1,39

MQg: média dos quadrados da regressdo; MQ,: média dos quadrados do residuo;
MQy,: média dos quadrados da falta de ajuste; MQ.,: média dos quadrados do erro
puro; Res: resolucdo, Larg base: largura da base dos picos, Ace: acessulfame,
Sac: sacarina, Cic: ciclamato, Asp: aspartame, Neo: neotame. (a) Valores para os

quais houve falta de ajuste. 2FI: modelo composto que agrega apenas alguns

coeficientes do modelo quadratico.

Das sete respostas analisadas, duas apresentaram falta de ajuste do modelo
com 95% de confianga, as larguras das bases do acessulfame e do aspartame.
Quando os modelos utilizados para a otimizac¢ao dos algoritmos apresentam falta de

ajuste, a funcdo de desejabilidade de Derringer e Suich pode ndo estimar

69



corretamente a condi¢ao 6tima. Todavia, ainda assim pode-se dizer que a falta de
ajuste foi pequena, pois os valores de F foram bem proximos aos criticos e
observando-se os graficos de residuos x valores preditos, constata-se que estes sao
aleatorios, como observado nas Figuras 1 e 2. Além disso, as regressdes foram
significativas ja que seus valores de F calculados (média dos quadrados da
regressao/ média dos quadrados do residuo) sdo pelo menos 10 vezes maior que os
valores criticos (Fy4,15, 950,). Por isso, todos os sete modelos foram utilizados para a

predicao da melhor condicao pelo programa estatistico.
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FIGURA 2: Gréfico de residuos para a
resposta  “largura da base do
aspartame”.

FIGURA 1: Grafico de residuos para a
resposta “largura da base do acessulfame”.

A Tabela 5 contém os coeficientes dos modelos e seus erros padrdo para as
respostas analisadas. Analisando os efeitos das varidveis, observa-se que para o pH
aqueles mais significativos foram a resolugdo entre a sacarina e o ciclamato e o
aumentos da largura das bases da sacarina, do aspartame e do neotame. O pH nao
exerce influéncia significativa na separacdo do acessulfame e da sacarina e na largura

da base do ciclamato.

70



A vazdo exerce maior influéncia na diminuicdo da largura de base do
ciclamato, que dos demais compostos, provavelmente devido ao menor tempo de
interacdo daquele com a fase estacionaria quando se aplica uma vazdao maior,
diminuindo significativamente sua dispersdo e causando diminui¢do de sua cauda
posterior. A vazao influencia ainda negativamente na resolug¢do entre acessulfame e
sacarina, possivelmente devido também ao baixo tempo de interacdo em vazodes
maiores.

Por outro lado o efeito da interacao entre o aumento da vazao ¢ o aumento do
pH resultou na melhora da separacdo entre acessulfame e sacarina. No entanto essa
interacdo nao foi significativa na diminuicao da largura da base do ciclamato.

A concentragdo de aditivo (acetonitrila) na fase movel influencia na
diminuicao da largura da base do ciclamato quase tanto quanto a vazao. Quando se
aumenta a concentracdo de acetonitrila, conseqiientemente a forga cromatografica da
fase movel aumenta, causando a menor interagdo dos analitos com a fase estacionaria,
os quais sdo arrastados pela fase movel. Tal caracteristica pode ter provavelmente
causado a diminui¢do da largura da base do ciclamato, bem como da sacarina e ainda
a diminui¢do da resolucao entre acessulfame e sacarina. A melhora da resolucao entre
sacarina e ciclamato pode ter sido provocada pela melhor defini¢do de seus picos
dada a diminuicao da suas bases.

A temperatura da coluna foi mais significativa para a resolugdo entre
acessulfame e sacarina, causando um efeito negativo, isto ¢, a diminuicdo da
resolucdo. Para a resolugdo entre a sacarina e o ciclamato o efeito observado foi a
melhora da resolucdo. Houve ainda influencia negativamente para a largura da base
do aspartame, ja a largura da base da sacarina sofreu um aumento. O aumento da
temperatura ocasiona a diminui¢do da densidade da fase movel tornando-a mais fluida
e diminuindo a pressdo do sistema o que facilita o fluxo dos analitos na extensdo da

coluna.
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TABELA 5: Coeficientes dos modelos e seus erros padrao para as respostas analisadas no planejamento 1.

Respostas Coeficientes (erro padrio) @
A B C D 2 2 2 2
Intercepto (pH) (vazio) (ACN) (1) A B C D AB AC AD BC BD CD
Res Ace-Sac 3,59 -0,03  -0,14®  -125®  _073®  0,07® 003 031® 0,27® 0,10® 0,02  -0,09® 0,001 -0,02 0,28
(0,04) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02) (0,02)
Res Sac-Cic 0,55 0’02(b) 0,02('3) 0,07('3) 0,21('3) sk o o ek o o o sk sk o
0,01) (0,01) (0,01) 0,01) 0,01)
Larg base Cic 33,90 0,56 6,17 -5,49®) 0,95 #3k o #k Hk Hk #k *% *% *% *%
(0,44) (0,49) (0,49) (0,49) (0,49)
Larg base Sac 11,46 0,18®  -1,72®  058®  1,06® 004 036 -043* -1,05® -0,12 -0,10 0,12 0,42® 0,02 -0,38®
(0,16) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10)
Larg base Ace 9,82 0,03 -1,97® 0,12 0,14 ok ok ok ok 0440 004 037" 007 -007 -0,12
(0,10) (0,12) (0,12) (0,12) (0,12) (0,14) (0,14) (0,14) (0,14) (0,14) (0,14)
Larg base Asp 6,17 O,IS(b) -1 ,23(b) 0,07 -0,38(b) *k *k *x *k *x *k Hk sk sk Hk
(0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08)
Larg base Neo 8,45 0,21®  -1,54® 0,15 -0,10  -0,03 027® -0,15 0,12 -0,003  -0,12 -0,17 -0,16 0,10 -0,05
(0,16) (0,08) (0,08) (0,08) (0,08) (0,07) (0,08) (0,08) (0,08) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10)

Res: resolugdo, Larg base: largura da base do pico, Ace: acessulfame, Sac: sacarina, Cic: ciclamato, Asp: aspartame, Neo: neotame; ACN: acetonitrila, T: temperatura.

(a) A 95% de confianga. (b) Influencia significativa da variavel. (¥**) Coeficientes que ndo expressam o modelo que melhor explica a condic@o.
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ApoOs a aplicagdo da funcdo de Derringer e Suich, os algoritmos previram
quatro condic¢des analiticas que atenderam as desejabilidades. A Tabela 6 mostra os
critérios estabelecidos para a obtengao das condigdes otimizadas e a condi¢ao 6tima
prevista pelos modelos.

As quatro condi¢cdes foram testadas experimentalmente e foi escolhida a
quarta condigdo, pois esta apresentava respostas mais proximas as desejaveis para a
metodologia, como pode ser visto na Tabela 6. A vazdo da fase movel foi
arredondada para 0,6 mL/min, pois a bomba ndo apresentaria tanta precisdo para a
varia¢ao de 0,01 mL/min e a alteragdo ndo prejudicou o perfil cromatografico.

Nao foi utilizada a desejabilidade das resolu¢des obtidas para cada uma das
solucdes dadas pelo programa, pois foram sugeridas poucas solucdes e optou-se por
testa-las e observar na pratica seu comportamento. Caso muitas solugdes fossem
dadas, a escolha teria sido realizada com base na facilidade de execucdao do método
e/ou preservacao da coluna, optando-se por um método que oferecesse menos risco a

coluna e ao sistema a longo prazo.
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TABELA 6: Condig¢des de desejabilidade e respostas observadas experimentalmente.

o Critérios e desejabilidade para as varidveis e Condigégs previstas Respostas observadas
Variaveis e respostas (decodificadas)
respostas Meta | bimite | Limite o ancia | 1 2 | 3 4 | 2 3 4
minimo | maximo
pH Entre -2 2 3 6,77 | 6,8 | 6,9 7,0
Vazao (mL/min) Entre -2 1 3 0,591 | 0,6 0,6 | 0,596
Acetonitrila (%) Entre -2 4 3 6,92 4 4 6
Temperatura (°C) Entre -2 2 3 30 45 40 40
Res Ace-Sac Maximizar 3 5 2 1,59 2,14 2,49 1,81
Res Sac-Cic Maximizar 1 5 3 0,77 1,16 1,17 1,17
Larg base Cic Minimizar 5 15 3 5,60 5,45 6,00 4,85
Larg base Sac Minimizar 5 10 1 5,95 7,90 6,95 5,65
Larg base Ace Minimizar 6 10 1 11,90 | 15,25 | 14,35 | 10,40
Larg base Asp Minimizar 4 7 1 * 4,15 4,45 6,20
Larg base Neo Minimizar 6 10 1 8,5 10,2 7,65 6,95

Res: resolucdo, Larg base: largura da base do pico

* O pico desapareceu do cromatograma.
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A condic¢do selecionada consistiu em uma elui¢do por gradiente, tendo como
fase movel a mistura de acetonitrila e solucdo tampao fosfato de sodio
monobasico/hidroxido de soédio (pH 7,0) com inicio em 6% de acetonitrila,
temperatura de coluna 40°C e vazdo de 0,6 mL/min, utilizando-se coluna Hypersil
Gold Thermo (50 x 2,1 mm x 1,9 um). O cromatograma obtido a partir de sua

aplicagdo a solucdes padrao pode ser observado na Figura 3.
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(ACE) acessulfame, (SAC) sacarina, (CIC) ciclamato, (ASP) aspartame, (NEO) neotame
FIGURA 3: Cromatograma originado da aplicagdo do método selecionado para

separacao de padrdes.

No entanto, quando esta condi¢@o foi aplicada a amostras constatou-se que a
matriz continha varios interferentes que coeluiam com os analitos de interesse, como
pode ser observado na Figura 4. A constatacdo da presenca de dois compostos
representados em um mesmo pico, isto €, a coeluicao desses, foi feita observando-se
o espectro em diferentes pontos do pico.

Optou-se, entdo, por realizar um novo planejamento diretamente em amostra

utilizando-se um numero menor de variaveis.
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(ACE) acessulfame, (14) interferente 4, (I5) interferente 5; (SAC) sacarina, (CIC) ciclamato,
(ASP) aspartame, (NEO) neotame.

FIGURA 4: Cromatogramas de refrigerante tipo cola obtido em comprimento de onda de
227nm (A), ché preto pronto para consumo obtido em comprimento de onda de 201nm (B) e

néctar de péssego obtido em comprimento de onda de 192nm (C).
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Para o segundo planejamento optou-se por manter fixas as variaveis
porcentagem inicial de acetonitrila e vazao nos niveis 0% e 0,4 mL/min,
respectivamente, determinados por meio de teste em amostras. Foi feita ainda a
opg¢ao de iniciar a separagdo com a menor porcentagem estudada para acetonitrila,
pois apesar de niveis maiores, como os utilizados no ponto central ¢ maximo,
reduzirem a dispersao dos analitos, a elevada forca cromatografica da fase movel em
niveis maiores reduziria o tempo de interacdo dos mesmos com a fase estaciondria,
dificultando a separagao.

Também as vazdes maiores diminuiam o tempo de interagdo dos analitos com

a coluna o que reduzia a separacao.

Segundo planejamento

A Tabela 9 contém os resultados para as treze respostas analisadas para cada
um dos experimentos realizados, bem como as condi¢des experimentais codificadas

do delineamento composto central.
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TABELA 9: Respostas do planejamento composto central.

Variaveis e

Niveis® Resolugdo (Rs)
pH T Sac-Cic  Sac-Cic ) o 1gac 13-Sac 4-Sac  Sac-i4  I5-Sac Sac-I5 Ace-l4  Aces  Ace-ll  Il-ace
192nm 201nm
-1 -1 1,91 1,74 8,18 4,44 4,14 -16,73 16,73 -17,04 17,04 34,59 34,64 1,22 -1,22
1 -1 1,97 1,95 10,84 3,50 1,80 5,56 -5,56 4,55 -4,55 0,00 1,46 -1,15 1,15
-1 1 3,44 2,98 3,33 1,61 1,15 -10,86 10,86  -13,03 13,03 22,38 25,80 0,98 -0,98
1 1 5,02 4,06 6,52 1,61 0,68 3,38 -3,38 1,95 -1,95 0,55 2,06 -2,10 2,10
-1,41 0 2,88 2,81 0,98 3,56 2,79 -14,03 14,03 -1541 1541 26,03 20,68 5,84 -5,84
1,41 0 3,18 2,86 7,41 1,83 1,04 4,25 -4,25 2,84 -2,84 0,28 2,12 -4,50 4,50
0 -1,41 0,85 0,81 10,66 3,83 1,50 1,68 -1,68 -0,04 0,04 4,49 15,38 -1,00 1,00
0 1,41 2,74 5,97 15,43 2,38 -0,52 -0,52 0,52 -8,52 8,52 4,22 9,17 0,01 -0,01
0 0 2,81 2,75 8,24 2,27 0,00 0,27 -0,27  -13,49 13,49 4,46 13,86 -1,35 1,35
0 0 2,93 2,76 8,11 2,27 0,00 0,27 -0,27  -11,03 11,03 4,94 12,43 -1,53 1,53
0 0 2,69 2,93 9,38 2,13 0,00 0,37 -0,37  -14,21 14,21 5,26 17,66 -1,70 1,70

(a) Niveis experimentais codificados; Sac = sacarina, Cic = ciclamato, I1 = interferente 1; [2= interferente 2, I3 = interferente 3, 14 =

interferente 4, I5 = interferente 5 e Ace = acessulfame; T= temperatura
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Pode-se observar na Tabela 10 os coeficientes para os modelos, bem como seus
erros padrdo, e ainda um resumo dos resultados para a ANOVA, a significancia da
regressdao e o ajuste dos modelos utilizados empregando as resolugdes de pares de
picos como resposta.

