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RESUMO

A separagao e quantificagdo dos edulcorantes em estudo foram realizadas por HPLC
recorrendo a uma coluna C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm), a um fluxo de 0,700 mL/min, utilizando
uma fase movel tamponada consituida por KH2PO4 0.05 M/ ACN (85:15), com adigao de
acido fosférico (20 %) de modo a manter o pH a 4,2 — 4,4. A detecao foi efetuada por
ultravioleta a um comprimento de onda de 254 nm. O método do padrao externo permitiu

quantificar os edulcorantes nas amostras.

O presente estudo apresenta como principal objetivo a determinagao das concentragoes
dos edulcorantes acessulfame — K, sacarina e aspartamo em 56 amostras de matrizes
liquidas diferentes que foram adquiridas no centro de Portugal, de modo a verificar se de
facto as doses maximas de utilizagao (DMU) estabelecidas pelo Decreto-Lei n.o 394/98 sao
respeitadas (350 mg/L para o ACE — K, 100 mg/L ou 80 mg/L consoante as bebidas sejam

ou nao adicionadas com didxido de carbono para a SAC e 600 mg/L para o ASP).

Para validagao da metodologia analitica, para além da determinagao dos coeficientes de
regressao linear (R?), foram também avaliadas a exatidio, a precisio intra-dia e inter-dia.
Os limites de deteciao (LODs) e os limites de quantificacao (LOQs) determinados foram

de 9,55 e 28,94 mg/L para o ACE-K, 6,86 e 20,77 mg/L para a SAC e 59,86 e 181,30 mg/L
para o ASP.

Considerando a andlise dos edulcorantes nas amostras, o ACE — K revelou estar presente
em 49 das matrizes, surgindo em 100 % das amostras de bebidas desportivas, bebidas
energéticas e néctares, em 90 % dos refrigerantes a base de extratos de chas, em 89 % dos
refrigerantes tradicionais e em uma amostra de refrigerantes a base de aguas minerais, com
uma concentragao média de 21,89, 202,59, 164,14, 62,55 e 85,29 mg/L, respetivamente. O
ASP surgiu em 62,5 % das matrizes analisadas, apresentando uma concentragao média de
69,215 mg/L em refrigerantes a base de extratos de cha, 87,82 mg/L em refrigerantes
tradicionais, 116,19 mg/L em néctares, 129,33 mg/L em refrigerantes a base de aguas
minerais e 478,84 mg/L em bebidas energéticas, estando totalmente ausente de bebidas
desportivas. A SAC também nao foi detetada em bebidas desportivas e em bebidas
energéticas, sendo de entre os edulcorantes estudados o menos frequentemente utilizada

estando apenas presente em 20 das amostras em estudo, com uma concentragao média de
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57,27 mg/L em refrigerantes tradicionais, 53,55 mg/L em néctares e 44,31 mg/L em

refrigerantes a base de extratos de chas.

De acordo com a legislagao portuguesa e da Uniao Europeia, a DMU permitida para o ACE
— K foi excedida numa amostra de néctar (641,48 mg/L) e no caso do ASP também se
verificou que uma amostra de bebida energética excedeu a DMU (679,8 mg/L). Embora
menos frequentemente utilizada, observaram-se trés situagoes em refrigerantes a base de
extratos de cha (80,5, 101,76 e 82,69 mg/L) e uma em néctares (93,68 mg/L) em que as

concentragoes de SAC ultrapassaram o estabelecido pela legislagao.

A ingestao diaria estimada (EDI) do ACE — K, da SAC e do ASP para o consumidor
portugués adulto revelou estar bem abaixo da ingestao diaria aceitavel (ADI). Das seis
distintas categorias de amostras analisadas, os refrigerantes tradicionais sio responsaveis
pela maior EDI do ACE — K e do ASP, 0,14 e 0,12 mg/kg p.c./dia, o que representa 0,911 %
e 0,29 % da ADI, respetivamente. Os refrigerantes a base de extratos de cha refletem uma
EDI de 0,24 mg/kg p.c./dia para a SAC correspondendo a 9,76 % da ADI, sendo a maior

fonte deste edulcorante nas diferentes categorias de bebidas analisadas.

Palavras-chave: acessulfame-k (ACE — K), aspartamo (ASP), bebidas desportivas, bebidas
energéticas, edulcorantes, ingestao diaria estimada (EDI), populagao portuguesa,
refrigerantes a base de dguas minerais, refrigerantes a base de extratos de cha, refrigerantes

tradicionais, sacarina (SAC), néctares.
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ABSTRACT

Separation and quantification of the sweeteners were performed by HPLC using a CI8
column (5 pm, 250 x 4.6 mm) at a flow rate of 0.700 mL/min using a buffered mobile phase
consisting of KH,PO, 0.05 M / ACN (85:15), with addition of phosphoric acid (20 %) in
order to maintain the pH at 4.2-4.4. Detection was made at a wavelength of 254 nm. The

external standard method was used for the quantification.

The main objective of the present study was to evaluate the concentrations of the
sweeteners acesulfame — K, saccharin and aspartame in 56 samples of different liquid
matrices purchased in the central zone of Portugal, in order to verify if the maximum levels
of use (DMU) are in accordance with the Decree-Law no. 394/98 (350 mg/L for ACE — K,
80 mg/L and for beverages containing carbonic acid, the dose is 100 mg/L for SAC and 600
mg/L for ASP).

To validate the analytical methodology, in addition to the determination of linear regression
coefficients (R2), were also evaluated the accuracy, intra-day and inter-day precision. The
limits of detection (LODs) and limits of quantification (LOQs) were 9.55 and 28.94 mg/L
for ACE-K, 6.86 and 20.77 mg/L for SAC and 59, 86 and 181.30 mg/L for ASP.

Considering the sweeteners analysis in the samples, ACE — K was present in 49 of the
analysed beverages, being 100 % of sports drinks, energy drinks and nectars, 90 % of tea-
based soft drinks, 89 % of traditional soft drinks and in one sample of soft drinks based on
mineral water, with a mean concentration of 21.89, 202.59, 164.14, 62.55 and 85.29 mg/L,
respectively. The ASP was detected in 62.5 % of the analyzed matrices, with an average
concentration of 69.215 mg/L in soft drinks based on tea extracts, 87.82 mg/L in traditional
soft drinks, 116.19 mg/L in nectars, 129.33 mg/L in soft drinks based on mineral waters and
478.84 mg/L in energetic drinks. In sport drinks, ASP was not detected. SAC was not
detected in sport drinks and energy drinks, and was also less frequently used, being present
only in 20 of the samples under study, with a mean concentration of 57.27 mg/L in
traditional sport drinks, 53.55 mg/L in nectars and 44.31 mg/L in soft drinks based on tea

extracts.

According to Portuguese and European Union legislation, the maximum allowable dose for
ACE — K was exceeded in a nectar sample (641.48 mg/L) and in the case of ASP there was

also a sample of energy drink that exceeded DMU (679.8 mg/L). Although less frequently
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used, three situations were observed in soft drinks based on tea extracts (80.5, 101.76 and
82.69 mg/L) and one in nectars (93.68 mg/L) in which the concentrations of SAC exceeded

the recommended level.

The estimated daily intake (EDI) of ACE — K, SAC and ASP for the Portuguese adult
population was found to be well below the acceptable daily intake (ADI). Of the six different
categories of analyzed samples, traditional soft drinks account for the highest EDI of ACE-
K and ASP, with 0.14 and 0.12 mg / kg bw / day, which represents 0.911 % and 0.29 % of
ADI , respectively. Soft drinks based on tea extracts showed an EDI of 0.24 mg / kg bw /
day for SAC corresponding to 9.76 % of ADI, being the largest source of this sweetener in

the different categories of the analyzed beverages.

Key words: acesulfame - K (ACE — K), aspartame (ASP), sports drinks, energy drinks,
sweeteners, estimated daily intake (EDI), Portuguese population, soft drinks based on
mineral waters, soft drinks based on tea extracts, traditional soft drinks, saccharin (SAC),

nectars.
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l. Introducao

I.1. Conceito de edulcorante

Os aditivos alimentares desempenham um papel vital na industria alimentar moderna e sao
utilizados principalmente para manter a qualidade e as caracteristicas alimentares, bem
como garantir a Seguranga Alimentar (Lino et al., 2008). Sao substincias, que em sim
mesmas, nao sao consumidas geralmente como género alimenticio e nem sao usualmente
utilizadas como ingrediente especifico dos géneros alimenticios, com ou sem valor calérico
e cuja adigao intencional aos géneros alimenticios os tornam direta ou indiretamente um
componente desses géneros alimenticios. Algumas das classes funcionais de aditivos
presentes em produtos alimentares, incluem conservantes, agentes antibacterianos, agentes
branqueadores, edulcorantes, corantes e agentes aromatizantes. A incorporagao de um
aditivo alimentar numa das classes funcionais nao implica que este nao possa ser utilizado
com o intuito de realizar uma das outras fungoes (Regulamento (CE) N.o 1333/2008). A
presenca de um aditivo alimentar num género alimenticio por agao indireta pode ocorrer
devido a transferéncia ou migragao da embalagem ou do equipamento de processamento
para o género alimenticio (Shibamoto& Bjeldanes, 2009). Substancias cuja utilizagao tenha
como objetivo conferir determinado aroma e/ou sabor ou que possuam fins nutricionais,
como sao exemplo o sucedaneo do sal, as vitaminas e os minerais, nao deverao ser

consideradas aditivos alimentares (Regulamento (CE) N.o 1333/2008).

Os aditivos alimentares devem estar incluidos na lista de ingredientes de um género
alimenticio, sendo mencionados através do seu nome ou pela letra E seguida de um niumero.
A referéncia “E” refere-se a Europa e garante que este passou a testes rigorosos de
seguranga, e esta autorizado e avaliado como seguro. Conforme os dados cientificos
disponiveis, a aprovacao dos aditivos alimentares € monitorizda, revista e alterada (Obe et

al, 2016).

O primeiro registo de utilizagdo de um edulcorante interliga-se com o uso do mel nas
culturas arcaicas da Grécia e da China (Yilmaz & Asli, 2013). O xarope de bordo adquirido
pela fervura da seiva das arvores Acer saccharum Marsh era o edulcorante influente no
século XVIl nas Américas, enquanto perto do Mediterrraneo se usava a alfarroba obtida a

partir da Ceratonia siliqua L. Os progressos tecnologicos do século XVIIl tornaram a
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sacarose mais disponivel e acessivel, e de imediato se tornou no principal edulcorante
utilizado. A produgao mundial deste aglicar de mesa aumentou extensamente e a meio do
século XX ja era utilizado em uma vasta gama de alimentos por todo o planeta (Edwards
et al, 2016). Atualmente sao produzidos aproximadamente 165 milhoes de toneladas por
ano em cerca de |20 paises. Oitenta por cento da sua produgao ¢ efetuada a partir de cana
— de — aglcar e o maior produtor desta planta, em 2013, foi o Brasil, seguido pela India e

China (Grembecka, 2015).

Na categoria dos aditivos alimentares, os edulcorantes sao reconhecidos por conferirem
um sabor doce e possuirem baixas calorias. A amplificagao da sua utilizagao deve-se ao
aumento da incidéncia de casos de obesidade nos paises desenvolvidos, assim como ao
aumento da percegao das implicagoes de salde relacionadas com uma dieta rica em calorias
e ao objetivo de reduzir as caries dentarias, existindo uma intengao progressiva de
substituir a utilizacao de sacarose por outros edulcorantes (Lino et al, 2008; Salminen &
Hallikainen, 2001). O conceito de que os produtos alimentares dietéticos eram “usados
apenas por aqueles que devem limitar a ingestao de agucar” foi substituida pelo conceito
de que estes estao disponiveis para “uso daqueles que desejam limitar a ingestao de agucar”

(Diogo et al.,, 2013).

I.1.1. O conceito de edulcorante “perfeito”

Um edulcorante deve possuir caracteristicas que o aproximem do considerado pela
industria como ideal, nomeadamente deve ser pelo menos tao doce como a sacarose,
possuir um sabor limpo e agradavel, ser incolor e inodoro. A gama da estabilidade e,
naturalmente, a vida Util do produto final sio também importantes, assim como a
compatibilidade com uma ampla série de ingredientes alimentares. E ideal que seja soluvel
em agua e estavel a diferentes valores de pH, nomeadamente em condigoes acidas e basicas,
e em um vasto intervalo de temperaturas. Para uma maior aceitagcao pelo consumidor, a
segurancga é essencial e estudos a nivel deste ponto devem ser de dominio publico. Assim,
o edulcorante nao deve ser toxico nem cancerigeno e deve ser metabolizado normalmente
ou excretado inalterado. A nivel econémico, os seus pregos devem ser competitivos com

os da sacarose e outros edulcorantes equiparaveis e necessitam de ser facilmente
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produzidos, armazenados e transportados. Apesar da busca continua pelo edulcorante

perfeito, o mesmo nao existe (Nabors, 2001).

I.1.2. Identificacao do sabor doce

A identificacao do sabor doce ocorre através de um sistema de protoes doador/ aceitador
entre o alimento e os recetores localizados nas papilas gustativas, estabelecendo — se um
sistema AH / B / X. Neste sistema tridimensional, A e B representam atomos
eletronegativos, como oxigénio ou azoto, H é o hidrogénio que esta conjugado por uma
ligagao covalente a um atomo (A) e o X representa grupos hidrofébicos que sao atraidos
pelas papilas gustativas. A distancia molecular entre A e B deve ser cerca de 0,25-0,4 nm
para que um determinado composto apresente sabor doce. Os recetores das papilas
gustativas (TIR2 e TIR3) estao associados as proteinas G (GPCR) e fazem parte da classe
C de proteinas (Figura I). A a — gustducina é a proteina G associada ao recetor do gosto
doce e esta presente no lado citoplasmatico da membrana celular, e inclui subunidades a,
B ey. As ligagoes hidrogénio hidrofobas sao responsaveis por modificar a configuragao do
recetor “sensivel ao gosto”, auxiliando a entrada de Na™ pela alteragio da permeabilidade
do meio ionico. Ocorre também libertacao de adenosina trifosfato (ATP) através da
ativagao dos recetores por compostos doces. Os sinais dos recetores do gosto doce criam
impulsos nervosos que no cérebro sao retransmitidos e processados, dando informagao
acerca do estado do alimento, nomeadamente se este € saudavel ou se é amargo e
provavelmente toxico. Portanto a estimulagao dos recetores TIR2 e TIR3 ativa os nervos

gustativos periféricos e por consequente as vias gustativas cerebrais (Carocho et al., 2017;

Renwick & Molinary, 2010).

Dominio Venus
=] s Flytrap
— ey (DVF)
TRy 3 J
Dominio Rico
Saliva cm Clisteinas
(DRC)
u - - A
w g w o vi™ ‘e \ Dominio 7 -
' - 7 i i \ \ Transmembrana
' d'od ' (DTM)

Citoplasma
HOOC Coon

Figura I. llustragdo dos recetores do gosto doce, TIR2 e TIR3, em humanos (Adpatado deDuBois, 2016).
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As papilas gustativas sao pequenos clusters formados pela aglomeragao das células dos
recetores do sabor (TCRs) e dependendo da espécie sao constituidas por 50 a 150 TRCs.
Localizam-se sobretudo na lingua, mas podem ser encontrados em toda a cavidade oral.
Como se pode observar na Figura 2 sao classificadas em papilas circunvalis, foliares e
fungiformes. Na parte posterior da lingua encontram-se as papilas circunvalis e nos
humanos estao presentes milhares. O bordo lateral posterior da lingua apresenta papilas
foliares e contem entre uma duzia a centenas delas. As papilas fungiformes encontram-se

em pequena abundancia nos dois tergos anteriores da lingua (Obe et al., 2016).

O conceito de que diferentes partes da lingua sao sensiveis a diferentes gostos foi
contradito por dados moleculares e funcionais. Assim, a capacidade de resposta aos cinco
gostos basicos (doce, salgado, amargo, azedo e umami) esta dependente de todas as
superficies da lingua e nao de uma dada regiao em especifico, como se pode observar na
Figura 2.b, uma vez que as TCRs individuais aparentam expressar distintas familias de
recetores de gosto, e posteriormente, este reconhecimento de um dado sabor originaria a
descodificagio da atividade agrupada de diversas classes de TCRs profundamente

sintonizadas (Figura 2.c.) (Chandrashekar et al., 2006; Obe et al., 2016).

Circunvalis

© Poro de gosto
Foliares
Puapilas v -4
gustativas
'Y )
Fungiformes 8 | |‘3A. C Lk ¢
\$ u&).v‘ /
- T S——
ICR
y
b
S~ S~ -~
/I |\ /I o\ /
Amargo Salgado Doce Unami Azedo

Figura 2. (a). Os trés tipos de papilas gustativas presentes na lingua. (b). Representagido do “mapa da lingua” comum
aos cinco gostos basicos. (c). As TCRs projetam microvilias na superficie apical das papilas gustativas formando o poro
de gosto (Adaptado de Obe et al,, 2016).
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1.2. Classificagao dos edulcorantes

Os edulcorantes sao classificados pelas suas carateristicas intrinsecas, como o valor
nutritivo (nutritivos e nao nutritivos) e o poder edulcorante (intensivos ou polidis), ou pela

sua origem (sintética ou natural) (Carocho et al., 2017) (Figura 3).

1.2.1. Edulcorantes nutritivos vs intensivos

Apenas a classificagao através do valor nutritivo é utilizada por érgiaos governamentais
como a Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar da Uniao Europeia (EFSA). De acordo
com os termos do Regulamento (CE) n.° 1333/2008, os agucares simples, o xarope de
milho de alta frutose, a isomaltulose e a trealose, considerados por muitos autores como
edulcorantes nutritivos, nao sao considerados aditivos alimentares mas sim ingredientes.
Os agucares sao hidratos de carbono encontrados naturalmente em diversos alimentos e
fornecem geralmente 4 calorias por grama (Garcia-Almeida et al., 2013). Os principais
monossacarideos que surgem em alimentos e bebidas sao a glucose, frutose e galactose, ao
serem combinados quimicamente originam dissacarideos, tais como sacarose (frutose +
glucose), lactose (glucose + galactose) e maltose (glucose + glucose). A génese de energia
na dieta ocorre através da hidrélise dos dissacarideos em monossacarideos no intestino

delgado, com posterior absor¢ao e metabolizagao.

Os poliois, também conhecidos como alcoois de agucar, sao edulcorantes nutritivos
derivados de sacarideos e podem ser sintetizados quimicamente por hidrogenagao de mono
— ou dissacarideos redutores. Em relagao aos aglcares, os polidis fornecem menos calorias,
geralmente menos de 4 cal/g e possuem uma resposta glicémica menor porque sao mal
absorvidos, isto € o organismo nao € capaz de os metabolizar integralmente. Por
consequinte esta caracteristica favorece a sua presenca em produtos dietéticos e para

diabéticos (Edwards et al, 2016).
O indice glicémico corresponde a velocidade com que o organismo digere, absorve e

metaboliza os alimentos que possuem hidratos de carbono e é expresso tipicamente entre

| e 100, como se pode observar na Tabela | (Grembecka, 2015).
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Figura 3. Representagdo esquematica da classificagdo dos edulcorantes (Adaptado de Carocho et al,, 2017;
Garcia-Almeida et al,, 2013).
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Tabela I. Valor calérico, indice glicémico e poder edulcorante de agucares e de edulcorantes (Adaptado de Edwards et
al, 2016; Grembecka, M., 2015; Monteiro, 2015; Moscucci, 2014; MyFitnessPal, 2017; Nabors, 2001; Passos & Ivo, 2016;
Ribeiro, 2013; Silva, 2014; Yazio, 2017).

Substancia val?l::::;;; ico indice Glicémico E d;:::;n te
A Monossacarideos
C Glucose 3,6 100 0,5
U Frutose 4 23 1,5-1,8
C Galactose 4 25 0,26
A Dissacarideos
R Maltose 3,4 105 0,4
E Sacarose 4 65 I
S Lactose 4 45 0,2 -0,4
Polibis
Eritritol 0,2 0 0,7
Isomalte 2,1 9 0,45 — 0,65
Lactitol 2 6 0,4
Maltitol 2,4 35 0,9
Manitol 1,5 0 0,7
E Sorbitol 2,5 9 0,6
D Xilitol 2,5 7 1,0
U Intensivos
L N3io Nutritivos
C Acessulfame — K 0 0 200
o Ciclamato 0 0 30
R Sacarina 0 0 300
A Sucralose 0 0 600
N Glicosideos de esteviol 0 0 200
T Sal de aspartamo —
E acessulfame 0 0 350
Nutritivos
Aspartamo 4 0 180
Neohesperidina 2 0 1800
dihidrocalcona
Taumatina 4 0 2000

Os polidis sao adicionados frequentemente com edulcorantes nao nutritivos (NNS), mas
podem ser utilizados em maiores quantidades devido ao seu poder edulcorante
significativamente menor. No entanto o seu consumo deve ser limitado porque quando
ingeridos em doses excessivas (doses > 20 — 60 g, dependendo da tolerancia), originam
laxagao devido a tolerancia gastrointestinal delicada (Edwards et al, 2016). Ao contrario
dos aglcares nao estao relacionados com caries dentarias porque nao sao fermentados
pelas bactérias presentes na cavidade bocal e, assim, os dentes nao sao expostos ao acido
que danifica o esmalte. Além disso, aumentam a biodisponibilidade mineral em humanos,
visto que o maltitol e o lactitol sio considerados agentes probioticos (Grembecka, 2015).
Os mais utilizados sao o sorbitol (E420), manitol (E421), isomalte (E953), maltitol (E965),

lactitol (E966), xilitol (E967) e eritritol (E968), enquanto com relevancia mas menos
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utilizados, e nao permitidos na UE, siao os hidrolisados de amido hidrogenado (HSH) e o

arabitol (Carocho et al., 2017).

Os edulcorantes intensivos sao utilizados em reduzidas quantidades nos alimentos porque
possuem um alto poder edulcorante, superior ao da sacarose, e uma contribui¢ao calorica
muito baixa ou mesmo nula, no entanto nao causam perigo em termos de carcinogenicidade
(Figura 4). Como nao desencadeiam uma resposta glicémica sao bastante utilizados em
dietas hipocaldricas por individuos com diabetes e outros casos particulares em que a
ingestao caldrica tem que ser vigiada, como os obesos. De todos os edulcorantes intensivos
utilizados, os mais relevantes sao o acessulfame — K (E950), o aspartamo (E951), o ciclamato
(E952), a sacarina (E954), a sucralose (E955), os glicosideos do esteviol (E960), o neotame

(E961) e o sal de aspartamo — acessulfame (E962) (Carocho et al., 2017).

Sem calorlas

Consderado seguro

Calbrico

y NSo cariogénico
Natural

Baio Glicémico

Edulcorantes nutritivos Edulcorantes nio nutritivos

Figura 4. Visao geral das propriedades nutricionais significativas dos edulcorantes nutritivos e dos nao nutritivos. Os
efeitos que sdo considerados benéficos encontram — se a cinzento claro e os potenciais efeitos prejudiciais a preto
(Adaptado de Edwards et al, 2016).

1.2.2. O Poder Edulcorante

A intensidade edulcorante é de facto a carateristica mais importante de um edulcorante e
¢ definida como a “quantidade de sacarose, em gramas, a ser dissolvida em agua de modo
a obter o mesmo sabor que a solugao de | grama de um edulcorante no mesmo volume”.
Nao é expresso em unidades absolutas, € portanto relativo a um padrao definido. O agucar

de referéncia, a sacarose, tem uma intensidade de | e é considerada como referéncia ou
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padrao. A sacarose é constituida por uma molécula de glucose que forma uma ligacao ab
(1,2) entre um dos seus carbonos no grupo aldeido e uma cetona na molécula da frutose
(Figura 5), evitando assim quaisquer atributos redutores. Confere o gosto doce tradicional
porque apresenta uma estrutura apropriada para se ligar aos recetores das papilas

gustativas (Carocho et al., 2017; Pérez, 201 1).

Figura 5. Estrutura quimica da molécula de sacarose.

A utilizagao deste dissacarideo por substratos de bactérias, como o Streptococcus mutans e
o S. sanguis, e a posterior conversao em acido pirdvico, acético e latico esta relacionada

com a deterioracao dental, verificando-se a dissolugao do esmalte nos dentes (Carocho et

al, 2017; Pérez, 201 1).

A estrutura do agucar, a temperatura de percegao, o pH e a presenca de moléculas que
influenciem os recetores, sao exemplos de parametros que influenciam a intensidade do
sabor doce. Considerando a Tabela | observa-se a existéncia de edulcorantes muitissimo
complexos que possuem um poder edulcorante milhares de vezes superior ao do agucar
de referéncia, a sacarose (Carocho et al, 2017). Por exemplo, 100 gramas de sacarina
equivalem a 35 000 gramas de sacarose, enquanto 100 gramas de glucose apenas equivalem

a 74 gramas de sacarose e a mesma quantidade de frutose equivale a 173 gramas de sacarose

(Cardoso, 2014).
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1.3. Acessulfame de potassio

1.3.1. Histéria

O composto 2,2 — dioxido — 5, 6 — dimetil — |,2,3 — oxatiazina — 4 (3H) — ona foi descoberto
acidentalmente em 1967 por Clauss e Jensen que, através da reagao entre o 2 — buteno e
o isocianato de fluorossulfonilo, indentificaram um novo composto doce com um sistema
de anel que anteriormente ainda nao tinha sido sintetizado (Pedersen, 1991). A Organizagao
Mundial da Saude, em |978, registou este composto com o nome genérico de sal de
potassio de acessulfame, sendo vulgarmente abreviado para acessulfame — K (Lipinski &
Hanger, 2001). Em 1983 comegou a ser utilizado na Europa e atualmente é incluido em

géneros alimenticios em mais de 90 paises por todo o mundo (Oscarvan, 2017).
1.3.2. Estrutura

O Acessulfame — K (ACE — K) pertence a classe dos dioxidos de dihidro — oxatiazinona e
apresenta alguma homogenidade estrutural com a sacarina (Walters, 2013). O seu sistema
de anel é quase plano e as distancias entre os atomos individuais sio menores do que as
calculadas teoricamente (Lipinski & Hanger, 2001). Ha uma ampla gama de compostos de
sabor doce neste grupo e mesmo os compostos com o sistema de anel sem substituintes
apresentam algum sabor doce (Klug & Lipinski, 2012). A intensidade e pureza do sabor
doce sao fortemente influenciadas pelas variagoes dos substituintes nas posigoes 5 e 6 do
sistema do anel e a presenca de grupos alquilo de cadeia curta confere maior intensidade
deste sabor. De entre todos estes compostos, o sal de potassio € aquele que exibe melhor
qualidade no que respeita ao sabor (Lipinski & Hanger, 2001). A sua formula quimica é

C,H,NO,KS e o seu peso molecular é 201,24 g/mol (Salminen & Hallikainen, 2001).
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Figura 6. Diéxidos de dihidro — oxatiazinona com diferentes subsituintes e a intensidade edulcorante dos seus
sais de sddio em relagdo a uma solugdo de sacarose a 4 % (Lipinski & Hanger, 2001).
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1.3.3. Caracteristicas
1.3.3.1. Fisicas — quimicas

O Acessulfame — K é um poé branco e cristalino, cujos cristais sao monociclicos de ordem
P 21/c. Apresenta uma gravidade especifica de 1,83 g/cm®. Nao aparenta demonstrar sinais
de decomposi¢ao quando exposto a luz ou quando na auséncia desta por um longo periodo
a temperatura ambiente, pelo que ostenta na sua forma pura uma vida util quase ilimitada
a temperatura ambiente. O ACE — K nao apresenta um ponto de fusao absoluto, sendo
este ponto geralmente observado a temperaturas acima de 200 °C. As temperaturas
normalmente utilizadas para aditivos alimentares nao provocam fusao deste composto. O
seu acido apresenta um ponto de fusiao nitido e absoluto a 123 °C (Lipinski & Hanger,

2001).

