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RESUMO

O presente estudo pretende explanar o tema dos edulcorantes enquanto marcadores
da qualidade das aguas. Serao salientados os aspetos da sua presenga e estabilidade na agua e
como € que a presenga dos mesmos na agua € um possivel indicador de contaminagao de
aguas subterraneas e de superficie. Tendo em conta que estes sao contaminantes das aguas e
que esta contaminagao se processa de uma forma especifica, face a outros contaminantes,
serao salientados estudos realizados em diversos pontos do globo que procuram explicar
esta tematica, levantando questoes e sobretudo salientando quais os edulcorantes que
manifestam uma maior tendéncia ao nivel da contaminagao dos meios aquaticos e, quais ¢
que se constituem- face aos outros- como marcadores de agua. O estudo, inicia-se pela
caraterizagao dos edulcorantes e a sua origem. Serao referenciadas de seguida algumas das
caracteristicas mais importantes dos mesmos, como a estabilidade, sabor, poder edulcorante
entre outras e ainda a posi¢ao de alguns paises em todo o mundo quanto a sua utilizagao.
Seguidamente sera realizada uma abordagem que se centra na andlise dos edulcorantes na
agua, ou seja, no que se concerne a sua contaminagao ambiental em concreto na agua.
Seguindo os pressupostos enunciados para a elaboragio do presente estudo, serao
apresentados quais os edulcorantes mais persistentes na agua, sendo que serao referidos os
resultados da andlise da agua em alguns paises em todo o mundo. Por fim, serao
apresentadas quais as metodologias analiticas para os extrair/purificar e também identificar e

quantificar. Serao por fim, tiradas as devidas conclusoes.

Palavras chave: edulcorantes; marcadores de agua; aguas de superficie/ subterraneas/

residuais/ canalizada; andlise; determinagao e espetrometria de massa.



ABSTRACT

This study aims to explain the subject of sweeteners as water markers. They will be
highlighted aspects of their presence and stability in the water and how their presence in
water is a possible indicator of contamination of groundwater and surface. Given that these
are contaminating the waters and that this contamination is processed in a specific way,
compared to other contaminants, will be highlighted studies in several parts of the world
that seek to explain this issue, raising questions and particularly emphasizing what
sweeteners that manifest a greater tendency to aquatic environments contamination level,
and which constitute - face to others- as water markers. The study begins with the
sweeteners characterization and their origin. It will be referenced below some of the most
important features, such as stability, sweetening power, flavor among several others and also
the position taken by some countries of the world related to the use of artificial sweeteners.
Previously it will be done an approach that focuses on the analysis of sweeteners in water
and how they re becoming a factor of ambiental contamination in water-.

Following all the subjects that I've mencioned, | will present what are the most persistent
artificial sweeteners in water, and in the same time | will show some studies that where
done in some countries of the world.

In the end | will present all of the analytical methodologies to extract/purify/identify/quantify

them (the artificial sweeteners), finishing with a general conclusion.

Keywords: sweeteners; water markers; surface/ground/waste/tap water; analyzes;

determination and mass spectrometry.



Introducao

O presente estudo constitui-se numa abordagem ao tema dos edulcorantes, em que
medida se encontram presentes na vida humana e como é que estes se constituem enquanto
marcadores da qualidade da agua.

Desde tempos imemoriais que o homem procura alimentos (mel, fruta, etc) e bebidas
doces e o agUcar (sacarose) sempre foi usado para adogar os alimentos. O consumo de
agucar aumentou consideravelmente desde o inicio do seculo XX, sendo uma fonte
importante de energia. Contudo, esta também associado a dois problemas de salide muito
graves nos nossos dias que sao a diabetes e a obesidade. Nas ultimas décadas, o desejo pelo
sabor doce tem sido, em parte, satisfeito pelos edulcorantes (A. Porto, U. Lisboa, 2010).

Os edulcorantes tém sido usados como os substitutos da sacarose de modo a
reduzirem o consumo caldrico, para a protegao dental e para o controlo da diabetes. Apesar
destas vantagens existem estudos que revelam a sua presenga em rios, lagos e aguas
subterraneas em todo o mundo, pois possuem a capacidade de se manterem inalterados
apos tratamento das aguas residuais (Spoelstra, Schiff, & Brown, 2013). Segundo (Buerge,
Buser, Kahle, Miiller, & Poiger, 2009) existem edulcorantes que relinem as caracteristicas de
marcador ideal da qualidade das aguas.

