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RESUMO

O aspartame (ASP) e acessulfame (ACS) sdo amplamente utilizados como adocgantes
sintéticos ndo caloricos na industria alimenticia, principalmente refrigerantes dietéticos.
Estudos atuais demonstram que a ingestdo, em altas concentracGes, de ASP esta
relacionada a problemas de saide como dores de cabeca, alteracbes de humor e até
desregulacBes neurotransmissoras. Como refrigerantes se caracterizam como matrizes
complexas a determinacdo dos adocantes geralmente é feita atraves de métodos
laboriosos. Dessa forma, este trabalho objetivou o estudo de métodos rapidos e simples
com a utilizacdo de equipamentos espectroscopicos como o UV-Vis e fluorimetro.

Os resultados obtidos para 0 UV-Vis demonstraram ha a ocorréncia de um intenso efeito
de matriz. Para a fluorescéncia observou-se uma possivel interacdo intermolecular entre
as espécies presentes na amostra. Dessa maneira torna-se necessaria uma técnica de

separagdo dos componentes.

Palavras-chave: : aspartame, acessulfame, adocantes sintéticos, alimentos, refrigerantes,

UV-Vis, fluorimetro, efeito de matriz.



ABSTRACT

Aspartame (ASP) and acesulfame (ACS) are widely used as non-caloric synthetic
sweeteners in the food industry, especially diet soft drinks. Current studies show that the
ingestion, in high concentrations, of ASP is related to health problems such as headaches,
mood swings and even neurotransmitter dysregulations. As soft drinks are characterized
as complex matrices, the determination of sweeteners is usually done through laborious
methods. Thus, this work aimed to study fast and simple methods using spectroscopic

equipment such as UV-Vis and fluorimeter.
The results obtained for the UV-Vis showed the occurrence of an intense matrix effect.
For fluorescence, a possible intermolecular interaction between the species present in the

sample was observed. Thus, a component separation technique becomes necessary.

Keywords: aspartame, acesulfame, synthetic sweeteners, foods, soft drinks, UV-Vis,

fluorimeter, matrix effect.
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1. Introducéo

A obesidade é definida como o excesso de gordura corporal que gera o0 aumento do
risco de doencas e da mortalidade. Mundialmente, a ocorrencia da obesidade triplicou
desde 1980 e, em 1998, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) reconheceu a obesidade
como um problema de saide com proporcdes de epidemia. (Kitzinger & Karle, 2013) A
prevaléncia dessa doencga é monitorada em todo mundo pela OMS e, de acordo com 0s
dados de 2022, cerca de 1 bilh&o de pessoas estdo acima do peso. (Organizacdo Pan-
Americana da Saude, 2022)

O aumento do namero de pessoas obesas fez com que houvesse maior interesse por
habitos saudaveis. Isso desencadeou o crescimento na procura por alimentos de baixas
calorias nos quais é feita a substituicdo do aclcar por adogantes ndo caléricos. (Cesar

Santos de Sousa & Beatriz Abreu Gloria)

Os adocgantes sd@o uma classe de aditivos alimentares compostos por substancias de
origem sintética ou natural utilizados para intensificar o sabor adocicado em produtos
alimenticios. Aqueles que séo classificados como adogantes naturais sdo derivados de
produtos naturais e sdo caloricos. Um exemplo de adocgante natural é a frutose que €,
aproximadamente 1,7 vezes mais doce do que a sacarose e esta presente, por exemplo, no
mel e em frutas. O sorbitol e o xilitol também sdo exemplos de adogantes naturais e estdo
presentes em frutas e vegetais. (Sardesai & Waldshan, 1991)

Os adocantes conhecidos por artificiais sdo aqueles que foram obtidos através de
sinteses laboratoriais. O acessulfame-K (ACS) é um adocante nao calérico que é
classificado como artificial. E um adocante que ndo é metabolizado pelo corpo entdo é
excretado pelo corpo sem alguma alteracdo. Ele estd presente em diversos tipos de
alimentos, em produtos de higiene bucal e também em produtos farmacéuticos sendo

liberado em aproximadamente 90 paises. (Cantarelli et al., 2009a)

O aspartame é amplamente utilizado para manter o sabor adocicado por longos
periodos em alimentos e bebidas, especialmente refrigerantes. No entanto, a sua
metabolizacdo gera produtos como a fenilalanina, acido aspartico e 0 metanol que podem
ser toxicos quando ingeridos em altas concentragdes. (Buyukgoz et al., 2015a; Lindseth
et al., 2014a) A fenilalanina estd envolvida na regulagdo neurotransmissora e 0 acido
aspartico € um neurotransmissor excitatorio e a alteracdo da regulagcdo neutransmissora

pode resultar em distdrbios neurocomportamentais. (Lindseth et al., 2014a) Além disso,
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estudos realizados em ratos demonstraram que 0 consumo prolongado e em altas
concentragfes desse adocante induz o surgimento de tumores malignos. (Landrigan &
Straif, 2021)

Por esse motivo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria determinou em 2018 os
limites maximos para ASP e ACS em 750 mg/L e 350 mg/L, respectivamente. (ANVISA,
2018)

Para a quantificacdo dessas substancias o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) publicou, em 2013, uma instrucdo de trabalho onde define que
a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao detector UV-Vis (HPLC-UV) é a
técnica indicada para a determinacdo desses adocantes em bebidas (MAPA, 2013). Na
literatura também encontram-se trabalhos utilizando métodos baseados em HPLC
acoplado a outros detectores como infravermelho e fluorescéncia. (Cheng & Wu, 2011a;
George et al., 2010a; Zamzam et al., 2019) Porém, a utilizacdo do HPLC é onerosa e

demorada.