Observa-se nessa tabela que houve falta de ajuste para o modelo de diversas
respostas. Houve ajuste do modelo apenas para as resolugdes entre sacarina e
interferente 5, entre interferente 5 e sacarina e entre acessulfame-K e interferente 5.
Para realizar predicoes das condi¢des dtimas foram primeiro analisados os modelos
para cada resposta fornecida, aquelas com menor falta de ajuste ou sem falta de
ajuste foram consideradas na analise. As respostas utilizadas foram as resolugdes
entre sacarina e ciclamato obtidas em cromatogramas em comprimento de onda de
192nm e 201nm, resolucdes entre interferente 1 e sacarina, interferente 3 e sacarina,
interferente 5 e sacarina, sacarina ¢ interferente 5 e acessulfame e interferente 5. As
resolucdes entre acessulfame ¢ interferente 1 e interferente 1 e acessulfame foram
também consideradas, pois estas respostas nao alteravam a predicdo quando
adicionadas ao calculo.

Tendo em vista os resultados experimentais para realizar a predi¢do foi permitido
o0 uso das variaveis temperatura e pH apenas nos niveis em que nao fosse observada
coelui¢do entre os pares de picos com falta de ajuste excessiva (interferente 2 e
Sacarina, interferente 4 e sacarina, sacarina e interferente 4, acessulfame e
interferente 4). Definiu-se entdo que, para a temperatura, os niveis utilizados seriam
entre o ponto central e +1 e, para o pH, os niveis seriam entre o ponto central € o
axial negativo (-1,41).

Os algoritmos previram duas condi¢cdes analiticas que atenderam as
desejabilidades. A Tabela 11 contém os critérios estabelecidos para a obtencao das
condigdes otimizadas ¢ a condi¢cdo Otima prevista pelos modelos, bem como as
respostas previstas. As duas condi¢des foram avaliadas experimentalmente e suas

respostas encontram-se na mesma tabela.
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TABELA 10: Coeficientes dos modelos e seus erros padrao para as respostas analisadas.

Coeficientes + erro padrio® Regressio Falta de ajuste
Resolucao Modelo B F Fy,
Intercepto A-pH Temperatura AA B.B AB MQr/MQ, <o MQ/MQ,, e
Sac-Cic 192nm Linear 2,8+02 0,3+0,2 0,9 +0,2@ o o o 7.8 5,05 41,1© 19,16
Sac-Cic 201nm Linear 2,9£0,2 02+0,2 1,3+0.29 ok o o 19,0 45,70
I1-Sac Quadratico 8,6 £ 1,6 1,9+ 1,0 03+1,0 2,5+1,.2 1,9+1.2 0,1+1,4 2,9® 25,19
I2-Sac Linear 2,7+0.2 0,4+0.2 0,85+ 0,29 ok o o 11,73 198,3¢©
I3-Sac Quadratico  0,0+0,3  -0,7+0,29 0,9+ 029 1,1+0.29 0,4+0,2 0,5+0,3 13,8 (e)
I4-Sac Quadratico 03 +1,5 7,8+ 0,99 0,1+0,9 B32+1,19  05+1,1  2,0+13 17,2 35841
Sac-I4 Quadrdtico -03+1,5 -7,8+099 -0,1+0,9 32+1,19 0,5+1,1 2,0+13 17,2 3584,1©
I15-Sac Quadrdtico -12,9+1,7 7,8+ 1,09 -1,3£1,0 32£12 42129 1,7x15 14,7 4,5
Sac-I5 Quadratico 129+1,7  -7.8+1,09 1,3+1,0 32412  42+129  17+15 14,7 4,5
Ace-14 Linear 9,8+2,0  -11,6+239 -1,5+£23 ok ok ok 12,70 1109,0©
Ace-I5 Linear 141+1,5 -104+1,79 2,1+1,7 ok o5 H 18,9 4,0
Ace-11 Linear -0,5+0,5 -2,5+0,59 0,03 +0,5 ok ok ok 11,4 100,6©
I1-Ace Linear 0,5+0,5 2,5+0,59 0,03 0,5 o o o 11,4 100,6

MQg: média dos quadrados da regressdo, MQ,: média dos quadrados do residuo, MQy,: média dos quadrados da falta de ajuste, MQ,,: média dos quadrados do erro puro; Sac:

sacarina, Cic: ciclamato, I1: interferente, 12: interferente 2, I3: interferente 3, 14: interferente 4, I5: interferente 5 e Ace: acessulfame. (a) A 95% de confianca. (b) modelos com

regrecdo ndo significativa. (c) modelos com falta de ajuste. (d) Influencia significativa da variavel. (e) Falta de ajuste ndo calculada devido a auséncia de erro no ponto central

(houve coeluigdo total nos trés experimentos). (**) Coeficientes que ndo expressam o modelo que melhor explica a condigdo.
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TABELA 11: Condigdes de desejabilidade, respostas previstas pelos modelos e respostas observadas experimentalmente.

Condigoes

Critérios e desejabilidade para as variaveis e cevistas Respostas Respostas
Variaveis e respostas prey Previstas observadas
(decodificada)
respostas Limit Limit
Meta ymite it Importancia 1 2 1 2 1 2
minimo | maximo
pH Entre -1,41 0 3 3.4 3
Temperatura (°C) Entre 0 1 3 45 55,6
Res Sac-Cic 192nm | Maximizar 2 30 3 2,46 3,31 4,24 3,28
Res Sac-Cic 201nm | Maximizar 2 30 3 2,67 3,40 2,74 3,77
Res I1 — Sac Maximizar 2 30 3 2,80 2,29 2,57 0,71
Res I3 - Sac Maximizar | 2 30 3 2,39 2,10 1,40 2,01
Res IS — Sac Minimizar | -30 2 3 -17,71 | 12,45 | -11,24 | -11,03
Res Sac - I5 Maximizar | 2 30 3 17,71 | 12,45 | 11,24 | 11,03
Res Ace - I5 Maximizar 2 30 3 26,43 26,65 18, 55 19,14
Res Ace — 11 Maximizar 2 30 3 2,49 3,09 1,40 3,51
Res I1 — Ace Minimizar -30 2 3 -2,49 -3,09 -1,40 -3,51

Res: resolucao, Sac: sacarina, Cic: ciclamato, I1: interferente 1, I3: interferente 3, I5: interferente 5 e Ace: acessulfame
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Como foram feitas apenas duas previsdes, ambas foram testadas
experimentalmente, pois ndo seria necessario um tempo longo e a escolha foi feita
com base nos testes. Caso muitas solu¢des fossem dadas, a escolha teria sido
realizada com base na facilidade de execug¢do do método e/ou preservagdao da
coluna, optando-se por um método que oferecesse menos risco a coluna e ao sistema
em longo prazo. Os valores reais obtidos para as duas predigdes encontram-se na
Tabela 11. Pode-se observar que a maioria dos valores obtidos foi bastante proxima
aqueles previstos pelo modelo estatistico, embora alguns modelos apresentassem
falta de ajuste

Com base nesses valores e observando-se os cromatogramas optou-se pelo
segundo método sugerido (destacado na Tabela 11). Para esse método o ciclamato
de sodio ficou melhor resolvido enquanto que os outros quatro edulcorantes
apresentaram-se de forma semelhante nos dois métodos. O ciclamato de s6dio vem
sendo um problema recorrente na separacao dos edulcorantes neste estudo, pois
apresenta um sinal analitico bastante baixo e por caracteristica propria, tende a
formar cauda posterior, como foi observado em todos os testes realizados. De fato,
os resultados encontrados na literatura utilizam outros métodos de detec¢ao, como o
detector de massas (WASIK et al., 2007; YANG E CHEN, 2009), e utilizam ainda
a co-cromatografia (LAWRENCE e CHARBONNEAU, 1988), entre outros

artificios, ou simplesmente nao determinam esse edulcorante (DOSSI et al., 2006).
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FIGURA 5: Cromatogramas da condicdo 6tima para a separacdo dos cinco
edulcorantes em ché preto pronto para consumo, nos comprimentos de onda 192
nm (A), 201 nm (B) e 227 nm (C).
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Validagao

Linearidade, Limite de Deteccao e Limite de Quantificacio

Os limites de deteccao e quantificagdo, bem como a faixa de linearidade,

encontram-se na Tabela 12.

TABELA 12: Curvas de calibragao, limite de detec¢do e quantificacao para os cinco

edulcorantes.
~ 2 Limite de deteccao le.lte de~
Equacao R (ug/mL) quantificagdo
"e (ug/mL)

Acessulfame y = 66655x - 6445,1 0,9965 0,008 0,021
Sacarina y=225277x - 8707,5 0,9974 0,011 0,022
Ciclamato y =2052,3x - 2426,2 0,9988 0,609 1,524
Aspartame y=178854x - 5437,6 0,9998 0,015 0,029
Neotame y =108373x — 12384 0,9475 0,178 0,446

Como a membrana de 0,025 pum utilizada para a filtracdo das amostras ora
retém o neotame ora deixa que esse passe, esta membrana ndo deveria ser aplicada a
metodologia quando se deseja determinar neotame. Quando da utilizacdo da
membrana, o primeiro “vial” filtrado apresenta recuperagdo para o neotame de
aproximadamente 50%, no proximo a recupera¢do aumenta € no seguinte, aumenta
ainda mais. O mesmo fendmeno ndo ocorre com os demais edulcorantes. Devido a
este fato ndo foi possivel construir uma curva aceitavel para o neotame e ndo seria
possivel sua determinagdo em amostras. Como o neotame ainda ndo esta presente
em amostras comerciais, este ndo serd um problema por enquanto para a analise de
alimentos. No entanto, como o uso de neotame foi aprovado pela legislacao
brasileira em 2008 (BRASIL, 2008) o ideal seria desenvolver uma metodologia de

preparo de amostras que permitisse analisa-lo.
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Repetibilidade

Os resultados para a repetibilidade e a reprodutibilidade estdo representados

na Tabela 13.

TABELA 13: Repetibilidade entre dias e no mesmo dia

Dia Acessulfame  Sacarina Ciclamato  Aspartame Neotame

0,198 0,183 1,815 0,111 0,910

Mesmo dia
(CV%) 0,094 0,093 1,989 0,073 0,563
0,108 0,053 0,828 0,016 0,532

Entre dias
(CV%) 0,528 0,706 3,571 0,969 8,116

A baixa repetibilidade entre dias, observada para o neotame, ¢ provavelmente
um problema no preparo da solucdo teste, devido aos problemas com o preparo da
amostra citados anteriormente. A mesma solu¢ao padrdo preparada na matriz geléia
foi filtrada em trés diferentes “vials” e aqueles que seriam utilizados para a segunda
e a terceira medidas foram congelados. Portanto, no caso do neotame, podem ter

ocorrido problemas na filtragem.

Recuperacao

As concentragdes para cada nivel de cada edulcorante adicionado as amostras
encontram-se no Tabela 14, bem como as porcentagens de recuperacao obtidas.

Devido ao problema observado em relacdo ao neotame durante o preparo de
amostras, pode-se dizer que as recuperagdes observadas nao sdao totalmente
confidveis, mesmo tendo apresentado niveis acima de 70% para os produtos
analisados.

Foi observado que quando ha cacau nas formulagdes ndo € possivel
detectar o ciclamato por este método devido ao aparecimento de um interferente
em seu mesmo tempo de retencdo. Este fato impossibilitou determinar a

recuperagdo para o ciclamato de sddio no cappuccino e no achocolatado.

85



TABELA 14: Recuperagao dos edulcorantes adicionados em diversas amostras

Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame Neotame
Niveis o Niveis o Niveis o Niveis o Niveis o
Amostra (ng/mL) * ] (ug/mi) * ] (ugml) * ] (ug/mi) * ] (ug/mi) .
. 6,06 99,3 5,40 102,5 30,44 98,8 15,21 100,4 5,07 96,8

Cha pronto

7,07 99,6 6,38 100,4 45,66 100,8 20,28 99,9 6,14 100,0
Refrigerante 9,09 102,1 6,87 102,4 30,44 101,4 15,21 101,3 5,07 103,4
(Guarand) 10,1 102,20 7,86 101,8 70,01 101,7 20,28 101,1 6,14 103,9
Néot 6,04 95,3 6,03 99,3 39,74 83,5 10,04 100,5 6,04 97,5

ar
e 7,06 96,1 6,97 99,0 49,93 86,3 17,07 99,4 6,01 100,5
) 6,05 101,8 1,14 102,1 10,19 105,2 22,09 101,4 4,85 96,8

Refresco em po

7,06 101,0 2,08 101,5 13,25 106,0 27,11 101,4 5,82 102,5
Pudi 6,05 96,1 4,99 95,2 29,55 97,8 6,02 92,1 1,94 95,2

im
Y 7,06 98,2 6,03 98,1 39,74 98,0 7,03 98,8 2,52 100,2

6,05 97,7 4,99 102,1 29,55 ND 6,02 97,3 1,94 104,0
Achocolatado

7,06 97,0 6,03 99,4 39,74 ND 7,03 92,1 2,52 92,2

. 5,04 92,2 1,98 97,2 7,11 ND 7,03 76,3 1,06 70,2

Cappuccino

7,05 94,3 3,02 97,8 8,13 ND 8,01 86,1 1,27 73,4

. 6,06 87,9 2,04 97,3 7,11 87,7 8,11 100,1 1,06 88,5

Gelatina

8,08 90,0 3,06 96,7 8,13 104,4 10,14 100,5 1,27 73,9

6,05 98,8 1,98 115,2 7,11 77,8 8,03 89,6 1,06 111,3
Molho Barbecue

8,06 99,6 3,02 108,7 8,13 73,9 10,04 105,9 1,27 113,5

6,05 100,9 1,98 100,7 7,11 1054 8,03 105,3 1,06 99,1
Catchup

8,06 101,2 3,02 101,2 8,13 103,3 10,04 103,2 1,27 99,2

(ND) nao determinado devido a presenga de interferente
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O molho “barbecue” apresentou uma recuperacao baixa (de 73,9 a 77,8%) em
relacdo aos demais produtos. Para esse produto ¢ necesséria diluigao de 50 vezes,
devido a sua viscosidade, para que o produto passe pelo filtro de poro menor (0,025
um). Neste caso provavelmente serda necessario um melhor desenvolvimento da
metodologia de preparo de amostra.