A quantificagao destes compostos em varios tipos de agua, incluindo a agua destinada
ao consumo humano, é o primeiro passo para entendermos o significado deste tema
(Mawhinney, Young, Vanderford, Borch, & Snyder, 201 1).

Existem varios métodos para avaliar a presen¢a dos edulcorantes artificiais nas aguas,
sendo deles exemplo a extragio em fase sdlida seguida de cromatografia liquida com
detecao por espetrometria de massa (Orddnez, Quintana, Rodil, & Cela, 2012).

Assim, o presente estudo passa por primeiramente realizar uma caraterizagao acerca dos
edulcorantes sintéticos e da estrutura e respetivas propriedades. De seguida, tendo em
conta o tema do trabalho, sera realizada uma exposicio do estado da arte acerca da
tematica, ou seja, dos edulcorantes enquanto marcadores da qualidade de agua, quer sejam
as de superficie ou subterraneas. Serao simultaneamente apresentados estudos realizados
por diversos autores, em diferentes partes do mundo, que salientam a presenga dos
edulcorantes no meio aquatico e de que forma se constituem enquanto marcadores da
qualidade das aguas apresentando também quais é que se encontram estaveis nos meios

aquaticos, nao produzindo assim riscos acrescidos para a saude publica.



|I. Edulcorantes: O que sao?

Os edulcorantes podem ser caraterizados por serem um componente artificial, que na
atualidade é usado no mundo inteiro como forma de substituicao do agucar. Este é usado
em alimentos, bebidas, sendo também utilizado em produtos de higiene, nomeadamente anti-
sépticos bucais e ainda medicamentos (Kroger e Kava, 2006).

Os edulcorantes, tal como os aglcares naturais e outros produtos quimicos que contém
sabor doce, possuem estruturas moleculares, sendo que podem ser designadas por sistema
AB, B (Yang et al., 201 1). Estes componentes sao os responsaveis pela ocorréncia de uma
interagao molecular entre o edulcorante e o receptor que gerara o sabor ou o gosto doce.

Contudo, os edulcorantes sé devem ser utilizados na alimentacio mediante uma
avaliacao que deve ser feita de forma rigorosa e por entidades competentes, como é o caso
por exemplo do: Comité Cientifico da Alimentagaio Humana (CCAH); da European Food
Safety Autority (EFSA); Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) e Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO).

As apreciagoes realizadas pelas entidades supra citadas tém como fun¢ao a realizagao de
estudos competentes ao nivel da avaliagao da toxicidade quer seja cronica ou aguda, bem
como andlises metabolicas e cancerigenas. No que se concerne aos estudos de ambito
toxicoldgico sao estabelecidos e corrigidos os parametros com a finalidade de obter a
Ingestao Diaria Admissivel (ADI), que sao apresentados em mg/kg peso/dia (ASAE, 2006).

Os edulcorantes sao utilizados como substitutos da sacarose em quantidades
consideraveis quer nos produtos alimentares e bebidas, medicamentos e produtos de
higiene, nao fornecendo assim uma energia que seja consideravel, ou seja, os niveis de
insulina nao sao afetados pelo seu consumo, pelo que os torna um recurso desejavel para os
diabéticos. Ao mesmo tempo, estes possuem ainda a capacidade de ajudar na redugao de
ingestao de calorias, dando ainda uma sensagao de doce que é mais elevada do que o agucar
natural. Na mesma linha, os adogantes de alta intensidade, usados em pequenas quantidades,
fazem com que a ingestao de calorias seja reduzida de forma significativa, mesmo para os
edulcorantes que sao metabolizados (EU, 1994).

Uma das carateristicas do uso de edulcorantes é a de que estes podem ajudar a que nao
surjam caries dentarias, na medida em que a grande maioria deles nao é metabolizada como
os agucares, sendo apenas fermentada de forma leve pela microflora bucal (Imfeld, 1993 &

Strubig, 1988).