Tendo em vista esses pontos principais, este trabalho possui como principal objetivo
a avaliacdo de métodos espectroscopicos para a determinacdo do teor de aspartame e
acessulfame em amostras de bebidas dietéticas visando um método rapido, menos

oneroso e de baixo custo.
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2. Objetivos

Este trabalho possui como objetivo geral realizar o estudo dos métodos
espectroscopicos para a analise de adocantes em refrigerantes e sucos dietéticos de
maneira rapida e simplificada. Como grande parte desses produtos possui, em sua
composicdo, o aspartame e acessulfame como edulcorantes entdo este trabalho estara

focado na analise de amostras para a determinacao desses analitos.

3. Objetivos especificos

e Determinar aspartame e acessulfame através do UV-Vis.

e Determinar aspartame por fluorimetria.
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4. Revisdo Bibliografica
4.1. A relacdo da obesidade e os adogantes

Um dos problemas relacionados ao aumento da ingestdo de adocantes é a obesidade.
Doenca esta que possui caracteristica complexa sendo amplamente evitavel e, juntamente
com o excesso de peso, afeta mais de um terco da populacdo mundial. A previsao, caso
as tendéncias mantenham-se, € de que em 2030, 38% da populacdo adulta do mundo tenha
excesso de peso e que 20% sejam obesos. (Jonas, 2018)

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude — OMS, desde 1975 os casos de
obesidade mundial triplicaram, sendo que, em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos —

considerando pessoas com 18 anos ou mais — apresentavam excesso de peso.(Jonas, 2018)

O aumento da obesidade mundial estd ligado a diminuicdo de atividades fisicas e
alteracdes no comportamento alimentar onde sdo incluidos alimentos que possuem alto
teor de acucar. Dessa forma, a inddstria, ja ha algum tempo, tem substituido a sacarose

por adocantes artificiais (AS).

Com o aumento do uso de edulcorantes pela populacdo e indlstria a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA determinou limites maximos que sao
estipulados na resolucdo publicada em 2018. (ANVISA, 2018)

Também de acordo com essa norma, a ANVISA define que, para alimentos contendo
dois ou mais aditivos alimentares que possuam a mesma funcgéo tecnoldgica, a quantidade
somada desses aditivos ndo pode superar o limite do aditivo em maior quantidade

individual.
4.2. Aspartame e Acessulfame-K

O Aspartame (Figura 1) é um adogante sintético ndo nutritivo que possui baixo valor
calérico (Llamas et al., 2008) e foi descoberto acidentalmente nos Estados Unidos em
1965 na tentativa de desenvolver um sedativo para Ulceras. Depois da sacarina, 0
aspartame é um dos adocantes mais usado como substituto do agucar no mundo,
(Landrigan & Straif, 2021) sendo encontrado em diversos produtos como refrigerantes e

sobremesas.

Estudos realizados em 2007 mostraram que o0 consumo regular desse adogante pode
ser potencialmente cancerigeno e, em 2021, outro estudo realizado em ratos reforgou essa

teoria afirmando que héa a incidéncia de tumores malignos em maultiplos 6rgaos (Huff &
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Ladou, n.d.; Landrigan & Straif, 2021b). Em 2014 foi publicado um trabalho afirmando
que os produtos da metabolizacdo do aspartame sdo responsaveis por diversos efeitos
adversos como dores de cabeca, comprometimento da memdria, mudancas de humor e
depressdo, chegando até a alterar as regulacdes neurotransmissoras, gerando disturbios
neurocomportamentais e, por esse motivo seu limite maximo estabelecido pela ANVISA
é de 750 mg/L. (Lindseth et al., 2014b).

o) OCHj;
N
H
OH NH, o)
Figura 1. Estrutura molecular do aspartame

O Acessulfame-K (Figura 2) é um adocante sintético ndo nutritivo que foi descoberto
em 1967 porém sé foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1988. Em
um estudo feito foi descoberto que as variagdes do posicionamento dos substituintes no
anel causavam grande influéncia em sua docura, mas, quando em altas concentracdes,

gera um sabor residual amargo.

Figura 2. Estrutura molecular do acessulfame

Nos ultimos anos sua utilizacdo vem crescendo, ja que ele ¢ utilizado em diversos
alimentos processados pois ele pode ser congelado ou aquecido sem perder seu poder
adogante. Assim como o aspartame, o acessulfame é utilizado em diversos alimentos

incluindo doces, sucos, refrigerantes e em produtos farmacéuticos.

Em 2010, um estudo divulgado criticou os testes realizados antes da liberagdo desse
adocante sintético (AS) para 0 consumo pois, apesar das autoridades liberarem o consumo

de acessulfame, testes realizados em ratos mostraram que os indices de problemas
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respiratorios e a incidéncia de tumores foram muito altas. (Karstadt, 2010)

De forma parecida ao aspartame, a ANVISA estabeleceu limites maximos de
utilizacdo para esse adogante. Dessa forma, de acordo com a resolugéo publicada em

2018, o limite maximo diario para este AS é de 350 mg/L em alimentos dietéticos.