A solubilidade em agua a temperatura ambiente é de aproximadamente 270 g/L (DuBois &
Prakash, 2012). Com o aumento da temperatura para 100 °C, a solubilidade aumenta para
1000 g/L. A sua solubilidade diminui quando em mistura com alcoois, pois, como se observa
na Tabela 2 a 20 °C em etanol somente se dissolve perto de | g/L. O teor de agua em
mistura de alcool/agua também influencia a solubilidade, nomeadamente quanto maior este
teor maior a solubilidade, por exemplo em etanol 50 % (v/v) podem ser dissolvidos cerca
de 100 g/L. As solugoes aquosas deste composto sao praticamente neutras (Lipinski &

Hanger, 2001).

Tabela 2. Solubilidade (g / L) do acessulfame — K em diferentes solventes e a diferentes
temperaturas (°C) (Adaptado de Lipinski & Hanger, 2001).

Solvente Temperatura (2C) Solubilidade (g f L)
Agua 0 150
Agua 20 270
Agua 100 ca. 1300
Etanol 20 1
Acido acético glacial 20 130
Sulfaxido de dimetilo 20 300

Da escolha a utilizagao de edulcorantes intensos em produtos alimentares e em bebidas, a
estabilidade a longo prazo e ao calor sao fatores importantes a ter em ponderagao. O ACE
— K é uma mais valia neste sentido porque depois de diversos meses de armazenamento a

temperatura ambiente, praticamente nao apresenta nenhuma variagao na sua concentragao

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagio do risco | JIENEGN

na faixa de pH normalmente caracteristica das bebidas. Mesmo em circunstancias que
dificilmente acontecem na pratica, nomeadamente a exposi¢cao continua prolongada a 30
°C (Tabela 3), nao causam perdas superiores ao limiar para reconhecimento de diferencgas
no sabor doce, em concreto superiores a 10 % (Lipinski & Hanger, 2001).

Tabela 3. Estabilidade do acessulfame — K em solugdao aquosa tamponada, em diferentes semanas
(Adptado de Lipinski & Hanger, 2001).

Tempo de Recuperagao (%)
Armazenamento pH 3.0 pH 3.5
(semanas)
16 98 98
20 eC 30 98 99
50 98 29
100 95 98
16 97 100
30 2C 30 95 97
50 91 96

O ACE — K presente em bebidas também pode ser submetido a pasteurizagao sem perda
da intensidade do sabor doce, nomeadamente a pasteurizagao por periodos longos a
temperaturas reduzidas, bem como por alguns segundos a temperaturas elevadas. O
mesmo acontece com a esterilizagdo, nao ocorrendo perdas a temperaturas perto de 100
°C para produtos com valores de pH mais baixos e a 121 °C para produtos com pH
superiores a 4. S6 mesmo a temperaturas bem acima de 200 °C é que se observa a
decomposicao do ACE — K. Sob tal circunstancia extrema é que compostos hidroliticos,
como acetona, dioxido de carbono, sais de amoénio, sulfato e amidossulfonato se obtém
pela decomposicao do ACE — K. Os produtos finais desta hidrolise sao produzidos

rapidamente pela abertura do sistema de anel (Lipinski & Hanger, 2001).

1.3.3.2. Sensoriais

Como referido anteriormente, a intensidade do sabor doce esta relacionada com a
concentragao da solugao da sacarose. O ACE — K exibe aproximadamente um poder
edulcorante de 200 vezes maior relativamente a uma solucio de sacarose a 3 %. A
intensidade diminui com o aumento da concentragao de sacarose, observando — se um

valor minimo de 130 a 100 vezes o valor da sacarose a 6 % (Figura 7). Comparativamente
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a outros edulcorantes, possui metade do poder edulcorante da sacarina de sodio, é idéntico

ao aspartamo e é quatro a cinco vezes mais doce do que o ciclamato de sodio.

O pH também influencia este atributo, pelo que em solugdes neutras possui uma dogura
ligeiramente menor. O sabor doce do acessulfame de potassio é detetado rapidamente e
nao é persistente, sendo esta detegao mais rapida quando comparada com outros
edulcorantes intensivos, dos quais sao exemplo o aspartamo e o alitamo. Por um lado, altas
concentragoes deste composto em solugoes aquosas podem por vezes causar a sensagao
de sabor amargo. Com o aumento da temperatura, a intensidade do sabor doce nao diminui

até a dimensao de outros edulcorantes intensivos (Lipinski & Hanger, 2001).

Intunsidade i
ecdulcarante
(% vezes sacarosa)

-

¢

0 pam—veny
|
)

O sacarose na solucio padrido

Figura 7. Intensidade edulcorante do acessulfame — K em solugao aquosa (Adaptado de Lipinski & Hanger, 2001).

Apesar do ACE — K ser um edulcorante intenso por si s6 e de, quando utilizado em
concentragoes adequadas, nao exibir problemas de gosto especifico, as misturas com
outros edulcorantes intensos demonstram qualidades sensoriais particularmente
desejaveis. De notar um efeito sinérgico quando combinado com o aspartamo ou o
ciclamato de sodio, peculiarmente pela mistura I:| de acessulfame — K e aspartamo e de
I:5 de acessulfame — K e ciclamato de sédio, e quando em mistura com sacarina este efeito
é ligeiro (Figura 8). As misturas com ACE — K encontram-se bastante mais proximas do
sabor da sacarose, comparativamente aos edulcorantes simples, verificando-se por exemplo
na mistura acessulfame — K : frutose em bebidas aglicaradas. A presenca deste composto
numa mistura também permite reduzir substancialmente a sensacao do sabor doce
persistente causada pelo aspartamo e pela sucralose. O perfil de sabor de um alimento ou
bebida pode portanto ser maximizado pela mistura de ACE — K com outros edulcorantes
intensos devido a aproximagao com o sabor associado a sacarose. As misturas com poliois
provocam uma sensagao doce completa e bem equilibrada, e as proporc¢oes de mistura
adaptadas sao geralmente 1:100 em uma mistura com xilitol, 1:150 em uma mistura com

maltitol, 1:150-200 em uma mistura com sorbitol e 1:250 em uma mistura com isomalte.
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As combinagoes com polidis sao principalmente utilizadas em produtos de confeitaria sem
acUcar, em preparagoes de frutas e em outros produtos alimentares que necessitam de um

agente de volume (Lipinski & Hanger, 2001).
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Figura 8. Pos-sabor doce de diferentes edulcorantes de alta intensidade e misturas de edulcorantes versus sacarose
(Adaptado de Lipinski & Hanger, 2001).

1.3.4. Metabolismo

Apos a ingestaio do ACE — K ocorre a absor¢iao rapida e quase total na circulagao
sistematica. Ha um pico dos niveis sanguineos | a |,5 horas apés a ingestao de uma dose
oral de 30 mg (cerca de 0,4 mg por quilo de peso corporal) (Magnuson et al., 2016). O ACE
— K apresenta uma semi — vida de 2,5 horas e é excretado integralmente principalmente
pela urina. Nao é metabolizado pelo organismo humano, bem como por diferentes espécies
animais, das quais sao exemplo ratos, caes e porcos. Nao ha acumulagao nos tecidos (Figura
9). Como nao é metabolizado, este composto nao apresenta qualquer valor calérico e os
seus metabolitos nao apresentam nenhuma atividade. Também nao é metabolizado por

bactérias, nas quais se inclui Streptococcus mutans responsavel pela formagao de caries

(Lipinski & Hanger, 2001).

O perfil de absorgao e excregao nao foi analisado particularmente em criangas, mas a
exposicao do feto ao ACE — K materno nao representa um risco. Apesar de este
edulcorante ser capaz de se deslocar pela placenta e ocorrer a baixas concentragoes em

tecidos fetais, comparativamente com o tecido placentario, a placenta executa a fungao de
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barreira protetora. Algo que também foi comprovado pela inalteragao das concentragoes

de ACE — K no liquido amniético (Magnuson et al., 2016).
® Acessulfame de
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Figura 9. Metabolismo do acessulfame — K (Adpatado de Magnuson et al.,, 2016).

1.3.5. Toxicidade

Hoechst, na década de 70, patrocionou trés testes de toxicidade croénica a longo prazo e
um teste subcronico, todos em ratos, de modo a atender aos requisitos das autoridades
reguladoras nas distintas nagoes e colocar o novo produto a circular comercialmente. A
maioria dos animais testados apresentava uma grande incidéncia de doenca respiratéria
que, por sua vez, era responsavel pelo aumento da ocorréncia de tumores linforreticulares.
Os animais que nao possuiam a anterior patologia respiratoria croénica também
desenvolveram tumores linforreticulares, pelo que os resultados dos testes foram
descartados também porque a equipa da Food and Drug Administration (FDA) na década
seguinte confirmou a existéncia de limitagdes nos protocolos, implementagao e resultados
dos testes aplicados ao ACE — K. A discordancia com as especificagoes do programa
nacional de toxicologia (NTP) a nivel dos grupos de animais a testar, a realizagao de
procedimentos inconvenientes na recolha de tecidos para histopatologia e o tempo de
exposicao inadequados foram alguns dos erros realizados que impediram o

desenvolvimento de testes de toxicidade crénica de qualidade rigorosa (Karstadt, 2013).

Apesar da alta exposicao da populagao ao ACE — K, foram realizados poucos testes de
toxicidade. No entanto este edulcorante nao nutritivo é considerado nao téxico porque a
sua toxicidade oral aguda é bastante baixa (DL50 de 6,9 — 8,0 g / kg de peso corporal) e

apenas se manisfesta sintomaticamente através de dores de cabeca (Lipinski & Hanger,
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2001; Whitehouse et al, 2008). Também nao é considerado mutagénico, tendo revelado
resultados negativos em células de mamiferos in vitro e em ensaios bacteraianos com S.
typhimurium e E. coli, bem como em estudos de transformagao de células malignas, sintese
de ADN nao programado e na ligacao de ADN in vivo (SCF, 2000). Em concentragoes bem
acima dos niveis habituais em combinagao com sacarina e fluoreto de sédio revela uma
acao capaz de inibir bactérias, nomeadamente o Streptococcus mutans NCTC 10449 (Lipinski

& Hanger, 2001).

A anidrase carbédnica IX humana (CA IX) é um possivel alvo de medicamentos para a
quimioterapia anticancerigena, pelo facto desta ser regulada positivivamente nos tecidos
neoplasticos, assim a sua inibicdo aparenta reduzir o crescimento tumoral. A homologia
estrutural entre isoformas da CA é uma das principais dificuldades para o desenvolvimento
de inibidores especificos. Precedentemente ja tinha sido comprovado que a sacarina inibe
seletivamente o CA X em relagao as outras isoformas. A seletividade de ACE — K para a
CA IX também foi confirmada e aumenta através do deslocamento do local de ligagao do

zinco (ZBS) e pela ocupagao completa do local de ligagao ao subtrato (Murray et al,, 2017).

O consumo de ACE - K é responsavel pelo aumento do peso corporal em ratos - macho.
A composigao bacteriana intestinal e o perfil do metabolismo também sao influenciados
pelo género quando sujeitos ao consumo de ACE — K. O género Bacteroides é mais
abundante em ratos macho e apresenta caracteristicas benéficas para o hospedeiro.
Verificou - se o mesmo efeito pelo consumo de um outro edulcorante sintético, a sacarina.
O tratamento com ACE — K também elevou a abundancia do género Anaerostipes em ratos
macho. Uma maior quantidade dos anteriores géneros no microbioma intestinal esta
relacionada com uma elevada capacidade de recolha de energia, devido a amplificagao dos
genes envolvidos na absor¢ao, degradagao e fermentagao de hidratos de carbono, bem
como pelo aumento significativo de um dos principais metabolitos associados ao
metabolismo energético, o piruvato, o que explica por sua vez o aumento de peso em ratos
macho. O microbiota intestinal em ratos fémea revela uma resposta notavelmente distinta
pelo consumo de ACE — K, uma vez que existe uma diminuicao de diversos genéros de
bactérias intestinais, nas quais se incluem Lactobacillus, Costridium e géneros nao atribuidos
em Ruminococcaceae e Oxalobacteraceae. Todas estas bactérias mencionadas executam

fungoes essenciais na digestao de alimentos e na fermentagao de polissacarideos, visto que
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por exemplo o género Ruminoccaceae hidrolisa fibras alimentares complexas para
fermentagao intestinal e a espécie Clostridium thermocellum hidrolisa glicosideos e esta
envolvida na digestao de polissacarideos. As vias de absor¢ao, degradagao e fermentagao
de hidratos de carbono também diminuiram significativamente nos animais do sexo
feminino apos o consumo de ACE — K e, em oposigao aos ratos macho, nao se verificou
ganho de peso corporal. A perturbagio da normal composicao e perfil das bactérias
intestinais induzida pelo consumo de ACE — K pode portanto desenvolver o risco de
ocorréncia de inflamagdes cronicas sistematicas, comprovado em ratos macho pelo
aumento da toxina bacteriana Gram positiva, a citolisina ativada por tiol, reconhecida como
um importante fator de viruléncia que estimula a expressao de mediadores inflamatorios e
com consequente indugao de respostas inflamatorias. A alteragao dos acidos biliares nas
amostras fecais de ratos machos também revelam um risco potencial para o
desenvolvimento destas inflamagoes, uma vez que o metabolito normal do acido biliar

também é responsavel pela regulagao da resposta inflamatoria (Bian et al,, 2017).

1.3.6. Legislacao

A anilise cientifica da seguranga dos Aditivos Alimentares em utilizagao na Unido Europeia,
de 1974 a marco de 2003, competia ao Comité Cientifico da Alimentacao (SCF). A
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) passou a ter esta
responsabilidade desde abril de 2003. O painel independente de Aditivos Alimentares e
Fontes de Nutrientes adicionados aos Alimentos (ANS), constituido por membros
designados com suporte na sua exceléncia cientifica lida com questoes relacionadas com a
seguranca dos edulcorantes. Com base no parecer cientifico da EFSA, a Comissao Europeia
é responsavel pela aprovagao da regulamentagao a aplicar aos edulcorantes na Uniao

Europeia.

A Diretiva 94 / 35 / CE do Parlamento Europeu e do Conselho foi a primeira a entrar em

vigor a nivel europeu tendo em conta os edulcorantes nos géneros alimenticios.

O Regulamento 1333 / 2008 solidificou no presente documento algumas das autorizagoes

atuais aplicaveis aos edulcorantes e aditivos alimentares.
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O Regulamento 1129 / 2011 define no Anexo Il uma lista comunitaria de edulcorantes
autorizados para utilizagao em alimentos, bebidas e edulcorantes de mesa e seus contextos

de uso (Figura 10).

Os edulcorantes necessitam de considerar as especificagdes dos critérios de pureza da
Uniao Europeia e os niveis maximos de uso tem que ser especificados, quando apropriados.
Todos os Aditivos Alimentares que foram autorizados no mercado da Uniao Europia
anteriormente a 20 de janeiro de 2009 encontram - se presentemente a serem reavaliados

pela EFSA, preocupacao solicitada pela Comissao Europeia.

A nivel mundial a avaliagao cientifica dos Aditivos Alimentares é realizada pelo Comite
Cientifico FAO/WHO especializado em Aditivos Alimentares e Contaminantes (JEFCA),
composto pela Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura (FAO) e

pela Organizagao Mundial da Saide (WHO) (OBE et al., 2016).

2011
Lista de
juncdo dos

2008
Reguiamentagdo

1988

Diretiva de Diretivas 1994
estrutura aspacilicss Edulcorantes
: (94/35)

(89/107)

de Aditivos
Alimentares
{1333/2008)

Aditivos
Alimentares
1129/2011

Figura 10. Cronologia das leis aplicadas aos aditivos alimentares na Unido Europeia (Adptado de OBE et al, 2016).

Mais de 100 paises autorizaram a utilizagao de ACE — K para uso alimentar e na Uniao
Europeia esta aprovagao inclui mais de 30 categorias de alimentos (Klug & Lipinski, 2012).
O Reino Unido foi o primeiro pais a realizar esta aprovagao. A autorizagao comercial
ocorreu devido as avaliagoes favoraveis publicadas pela OMS, pela FAO e pelo SFC. Para
além de todos os estados membros da Uniao Europeia, também o Canadi, o Japao, a

Australia e a Nova Zelandia permitiram a sua utilizagao (Lipinski & Hanger, 2001).

A utilizagao do ACE — K em diversas categorias de géneros alimenticios esta aprovada
desde 1988 (EFSA, 2016). Nos Estados Unidos da América pode ser utilizado sem limites
formais em produtos padronizados ou nao padronizados, respeitando as boas praticas de

fabricacao, desde que esteja listado ou seja feita referéncia geral a edulcorantes intensivos
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na lista de ingredientes. A autorizagao nos EUA somente exclui carnes e aves de capoeira

(Klug & Lipinski, 2012).

1.3.6.1. Niveis maximos permitidos

As doses maximas de utilizagdio do ACE — K foram estabelecidas para 43 diferentes
categorias de géneros alimenticios pelo Decreto-Lei n.o 394/98, que é uma transposi¢ao
da Diretiva Comunitaria n.° 96/83/CE. Os niveis maximos instituidos variam desde
quantidades significativamente reduzidas, tais como 25 mg/L a concentragdes bastante
superiores, como 2500 mg/kg, aplicados a cervejas de baixo valor calérico e a produtos de
microconfeitaria para refrescar o halito, sem adi¢ao de agucares, respetivamente. No caso
dos refrigerantes (tradicionais, a base de extratos de chas e de aguas minerais), bebidas
desportivas, bebidas energéticas e néctares, que mais a frente no presente documento irao

ser analisados, possuem um nivel maximo permitido de 350 mg/L (Tabela 4).

1.3.6.2. Ingestao Diaria Aceitavel

A Ingestao Diaria Aceitavel (ADI) é a quantidade de um aditivo alimentar que pode ser
consumido diariamente, durante toda a vida de um individuo, sem causar risco para a sua
saude. Expressa - se em miligramas por quilograma de peso corporal por dia. Pode ser
utilizada como referéncia para investigar o consumo real de um composto. A partir de
exames toxicologicos em animais € estabelecido o nivel maximo de consumo no qual o
aditivo nao demonstra efeitos toxicos, nenhum nivel de efeito observavel (NOEL). Pela
aplicagao de um fator de seguranga, geralmente de 100 vezes, é estabelecida a ADI que se
baseia numa exposi¢ao croénica ao longo da vida e apresenta um intervalo de seguranga

(Lipinski & Hanger, 2001).

A JEFCA delimitou, em 1983, uma ADI de 0 — 9 mg / kg de peso corporal / dia para o
acessulfame — K, valor este estabelecido pela EFSA. Apds a revisao de novos dados, em
1991, a JEFCA aumentou a ADI anterioremente estabelecida para 0 — 15 mg / kg de peso
corporal / dia (EFSA, 2016). A FDA também estabeleceu uma ingestao diaria aceitavel de
I5 mg / kg de peso corporal (Lipinski & Hanger, 2001). Considerando a ADI estabelecida,

a ingestao maxima para um individuo de 60 kg seria 900 mg de ACE — K por dia e como
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este edulcorante é constituido por 20 % de potassio, o consumo da anterior quantidade
mencionada iria no maximo acrescentar 180 mg de potassio ao consumo quotidiano dum

individuo (Magnuson et al., 2016).

Tabela 4. Doses maximas de utilizagao estabelecidas pelo Decreto-Lei n.o 394/98 para a utilizagao de acessulfame — K
nos produtos alimentares mencionados.

Acessulfame - K (E950)

Produtos alimentares Doses

maximas de
utiliza¢io

Bobidas aromatizadas & base de agua com baixo valor energético ou sem adigiio de agicares 350 mgit
Bebidas & base de lvite ¢ produtos derivados ou sumos de fruta, com baixo valor energético ou sem adiciio de agicares 350 mpit
Sobremesas aromatizadas & base de dgur com baixo valor energético ou sem adiglio de agicares 350 mgleg
Preparados & base de leite ¢ produtos derivados, com baixo valor energético ou sem adiciio de agucares 350 mgieg
Sobremesas & base de fruta ¢ produtes horticolas, com balxo valor energético ou sem adigio de agdcares 350 mg/ig
Sobremesas & base de ovos com balxo valor energético ou sem adigio de aglucares 350 mgivg
Sobremesas i base de cereals com balxo valor energético ou sem adicio de agicares 350 mglkg
Sobremesas a base de matérias gordas com baixo valor energético ou sem adigiio de agucares 350 mgfg
Snacks: aperitivos salgados e secos a base de amido ou de nozes e avelds, prée-embalados e que ¢ ham certos 350 mgikg
aromas

Confeltaria sem adiclio de agucares 500 mg/g
Confeitaria a base de cacau ou frutos secos, com balxo valor energético ou sem adiglio de agucares 500 mgig
Confeitarta a base de amido, com balxo valor energético ou sem adicio de agucares 1000 mg'kg
Preparados para barrar pio a base de cacau, leite, frutos secos ou gorduras, com baixo valor energético ou sem adigio 1000 mg'kg
de agucares

Pastilhas eldsticas sem adiclio de agucares 2000 mg'xy
Sidra ¢ perada 350 mgiL
Cervejas sem dlcool ou com um teor alcoolico nio superior a 1,2 % vol, IS0 mgit
Biere de tablel Tafelbier/table beer {com um teor original de mosto nio superior a § %), com exclusio da Oberga'riges 350 mgiL
Einfachbier

Cervejas com acidez minima de 30 mil equivalentes expressa em Na OH 350 mgit
Cervejas pretas do tipo oud bruin 350 mgi
Gelados alimentares, com baixo valor energético ou sem adigio de acucares BOO g
Fruta em lata ou frasco, com baixo valor energético ou sem adicio de agucares. 350 mgivg
Compotas, gelelas e marmeladas com balxo valor energético 1000 mgfhg
Preparados de fruta e produtos horticolas, com baixo valor energético 150 mgiig
Conservas agridoces de fruta e produtos horticolas 200 mgikg
Conservas e semiconservas agridoces de peixe ¢ marinadas de peixe, crustaceos ¢ moluscos 200 mgfg
Molhos 350 mgig
Mostarda 350 mgig
Produtos de padaria fina para alimentagio special 1000 mgfkg
Preparados completos de regime para controlo do peso destinados a substituir uma refeicio ou o regime alimentar 450 mgig
didrio

Preparados completos e suplementos nutritivos para utilizagio sob vigitincia médica 450 mgikg
Suplementos alimentares/constituintes liguidos dietéticos 350 mgl
Suplementos alimentares/constituintes solidos de um regime dietético 500 mgig
Complementos alimentaresfintegrantes de regimes distéticos & base de vi inas « ou el minerais em xarope 200 mgfeg
ou para mastigar

Cercais de pequeno-almogo com teor de fibras superior a 15 %, contendo pelo menos 20 % de farelo, de baixo valor 1200 mg'kg
energitico ou sem adiglio de agucares

Caldos de baixo valor energético 1O mgiL
Produtos de microconfeltaria para refrescar o hilito, sem adiglio de agucares 2500 mg'hg
Cerveja de balxo valor energético 25 mglt
Bebidas constituldas por uma mistura de cerveja, cidra, perada, bebldas espirituosas ou vinho e bebidas ndo alcoolicas I50 mgiL
Bebidas espirituosas com um teor de dlcool inferior a 15 % vol. 350 mgfieg
Cornetos e bolachas sem agicar para gelados 2000 mgikg
Confeitaria na forma de comprimido de baixo valor energético 500 mgikg
Feinkostsalat 350 mgikg
Eboblaten 2000 mpg'eg
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O Painel da EFSA sobre aditivos alimentares e fontes de nutrientes adicionados a alimentos
(ANS) considera que a exposi¢ao ao ACE — K, através do consumo de alimentos para fins
médicos especiais (FSMP), deve ser reavaliada tendo em conta outras provaveis fontes de
ACE — K perante criangas de | a 3 anos, porque a exposicao ao ACE — K apenas pelo

consumo de FSMP, em concentragoes superiores a 300 mg / kg, excede a ADI (EFSA, 2016).

O Regulamento Europeu 1333/2008 sobre aditivos alimentares impde que os estados
membros da Uniao Europeia controlem a ingestao do consumidor de modo a garantir que
a sua ingestao nao exceda o estipulado para um dado aditivo alimentar. Esta vertente de
avaliagdo de risco foi abordada por diversos investigadores europeus nas ultimas duas
décadas. Como exemplo em Portugal, Lino et al. (2008) constataram que a ADI do ACE —
K nao era excedida, em um grupo de jovens portugueses com idades compreendidas entre
os |13 e os 15 anos, tendo observado que o consumo de refrigerantes, refrigerantes a base
de dguas minerais e de néctares representava respetivamente 8 %, 2,2 % e 5,8 % da ADI
estabelecida. Huvaere et al. (201 1) avaliaram a ADI na populagao belga adulta (a partir dos
I5 anos) e verificaram que esta nao foi excedida através do consumo de diferentes matrizes
alimentares, nas quais se incluem as bebidas nao alcodlicas, uma vez que o consumo de
acesulfame — K apenas representou 5 % da ADI. Vin et al. (2013) avaliaram este parametro
em diferentes paises da Uniao Europeia (Franga, Itilia, Reino Unido e lrlanda) e em
diferentes faixas etarias e concluiram que em nenhuma das situagoes a ADI foi excedida e
o principal género alimenticio responsavel por esta exposigao sao as bebidas nao alcodlicas
(37-68 % da ingestao em adultos e 12-20 % em criangas). Diogo et al,, (2013), também em
Portugal, relataram que a populagao adulta esta exposta a 0,7 %, 0,2 % e 0,07 % da ADI do
ACE - K, pelo consumo de refrigerantes tradicionais, refrigerantes a base de aguas minerais
e néctares, respetivamente. Donne et al. (2017) relataram que a exposi¢ao da populagao
italiana era bastante baixa, visto o consumo de ACE — K apenas corresponder a |,| % da

ADI, sendo que 65 % deste valor se deve ao consumo de bebidas nao alcodlicas.