Ainda para o molho de barbecue observa-se que a recuperagdo para a sacarina
foi de 115,2% para o nivel mais baixo e 108,7% para o mais alto. No mesmo tempo
de retencdo da sacarina foi observada a presen¢a de um interferente com sinal
analitico baixo, o que pode ter causado a observacdo dos niveis de recuperagdo
acima do normal. Pode ser constatado ainda que com o aumento da concentracao de
sacarina na amostra este interferente passa a ser menos significativo.

Observou-se que para o cappuccino a recuperagao do aspartame foi de apenas
76,3% na menor concentracdo, o que pode ser devido a natureza da amostra (dificil
de filtrar), necessitando portando de uma maior aten¢do em um desenvolvimento de
preparo de amostra para obter uma maior eficiéncia em sua quantificagdo.

Como o objetivo do trabalho foi desenvolver uma metodologia para a
determinacdo de edulcorantes por UPLC e nao o foco direto no preparo de amostras
optou-se por utilizar a metodologia mais simples possivel em seu preparo, no
entanto foi observado que em alguns casos seriam necessarios estudos mais

profundos quanto ao preparo de amostras.

CONCLUSAO

O delineamento composto central e a fungdo de desejabilidade de Derringer-
Suich foram utilizados para a otimizagdo de um método de determinacdo de cinco
edulcorantes por cromatografia liquida de ultra performance com detector de arranjo
de diodos, resultando em metodologia com boa resolugdo entre os edulcorantes e

seus interferentes. O uso da fun¢do de desejabilidade permitiu correlacionar varias
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respostas para a obten¢do da metodologia mais adequada, com a realizacdo de
poucos experimentos.

A condigdo selecionada consistiu em eluicao por gradiente, tendo como fase
movel a mistura de acetonitrila e solucao tampao fosfato de sédio monobasico/acido
orto-fosforico (pH 3,0), vazio de 0,4mL/min e temperatura de coluna 56°C,
utilizando-se coluna Hypersil Gold Thermo (50 x 2,1 mm x 1,9 um).

Foram avaliadas a linearidade e a precisdo, provando que o método
desenvolvido ¢ conveniente e efetivo para andlise de rotina de edulcorantes em
diferentes matrizes. No estudo de recuperacdo observou-se que para alimentos
contendo cacau nao ¢ possivel analisar o ciclamato de sodio devido a presenca de
um interferente nao identificado, que se apresenta em grande quantidade nestes
produtos. Observou-se ainda que o método de preparo de amostras ¢ ineficiente para

a analise do neotame.
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RESUMO

A técnica de cromatografia liquida de ultra performance e detector de arranjo
de diodos foi empregada na determinagdo de cinco edulcorantes (acessulfame,
sacarina, ciclamato, aspartame e neotame) em dez tipos de amostras de alimentos e
bebidas (refrigerantes, néctares e sucos, chds prontos para consumo, pds para
preparo de refresco, pudim e cappuccino, achocolatado, geléia, molho “barbecue” e
catchup). Foi utilizada coluna Hypersil Gold Thermo (50 x 2,Imm x 1,9um). A fase
movel consistiu em uma mistura de acetonitrila e tampao fosfato 5 mM/4cido orto-
fosforico (pH 3,0) em elui¢do por gradiente. Foram encontradas amostras contendo
até quatro edulcorantes em combinagdo. Dentre os mais utilizados estavam o
acessulfame e o aspartame. Algumas das amostras apresentaram ainda
concentragdes acima das permitidas pela legislagdo brasileira e, dentro dos
edulcorantes analisados, nenhuma das amostras apresentou edulcorantes que nao
foram declarados nos rétulos. O método apresentou uma limitacdo para alimentos

contendo cacau em sua formulagdo quanto a identificacdo do ciclamato de sodio.

Palavras chave: edulcorantes, UPLC, diet e light

ABSTRACT
The ultra performance liquid chromatography technique associated to the
photo diode array detector was applied in the determination of five artificial

sweeteners (acesulfame, saccharin, cyclamate, aspartame and neotame) in soft
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drinks, fruit juice beverages, teas ready to drink, powder juice, pudding, cappuccino
and chocolate, jellies, barbecue sauce and ketchup. A Hypersil Gold Thermo (50 x
2.1mm x 1.9um) column was used. The eluent consisted of acetonitrile and sodium
phosphate 5 mM/ orto-phosphoric acid (pH 3.0) in gradient elution. Samples
containing up to four distinct sweeteners in synergism have been found. Acesulfame
and aspartame were the most widely used sweeteners among the analyzed samples.
Although, non declared sweeteners have not been found among those studied, their
quantities in some samples were above the allowed in the Brazilian regulation.
However, a limitation was found on the products containing cocoa, in which it is not

possible to identify the sodium cyclamate.

Key words: sweeteners, UPLC, diet and light

INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com a saude e o aumento da incidéncia dos casos
de diabetes e da obesidade na populacio mundial, bem como de outras doengas
causadas pelo excesso de peso, vem ampliando o mercado para os adocantes de
mesa e produtos diet e light. O uso destes produtos triplicou nas tltimas décadas do
século XX (NABORS, 2001; TORLONI et al., 2007).

O diabetes mellitus e a obesidade exigem a restricdo definitiva ou prolongada
da ingestao de sacarose e outros agucares, o que determina a prescri¢ado médica de
edulcorante (TORLONI et al.,, 2007) e leva inimeros individuos a buscarem
alternativas para a substituicdo da sacarose e outros agucares. Em 2004, a World
Health Organisation (WHO) estimava que existissem 1,3 bilhdes de pessoas acima
do peso ou obesas em todo mundo (SLOAN, 2005) e, segundo o Ministério da saude
brasileiro, 40% de sua populagdo apresentava excesso de peso (FERREIRA, 2006).

Estudos indicavam, ainda, que 2,8% da populagao mundial fossem portadores de
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diabetes em 2000 e que esse numero aumentaria para 4,4% até 2030 (WILD et al.,
2004)

A autorizagao do uso de edulcorantes no Brasil ocorre apenas depois de
adequada avaliacdo toxicoldgica, que resulta na determinagdo de niveis seguros ao
consumo, visto que algumas destas substancias podem ter efeito toxico em niveis
muito elevados, mesmo que nao haja ainda um consenso sobre tais efeitos. Segundo
a Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 1997), o uso destes
aditivos deve ser limitado a alimentos especificos, ao menor nivel para alcancar o
efeito desejado e sua presenca deve vir declarada no rotulo. Portanto, torna-se
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagdo das
quantidades de edulcorantes em alimentos e bebidas.

Diversos métodos vém sendo empregados para a determinacdo de
edulcorantes artificiais e dentre eles se destacam os métodos cromatograficos
(VEERABHADRARAQO, et al., 1986; LAWRENCE ¢ CHARBONNEAL, 1988; DI
PIETRA et al., 1990; THOMPSON et al., 1995a; THOMPSON et al., 1995b;
CASALS et al., 1996; CHEN et al., 1997; PESEK ¢ MATYSKA, 1997, WALKER et
al., 1997; BOYCE, 1999; NAKAIE et al., 1999; FRAZIER et al., 2000, CHEN e
WANG, 2001; AQUINO et al., 2004; ZHU et al., 2005; DEMIRALAY et al., 2006;
DOSSI et al., 2006; HUANG et al., 2006; WASIK et al., 2007; HORIE et al., 2007;
SHERIDAN E KING, 2008; LOOS et al, 2009; YANG e CHEN, 2009;
SCHEURER et al., 2009; FERRER e THURMAN, 2010; LINO ¢ PENA, 2010). A
maioria dos métodos propostos permite a determinacdo de poucos edulcorantes
simultancamente. No entanto, ¢ comum a utilizacdo de edulcorantes em
combinagdo. Dentre aqueles que permitem a determinacdo de até oito ou nove
edulcorantes simultaneamente estdo os métodos de separagdo acoplados a detectores
mais sofisticados, como o detector de massas (WASIK et al., 2007 ¢ YANG e
CHEN, 2009), que agregam um maior custo a analise, ndo sendo muito utilizados

em analises de rotina.
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Um avango dentre as técnicas cromatograficas foi a cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC), baseada nos mesmos principios da cromatografia liquida
de alta eficiéncia, entretanto empregando menores particulas de fase estacionaria,
permitindo também o uso de colunas de comprimento e didmetro menores € maior
velocidade linear de fase modvel, resultaram no aumento da resolucdo, da
detectabilidade e da velocidade das analises (NGUYEN et al., 2007; MALDANER e
JARDIM, 2009).

Devido ao fato da técnica ser relativamente nova, existem ainda poucos
métodos desenvolvidos e validados, o que torna a UPLC um potencial objeto de
pesquisa. Portanto, objetivou-se, com o presente trabalho aplicar a técnica
desenvolvida em trabalhos anteriores para a andlise de cinco edulcorantes em dez

produtos alimenticios.

MATERIAIS E METODOS

REAGENTES

Foram utilizados acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker), fosfato de sddio
monobdasico monoidratado (Merck), hidréxido de so6dio (Carlos Herba) e acido orto-
fosforico (Merck). A agua foi purificada utilizando-se sistema Milli-Q (Millipore).
Padrdes de acessulfame-k (Fluka), aspartame e sacarina sédica hidratada (Sigma),
ciclamato de sodio (Aldrich) foram obtidos da Sigma-Aldrich e o padrao de neotame
foi doado pela empresa Sweetmix.

As amostras foram filtradas em membrana PVDF de 0,22 um de poro
(Millipore) e também em membrana VS de ester de celulose (VSWP) de 0,025 pum
de poro (Millipore).

A solugdo tampao de fosfato de s6dio 5 mM que constitui a fase movel foi
filtrada em membrana PVDF de 0,22 um de poro (Millipore) e a acetonitrila foi

filtrada em membrana universal GMP de poro 0,22 um (Pall Corporation).
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PREPARO DE AMOSTRA

As amostras de produtos diet, light e zero foram adquiridas em
supermercados das cidades de Campinas e Sao Paulo (SP). Foram analisados trés
diferentes lotes em triplicata de néctares e sucos, refrigerantes, chds prontos para
consumo, refrescos em pod, pudins, achocolatados, cappuccinos, geléias e molhos
(catchup e barbecue).

Os chas, refrigerantes, néctares e sucos foram diluidos dez vezes com auxilio
de pipeta automatica e filtrados. Os refrigerantes foram colocados em banho de
ultrassom por aproximadamente 5 minutos, para remocao total do gés antes da etapa
de diluicao. Os néctares e sucos foram centrifugados por 5 minutos a 2415 g/s antes
da etapa de filtragao.

Os pos foram pesados em baldes volumétricos, o volume foi completado com
agua ultra pura, foram entdo colocados em banho de ultrassom por 15 minutos e
finalmente filtrados. Os achocolatados, cappuccinos e pudins foram centrifugados
por 5 minutos a 2415 g antes da etapa de filtracdo. Os refrescos, achocolatados e
pudins foram pesados de maneira a obter-se uma diluicdo de dez vezes
(massa/volume) a partir do modo de preparo e os cappuccinos foram diluidos
cinquenta vezes a partir do modo de preparo indicado pelo fabricante.

Os molhos e a geléia foram pesados em baldo volumétrico, o volume foi
completado com agua ultra pura, foram entdo centrifugados por 5 minutos a 2415 g
¢ finalmente filtrados. A diluigdo foi equivalente a cinquenta vezes (massa/volume).

Cada um dos exemplares das triplicatas dos lotes dos produtos foi analisada

uma unica vez, totalizando nove replicatas de cada amostra.

METODO

A separacdo dos edulcorantes foi realizada utilizando-se o sistema de

cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) Acquity Waters, modelo UPA,
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série JOSUPA 905M, equipado com bomba binaria modelo UPB, série: KOSUPB
444M e empregando-se coluna Hypersil Gold (Thermo) de fase reversa C18 com 50
x 2,1 mm e 1,9 um de tamanho de particula.

Foi empregada fase moével binaria, vazao de 0,4 mL/min e temperatura de
56°C na coluna. Solvente A: tampao fosfato de sédio monobasico SmM/acido orto-
fosforico (pH 3,0) e solvente B: acetonitrila. O gradiente foi conduzido da seguinte
forma: 100% de A por Smin, 14% de B por 2 min, 25% de B por 3 min; a condi¢do
inicial foi restabelecida e o recondicionamento da coluna foi feito por 1 min. O
volume de injecdo variou de 1 a 10 pL (looping de 10 pL) e o modo de
preenchimento do looping foi “parcial loop needle overfill”. A limpeza da agulha foi
feita com 200 pL de solvente forte (acetonitrila) seguido de 600 pL de solvente
fraco (4gua). Para cada “vial” foi feita duplicata e de injecao.

O sistema foi acoplado ao detector de arranjo de diodos Acquity (Waters)
modelo UPD e série: GOSUPD 124M, com capacidade para leitura em
comprimentos de onda de 190 a 500 nm, resolu¢do de 1,2 nm e faixa de amostragem
de 20 pontos por segundo. Os comprimentos de onda monitorados foram 192 nm
(para o ciclamato de sédio, o aspartame e o neotame), 201 nm (para a sacarina
sodica) e 227nm (para o acessulfame-K). Constante de tempo de filtro: normal e
tempo de exposi¢do: automatico. A aquisi¢do de dados foi realizada utilizando o
software Empower pro (Waters).