As amostras escolhidas para a analise neste trabalho foram os refrigerantes e sucos
dietéticos, que em sua maioria possuem os adocantes aspartame e acessulfame em sua

composicéo, e por esse motivo, a pesquisa desse trabalho estara focada nesses adocantes.
4.3. Determinacdo do acessulfame e aspartame

Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para a identificacdo e quantificacdo de
adocantes sintéticos. Em amostras alimenticias, € necessario implementar técnicas que
proporcionem confiabilidade, seletividade, sensibilidade, rapidez, seguranca operacional
e que possuam baixo custo que estejam associadas ao numero de amostras disponiveis,
0s equipamentos e reagentes disponiveis, o tempo disponivel do analista para a analise e,

principalmente, a matriz das amostras.(Martins et al., 2019)

As técnicas cromatograficas sdo as mais usadas para realizar a separacdo dos
componentes dessas amostras uma vez que sdo aplicadas para separar, identificar e
quantificar compostos organicos e inorganicos baseado na particao ou distribuicdo de uma

amostra entre uma fase estacionaria e mével.

O HPLC ¢é considerado a técnica de referéncia (MAPA, 2013) para esse tipo de
analise e é o mais utilizado ja que possui alta eficiéncia, grande sensibilidade devido a
diversidade de detectores e a facil recuperacdo das amostras contendo adogantes com uma

resolucéo adequada.

Além disso, 0 HPLC é capaz de realizar a separagdo de adocantes como o ciclamato,
sacarina, aspartame, acessulfame-K e sucralose simultaneamente (Cantarelli et al., 2009;
Grembecka et al., 2014; Liu et al., 2014; Yang & Chen, 2009) utilizando da coluna do
tipo C-18 (Grembecka et al., 2014; Lim et al., 2013). George et al. (2010) desenvolveu
um meétodo realizando o preparo de amostras com a utilizacdo de cartuchos de extragédo
em fase solida antes da injecdo no equipamento. Essa abordagem é, normalmente,
acoplada a outras como o UV e fluorescéncia combinada com diferentes formas de
deteccdo (Cheng & Wu, 2011; George et al., 2010; Zamzam et al., 2019) ja que o HPLC
é utilizado para separar os componentes das amostras sendo possivel, assim, ser feita a

deteccdo dos analitos.
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No entanto, o HPLC possui algumas desvantagens como o alto custo da
instrumentacdo, a necessidade de um analista treinado, de demandar muito tempo para
que todos os pardmetros sejam definidos e também a necessidade de muitas etapas de
preparacdo de amostras com a utilizacéo de diferentes compostos quimicos (Cesar Santos
de Sousa & Beatriz Abreu Gloria) gerando residuos tdxicos proveniente dos solventes

organicos.

Nos ultimos anos, as técnicas eletroanaliticas vém ganhando espago quando se trata
de estudos envolvendo adogantes devido sua capacidade de determinar simultaneamente
AS como aspartame e acessulfame-K, sua simplicidade operacional, a ndo necessidade

de pré-tratamento, rapidez (Martins et al., 2019) e sensibilidade.

Estudos como a determinacdo de aspartame e acessulfame-K simultaneamente
utilizando voltametria de varredura linear e calibracdo multivariada sdo encontrados
porém a técnica, apesar de produzir bons resultados, necessita de tratamento dos dados
por quimiometria (Pierini et al., 2013) que é um processo oneroso, além disso, elas ndo
apresentam boa reprodutibilidade caracterizando desvantagens desse método. (Martins et
al., 2019)

O infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR), é uma técnica rapida e exata.
O FTIR ndo promove a destruicdo da amostra e também ser capaz de determinar
simultaneamente varios analitos de adocantes artificiais como o ciclamato, sucralose,
sacarina, acessulfame-K e aspartame porém € associada ao tratamento quimiométrico
como, por exemplo, o PLS. A quimiometria é aplicada para a resolucdo de picos
sobrepostos (Khurana et al., 2008; Wang et al., 2020) e a sua utilizagéo limita o analista

que deve possuir o treinamento para o tratamento adequado dos dados.

A espectroscopia Raman também é utilizada para analises de varios adocantes de
maneira simultanea sendo uma técnica ndo destrutiva e que nao requer pré tratamento das
amostras. Um estudo realizado em refrigerantes para a deteccdo de aspartame utilizou
nanoparticulas de prata combinado a técnica Raman obtendo um método com alta
liearidade, sensibilidade e preciséo.(Buyukgoz et al., 2015) Outro estudo foi realizado em
adogantes de mesa em pd pra a determinagdo de aspartame, ciclamato, sacarina e
acessulfame. Esse estudo foi realizado utilizando PLS como tratamento de dados. (Duarte
etal., 2017)

Essa técnica pode ser aplicada para amostras liquidas e solidas sendo caracterizada
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por uma analise rapida e barata, porém o fraco espalhamento da luz pelo raman gera uma
técnica de baixa sensibilidade analitica, sendo essa a sua desvantagem para
utilizacdo.(Martins et al., 2019) Além disso, ela ndo se caracteriza como uma andlise
onerosa ja que € necessario o tratamento de dados como o PLS ou a utilizagdo da

derivatizacdo, como o caso das nanoparticulas de prata.

A técnica do UV-Vis se baseia na absorc¢ao de radiacdo na regido do ultravioleta e
visivel onde € medida a quantidade de luz absorvida pela amostra. Dessa forma, um feixe
de luz, no comprimento de onda desejado, incide na amostra, que a absorve, fazendo a

quantificacdo através da deteccdo da quantidade de luz absorvida.