1.3.7. Ocorréncia

O controlo europeu relativo a presenca do ACE — K nos diversos géneros alimenticios é
realizado através de uma rigorosa legislagio, designadamente pela Diretiva 94/35/CE
(Parlamento Europeu e Conselho de 1994) que estabeleceu que o nivel maximo permitido

€ de 350 mg/L em bebidas aromatizadas a base de dgua com baixo valor energético ou sem

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagio do risco  [JEEJ G

adicao de aglcares (vulgus refrigerantes). Em diversos paises da Europa, como Bélgica,
Dinamarca, Poldnia e Italia, as amostras analisadas demonstraram que a concentragao de
ACE - K nao excedeu os 216 mg/L (Tabela 5), valor que nao leva a por em causa o limite
estipulado pela legislagao europeia. Dos diferentes paises europeus, Portugal foi o unico
em que se verificou que uma amostra de néctar ultrapassou a dose maxima de utilizagao
com 356 mg/L (Lino et al. 2008). No mesmo pais, Diogo et al. (2013) analisaram néctares,
bebidas energéticas e refrigerantes tradicionais e a base de aguas minerais e as
concentragoes maximas encontradas foram de 283,7 mg/L, 198,8 mg/L, 178,5 mg/L e 95,5
mg/L, respetivamente. Ambos os estudos revelam que a utilizagio do ACE — K é mais

preocupante nos néctares.

Nos EUA, Shah et al. (2014) identificaram a presenga de ACE - K em cinco amostras de
refrigerantes carbonatados (56 %) com teores entre os 49 — 76 mg/L e em trés amostras
de refrigerantes nao carbonatados (50 %) com teores compreendidos entre 20 — 48 mg/L.
No Brasil, Bergamo et al. (2011) apenas identificaram a sua presenga numa amostra de
refrigerante com um teor de 143 mg/L. Portanto na América do Sul as concentragoes de
ACE - K aparentam estar bem abaixo do limite estabelecido de 350 mg/l. Nos EUA, o ACE-
K é considerado um edulcorante de uso geral e potenciador de sabor em alimentos. (FDA,

2017; RDC N°.18, de 24 de Margo de 2008).

Atualmente no Japao, os niveis maximos admitidos de ACE-K nestas bebidas esta fixado
em 500 mg/L, valor superior ao estabelecido em Portugal. Sakai et al,, (2015) verificaram a
auséncia de ACE — K nas bebidas de fruta, mas em refrigerantes carbonatados identificaram
a sua presen¢a em um terco das amostras, com teores compreendidos entre os 59,8 —
71,6 mg/L e em bebidas desportivas surge em 40 % das amostras com teores entre 57,2
e 70,9 mg/L. Os niveis maximos permitidos na China (300 mg/L) (Chinese Standards for
Food Additives GB2760, 2015) sao inferiores aos estabelecidos na Europa, no entanto Zhu
et al. (2005) identificaram em duas amostras de refrigerantes concentragoes de |105,37 e
1475,37 mg/L, valor bem acima do limite implementado. Kritsunankul & Jakmunee (201 1)
identificaram a presenca de ACE — K em todas as quatro amostras de refrigerantes
analisadas, com teores compreendidos entre os 127 — 227 mg/L e numa amostra de
refrigerante a base de extrato de cha com um teor de 46 mg/L, valores abaixo dos limites

maximos estabelecidos na Tailandia.
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Tabela 5. Frequéncia (%) e niveis (mg/L) de acessulfame-K em bebidas.

Niveis (mg/L)

. . . N° de Frequencia - —
Pais Tipo de Bebida Amostras %) Min - Max Média Bibliografia
Bebidas 12 333 59.8- 1716 127.3
carbonadas
Japao Bebidas de fruta 5 0 - - Sakai et al, 2015
Bebidas 5 40 57,2-709 64,05
desportivas
Sl T e
China : Zhu et al,. 2005
Sumo de Fruta | 0 - -
Refrigerantes 4 100 127 — 227 177
Refrigerantes a .
AL s Kritsunankul &
Tailandia base de extratos 2 50 0-46 23 Jakmunee, 201
de chas
Refrigerantes 25 72 7,88 — 166 72
Refrigerantes a
base.de aguas 13 77 3,7-182 48 Lino et al, 2008
minerais
Néctares 10 100 35-356 128
Portugal Refrigerantes 32,2 18,2 - 178,5 38
Refrigerantes a
base de aguas 59 15,2 3,2-955 34,1
minerais Diogo et al,
i 2013
Bebidas 3 333 0-1988 66,3
energéticas
Néctares 16 100 47,1 — 283,7 88,2
Refrigerantes
carbonatﬁados 21 38,1 32179 129
(sem agucar)
Refrigerantes 5 0 i i
Dinamarca carbonatados Leth et al, 2007
Refrigerantes 60 65 20— 161 62
Refriger?ntes 20 0,05 i 5
(sem aguicar)
Refrigerantes 4 75 23,1 —65,5 38
. Refrigerantes 86 N Zygler et al,
Polénia carbonatados 7 17,8 -215,2 91,8 ngOI :
Sumos 3 66,7 22,9 - 33,7 28,3
Agu.as 5 i i 35
aromatizadas
Bebidas 19 i i 88
carbonatadas
Béleica Bebidas a base de Huvaere et al,
g sumos de fruta 14 - - 107 2011
Bebldz}s 2 i i 55
desportivas
Bebidas 2 - - 20
energéticas
Bebidas 57 82 - 126 + 72
ltalia aromatizadas Janvier et al,
Néctares 18 44 - 50 + 50 2015
corbmmars i 56 9-76 594
USA Refri os i Shah et al,, 2014
efrigerantes nio 6 50 20 - 48 387
carbonatados
Brasil Refrigerantes 3 333 - 143 Bergamo et l,

2011
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1.3.8. Metodologias analiticas

A preparagao da amostra em bebidas carbonatadas e néctares é efetuada recorrendo a sua
desgaseificagao em banho de ultrassons (Diogo et al, 2013; Huvaere et al, 2011;
Kritsunankul & Jakmunee, 201 I; Kubica et al., 2015; Kubica et al., 2016; Lorenzo et al., 2015;
Ordonez et al., 2015; Sakai et al,, 2015; Yang & Chen, 2009; Zygler et al., 201 I). Em seguida
alguns investigadores recorrem a diluicao da amostra com agua ultra pura (Kritsunankul &
Jakmunee, 2011; Ordonez et al, 2015), enquanto outros usam mistura de agua com
metanol, em proporgoes diferentes (Huvaere et al, 2011; Lorenzo et al, 2015), acido
formico = N,N — diisopropiletilamina (FA — DIPEA) (Zygler et al., 201 1), acido formico em
solugao aquosa (Sakai et al, 2015), agua, metanol, acetona e acido acético (Kubica et al,

2015) (Tabela 6).

No que respeita a purificagio de refrigerantes e néctares a grande maioria dos
investigadores opta simplesmente pela filtragao através de filtros de membrana de 0,45 um
(Kritsunankul & Jakmunee, 201 1) ou de 0,22 pm (Lorenzo et al, 2015). Outros autores
apos a filtragao recorrem a centrifugacao usando forgas centrifugas que podem variar de
3600 rpm (10’) (Yang & Chen, 2009) a 13 000 rpm (10’) (Huvaere et al, 201 ). Ainda que
ocasionalmente alguns investigadores utilizem as anteriores técnicas de purificacao, Zygler
et al. (2011) usaram colunas de extragio em fase sélida (SPE) para sumos e bebidas

carbonadatas e nao carbonatadas usando como eluente metanol.

Ao longo dos tempos diferentes técnicas analiticas foram utilizadas para a detegao e
quantificagao do ACE — K, tais como a cromatografia gasosa. No entanto, a cromatografia
gasosa € inadequada porque o edulcorante apresenta baixa volatilidade e a derivatizagao

por metilagao origina diferentes propor¢oes de derivados de metilados (Lipinski & Hanger,

2001).
A cromatografia liquida acoplada a diferentes detetores tem sido a instrumentagao analitica

mais utilizada para a detegao e quantificagao do ACE — K, sendo atualmente o detetor MS

em tandem o mais comumente usado (Tabela 6).

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagio do risco |3 EGzN

A cromatografia liquida de interac¢ao hidréfila (HILIC) quando aplicado a separagao do
ACE — K revela uma baixa eficiéncia porque como este composto apresenta um grupo
amino protonado a pH acima de 6, o pico é mais largo. Relativamente a cromatografia
liquida de fase reversa (RPLC), os seus analitos possuem uma difusio menor e mais

uniforme, analogamente a técnica HILIC (Kubica et al,, 2016).

Como se pode obsrvar na Tabela 6, os limites de detegao (LODs) variam entre 2,0 x 10
mg/L (Sakai et al, 2015; Zygler et al, 2011) e |,1 mg/L (Kritsunankul & Jakmunee, 201 1),
quando recorreram a LC — MS/MS, a HPLC — MS e a HPLC — UV, respetivamente. Os
limites de quantificagao (LOQs) oscilaram entre 5,0 x 10° mg/L (Lorenzo et al., 2015) e 3,6
mg/L (Kritsunankul & Jakmunee, 2011) ao usarem LC — MS/MS-ESI e HPLC - UV,

respetivamente.

Outros investigadores utilizaram a eletroforese capilar com detegao de condutividade sem
contacto capacitivamente acoplada (CE — C4 D) que é uma excelente opgao para a detegao
de edulcorantes que nao apresentam uma fragao absorvente de UV forte (Bergamo et al,

2011).
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1.4. Sacarina

1.4.1. Histéria

A sacarina (SAC) foi descoberta em maio de 1878 pelos quimicos Ira Remsen e Constantine
Fahlberg, na Universidade Jonhs Hopkins, em Baltimore. Como parte do projeto de
investigagdo de Remsen e através de uma analise elementar determinaram que o produto
da oxidagao da o — tolueno — sulfonamida em vez de ser o esperado acido o —
sulfamoilbenzdico era na verdade o heterociclo condensado de o - sulfobenzimida. Fahlberg
descobriu, apds derramar nas maos uma solugao e consumir pao ao jantar, que este novo
composto possuia uma intensa dogura e afirmou no seu relatorio: “Sie schmeckt angenehm
su’ss, sogar su'sser als der Rohrzucker" (Sabe agradavelmente a doce, ainda mais doce do
que o agucar-de-cana), apelidando - o de “sacarina de Fahlberg”. Originalmente, a sacarina
foi utilizada como anti — séptico e conservante (Salminen & Hallikainen, 2001). Em 1885,
numa exposicao em Londres, Fahlberg demonstrou o poder edulcorante da sacarina
(Pearson, 2001). No final do século XX foi o primeiro edulcorante de alta poténcia a ser
comercializado nos EUA, bem como o primeiro produto da Monsanto Chemical Company

liderada pelo John F. Queeny (DuBois & Prakash, 2012).

A qualidade que diferenciava a sacarina do agucar, o facto de nao apresentar nenhum valor
alimentar ou caldrico, foi motivo de criticas. No entanto nos EUA, o presidente Theodore
Roosevelt apoiava a utilizagao deste edulcorante e afirmava que "qualquer um que diz que
a sacarina é prejudicial para a saude é um idiota!”. O seu apoio chegou ao Sr. Queeny
através de uma carta em 7 de julho de 1911, onde foi dito: “Eu usei por muitos anos como
um substituto do aglcar no chia e no café sem sentir os menores efeitos negativos.

Continuo a usa-lo agora: fielmente seu, T. Roosevelt” (Pearson, 2001).

Durante a Primeira Guerra Mundial, como consequéncia do racionamento do agucar,
aumentou a utilizagdo de sacarina especialmente na Europa. Em 1917, na América e na
Europa ja era um edulcorante de mesa comum e seis anos mais tarde foi inserida no
Extremo Oriente. A necessidade deste edulcorante alternativo voltou a ser evidente pela
caréncia de agucar no decorrer da Segunda Guerra Mundial, verificando-se novamente o

aumento consideravel da utilizagao da sacarina (Pearson, 2001).
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Individuos diabéticos sao dos principais consumidores deste edulcorante sintético, visto
que procuram tornar a sua dieta mais doce e apresentam restri¢oes a nivel do consumo de

agucares simples (Brito et al., 201 1).

Atualmente esta disponivel comercialmente sob trés formas: sacarina acida, de sédio e de
calcio. A sacarina alcangou uma posi¢ao de topo nos alimentos e bebidas, pelo facto de ser
o Unico substituto do agucar que se encontra em utilizagao ha mais de um século (Pearson,
2001). No entanto, a insergao do aspartamo no mercado provocou uma significativa descida

no consumo de sacarina (Salminen & Hallikainen, 2001).

1.4.2. Estrutura

A sacarina, cujo nome da IUPAC é |,| — dioxo — |,2 — benzotiazol — 3 — ona, é uma imida
o — sulfobenzodica que apresenta a formula quimica C;Hs;NOsS e o peso molecular de 183,18
g/mol (Salminen & Hallikainen, 2001). Através de cristalografia de Raios — X verificou-se
que a forma acida da sacarina é composta por dimeros com ligagoes de hidrogénio entre o
hidrogénio imida e o oxigénio do grupo cetonico (Pearson, 2001). O sal de sédio apresenta
a formula quimica C;H,NO;SNa -2H,0 e o de cilcio C;;HsN,0OS,Ca - 2H,0 (Tabela 7).

Tabela 7. Estrutura quimica, férmula e peso molecular das trés formas de sacarina comercialmente
disponiveis: sacarina acida, de sddio e de calcio (Adaptado de DuBois, 2012).

Propriedades Formas da sacarina
Acida Sal de sodio Sal de calcio
o0 o0 \A"
Estrutura quimica d Y
of
] N *.0 O h W
Formula molecular C,HsNO,S C,H,NO,SNa- 2H,0  C,4H:N,0,5,Ca- 2H,0
Peso molecular 183,18 (anidro) 241,20 (dihidratado) 440,48 (dihidratado)

1.4.3. Caracteristicas

1.4.3.1. Fisico — quimicas

A sacarina é um acido moderadamente forte, que existe sob a forma de um pé cristalino

inodoro branco. O sacarinato de soédio é a forma mais utilizada pois apresenta alta
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solubilidade, estabilidade e é mais rentavel economicamente (Pearson, 2001). Tanto este
sal, SAC — Na, como o sal de calcio, SAC — Ca, sao sélidos cristalinos brancos (DuBois &
Prakash, 2012). Outros sais de sacarina foram identificados, nos quais se incluem prata,
amonia, cobre, litio, magnésio, zinco e potassio. Apesar de todos serem intensamente
doces, nenhum se encontra disponivel comercialmente. A intensidade do sabor doce pode
ser eliminada pela substituicao no azoto da sacarina (Pearson, 2001). A conformacgao acida
de SAC ¢ pouco soluvel em agua, 0,2 % a 20 °C, enquanto os seus sais sao facilmente
soltveis, nomeadamente 100 %, a 20 °C, para a SAC — Na e 37 %, a 20 °C, para a SAC -
Ca (Tabela 8) (DuBois & Prakash, 2012).

Tabela 8. Propriedades fisicas da sacarina acida, de sddio e de calcio (Adaptado de Pearson, 2001).

Sacarina dcida Sacarinade sodio  Sacarina de cilcio
Ponto de fusdo (2C) 228-229 > 300 =300
Aparéncia Sdlido branco Solido branco 5alido branco
pkKa 1.3 - -
Solubilidade
(e/100g agua)
208C 0,2 100 37
358C 0.4 143 82
502C 0,7 187 127
758C 1,3 254 202
90 =2C - 297 247

A sacarina e seus sais apresentam uma distinta estabilidade em solugoes aquosas num
imenso intervalo de pH e nao apresentam decomposicao detetavel a longo prazo. A
hidrolise da sacarina apenas ocorre em condi¢oes extremas, como temperaturas altas, pH
alto e baixo, durante um tempo prolongado (Figura | ). Solugdes de sacarina tamponada a
pHs entre 3,3 — 8,0 sujeitas a aquecimento durante | hora a 150 °C mantem-se basicamente
inalteradas (Pearson, 2001). A via de degradagao é dependente do pH, pelo que o unico
produto da hidrolise em condigoes acidas é o acido 2 — sulfobenzoico e em condigoes
basicas é o acido 2 — sulfonamidobenzodico. A presenca de vestigios dos anteriores
compostos de degradagao em amostras comerciais de sacarina indica uma possivel

degradacao (DuBois, 2012).
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Figura I 1. Reagao de hidrdlise da sacarina e graficos representativos da reagao a diferentes temperaturas, a 20°C
(Grafico A), a 40°C (Grafico B) e a 80°C (Griafico C) (Adaptado de Pearson, 2001).

1.4.3.2. Sensoriais

A sacarina é cerca de 300 vezes mais doce em relagao ao agucar de referéncia dissolvido
em agua a uma concentragao de 7 % em peso. O seu poder edulcorante aumenta com a

diminuigao da concentragao da sacarose (Figura 12) (Pearson, 2001).

1000
B0 =
600 -
Intensidade - -
edulcorante #® - -
]
200 -
-
0
% g % 4% % a% ™ M "

Concentragao da sacarose (wt%)

Figura 12. Intensidade edulcorante da sacarina comparativamente a concentragao de sacarose (Adptado de Pearson, 2001).
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De modo a impedir o gosto amargo, apenas reconhecido por certos individuos em
concentragoes mais altas, a sacarina € formulada com outros edulcorantes. O limite da
quantidade de sacarina que pode ser adicionada numa mistura é cerca de 70 % porque a
partir desse ponto aumenta o gosto amargo. A concentragao do limiar do sabor doce €
menor do que a concentragao do limiar do sabor amargo. Ambas as anteriores
concentragoes dependem dos componentes da formulagao. Este gosto amargo nao se deve
a presenga de uma impureza, mas aparenta ser uma carateristica intrinseca a sua molecula

e apenas 25 % da populagao é capaz de a detetar (Pearson, 2001).

As misturas compostas por sacarina e dulcina foram umas das primeiras e a combinagao de
190 mg/L e 120 mg/L, respetivamente, permite obter um perfil de sabor doce semelhante
ao de uma solugao de 9 % de sacarose. De realcar que seriam necessarios 450 mg/L de
sacarina ou de 1250 mg/L de dulcina isoladamente para obter tal perfil edulcorante. Antes
da sua proibigao em 1969 nos EUA, o ciclamato de sédio era bastante utilizado com sacarina
no mercado em crescimento exponencial dos refrigerantes dietéticos. O ciclamato isolado
possui particularidades de sabor criticaveis e a sua combinagao com a sacarina cria uma
mistura sinérgica e reciprocamente benéfica. De notar que a mistura de proporgao 10:1 de
ciclamato e sacarina, respetivamente, possuem um perfil de sabor idéntico ao da sacarose.
As misturas de SAC - Na ou de SAC — Ca com aspartamo foram substituindo o ciclamato,
devido a sua proibigao, nos refrigerantes de baixo teor calérico. A utilizagao do iao de
calcio em vez do iao de sédio provoca a mesma dogura com menor sensagao de sabor
amargo. Até a combinagao com sacarose ou frutose originam produtos com baixo valor
calorico e boas caracteristicas de sabor, a baixo custo. Recentemente demonstrou — se,
que a combinagao entre a SAC - Ca e outros edulcorantes oferece uma melhor harmonia
de sabor, porque este sal apresenta um gosto mais curto e limpo com menor sabor amargo.
Uma outra solugao para combater esta sensagao amarga € a utilizagao de “agentes de

mascara”, nos quais se incluem o creme tartaro e a dextrose (Pearson., 2001).

1.4.4. Metabolismo

A sacarina nao é metabolizada pelo organismo humano e a nivel da biotransformagao a
sacarina é expelida inalterada, principalmente por via urinaria, cerca de 85 a 95 %, tanto em

humanos como em animais de laboratorio (Pearson, 2001). O processo fundamental de
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eliminagao renal da sacarina é o transporte tubular ativo. Apos a ingestao, ha uma ligagao
reversivel entre a sacarina e as proteinas plasmaticas, que é posteriormente distribuida até
aos orgaos pela corrente sanguinea (Figura 13). Verifica - se um equilibrio entre as
concentragoes da sacarina nos tecidos e no plasma sanguineo, portanto a concentragao
esta dependente dos niveis da circulagao geral e a concentragao plasmatica maxima ocorre
apos 30 min a | h. A eliminagao da circulagao geral é rapida, uma vez que a sacarina
apresenta uma semi — vida plasmatica de aproximadamente 70 minutos em humanos (Britos

et al, 201 |; Magnuson et al., 2016).

A sacarina pode surgir no tecido fetal através de transferéncia pela placenta. Os niveis de
sacarina no tecido fetal sao idénticos ou ligeiramente superiores aos dos maternos e as
concentracoes diminuem mais demoradamente no tecido fetal. Durante a administracao

repetida, o feto nao acumula sacarina e exibe um equilibrio lento (Magnuson et al., 2016).

ingestio M
M Ssacarina

Rins
Absorgao {Cifculacio sistematica .] B

n
Excre¢do
Excrecdo fecal urlna’vla.

Figura 13. Metabolismo da sacarina (Adapatado de Magnuson et al, 201 3).

1.4.5. Toxicidade

Nauséas, vomitos e diarreia sao exemplos de manifestagoes de toxicidade aguda

relacionadas com a agao da sacarina em humanos (Whitehouse et al, 2008).

A nivel da toxicidade cronica, o consumo de altas doses de sacarina de sédio provoca
tumores na bexiga de ratos macho, pela formagao de um precipitado de fosfato de calcio

citotoxico para o urotélio, posterioremente ocorre hiperplasia regenerativa que perdura a
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vida inteira do animal e, se a ingestiao de sacarina de sodio prosseguir, resulta na formagao
de tumor (Pearson, 2001). Comparativamente a SAC - Ca e SAC acida, a SAC -Na ¢é a
promotora de tumor mais relevante, pelo que este efeito cancerigeno é aparentemente
dependente do catiao envolvido (Ditschun & Winter, 2000). Em humanos, tendo como
exemplo a analise longitudinal da ocorréncia de cancro da bexiga durante a Segunda Guerra
Mundial no Reino Unido, ficou demonstrado que o maior consumo de sacarina neste
periodo nao estava relacionado com o aumento da incidéncia desta patologia (Weihrauch
& Diehl, 2004). Em 1997, um painel especial da International Agency for Research on
Cancer (IARC) relatou que estes tumores provocados pelo consumo de doses elevadas de
SAC - Na nao afetam o homem e, um ano depois, a IARC retirou a sacarina do Grupo 2B,
possivelmente cancerigena para o ser humano, passando a inclui - la no Grupo 3 (Pearson,

2001).

Em 1888, um artigo publicado na Revue International des Falsifications mencionou que a
sacarina afectaria negativamente a digestao em trés niveis distintos: a digestao instestinal, a
do estomago, particularmente a conversao da albumina em peptonas, e a agao dos
fermentos salivares. No entanto, os anteriores efeitos sobre a digestao apenas sao atingiveis
em doses consideradas impossiveis, ou seja excessivamente elevadas de sacarina, e também
pelo facto de a sacarina ser rapidamente absorvida e excretada pela urina (Guillem-Llobat,
2012). O consumo de sacarina num periodo continuo de 7 dias por individuos magros que
nao consumem regularmente edulcorantes nao caléricos induz deficiéncia na tolerancia a

glucose (Kuk & Brown, 2016).

Em 1994, um caso de hepatotoxicidade em que se verificou concentragoes séricas altissimas
de enzimas hepaticas foi descrito num individuo, apos a administragao oral de trés farmacos
distintos, a Unica carateristica andloga a todos era a utilizagio de sacarina como
componente integrante. A agao da SAC na patogénese nociva no figado foi confirmada pela

re-exposicao a sacarina na sua forma pura (Whitehouse et al, 2008).

O microbioma é um ecossistema microbiano denso e diversificado presente no organismo
humano desde o nascimento e é responsavel pela susceptibilidade a bastantes condigoes
fisiopatologicas. O consumo de sacarina foi relacionado com a variagao da composicao da

taxa bacteriana, precedentemente associada a diabetes tipo || em humanos, nomeadamente
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o género Bacteroides e a ordem Clostridiales. Verificou — se um melhoramento das vias
envolvidas no metabolismo dos compostos heterociclicos pelo consumo deste educorante
nao nutritivo e uma redugao dos genes dos sistemas de fosfotranferase (PTS), envolvidos
no transporte de agUcares para a célula bacteriana. As diferengas na composigao e fungao
dos microbiomas dos distintos animais em diferentes instalagoes possivelmente contribuem
para a variabilidade dos resultados e interpretagoes dos estudos até ao momento

publicados (Burkea & Small, 2015; Suez et al, 2015).

1.4.6. Legislacao

A persistente falta de agucar existente no decorrer da Primeira Guerra Mundial permitiu a
reintegragao da sacarina, anterioremente proibida durante um curto periodo de tempo. O
status GRAS foi atribuido a sacarina em 1958, mas devido a relagao observada entre o
consumo de sacarina e o cancro de bexiga em ratos aquele foi removido em 1972. A FDA
recomendou a proibigao deste edulcorante em 1977, no entanto este edulcorante intensivo
manteve — se comerciamente disponivel devido a pressao dos consumidores e da indUstria
(Ditschun & Winter, 2000). Até ao final do século XX era comercializada com uma
adverténcia que mencionava os anteriores sinais cancerigenos. No inicio do presente
século, a sacarina foi retirada da lista de compostos carcinogénicos humanos da National

Toxicology Program (NTP) e a adverténcia foi removida (Brito et al, 201 1).