A identificagdo dos compostos foi feita pela comparagao dos espectros e do

tempo de retencdo com padroes.

QUANTIFICACAO E TRATAMENTO ESTATISTICO

A quantificacdo dos edulcorantes foi feita com base em curva de calibragdo
preparadas na matriz, para que fossem considerados interferentes decorrentes dessa.

Devido ao fato de terem sido analisados diversos tipos de amostra, foi escolhida a

99



matriz geléia, a mais complexa dentre as analisadas, para a constru¢cdo da curva de
calibracdo. Foi adquirida matriz isenta de edulcorantes e estes foram adicionados.
Para o acessulfame-K, a faixa de concentragdao foi de 0,06 a 5,48 ng/mL, para a
sacarina, de 0,11 a 5,83 pg/mL, para o ciclamato, de 1,95 a 32,16 pg/mL, para o
aspartame, de 0,05 a 9,92 ng/mL e para o neotame, de 0,30 a 2,12 pg/mL.

O tratamento dos dados foi feito com o auxilio do software Statsoft Statistica
v7.0.61.0 EN (EUA) e com base em Barros Neto et al. (2007).

Para efeito de comparacgao entre os resultados obtidos em laboratorio para as
amostra e as quantidades declaradas pelos fabricantes, de maneira estatisticamente
confiavel, foram calculados os intervalos de confianca por amostra da seguinte

maneira:

5

x—t,

ol T =< u < x+t_,
VN

Onde: x = média dos valores calculados
N = namero de valores
s = desvio padrao da média
ty = valor tabelado extraido da tabela de t-Student com 95% de
confianga para os graus de liberdade do nimero de valores

calculados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As respostas para todas as amostras analisadas segundo o método
experimental descrito encontram-se nas Tabelas de 1 a 3. Dentre os produtos
analisados havia referéncia das quantidades de edulcorantes adicionadas pelos
fabricantes apenas nas embalagens dos chas prontos para consumo, refrigerantes,
néctares e sucos prontos para consumo e pos para preparo de refresco. Os niveis de
edulcorantes foram analisados com base no “Regulamento Técnico referente a

Alimentos para Fins Especiais” (BRASIL, 1998) e no “Regulamento Técnico que
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autoriza o uso de aditivos edulcorantes em alimentos, com seus respectivos limites
maximos” (BRASIL, 2008).

E dificil a compara¢do com a literatura para as quantidades de edulcorantes
em alimentos, pois em geral as concentracdes declaradas para os produtos estudados
na literatura ja sdo diversas das declaradas para os produtos analisados e ainda
poucos trabalhos com produtos brasileiros sdo encontrados. Também uma
comparacdo entre a concentracdo declarada pelos fabricantes e a encontrada pelos
autores dos trabalhos pesquisados ¢ dificil, pois em tais trabalhos nao sao
encontradas andlises estatisticas que correlacionem os dois valores.

O cha light do Fabricante 1 (Tabela 1) apresentou diferenga significativa em
suas concentragcdoes de acessulfame e aspartame para o segundo lote analisado em
relagdo aos demais, todavia apresentava-se em conformidade em relacdo a
legislagdo. Quanto a quantidade declarada no rotulo pelo fabricante, pode-se dizer
que se encontra fora dos intervalos de confianca para os valores determinados em
laboratdrio para o acessulfame, 10,5 a 11,22 mg/100mL. O ché zero do Fabricante 2
ndo apresentou diferenca significativa entre lotes em suas concentragdes de
ciclamato e sacarina. A sacarina apresenta-se de acordo com a legislagdo (Brasil,
2008) que prevé 15 mg/100mL, no entanto o ciclamato estava acima do valor 75
mg/100mL preconizado. Quanto ao declarado pelo fabricante, ambos os

edulcorantes apresentavam-se acima.
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TABELA 1. Quantidade*

néctares € sucos

de edulcorante em mg/100mL de chés prontos para

consumo, refrigerantes,

Amostra Lote Acessulfame-K Sacarina Ciclamato Aspartame
1 10,51 £0,08 a - - 21,18+ 0,17 a
Cha Péssego
light 2 11,48+0,12b - - 30,40+ 0,42 b
Fabricante 1 3 10,60 £ 0,09 a - - 20,78 +0,75 a
Média 10,86 + 0,46 24,12 +£4,60
Intervalo de confianca 10,50 - 11,22 20,47 - 27,77
Declarado no rétulo 7,2 22
o 1 - 8,50+0,06a 112,76 £ 1,72 a -
Cha;eiisego 2 - 8,50 = 0,07 a 112,49 + 5,66 a -
Fabricante 2. 3 - 8,44 0,08 a 1122242342 -
Média 8,48 £ 0,07 112,49 + 3,27
Intervalo de confianga 8,42 - 8,54 110,05 - 114,93
Declarado no rétulo 6,5 45
Refrigerante de 1 6,03+0,12 2 - - 20,82 + 0,33 ab
baixa caloria 2 6,10+0,08 a - - 21,29+0.37a
sabor limao 3 5,92+0,12a - - 20,12+0,60b
Fabricante 1~ Média 6,02 40,12 20,74 £ 0,64
Intervalo de confianca 5,92 -6,11 20,25 - 21,24
Declarado no rétulo 5 21
Refrigerante de 1 5,79+0,38 a - - 20,94+ 1,45a
baixa caloria 2 7,15+ 0,04 b - - 22,74 +£0,11 a
sabor limdo 3 5,92+0,02 a - - 20,87 £ 0,09a
Fabricante 2 Média 6,50 = 0,69 21,84 +1,16
Intervalo de confianga 5,77 - 6,80 20,62 - 22,43
Declarado no rétulo 5 21
1 - 6,82+0,162 3841+ 1,742 10,58 0,20 a
Guarana Zero 2 - 6,47 +0,89a 35,32+5,04a 11,02+1,62a
Fabricante 2 3 - 6,88 £0,03a 38,66 +1,20 a 11,61 £0,09 a
Média 6,72 £ 0,49 37,46 +3,17 11,07 +£0,93
Intervalo de confianca 6,35-7,10 35,02 - 38,90 10,35- 11,79
Declarado no rétulo 5 31 12
1 - 15,32+0,34a 76,86 £1,65a -
Guarana Zero 2 - 16,54 £0,08 b 81,38+ 1,06 a -
Fabricante 3 3 - 16,20+0,19b 80,20 £2,61 a -
Média 16,02 +0,58 79,48 £2,34
Intervalo de confianga 15,574 - 16,466 77,472 - 81,483
Declarado no rétulo 16 69,7
_ 1 12,85+0,16 a - - 32,78 £0,57a
tif)frclffﬁgﬁt 2 12,58 0,06 a . - 34,14+0,14b
Fabricante 1 3 12,99 +0,25a - - 35,64+£0,61 ¢
Média 12,81 £0,24 34,19 1,29
Intervalo de confianca 12,62 — 13,00 33,17 - 35,20
Declarado no rétulo 8,99 34,69
Refrigerante 1 1928 £0,25a - - 26,01 0,42 a
tipo cola light 2 18,43+0,07b - - 26,24 +0,07 a
plus Fabricante 3 18,56 £0,12b - - 2797+021b
2 Média 18,76 + 0,41 26,74 + 0,93
Intervalo de confianga 18,43 - 19,08 26,00 - 27,47
Declarado no rétulo 13 24
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] d 1 - 3,61£0,11a 3545+1,88a -
Ne"t‘llir o Uva 2 ; 3,76 £0,01 b 35,09 + 0,66 a ;
Fabrifame 4 3 - 3,99 +£0,06 b 37,93+0,88 a -
Média 3,79 +0,18 36,15+ 1,73
Intervalo de confianga 3,65-3,92 34,83 - 37,48
Declarado no rétulo 4 40
, 1 3278+0,152 - - -
Néctar de Uva 2 28804007 b ) ) )
light ’ ’
Fabricante 2 3 . 2,955£0,03b ) ) )
Média 3,04 £0,20
Intervalo de confianca 2,88 -3,19
Declarado no rétulo 3
) 1 2,45+0,44 a R - -
et P S i - -
Fabricante 4 3 . 2,57+0,04 ab B B B
Média 2,73 £0,40
Intervalo de confianga 2,43 -3,04
Declarado no rétulo 3
) 1 3,59+0,01 a - - -
2 ameon - - -
Fabricante 2 3 . 3,12£0,14¢ ) ) )
Média 3,51+0,32
Intervalo de confianca 3,26 - 3,76
Declarado no rétulo 3
, 1 2,09+0,31a - - R
Nectar de 2 22940042 ; ; ;
Goiaba light 3 218 4 0.03
Fabricante 2 - > 0o a B B B
Média 2,18+0,18
Intervalo de confianga 2,04 -2.32
Declarado no rétulo 3
) d 1 10,83 +0,43 a - - 11,96 +0,67 a
MNeCtE}I: le n o) 10,17 0,40 a - - 13,17 £ 0,86 ab
Média 10,66 + 0,68 13,30 £ 1,39
Intervalo de confianca 10,14 - 11,18 12,23 - 14,38
Declarado no rétulo 10 17
Suco d 1 2,96 +0,09 a - - -
Lar;:j(; lieght 2 2,97£0,01a - - -
Fabricante 2 3 . 3,05+0,072 B B B
Média 2,99 £0,07
Intervalo de confianga 2,94 -3,050
Declarado no rétulo 3
Legislach Diet 35 15 40 75
(Brﬁf ;%agg) Light 26 10 56 56
’ Zero 35 15 75 75

(*) Média e estimativa de desvio padrdo da determinagdo em triplicata.
As diferentes letras minusculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. Lotes marcados com a mesma

letra ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey.

(-) Néo detectado.
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Entre os refrigerantes analisados (Tabela 1) observou-se que o aspartame foi
utilizado com mais freqiiéncia.

O refrigerante de baixa caloria sabor limdo do Fabricante 1 ndo apresentou
diferenga significativa entre os lotes para a concentracdo de acessulfame, ja para a
concentracdo de aspartame houve diferenca. Ambos os edulcorantes apresentavam-
se de acordo com os limites determinados pela legislacdo, no entanto o acessulfame
encontrava-se acima do declarado pelo fabricante. Para o refrigerante do Fabricante
2 nao houve diferenca significativa quanto a concentracdo de aspartame, todavia
para a concentracao de acessulfame o segundo lote apresentou-se significativamente
diferente dos demais. Tanto o aspartame quanto o acessulfame estdo em
conformidade com a legislacdo para este produto e ainda, a concentragao de
acessulfame apresenta-se acima do declarado pelo fabricante. Pode-se observar
ainda que ambos os fabricantes utilizaram os mesmos edulcorantes € ao mesmo
nivel de concentragao.

Os refrigerantes sabor guaranad nao apresentaram diferenca significativa para
as concentragdes de sacarina, ciclamato e aspartame dos diferentes lotes. Para o
produto do Fabricante 2, todos os edulcorantes estavam dentro do disposto pela
legislacdo, no entanto a sacarina e o ciclamato apresentaram concentragdes acima do
declarado no rotulo e o aspartame, abaixo. Para o Fabricante 3, as concentracdes de
sacarina e ciclamato apresentaram-se acima do determinado pela legislacdo. O
ciclamato apresentou-se acima do alegado pelo fabricante e a sacarina estd de
acordo. Os produtos dos dois fabricantes diferiram apenas na utilizagdo do
aspartame. Para o fabricante que ndo utilizou o aspartame foi necessario o aumento
na concentragao dos demais edulcorantes. Comparado ao Fabricante 2, o Fabricante
3 triplicou a concentracdo de sacarina e duplicou a concentragdo de ciclamato, o que
evidencia a presenga de sinergismo entre os edulcorantes permitindo a diminuigao

de sua quantidade quando em combinag¢ao (KEMP, 2006; ZYGLER, 2009).
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Para o refrigerante tipo cola do primeiro fabricante nao houve diferenga
significativa para a concentracdo de acessulfame, entretanto para o aspartame houve
diferenga entre os trés lotes. Ambos estavam de acordo com a legislagdo e a
concentragdo de acessulfame nao estda de acordo com o declarado. Para o
refrigerante do segundo fabricante, a concentracdo de acessulfame do primeiro lote
diferiu significativamente dos demais assim como a concentracdo de aspartame do
terceiro lote. Ambas as concentragdes apresentaram-se de acordo com a legislagdo e
tanto para o acessulfame, quanto para o aspartame as concentragdes estdo acima do
informado no rotulo. Os fabricantes utilizaram os mesmos edulcorantes, entretanto
em concentragoes distintas.

Entre os néctares e sucos houve a prevaléncia do acessulfame na composi¢ao,
exceto pelo suco de uva do Fabricante 4. O uso deste edulcorante pode ter sido
preferido devido a sua caracteristica de aumento da dogura em meio 4cido e
resisténcia a tratamentos térmicos (LIPINSKI e HANGER, 2001; KEMP, 2006).
Constata-se ainda que o mesmo fabricante (o quarto) utiliza edulcorantes diferentes
em sucos de sabores diferentes, provavelmente devido a melhor combinagao das
caracteristicas de alguns edulcorantes com as caracteristicas de algumas frutas. A
concentragdo dos edulcorantes para todas as amostras de néctar e suco
apresentaram-se em concordancia com a legislagao brasileira.

Os néctares de uva do Fabricante 2, de péssego de ambos os fabricantes, de
goiaba e o suco de laranja continham em seu rotulo ainda a informacgao da presenca
de sucralose em sua composi¢do, o que justifica a baixa quantidade de acessulfame
encontrada nestes produtos. Entretanto nao foi possivel determinar a sucralose a
partir do método desenvolvido devido a falta de detector adequado a suas
caracteristicas.