O UV-Vis se encaixa bem na determinacéo do acessulfame e aspartame ja que estes
apresentam picos de absor¢do em 227 nm e 210 nm, respectivamente, como descrito na
Figura 3. (Fernandes et al., 2013; Cantarelli et al., 2009)

0.90 ~
0.80 —&— Aspartame

—eo— Acesulfame-K
0.70

—a&— Saccharine

0.60

0.50

0.40

Absorbancia

0.30

0.20

0.10

0.00

'().l‘) L] L] T T L] 1
190 210 230 250 270 290 310

Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absor¢8o para a Sacarina a 5,0 mg/L, Acessulfame-K a 8,0 mg/L e Aspartame a 10,0
mg/L. Adaptado de (Llamas et al., 2008)

Essa absorcéo se da pela presenca de grupos cromoforos na molécula do ACS-K que
é dada pelas duplas ligagdes e pelos elétrons ndo ligantes. J& no aspartame a absorcao é
feita pela presenca de elétrons ndo ligantes, duplas ligaces, oxigénios presentes na

molécula e pelo anel aromatico.

O uso do UV-Vis se encaixa bem na analise de aspartame e acessulfame por ser um
19



método simples e rapido (Llamas et al., 2008) gracas também ao seu baixo custo, ndo

destruicdo das amostras, facilidade operacional.

J& a fluorimetria possui intrumentacdo baseada na emissdo de fétons. Ela ocorre
devido a emissdo de radiacdo das espéecies quimicas apoOs terem absorvido radiacdo
eletromagnética na regido do visivel e do ultravioleta havendo a transicdo do estado
fundamental para o excitado. A liberacdo de fétons ocorre quando a molécula, depois de
absorver energia, relaxa e a liberacdo desses fotons resulta na fluorescéncia (Figura
4).(Silva, 2016)
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Figura 4. Diagrama simplificado indicando os processos que ocorrem na fluorescéncia. Adaptado de (Silva,
2016)

Essa técnica possui seletividade pois é necessario que os analitos escolhidos para
serem estudados necessitam possuir, em sua estrutura, anéis e estruturas quimicas rigidas
para que sejam capazes de emitir radiacdo eletromagnética. A estrutura molecular possui
grande importancia sobre a luminscéncia de forma que moléculas ricas em elétrons m,
como as aromaticas, contendo ou ndo heterodtomos em sua cadeia principal, sdo

potencialmente fluorescentes. (Flavia Ferreira de Carvalho Marques, 2009)

Em adocantes, poucos sdo os compostos capazes de fluorescer porém, estudos
encontrados na literatura demonstram que o aspartame possui essa caracteristica (Cheng
& Wu, 2011; Wrobel & Wrobei, 1997) para os comprimentos de onda maximos de
excitagdo (Aexc) em 210 nm ¢ de emissao (Aem) em 285 nm com fenda de 20 nm.(Silva,
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2016) O que faz com que a fluorimetria seja uma boa técnica para ser aplicada na
determinacédo de aspartame visto que outros componentes presentes na amostra nao séo

capazes de fluorescer.

Na tentativa de contornar os entraves correspondentes ao uso da cromatografia,
encontramos na técnica do UV-Vis maior facilidade e rapidez (Llamas et al., 2008), que
possui baixo custo e é livre de solvente (Wang et al., 2020) quando comparado a
cromatografia. Essa técnica serd utilizada para a determinagdo do acessulfame que possui
resposta a esse método. Para o aspartame, como dito anteriormente, 0 método que mais
se adequa a analise desse edulcorante ¢ a fluorescéncia ja que essa molécula é capaz de

emitir radiacéo.
5. Materiais e métodos

5.1. Reagentes

Acessulfame grau P.A, Sigma-Aldrich;

Aspartame grau P.A, Sigma-Aldrich;

EDTA, Sigma-Aldrich;

Acido citrico, Sigma-Aldrich;

5.2. Equipamentos

e Balanca analitica, Shimadzu AX200, precisdo de 0,0001 g;

o Baldes volumetricos de 25 mL;

e Banho ultrassom Unique, Ultracleaner, 1400;

e Espectrofotdmetro UV-Vis Agilent Technologies, Cary 8454;
e Cubetas de quartzo com tampa 3,5 mL;

e Papel filtro quantitativo

e Tiras indicadoras de pH, MQuant, Supelco;

e Espectrofluorimetro Cary Eclipse, Agilent;
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5.3. Amostras

5.3.1. Amostras em pé

Sucoempd 1

Suco em po6 2

Maltodextrina

Maltodextrina

Vitamina C

Suco de limdo desidratado

Suco de limao desidratado

Acidulante 4cido citrico

Vitamina A Aromatizante aroma natural de liméo
Vitamina B6 Antiumectante fosfato tricalcico
Vitamina B1 Aspartame na concentracdo 38,6 mg em

100 mL

Acidulante acido citrico

Acessulfame na concentragdo 5,7 mg em
100 mL

Regulador de acidez citrato de sodio

Regulador de acidez citrato de sddio

Aspartame na concentracdao 44 mg em
100 mL

Estabilizantes: carboximetilcelulose

sodica e goma xantana

Acessulfame na concentracdo 5,6 mg em
100 mL

Corante inorganico didxido de titanio

Antiumectante fosfato tricalcico

Corante artificial tartazina

Aromatizante

Espessantes: goma guar e

carboximetilcelulose sédica

Corantes: dioxido de titanio e tartrazina
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5.3.2. Amostras liquidas