1.4.6.1. Niveis maximos permitidos

As doses maximas de utilizagdo da SAC e dos seus sais de Na, K e Ca sao expressas em
imida livre e estao estabelecidas para 42 géneros alimenticios (Tabela 9) (Decreto-Lei n.o
394/98). Para os refrigerantes (tradicionais, a base de extratos de cha e de aguas minerais),
bebidas desportivas, bebidas energéticas e néctares esta estabelecida uma dose maxima de
utilizacao de 80 mg/l, sendo que para bebidas com adi¢ao de acido carbodnico a dose é de
100 mg/l. Os produtos de microconfeitaria para refrescar o halito, sem adicao de agucares
apresentam uma dose maxima de 3000 mg/kg, o que corresponde a maior dose estabelecida
para este edulcorante, no outro extremo a menor, 80 mg/L, é bastante comum, tendo sido

estabelecido para 10 géneros alimenticios, nos quais se incluem bebidas constituidas por
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uma mistura de cerveja, sidra, perada, bebidas espirituosas ou vinho e bebidas nao alcodlicas

ou mesmo cervejas sem alcool ou com um teor alcodlico nao superior a 1,2 % vol.

Tabela 9. Doses maximas estabelecidas pelo Decreto-Lei n.o 394/98 para a utilizagdo de sacarina nos produtos
alimentares mencionados.

Sacarina e seus sais de Na, K e Ca (E954)

Produtos alimentares Doses
maximas de
utilizagdo

Bebidas aromatizadas a base de dgua com baixo valor energético ou sem adigido de aglcares 80 mg/L
Bebidas a base de leite e produtos derivados ou sumos de fruta, com baixo valor energético ou sem adigio de agucares 80 mg/L
«Gaseosa»: bebida ndo alcodlica a base de agua, com adigido de acido carboénico, edulcorantes e aromas 100 mg/L
Sobremesas aromatizadas & base de dgua com baixo valor energético ou sem adigio de aglcares 100 mg/kg
Preparados a base de leite e produtos derivados, com baixo valor energético ou sem adicdo de aglcares 100 mglkg
Sobremesas a base de fruta e produtos horticolas, com baixo valor energético ou sem adicdo de aglucares 100 mg/kg
Sobremesas i base de ovos com baixo valor energético ou sem adigio de aglcares 100 mg/kg
Sobremesas a base de cereais com baixo valor energético ou sem adig¢io de aglcares 100 mg/kg
Sobremesas a base de gorduras com baixo valor energético ou sem adicdo de agucares 100 mg/kg
Snacks: aperitivos salgados e secos a base de amido ou de nozes e avelds, pré-embalados e que contenham certos 100 mg/kg
aromas
Confeitaria sem adicdo de aglcares 500 mg/kg
Confeitaria a base de cacau ou frutos secos, com baixo valor energético ou sem adigdo de aglcares 500 mg/kg
Confeitaria a base de amido, com baixo valor energético ou sem adi¢do de agucares 300 mg/kg
Héstias 800 mg/kg
Preparados para barrar pdo a base de cacau, leite, frutos secos ou gorduras, com baixo valor energético ou sem adicdo 200 mglkg
de aglcares
Pastilhas eldsticas sem adi¢do de aglcares 1200 mg/kg
Sidra e perada 80 mg/L
Cervejas sem alcool ou com um teor alcodlico ndo superior a 1,2 % vol. 80 mg/L
Biére de table/ Tafelbier/table beer (com um teor original de mosto ndo superior a 6 %), com exclusio da Oberga'riges 80 mg/L
Einfachbier
Cervejas com acidez minima de 30 mil equivalentes expressa em Na OH 80 mg/L
Cervejas pretas do tipo oud bruin 80 mg/L
Gelados alimentares, com baixo valor energético ou sem adi¢do de agucares 100 mg/kg
Fruta em lata ou frasco, com baixo valor energético ou sem adi¢io de agicares 200 mg/kg
Comp , geleias e marmeladas com baixo valor energético 200 mg/kg
Preparados de fruta e produtos horticolas, com baixo valor energético 200 mg/kg
Conservas agridoces de fruta e produtos horticolas 160 mg/kg
Conservas e semiconservas agridoces de peixe e marinadas de peixe, crusticeos e moluscos 160 mg/kg
Molhos 160 mg/kg
Mostarda 320 mg/kg
Produtos de padaria fina para alimentag3io especial 170 mg/kg
Preparados completos de regime para controlo do peso destinados a substituir uma refeicio ou o regime alimentar 240 mg/kg
diario
Preparados completos e suplementos nutritivos para utilizagido sob vigilincia médica 200 mglkg
Suplementos alimentares/constituintes liquidos dietéticos 80 mg/L
Suplementos alimentares/constituintes sélidos de um regime dietético 500 mg/kg
Complementos alimentares/integrantes de regimes dietéticos a base de vitaminas e ou elementos minerais em xarope 1200 mg/kg
ou para mastigar
Cereais de pequeno-almog¢o com teor de fibras superior a 15 %, contendo pelo menos 20 % de farelo, de baixo valor 100 mg/kg
energético ou sem adigdo de agucares
Caldos de baixo valor energético 110 mg/L
Produtos de microconfeitaria para refrescar o halito, sem adigio de agucares 3000 mg/kg
Bebidas constituidas por uma mistura de cerveja, cidra, perada, bebidas espirituosas ou vinho e bebidas nio alcoélicas 80 mg/L
Bebidas espirituosas com um teor de ilcool inferior a 15 % vol. 80 mglkg
Cornetos e bolachas sem agtcar para gelados 800 mg/kg
Feinkostsalat 160 mg/kg
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1.4.6.2. Ingestao Diaria Aceitavel

A JEFCA estabeleceu uma ADI de 2,5 mg / kg de peso corporal / dia para a sacarina
(Ditschun & Winter, 2000). A FDA delimitou uma maior ingestao dietética adequada, 5
mg/kg de peso corporal por dia para adultos e criangas. Aparenta ser altamente improvavel
que qualquer populagao exceda a ADI para este edulcorante tao intenso, porque mesmo o
consumo didrio de 8,5 pacotes deste edulcorante de mesa ao longo da vida de um individuo
nao poe em causa a ADI estabelecida. Além disso, o consumidor médio nao excede a

ingestao de 0,0283495 kg de sacarina por ano (Shankar et al, 2013).

Lino & Pena (2010) verificaram que o consumo de sacarina através da ingestao de
refrigerantes tradicionais pela populagao portuguesa, com idades entre os 13 e os |5 anos,
apenas representa 1,28 % da ADI, dos valores mais baixos na Europa, sendo que os
refrigerantes a base de aguas minerais nao representavam qualquer fonte deste edulcorante.
Tendo em conta a populagao adulta portuguesa, Diogo et al. (2013) revelou que o consumo
de néctares é reponsavel por 0,9 % da ADI da SAC e tanto os refrigerantes tradicionais
como os a base de aguas minerais representam 0,5 % da ADI, e tal como referido em 2010
as bebidas energéticas neste caso também nao sao fonte de SAC. Na Bélgica, a populagao
adulta com pelo menos |5 anos apenas estava exposta a 2 % da ADI da sacarina através do
consumo de diferentes matrizes alimentares, das quais sao exemplo as bebidas nao
alcodlicas (Huvaere et al, 2011). Donne et al. (2017) verificou que a populagao italiana
estava exposta apenas a 0,5 % da ADI estabelecida para a SAC, valor relativamente inferior
aos descritos em Portugal (Lino & Pena, 2010) e na Bélgica (Huvaere et al, 201 1), sendo
que apenas 8 % desta exposi¢ao se deve a bebidas nao alcodlicas, visto a principal fonte de

sacarina nesta populagao estar associada a edulcorantes de mesa (80 %).

1.4.7. Ocorréncia

Varios grupos de investigadores em diversos paises tém - se debrugado sobre a avaliagao

dos teores de SAC em refrigerantes e néctares (Tabela 10).

De acordo com a legislagao da UE, as amostras analisadas na Dinamarca, Bélgica e Italia nao
revelam preocupacao, visto que as concentragoes de SAC utilizadas nao excedem o limite

maximo estipulado. Janvier et al. (2015) em Italia verificaram a auséncia de SAC nas
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amostras de néctares analisadas e mesmo em bebidas aromatizadas a concentragao destas
apresentou uma média de 40 mg/L. Tanto na Bélgica como na Dinamarca, a incorporagao
de SAC nos diferentes refrigerantes é relativamente baixa, verificando-se a auséncia de
utilizacao de sacarina em refrigerantes e em refrigerantes carbonatados, quando ambos
apresentam agUcar (Leth et al, 2007) e em aguas aromatizas, bebidas desportivas e
energéticas (Huvaere et al, 201 |). Na Polonia, Zygler et al. (201 1) também nao detetaram
SAC em refrigerantes, mas por outro lado identificaram uma amostra de refrigerante
carbonatado com uma concentragao de 73,7 mg/L, valor que excede a dose maxima de
utilizacao permitida na UE. Em Portugal, Lino & Pena (2010) nao identificaram SAC em
refrigerantes a base de agua minerais e de néctares, no entanto em refrigerantes detetaram
uma amostra que excedia o limite maximo estabelecido de 80 mg/L, visto apresentar uma
concentragao de 89 mg/L. Ainda em Portugal, Diogo et al. (2013) detetaram resultados
muito semelhantes a nivel da concentragao de SAC numa amostra de refrigerantes, visto
esta exceder o limite ligeiramente em 0,5 mg/L. Também encontraram uma baixa frequéncia
de SAC tanto em refrigerantes a base de aguas minerais como em néctares, 0,02 e 0,06 %,
respetivamente e uma total auséncia de bebidas energéticas. Apesar destes casos em
Portugal e na Poldnia, a SAC aparenta ser encontrada em pequenas quantidades, isto

porque é utilizada em combinagao com outros edulcorantes.

Kritsunankul & Jakmunee (201 1) nao detetaram SAC em amostras de refrigerantes e em
refrigerantes a base de extratos de cha recolhidas na Tailandia. Na China, Zhu et al. (2005)
também observaram uma situagao idéntica, mas em sumos de fruta. Porém, neste pais os
niveis maximos permitidos sao superiores aos estabelecidos na Europa, 150 mg/L, tendo
mesmo assim as concentragoes encontradas em duas amostras de refrigerantes, 187,45 e
546,17 mg/L, excedido os valores permitidos naquele pais (Chinese Standards for Food

Additives GB2760, 2015).

No Brasil, apesar das concentragoes superiores identificadas por Bergamo et al. (2011)
relativamente aos limites estabelecidos na UE, a presenga de SAC com teores entre 126-
147 mg/L nas duas amostras de refrigerantes encontra — se proxima mas nao excede os
niveis maximos de 150 mg/L adoptados por este pais da América do Sul (RDC N°.18, de
24 de Margo de 2008). Nos EUA, Shah et al. (2014) determinou a presenga de SAC em

22,2 % das amostras de refrigerantes carbonatados com teores entre os 87 — 156 mg/L, no
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entanto este edulcorante encontra-se totalmente ausente das seis amostras de

refrigerantes nao carbonatados analisados.

Tabela 10. Frequéncia (%) e niveis (mg/L) da sacarina em bebidas.

Niveis (mg/L)

. . . N° de Frequéncia Min - Max . _
Pais Tipo de Bebida Amostras %) Média Bibliografia
Refrigerantes 25 24 55-89 75+ 14
Refrigerantes a base I3 0 - - Lino & Pena, 2010
de aguas minerais
Néctares 10 0 - -
Portugal Refrigerantes 203 265 — 805 18.4
Refrigerantes & base 59
de aguas minerais 0,02 0-32 0,2 Diogo et al, 2013
Bebidas energéticas 3 0 - -
Néctares 16 0,06 0-13,6 0,8
Refrigerantes
carbonat’ados 21 52,4 7_58 29
(sem agucar)
Refrigerantes | 0
Dinamarca carbonatados 5 } } Leth et al, 2007
Refrigerantes
(sem agucar) 60 70 15-65 37
Refrigerantes 20 0 - -
Refrigerantes 4 0 - -
. Refrigerantes
Polénia carbonatados 7 29 11,6 1737 9265  2veleretal, 201
Sumos 3 66,7 20,7 — 44,1 324
Aguas aromatizadas 5 - - -
Bebidas carbonatadas 19 - - 27
Bélgica Bebidas a base de Huvaere et al,
g sumos de fruta 14 - - 33 2011
Bebidas desportivas 2 - - -
Bebidas energéticas 2 - - -
Bebidas aromatizadas 57 0,07 - 40 + 13
Italia Janvier et al, 2015
Néctares
18 - - -
Refrigerantes 2 100 187,45 - 576,17 3818
China carbonatados Zhu et al, 2005
Sumo de fruta | 0 - -
Tailandi Refrigerantes 4 0 _ _ Kritsunankul &
ailandia Refrigerantes 2 base ) 0 i} i} Jakmunee, 201 |
de extratos de cha
Sfrfgfs;::dtzss 9 222 87 - 156 121,5
USA - = Shah et al, 2014
Refrigerantes nao
6 0 - -
carbonatados
Brasil Refrigerantes 3 66,7 126 — 147 136,5 Bergamo et dl,

2011
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1.4.8. Metodologias analiticas

Tal como mencionado para o anterior edulcorante, a preparagao de amostras de bebidas
carbonatadas e de néctares pode ser realizada através da diluicao destas com agua ultra
pura (Kritsunankul & Jakmunee, 201 I; Ordonez et al., 2015), outros investigadores utilizam
misturas de agua, metanol, acetona e acido acético (Kubica et al., 2015), acido formico em
solugao aquosa (Sakai et al., 2015), agua com metanol, em proporgoes diferentes (Huvaere
et al, 201 1; Lorenzo et al, 2015) e até acido formico — N,N — diisopropiletilamina (FA —
DIPEA) como solvente (Zygler et al., 201 1). A desgaseificagao em banho de ultrassons (5’ a
I57) também é bastante utilizada quer como processo individual para preparar a amostra
quer como procedimento complementar a realizar anteriormente ou posteriomente as
diversas diluigoes relatadas na literatura (Diogo et al, 2013; Huvaere et al, 2011;
Kritsunankul & Jakmunee, 201 I; Kubica et al., 2015; Kubica et al., 2016; Lorenzo et al., 2015;
Ordonez et al., 2015; Sakai et al., 2015; Yang & Chen, 2009; Zygler et al., 201 1) (Tabela | 1)
[ver 1.3.8].

A filtragao através de filtros de membrana de 0,45 um (Kritsunankul & Jakmunee, 201 1) ou
de 0,22 pm (Lorenzo et al, 2015) é utilizada como procedimento unico de purificagao das
amostras de refrigerantes e néctares pela maioria dos investigadores. A centrifugagao €
utilizada principalmente apods a filtragio para amostras de néctares, aplicando forgas
centrifugas que variam entre 3600 rpm (10’) (Yang & Chen, 2009) a 13 000 rpm (10’)
(Huvaere et al., 201 1) Verifica-se o mesmo para a purificagao de amostras que contenham

acesulfame - K [ver 1.3.8].

A HPLC de fase reversa com detegao por UV a 254 nm é um dos métodos usados para
detetar o conteudo de sacarina em alimentos e bebidas. Outros métodos abragem a HPLC

por exclusao de ioes e a cromatografia ionica, ambos com detegao por UV (DuBois, 2012).

A Espectroscopia Raman de superficie melhorada (SERS) surgiu como uma técnica
alternativa e a sua sensibilidade depende bastante do aperfeigoamento eletromagnético e
quimico na presenca de nanoestruturas metalicas (Cu, Ag, Au, entre outras), portanto o

aspeto mais critico deste método € a seleccao e/ou produgao dos subtratos metadlicos
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nobres. Han et al. (2017) aplicaram com sucesso a anterior técnica e determinaram um

LOD de 0,3 mg/L e um LOQ de 0,8 mg/L.

Analisando os limites de detecao presentes na Tabela | |, verifica — se que este parametro
varia entre 0,00081 mg/L (Kubica et al, 2016) e 10 mg/L (Ordonez et al, 2015), quando
utilizaram a HILIC — MS/MS e cromatografia liquida de alta temperatura acoplada a
espectrometria de massa em tandem respetivamente. No que diz respeito aos limites de
quantificagao (LOQs), o menor, 0,0001 mg/L, foi relatado por Lorenzo et al. (2015)
utilizando a técnica LC — MS/MS — ESI, enquanto no outro extremo, tal como se verificou
para o LOD, Ordonez et al. (2015) através da cromatografia liquida de alta temperatura

acoplada a espectrometria de massa em tandem reportou o valor de 33,3 mg/L.
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I.5. Aspartamo

1.5.1. Histéria

O aspartamo (ASP) foi descoberto acidentalmente, em 1965, pelo quimico James Schlatter
quando testava farmacos usados no tratamento de Ulceras e comercializado pela Searle
Pharmaceutical Company, com a marca Nutrasweet (Almeida et al, 2010; DuBois &
Prakash, 2012; Progolliet & Bruelhart, 1993). Ao aquecer um frasco que possuia metanol e
aquele composto, no momento ainda desconhecido, parte da mistura caiu — Ilhe nos dedos
e, alguns minutos depois, ao levar o dedo a boca para folhear um livro descobriu a

intensidade extraordinariamente doce do aspartamo (Souto, 2009).

No comego da década de 80, o ASP foi autorizado em diversos paises como edulcorante,
particularmente como alternativo a sacarina e ao ciclamato (Salminen & Hallikainen, 2001).
Atualmente é o edulcorante de alta poténcia mais utilizado em cerca de 6000 produtos
comercializados por todo o mundo (Butchko et al, 2001). Nos EUA siao produzidos
anualmente cerca de 16000 toneladas destinadas ao consumo mundial (Kokotou et al.,

2015).

1.5.2. Estrutura

O aspartamo é um dipéptido constituido por dois aminoacidos, acido L — aspartico e L —
fenilalanina, como se pode observar na Figura 14 (Pearson, 2001). Quimicamente é o éster

metilico da L — aspartil — L — fenilalanina (Salminen & Hallikainen, 2001). Apresenta duas

configuragoes, a e 3, mas apenas a primeira é doce (Kirkland & Gatehouse, 2015).

Figura 14. Estrutura quimica do aspartamo (Nabors, 2001).
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1.5.3. Caracteristicas

1.5.3.1. Fisico — quimicas

O ASP é um sélido cristalino. Em solugao, a estabilidade deste éster dipeptidico segue uma
curva em forma de sino, sendo influenciada pelo pH, com estabilidade maxima observada a
valores de pH de aproximadamente 4,3, a qual a maioria dos alimentos se encontra. Para
valores de pHs basicos hidrolisa-se formando o dipéptido aspartilfenilalanina e metanol.
Posteriormente sofre uma transformagao lenta no seu isdomero [-aspartilfenilalanina
(DuBois & Prakash, 2012). Os aminoacidos acido aspartico e fenilalanina podem ser
formados pela hidrolise do dipéptido aspartilfenilalanina. Os produtos de conversao do ASP

sao insipidos (Butchko et al., 2001).

Para valores de pH 3, o ASP ¢ instavel e hidrolisa-se a aspartilfenilalanina e, para pH > 6
transforma-se em acido 5 — benzil — 3,6 — dioxo — 2 — piperazinaacético (Figura |5)

(Kokotou et al., 2015).

pH écidos
— Aspartilfenilalanina [ ﬁ

e Acido aspartico
Fenilalanina

M
I} Aspartamo il‘—

—*[ Dicetopiperazina ]
pH basicos

Figura 15. Principais produtos de hidrdlise do aspartamo, conforme o pH do meio (Adaptado de Klug & Lipinski, 2012).

Para além do pH, fatores como o tempo, a humidade e a temperatura afetam a estabilidade
do ASP e podem levar a uma caréncia progressiva do sabor doce. A hidrolise deste é
indicadora de cinética de primeira ordem. A sua estabilidade é colocada em causa em
circunstancias humidas, em concreto em sistemas com mais de 8 % de humidade, e
temperaturas excessivamente elevadas perturbam estas situagoes de equilibrio. Por outro
lado, em produtos lacteos congelados que apresentam pH neutro, a taxa de reagao €
incrivelmente diminuida devido ao estado de congelamento e pela inferior humidade livre.

Além disso a estabilidade de prateleira prevista do ASP nao ¢ alcangada. O potencial de
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hidrolise acaba por limitar as aplicagoes do ASP (Butchko et al., 2001). A sua estabilidade
pode melhorar ao longo do tempo pela adicao de isomaltose. Um dos métodos de eleigao

para minimizar as perdas deste edulcorante é o sistema de alta temperatura a curto prazo

(HTST) (O’ Donnell, 2012).

Quanto a solubilidade o ASP é levemente soluvel em agua, aproximadamente | % (p/v) a
25 °C, é pouco soluvel em dlcool e, em gorduras ou o6leos, nao é soluvel. A solubilidade é
influenciada pela temperatura e pelo pH. A taxa de dissolugao de misturas secas é uma
propriedade relevante para diversos produtos que sao produzidos pela mistura de produtos

edulcorados e 4gua ou leite a diferentes temperaturas (Butchko et al,, 2001).

1.5.3.2. Sensoriais

O perfil do sabor do ASP é caracteristico por ser limpo e doce, assemelhando — se ao da
sacarose, porém sem o gosto amargo metalico interligado a outros edulcorantes de alta

intensidade.

A sua intensidade foi definida como 160 a 220 vezes a dogura da sacarose, estando
dependente do sistema do género alimenticio. A intensidade do ASP aparenta estar

inversamente relacionada com a concentragao da sacarose (Butchko et al., 2001).

Especialmente em bebidas com sabores de frutas acidas, como citrinos, o ASP atua como

um melhorador do perfil do sabor.

A mistura com outros edulcorantes de alta poténcia ocorre principalmente com SAC — Na,
ACE — K e CYC — Na (DuBois & Prakash, 2012). A capacidade de aperfeicoamento do
sabor pelo ASP disfarga a sensagao de amargo e torna-o uma excelente opgao nas misturas

com edulcorantes que apresentam perfis de sabor complexos ou mesmo inconvenientes

(Butchko et al,, 2001).
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1.5.4. Metabolismo

Apos a ingestao, o ASP é eficientemente hidrolisado no trato gastrointestinal, tanto no
limen gastrointestinal como nas células internas da mucosa intestinal, por esterases e
peptidases em acido aspartico (40 %), fenilalanina (50 %) e metanol (10 %). Cada um dos
metabolitos segue a sua via metabdlica normal. De realgar que a molécula de ASP inalterada
nao se encontra nos tecidos internos do organismo ou no leite materno (Magnuson et al.,
2016). Os metabolitos sao absorvidos pelo sangue e nao se acumulam no organismo. Alguns
dos produtos de degradagao associados sao o acido 5 — benzil — 3,6 — dioxo — 2 — piperazina
acética (DPK) e o B — aspartamo (Figura 16) (Marinovich et al, 2013). Somente uma
reduzida fracdo da ingestio dietética didria dos seus metabolitos é proveniente do

Aspartamo em adultos ou criangas (Butchko et al., 2001).

: | | |

Dicetopiperazina a - Aspartilfenilalanina Acido aspartico + Ester de metil B - Aspartamo
Fenilalanina ;
. Q o o |
L_‘,'_‘ _: pe HoC-Chy CH CNHEH € on 0
wo 3 NH, CH, o o L 0OCH,
07N O — o P~ -— | | :q |
" e— T [ ~on + ; l it OH 8NH o
OH  NH L b] [
\ /
|II ‘/
] '
Acido aspartico fenilalanina B - Aspartilfenilalanina
Acido aspartico + Fenilalanina
(C:) 0O P o] Q o
HN CH H CH o I HOC CH CHCNHCHC
N C N C COH . P .»"“' s, . ot o OH
CH, CH, O~ "~on *+ [ T T ™ ' :
- 1 | L
C OH OH  NH;
0

Figura 16. Principais produtos de decomposi¢ao do aspartamo (Adaptado de Butchko et al., 2001; Prodolliet & Bruelhart,
1993).

O metanol é rapidamente metabolizado em formaldeido através de catalaseperoxidade em
roedores ou pela dlcool desidrogenase, em primatas e seres humanos (Figura 17). De
seguida, o formaldeido é convertido em acido férmico através do processo de oxidagao
pela formaldeido desidrogenase. O formaldeido apresenta uma meia — vida de

aproximademente | a 2 minutos. O acido formico pode ser metabolizado em didxido de
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carbono, e libertado pela respiragao, ou excretado do organismo pela urina. A toxicidade
do metanol verifica-se pela sua acumulagao no sangue e ocorre sempre que as vias do
metabolismo do acido formico estio oprimidas. Contundo, o consumo de géneros
alimenticios com ASP, mesmo em doses excessivamente altas ou exposi¢ao cronica
continua, nao contribui para o efeito toxico mencionado porque nao se observam
alteragoes dos niveis do aniao do acido férmico, o formiato, no sangue (Magnuson et al.,
2016). A quantidade de metanol derivado do aspartamo é muito inferior as exposigoes
dietéticas normais oriundas de frutas, vegetais e sumos, correspondendo apenas a 10 % do

peso total da exposigao dietética do metanol (Butchko et al., 2001).

O aniao carboxilato do acido aspartico, o aspartato, € metabolizado em oxaloacetato
através da transaminagao nos enterocitos (Figura 17). De seguida, alcanca a circulagao e
passa a pertencer ao grupo dos aminoacidos livres. Devido a esta interconversao entre
aspartato e oxaloaxetato pode ingressar no ciclo da ureia e da gluconeogenese. Pode
também ser utilizado para sintetizar outros aminoacidos essenciais, tais como a metionina,
treonina, isoleucina e lisina, e é responsavel pela estimulagao dos recetores de N — metilo
— D — aspartato (NMDA), atuando portanto como um neurotransmissor. Todo o excesso
de aspartato é expelido na urina. Alto teor de aspartato na corrente sanguinea esta
relacionado com necrose neuronal, contudo o consumo de produtos contendo ASP nao é
suficiente para aumentar a concentragao de aspartato no sangue porque ha uma

metabolizagao rapida e a incorporagao deste em proteinas (Magnuson et al., 2016).

A fenilalanina é absorvida no trato gastrointestinal através de células mucosas e é
incompletamente convertida no aminoacido tirosina através de hidrolases de fenilalanina
(Figura 17), apos passar para a circulagao sistémica e alcangar o figado. Pode ser distribuida
por todo o organismo, momeadamente pelo cérebro, onde € essencial para o crescimento
e o desenvolvimento normal. Eventualmente, pode ser convertido nos neurotransmissores
de catecolaminas, dopamina, norepinefrina e epinefrina (Magnuson et al., 2016). Os
individuos com fenilcetonuria (PKU), patologia genética rara onde o organismo nao
consegue metabolizar corretamente a fenilalanina, devido ao défice de fenilalanina
hidroxilase, sao os Unicos que se devem preocupar com o conteldo de fenilalanina
proveniente do ASP, restringindo a ingestao destas fontes alimentares, de modo a evitar

sérios problemas neurolégicos (Butchko et al., 2001).
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Enzimas proteoliticas nas células da mucosa e no intestinc delgado

Aspartato Fenilalanina Metanol
(40%) (50%) (10%)
_Transaminag3o)

- v
Oxaloacetato Tirosina Formaldeido
v tl v

Ciclo de acido tricarboxilico Piruvato de 4 - hidroxifenilo Acido formico
< + ,,O"d“F"Q / i
Acido homogentisico Eliminagdo do organismo
v
v
Malato
v
v Fumarato
Glucose / CO2 (precursor da glucose)

libertando energia para
crescimento e reparagio

Figura 17. Esquema generalizado e simplista das vias metabolicas dos metabolitos do aspartamo (Adaptado de O’ Donnell,
2012).