O néctar de uva do Fabricante 4 (Tabela 1) apresentou concentragdo de
sacarina no lote 1 significativamente menor que nos demais, enquanto que a

concentragdo de ciclamato ndo apresentou diferenca. Ambos os edulcorantes
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estavam abaixo do declarado no rétulo. O néctar de uva do Fabricante 2 apresentou
concentracdo de acessulfame em concordancia com o declarado pelo fabricante. Um
dos lotes apresentou ainda diferenca significativa dos demais.

Os néctares de péssego de ambos os fabricantes apresentavam-se de acordo
com o estipulado pela legislacao, no entanto o produto do Fabricante 2 continha erro
no rétulo em relagdo a concentracdo de edulcorante enquanto que o produto do
Fabricante 4 trazia no rétulo a concentragao correta.

O néctar de goiaba mostrou homogeneidade entre os lotes em relacdo a
concentracdo de acessulfame, todavia a concentragdo declarada pelo fabricante nao
condizia com a obtida experimentalmente. O néctar de maracuja ndo apresentou
diferenca significativa para o acessulfame, mas foi observada diferenga entre os
lotes para o aspartame. Para ambos os edulcorantes, nesse produto, a concentragdo
estava acima do declarado no rétulo. O suco de laranja apresentou-se de acordo com
o declarado pelo fabricante, seus lotes estavam bastante homogéneos quanto a
quantidade de acessulfame presente.

Nao houve diferenca significativa na concentracdo dos edulcorantes
analisados entre os lotes dos produtos em po6 (Tabela 2), exceto para o acessulfame
no achocolatado do Fabricante 6, o ciclamato no pudim sabor baunilha do
Fabricante 9 e o aspartame no pudim sabor chocolate do Fabricante 10. No entanto,
observando-se o desvio padrdao das concentragdes dos edulcorantes nos produtos em
p6 dentro do mesmo lote constata-se uma falta de padrdo no processamento,
dificultando a andlise estatistica e podendo gerar erro. Segundo Cuq e colaboradores
(2010), ndo ha um padrao definido para o processamento de pos. Pesquisadores do
projeto europeu "Food Powders" (2003) que visava o desenvolvimento de técnicas
que auxiliassem no desenvolvimento de pos alimenticios, criaram um documento
que a ressalta a dificuldade em se obter um método de mistura ideal e ainda a
ocorréncia de segregacdo em pods apds a mistura, devido a diferenga de suas

densidades.
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Entre os pos alimenticios analisados observa-se predominantemente o uso de

acessulfame e aspartame.

TABELA 2: Quantidade* de edulcorante em mg/100mL de preparado de achocolatados,

pOs para preparo de refresco, cappuccino € pudim

Amostras Lote Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame
) 1 7.94+£1,60a - - 29.55+4,62a
Refresco em po 2 7.14+4,49a - - 26.74+2,10a
sabor mag 3 485+374a - - 3458+1381a
Fabricante 5 L.
Média 6,66 +3,16 30,29 £ 4,44
Intervalo de confianga 4,14-9,14 26,77 — 33,80
Declarado no rétulo 4.5 28,8
Refresco em po 1 6.63+0,62 a - - 37.16 1,95 a
Zero 2 6.62+1,60 2 - - 37.47+1,69a
sabor maga 3 7,00+ 1,71 a - - 39.71+£0,36 a
Fabricante 5 Média 6,75+ 1,33 38,11 +1,83
Intervalo de confianca 5,70 — 7,80 36,66 — 39,56
Declarado no rétulo 4.6 29,6
) 1 1224 +374 a - - 2338 £0,66 a
Refresco em po 2 12.52+£7,93 a - - 23.57+2,092
sabor laranja 3 635+2.84a - - 2433+1,08a
Fabricante 5 .
Média 10,37 5,79 23,76 + 1,39
Intervalo de confianca 5,78 — 14,96 22,65 — 24,85
Declarado no rétulo 9,4 21,9
Refresco em po 1 4.55+0,68a - - 35.08+0,74 a
ZEro 2 6.09+2,38a - - 38.55+1,50 a
sabor laranja 3 5.65+0,65a - - 41.15+8,09 a
Fabricante 5 Média 5,43 +1,54 38,26 5,16
Intervalo de confianga 421 - 6,65 34,17 - 42,35
Declarado no rotulo 39 34,9
1 4,95+478 a - ** -
Achocolatado light 2 0,87+0,37b - ok -
Fabricante 6 3 6,67+0,25c¢c - *k -
Média 4,16 £2,55
1 6,04+1,59a - *ok -
Achocolatado light 2 6,48 £ 0,38 a - *k -
Fabricante 1 3 5,690+1,05a - *ok -
Média 6,07 +1,11
) 1 46,50+ 3,87 a - *k 7,91+0,33 a
P6 para preparo de 2 33,14+ 6,51 a - o 7,69 +0,05 a
cappuccino light 3 3372+12,67a ; *x 7,47+0,08 a
Fabricante 7 .
Média 38,71 £ 10,09 7,69 £ 0,26
P6 para preparo de 1 36,32+10,91 a 2,77 +£2,67 a” ok -
cappuccino light 2 32,18+7,00a 0,57 +0,07 a” *k -
com canela 3 3148 +1,99a 2,04+2,17 a” *ok -
Fabricante 8 Média 32,79 +£7,62 1,79 £2,09
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P6 para preparo de 1 - 6,50 + 5,40 a 4338+721a 6,84 +0,25 a
pudim diet 2 - 6,85+3,80a 21,34 +£2,52b 5,80+0,72 a
sabor baunilha 3 - 7,60 +£0,77a 42,83 +£5,99a 6,42 +0,17a
Fabricante 9 Média 6,94 + 3,87 35,80 + 11,67 6,43 +£0,59
P6 para preparo de 1 0,21 +£0,1 a 3,63+0,36 a 30,73+1,78 a 13,95+0,53 a
pudim zero 2 1,79+ 1,79 a 4,47+0,32 a 29,18 +3,83 a 1493+231a
sabor baunilha 3 0,99 +0,26 a 4,04+0,43 a 28,63 £2,70 a 13,55+0,94 a
Fabricante 10 Média 1,00+ 1,19 4,00 £ 0,50 29,52 +£2.87 14,14 + 1,50
PO para preparo de 1 - 6,00 £ 5,45 a ok 3,71+0,03 a
pudim diet 2 - 8,78+ 1,76 a *ok 3,63+0,05a
sabor chocolate 3 - 16,35+ 13,65a *ok 3,64+0,11a
Fabricante 9 Média 8,90 + 7,86 3,67 +£0,07
P6 para preparo de 1 0,91 +£0,66 a 3,71£0,17 a *k 12,71+ 0,63 a
pudim zero 2 0,40 £0,26 a 392+042a ** 14,05+0,41Db
sabor chocolate 3 0,46 £0,34 a 3,890 £0,07a *k 11,69+0,17a
Fabricante 10 Média 0,58 £0,48 3,84 +0,27 12,87 £ 1,08
L Diet 35 15 40 75
(;ZE;T}Z%“SS) Light 26 10 30 56
Zero 35 15 40 75

(*) Média e estimativa de desvio padrdo da determinagdo em triplicata.

As diferentes letras minusculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. Lotes marcados com a mesma
letra ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey. (**) Néo
analisado devido a presen¢a de um interferente de mesmo tempo de retengdo. () Calculo hipotético. (-) Nao
detectado.

As concentragdes de edulcorantes para todos os refrescos analisados
encontravam-se de acordo com o determinado pela legislacdo. Considerando-se a
conformidade com o rotulo pode-se dizer que o refresco sabor maga apresentava-se
de acordo com o declarado pelo fabricante, enquanto que o refresco zero sabor maga
apresentava concentragdes acima das declaradas. Para o refresco sabor laranja,
apenas o acessulfame apresentava-se de acordo com o declarado, ja para o refresco
zero sabor laranja apenas o aspartame apresentava-se de acordo. Os refrescos sabor
maca e sabor laranja apresentavam concentracdes proximas dos edulcorantes em
relagdo a sua versdao Zero, no entanto aqueles continham agticar em sua composigao,
indicando provavelmente a agregacdo de sabor caracteristico por parte dos
edulcorantes ou melhora da textura do po.

Entre os achocolatados light as concentragdes de acessulfame estavam de
acordo com o determinado pela legislagdo vigente, que ¢ de 26 mg/100g ou mL,

assim como as concentragoes dos demais edulcorantes observadas para todos os pos
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para preparo de pudins diet e zero analisados (ANVISA, RDC n° 18 de 24 de margo
de 2008). Enquanto que os cappuccinos de ambos os fabricantes apresentaram
concentragoes de acessulfame acima das determinadas pela legislacdo para produtos
light e a concentragcdo de aspartame do produto do fabricante sete encontrava-se de
acordo.

Os achocolatados, o cappuccino do Fabricante 8 e os pudins sabor chocolate
continham no rotulo a indicacdo da presenca de ciclamato de sédio em sua
composicao, todavia ndo foi possivel identificar e quantificad-lo devido a uma
limitacdo do método. Quando hé cacau nas formulacdes ndo ¢ possivel detectar o
ciclamato por este método devido ao aparecimento de um interferente com mesmo
tempo de retencao.

A concentracdo de sacarina no cappuccino do Fabricante 8 foi calculada
hipoteticamente, pois apesar de apresentar limite quantificavel sua area estava fora
da curva de calibragdo e estando entre as ultimas amostras do experimento era
inviavel construir uma nova curva apenas para essa amostra. A curva foi construida
em uma faixa acima do limite de quantificacdo, pois seria a faixa em que
praticamente todos os alimentos se encontrariam, no entanto foi necessaria maior
diluicdo para a andlise do cappuccino devido a viscosidade de sua solucdo que
dificultava a passagem pelo filtro de 0,025 um de poro.

E possivel observar que para as amostras de geléia (Tabela 3) das duas
marcas houve diferenca significativa entre os lotes analisados para os edulcorantes
encontrados. Comparando-se com a legislagdo brasileira, pode-se dizer que a geléia
do Fabricante 8 apresenta-se em conformidade com o disposto pela legislagao
quanto a concentracao de acessulfame. Segundo declarado pelo fabricante, a geléia
do Fabricante 8 continham ainda sucralose em sua formulagdo, o que justifica a
baixa quantidade de acessulfame encontrada nesta amostra. Todavia, como citado

anteriormente nao foi possivel determinar a sucralose.
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A geléia do Fabricante 11 apresenta concentracdo de aspartame de acordo
com a legislagdo. No entanto sua concentragdo de acessulfame apresenta-se acima
do permitido pela legislagdo brasileira, dado que os intervalos de confianca
calculados para cada lote a um nivel de significancia de 95% foram 40,44 a 46, 23
mg/100g, para o primeiro lote, 35,09 a 46,32 mg/100g, para o segundo e 40,00 a
46,69 mg/100g, para o terceiro, enquanto que a legislacdo permite até¢ 35mg/100g.

Os molhos de catchup e “barbecue” (Tabela 3) ndo apresentaram diferencga
significativa entre os lotes analisados. A concentracdo de acessulfame nos dois
produtos apresentou-se acima da quantidade maxima estabelecida pela legislagao
brasileira para produtos light.

Observa-se ainda que o edulcorante predominantemente utilizado nas gel€ias

e molhos analisados foi o acessulfame.

TABELA 3. Quantidade* de edulcorante em mg/100g de geléias, catchup e molho “barbecue”

Amostra Lote Acessulfame-K Sacarina Ciclamato Aspartame
1 0,52+0,01 a - - -
Geléia diet de morango 2 0,69+0,03b - - -
Fabricante 8 3 0,67+0,04 b - - -
Média 0,63 £0,08
1 4334+041a - - 4322+0,72 a
Geléia diet de morango 2 40,71 £0,63 b - - 39,95+0,36 a
Fabricante 11 3 4335+0,72 a - - 60,36 £2,62b
Média 42,46 + 1,40 47,84 +9,32
1 117,78 £1,56 a - - -
Molho light de Catchup 2 118,20+ 1,47 a - - -
Fabricante 8 3 114,85+0,78 a - - -
Meédia 116,94 £ 1,97
. 1 129,73 £6,58 a - - -
Mg;szgfi‘;fe 2 132,64 42,20 : : i
Fabricante 8 3 14197x425a i i i
Média 134,78 £ 6,95
et Diet 35 15 40 75
(Brasil, 2008) Light 26 10 30 56
Zero 35 15 40 75

(*) Média e estimativa de desvio padrdo da determinagdo em triplicata.

As diferentes letras mintisculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. Lotes marcados com a mesma
letra ndo apresentam diferenca significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey. (-) Ndo
detectado.
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A Figura 1 representa os cromatogramas de algumas das amostras analisadas.
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FIGURA 1: Cromatogramas obtidos para refrigerante tipo cola do

Fabricante 2 (1), geléia do Fabricante 11 (2) e p6 para preparo de pudim

sabor baunilha do Fabricante 9 (3) nos comprimentos de onde 192 nm (A),

201 nm (B) € 227 nm (C).

CONCLUSOES

Foram encontradas amostras

contendo até quatro edulcorantes em

combinagdo em um mesmo produto. Dentre os edulcorantes, o aspartame foi o mais

encontrado em refrigerantes, seguido pelo acessulfame, entretanto para os pos,
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néctares, molhos e geléias o acessulfame estava presente em um maior nimero de
amostras. O neotame nao foi encontrado em nenhuma das amostras analisadas.

Uma amostra de refrigerante sabor guarana, uma amostra de chd e ambas as
amostras de cappuccino apresentaram concentracdo acima do determinado pela
legislagdo para pelo menos um edulcorante. Nenhuma das amostras analisadas
apresentou edulcorantes que nao foram declarados pelos fabricantes, dentre os
edulcorantes analisados.

O método empregado mostrou-se ineficiente para a determinacdo de
ciclamato em amostras contendo cacau, devido a presen¢a de um interferente em seu

mesmo tempo de retencao.