Bebida gaseificada sabor

limao 1

Bebida gaseificada sabor

limao 2

Bebida gaseificada sabor

limao 3

Vitaminas B3, B5 e B6

Agua gaseificada

Agua gaseificada

Aromatizante

Suco de liméo

Suco concentrado de limao

Benzoato de sédio

Aroma natural

Aromatizante

Sorbato de potéssio

Sorbato de potéssio

Aspartame na
concentragdo de 34,8 mg
em 100 mL

Acidulante acido citrico

Benzoato de sodio

Acessulfame na
concentragdo de 9 mg em
100 mL

Aspartame na
concentracdo de 21,1 mg
em 100 mL

Aspartame na
concentracdo de 21 mg em
100 mL

Conservador benzoato de

sédio

Acessulfame na
concentracdo de 5,3 mg
em 100 mL

Acessulfame na
concentracdo de 5 mg em
100 mL

Acidulante 4cido citrico

EDTA

EDTA

5.4. Preparo de Amostras

5.4.1. Bebidas gaseificadas

As bebidas gaseificadas foram colocadas por 20 minutos no ultrassom para a retirada
do seu gas e entdo diluidas de acordo com a concentracdo final desejada. Essas amostras

foram preparadas em balBes volumétricos com concentragdes crescentes de edulcorante
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para a aplicacdo de uma curva de adicdo de padrdo com faixa de concentracéo entre 1,0
mg/L a 5,0 mg/L. Utilizando a equagdo encontrada para a curva a partir da leitura das
amostras no UV-Vis, calculada sua concentracdo e verificada sua conformidade em

relacdo ao informado pelo fabricante no rotulo.

5.4.2. Bebidas em po

Para bebidas em p6, foram preparadas solucdes dissolvendo uma massa de amostra
em agua destilada. As solugdes foram colocadas no ultrassom para dissolugdo completa.

Para que fosse possivel sua leitura no UV-Vis.

5.4.3. Construcéo das curvas

As curvas de calibracdo externa utilizadas neste estudo foram construidas a partir de
solucdes de padrao de ASP e ACS preparadas em agua destilada com concentrac@es 1,0;
2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L.

As medidas foram feitas em triplicata e relacionadas entre a média das absorbancias
ou intensidades obtidas e suas respectivas concentracfes. As concentracdes e preparo

foram os mesmos para a determinacédo da fluorescencia.
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6. Resultados e discussao

6.1. Andlises por UV-Vis

6.1.1. Calibragéo externa para determinacédo de ACS e ASP nas amostras

A partir da analise dos espectros obtidos no espectrofotdometro (Figura 5) foi

verificado que o comprimento de onda de maxima de absorcao do ACS € 227 nm. Ja para

0 ASP, o comprimento de onda de maxima absorcdo é menor do que 200 nm, o que

dificulta a visualizacdo, porém a sua analise é realizada considerando o comprimento de
onda de 210 nm (Grembecka et al., 2014).
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Figura 5 Espectros de absor¢éo no UV do ASP e ACS.

Para a quantificagdo do ACS e ASP nas diversas amostras de bebidas dietéticas foram

construidas curvas de calibracdo externa nas faixas de concentracdo de 1,0 a 5,0 mg/L

dispostas na figura 6.
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Figura 6 Curvas de calibraco UV-Vis do (A) ACS e (B) ASP.
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Com base nas curvas analiticas e nos espectros, é possivel identificar que o0 ACS
possui melhor resposta para a técnica do UV-Vis do que o ASP pois o ACS demonstrou
melhor linearidade. Além da linearidade, o0 método demonstrou maior sensibilidade para
0 ACS ja que a inclinacdo relacionada para a sua equacdo da reta, € maior quando
comparado com o ASP. Essas condicdes se dao pela presenca dos grupos croméforos no
ACS que absorvem em um maior comprimento de onda que consegue ser melhor
detectado pelo equipamento gerando melhor sinal j& que a molécula possui maior

absortividade molar.

As amostras diluidas foram analisadas nos comprimentos de onda de 210 e 227 nm.
As absorbancias obtidas foram calculadas na curva de calibracdo externa e resultaram nos

valores da Tabela 2.

Tabela 1. Relagdo entre os resultados do rétulo e os obtidos para as analises das amostras.

Acessulfame Aspartame
Rétulo Obtido Rétulo Obtido
Bebida
gaseificada 50mg/L 541,41 mg/L 211 mg/L 3.028,15 mg/L
sabor liméo 1
Bebida
gaseificada 90 mg/L 490,05 mg/L 348 mg/L 4.603,21 mg/L
sabor liméo 2
Bebida
gaseificada 50 mg/L 475,50 mg/L 210 mg/L  3.217,70 mg/L
sabor limdo 3

Visto que os valores obtidos diferem muito dos valores descritos nos rétulos, chega-
se a conclusdo de que ha um grande efeito de matriz e, por esse motivo, foi contruida a

curva analitica de adicdo de padréo.
6.1.2. Adicao de padréo para determinacéao de ACS

Amostras como as bebidas gaseificadas sabor lim&o sdo zero agucar e, neste caso, séo

adogadas com dois edulcorantes sendo eles ASP e ACS. Suas concentracdes e demais
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Absorbéncia (ua)

componentes estdo dispostos no item 4.4,

As amostras foram diluidas até a obtencdo de uma concentracdo estimada de 0,6
mg/L de ACS para as bebidas gaseificadass 1 e 2 e 0,9 mg/L de ACS paraa 3, de acordo
com o rotulo do fabricante (item 4.3.1). As solug6es foram lidas no UV-Vis (Figuras
7A, B e C) e foram construidas as curvas de calibracdo considerando a absorbancia em
227 nm (Figuras 8A, B e C).
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Figura 7. Espectros das curvas de adicéo de padréo de ACS nas bebidas gaseificadas (A) 1, (B) 2e (C) 3.