1.5.5. Toxicidade

A toxicidade aguda manifesta-se em humanos através de sintomas como dores de cabega,
boca seca, mudangas de humor, nauseas, vomitos, redugao do limiar de apreensao e

trombocitopenia (Whitehouse et al.,, 2008).

Com base na pesquisa do banco de dados de tumores sobre Epidemiologia de Vigilancia e
Resultados Finais (SEER), John Olney declarou, em 1996, que o aumento na taxa de tumores
cerebrais nos EUA estava associado ao consumo de ASP. No entanto, essa afirmagao foi
uma clara falacia ecologica porque o aumento desta taxa comegou bem antes da aprovagao
da comercializagao do ASP, e o padrao do aumento da taxa destes tumores foi observada
particularmente em idosos, o que nao coincide com a faixa etaria tipica dos consumidores

de ASP. Além disso, o aumento da detecao destes tumores cerebrais resultou

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagio do risco || EIEGN

principalmente da disponibilidade de tecnologia de diagnostico sofisticado nao invasiva, das

quais sao exemplo a ressonancia magnética de imagens (Butchko et al.,, 2001).

Como ja foi mencionado, o ASP nao revela potencial cancerigeno, a nivel cerebral e
hematopoiético, nem risco de originar leucemia (Marinovich et al, 2013). Nao revela provas
de indugao de mutagoes genéticas em células bacterianas, sendo que os danos
cromossémicos observados in vitro devem-se possivelmente a um efeito secundario de
citotoxicidade e nao ao dano primario de ADN. O ASP nao apresenta genotoxicidade em
tecidos somaticos de animais, evidenciado pelo micronucleo da medula 6ssea mais robusto
in vivo e aberragoes cromossomicas. Devido aos afastamentos dos protocolos padrao e aos
dados limitados, as experiéncias em células germinativas tornam-se dificeis de analisar

(Kirkland & Gatehouse, 2015).

O desempenho neurocomportamental pode ser influenciado pela ingestaio de
aproximadamente 25 a 30 mg ASP / kg de peso corporal / dia, pois provoca especificamente
situagoes de irritabilidade, depressao e uma menor orientagao espacial. O consumo de
bebidas aditivadas com 25 mg de ASP esta relacionado com um menor tempo de reagao
de memoria espacial e de palavras, comparativamente a bebidas adicionadas com glucose
ou sacarose. Doses excessivamente elevadas de ASP, 900 a 3000 mg / kg / de peso corporal
/ dia provocam ou agravam dores de cabega em individuos vulneraveis a enxaquecas, porque
aparentam influenciar as vias de catecolaminas e neuronios, responsaveis pelo processo de
enxaqueca, ou, por outro lado, esta patologia podera constituir uma resposta alérgica a um

seu subproduto, o formaldeido (Lindseth et al, 2014).

As concentragdes plasmaticas de aspartato e glutamato podem aumentar para um valor
que pode induzir danos cerebrais, através da ingestao de ASP, que posteriormente se
metaboliza a glutamato mossoédico (MSG) e acido aspartico. De realgar que o anterior
efeito sé seria atingindo apos a ingestao de 12 litros de uma bebida aditivida com ASP,
considerando que o individuo pesa 60 kg, o que corresponde a 100 mg ASP / kg de peso
corporal. Mesmo a administragao aguda de 200 mg / kg de peso corporal deste edulcorante
origina apenas um pico de concentragao de 7,6 + 5,7 pmol / L de acido aspartico no plasma,
valor muito inferior aos niveis neurotoxicos em animais. A toxicidade do metanol esta

associada a acidose metabolica e a danos oculares através da acumulagiao de acido formico.
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No entanto, um individuo de 60 kg sé adquiriria niveis toxicos de acido formico no
organismo, 200 a 500 mg / kg, pela ingestao de 240 a 600 litros de uma bebida aditivada
com ASP, o que equivale a ingerir 2400 — 6000 mg ASP / kg de peso corporal. Um sumo de
tomate € responsavel pelo consumo de 5 a 6 vezes mais metanol comparativamente com

uma bebida edulcorada com este aditivo (Ditschun & Winter, 2000).

Doses muito elevadas de ASP estio também interligadas a um aumento da abundancia de
abortos em coelhas, verificando-se também o nascimento de fetos com menor peso e em
menor numero. A toxicidade reprodutiva originada pelo ASP é mediada pela fenilalanina.
Os niveis excessivos deste aminoacido provocam consequéncias prejudiciais também em
seres humanos, nomeadamente através da PKU. O desenvolvimento do feto e do cérebro
pode ser influenciado pelo nivel de fenilalanina na corrente sanguinea e originar atraso
mental, disturbios de humor e problemas comportamentais. Os niveis sanguineos de
fenilalanina na mae devem ser mantidos em teores inferiores a 6 mg / dl de modo a reduzir
os riscos que afetam o desenvolvimento da crianga. Niveis sanguineos de fenilalanina
superiores a 18 —20 mg / dl estao relacionados com efeitos adversos consideraveis, como

danos cerebrais e podem até afetar a funcao cognitiva (EFSA, 2014).

A perda de peso a longo prazo pode ser auxiliada pela utilizagado de ASP num programa
multidisciplinar de redugao de peso (Peters & Beck, 2016). A substituicao de edulcorantes
caloricos pelo ASP, durante 12 semanas, originou uma perda de peso de 0,2 kg / semana,
conseguido devido ao défice de energia liquida de 220 kcal / dia (Gardner et al,. 2012). No
entanto existem conclusdes incoerentes porque ha relatos em que a inclusio de
edulcorantes artificiais nao aparenta originar melhores resultados do que a exclusao de
edulcorantes artificiais. A perda de peso pelos adultos a curto prazo deve

fundamentalmente recair sobre o que comem e bebem (Swithers, 2015).

Individuos com maior adiposidade apresentam um maior risco de diabetes, devido ao
consumo de ASP que posteriormente esta associado a deficiéncias significativamente
maiores na tolerancia a glucose, comparativamente a individuos magros (Kuk & Brown,

2016).
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1.5.6. Legislacao

O ASP é um dos edulcorantes mais extensivamente analisados e a sua seguranga foi
confirmada por 6rgaos cientificos e agéncias reguladoras, nas quais se incluem o Comité de
Peritos da FAO / WHO sobre Aditivos Alimentares (JEFCA) do Codex Alimentarius, o
Comité Cientifico para a Alimentagao da Comissao das Comunidades Europeias, a FDA e
as agéncias reguladoras de mais de 100 paises por todo o planeta (Butchko et al, 2001). A
FDA aprovou o uso de ASP em 1974 (Ditschun & Winter, 2000). A Associagao
International de Edulcorantes (ISA) organizou a “Primeira mesa redonda europeia sobre o
aspartamo”, a 30 de maio de 2006, em Paris com o objetivo de analisar a seguranga e
eficacia do ASP e edulcorantes com baixas calorias. De notar que nao ha outro componente
dietético que tenha sido mais bem avaliado do que o proprio aspartamo (Renwick &
Nordmann, 2007). Apesar disso, foram tomadas medidas para impossibilitar a
comercializagao do aspartamo na Indonésia, nas Filipinas, no Hawaii e no estado de Novo

México (Souto, 2009).

1.5.6.1. Niveis maximos permitidos

O Decreto-Lei n.o 394/98 institui niveis maximos de ASP em 41| géneros alimenticios
(Tabela 12). Dos trés edulcorantes a analisar, o ASP apresenta o maior nivel maximo
admitido em refrigerantes (tradicionais, a base de extratos de chads e de aguas minerais),
bebidas desportivas, bebidas energéticas e néctares (600 mg/L). Tal como o ACE - K, as
cervejas de baixo valor energético apresentam o menor nivel estabelecido, 25 mg/l, e os
produtos de microconfeitaria para refrescar o halito, sem adi¢ao de agUcares, o maior (6000

mg/kg).

A rotulagem de géneros alimenticios, autorizados no Regulamento (CE) n° 1333 / 2008,
que possuam ASP e/ou sal de ASP + ACE deve compreender uma das seguinte adverténcias:
«Contém uma fonte geradora de fenilalanina» no caso em que o sal de ASP + ACE e/ou
ASP seja mencionado na lista de ingredientes por referéncia apenas ao seu numero E ou
«Contém uma fonte de fenilalaninay, em situagoes em que o ASP e/ou sal de ASP + ACE

seja mencionado na lista de ingredientes pela sua denominagiao especifica (Regulamento

(CE) N°1169/201 1).
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Tabela 12. Doses maximas estabelecidas pelo Decreto-Lei n.o 394/98 para a utilizagdo de aspartamo nos produtos
alimentares mencionados.

Aspartamo (E951)

Produtos alimentares Doses
maximas de
utilizacdo
Bebidas aromatizadas a base de agua com baixo valor energético ou sem adigdo de aglcares 600 mg/L
Bebidas a base de leite e produtos derivados ou sumos de fruta, com baixo valor energético ou sem adigido de aglcares 600 mg/L
Sobremesas aromatizadas a base de agua com baixo valor energético ou sem adi¢do de aglcares 1000 mg/kg
Preparados a base de leite e produtos derivados, com baixo valor energético ou sem adicio de aglicares 1000 mg/kg
Sobremesas a base de fruta e produtos horticolas, com baixo valor energético ou sem adigdo de aglcares 1000 mg/kg
Sobremesas a base de ovos com baixo valor energético ou sem adigdo de aglicares 1000 mg/kg
Sobremesas a base de cereais com baixo valor energético ou sem adig¢io de agucares 1000 mg/kg
Sobremesas a base de gorduras com baixo valor energético ou sem adigdo de aglicares 1000 mg/kg
Snacks: aperitivos salgados e secos a base de amido ou de nozes e avelds, pré-embalados e que contenham certos 500 mglkg
aromas
Confeitaria sem adi¢do de actcares 1000 mg/kg
Confeitaria a base de cacau ou frutos secos, com baixo valor energético ou sem adi¢do de aglcares 2000 mg/kg
Confeitaria a base de amido, com baixo valor energético ou sem adi¢do de aglicares 2000 mg/kg
Preparados para barrar pio a base de cacau, leite, frutos secos ou gorduras, com baixo valor energético ou sem adigdo 1000 mg/kg
de aglcares
Pastilhas elasticas sem adig3o de aglcares 5500 mg/kg
Sidra e perada 600 mg/L
Cervejas sem alcool ou com um teor alcoélico ndo superior a 1,2 % vol. 600 mg/L
Biére de table/ Tafelbier/table beer (com um teor original de mosto niao superior a é %), com exclusio da Oberga’riges 600 mg/L
Einfachbier
Cervejas com acidez minima de 30 mil equivalentes expressa em Na OH 600 mg/L
Cervejas pretas do tipo oud bruin 600 mg/L
Gelados alimentares, com baixo valor energético ou sem adicdo de aglcares 800 mg/kg
Fruta em lata ou frasco, com baixo valor energético ou sem adi¢ido de agucares. 1000 mg/kg
Compotas, geleias e marmeladas com baixo valor energético 1000 mg/kg
Preparados de fruta e produtos horticolas, com baixo valor energético 1000 mg/kg
Conservas agridoces de fruta e produtos horticolas 300 mg/kg
Conservas e semiconservas agridoces de peixe e marinadas de peixe, crusticeos e moluscos 300 mg/kg
Molhos 350 mg/kg
Mostarda 350 mglkg
Produtos de padaria fina para alimentacio especial 1700 mglkg
Preparados completos de regime para controlo do peso destinados a substituir uma refeicdo ou o regime alimentar 800 mg/kg
diario
Preparados completos e suplementos nutritivos para utilizacdo sob vigilincia médica 1000 mg/kg
Suplementos alimentares/constituintes liquidos dietéticos 600 mg/kg
Suplementos alimentares/constituintes sélidos de um regime dietético 2000 mg/kg
Complementos alimentares/integrantes de regimes dietéticos a base de vitaminas e ou elementos minerais em xarope 5500 mg/kg
ou para mastigar
Cereais de pequeno-almogo com teor de fibras superior a 15 %, contendo pelo menos 20 % de farelo, de baixo valor 1000 mg/kg
energético ou sem adigdo de aclicares
Caldos de baixo valor energético 110 mg/L
Produtos de microconfeitaria para refrescar o hilito, sem adigdo de agticares 6000 mg/kg
Pastilhas refrescantes muito aromatizadas para a garganta, sem adigdo de aglicares 2000 mg/kg
Cerveja de baixo valor energético 25 mg/L
Bebidas constituidas por uma mistura de cerveja, cidra, perada, bebidas espirituosas ou vinho e bebidas ndo alcoélicas 600 mg/L
Bebidas espirituosas com um teor de alcool inferior a 15 % vol. 600 mg/kg
Feinkostsalat 350 mglkg

1.5.6.2. Ingestao Diaria Admissivel

A JEFCA e a FDA estabeleceram valores de ingestao diaria aceitavel para o ASP de 40 mg

/ kg de peso corporal / dia e de 50 mg / kg de peso corporal / dia, respetivamente.
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Um individuo pode eventualmente consumir um aditivo alimentar em quantidade que
ultrapasse a ADI sem efeitos adversos pelo facto de este nao ser um valor maximo que

possa ser consumido num dado dia com seguranga (Butchko et al.,, 2001).

O consumo estimado de ASP nos EUA e na Uniao Europeia é aproximadamente 10 % da
ADI e inclusivamente os individuos que consumem quantidades excessivas deste
edulcorante nao sao expostos a mais de 30 % da ADI (Figura 18). A maior quantidade de
ASP é consumida pelo grupo etario dos 30 a 39 anos e particularmente por individuos do
género masculino. Considerando o ASP presente em refrigerantes, um adulto com 60 kg
teria que beber diariamente e ao longo da sua vida, aproximadamente 4 litros, ou seja 12
latas de refrigerantes com ASP no nivel maximo de utilizagao para que o seu consumo

atingisse a ADI estabelecida (Marinovich et al, 2013).

médio ¢ 10
veses mals

baiso que o ADI

- — -

NOAEL ADI Consumo médio de
Nivel Sem Efeitos Ingestio diaria aspartamo na UE
Advaersos Observaveis aceitavel Amg/g/dia

4000 myg/kg/dia A0 mg/eg/dia
Figura 18. Comparagio entre o consumo do aspartamo e a ADI estabelecida (Adaptado de OBE et al., 2016).

O consumo de aspartamo tem sido analisado por diversos estados membros europeus nos
ultimos anos. Lino et al. (2008) demonstraram que a ADI do ASP nao era excedida em
Portugal, através do consumo de refrigerantes, refrigerantes a base de aguas minerais e de
néctares representando respetivamente 2,9 %, 0,7 % e 0,5 % da ADI estabelecida para este
edulcorante. Diogo et al. (2013) também em Portugal mas na populagao adulta descreveu
exposigoes inferirores, visto ter descrito que o consumo de refrigerantes tradicionais
representava 0,08 % da ADI, o de refrigerantes a base de aguas minerias 0,053 % da ADl e
o de néctares 0,02 % da ADI. Na Bélgica, Huvaere et al. (2011) relataram que a populagao

adulta com pelo menos |5 anos através do consumo de diferentes matrizes alimentares,
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nas quais se incluem as bebidas n3o alcodlicas apenas estava exposta a | % da ADI
estabelecida para o aspartamo. Vin et al. (2013) nao detetaram exposigao excessiva em
nenhum dos paises europeus analisados (Franga, Itdlia, Reino Unido e Irlanda), sendo a
maior exposi¢ao encontrada no Reino Unido, principalmente devido ao consumo de
bebidas nao alcodlicas e de sobremesas, e a menor exposigao em lItalia. Os principais
contribuidores da exposicao ao aspartamo coincidem com os mesmos relatados para o
acesulfame — K, tanto em adultos como em criangas [ver 1.3.6] (Vin et al, 2013). Em Italia,
Donne et al, (2017) concluiram que as bebidas nao acodlicas sao responsaveis pela maior
exposicao ao aspartamo (48 %) e apenas 0,5 % da ADI instituida para o ASP ¢ atingida por
esta populagao, valor relativamente semelhante ao descrito por Huvaere et al. (2011) na

Bélgica.

1.5.7. Ocorreéncia

Dos dados analisados na Europa (Tabela |13) até ao momento constata-se que na Bélgica,
apesar de Huvaere et al. (2011) nao indicarem a frequéncia nem os teores minimos e
maximos de ASP nas distintas matrizes analisadas, verificaram que a presenca de ASP esta
distante do limite maximo estabelecido a nivel europeu (600 mg/L), visto a concentragao
média maxima coincidir com 59 mg/L nas bebidas a base de sumos de fruta. O ASP nao foi

identificado em nenhuma das amostras de bebidas desportivas.

Janvier et al. (2015) indetificaram a presenga de ASP num sexto das amostras de néctares
analisadas em Italia com um teor médio de 39 mg/L, com um desvio padrao de 49 mg/L,

valor que nao levanta preocupagao relativamente a legislagao aplicada (Tabela 13).

Na Polonia, Zygler et al. (2011) identificaram ASP apenas num ter¢o das amostras de
néctares, com um teor de 70 mg/L, em metade das amostras de refrigerantes e em
praticamente todas as amostras de refrigerantes carbonatados (86 %) com um teor maximo

de 443,3 mg/L, sendo o teor médio das amostras de apenas 221,7 mg/L (Tabela 13).

Leth et al (2007), na Dinamarca, somente detetaram ASP em duas amostras, uma de
refrigerante e outra de refrigerantes carbonatados, ambas com agucar, com teores de 124

e 450 mg/L, respetivamente. Ainda na Dinamarca a presenga em refrigerantes é de 72 %,
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com um teor maximo de 226 mg/L, e em refrigerantes carbonatados a frequéncia é de 95

%, com um teor médio de 159 mg/L, apresentando um nivel maximo de 460 mg/L.

Em Portugal, tanto Lino et al. (2008) como Diogo et al. (2013) confirmaram a presenga de
ASP em refrigerantes, refrigerantes a base de aguas minerias e em néctares, mas apenas
uma amostra de um refrigerante a base de aguas minerais apresentou um teor de 568,3

mg/L, muito préximo da dose maxima de utilizagao permitida, 600 mg/L (Tabela I3).

Na Asia oriental, Sakai et al. (2015) relataram a inexisténcia de ASP nas bebidas de fruta e
nas bebidas desportivas analisadas e a presenca em um quarto das amostras de refrigerantes
carbonatados analisadas. Os limites maximos insituidos na China s3ao idénticos aos
estabelecidos na Europa para o caso de refrigerantes carbonatados e néctares (600 mg/L),
no entanto foi relatado anteriormente, por Zhu et al. (2005), a presenca de 729,7 mg/L de
ASP num sumo de fruta e de 2826,33 e 7234,66 mg/L em duas amostras de refrigerantes
carbonatados (Chinese Standards for Food Additives GB2760, 2015).

Bergamo et al. (201 1) apenas reportaram a presenga de ASP num tergo das amostras de
refrigerantes analisadas com uma concentragao de 94 mg/L, nada relevante atendendo ao
limite maximo de 750 mg/L instituido no Brasil (Resolu¢ao de Diretoria Colegiada N°.18,
de 24 de Marco de 2008). Nos EUA, Shah et al. (2014) identifcaram ASP em 77,8 % das
amostras de refrigerantes carbonatados e em 33,3 % das amostras de refrigerantes nao
carbonatados com teores compreendidos entre os 30 — 356 mg/lL e 56 — 414 mg/L,

respetivamente (Tabela 13).
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Tabela 13. Frequéncia (%) e niveis (mg/L) de aspartamo em bebidas.

Niveis (mg/L)

. . N° de A s 1o . <
Pais Tipo de Bebida Amostras Frequéncia (%) Min - Max Média Bibliografia
Bebidas carbonatadas 12 25 88,6 —238,9 159,1
Japdo Bebidas de fruta 5 0 - - Sakai et al, 2015
Bebidas desportivas 5 0 - -
Refrigerantes 2826,33 —
China carbonatados 2 100 7234,66 5030,5 Zhu et al., 2005
Sumo de fruta | 100 729,7 729,7
Refrigerantes 25 92 8,8 — 339 89
Refrigerantes 3 base 13 62 19— 154 82 Lino et al,. 2008
de aguas minerais
Néctares 10 80 39-129 73
Portugal Refrigerantes 14 264 —236.7 16,3
Refrigerantes a base 59
de aguas minerais 0,07 50 - 568.3 56,3 Diogo et al, 2013
Bebidas energéticas 3 33,3 0-100 33,3
Néctares 16 50 6.10 —493.5 97,8
Refrigerantes
carbona’sados (sem 21 95 26 — 460 159
agucar)
Refrigerantes 5 0.07 i 450
Dinamarca carbonatados ! Leth et al, 2007
Refrlgera}ntes 60 72 4-226 56
(sem agucar)
Refrigerantes 20 0,05 - 124
. 50
Refrigerantes 4 475 - 105,4 76,5
Refrigerantes 86
Polénia carbonatados 7 11,3 -443,3 21,7 Zygler et al, 2011
Sumos 3 33,3 - 70
Aguas aromatizadas 5 - - 47
Bebidas carbonatadas 19 - - 45
Bélgica Bebidas a base de 14 - - 59 Huvaere et al, 2011
sumos de fruta
Bebidas desportivas 2 - - -
Bebidas energéticas 2 - - I5
lealia Bebidas aromatizadas 57 35 - 162 £ 120 anvier et al. 2015
Néctares 8 16,7 - 39 +49 Janvier et dl,
Saerfgfsar::;zz 9 77,8 30 - 356 154,6
USA Refri < Shah et al, 2014
efrigerantes nao 6 333 56_ 414 235
carbonatados
Brasil Refrigerantes 3 33,3 - 94 Bergamo et al, 201 |
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1.5.8. Metodologias analiticas

A desgaseificacdo em ultrassons é um procedimento frequentemente utilizado na
preparagao de amostras de bebidas carbonatadas e néctares que contenham aspartamo,
podendo a sua aplicagao variar entre os 5 e os |5 min (Diogo et al, 2013; Huvaere et al.,
201 I; Kritsunankul & Jakmunee, 201 |I; Kubica et al,, 2015; Kubica et al., 2016; Lorenzo et
al, 2015; Ordonez et al., 2015; Sakai et al., 2015; Yang & Chen, 2009; Zygler et al., 201 1).
De igual forma ao que se observa para o acessulfame — K e para a sacarina, antes ou mesmo
ap6s a desgaseificagao a preparagio da amostra pode ser completa pela diluicdo em
diferentes solventes, dos quais sao exemplo a agua ultra pura (Kritsunankul & Jakmunee,
201 I; Ordonez et al,, 2015) e a mistura de agua, metanol, acetona e acido acético (Kubica

et al, 2015) (Tabela 14).

A purificagao das amostras que apresentam aspartamo segue a mesma base dos anteriores
edulcorantes presentes em refrigerantes e néctares, ou seja a maioria dos investigadores
utiliza unicamente filtracao, quer por filtros de mebrana de 0,45 um (Kritsunankul &
Jakmunee, 201 1) bem como de 0,22 pm (Lorenzo et al, 2015). A filtragao pode ser seguida
por centrifugacio e como se verifica na Tabela 14, as forcas centrifugas aplicadas por

diferentes investigadores estao compreendidas entre os 3600 rpm (10’) (Yang & Chen,

2009) a 13 000 rpm (10°) (Huvaere et al.,, 201 1).

A detegao através de MS / MS, utilizando particularmente a técnica de separagao HPLC, é
de facto bastante utilizada na identificacio de ASP em matrizes alimentares e como se
observa na Tabela 14, o menor LOD, 0,001 11 mg/L foi relatado por Kubica et al. (2016)
utilizando a anterior técnica de detegao mas acoplada a técnica cromatografia liquida de
interacgao hidrofila (HILIC). Ainda através desta metodologia de detegao, Ordofez et al.
(2015) recorrendo a cromatografia liquida de alta temperatura como método de separagao,
relataram o maior LOD (0,25 mg/L). Considerando os LOQ)s, os seus valores oscilaram
entre 0,0004 mg/L (Lorenzo et al, 2015) e 6,0 mg/L (Diogo et al,, 2013), utilizando LC — ESI
—MS / MS e HPLC — UV, respetivamente. A detegao alternativa por PDA, com separagao
por UPLC, revelou uma sensibilidade equiparavel as técnicas de detegio com os menores

LOQs (Lorenzo et al., 2015).

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



[e}
(9}
7l
k=
(o}
o

2
.m, (uw g 1) wossenn
M (g 1PAoW “(uw g ‘wda og1)

510T . . 958}) O|LI3IUOIBIE WD % | ‘() B OIILLLIO) (ww ool x 1wl £7]) _ . oedmdy
M “Ip 39 1e>ES 100 000 opioe 3 ( |9Aow asey) esonbe 81D Bunjod SWISW =1 “esonbe oedn|os
m OB5N|OS W2 % ‘0 B OJIULIO} OPIDY wa 9 |‘0 & 0dIWIO)
NG OpIog W ogdin|ig
5 (/AN T80 | g asey (s% Hd) (V3dIa - v4)
M (AAJN) £:4T:69 1 9SBH "BUOISDE D (wwg x gz ‘wrl ¢) "HOW eujwe|na|idoadosip
w 10T . . (en3e 5p 7 7 wa /0w O 01wW.I0) . oD IW 7 X 7 -OESIN = N'N — 02119} opioe
K “Ip 19 J3[3kZ 500 100 OpIde 9p W §‘|) ojew.o} ap oedwey 810 BUNIOD SW = O1dH . PIWZ X C 0% wod |w (g & oBdIN|Ig
S oSN dd X —®ens —3d4S .