O uso dos edulcorantes desde sempre criou discussoes, nomeadamente ao nivel dos
potenciais riscos e seguranga para a saude. Existem, portanto, um sem numeros de foéruns,
jornais, relatorios e publicagoes de cariz cientifico que abordam esta tematica, quer no
ambito das questoes relacionadas com a seguranca e os possiveis riscos que o uso dos
mesmos pode acarretar para a salde do ser humano (Grice, e Goldsmith 2000 a); Kroger et
al, 2006; Magnuson et al, 2007; Weihrauch e Diehl, 2004)

Face ao exposto, existem cinco edulcorantes que sao aprovados pela Food (US) and
Drug Administration (FDA), sendo que siao considerados como seguros nos EUA, sendo
eles: acessulfame-K (ACE-K); aspartame (ASP); neotame (NEO); sacarina (SAC) e sucralose
(SUC) (FDA, 2006).

Na Uniao Europeia, o CYC é aprovado ao contrario do que acontece nos EUA (EU,
2003). O uso do CYC é proibido desde a década de 70 nos EUA dado que de acordo com
Oser et al. (1975) é tido como um causador de cancro em experiéncias realizadas em
laboratério com ratos, nos quais se observou a ocorréncia de cancro do estomago. Esta
situagao fez com que o Departamento de Salde, Educagao e Bem- Estar dos EUA removesse
o CYC da lista das substancias geralmente reconhecidas como seguras (Generally
Recognized As Safe - GRAS).

Contudo, outros estudos realizados neste ambito nao demostram que exista uma
relagao entre o CYC e o cancro, no entanto, continua proibido nos EUA, aguardando uma
renovagao para que possa nhovamente ser reconhecido pela FDA (CFSAN, 2009).

No que diz respeito ao ACE-K, o seu poder edulcorante é 200 vezes superior ao da
sacarose. Possui também um sabor amargo. O ACE-K ¢ utilizado em cerca de 90 paises nos
quais, de acordo com Kroger et al., (2006) nao existem problemas de saide que estejam
associados ao seu consumo e que estejam referenciados cientificamente. Foi aprovado em
1994 através da Diretiva 94/35/CE.

Contudo, no ano de 2008, Bandyopadhyay et al. publicaram um estudo em que
mostram a ocorréncia de danos no DNA devido a exposi¢ao ao ACE-K.

Na década de 80 foram também publicados estudos referentes ao uso de SAC na
dieta alimentar de animais, sendo que, de acordo com Renwick (1986), existia alta incidéncia
de cancro da bexiga em ratos, derivado da aplicagao de doses altas de SAC na dieta
alimentar destes animais, o que levou a que fosse proibida no Canada. Posto isto, nos EUA,
todos os produtos que continham SAC tiveram que ser rotulados, derivado da ocorréncia

de cancro em animais de laboratério. Contudo, no ano de 2001, os EUA removeram a SAC
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da lista dos aditivos potencialmente cancerigenos, pois nao existia uma correlagao que
estabelecesse perigosidade para o consumo humano (Cohen, 2008).

Desta forma, o Canada' através de um memorando restabeleceu o uso da SAC como
aditivo alimentar. Simultaneamente, na UE, foi aprovado um memorando em que constava a
ingestao diaria admissivel, tendo sido fixado na ordem de 0-5 mg/kg do peso corporal.

No que diz respeito ao ASP este é 180 vezes mais doce que a sacarose, sendo que
sao necessarias apenas pequenas quantidades para adogar alimentos e bebidas. Ao mesmo
tempo, ao contrario do ACE-K, o ASP nao é estavel ao calor, pelo que este se deteriora nos
liquidos quando sao armazenados por longos periodos de tempo. O ASP é o éster metilico
do acido aspartico e da fenilalanina. No que se concerne aos seus metabolitos, o ASP é
hidrolisado originando fenilalanina, acido aspartico e metanol.

E ainda de denotar que nos casos dos individuos que possuem défice de
fenilalaninahidroxilase pode gerar atrasos mentais do crescimento, microcefalia, convulsoes,
tremores entre outros. Os doentes nao tratados subsequentemente desenvolvem deficiéncia
intelectual, alteragoes comportamentais (hiperatividade) e alteragdoes motoras. Por esta
razao todos os produtos que contenham ASP tém que estar devidamente rotulados, para
que esteja assinalada a fonte de fenilalanina (Simintzi et al., 2007).

O ASP tem gerado controvérsia, sendo que é um dos edulcorantes que mais
questdes levanta ao nivel dos potenciais problemas de saiude associados ao seu consumo.
Contudo, a EFSA considera este edulcorante como seguro, tendo em conta os estudos
clinicos e toxicoldgicos realizados (Simintzi et al,, 2007).