SUGESTAO

Desenvolver melhor o preparo de amostra para algumas matrizes.
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RESUMO

Um novo método de determinagcdo de edulcorantes em alimentos por
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC) e detector de arranjo de diodos
foi aplicado a diferentes tipos de produtos diet, light e zero. O método foi
comparado com um método desenvolvido para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A UPLC apresentou menores gastos com solventes e tratamentos
de residuos, tempo de analise reduzido, melhor repetibilidade e reprodutibilidade,
menores limites de detecg¢ao e quantificagdo e menores desvios padrdo que a HPLC.
Apesar de serem necessarios ainda alguns aperfeicoamentos para a UPLC, essa

apresentou grande potencial e varias vantagens sobre a HPLC.

Palavra-chave: comparacao, HPLC, UPLC, edulcorantes

ABSTRACT

A new method for sweeteners determination in food stuff by ultra
performance liquid chromatography (UPLC) with photo diode array detector was
applied to different types of diet and light products. The method was compared with
a method developed for high performance liquid chromatography (HPLC). The
UPLC method presented less use of solvents (resulting in a less expensive waste

treatment), shorter analysis time, better repeatability and reproducibility and less
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limit of detection, limit of quantification and standard deviation than HPLC.
Although, some studies are still necessary for UPLC, this presented a great potential

and lots of advantages against HPLC.

Keywords: comparison, HPLC, UPLC, sweeteners.

INTRODUCAO

O uso de edulcorantes vem aumentando cada vez mais, devido ndo apenas a
estética, mas principalmente devido a preocupacdo com a saude e o aumento dos
casos de diabetes, da obesidade e outras doencgas relacionadas com excesso de peso
(NABORS, 2001; WILD et al., 2004).

Dentre os diversos métodos de determinacdo para edulcorantes ja
desenvolvidos destacam-se, atualmente, os cromatograficos, que permitem sua
determinagao simultanea (LAWRENCE e CHARBONEAU, 1988; CASALS et al.,
1996; CHEN et al., 1997; WALKER et al., 1997; NAKAIE et al., 1999; CHEN e
WANG, 2001; AQUINO et al., 2004; ZHU et al., 2005; DEMIRALAY et al., 2006;
DOSSI et al., 2006; HUANG et al., 2006; HORIE et al., 2007; WASIK et al., 2007;
LOOS et al.,, 2009; YANG e CHEN, 2009). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), dentre as técnicas de separacdo cromatograficas, vem sendo a
mais aplicada a determinacdo destes aditivos. No entanto, a maioria dos métodos
propostos possibilita determinar até quatro edulcorantes simultaneamente e aqueles
que permitem a determina¢ao de mais edulcorantes sdo os equipamentos acoplados a
detectores mais sofisticados, como o detector de massas (WASIK et al., 2007,
YANG e CHEN, 2009). Esses promovem um maior custo e exigem maior
especializacao, sendo invidvel sua aplicacdo em andlises de rotina em industrias de
alimentos.

Desde o inicio da cromatografia liquida, vém se alcancando novos avancos

principalmente quanto as fases estaciondrias com particulas de tamanho diminuto,
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melhorando-se as caracteristicas de colunas e aprimorando-se a técnica. Desde a
década de 40 a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) vem se difundindo e
sendo empregada na analise de diferentes tipos de produtos. E associada a expansao
desta técnica, na ultima década, o desenvolvimento da HPLC tem sido direcionado
a necessidade de andlises mais rdpidas, porém sem o comprometimento do
desempenho cromatografico. Para tanto foi desenvolvida a cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC), a qual se baseia nos mesmos principios da
cromatografia liquida de alta eficiéncia e utiliza fases estacionarias com tamanhos
de particula menores que 2 pm. O uso destas particulas juntamente com as altas
velocidades lineares das fases moveis, aumenta a resolugdo e a detectabilidade e
diminuem o tempo das andlises. Para tornar isto possivel, uma vez que a atual
tecnologia de instrumentacdo (bombas, injetores e detectores) disponivel para a
HPLC ndo ¢ projetada para trabalhar em altas pressdes, um novo equipamento
capaz de operar em pressdes acima de 100 MPa foi introduzido e adaptado as
necessidades atuais (NGUYEN et al., 2007; MALDANER e JARDIM, 2009).
Portanto, o presente trabalho visa comparar dois métodos para determinagdo
de edulcorantes em alimentos, sendo um deles desenvolvido para utilizagdo em

UPLC e o outro em HPLC, ambos com detecgdo por arranjo de diodos.

MATERIAIS E METODOS

O método utilizado para a determinagdo de edulcorantes por HPLC em
alimentos e bebidas foi desenvolvido por Pane (2011), enquanto que o método por

UPLC foi desenvolvido por Dias e Godoy (2011).

REAGENTES

Foram utilizados acetonitrila grau cromatografico (J. T. Baker), fosfato de

sodio monobdasico monoidratado (Merck), hidroxido de sodio (Carlos Herba) e acido
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orto-fosforico (Merck). A 4gua foi purificada utilizando-se sistema Mili-Q
(Millipore). A é4gua foi purificada utilizando-se sistema Milli-Q (Millipore). Padrdes
de acessulfame-k (Fluka), aspartame e sacarina sddica hidratada (Sigma), ciclamato
de sodio (Aldrich) foram obtidos da Sigma-Aldrich e o padrdao de neotame foi doado
pela empresa Sweetmix.

As amostras foram filtradas em membrana PVDF de 0,22 um de poro
(Millipore) e também em membrana VS de Ester de celulose (VSWP) de 0,025 pm
de poro (Millipore) para a analise por UPLC e em membrana PVDF de 0,45 um de
poro (Millipore) para a anélise por HPLC.

A solugdo tampao de fosfato de s6dio 5 mM que constitui a fase movel foi
filtrada em membrana PVDF de 0,22 um de poro (Millipore) e acetonitrila foi
filtrada em membrana universal GMP de poro 0,22 um (Pall Corporation), para a
analise por UPLC. Para a HPLC tanto as solugdes aquosas quanto a acetonitrila

foram filtrados em membrana LCR em PTFE modificada de 0,45 pm (Millipore).

METODO

Preparo de Amostras

As amostras de produtos diet, light e zero foram adquiridas em
supermercados das cidades de Campinas ¢ Sao Paulo (SP). Foram analisados trés
diferentes lotes em triplicata de néctares e sucos, refrigerantes, chds prontos para
consumo, refrescos em pd, pudins, achocolatados, cappuccinos, geléias e molhos
(catchup e barbecue).

Para o método por HPLC, todas as amostras foram diluidas dez vezes e
filtradas. Os néctares, geléias e molhos foram centrifugados por 5 minutos a 2415 g
apos serem diluidos e antes de serem filtrados. Os refrigerantes foram colocados em
ultrassom por aproximadamente 5 minutos, para a retirada do gés antes da diluicao.
Os pos foram pesados em baldes volumétricos € o volume foi completado com agua

ultra pura de maneira a se obter uma diluicao de dez vezes (massa/volume) a partir
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do modo de preparo indicado pelo fabricante, foram entdo centrifugados por 5
minutos a 2415 g e finalmente filtrados.

Para o método por UPLC, os chas e refrigerantes, néctares e sucos foram
diluidos dez vezes com o auxilio de um pipeta automatica e posteriormente filtrados.
Os refrigerantes foram colocados em banho de ultrassom por aproximadamente 5
minutos, para remogao total do gés antes da etapa de dilui¢do. Os néctares € sucos
foram centrifugados por 5 minutos a 2415 g apds a diluigdo. Os pds foram pesados
em baldes volumétricos, o volume foi completado com agua ultra pura, foram entao
colocados em banho de ultrassom por 15 minutos e filtrados. Os achocolatados,
cappuccinos e pudins foram centrifugados por 5 minutos a 2415 g antes da etapa de
filtracdo. Os refrescos, achocolatados e pudins foram pesados de maneira a obter-se
uma dilui¢do de dez vezes (massa/volume) a partir do modo de preparo indicado
pelo fabricante e os cappuccinos foram diluidos cinquenta vezes a partir do modo de
preparo. Os molhos e a geléia foram pesados em baldo volumétrico, o volume foi
completado com agua ultra pura, foram entdo centrifugados por 5 minutos a 2415 g
¢ finalmente filtrados. A diluigdo foi equivalente a cinquenta vezes (massa/volume).

Cada um dos exemplares das triplicatas dos lotes dos produtos foi analisada

uma Unica vez, totalizando nove replicatas de cada mostra.

Instrumentacio

Para o método por HPLC, a separagdo dos edulcorantes foi feita utilizando-se
o sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Agilent (G1313A), equipado
com bomba quaternaria (G1311A) e empregando-se uma coluna Restek, Pinnacle II
de fase reversa C18 com 150 x 4,6 mm e 5 um de tamanho de particula.

A separagdo foi obtida com fase movel bindria, vazdo de 1,0 mL/min e
temperatura de 40°C na coluna. Solvente A: tampéo fosfato de sodio monobasico 5
mM/hidréxido de sodio (pH 7,0) e solvente B: acetonitrila. O gradiente foi

conduzido como demonstrado na Tabela 1 e o tempo de recondicionamento da
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coluna foi de 5 minutos. O volume de inje¢do foi de 10 pL (looping de 10 uL) e o

modo de preenchimento do looping foi full looping.

TABELA 1: Gradiente utilizado para o método de separagao
de edulcorantes por HPLC

Tempo Solvente A (%) Solvente B (%)
0 94 6
8 94 6
9 85 15
16 85 15
17 70 30
26 70 30

O sistema foi acoplado ao detector de arranjo de diodos Hewllet Packard
1100 (G1315A), com leitura de uma faixa de comprimentos de onda de 190 a 400
nm, tempo de resposta foi menor que 0,01 minutos ou 2 segundos. Os comprimentos
de onda monitorados foram 192 nm (para o ciclamato de sédio, o aspartame e o
neotame), 201 nm (para a sacarina sddica) e 227 nm (para o acessulfame-K). A
aquisi¢ao de dados foi conduzida pelo software Agilent/HPChemStation.

Para o método por UPLC, foi utilizado o sistema de cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC) Acquity Waters, modelo UPA, série JOSUPA 905M,
equipado com bomba binaria modelo UPB, série: KOSUPB 444M e empregando-se
coluna Hypersil Gold (Thermo) de fase reversa C18 com 50 x 2,1 mm e 1,9 um de
tamanho de particula.

A separagdo foi obtida com fase movel bindria, vazdo de 0,4 mL/min e
temperatura de 56°C na coluna. Solvente A: tampéo fosfato de sodio monobasico 5
mM/ acido orto-fosforico (pH 3,0) e solvente B: acetonitrila. O gradiente foi

conduzido como demonstrado na Tabela 2 e o tempo de recondicionamento da
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coluna foi de 1 minuto. O volume de inje¢do variou de 1 a 10 uL (looping de 10
uL) e o modo de preenchimento do looping foi “parcial loop needle overfill”. A
limpeza da agulha foi feita com 200 puL de solvente forte (acetonitrila) seguido de

600 pL de solvente fraco (agua).

TABELA 2: Gradiente utilizado para o método de
separacao de edulcorantes por UPLC

Tempo Solvente A (%) Solvente B (%)
0 100 0
5,0 100 0
5,05 86 14
7,0 86 14
7,05 75 25
10,0 75 25

O sistema foi acoplado ao detector de arranjo de diodos Acquity (Waters),
modelo UPD e série: GOSUPD 124M, com capacidade para leitura em
comprimentos de onda de 190 a 500 nm, resolu¢do de 1,2 nm, faixa de amostragem
de 20 pontos por segundo. Constante de tempo de filtro: normal e tempo de
exposicdo: automatico. Foram monitorados os mesmo comprimentos de onda
monitorados para o método por HPLC. A aquisi¢do de dados foi conduzida pelo
software Empower pro (Waters).

A identifica¢do dos edulcorantes foi feita com base em comparagdo com os
espectros e os tempos de retengdo dos padrdes.

Para o método por HPLC, a quantificagdo dos edulcorantes foi feita com base
em curvas de calibragcdo construidas com padrdes preparados em agua ultra pura.

Para o acessulfame-K, a faixa de concentragdo foi de 0,20 a 200 pg/mL, para a
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sacarina, de 0,10 a 240 pg/mL, para o ciclamato, de 18 a 1000 pg/mL, para o
aspartame, de 0,14 a 600 pg/mL e para o neotame, de 0,45 a 500 pg/mL.

Para o método por UPLC, a quantificagdo dos edulcorantes foi feita com base
em curva de calibragdo preparada na matriz para que fossem considerados
interferentes decorrentes dessa. Devido ao fato de terem sido analisados diversos
tipos de amostra foi escolhida a matriz geléia, a mais complexa dentre as analisadas,
para a construcdo da curva de calibragdo. Os padrdes foram adicionados a matriz
1senta de edulcorantes. Para o acessulfame-K, a faixa de concentracao foi de 0,06 a
5,48 pg/mL, para a sacarina, de 0,11 a 5,83 pg/mL, para o ciclamato, de 1,95 a
32,16 pg/mL, para o aspartame, de 0,05 a 9,92 ug/mL e para o neotame, de 0,30 a
2,12 pg/mL.

O tratamento dos dados foi feito com o auxilio do software Statsoft Statistica
v7.0.61.0 EN (EUA) e com base em Barros neto e colaboradores (2007).