23N|0OS WOD [OUBISW P BJNISI| (uiw
b 01]) oedeoylesedsaq
S "OTH wod oedinjig
o
"Ww QT oluoure ap . . “(wrl gp0 0.3yy) .

m 110 “Ip 100 <00 01e1938 WOD ‘(g 9IUIA|OS) [oUBIDW (wur g e“Hc:o%_ wrt §) ISTSW = 51 orSe.3|i4 (U o_.v wossenIn
m 19 aJ9BANH 3 (\V @3uaAj0s) en3e op BJMISI| 812 BUNIeD Y(wda 0oog]| ‘uww Q) ) ?5
=l oedednynua) {(yg) Il IOwZ.ON_w_ wo>
@ oL} & oedeadidauy ehsoure ep oranila
v (€
o - T'¥) Hd o Jejonuod eaed 0d140)s0} (W ¢ X W gsz ‘wrl ) uiw | ‘S00%€)
g™ €10¢ ‘ - OpIdE 3p OE5IpY “Ojl3IU03IE 4 ¢ AN - D1dH ogSednjius)
Y “Ip 19 o301 09 3 |Jw g odisserodouow 812 Bunied {(wrl gy BUBIqWIDW (uw g|) wossesyn
“ 01e)s04 3P (A / A) §|:G8 BANISILY ap o.n|y) oese.n)i4
o
7]
-8
be! (MAJA) 27280 ] - uiw o] ‘wda
m. aseq {(A/A MV\ \ v.n Nm.w _ Wmm "BUOJDIE (wur g% X ww 057 ‘wrt ) - Mmummﬂ_ 113U o.ﬁMoEm”
P 600¢ <0°0 200 4 -(A/AA) LHT69 -V 9t 3 81> Bunjos IS3/SW — D71dH BIBSNYLIUDY - (uw op)
o ‘uay) % Suey 9 (enSe op 7 | ws BUlWENSLA Sp Sp*0 9p BuUBJIqWIAW 051UOSSEaIN OYUE
Q Jw §°| 3 od1wW.Io) opIdE 3p Jw g°0) ap o.ny) oede.|y o n et
:m oedwie) oe5n|os ‘|ouelaw ap BANISI|
S (1/8w) (1/8w) oedeoynuend eJjsowe
m eyeadolqig >0 aon |9AOW 3sey edlyeidojewo.dd eunjo) A oedeoyling ep ogSesedaig
v
<

'seplqaq wa owelledse op oedeoynuenb o oedanep ‘oedesylind ‘esasowe ep oedesedaud ap sopoId|y ‘p| DIIGDL

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANCA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



[e}
v}
a

: ocorréncia e avaliagiao do ri

bebidas

,

asslo, sacarina e aspartamo em

s

Acessulfame de pot

(SW/SW = DIMIH)

‘93ua1peJd Wod o’3IN|g “(A/A) (ww |7 xww go| ‘wr g) WISpUE) WS BSSBW 9p (uiwg
“p w_%vm n £££00°0 111000 %10 ©2139€ OpIdE WOD O|LINIUCIDIE g ISk d wihuung elIaWo.129dss e epejdode ‘wda 0002) ‘(ulw g|) oeSesyiuog
1033 B2IGM 8'9 Hd olwowe sp 03eIaIE Bp W Qf 1 9SB4 WL Wiepdy eunjod) ®|IJoJplYy oBSdeIRIUI oeSednjlnus)
ap epinb)| eyea8orewon)
"93usIpeJd WOoD OBSIN|F A/A) % |‘Q ©213IE OpIdE (unue
910T . . wod (A/A ‘GiG4) BUOIBDE D OI|LIIUOCIRDE i ISk . . . 3 o .
4peqny  6Y000  €9100%0 {(MA) % |0 0INIIE OPIFE WO (ww 9y xww oo ‘wrl £7) SW/SW — D71dY wd. 0002£) (uw g ) ogeayiuog
e ? % ) 8D 'unjod oedednjlnua)
(A/AJA ‘G:G/:0T) BUOIDDE D BN3E ‘|ourIDW 1y ISB4
. ) 001:1 0B3INNQ “(A/A/A
(A/A ‘G:G6) (A/A) %10 0ondE i o
510t 6000 €9100°0 OPIE 1103 BIOMSN 2 Ol BHIoIS® g osed (s gpxui 001wt £7) IS/SW/SW — D1dH S .E%:%oob o_um_.uﬁww.rm%v AN\,hwvu%v_mwn_v.nw__u,aw.”Ht
“Ip 12 B2IQNY| (NN 'S:0TSL) (MIA) 9%1°0 02193e 81D eunjoD opSeSmyusy  ‘enSe op eAMISIW WA OESIN|I
OpI2E WOD BUOISIE S [oUBIBW ‘Bnde iy aseq ’
(uiw ) oe3eayiuog
(wrl *(ulw g) odluossesn oyueg
S10T S R "ualpe.Id Wod oEdINn|3 *-Tloww (ww gpxww 05| ‘wrl 9p) R . NN Tz
“Ip 15 ozuaJoT ¥000°0 0 OlUOWE Sp OJLIIE S |OUBIDW g ISe 8D eunjo) 1S3~ SW/SW = D1 wo Mv o) . (WA T6'8) 5
"|-Tloww o7 Oluowe Sp 0JeIadE 3 ende iy ased OBEaId 0THHO3W wio> ozanid
*91udIpe.8 Wod oedin|g
*(o1sse0d ap opIxoJply ap oeSnjos wod ‘g eJed (wrl ‘(ulw G) odjuosse N oyueg
. v ~ wuw . .El . v
‘o smn_ummeﬂ 500 - Hd o Jmsnly eandenjn ende ap | | we 3 9¢1°0 ( m_mw m_cw__ou £ (wu0g7) vad - DTdN TT'0 3P oY) (WA 26'8)
9p oedn|ossip) 01eyso} oedwel 3 OjlI3IU0IIE oeSe.a|i4 0ZH:HO®W wod oesInjig
Jod opImIISUOd OlJeuIq SIUSA|OS P BUIISIS
(uw ¢ = [e303 odw=n)
ulw g we 3, 011 ®0Sl
<10z “p (g o58)) jouma 3 (y 35%) H(uw 9) D, 051 H(uw/D, 8) woapuel W
€80 ST'0 Do 0§ 238 D, 0] | “UIW 6—0 BSSew 9p eli1awoundadsa “eand e.an en8e wod oedin|Ig
19 ZaUopuQ W G Oluowe 3p 01eIddE 3 Bnde Jp eANISILy ° ’ ° oeSe.a|i4 ’ -
eanjesadwal ap suslped e epejdode edmesadwal elje *(ulw o) od1uossen|n oyueg
(ww oG] x 0°¢ ‘wr ap epinb)| eyesSorewol
¥) 1dY.L3 X9poys eunjo
eyeaSolqig A.N_u\wvr“v Ann__\awu—“v |9AOW aseq eole.iS0j3eWOID BUN|OD owMMM_wW”MMO oeSeoyling eJjsowe ep oedededaud

‘(3u0d) sepigaq wa owelaedse op oeSedynuenb o oedanep ‘oededylind ‘eaasowre ep oedededaud ap sopois|y ‘p| P[AGDL

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANCA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Capitulo |l
PARTE EXPERIMENTAL




Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagio do risco [|EEIEGNG

II.1. Material e métodos

II.1.1. Amostragem

A escolha das amostras incidiu sobre o critério de que pelo menos um dos edulcorantes
em analise tinha que estar presente. Assim, e de acordo com a disponibilidade do mercado,
foram adquiridas 56 amostras na zona central de Portugal no més de Janeiro de 2018. Das
amostras estudadas, 4| sao refrigerantes, das quais 27 sao classificados como refrigerantes
tradicionais, 10 como refrigerantes a base de extratos de chas e 4 como refrigerantes a
base de aguas minerais. Foram também analisadas 2 bebidas energéticas, 4 bebidas
desportivas e 9 néctares. A rotulagem das amostras possuia apenas informagao qualitativa

acerca dos aditivos, sem referir as suas concentragoes.

ApoOs a primeira abertura, todas as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente.
As amostras obtidas em latas, apds a sua abertura e por isso sem método de fecho, foram

seladas com parafilme.

A caracterizagao das amostras encontra-se registada no Anexo |, tendo sido agrupadas de
acordo com a classe da bebida correspondente. Foi atribuida uma numenclatura a cada
amostra, composta por uma letra, dependente da sua categoria de bebida, e um nimero,

dependente da disposicao por ordem alfabética em cada uma das classes.

11.1.2. Reagentes e material

Os padroes utilizados para preparar as solugoes padrao stock, o acessulfame — K (PubChem
CID: 11074431), a sacarina (Pubchem CID: 5143) e o aspartamo (PubChem CID: 134601)
foram obtidos a partir de fontes distintas, Fluka (Buchs, Alemanha), Merck (Darmstadt,

Germany) e Sigma Aldrich (Madrid, Espanha), respetivamente (Tabela 15).

O metanol, utilizado para lavagem da coluna da HPLC, foi adquirido através da VWR

Chemicals (Briare, Franga). O fosfato monopotassico e o acetonitrilo foram adquiridos a
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partir da Merck (Darmstadt, Germany) e da Sigma Aldrich (Rehovot, Israel),
respetivamente. O acido fosférico também foi adquirido a partir da Merck (Darmstadt,

Germany). Todos os reagentes utilizados apresentavam uma pureza de pelo menos 98 %

(Tabela I5).

A agua Milli — Q utilizada para HPLC foi produzida através de um sistema de purificagao de

Milli-Q® Direct 8 (Millipore, Darmstadt, Germany).

Tabela 15. Especificagdo da marca, fébrmula e peso molecular, em g/mol, dos reagentes utilizados.

Peso molecular

Reagente Marca Formula (g/mol)
Acesulfame - K (= 99 %) Fluka C4H4KNOLS 201.24
Acetonitrilo para HPLC , )

99,9 %) Sigma - Aldrich CyHsN 41,05

Acido fosforico (98 — 100 %) Merck H3PO4 46,03

Aspartamo Sigma Aldrich Ci4H1sN20s 294,30

Fosfato monopotassico (99,5 %) Merck KH,PO4 136,09

Metanol, para HPLC (100 %) VWR Chemicals CH.O 32,04
Sal de sédio de sacarina

dihidratado (> 99 %) Merck C7H4NNaO3S.2H20 24|,|6

11.1.3. Solugoes

A solugao de fosfato monopotassico (KH,PO,) 0,05 M foi preparada através da dissolugao
de 13,61 g de KH,PO, em 2000 mL de agua Mili-Q num balao volumétrico de volume
apropriado. De modo a homonegeizar foi colocado num banho de ultrassons durante 15

min.

A fase movel é composta pelo tampao fosfato 0,05 M e acetonitrilo (ACN) na propor¢ao
85:15 (v/v) respetivamente. O pH foi ajustado a 4,2 — 4,4 pela adigao de aproximadamente
3 a 4 gotas de acido fosforico (H;PO,) a 20 %. De seguida, a fase movel foi filtrada a vacuo,

e por ultimo, desgaseificada num banho de ultrassons por |5 min.
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Tendo em conta a preparagao de solugoes padrao stock, para cada um dos edulcorantes
(ACE — K, SAC, ASP) foi preparada uma solugao de | mg/mL (stock I) e uma de 10 mg/mL
(stock 11). Para o caso do ACE — K e da SAC, a solugao padrio com concentragao de |
mg/mL resultou da pesagem de 100 mg de cada um dos repetivos edulcorantes que
posteriormente foram colocados no seu respetivo balao volumétrico de 100 mL e
dissolvidos em 100 mL de fase moével. Como a quantidade de ASP disponivel era
relativamente menor em relagao aos outros edulcorantes em estudo, a solu¢ao padrao de
| mg/mL deste foi preparada pela dissolugao de 50 mg em 50 mL de fase movel num balao
volumétrico apropriado. Todas as trés solugoes padrao de 10 mg/mL foram preparadas
pela pesagem de 50 mg de cada um dos edulcorantes e posterior dissolugao em 5 mL de
fase moével, em cada um dos baloes volumétricos de 5 mL. Apéds a sua preparagao, todas as
solugdes padrao foram colocadas num banho de ultrassons (I5 min) para procurar a

homogeneizagao.

A solugao intermédia (100 pg/mL) foi preparada para cada um dos edulcorantes num balao

volumétrico de 50 mL, através da diluicao de 5 mL da solugao stock | em fase movel.

A solugao trabalho de 10 pg/mL, foi preparada por diluicao de 5 mL da solugao a 100 pg/mL
do respetivo edulcorante com 45 mL da fase moével. Em relagao a solugao de trabalho |
(20 pg/mL) a sua preparagao apenas apresenta uma variavel, a fase movel adicionada é de

apenas 20 mL.

Todas as solugoes preparadas e as suas respetivas composigoes encontram — se sumariadas

na Tabela |6.

As solucoes padrao para a curva de calibragao quer em fase movel quer na matriz foram
preparadas entre 10 — 350 mg/L (10, 35, 100, 200 e 350 mg/L) para o ACE — K, 10 — 100
mg/L (10, 40, 80, 90 e 100 mg/L) para a SAC e 25 - 600 mg/L (25, 50, 200, 400 e 600 mg/L)

para o ASP, como se pode observar nas Figuras 21-26.
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Tabela 16. Simplificagdo do procedimento de preparagdo de cada uma das solugSes utilizadas.

Solugao Composigao
Tampio fosfato 0,05 M 13,61 g KH2PO4 em 2 L H20 Mili-Q
Fase movel (85:15 viv) 850 mL KH2PO4 0,05 M + 150 mL ACN
Acido fosforico (20 %) 80 mL H,0 + 20 mL Acido fosférico
Solucdo padriao | mg/mL (stock I)
> ACE-K 100 mg ACE-K + 100 mL fase mével (85:15 v/v)
» SAC 100 mg SAC + 100 mL fase movel (85:15 viv)
> ASP 50 mg ASP + 50 mL fase mével (85:15 v/v)
Solucdo padrao 10 mg/mL (stock II)
» ACE-K 50 mg ACE-K + 5 mL fase mével (85:15 v/v)
> SAC 50 mg SAC + 5 mL fase movel (85:15 v/v)
> ASP 50 mg ASP + 5 mL fase movel (85:15 v/v)
Solucdo padrdo 100 pg/mL (intermédia)
> ACE-=K 5 ml solugao | mg/mL + 45 mL fase movel (85:15, v/v)
> SAC 5 ml solugdo | mg/mL + 45 mL fase movel (85:15, v/v)
> ASP 5 ml solugdo | mg/mL + 45 mL fase mével (85:15, v/v)
Solucdes padriao 10 pg/mL (trabalho I)
> ACE-=-K 5 ml solugdo 100 pg/mL + 45 mL fase movel (85:15, v/v)
> SAC 5 ml solugdo 100 pg/mL + 45 mL fase mével (85:15, viv)
> ASP 5 ml solugdo 100 ug/mL + 45 mL fase mével (85:15, v/v)
Solu¢des padrao 20 pg/mL (trabalho II)
> ACE-=-K 5 ml solugdo 100 pg/mL + 20 mL fase movel (85:15, viv)
» SAC 5 ml solugdo 100 pg/mL + 20 mL fase mével (85:15, v/v)
> ASP 5 ml solugdo 100 pg/mL + 20 mL fase mével (85:15, v/v)

11.1.4. Equipamento

A balanga analitica utilizada para a pesagem dos padroes foi a Mettler Toledo AG285. Tanto
para a preparagao das solugoes como para as amostras foi utilizado o banho de ultrassons
Bandelin Sonorex RK510S, com controlo de tempo. O sistema de ultrapurificagao de agua
usado foi o Milli-Q® Direct 8 (Millipore, Darmstadt, Germany). Para a filtragio a vacuo foi
utilizado o sistema Vaccum Pump V-700 Butchi. Quando necessario todas as solugoes e

amostra foram armanezadas num frigorifico a 4 °C.

O potencidometro utilizado para medir o pH foi o Jenway modelo 3505, com selegao de

modo via controlos rotativos.
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A centrifugadora utilizada para preparar as amostras de néctar foi a Sigma 3-16K.

A separagao analitica dos edulcorantes foi concretizada através da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa. O sistema cromatografico era constituido por
bomba (modelo de bomba 305, de Gilson, Franga), coluna Hichrom CI8 (5 um de
porosidade, 250 mm de comprimento e 4,6 mm de diametro) e injetor de 20 pL (modelo

7125 Rheodyne, Cotatim California, USA).

A fase movel tamponada foi sujeita a um fluxo de 0,7 mL/min. A detegao foi realizada com
detetador de ultravioleta (modelo 116, de Gilson, Franca), a 254 nm. A integragao foi
efetuada através de um integrador modelo SP4290 (Spectra — Physics, San Jose, California,

USA). A quantificagao foi realizada através do método de padrao externo.

I1.1.5. Célculo da ingestio diaria estimada

A ingestao diaria estimada (EDI) foi calculada usando um método deterministico através da
equagao Il.1.5.1., onde Xc corresponde 4 soma da concentracao do aditivo nas amostras
analisadas, expressa em mg/L, C coincide com a ingestao anual média estimada por pessoa,
N é o numero total de amostras estudadas, D é o numero de dias num ano e K é o peso

corporal médio da populagao.

Yc. C
N.D.K

EDI =

Equacao IL.1.5.1.

Tendo em conta a ultima avaliagao realizada em Portugal em 2016, foram produzidas 718,8
milhdes de litros de refrigerantes, dos quais 388,6 milhdes de litros sio bebidas
refrigerantes gaseificadas, 204,5 milhoes de litros sao bebidas de chas/café, 79,9 milhoes de
litros sao refrigerantes sem gas, 5,5 milhdes de litros sao bebidas energéticas, 1,7 milhdes
de litros sao bebidas desportivas e 17,3 milhoes de litros sao aguas aromatizadas, o que
corresponde a 37,66, 19,82, 7,74, 0,53, 0,16 e 1,68 L / habitante, respetivamente. No caso

dos néctares foram produzidos 109,7 milhdes de litros o que corresponde a 10,63 L /
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habitante (Probeb, 2016). Considerando os dados de Azeres et al., (2006), o peso corporal

médio para a populagao portuguesa adulta foi considerado 69 kg.

11.2. Procedimento experimental

11.2.1. Preparagao da amostra

A metodologia escolhida para realizar a preparagao e a purificagdo da amostra foi baseada
no método descrito por Lino & Pena (2010) e encontra-se esquematizada na Figura 19.
Inicialmente, cerca de 5 a 10 ml de cada amostra foram transferidos para um respetivo tubo
de ensaio, com excepgao dos néctares. De seguida foram sumetidos a desgaseificagao num
banho de ultrassons durante |5 min. Por ultimo foi realizada uma filtracio com um filtro
de membrana de 0,22 pm para um novo tubo de ensaio, de modo a eliminar os interferentes

presentes na amostra, antes de se proceder a injegao no sistema cromatografico.

Bebidas desportivas

Bebidas energéticas S—-10m

Refrigerantes
[Refrigermtes 4 base de dguas minerais ]

5-10ml

3

Centrifugacio
0 (3400 rpm. 15 min. 4 °C)
Banho ultrassons
(1Smen)
Filtragio
(fltro de membrana

0.22 um)
Filtragao
(filtro de membrana

0.22 um)

Banho ultrassons
(15min)

[ Analise HPLC - UV ]

Figura 19. Esquema representativo do método adotado para a preparagao e purificagao das amostras.
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No que respeita as amostras de néctar, foi necessario proceder a transferéncia de cerca de
52a 10 ml para um tubo falcon e efetuar a centrifugacao a 3400 rpm durante |5 min (4 °C).
Posteriormente foi efectuado mais um processo de purificagao, em concreto uma filtragao
com um filtro de membrana de 0,22 um, para um novo tubo de ensaio. Para finalizar, as

amostras foram sumetidas a desgaseificagao num banho de ultrassons durante 15 min.

11.2.2. Detecao e quantificagao

A identificacao da presenca do ACE — K, SAC e ASP nas diferentes amostras foi realizada
através da comparagao dos tempos de retengao obtidos com os tempos de retencao das

solugoes padrao injetadas nesse mesmo dia.

A quantificagao dos trés edulcorantes nas distintas amostras foi efetuada através do método
do padrao externo. Em cada um dos dias de analise, uma solugao padrao constituida por
uma mistura dos trés edulcorantes com concentragoes de 100 pg/mL, 80 pg/mL e 200

pg/mL, para o ACE — K, SAC e ASP, respetivamente, foi injetada no sistema de HPLC.

11.2.3. Ensaios de fortificacao

No que respeita aos ensaios de fortificagio foram preparados trés niveis de fortificagao
distintos para cada um dos edulcorantes e para cada um destes foram executados trés

replicados (Figura 20).

Assim, para o ACE — K os niveis de fortificagao foram de 35, 100 e 350 mg/L, enquanto
para a SAC foram de 40, 80 e 100 mg/L e para o ASP foram de 50, 200 e 600 mg/L.

A escolha destes niveis de concentragao para os trés niveis de fortificagao justifica-se devido
as amostras a analisar apresentarem presumivelmente teores de edulcorantes neste

intervalo de concentragoes. O nivel mais baixo (35 mg/L de ACE — K, 40 mg/L de SAC e
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50 mg/L de ASP), foi escolhido tendo em conta o facto de que ainda que sejam baixas
concentragoes estas consiguam ser detetadas e quantificadas, enquanto o nivel de
fortificagdo mais elevado (350 mg/L de ACE — K, 100 mg/L de SAC e 600 mg/L de ASP), foi

escolhido pelo facto destas concentragoes coincidirem com os limites maximos permitidos.

O procedimento adotado encontra-se representado na Figura 20 e consistiu em injetar a
solugao padrao no sistema HPLC, o branco e para finalizar cada um dos replicados dos trés
niveis de fortificagao. O procedimento descrito foi realizado de igual forma em trés dias

distintos, para que para além da exatidao fosse também possivel determinar a repetibilidade

OO, O,

350 mg/LACE-K

inter — dia.

35 mg/LACE-K 100 mg/LACE-K

40 mg/L SAC

- vy w T ™ e 7 7 vy oy

80 mg/L SAC
200 mg/L ASP

100 mg/L SAC
600 mg/L ASP

eI

\
-

Branco \ N=1 N=2 N=3 N=Il N=2 N=3 N=1 N=2 N=3‘
I
HPLC - ULV

Injetar 2 ou 3x

Figura 20. Esquema representativo do procedimento adotado em cada um dos trés dias dos ensaios de fortificagdo.

11.2.4. Limite de detegao e limite de quantificagao

O limite de detegao (LOD) diz respeito a quantidade mais baixa de analito que pode ser
detetada com precisao e exatidao admissiveis e foi calculado através da equagao 1.2.4.1.,
onde k corresponde a uma constante, que como recomendado pela [IUPAC, ¢ lhe atribuido
o valor de 3,3, b é o declive da reta da curva de calibragao em solvente do respetivo

edulcorante e S, é uma estimativa da dispersao do branco.

LOD/Q — k. SBr

Equacdo 11.2.4.1
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O limite de quantificagao (LOQ) define a menor concentragao que pode ser quantificada
com rigor e é determinada através de uma equagao semelhante a descrita para o LOD. A

Unica variavel é a constante k, que neste caso corresponde ao valor 0.

11.3. Resultados e Discussdao
11.3.1. Otimizacao dos procedimentos analiticos

11.3.1.1. Composigao da fase movel

Como anteriormente mencionado, a fase movel usada é composta por tampao fosfato 0,05
M e acetonitrilo na proporgao 85:15 (v/v) respetivamente. Inicialmente a proporgao
adotada foi de 90:10 (v/v), visto que quanto maior a proporgao da fase organica
comparativamente a fase aquosa, maior a polaridade da fase movel e como consequéncia a
eluicao dos edulcorantes seria mais rapida. No entanto a proporgao da fase organica teve
que ser reduzida para 85 e a fase aquosa elevada para |5 porque na corrida cromatografica
os tempos de retengao do acessulfame — K e da sacarina encontravam-se muito préximos,
afetando assim a sensibilidade do método, e no caso dos picos cromatograficos do

aspartamo, a sua resolugao estava comprometida.

11.3.1.2. Fluxo da fase movel

As solugoes padrao trabalho de cada um dos edulcorantes foram injetadas no sistema de
HPLC, com um fluxo de fase mével de | mL/min, para que fossem estudados os respetivos
tempos de reten¢ao. No entanto, em conjugagao com a alteragao da fase movel para 85:15
(v/v), o fluxo teve que ser reduzido para 0,700 mL/min visto que com a injegao das solugoes

a 10,20 e 100 pg/mL de ASP nao era possivel quantificar este edulcorante.

A adopcao do fluxo a 0,700 mL/min contribuiu também para uma melhor resolugao dos
picos cromatograficos do acessulfame — K e da sacarina, visto que estes dois edulcorantes

apresentam tempos de retengao muito préoximos.
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Apesar do menor fluxo da fase mével que por sua vez implica a obtengao de cromatogramas
com um tempo de retengao superior, a longo prazo originam um menor desgaste da coluna

porque esta condigao coloca o sistema numa circunstancia de menor pressao.

11.3.1.3. Volume de injegao

Apos a execugao de alguns testes onde foram injetados no sistema HPLC as solugoes
padrao de ACE — K a 10 e 20 pg/mL, SAC a 10 e 20 pg/mL e ASP a 10 e 20 pg/mL, bem
como a | mg/mL, tendo como um dos principais objetivos analisar o formato e resolucao
dos picos cromatograficos destes trés edulcorantes, observou-se que com a injegao de 20
pL era possivel quantificar com boa resolugao o ASP e que o problema da distingao visual

entre os picos cromatograficos do ACE — K e da SAC nao existia.

A redugao do volume de injegao apenas se justificou quando se procedeu a andlise de
amostras de néctares e de alguns refrigerantes. No caso dos néctares, a opgao de injetar
apenas o volume de 5 pL deveu-se ao facto das amostras, no intervalo de tempo entre os
3 e os 7 min, apresentarem muitos picos cromatograficos, o que dificultava a identificagao
quantitativa e qualitativa tanto do ACE — K como da SAC, pelo que esta redugao do volume

de injegao facilitou e tornou mais rigorosa a quantificagao destes edulcorantes.

Para determinados refrigerantes, a redugao do volume de injegao para |0 plL e por vezes
de apenas 5 pL, permitiu resolver certas duvidas perante a possivel identificagao de um
edulcorante nao mencionado na rotulagem, visto que a manutengao desse pico a um menor
volume de injegao indicava a sua presenca e eliminava a possibilidade se ser considerado

um interferente.

11.3.1.4. Tempo de corrida cromatografica

Visto que o ACE — K apresentava um tempo de reten¢ao na ordem dos 5,90 a 6,40 min, a

SAC no intervalo dos 6,80 a 7,20 min e o ASP entre os 17,30 e os 19 min, o tempo de
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corrida estabelecido para as solugoes padrao nos ensaios das curvas de calibragao e para
os ensaios de fortificagao foi de 20 min. Os tempos de retencao sao afetados pela
temperatura, o que justifica os intervalos de retencao de cada um destes aditivos
alimentares e tendo as analises no sistema HPLC sido realizados numa sala nao climatizada
a temperatura ia aumentando ao longo do dia atingindo um maximo de 25 °C, o que
originava um menor tempo de corrida dos edulcorantes, sem que esta comprometesse a
separagao dos analitos e a resolu¢ao dos picos cromatograficos. De modo a evitar uma
falsa interpretagao de resultados, a anterior situagao do aumento de temperatura emitido
por um sistema de aquecimento foi evitado ao maximo quando se procedeu a analise das

amostras.