No que diz respeito a SUC, ela é termicamente estavel, sendo eliminada de forma
inalterada através das fezes (Roberts et al., 2000). De acordo com Grice e Goldsmith (2000
a) existem mais de cem estudos de seguranga que comprovam que o consumo de SUC nao
constitui qualquer tipo de risco para a seguranga humana. A SUC foi descoberta no ano de
976, estando presente na atualidade em mais de 80 paises. Nos EUA, a autorizagao da SUC
surgiu no ano de 1998, sendo que apenas em 1999 é que se verificou o seu alargamento ao
nivel de bebidas e alimentos (US/FDA, 1999) e na EU em 2003 através da Diretiva
2003/115/CE.

' HealthCanada,Ottawa(2007)http://www.hc-sc.gc.ca/fn-an/securit/addit/sweetener-edulcor/saccharin_prop-
eng.php
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2. Carateristicas dos Edulcorantes

De entre os edulcorantes intensos, sintéticos mais usados e com maior incidéncia no
meio aquatico, destacam-se o ACE-K, o ASP, o CYC, a SAC e a SUC.

As caracteristicas, estruturas e propriedades dos edulcorantes intensos apresentam-se
nas tabelas | e 2, respetivamente.

Assim no que se refere as carateristicas, pode destacar-se que o ACE-K consegue
manter a sua estabilidade a altas temperaturas, sendo mais utilizado nas bebidas e
chocolates. Possui uma docgura de facil percecao, tendo também um poder adocgante
duzentas vezes maior que a sacarose.

Por sua vez, o ASP nao suporta temperaturas elevadas, na medida em que perde o seu
poder edulcorante, no entanto, tem uma boa dissolucio em liquidos quentes. E ainda o
edulcorante que mais se assemelha a sacarose, possuindo igualmente um poder adogante
200 vezes superior ao da SAC.

O CYC nao perde o seu sabor a temperaturas elevadas, podendo desta forma ir ao fogo
tendo um poder adogante cerca de quarenta vezes mais elevado que a SAC.

A SAC possui a capacidade de adogar quando combinada com temperaturas elevadas.
Tem um sabor que se carateriza por um gosto residual doce, tendo um poder adogante
trezentas vezes maior do que a SAC.

A SUC resiste bem a temperaturas altas, sendo também parecido com a sacarose. Foi
sintetizada a partir da molécula do agucar de cana, tendo sido introduzidos trés atomos de
cloro. Possui um sabor entre seiscentas a oitocentas vezes superior a da sacarose.

No caso do NEO, a sua estrutura relaciona-se estreitamente com o ASP. E entre 7.000 a
13.000 vezes mais doce do que a sacarose. Embora idéntica ao ASP a libertagao de
fenilalanina é quase insignificante. Os produtos que contém NEO niao sio obrigados a
possuirem um roétulo que designe fontes possiveis de fenilalanina (Duffy e Sigman-Grant,

2004).
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Tabela | - Principais carateristicas dos edulcorantes sintéticos (United States Recommended

Daily Allowance (USRDA)).

agucar em produtos

assados.

Quantidade
Poder equivalente a | Calorias
Edulcorante Estabilidade Sabor edulcorante I colher de (Kcal/g) Tipo
relativament sopa de
e a sacarose sacarose
Estavel a altas
temperaturas. Muito Sem sabor 200 vezes 24 mg 0 Artificial.
utilizado em bebidas, residual. superior Derivado de
Acesulfame -K chocolates, geleias, Sabor doce acido acético
produtos lacteos, gomas de facil
e em panificagdo. percegao
Artificial. Ester
Perde o poder de adogar E o mais 200 vezes 24 mg 4 metilico da
Aspartame a altas temperaturas. Boa parecido superior fenilalanina e do
dissolugao em liquidos com acido aspartico
quentes. sacarose
Suporta alta temperatura  Possui sabor Artificial.
Ciclamato nao perdendo o seu residual 40 vezes 121,5 mg 0 Derivado do
poder edulcorante agridoce superior petréleo
Suporta alta temperatura  Deixa gosto 300 vezes Artificial.
Sacarina nao perdendo o seu residual, superior 16 mg 0 Derivado do
poder edulcorante metalico petréleo
Idéntico a Artificial. Obtida
Resiste bem a altas sacarose, 600 a 800 6g 0 a partir da
Sucralose temperaturas nao deixa vezes superior molécula de
gosto aglcar de cana
residual modificada em
laboratério
E estavel ao calor,
podendo ser utilizado a Tem um 7000 a 13 000
temperaturas elevadas sabor doce  vezes superior 0
Neotame durante o cozimento, mesmo em
tornando-o adequado niveis
como um substituto do residuais.
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Tabela 2 - Estruturas e propriedades dos edulcorantes intensos (adaptado de Lange,