Para efeito de comparagdo entre os resultados obtidos em laboratorio para as
amostra e as quantidades declaradas pelos fabricantes, de maneira estatisticamente

confidvel, foram calculados os intervalos de confianga por amostra da seguinte

maneira:
_ 5 4 5
Xx—ty, —=4u < x+t,;,—
VN VN

Onde: x = média dos valores calculados
N = ntimero de valores
s = desvio padrao da média
t, = valor tabelado extraido da tabela de t-Student com 95% de confianga

para os graus de liberdade do nimero de valores calculados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
CONDICOES DE ANALISE

A Tabela 3 mostra os tempos de corrida e recondicionamento, vazao e
volume total de fase movel gasto para as duas técnicas. O tempo de corrida em
UPLC foi aproximadamente 2,5 vezes menor que para HPLC, bem como o tempo de
recondicionamento da coluna antes de uma nova inje¢ao foi 5 vezes maior para a
HPLC. A comparag¢do da vazdo com o tempo de corrida indica um gasto de solvente
aproximadamente sete vezes menor em UPLC. Para um laboratorio de pesquisa,
bem como para andlises de rotina, esta diminuicdo de tempo e gasto de solvente
significa a realizagdo de mais analises em um periodo mais curto de tempo, e ainda
maior economia na compra de solventes e menor gasto com o tratamento de

residuos, podendo, a UPLC, ser considerada mais adequada ecologicamente.

TABELA 3: Tempos de corrida e recondicionamento, vazao e

volume total de fase movel gasto para a HPLC e a UPLC.

HPLC* UPLC
Tempo de corrida 26 min. 10 min.
Tempo de recondicionamento 5 min. Imin.
Vazao 1,0 mL/min. 0,4 mL/min.
Volume de fase movel 31 mL 4.4 mL

*Resultados ainda ndo publicados obtidos por Pane (2011).

Por outro lado, a UPLC exige o uso de reagentes de maior pureza, ¢ ainda um
maior cuidado com o preparo de amostras.

E por ultimo, em termos de custos fica dificil uma comparagao entre as
técnicas visto que o gasto com solvente e tratamento de residuos ¢ menor em UPLC,

todavia os custos com membranas de filtro e colunas sdo maiores.
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FIGURAS DE MERITO

Limites de deteccio e quantificacao

Os limites de detec¢do e quantificagdo dos edulcorantes na matriz geléia para
as técnicas de UPLC e HPLC apresentam-se na Tabela 4. O limite de detec¢ao foi
determinado como 3 vezes a amplitude do ruido e o limite de quantificacdo foi

determinado como 2 vezes a amplitude no limite de detecgao.

TABELA 4: Limites de deteccdo e quantificacdo para os cinco edulcorantes

obtidos por meio das técnicas UPLC e HPLC em geléia.

UPLC HPLC*
Limite de Limite de Limite de Limite de
deteccdo quantificacdo deteccdo quantificagdo

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Acessulfame 0,008 0,02 0,20 0,40
Sacarina 0,011 0,02 0,10 0,20
Ciclamato 0,609 1,52 18,0 36,0
Aspartame 0,015 0,03 0,142 0,28
Neotame 0,178 0,45 0,45 0,90

*Resultados ainda ndo publicados obtidos por Pane (2011).

Observa-se que os limites para a UPLC s3o mais baixos que aqueles
observados para a HPLC, talvez devido a melhora na resolucdo. Fato que pode ser
explicado pelo emprego de particulas menores e mais homogéneas no recheio da
coluna, resultando em uma coluna melhor empacotada. Ocorrendo assim formagao
de picos mais finos e bem definidos, bem como o aumento de sua amplitude,
permitindo a detec¢do dos analitos em menor concentracao.

O reduzido tamanho de particula das colunas de UPLC permite a diminuig¢ao
do comprimento e do didametro das colunas sem perder sua eficiéncia em relagdo as

colunas para HPLC.
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Repetibilidade e reprodutibilidade

A Repetibilidade foi medida no mesmo dia e a reprodutibilidade, entre dias
diferentes (Tabela 5). Ambos os estudos foram conduzidos na matriz geléia para os
dois métodos.

Para a HPLC e a UPLC, foram analisadas dez inje¢des de solugdo padrao,
respectivamente, em um nivel de concentragdo de 90 e 1,79 pug/mL de acessulfame-
K, 100 e 2,02 pg/mL de sacarina, 450 e 10,07 pg/mL de ciclamato, 250 e 4,30
pg/mL de aspartame e 300 e 1,20 pg/mL de neotame. Para a HPLC, foram feitos
trés dias de injecdo com espacamento de 3 dias entre elas. Para a UPLC, o segundo
dia de injegcdes ocorreu uma semana depois do primeiro e o terceiro, trés apos o

segundo. Foram realizadas apenas trés injecoes no segundo e no terceiro dias.

TABELA 5: Coeficiente de variacdo (CV) em porcentagem para a repetibilidade e a

reprodutibilidade das duas técnicas.

Dia Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame Neotame
1 2,55 1,84 3,04 3,05 2,50
HPLC  Repe.” 4 2,55 1,82 3,10 1,79 2,72
7 2,31 2,14 3,09 2,48 3,18
Repro.” 4,00 3,37 3,08 3,38 3,03
1 0,198 0,183 1,815 0,111 0,910
Repe.” 7 0,094 0,093 1,989 0,073 0,563
UPLC
10 0,108 0,053 0,828 0,016 0,532
Repro.” 0,528 0,706 3,571 0,969 8,116

(a) Repe. = repetibilidade; (b) Repro. = Reprodutibilidade; (*) Resultados ainda ndo publicados obtidos por Pane (2011).

Pode-se constatar que a repetibilidade foi em geral abaixo de 5% para ambos os
métodos, indicando que as duas técnicas sdo indicadas a serem aplicadas na
determinacdo de edulcorantes. Para a maior parte dos valores, a repetibilidade e a

reprodutibilidade foram melhores na UPLC.
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A baixa repetibilidade entre dias, observada para o neotame, ¢ provavelmente
um problema no preparo da solugdo teste. Quando a solucdo ¢ filtrada na membrana
de 0,025 um de poro apenas parte do neotame passa € sua concentracdo nao ¢
constante quando comparadas diferentes filtragdes. Para a UPLC, a mesma solu¢do
padrdo preparada em matriz foi filtrada em trés diferentes “vials” e aqueles que
seriam utilizados para a segunda e terceira medidas foram congelados. Portanto, no
caso do neotame, podem ter ocorrido problemas na filtragem. Fato que ndo ocorre
no preparo de amostras para HPLC, pois ndo se utiliza um filtro de porosidade tdo

pequena.
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AMOSTRAS

As Figuras 1 a 4 contém os cromatogramas das amostras analisadas por meio

das duas técnicas.
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FIGURA 1: Cromatogramas obtidos para o refrigerante tipo guarana do Fabricante 1 por

HPLC e por UPLC.

Analisando-se os cromatogramas nas Figuras 1 a 4, constata-se que o ruido

observado no cromatograma obtido por HPLC ¢ maior que aquele em UPLC, fato

que pode ser constatado especialmente nos cromatogramas onde pode ser observado

(o)

sinal do edulcorante ciclamato de sodio. Pode-se observar ainda que
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principalmente para o ciclamato ¢ mais dificil a visualizacdo do pico em HPLC que

em UPLC, analisando-se a mesma concentracao de analito na amostra.
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FIGURA 2: Cromatogramas obtidos para o néctar de uva do Fabricante 4 por
HPLC e por UPLC.
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- maAl B
: A o A
- 400
1 | ASP 200 —E
| l 200 ASP
100
: \ m E
- P 0 _:
— /
. R T T T
- 0 5 10 15
oie mall =
0,16 B _; B
014 175
012 150=
ACE . ACH
010 =
a 0,08 100 _;
752
0,06 =
50
0,04 =
267
0,02 E
0
0,00 pm
000 050 1,00 150 200 230 300 350 400 450 500 550 600 630 ] T T T
Minuies u] a 10 15
L.
Geléia
ACE
ACE B e
25
=
U]
u
a
u
ull | L E
T — -
= e a . n A = i
Catchup
ACE
0,034- - B
i ACE mAll =
0,030- =
0,028 B 25 = B
o '
0,022- =
0,020 14 = - W
0,018 =
0,016 1 =
o
0,010- =
0,008 0 _E
0,006 Jﬂ/\‘ B LN L L S —
0,004- =
npon 10
000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 6AC ! r f

24 inudes. -0.00156 AU Minutes 0 5 10 15

Molho de Barbecue
(A) 192 nm, (B) 227 nm, (ACE) Acessulfame, (ASP) Aspartame

FIGURA 4: Cromatogramas obtidos para a geléia do Fabricante 8, o catchup e o
molho de barbecue por HPLC e por UPLC.

135



As respostas para as amostras analisadas segundo cada uma das técnicas
estudadas apresentam-se nas Tabelas de 6 a 8. Dentre os produtos analisados havia
referéncia das quantidades de edulcorantes adicionadas pelos fabricantes apenas nas
embalagens dos refrigerantes, néctares e sucos prontos para consumo € pds para
preparo de refresco. Os niveis de edulcorantes foram analisados com base no
“Regulamento técnico referente a alimentos para fins especiais” (BRASIL, 1998) e
no “Regulamento técnico que autoriza o uso de aditivos edulcorantes em alimentos,
com seus respectivos limites maximos” (BRASIL, 2008).

A partir de teste estatistico constatou-se que as concentragdes obtidas para os
edulcorantes analisados nos refrigerantes (Tabela 6) foram estatisticamente
diferentes entre as duas técnicas, exceto pelo aspartame no Refrigerante de baixa
caloria sabor limao Fabricante 2 e o ciclamato do guarana zero do Fabricante 2.

Em geral, as concentragdes encontradas por UPLC foram mais proximas as
declaradas pelos fabricantes, que as determinadas por HPLC.

A concentragdo de acessulfame nas amostras de refrigerante de baixa caloria
sabor limao do Fabricante 1 determinada por HPLC foi quase trés vezes maior que a
determinada por UPLC e a declarada. O que pode ser devido a presenga de algum
interferente evidenciado no método de HPLC.

Para o refrigerante tipo cola do Fabricante 2 observou-se que para a técnica
de HPLC os resultados apresentaram-se mais proximos ao declarado pelo fabricante
enquanto que para a UPLC os valores foram mais altos.

Para o refrigerante tipo Guarana do Fabricante 3 observou-se que a média dos
resultados obtidos para o ciclamato na HPLC apresenta maior desvio padrdo que a
quantidade determinada por UPLC, no entanto para a UPLC observou-se que os
resultados estavam acima tanto do declarado pelo fabricante, quanto do disposto

pela legislacdo. Os demais refrigerantes apresentaram-se de acordo com a legislacao.
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TABELA 6: Quantidade* de edulcorante em mg/100mL de refrigerantes analisados pelas técnicas de HPLC e UPLC.

UPLC HPLC**
Amostra Lote
Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame

Refrigerante 1 6,03+0,12 a - - 20,82+0,33ab | 23,58+0,50a - - 1542+0,71a
de baixa 2 6,10+ 0,08 a - - 2129+037a | 2527+040b - - 1591+0,18a
z;l;z)rﬁimio 3 592+0,12a - - 20,12+£0,60b | 24,53+0,14b - - 14,87+0,07 a
Fabricante 1 ~ Média  6,02+0,12 A 20,74+ 0,64 A | 24,45+0,80 B 15,40 £0,58 B
Intervalo de confianga 5,92 -6,11 20,25 -21,24 23,84 -25,07 14,95 - 15,84
Declarado 5 21 3 21
Refiigerante 1 579+0,38a - - 20,94+ 1,452 5,06+0,58a - - 2231+0,56a
de baixa 2 7,15+0,04 b - - 2274+0,11a | 5,19%0,06a - - 2192+1,13a
:::)erl?imﬁo 3 592 +0,02a - - 20,87 + 0,09 a 530+0,12a - - 21,76 0,58 a
Fabricante2  Média 6,50 0,69 A 21,84+ 1,16 A | 5,18+031B 22,00+ 0,74 A
Intervalo de confianga 5,77 - 6,80 20,62 - 22,43 4,94 -542 21,43 — 22,56
Declarado 5 21 3 21

1 - 6,82+0,16a  3841+1,74a  10,58+0,20a - 6,21+0,16a 36,69+ 1,68 a 7,61+0,22a
Guarana 2 - 647+089a  3532+504a  11,02+1,62a - 6,36+0,09 a 4017+191a  8,52+028b
?Z;?icame 5 3 - 6,88+0,03a  38,66+120a 11,610,094 - 6,33 +£0,09 a 32,18+1,28b 8,39+£0,27b

Média 6,72+049A  3746+3,17A 11,07£0,93 A 6,30+0,12B 36,35+3,75A  8,17+0,48B

Intervalo de confianga 6,35-7,10 35,026 -38,90  10,35-11,79 6,21 - 6,39 33,46 —39,21 7,80 — 8,54
Declarado 5 31 12 5 31 12

1 - 1532+034a  76,86+1,65a - - 1427+0,49a 49.81+0,71 a -
Guarana 2 - 16,54+0,08b  8138+1,06a ; - 14,01 £0,40ab  66,39+0,18b -
?Z;?icame 3 3 - 1620£0,19b  80,20+2,61a - - 13,20+0,14b 79,40 + 0,07 ¢ -

Média 16,020,588 A 79,48 +£2,34 A 13,82+£0,57B  65,20+12,90 B

Intervalo de confianga 15,57 - 16,47 77,47 - 81,48 13,39 — 14,26 55,28 — 75,12
Declarado 16 69,7 16 69,7
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Continuagao da Tabela 6

UPLC HPLC**
Amostra Lote
Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame Acessulfame Sacarina Ciclamato Aspartame
) 1 12,85+0,16 a - - 32,78 £0,57a 13,54+ 0,41 a - - 38,59+ 1,33 a
Refrigerante
tipo cola 2 12,58 £ 0,06 a - - 34,14+0,14b 13,59+0,22a - - 4226+£048Db
light, 3 12,99 +0,25 a - - 3564+0,6lc | 1321+005a - - 41,53+0,50 b
Fabricante 1
Média 12,81 +0,24 A 34,19+ 1,29 A 13,45+0,29 B 40,79+ 1,84 B
Intervalo de confianga 12,62 — 13,00 33,17 - 35,20 13,22 - 13,67 39,38 -42,21
Declarado 8,99 34,69 8,99 34,69
] 1 19,28 +0,25a - - 26,01 +0,42a 12,64 £ 0,23a - - 25,54+047a
Refrigerante
tipo cola 2 18,43+ 0,07b - - 26,24+0,07 a 11,61 +0,52b - - 25,57+0,88a
light plus, 3 18,56+ 0,12 b - - 27,97+021b | 11,49+0,29b - - 2337+1,19a
Fabricante 2
Média 18,76 £0,41 A 26,74 £0,93 A 11,91 +0,63 B 24,83 +134B
Intervalo de confianga 18,43 - 19,08 26,00 - 27,47 11,42 - 12,40 23,80 — 25,86
Declarado 13 24 13 24
L Diet 35 15 40 75
Legislacdo
(Brasil, Light 26 10 56 56
2008) Zero 35 15 75 75

(*) Média e estimativa de desvio padrao da determinacgdo em triplicata dos diferentes lotes.