O tempo de corrida estabelecido para as amostras foi superior, 25 min, para que deste
modo se evitasse situagoes em que na analise seguinte pudessem aperecer interferentes,
presentes em certas bebidas, devido a retengao na coluna de compostos de amostras

anteriormente injetadas, sendo por isso preventivo este maior tempo de corrida.

11.3.1.5. Comprimento de onda de detegao

Apesar da metodologia adotada seguir o procedimento relatado por Lino & Pena (2010), a
determinagao dos edulcorantes em estudo no comprimento de onda 235 nm nao se
demonstrou eficaz no sentido em que nao permitia a quantificacao do ASP, e pela presenga

substancial de interferentes.

Ainda na gama do ultravioleta, o aumento do comprimento de onda para 254 nm permitiu
a reducao dos interferentes e uma boa resolugao na quantificagio do ASP, bem como uma

aceitavel separagao dos picos cromatograficos do ACE — K e da SAC.

As condigoes cromatograficas utilizadas na detegao e quantificagao dos edulcorantes em

estudo encontram-se documentadas no Anexo Il e no Anexo Ill apresenta-se um

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagdo do risco

cromatograma de uma solugao padrao de ACE — K (100 mg/L), SAC (80 mg/L) e ASP (200
mg/L).

11.3.2. Desempenho analitico

No desenvolvimento deste trabalho experimental foram realizados trés parametros, a
linearidade através da construcao das curvas de calibragao, em fase moével e em matriz, e

os ensaios de fortificagao, a fim de avaliar a exatidao e a precisao da metodologia analitica.

11.3.2.1. Linearidade

A linearidade avaliada através do tracado das curvas de calibracao em fase movel e em
matriz foi estudada para as gamas de concentragao entre 10 e 350 mg/L para o ACE - K,

entre 10 e 100 mg/L para a SAC e entre 25 e 600 mg/L para o ASP.

A determinagao da linearidade da gama de trabalho adotada foi possivel através da
elaboragao da curva de calibragao, neste caso em fase mével, obtida através do processo
de regressao linear dos minimos quadrados entre a média das areas dos picos

cromatograficos e a concentragao do analito na solugao padrao.

Nas Figuras 2| a 23 estao representadas as curvas de calibragao em fase movel do ACE —

K, da SAC e do ASP, respetivamente.

Os coeficientes de regressio linear (R?) permitem avaliar a linearidade das curvas de
calibracao obtidas. De acordo com o guia de controlo interno de qualidade do Instituto
Nacional de Saide (INSA) para o resultado ser considerado adequado, o R* deve ser
superior ou igual a 0,995. Como se pode observar nas Figuras 21 a 23, os coeficientes de

regressao linear obtidos nas curvas de calibragao em fase movel foram 0,9997 para o ACE
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— K, 0,9977 para a SAC e 0,9959 para o ASP. Portanto em todas as curvas obtidas, o RZfoi

superior ao valor estabelecido pelo guia de controlo interno de qualidade do INSA.

Tal como para as anteriores curvas de calibragao em fase moével, as linearidades em matriz
foram obtidas através do processo de regressao linear dos minimos quadrados entre a

média das areas dos picos cromatograficos e a concentragao do analito na solugao padrao.

Nas Figuras 24 a 26 estao representadas as curvas de calibragao em matriz do ACE — K, da

SAC e do ASP, respetivamente.

Como se pode observar pelas Figuras 24 a 26, os coeficientes de determinagao obtidos nas
curvas de calibragio em matriz foram 0,9993 para o ACE - K, 0,9997 para a SAC e 0,9989
para o ASP. Tal como para as curvas de calibragao em fase movel, em todas estas curvas o
R*foi superior ao valor estabelecido pelo guia de controlo interno de qualidade do INSA.

Portanto tanto em fase mével como em matriz, as linearidades foram adequadas.

Através das curvas de calibragao é possivel calcular o efeito da matriz, nomeadamente
através da equacao 11.3.2.1.1., onde B representa o declive da curva de calibragao em matriz

e A representa o declive da curva de calibragao em fase movel.

EM(%) = = x 100 Equacdo 11.3.2.1.1.

O efeito da matriz absoluta permite determinar se a matriz escolhida é responsavel por um
aumento (EM(%) > 100 %) ou diminui¢ao do sinal (EM(%) < 100 %), ou mesmo se esta nao
revela qualquer efeito sobre o sinal (EM(%) = 100 %). Portanto, como em todos os
edulcorantes, o EM% foi inferior a 100 %, nomeadamente 98 % para o ACE — K e para o
ASP e 95 % para a SAC (Tabela 17), a matriz utilizada é responsavel por uma supressao do

sinal pouco significativa.
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Curva de calibracio do ACE-K em fase mével

o y=25245x + 16366
0000 T R*=0,9997

Area do pico (mV)

50 | 1} X

Concentragio (mg/L)

Figura 21. Curva de calibragio do acessulfame — K em fase mével. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste

edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.

Curva de calibracdao da SAC em fase movel

Lol y=10343x-975%7.1
GO0 R’'=0,9977

Area do pico (mV)

Concentragao (mg/l)

Figura 22. Curva de calibragio da sacarina em fase mével. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste
edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.

y = 1056,6x - 12299
R? = 0,9959

Area do pico (mV)

Concentracio (mg/L)

Figura 23. Curva de calibragio do aspartamo em fase moével. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste
edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.

MIGUEL BASILIO | MESTRADO EM SEGURANGA ALIMENTAR | UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Acessulfame de potassio, sacarina e aspartamo em bebidas: ocorréncia e avaliagao do risco

v = 24743x+ BO4 16
P R’ = 0,9903

Area do paco (mV)

Concenctracio (mg/'l)

Figura 24. Curva de calibragio do acessulfame - K em matriz. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste

edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.

¥ = 9824,1x4+ 10534
R* = 0,9997

Area dos picos (mV)

Concentragio (mg/l)

Figura 25. Curva de calibragio da sacarina em matriz. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste
edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.

vy = 1037.9x-3073,5
R* = 0,9989

Area do pico (mV)

o ©

Concentracio (mg/L)

Figura 26. Curva de calibragio do aspirtamo em matriz. Area do pico
cromatografico, em mV, representado no eixo dos yy e a concentragao deste
edulcorante, em mg/L, no eixo dos xx.
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Tabela 17. Determinagio do efeito da matriz (%) para cada um dos trés edulcorantes, a partir dos declives
da reta obtidos na curva da calibragio em matriz e em fase movel.

Coeficiente de
Regressao linear

Equacao da reta (R) Declive da reta
Efeito de
Edulcorantes Matriz Fése Matriz Fa’tse Matriz Fz'tse maotrlz

movel movel movel (%)
Y =24473x Y =25 245x

ACE -K +89 416 + 16 366 0,9993 0,9997 24 473 25245 98
Y=9824Ix Y =10343x

SAC + 10 534 _9757.1 0,9997 0,9977 9 824,1 10 343 95
Y=10379x Y =1 056,6x

ASP _30735 — 12299 0,9989 0,9959 | 037,9 | 056,6 98

11.3.2.2. Exatidao e precisao

Como mencionado no subcapitulo 11.2.3., os ensaios de fortificagao foram realizados com
trés replicados para cada um dos niveis de fortificagio no mesmo dia e em em trés dias

distintos e o procedimento adotado encontra-se esquematizado nas Figuras 19 e 20.

Os trés niveis de fortificagao escolhidos neste procedimento de validagao foram 35, 100 e

350 mg/L para o ACE - K, 40, 80 e 100 mg/L para a SAC e 50, 200 e 600 mg/L para o ASP.

Os resultados obtidos para a exatidao, avaliada através da percentagem de recuperagao, e
para a precisao, analisada a partir da repetibilidade intra-dia e inter-dia, encontram-se na

Tabela 18.

No caso do ACE — K as recuperagoes médias (n=3) foram de 89,67 %, 106,2 % e 97,6 %
para os niveis de fortificagao de 35, 100 e 350 mg/L, respetivamente. A exatidao obtida para
a SAC nos niveis de fortificagao de 40, 80 e 100 mg/L foi de 85,63 %, 104,5 % e 97,8 %,
respetivamente. Por Ultimo, o ASP apresenta recuperagoes médias de 92 %, 95,13 % e 91,7
% para os niveis de concentragao de 50 mg/L, 200 mg/L e 600 mg/L, respetivamente.

Portanto como as percentagens de recuperagao oscilaram entre 85,63 % (SAC a 40 mg/L)
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e 106,2 % (ACE — K a 100 mg/L), e considerando o critério de aceitagao definido para este

tipo de ensaios (recuperagao > 75 %) pode-se afirmar que foi obtida uma exatidao aceitavel.

Em relagao a precisao, os resultados obtidos para a repetibilidade intra-dia sao bastante
coerentes. Este parametro de validagao é decrescente com o aumento do nivel de
fortificagao do ACE — K, tendo se obtido os valores de 4,34, 4,11 e 2,26 para os niveis de
fortificacao a 35, 100 e 350 mg/L, respetivamente. Para a SAC verifica-se que a
repetibilidade intra-dia varia entre 1,68 e 5,97 para os niveis de fortificagao a 40 e 100 mg/L
respetivamente. A precisao intra-dia obtida para o ASP foi de 3,12, 3,78 e 3,68 para niveis

de fortificagao a 50, 200 e 600 mg/L, respetivamente.

A nivel da repetibilidade inter-dia, os resultados foram mais dipersos. Para o ACE — K foram
obtidos valores de 11,56, 3,05 e 10,49 para os niveis de fortificagao a 35, 100 e 350 mg/L,
respetivamente. Tanto para a SAC como para o ASP a precisao inter-dia diminui com o
aumento da concentragao, tendo-se observado para a SAC os valores de 19,87 13,17 e
I'1,3 para os niveis de fortificagao de 40, 80 e 100 mg/L, repetivamente. Os valores obtidos

para o ASP foram de 22,9, 15,67 e 10,4, respetivamente para 50, 200 e 600 mg/L.

Tabela 18. Exatidao, repetibilidade intra-dia e inter-dia obtidas para cada um dos niveis de fortificagdo do
acessulfame — K, da sacarina e do aspartamo.

Nivel de Exatidao Repetibilidade Repetibilidade
fortificacao (mg/L) (n=3) Intra - dia Inter - dia

Edulcorantes
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11.3.2.3. Limites de detecao e de quantificagao

Como mencionado no subcapitulo 11.2.4., os limites de detegao e de quantificagao foram
calculados através da equagao 11.2.4.1. As varidveis b e Sz, da anterior equagao, foram
obtidas a partir das curvas de calibragio em solvente de cada um dos trés edulcorantes em

estudo.

Na Tabela 19 encontram-se registados os valores de LODs e LOQs obtidos para o ACE —
K, a SAC e o ASP.

Tabela 19. Limite de detegdo (LOD) e de quantificagao (LOQ) obtidos para cada um dos edulcorantes em
andlise.

Edulcorantes LOD (mg/L) LOQ (mg/L)

ACE -K 9,55 28,94
SAC 6,86 20,77
ASP 59,86 181,30

Os limites de detegao oscilaram entre 6,86 mg/L para a SAC e 59,86 mg/L para o ASP,
enquanto os limites de quantificagao variaram entre 20,77 e 181,30 mg/L também para a
SAC e para o ASP, respetivamente. O intervalo entre o LOD e o LOQ é relativamente
reduzido para o ACE — K e para a SAC enquanto para o ASP ira se verificar muitas amostras
com concentragoes dentro desta gama pelo facto de englobar concentragoes entre 59,86
e 181,30 mg/L, um intervalo muito amplo. De notar que o LOQ determinado para a SAC
(20,77 mg/L) corresponde a 25 % do limite maximo permitido em refrigerantes sem gas e

o do ASP (181,30 mg/L) corresponde a 30 % do permitido em refrigerantes e néctares.

Comparativamente a outros investigadores que também utilizaram a técnica HPLC-UV para

a determinagao de edulcorantes em matrizes alimentares, verifica-se que os LODs e os
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LOQs obtidos para os edulcorantes em analise sao de facto muito mais elevados e por isso
ha uma menor sensibilidade. Diogo et al. (2013) obtiveram valores de LOQ de 1,5 mg/L
para o ACE — K, 3,0 mg/L para a SAC e 6,0 mg/L para o ASP. Também Kritsunankul &
Jakmunee (201 1) encontraram um LOD de [, mg/L e um LOQ de 3,6 mg/L para o ACE —
K, e para a SAC 1,2 mg/L e 4,0 mg/L, respetivamente.

11.3.3. Ocorréncia de edulcorantes em bebidas

Concluida a validagao da metodogia analitica, procedeu-se a detegao e quantificacao dos

trés edulcorantes nas 56 amostras adquiridas em zonas comerciais da zona centro do pais.

O procedimento experimental adotado para preparagao e purificagio encontra-se
esquematizado na Figura 19. A classificagao das amostras na sua respetiva categoria de
bebida esta presente no Anexo |. Todos as amostras foram analisadas através de

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detegao por ultravioleta a 254 nm.

Na Figura 27 pode-se observar através de um grafico de barras empilhado a concentragao
de cada um dos edulcorantes em andlise em cada uma das amostras, encontrando-se

agrupado de acordo com a sua categoria de bebida.

Desta forma verifica-se que a presenga de cada um dos edulcorantes esta dependente da
categoria de bebida em questao, pois por exemplo em bebidas desportivas apenas se
verifica a presenga de ACE — K, no caso de bebidas energéticas para além do ACE — K
também esta presente o ASP, em maior teor, e em refrigerantes a base de dguas minerais
o ASP é o edulcorante mais utilizado, mas também se encontra ACE — K e SAC, em apenas
uma amostra embora em menores concentragoes. Tanto os refrigerantes tradicionais como
os refrigerantes a base de extratos de cha apresentam os trés edulcorantes em analise e a
sua concentracao € bastante distinta entre amostras e aparenta também ser influenciada

pela marca produtora (Figura 27).
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Através da Figura 27 e do Anexo IV também é possivel observar situagoes em que de facto
estes edulcorantes estao presentes em quantidades que ultrapassam as DMU. No caso dos
refrigerantes tradicionais, os trés edulcorantes estao dentro dos limites, sendo a amostra
R21 a que apresenta um maior teor de edulcorante nesta categoria, 419,17 mg/L de ASP,
no entanto nao ultrapassam a DMU. Os refrigerantes a base de aguas minerais e a base de
extratos de chd nao revelam qualquer situagao preocupante tendo em conta o ACE - K e
o ASP, no entanto no que respeita a SAC as amostras Cl, C4 e C5 apresentam
concentragoes de 80,5, 101,76 e 82,9 mg/L, respetivamente, ultrapassando a DMU
estabelecida. As bebidas desportivas nao revelam situagoes inquietantes. Os néctares e as
bebidas energéticas apresentam estes edulcorantes em concentragoes aceitaveis, com
excepgao das amostras E2, N3 e N8, que apresentam o ASP (679,8 mg/L), o ACE - K
(641,48 mg/L) e a SAC (93,68 mg/L), respetivamente, em concentragoes bem superiores as

DMU permitidas (Anexo V).

No Anexo | observa-se a gama de pHs presentes nas diferentes amostras analisadas.
Comegando por analisar o ACE — K, observa-se que esta presente a um pH minimo de
2,78 numa amostra de néctar e a um pH maximo de 4,08 numa amostra de refrigerante a
base de extratos de chas. De notar que este edulcorante nao apresenta qualquer problema
com esta gama de pHs visto que, como se observa na Tabela 3, mesmo até 100 semanas
de armanezamento a temperatura ambiente (20 °C) nao apresenta nenhuma variagao
consideravel na sua concentragao. A SAC apenas sofre hidrolise em condigoes extremas
durante um tempo prolongado, como tempertatura altas e pH alto ou baixo, e por exemplo
o aquecimento durante | ha 150 °C de uma solugao de sacarina tamponada a pH entre 3,3
— 8,0 mantém a solugao praticamente inalterada. Visto as amostras que apresentam SAC
se encontrarem na gama de pH entre 2,88 — 3,69, associado a um refrigerante a base de
aguas mineral e a um a base de extratos de cha, respetivamente, a Unica questao que se
levanta é se as condigoes de armazenamento serao suficientes para originar o produto da
hidrolise da SAC em condig¢oes acidas (pH < 3,3), o acido 2 — sulfobenzodico. No entanto
visto se encontrarem muito possivelmente a temperatura ambiente isto dificilmente
acontecera (8 amostras). O ASP esta presente nas matrizes analisadas a um pH minimo de
2,78 (amostra de néctar) e a um maximo de 4,65 (refrigerante a base de agua mineral).
Considerando esta gama de pHs, verifica-se que inclui o valor ao qual apresenta estabilidade

maxima (pH = 4,3), mas por outro lado abrange a faixa (pH < 3,0) na qual sofre hidrolise
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em aspartilfenilalanina e metanol. De notar a existéncia de 5 amostras que contém ASP e

apresentam pH < 3,0.
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Figura 27. Distribuicao das concentragbes do acessulfame — K, da sacarina e do aspartamo perante as
diferentes amostras analisadas. As amostras encontram-se agrupadas por categorias de bebidas.
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Na Tabela 20 estao representadas as combina¢oes de edulcorantes utilizadas nas distintas
categorias de bebidas analisadas. Como se pode observar, para além dos edulcorantes em
analise nas amostras também surgem o ciclamato (CYC), a neohesperidina dihidrocalcona

(NHDC) e a sucralose (SUC).

Tabela 20. Contabilizagao da utilizagdo das misturas de edulcorantes nos refrigerantes (tradicionais, a base de extratos
de chd e a base de aguas minerais), nas bebidas desportivas e energéticas e nos néctares.

Refrigerantes

A base de A base de
Mistura extratos aguas Bebidas Bebidas

Tradicionais . . . . o Néctares
de edulcorantes de cha minerais  desportivas  energéticas

ACE - K/ ASP 5 - - 2 3

ACE - K/ ASP/SUC

ACE-K/ASP/CYC

— | —| U

ACE - K/ ASP / NHDC

ACE-K/SAC/CYC

ACE-K/SAC/SUC

ACE-K/SAC/ASP/CYC

6
ACE -K/SAC/ASP/SUC | - - - -
ACE - K/SUC 5

ASP

SAC

|
SAC/ASP/CYC | - - - - -
SAC/CYC |

SAC/CYC/NHDC - |

TOTAL 27 9 4 4 2 9

A mistura ACE — K / SAC/ ASP / CYC ¢ a mais frequente nas amostras de refrigerantes
tradicionais analisadas, aparecendo em 6 das amostras, seguindo-se as misturas ACE — K /
ASP, ACE — K/ ASP / CYC e ACE — K/ SUC (n=5). Nos refrigerantes a base de extratos
de cha, a mistura ACE — K/ ASP é a mais comum (n=5) e nos refrigerantes a base de aguas
minerais a utilizacao € a de apenas ASP (n=3). Nas bebidas desportivas apenas é utilizado a
mistura ACE — K/ SUC e, nas bebidas energéticas apenas a mistura ACE — K/ ASP (n=2).
Nos néctares, a mistura ACE — K / ASP / SUC (n=1) é a menos presente e mais comum

coincide com a mistura ACE — K/ SUC (n=5) (Tabela 20).

Na Tabela 21| encontra-se explicitada a ocorréncia, expressa em percentagem, a variagao e
a média, expressas em miligramas por litro, de cada um dos edulcorantes em cada uma das

categorias de bebidas analisadas. O nimero de amostras de cada uma das categorias que
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apresentam um dado edulcorante numa concentragao dentro da gama de concentragoes

entre o LOD e o LOQ também é expresso nesta tabela.

Como se pode obsevar na referida tabela, o ACE — K em comparagao com a SAC e o ASP
€ o mais utilizado, estando presente em 49 das 56 amostras adquiridas na zona centro do
pais. Verifica-se a sua presenga a 100 % das amostras de bebidas desportivas, energéticas e
néctares, com concentragoes médias de 21,89, 202,59 e 164,14 mg/L, respetivamente.
Tendo em conta os refrigerantes, o ACE — K esta presente em 90 % dos refrigerantes a
base de extratos de chas, 89 % dos refrigerantes tradicionais e em apenas uma amostra de
refrigerantes a base de aguas minerais, com concentragoes médias de 62,55 e 85,29,
respetivamente. Das amostras analisadas apenas uma amostra de néctar revelou uma
concentragao de 641,48 mg/L, que ultrapassa bastante a DMU estabelecida de 350 mg/L.
Apesar de na rotulagem mencionar que, pelo facto de se tratar de um concentrado, seria
necessario diluir esta amostra sete vezes, e de nesses termos a concentragao do ACE — K
passar a estar dentro do permitido (91,64 mg/L), nao existe uma DMU distinta para este
tipo de matriz alimentar. No geral, todas as outras amostras apresentam este edulcorante
bem abaixo dos 350 mg/L estabelecidos, verificando — se uma concentragao maxima de
152,61, 120,31, 38,12 e 225,18 mg/L para os refrigerantes tradicionais, refrigerantes a base

de extratos de cha, bebidas desportivas e bebidas energéticas, respetivamente.

Comparativamente a outros estudos realizados na Europa, a concentragao média de ACE
— K determinada em refrigerantes tradicionais, 85,29 mg/L, é superior ao descrito
anteriormente em Portugal por Lino et al. (2008), 72 mg/L, e por Diogo et al. (2013), 38
mg/L. Situagao analoga foi observada por Leth et al. (2007) na Dinamarca (62 mg/L) e por
Zigler et al. (2011) na Poldénia (38 mg/L), enquanto Huvaere et al. (2011), na Bélgica,
encontraram teores médios significativamente mais elevados (88 mg/L), assim como Zigler
etal (2011) (91,8 mg/L). No Brasil, Bergamo et al. (201 1) encontraram teores de 143 mg/L
em refrigerantes. No continente asidtico, Sakai et al. (2015), no Japao, Zhu et al. (2005), na
China e Kritsunankul & Jakmunee (201 1), na Tailandia, observaram concentragoes médias
de ACE-K em refrigerantes de 127 mg/L, 1290,37 mg/L e 177 mg/L, respetivamente, sendo
o caso da China mais de 10 vezes superior. Nos EUA, Shah et al. (2014) encontraram

menores concentragoes médias em refrigerantes carbonatados (59,4 mg/L) e em nao
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carbonatados (38,7 mg/L). Apenas uma amostra de refrigerantes a base de aguas minerais
continha ACE — K com um teor de | 14,6 mg/L, valor superior ao descrito anteriormente
em Portugal, 48 e 34,1 mg/L, por Lino et al. (2008) e por Diogo et al. (201 3), respetivamente.
A concentragao média obtida em bebidas desportivas (21,89 mg/L) foi inferior ao descrito
no Japao por Sakai et al. (2015), 64,05 mg/L, e ao obtido na Bélgica por Huvaere et al. (201 1),
55 mg/L. Relativamente ao descrito anteriormente por Diogo et al. (2013) em Portugal
(66,3 mg/L) e por Huvaere et al. (2011) na Bélgica (20 mg/L), a concentracao média
determinada em bebidas energéticas, 202,59 mg/L, é sem dlvida muito mais elevada.
Quanto aos néctares, a concentragao média de ACE — K determinada (164,14 mg/L) é
superior ao descrito a nivel europeu por Janvier et al. (2015), em Italia (50 mg/L), e por
Lino et al. (2008) (128 mg/L) e por Diogo et al. (2013) (88,2 mg/L), em Portugal. Tal como
no presente documento, Lino et al. (2008) também descreveram uma situagao em que a
concentragao de ACE — K em néctares (356 mg/L) foi superior ao estabelecido pela

legislacao.

Dos edulcorantes em andlise, a SAC é sem duvida a menos frequentemente utilizada,
estando presente em 20 das 56 amostras em estudo. Nao foi detetada nas 4 bebidas
desportivas e nas 2 bebidas energéticas analisadas. Considerando os refrigerantes
tradicionais, a SAC esta presente em 10 (37,03 %) com uma concentragao média de 57,27
mg/L, variando entre 29,51 e 85,4 mg/L, valores inferiores a DMU estabelecida para os
refrigerantes com gas, 100 mg/L. Nos refrigerantes a base de extratos de chas, a
concentracao média é de 44,31 mg/L e a frequéncia de detegao é de 70 %. No que respeita
as amostras de refrigerantes a base de aguas minerais, apenas uma continha SAC, 61,04
mg/L. Apesar de este edulcorante ser de facto menos utilizado é o que apresenta um maior
numero de amostras com teores que ultrapassam a DMU, tendo tal situagao sido verificada
em trés casos de refrigerantes a base de extratos de chas (80,5, 101,76 e 82,69 mg/L) e um
de néctares (93,68 mg/L). A concentragio média de SAC nos néctares é de 53,55 mg/L
(Tabela 21).
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De notar a existéncia de amostras em que a SAC esta presente mas nhiao se encontra
referida na rotulagem, nomeadamente em 4 amostras de refrigerantes a base de extratos
de cha (16,88, 7,03, 11,46 e 9,85 mg/L) e em 2 amostras de néctares (13,42 e 93,68 mg/L),

sendo uma destas situagoes derespeitadora da legislagao em vigor.

Em relagdo ao espectro europeu verifica-se que as concentragoes médias de SAC
determinadas em refrigerantes tradicionais (57,27 mg/L) é inferior ao relatado em Portugal
por Lino et al. (2008) (75 mg/L), na Polonia por Zigler et al. (2011) (92,65 mg/L em
referigerantes carbonatados), mas superior ao descrito em Portugal (18,4 mg/L em
refrigerantes) por Diogo et al. (2013), na Bélgica (27 mg/L em refrigerantes carbonatados)
por Huvaere et al. (2011) e na Dinamarca (29 mg/L em refrigerantes carbonatados e 37
mg/L em refrigerantes) por Leth et al. (2007). Nos EUA e no Brasil as concentragoes médias
descritas também sao bem superiores, 121,5 mg/L em refrigerantes carbonatados e 136,5
mg/L em refrigerantes, respetivamente. Situagao analoga se verifica na China (381,81 mg/L
em refrigerantes carbonatados) (Zhu et al.,, 2005). Considerando os refrigerantes a base de
aguas minerais, Diogo et al. (2013) também descreveram a presenga de SAC em apenas
uma amostra (3,2 mg/L) mas em concentragoes muito inferiores as determinadas no
presente estudo (61,04 mg/L). A semelhanca do atual estudo, a SAC nio foi detetada por
Huvaere et al. (2011), na Bélgica, em bebidas desportivas e energéticas nem por Diogo et
al. (2013) em Portugal em bebidas energéticas. De todos os investigadores mencionados na
Tabela 10, apenas Diogo et al. (2013) relataram a presenga de SAC numa amostra de
néctares, portanto a concentragao média determinada neste estudo, 53,55 mg/L, é de facto
a maior até ao momento descrita. Como ja mencionado, no presente estudo, ocorreram 4
situagoes em que as concentragoes de SAC sao superiores ao permitido legalmente. A nivel
europeu foi relatado por Lino et al. (2008) e por Diogo et al. (2013) a existéncia de amostras
de refrigerantes nas mesmas circunstancias, 89 e 80,5 mg/L, respetivamente, e por Zygler

et al. (201 ) numa amostra de refrigerante carbonatado (173,7 mg/L).