27



Absorbéncia (ua)

08 0,7

075 | A y= UJTCBX +0,3834 . s B y = 0,0656x + 0,3271

07 R%#=10,9943 — o6 R?=0,9971

= 0

0,65 2 055

06 R

! o 05

055

i1 0

05 _g 045
045 a oA

04 < 035
035 03

03 025

0 1 2 3 a 5 6 0 1 2 3 a 5
Concentragdo (mg/L) Concentracdo (mg/L)

0,7
y = 0,0628x + 0,3605
RZ = 0,9966

0,65

C

=
nw B2
a o

=
tn

0,45

Absorbancia (ua)

o
w 9
[

o
L

0 1 2 3 4 5 6
Concentracdo (mg/L)

Figura 8. Curvas de adicdo de padrdo de ACS nas bebidas gaseificadas (A) 1, (B) 2 e (C) 3.

Analisando os espectros da Figura 7A e B obtidos para as bebidas 1 e 2 é possivel
perceber que houve uma boa resposta a adicéo de padréo gerando um pico bem definido
na faixa aproximada de 227 nm. Porém, a partir da equacéo da reta para a curva de adi¢do
de padrédo da Figura 8A e B, foram calculadas as concentracdes de ACS de 486,94 mg/L
para a bebida gaseificada 1 e 498,63 mg/L para a bebida gaseificada 2 o que ndo esta em
conformidade com o rétulo das amostras uma vez que, no rétulo da 1, € informada a
concentracdo de 5 mg em 100 mL e para a 2, a concentragdo de 9 mg em 100 mL. Sendo
assim, em um litro de amostra da bebida gaseificada 1 e 2 teriamos 50 e 90 mg,
respectivamente, de ACS. Esse resultado demonstra que os compostos interferentes
também estdo absorvendo no mesmo comprimento de onda do ACS. Para minimizar esse
efeito, o ideal seria realizar a separacdo dos interferentes antes de realizar a leitura no UV-

Vis, retirando o maximo possivel dos interferentes.

J& para o espectro da Figura 7C é possivel perceber que a aplicacdo de adi¢do de
padrédo a bebida gaseificada 3 ndo gerou bons resultados ja que o pico a 227 nm nao se
mostrou definido provavelmente por causa dos interferentes presentes na amostra que
tambem possuem pico de absor¢do no comprimento de onda de 227 nm. Calculando a
concentracdo de ACS presente na amostra a partir da equacéo da reta obtida na Figura 8C

encontra-se o valor de 478,37 mg/L o que também ndo possui conformidade com o
28



informado no rotulo ja que este informa a concentracdo de 5 mg a cada 100 mL o que
seria 50 mg/L. Este resultado também demonstra que houve efeito de matriz, o que indica

a necessidade de um preparo de amostra para melhores resultados.

Foram analisadas duas amostras diferentes de sucos em pd. Ambas solucbes
precisaram ser filtradas pois continham particulas suspensas porém o espectro obtido pada
as duas amostras ndo foi satisfatorio ja que os mesmos ndo apresentaram pico de absorcao

a 227 nm. O espectro obtido para as duas amostras esta ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 Espectros no UV-Vis dos sucos em p6 FIT e Clight.

A partir dos valores obtidos das analises das amostras das bebidas gaseificadas, em
relacdo aos informados pelo fabricante no rotulo é possivel perceber que ha uma diferenca
grande. Para melhor visualizacéo foi calculado o erro relativo referente a esses resultados.

Os valores obtidos estdo dispostos na Tabela 3.

Tabela 2. Valor de concentracdo de ACS encontrado apds analises por UV-Vis.

Bebida gaseificada Valor do Rétulo Valor Obtido Erro Relativo
1 50 mg/L 486,94 mg/L 873,88%
2 50 mg/L 478,37 mg/L 856,74%
3 90 mg/L 498,63 mg/L 454,03%

O Erro relativo foi calculado a partir da seguinte equagéo:

29



) Valor Obtido — Valor do Rotulo
Erro Relativo = v .100%
Valor do Rotulo

Levando em consideracdo a diferenca entre os valores encontrados e os informados
pelo fabricante e o erro relativo calculado (Tabela 2) pode-se inferir que ha efeito de
matriz. Como o rétulo das bebidas apresenta sua composicdo quimica, foi verificado se
0s possiveis interferentes podem estar absorvendo radiacdo eletromagnética no mesmo

comprimento de onda que esta sendo utilizado.

Tabela 3. Possiveis interferentes relacionados aos seus comprimentos de onda de absorcao.