As diferentes letras mintsculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. As diferentes letras maiusculas indicam a equivaléncia entre a UPLC e a

HPLC. Valores marcados com a mesma letra ndo apresentam diferenga significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey. (**) Resultados

ainda ndo publicados obtidos por Pane (2011). (-) ndo detectado.
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Estatisticamente as duas técnicas diferiram na concentracdo de edulcorantes
para todos os néctares e suco (Tabela 7) do Fabricante 2, exceto pelo néctar de
maracuja e ndo diferiram para as concentragdes dos néctares do Fabricante 4.

Observa-se que para os pds para preparo de refresco (Tabela 7) o desvio
padrdo obtido entre as replicatas foi sempre maior para a HPLC que para a UPLC,
exceto pela concentracdo de acessulfame no refresco sabor laranja. A variagdo nas
concentragdes das replicadas pode ser explicada pelo fato de que a adequada
homogeneizacdo de amostras de pds alimenticios deve-se a uma série de variaveis
que sdo determinadas pelo proprio fabricantes, ndo havendo diretrizes para o
procedimento (CUQ et al., 2010), podendo resultar em uma ma homogeneizagao.
Também no tempo decorrente da espera entre a mistura e o envase pode ocorrer
segregacdo por diferenca de densidades (Food Powders, 2003).

Todas as amostras de néctar, suco e refresco em po apresentaram-se de

acordo com a legislacgao.
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TABELA 7. Quantidade* de edulcorantes em mg/100mL por lote de néctares e sucos prontos para
consumo ¢ para pds para preparo de refresco dados em mg de edulcorantes por 100mL de
preparado analisados por HPLC e UPLC.

UPLC HPLC**
Amostra Lote Sacarina Ciclamato Sacarina Ciclamato
1 3,61+0,11a 3545+ 1,88a 3,37+0,27 a 3829+ 1,35a
Néctar de Uva 2 3,76 £ 0,01 b 35,09+ 0,66 a 3,61£0,052 36,69+335a
ot 3 3.99 40,06 b 37,93+0,88 2 3784017b  37.024378a
Média 3,79+0,18 A 36,15+ 1,73 A 3,72+ 0,39 A 37,34 £272 A
Intervalo de confianga 3,65-3,92 34,83 - 37,48 3,42 -4,02 35,25-39,42
Declarado no rétulo 4 40 4 40
o Diet 15 40
e v :
Zero 15 75
UPLC HPLC**
Amostra Lote Acessulfame-K Aspartame Acessulfame-K Aspartame
1 3,278 +0,15a - 3,72+0,10 a -
Néctar de Uva 2 2,880+ 0,07 b - 3,41+£0,05 a -
o 3 2,955 40,03 b - 3684033 -
Média 3,04+ 0,20 A 3,60 +£022 B
Intervalo de confianga 2,88 - 3,19 3,43 -3,78
Declarado no rétulo 3 3
1 2,45+044 a - 2,75+0,18 a -
Néctar Qe Péssego 2 3,17+0,13b - 2,77+0,05a -
e 3 2,57 0,04 ab - 231£0,07b
Média 2,73 +£0,40 A 2,62+£0,26 A
Intervalo de confianga 2,43 - 3,04 2,43 -2,82
Declarado no rétulo 3 3
1 3,59+0,01 a - 2,630,102 -
Nectar de Péssego 2 3,83+0,01b - 2,65+ 0,06 a :
Fa{;rgi};;nte ) 3 3,12+0,14 ¢ - 2,58+£0,01 a
Média 3,51+0,32 A 2,62 +0,067 B
Intervalo de confianga 3,26 - 3,76 2,57 -2,67
Declarado no rétulo 3 3
1 2,09+0,31a - 1,48 +0,15a -
Neéctar de Goiaba 2 2,29+0,04a - 1,43+0,10 2 -
Fabl:f::lte ) 3 2,180,032 - 1,50 + 0,05 a -
Média 2,18+ 0,18 A 1,47+0,10 B
Intervalo de confianga 2,04 -2.32 1,39 - 1,54
Declarado no rétulo 3 3
1 10,83 +£0,43 a 11,96 £0,67 a 11,79+ 0,80 a 1403+1,11a
Nécte}r' d§ 2 10,17+ 0,40 a 13,17+ 0,86 ab 10,17+£0,50 b 13,62+1,69a
Maracujd fight 3 10990962 1479+0,73b 987£044b  14,58£090a
Média 10,66 + 0,68 A 1330+ 1,39 A 10,61+ 1,04 A 14,08 +1,18 A
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Intervalo de confianga 10,14 - 11,18 12,23 - 14,38 9,81 — 11,41 13,17 — 15,00
Declarado no rétulo 10 17 10 17
1 2,96 +0,09 a - 1,99 £0,05a -
Suco de Laranja 2 2,97+0,01 a - 1,90+0,10 a -
Fabgf;ﬁte 5 3 3,05£0,07a ; 18840132 ;
Meédia 2,99+ 0,07 A 1,92 0,10 B
Intervalo de confianga 2,94 - 3,050 1,85 -2,00
Declarado no rétulo 3 3
1 7.94+1,60a 29.55+4,62 a 243 +1,18a 33,57 +8,08a
Refresco em po 2 7.14+4,49 a 26.74+2,10a 8,56+3,18a 2826+424a
sabor magd
Fabricante 5 3 485+3,74a 3458+181a 4,16 +3,05a 29,46 £5,13a
Média 6,66 £3,16 A 3029 £4,44 A 5,15+3,67 A 30,43 £5,76 A
Intervalo de confianga 4,15-9,14 26,77 — 33,80 2,33 -7.98 26,00 — 34,86
Declarado no rotulo 4,5 28,8 4.5 28,8
Refresco em po 1 6.63+0,62 a 37.16+195a 5,09+2,80 a 27,08+397a
zero 2 6.62+1,60a 3747+£1,69a 3,67+0,96 a 26,94 + 1,20a
sabor maga 3 7,00+1,71a 39.71+0,36 a 3,60+3,44a 26,18 £ 11,58 a
Fabricante 5 Média 6,75+ 133 A 38,11+ 1,83 A 4124238A  2674+6,16A
Intervalo de confianga 5,70 — 7,80 36,66 -39,56 2,29 - 595 22,00 31,47
Declarado no rétulo 4,6 29,6 4,6 29,6
1 1224+374a 2338+ 0,66 a 9,22+0,13a 16,80 +£4,76 a
Reffesco em p6 2 125047932 2357+209a 8.68+0,68a  30,68+854a
;a:borricl;l;??; 3 6.35+2,84a 2433 +1,08a 8,12+£0,45a 2439+239a
Média 10,37 5,79 A 23,76 £1,39 A 8,67+0,63B 2396 +7.85B
Intervalo de confianga 5,78 — 14,96 22,66 — 24,86 7,67 — 9,66 17,91 — 30,01
Declarado no rétulo 9,4 21,9 9,4 21,9
Refresco em pé 1 4.55+0,68 a 35.08+0,74a 1,47+021a 46,17 £20,16 a
Zero 2 6.09+238a 38.55+1,50a 3,18+2,40a 4543 +430a
sabor laranja 3 5.65+0,65 a 41.15+£8,09a 333+0,87a 23,17+20,73 a
Fabricante 5 Média 543+1,54 A 3826 +5,16 A 2,67+1,56B  3826+18,49 A
Intervalo de confianga 421 6,65 34,17 —-42,35 1,47 - 3,87 24,05 - 52,47
Declarado no rétulo 3,9 349 3.9 LS
_ Diet 35 75
(];ng;i ;coa(;)s) Light 26 >6
Zero 35 75

(*) Média e estimativa de desvio padrdo da determinagdo em triplicata.

As diferentes letras mintsculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. . As diferentes letras maitisculas
indicam a equivaléncia entre a UPLC e a HPLC. Valores marcados com a mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey. (**) Resultados ainda ndo publicados obtidos por
Pane (2011). (-) e edulcorantes nao presentes na tabela ndo foram detectados.
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Pode-se observar que para a geléia do Fabricante 8 (Tabela 8) a concentracao
de acessulfame observada foi significativamente menor para a UPLC que para a
HPLC. Vale ressaltar que como para a filtragdo das amostras em UPLC foi utilizada
membrana de porosidade reduzida (0,025 pm) em relacio a HPLC (0,45um), foi
necessaria uma diluicdo maior para as amostras mais viscosas, como a geléia,
possibilitando a filtragdo, o que pode limitar a analise de amostras com menores

concentragoes do analito, como no caso citado.

TABELA 8: Quantidade* de edulcorante para os pos para preparo de refresco dados em mg de
edulcorantes por 100mL de preparado e para geléias e molhos dados em mg/100g analisados pelas
técnicas de HPLC e UPLC.

UPLC HPLC**
Amostras Lote Acessulfame Aspartame Acessulfame Aspartame
Geléia di 1 0,52+0,01a - 1,55+0,04 a -
t
clela die 2 0,69 £ 0,03 b ; 1,35+ 0,15 ab ;
de morango
. 3 0,67 +0,04 b - 1,15+£0,13b -
Fabricante 8
Média 0,63 +0,08 A 1,35+0,20 B
Geléia diet 1 4334+041a 4322+0,72a 1426+2,17 a 2250+3,14a
de morango 2 40,71 £0,63 b 39,95+0,36 a 14,33 +2,02 a 4731 +5,62a
Fabricante 3 43,35+0,72 a 60,36 +2,62 b 16,00+ 3,40 a 43,43 +19,36 a
11 Média 42,46+ 1,40 A 4784+932 A 14,86 +2,41 B 37,75 15,41 B
Molho ligh 1 117,78 £+ 1,56 a - 110,70 £ 9,18 a -
oho light 118,20+ 1,47 ; 118,22+ 10,68 a -
de Catchup
. 3 114,85+ 0,78 a - 118,41 £8,11 a -
Fabricante 8
Média 116,94+197 A 115,77 £8,98 A
1 129,73 £ 6,58 a - 215,08 £21,25a -
Molho light
2 132,64 £2,20 a - 164,23 £ 15,94 b -
de Barbecue
. 3 141,97 £4,25a - 217,46 £ 19,62 a -
Fabricante 8
Média 134,78 £6,95 A 198,92 +30,83 B
Diet 35 75
Legislacao .
(Brasil, 2008)  i&ht 4o e
Zero 35 75

*Média e estimativa de desvio padrdo da determinagdo em triplicata.

As diferentes letras mintisculas indicam a equivaléncia entre os lotes de cada amostra. As diferentes letras maitisculas
indicam a equivaléncia entre a UPLC e a HPLC. Valores marcados com a mesma letra ndo apresentam diferenca
significativa entre si ao nivel de 95% de certeza para o teste de Tukey. **Resultados ainda ndo publicados obtidos por
Pane (2011). (-) e edulcorantes ndo presentes na tabela ndo foram detectados.
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Os resultados para a geléia do Fabricante 11 indicaram que pela técnica de
UPLC foram obtidos em média concentracdes maiores dos edulcorantes, que pela
técnica de HPLC, sendo essas para o acessulfame acima da legislacao.

Para o molho de catchup (Tabela 8), foi observado que os resultados obtidos
foram equivalentes para ambas as técnicas. Entretanto, para o molho de barbecue as
concentragdes obtidas por HPLC foram maiores que as obtidas por UPLC,
provavelmente devido a presenca de algum interferente no método por HPLC, como
pode ser observado no cromatograma da Figura 4.

Na analise das geléias e dos molhos observa-se que os desvios padrdao foram

em geral maiores em HPLC que em UPLC.

CONCLUSAO

A partir da comparacdo entre as duas técnicas pode-se concluir a UPLC
apresentou menores gastos com solventes e tratamentos de residuos, tempo de
analise reduzido, melhor repetibilidade e reprodutibilidade, menores limites de
deteccdo e quantificacdo e menores desvios padrao para as amostras em po e
pastosas que a HPLC. A UPLC ¢, portanto, uma técnica promissora para a analise de

edulcorantes em alimentos.
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CONCLUSOES GERAIS

v' A metodologia desenvolvida por UPLC, depois de validada e aplicada
apresentou-se efetiva para a analise de rotina dos edulcorantes acessulfame,
sacarina, ciclamato, aspartame e neotame em refrigerantes, sucos, néctares e
chas prontos para consumo, poOs para preparo de refresco, pudim e
cappuccino, achocolatados, geléias, catchup e molho de “barbecue”.
Entretanto ¢ necessario um melhor desenvolvimento do método de preparo de
amostra para alguns dos produtos analisados.

v Nio foi possivel a quantificagdo do neotame devido a problemas em relagdo
ao método de preparo de amostras para este edulcorante.

v" O método desenvolvido apresentou limitagdes para a analise de ciclamato de
sodio em amostras contendo cacau.

v" A UPLC mostrou-se mais rapida, econdmica e eficiente que a HPLC, sendo
bastante promissora para a andlise de edulcorantes presentes em amostras de

alimentos.
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