No caso do ASP, este esta presente em 35 amostras das 56 amostras de diferentes tipos
de bebidas, com excepgao das bebidas desportivas em que nao foi detetada a sua presencga.
Considerando os refrigerantes, o ASP apresenta uma ocorréncia de 75 % nos refrigerantes

a base de aguas minerais, 74,07 % nos refrigerantes tradicionais e 60 % nos refrigerantes a
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base de extratos de cha. A sua concentracao média é de 69,215 mg/L em refrigerantes a
base de extratos de cha, variando entre I1,16 e 126, mg/L. A nivel dos refrigerantes
tradicionais, este edulcorante apresenta uma concentragao média de 87,82 mg/L, oscilando
entre 71,32 e 419,17 mg/L. Nas trés amostras de refrigerantes a base de aguas minerais a
concentragao média foi de 129,33 mg/L, com teores entre 84,93 e 153,66 mg/L. Tendo em
conta os néctares, o ASP estd presente em quatro das amostras analisadas (44,4 %) com
uma concentragao média de | 16,19 mg/L, apresentando teores entre os 66,19 e 314,6 mg/L.
Por ultimo, nas duas amostras de bebidas energéticas analisadas, o ASP apresentou teores

de 277,88 e 679,8 mg/L situando-se este valor acima do permitido (Tabela 21).

A concentragao média de ASP obtida nos refrigerantes tradicionais envolvidos neste
estudo, 87,82 mg/L, quando comparada com as obtidas por Lino et al. (2008), em Portugal
(89 mg/L), Leth et al. (2007), na Dinamarca (124 mg/L em refrigerantes e 450 mg/L em
refrigerantes carbonatados), e Zygler et al. (201 1), na Polénia (221,7 mg/L em refrigerantes
carbonatados) ¢ inferior. Situagoes semelhantes verificaram-se fora da Europa,
nomeadamente no Brasil (Bergamo et al,, 201 1) (94 mg/L em refrigerantes), nos EUA (Shah
et al, 2014) (235 mg/L em refrigerantes nao carbonatados e 154,6 mg/L em refrigerantes
carbonatados), no Japao (Sakai et al, 2015) (159, mg/L em bebidas carbonatadas) e na
China (Zhu et al,, 2005) (5030,5 mg/L em refrigerantes carbonatados). Diogo et al. (2013),
em Portugal (16,3 mg/L em refrigerantes), e Huvaere et al. (201 1), na Bélgica (45 mg/L em
bebidas carbonatadas), descreveram concentragoes médias de ASP inferiores as obtidas no
presente estudo. Dados acerca das concentragoes médias em refrigerantes a base de aguas
minerias foram anteriormente descritos em Portugal por Lino et al. (2008) e por Diogo et
al. (2013), 82 e 56,3 mg/L, respetivamente, valores inferiores ao determinado no atual
estudo (129,33 mg/L). Tal como se observa em Portugal, o ASP nao foi detetado em bebidas
desportivas por Sakai et al. (2015) no Japao e por Huvaere et al. (201 1) na Bélgica. A nivel
de bebidas energéticas, a concentragao média determinada (478,84 mg/L) é superior ao
descrito anteriormente em Portugal por Diogo et al. (2013) (33,3 mg/L) e na Bélgica por
Huvaere et al. (2011) (15 mg/L). No que respeita aos néctares constata-se que a
concentragao média obtida de 116,19 mg/L é superior aos valores descritos em Portugal
por Lino et al. (2008) (73 mg/L) e por Diogo et al. (2013) (97,8 mg/L), assim como em lItalia
por Janvier et al. (2015) (39 mg/L). No geral, na Europa nao tem sido relatada a presenga

de ASP em amostras com concentragoes superiores ao limite legislado, tendo a
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concentragao mais alta sido descrita por Diogo et al. (2013) numa amostra de refrigerante

a base de agua mineral (568,3 mg/L).

A Tabela 22 permite analisar a concentracao média de cada um dos edulcorantes, expressa
em miligramas por litro (mg/L), consoante o sabor das amostras das diferentes categorias
de bebidas. Além disso os refrigerantes tradicionais também estao classificados em
carbonatados e nao carbonatados. Embora muitas destas classes de sabores apresentem
somente uma amostra (n=1), estas sao consideradas para o estudo das concentragoes

conforme o sabor da bebida.

Relativamente aos refrigerantes tradicionais carbonatados verifica-se que o ACE — K e o
ASP estao presentes em maiores quantidades em amostras de cola, 106,76 e 102,9 mg/L,
respetivamente. No caso da SAC, a sua concentragao € de 0,65 mg/L em amostras de cola,
surgindo em maiores concentragoes em amostras de gasosa (42,33 mg/L), de seguida em
amostras de laranja (47,57 mg/L) e em maiores quantidades numa amostra de ananas (63,22

mg/L).

Considerando os refrigerantes tradicionais nao carbonatados, a SAC apenas esta presente
em duas destas amostras, uma amostra de péssego com 72,16 mg/L e uma amostra de
laranja, limao e cenoura com 29,52 mg/L. O ASP também sé esta presente em trés amostras
nao carbonatadas, uma de laranja, cenoura e limao (40,76 mg/L), outra de maga (27,47
mg/L) e uma terceira de péssego (13,1 mg/L). No caso do ACE-K, aparece em todos os
seis diferentes sabores, nomeadamente com uma concentragao média de 99,24 mg/L nas
amostras de sabor tropical e cenoura e por outro lado surge com 42,4 mg/L numa amostra
de sabor de limao. As concentragoes de ACE — K, SAC e ASP, tanto em refrigerantes
tadicionais carbonatados como nao carbonatados, nao revelam qualquer preocupagao no

que respeita a DMU.

Observando os refrigerantes a base de aguas minerais, verifica-se que as amostras de sabor

de limao (n=3) nao apresentam ACE — K nem SAC, e exibem ASP a uma concentragao de
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129,33 mg/L. Por outro lado, a amostra de aroma natural nao revela a presenga de ASP

mas contém ACE — K (I 14,6 mg/L) e SAC (61,04 mg/L).

Em relagao aos refrigerantes a base de extratos de cha, a maior concentragao de ACE — K,
75,28 mg/L, verifica-se numa amostra de sabor de cidreira, tilia, camomila e limao, e no caso
do ASP, 71,87 mg/L, esta associada a amostras de sabor a manga (n=2). As menores
concentracoes de ACE — K, SAC e ASP estao associadas as amostras de sabor de limao e
cha verde (n=3), 45,33, 3,82 e 25,59 mg/L, respetivamente. De notar a existéncia de uma
amostra de sabor a péssego que apresenta um teor de SAC de 82,69 mg/L, valor superior

ao estabelecido pela legislagao (80 mg/L).

Tabela 22. Concentragao de acessulfame — K, de sacarina e de aspartamo em refrigerantes tradicionais,
com e sem gas, refrigerantes a base de aguas minerais, refrigerantes a base de extratos de chas e em
néctares, consoante o sabor da amostra (Quando n>1, é considerado a média das concentragdes.) (Valores
acima da DMU encontram-se marcados a amarelo).

AMOSTRAS ACE - K (mg/L) SAC (mg/L) ASP (mg/L)
REFRIGERANTES
COM GAS
Ananas (n=1) 59,232 63,22 16,94
Cola (n=9) 106,76 0,65 102,9
Gasosa (n=5) 47,47 42,33 101,06
Laranja (n=4) 52,215 47,57 56,72
SEM GAS
Laranja (n=2) 79,34 - -
Laranja, Limao e Cenoura (n=1) 51,02 29,52 40,76
Limao (n=1) 42,41 - -
Maga (n=1I) 50,85 - 27,47
Péssego (n=1) 79,21 72,16 13,1
Tropical e cenoura (n=2) 99,24 - -

REFRIGERANTES A BASE DE
AGUAS MINERAIS

Aroma natural (n=1) 114,6 61,04 -
Limao (n=3) - - 129,33
REFRIGERANTES A BASE DE
EXTRATROS DE CHA

Cidreira, Tilia, Camomila e Limao (n=1) 75,28 - -
Limao (n=3) 60,5 42,83 64,93
Limao e cha verde (n=3) 45,33 3,82 25,59
Manga (n=2) 59,48 43,77 71,87
Péssego (n=1) 51,2 82,69 -
NECTARES
Concentrado (n=1) 641,48 - 314,6
Frutos vermelhos (n=1) 73,8 93,68 -
Laranja (n=2) 117,91 6,71 102,75
Manga (n=1) 34,86 - -
Manga e laranja (n=2) 111,29 - 33,095
Péssego (n=1) 71,68 - 30,73
Tropical (n=1) 197,07 - -
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Por dltimo, a nivel dos néctares, a SAC apenas surge a uma concentragao média de 6,71
mg/L em amostras de sabor a laranja (n=2), enquanto uma amostra de frutos vermelhos
(93,68 mg/L) ultrapassa a DMU. O ASP encontra-se a 314,6 mg/L numa amostra de
concentrado. Uma vez que na respetiva rotulagem se menciona que deve ser diluida sete
vezes em agua, a concentragao real sera de 44,94 mg/L, o que coloca a concentragao deste
edulcorante préximo da concentragao média encontrada em amostras de sabor a manga e
laranja (33,095 mg/L), assim como da concentragao de uma amostar de sabor a péssego
(30,73 mg/L). De facto as concentragoes de ASP sao inferiores ao permitido pela legislagao,
visto a concentragao média mais alta ter sido encontrada em amostras de sabor a laranja,
102,75 mg/L. Na amostra de concentrado anteriormente referida para o ASP, a
concentragao para o ACE — K foi quase o dobro da permitida, 641,48 mg/L. No que respeita
as restantes amostras, a concetra¢ao média de ACE-K foi quase idéntica em amostras de
sabor a laranja e a manga e laranja, 117,91 e 111,29 mg/L, repetivamente. A menor
concentragao de ACE — K em néctares encontra-se numa amostra de sabor a manga (34,86

mg/L).

11.3.4. Ingestao diaria estimada dos edulcorantes e avaliagao de risco

Como referido no subcapitulo 1.1.5., a EDI foi calculada através da equagao II.I.51.1. A
soma da concentragao nas amostras analisadas (2c), em mg/L, foi obtida através das
concentragoes dos edulcorantes descritas no Anexo IV. A ingestao anual média estimada
por pessoa (C) foi retirada da Probeb e corresponde ao ano de 2016. O nimero total de
amostras (N) varia conforme a categoria. O niimero de dias neste ano (D) é de 365 e o

peso corporal médio da populagao (K) considerado € de 69 kg.

A Tabela 23 apresenta as EDIs calculadas, expressas em (mg/kg p.c./dia), para cada um dos
edulcorantes em estudo, tendo em conta cada uma das categorias de bebidas, bem como a

respetiva comparagao com a ADI do edulcorante em questao.

Observando a Tabela 23 verifica-se que para o ACE — K a ingestao diaria estimada foi de

0,14 mg/kg p.c./dia pelo consumo de refrigerantes tradicionais, 0,069 mg/kg p.c./dia através
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do consumo de néctares, 0,044 mg/kg p.c./dia a partir de refrigerantes a base de extratos
de chas, 0,0043 mg/kg p.c./dia por bebidas energéticas, 0,0019 mg/kg p.c./dia através de
refrigerantes 3 base de aguas minerais e 1,39 x 10* mg/kg p.c./dia a partir de bebidas

desportivas.

A percentagem para o ACE — K oscilou entre 9,27 x 10* e 0,911 % da ADI para as bebidas
desportivas e refrigerantes tradicionais, respetivamente, pelo que a populagao portuguesa
adulta esta menos exposta a este edulcorante comparativamente ao descrito por Huvaere
et al. (2011), na populagao belga adulta (5 % da ADI), e mais exposta que o relatado por
Donne et al. (2017), na populagao italiana (0,715 % da ADI). Comparativamente ao descrito
por Diogo et al. (2013), verifica-se que atualmente a populagao portuguesa adulta consome
uma maior quantidade de ACE — K através de refrigerantes tradicionais (0,911 % da ADI)
e néctares (0,46 %), visto que em 2013 este consumo representava 0,7 % e 0,07 % da ADI,
respetivamente, enquanto pelo consumo de refrigerantes a base de aguas minerias esta

exposi¢ao decresceu cerca de 0,007 %.

Para a SAC nao foi possivel calcular a EDI através do consumo de bebidas desportivas e de
bebidas energéticas. Os valores da EDI para este edulcorante oscilaram entre 0,001 mg/kg
p.c./dia através do consumo de refrigerantes a base de aguas minerais, o que corresponde
a 0,041 % da ADI, e 0,24 mg/kg p.c./dia a partir do consumo de refrigerantes a base de
extratos de cha, representando 9,76 % da ADI. A populagao portuguesa esta mais exposta
a este edulcorante que a populagao belga adulta (Huvaere et al, 201 1) e que a populagao
italiana (Donne et al., 2017). Em relagao ao descrito por Diogo et al. (2013) observa-se que
o consumo de SAC através de refrigerantes tradicionais é hoje aproximadamente trés vezes
superior (0,5 % da ADI, em 2013, e 1,53 % da ADI, em 2018), cerca de 10 vezes inferior
(0,5 % da ADI em 2013 e 0,041 % da ADI em 2018) através do consumo de refrigerantes a
base de dguas minerias, e, no caso dos néctares, cerca de 4,5 vezes inferior (0,9 % da ADI,

em 2013, e 0,2 % da ADI, em 2018).
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Como nao esta presente em bebidas desportivas, também nao é possivel calcular a EDI do
ASP nesta categoria alimentar. Tal como para a SAC, os refrigerantes a base de aguas
minerais sao as fontes neste estudo que menos contribuem para a EDI do ASP (0,006 mg/kg
p.c./dia) representando apenas 0,016 % da ADI e os refrigerantes tradicionais sao os
principais contribuintes para o consumo deste edulcorante (0,12 mg/kg p.c./dia),

correspondendo a 0,29 % da ADI.

A populagao adulta belga ingere uma maior quantidade de ASP através das distintas matrizes
alimentares, representando | % da ADI (Huvaere et al, 201 1) e a populagao italiana esta
exposta a uma menor quantidade deste edulcorante (0,24 % da ADI) (Donne et al., 2017).
Considerando o anteriormente descrito em Portugal por Diogo et al. (2013), confirma-se
que a populagao esta atualmente exposta a uma maior quantidade de ASP através do
consumo de refrigerantes tradicionais (0,08 % da ADI, em 2013, e 0,29 % da ADI, em 2018)
e de néctares (0,02 % da ADI, em 2013, e 0,054 % da ADI, em 2018).

Perante o pior cendrio para cada um dos edulcorantes (225,18 mg/L de ACE — K numa
amostra de bebida energética, 101,76 mg/L de SAC numa amostra de extrato de cha e
679,8 mg/L de ASP numa amostra de bebida energética), as EDI obtida foram 0,47 mg/kg
p.c./dia para o ACE — K, 8,01 mg/kg p.c./dia para a SAC e 1,43 mg/kg p.c./dia para o ASP, o
que corresponde a 3,13 %, 320,4 % e 3,58 % da ADI, respetivamente. Assim o consumo de
refrigerantes a base de extratos de cha com teores de SAC de 101,76 mg/L constituem um

elevado risco para os respetivos consumidores.

Considerando a ADI de |5 mg/kg p.c./dia para o ACE — K, 2,5 mg/kg p.c./dia para a SAC e
40 mg/kg p.c./dia para o ASP e o peso corporal médio de 69 kg para um adulto (M/F),
verifica-se que para atingir a ADI é necessario a ingestao de 1035 mg/dia de ACE - K, 172,5
mg/dia de SAC e 2760 mg/dia de ASP. Assim, tendo também em conta as concentragoes
médias obtidas em cada uma das matrizes alimentares analisadas (Tabela 21) é possivel
determinar as quantidades necessarias, expressas em litros, de cada um dos aditivos

alimentares para atingir cada uma das respetivas ADI (Tabela 24).
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Portanto como se pode observar na Tabela 24 e tendo como fonte apenas as matrizes
alimentares analisadas, para o caso do ACE — K, os resultados obtidos sao significativamente
distintos, existindo solugoes que provavelmente nao colocarao a ingestao do ACE — K
acima da ADI, da qual sao exemplo as bebidas desportivas em que para que a ADI
estabelecida nao seja respeitada é necessario ingerir 47,28 L/dia. A exposicao ao ACE — K
através de bebidas energéticas aparenta apresentar maior risco porque € a matriz que

necessita de menor quantidade, 5,1 | L/dia, para que a ADI seja excedida.

Com base na Tabela 24, verifica-se que a quantidade de SAC para atingir a ADI é
relativamente idéntica em todas as matrizes alimentares em questiao, sendo necessario a
ingestao de aproximadamente 3-4 L/dia. Ainda que muito semelhantes, a fonte de maior
risco consiste nos refrigerantes a base de aguas minerais (2,83 L/dia) e a menor

corresponde aos refrigerantes a base de extratos de chas (3,89 L/dia).

Tal como para o ACE — K, o principal risco de exposi¢ao ao ASP esta associado ao consumo
de bebidas energéticas, uma vez que para exceder a ADI é necessario o consumo de 5,76
L/dia. De resto pode-se confirmar pela Tabela 24, que todas as outras matrizes alimentares
dificilmente colocarao a populagao adulta em risco, sendo os refrigerantes a base de
extratos de cha as fontes que colocam a populagio em menor risco, visto que sao

necessarios 39,88 L/dia para que ADI seja excedida.

De um modo geral, considerando apenas as fontes de ingestao analisadas, tanto para o ACE
— K como para o ASP, o risco da exposicao ser superior a ADI nao é preocupante, devido
a necessidade de valores excessivos de consumo para tal se verificar. O consumo de bebidas
energéticas aparenta ser um risco consideravel, visto a ADI ser ultrapassada pela ingestao
de 5,1 | L/dia (ACE — K) e 5,76 L/dia (ASP), e estes sao valores que, embora menores, nao
deixam de ser irrealistas e s6 se tornam preocupantes quando se conjugam com a
exposicao destes edulcorantes provenientes de outras matrizes alimentares que fazem
parte da alimentagao de um dado individuo. Com base na Tabela 24, pode-se também
verificar que a exposicao a SAC é a mais elevada dos edulcorantes em estudo, uma vez que
de um modo geral para que a ADI seja excedida é apenas necessario praticamente 3 L/dia

de qualquer uma das bebidas analisadas e conjugando com a exposicao proveniente de
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outras matriz alimentares, a sua ADI sera mais facilmente excedida, também pelo facto de

ser relativamente baixa (2,5 mg/kg p.c./dia).

Tabela 24. Quantidade de cada um dos edulcorantes, em litros, para atingir a ADI, tendo em conta cada
uma das categorias de bebidas em estudo.

Refrigerantes

A base de A base de
Bebidas Bebidas

Tradicionais aguas extratos de Néctares
desportivas  energéticas

minerais cha

Concentragao média

85,29 114,6 62,55 21,89 202,59 164,14
(mg/L)
Quantidade ACE — K
para atingir a ADI (L) 12,14 9,03 16,55 47,28 511 6,31
Concentragao média
57,27 61,04 44,31 53,55
(mg/L) . .
Quantidade SAC
para atingir a ADI (L) 3,01 2,83 3,89 - - 3,22
Concentragao média
87,82 129,33 69,215 478,84 116,19
(mg/L) .
Quantidade ASP para
atingir a ADI (L) 31,43 21,34 39,88 - 5,76 23,75
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Conclusoées

Apos as devidas optimizagoes, a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecao por ultravioleta, a 254 nm, utilizada neste estudo mostrou ser adequada e eficiente
para a quantificacao dos edulcorantes acessulfame — K, sacarina e aspartamo em amostras
de refrigerantes tradicionais, refrigerantes a base de aguas minerais, refrigerantes a base de

extratos de chas, bebidas desportivas, bebidas energéticas e néctares.

Nas matrizes analisadas a combinagao mais comum é a de ACE — K / SUC surgindo em 16
amostras, sendo bastante frequente em refrigerantes tradicionais e em néctares, seguindo-
se a mistura ACE — K / ASP presente em |5 amostras, maioritariamente em refrigerantes
tradicionais e em refrigerantes a base e extratos de cha. Aparecendo em apenas uma das
amostras sao exemplos, as misturas ACE — K/ ASP / NHDC, ACE - K/ SAC/ CYC, ACE
— K /SAC / SUC, entre outras.

No que respeita aos teores de edulcorantes, nos diferentes tipos de bebidas, verificou-se
que a maioria cumpre a legislagao em vigor, excepto no que concerne ao ACE — K em uma
amostra de um concentrado de néctar, a SAC em trés amostras de refrigerantes a base de
extratos de cha e numa de néctar e ao ASP em uma amostra de bebida energética. Assim,
os dados obtidos evidenciam a necessidade de uma vigilancia continua sobre os teores dos

diferentes edulcorantes nos diversos tipos de géneros alimenticios.

De notar também a existéncia de seis amostras que apresentam SAC (quatro refrigerantes

a base de extratos de cha e dois néctares) e a sua preseng¢a nao € mencionada na rotulagem.

Dos edulcorantes em estudo, conclui-se que a exposicao da populagao adulta portuguesa
a SAC através de refrigerantes a base de extratos de cha é a maior fonte tanto desta como
dos edulcorantes em anilise, representando 9,76 % da ADI. Os refrigerantes tradicionais
sao as maiores fontes de ingestao de ACE — K e ASP, tendo em conta as matrizes analisadas,

representando 0,911 % e 0,29 % da ADI, respetivamente.
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Este trabalho serviu para demonstrar como se encontra a situagao atual da utilizagao dos
edulcorantes escolhidos pela indUstria nas diferentes bebidas comumente consumidas em
Portugal, tendo em conta o anteriormente descrito tanto no nosso pais como a nivel
mundial. Assim e considerando os resultados obtidos surge a questio de que se sera
benéfico passar a ser obrigatorio também a mengao quantitativa do edulcorante em questao

na rotulagem.

A existéncia de tantas amostras com concentragoes de SAC acima do permitido € de referir
devido a sua reduzida presenca no mercado em relagao aos outros dois edulcorantes, além
disso apresenta a maior EDI determinada e o maior risco de exceder a ADI. Portanto num
futuro breve, é necessario avaliar também outras possiveis fontes destes trés edulcorantes
para que a analise seja mais rigorosa e se possa concluir se de facto a populagao portuguesa

esta longe ou perto de atingir a ADI.
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Anexo Il - Condi¢cbes cromatograficas utilizadas na detecao e quantificacao
dos edulcorantes em estudo

‘ Parametros Condicdes
Modo de separacao Fase reversa
Fase moével KH2PO4 0.05 M / ACN (85:15)
Fluxo 0,700 mL/min
Pressao 2,11 KPsi
Volume de injecao 5-20pL
Comprimento de onda 254 nm
Temperatura das amostras T Ambiente
Tempo de corrida 20 — 25 min
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Anexo Ill - Cromatograma de uma solug¢ao padrao de acesulfame - K (100
mg/L), sacarina (80 mg/L) e aspartamo (200mg/L).

Intensidade dos picos cromatograficos

| EE—

UL

Tempo de retencio (min)

(1). Acessulfame — K, tR = 6,16 min.
(2). Sacarina, tR = 6,91 min.
(3). Aspartamo, tR = 17,46 min.
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Anexo IV - Concentracdes (mg/L) do acessulfame - K, da sacarina e do

aspartamo nas amostras analisadas (valores acima da DMU encontram-se a

vermelho).
ACE-K SAC ASP
CATEGORIA
AMOSTRA (mglL) (mglL) (mglL)
c 67,40 80,50 < LOD (17,64)
[N 61,18 16,88 96,35
C; 54,30 B 65,60
C, - 101,76 -
Cs 51,20 82,69 -
REFRIGERANTES A BASE Ce 51,55 7,03 126,10
DE EXTRATOS DE CHAS [ 34,66 11,46 <LOD (I1,16)
Cs 47,04 - :
C, 75,28 - .
Cuo 120,31 9,85 98,44
D, 2 - .
D; 1,7 - N
BEBIDAS DESPORTIVAS D; 25,74 - -
Dy 38,12 R N
BEBIDAS ENERGETICAS E, 225,18 - 277,88
Ex 180 - 679,8
M, - - 8493
REFRIGERANTES A BASE :1 - - l'::‘:(’
A 3 - - )
DE AGUAS MINERAIS Mo s Sioi -
N, 189,14 - :
N: 197,07 - .
N: 641,48 - 3146
N 46,68 13,42 <LOD (53,25)
NECTARES Ns 139,49 B 66,19
N: 71,68 B <LOD (30,73)
N; 83,09 B .
Ns 73,80 93,68 -
Ny 34,86 B .
R 59,232 63,22 < LOD (16,94)
R: 79,21 72,16 <LOD (13,10)
Rs <LOD (3,87) 85,40 124,69
Rs 134,04 B .
Rs 42,41 ; -
Rs 79,98 N <LOD (54,21)
Ry 141,73 - < LOD (55,39)
Rs 129 N 71,32
Ry 128,98 N 89,38
Rio 126,22 <LOD (5:88) | <LOD (58,60)
R 74,40 - <LOD (27,14)
Ri2 109,28 - 101
Ris 137,98 - <LOD (49,79)
Risa 97,21 - R
REFRIGERANTES
Ris 24,64 - -
Ris 152,61 - 82,71
Ri7 50,85 B <LOD (27,47)
Ris 32,51 72,71 <LOD (32.57)
Ris - 72,05 134,58
Rao - 66,88 N
Rz 33,26 - 419,17
Ra - 36,43 .
Ru 52,38 68,43 < LOD (19,46)
Ras 101,26 B -
Rzs 79,88 B 249,05
Ras 124,97 - 89,12
Ry 51,02 29,51 < LOD (40,76)
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