Composto Faixa de absorgéo Pico méximo de
(nm) absorcéo (nm)
Benzoato de Sodio | ~190 — 290 (Howard et ~228
al., 2009)
Acido Citrico ~260 — 450 ~288
(Krishnaswamy et al.,
2019)
Sorbato de ~200 — 280 (John ~250
Potéssio Wiley & Sons, I)
EDTA ~200 - 230 ~200
Vitamina B3 - 253 — 270 (John ~256,5
Wiley & Sons, 1)
Vitamina B5 ~190 — 228 (Muhamad ~195
etal., 2015)
Vitamina B6 ~288 — 296 (John ~292
Wiley & Sons, 1)

De acordo com o rétulo dos fabricantes, alguns componentes sdo comuns para as trés
amostras analisadas sendo um deles o benzoato de sodio. Baseado em pesquisas feitas
(Howard et al., 2009), o benzoato de sodio possui absor¢ao no intervalo de comprimento
de onda 190 a 290 nm com pico méximo de absor¢do a 228 nm. Dessa forma ele se torna

um potencial interferente pois sua faixa de absor¢cdo compreende o comprimento de onda
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analisado.

Outro componente comum entre as amostras é o &cido citrico que, apesar de estar
presente na composic¢ao quimica da amostra, ele ndo se caracteriza como um interferente
ja que sua absorcdo maxima esta proxima de 288 nm (Krishnaswamy et al., 2019), e a
faixa de absorcéo esta entre 260 e 450 nm como esté relacionado na Tabela 4. O pico de
288 nm se da pela presenca de trés acidos carboxilicos (Krishnaswamy et al., 2019) na

molécula gerando um comprimento de onda que ndo compreende a faixa estudada.

Para as amostras das bebidas gaseificadas 1 e 2, 0 sorbato de potassio € adicionado a
composicdo. Como disposto na Tabela 2, sua absorcdo maxima esta proxima de 250 nm
porém sua faixa de absorcao esta entre 200 e 280 nm. Sendo assim, no comprimento de
onda de 227 nm, ha uma pequena absor¢cdo. Dessa forma o sorbato de potéssio se

caracteriza como um interferente.

Assim como o0 benzoato de sodio, 0 EDTA esta presente nas amostras de bebidas
gaseificadas 1 e 2. De acordo com a Tabela 2, é possivel afirmar que esse composto se
caracteriza como um interferente ja que a sua faixa de absorcdo compreende o

comprimento de onda de 200 a 230 nm onde, apesar de baixa, ha absorcdo em 227 nm.

Na bebida 1, além desses compostos também estdo presentes as vitaminas B3, B5 e
B6. Como relacionado na Tabela 2, é possivel afirmar que a vitamina B3 ndo é um
interferente ja que o inicio de sua absorc¢do € por volta de 253 nm, sendo seu pico maximo
de absorcdo aproximada em 256,5 nm. Ja a vitamina B5 possui uma pequena absorcao a
227 nm ja que sua faixa de absorcdo esta entre 190 e 228 nm, sendo assim ela se
caracteriza como um interferente. A vitamina B6 néo se caracteriza como um interferente

ja que sua faixa de absorcdo esta entre 288 e 296 nm.

As faixas de absorcdo e pico maximo para o sorbato de potéssio, vitamina B3 e B6
utilizam o metanol como solvente (John Wiley & Sons, 1). Isso pode gerar um

deslocamento do pico méaximo de absorcao.
6.1.3. Adicado de padréo para determinacéo de ASP

No caso do ASP, foi feita analise apenas na amostras da bebida gaseificada 1, esta foi
diluida até a obtencdo de uma concentracdo estimada de 0,6 mg/L de ASP de acordo com
o rétulo do fabricante (item 4.3.1). As solugdes foram lidas no UV-Vis (Figura 10A) e, a
partir da curva analitica obtida (Figura 10A), a concentracao obtida foi de 1142,61 mg/L.
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Figura 10. Espectros (A) da curva (B) de calibragéo interna do ASP na bebida gaseificada 1.

Tendo em vista os resultados obtidos para o ASP pelo método de UV-Vis e
percebendo que ocorre um grande efeito de matriz, a saida encontrada foi realizar as
andlises das amostras atraves da fluorimetria ja que, nesse método, apenas o aspartame

possui as caracteristicas necessarias para fluorescer.
6.1.4. Curva de calibracdo externa do aspartame por espectrofluorimetria

Primeiramente foi realizando o estudo para determinar os comprimentos de onda
maximos para excitagdo e emissdo. Para isso fez-se a varredura do aspartame em solucéo
de concentragdo 5 mg/L. Encontrou-se 0 par Aexc/Aem €m 206/285 nm, obtidos com fenda
de 20 nm.

A partir do aspartame grau P.A foi feita a curva de calibragdo com concentragdes
crescentes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L utilizando agua destilada por osmose reversa
como solvente. O espectro e a curva estdo dispostos nas Figuras 11A e B,

respectivamente.
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Figura 11. Espectro de emissdo (A) e curva de calibragdo (B) do ASP no fluorimetro.

32




Analisando o espectro relacionado na Figura 11A é possivel inferir que houve boa
resposta do aspartame sendo analisado por espectrofluorimetria e que seu pico méaximo

de emissdo esta proximo de 285 nm.

Para verificar se 0 ACS gera alguma interferéncia na analise, foi realizada a leitura
de uma solucdo de uma amostra de acessulfame em &gua na concentracdo aproximada de
2,5 mg/L para a verificacdo da fluorescéncia. Analisando a curva é possivel observar que
h& apenas o ruido do equipamento com intensidade em torno de 900. O espectro foi

disposto juntamente com o do ASP para facilitar a visualizacao.

Como, em todas as amostras analisadas neste trabalho, ha a mistura do acessulfame
e aspartame foi entdo realizada uma leitura no espectrofluorimetro nas concentracées de
2,5 mg/L e 3,0 mg/L, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Espectro obtido para 0 ACS-K e ASP.

Observando a estrutura molecular do aspartame descrita na Figura 12 é possivel
perceber que a molécula possui elétrons  além de heterodtomos em sua cadeia principal.
A presenca de heteroatomos faz com que ocorra a transicao eletronica do tipo n — w* ,
que possui menos energia quando comparada a transi¢do © — 7* que acontece na auséncia
de heteroatomos. Essa mudanca na transicdo gera a diminuicéo da fluorescéncia. (Silva,
2016) Dessa forma, a presenca do grupo —NH gera a diminuigéo da fluorescéncia, o que
é um fator que pode explicar a baixa intensidade de fluorescéncia do aspartame.
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Figura 13. Estrutura molecular do aspartame.

Diferentemente do aspartame, o acessulfame ndo é capaz de fluorescer pois
observando sua molécula na Figura 14, € possivel perceber que a sua estrutura é composta
por um heterociclo que ndo possui nenhum outro anel conjugado o que é uma justificativa

para que ele ndo fluoresca.

Figura 14. Estrutura molecular do ACS

As amostras diluidas foram analisadas nos comprimentos de onda de 285 nm. As
intensidades obtidas foram calculadas na curva de calibracdo externa e resultaram nos

valores da Tabela 4.
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Tabela 4. Relagéo entre os resultados do rétulo e os obtidos para as analises das amostras.

Aspartame

Rétulo Obtido
Bebida gaseificada
sabor liméo 1 211 mg/L 10, 34 mg/L
Bebida gaseificada
sabor limé&o 2 348 mg/L 68, 95 mg/L
Bebida gaseificada
sabor liméo 3 210 mg/L 260, 42 mg/L

A andlise dos valores calculados para as concentracfes das amostras pode ser feita
pensando que, na fluorescéncia, pode haver a supressdo do sinal que se da pela absorcao
de outros componentes no comprimento de onda de emissdo do analito que, no caso, esta
na faixa de 285 nm. Isso € bastante visivel observando os valores calculados para a
concentracdo das bebidas gaseificadas 1 e 2, percebendo que os dois ficaram muito abaixo
do que era esperado. Dessa forma é possivel inferir que outros componentes absorvem
nesse comprimento caracterizando efeito de matriz. Apesar da bebida gaseificada 3 ter
apresentado boa resposta ao método, ela, assim como as demais amostras, também foi
submetida a adicdo de padrdo como uma forma de tentar minimizar o efeito de matriz

presente.
6.1.5. Analise das amostras

Assim como realizado no UV-Vis, para a analise das amostras, foi feita a adicdo de
padrdo partindo das soluc@es diluidas e adicionando a solucdo estoque de aspartame 100

mg/L até as concentragfes de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L.

As amostras foram diluidas até a obtencdo de uma concentracdo estimada de 0,6 mg/L
de ASP, de acordo com o rotulo do fabricante (item 4.3.1). As solugc6es foram lidas no
fluorimetro e, analisando os espectros obtidos descritos nas Figuras 15A, B e C, é possivel
perceber que todas as amostras responderam bem & adi¢éo de padrdo havendo o aumento
da intensidade no comprimento de onda relacionado ao aspartame, porém, a partir de suas
curvas analiticas obtidas, descritas na Figura 16A, B e C, as concentragbes foram
estimadas como de 292,22 mg/L, 497,17 mg/L e 569,84 mg/L para as bebidas
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Intensidade

gaseificadas 1, 2 e 3, respectivamente, considerando uma diluicdo de 352,11 vezes,

350,14 vezes e 580,05 vezes para as bebidas 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 15. Espectros da curva de adi¢do de padrdo de ASP nas bebidas gaseificadas (A) 1, (B) 2 e (C) 3
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Figura 16. Curva de calibragdo interna do ASP nas bebidas gaseificadas (A) 1, (B) 2 e (C) 3.
A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que houveram processos de
interacdo molecular que resultaram no aumento da intensidade da fluorescéncia

gerando 0 aumento da concentracdo de ASP nas amostras.

6. Conclusao

A determinacédo dos adogantes por UV-Vis e fluorescéncia ndo se mostrou eficaz na
quantificacdo do ASP e ACS sendo necessario que haja um peparo de amostra ou
tratamento de dados para que sejam eliminados os componentes interferentes das

amostras.

Pela andlise dos espectros e resultados encontrados a partir das curvas analiticas de
adicdo de padréo foi possivel perceber que nédo é possivel realizar a analise direta de
amostras complexas como refrigerantes e sucos em po. Para o UV-Vis, existem muitos
interferentes que absorvem no mesmo comprimento de onda dos analitos e, para a
fluorescéncia, pode ter ocorrido intera¢des intermoleculares dos interferentes com o ASP,

jaque é o unico composto que provavelmente fluoresce nesses tipos de amostras.
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7. Perspectivas futuras

Com base nos resultados obtidos neste trabalho a sugestdo para esse tipo de
determinacdo é a realizacdo do preparo das amostras por extracdo em fase sélida ou
derivatizacdo, ou tratamento dos dados por quimiometria ja que se trata de uma amostra

complexa.
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