Scheurer & Brauch, 2012).

ACE-K CcYcC SAC SUC ASP NEO
5 Ho
= : P g
Estrutura o?\\S{JN . o p O ’ Si % njg)\on ,z:im ) Y\(LOL N /;EEHB Hooc/\'ﬁ” O ook,
Forma CH:NO.,S C,H;NO;S C,H:NO;S C,H,Cl;04 CHsN,O CyoH30N, O
Molecular
Massa
Molecular 163.15 179.24 183.19 397.63 294.31 378.47
em (g/mol)
Equivaléncia 200 30 300 600 160-220 7000-13000
a sacarose
Solubilidade
em agua 270 (20 1000, 133 4 283 (20 °C) ~10 (25 °C) 12.6
(g/'L) °C)
pK.? 2.0 1.9 2.2 1.8 3.19e787 3.01 e8.02
Log Kow” -1.33 -1.61 0.91 -1.00 0.07 2.39 (espécie ndo
-0.51 £0.05 ionica)
Excrecdo 100 % Principalmente Principalmente > 92% inalterado Degradacao <2%
humana inalterado inalterado, inalterado metabdlica desesterificacdo
variagoes inter- completa em acido principal via
individuais na aspartico, metabdlica
conversao para fenilalanina e
ciclohexilamina metanol
ADI mg/kg 9 7 5 I5 40 2
peso corpo

3. Edulcorantes em aguas

Os edulcorantes, tal como ja foi referenciado, sao usados como um substituto do agucar,

seja nos alimentos, bebidas ou em produtos de higiene e de farmacia. Contudo a presenca

destes neste meios tem vindo a ser alvo de preocupagao para varios investigadores, que

levaram a cabo estudos com o intuito de determinar qual ou quais os edulcorantes que mais

se encontram presentes nos meios aquaticos.

Os edulcorantes sao contaminantes de aguas residuais. A sua contaminagao ocorre de

forma muito especifica. Face a outros contaminantes emergentes, como os da indUstria
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farmacéutica e os produtos de higiene pessoal, os edulcorantes artificiais tém sido
reconhecidos nas ciéncias ambientais (Giger, 2009).

Os edulcorantes artificiais tém vindo a receber bastante atencao por parte dos
investigadores, devido ao fato de se encontrarem presentes de forma permanente nos
ambientes aquaticos (Buerge et al, 2009; Houtman, 2010; Scheurer et al, 2009; Van
Stempvoort et al., 201 1).

Desde 2009 surgiu uma preocupagao e uma emergéncia na realizagao de estudos sobre
os efeitos da contaminagao dos edulcorantes ao nivel ambiental, nomeadamente no que diz
respeito ao ACE-K e a SUC, provavelmente devido a sua maior estabilidade. Estes
comegaram a surgir em ambientes aquaticos em concentragdes consideraveis, sendo que
estas comecgaram a ser mais elevadas do que para a maioria dos produtos farmacéuticos e
produtos de higiene pessoal (PPCPs), ou de outros produtos quimicos e organicos de aguas
residuais (Buerge et al., 2009).

A ocorréncia destas concentracoes de ACE-K e de SUC manifestam persisténcia, para
além de uma elevada solubilidade na agua, fazendo com que sejam considerados marcadores
quimicos seguros. Assim, ao usar-se o ACE como um marcador quimico de agua, consegue-
se detetar até 1% mesmo nos recursos que derivam das aguas residuais (Buerge et al., 2009).

Portanto, e o ACE e a SUC constituem-se enquanto mecanismos de utilidade ao nivel
de marcadores de agua, da mesma forma, alguns edulcorantes sao também precursores de
produtos de oxidacdo que se podem formar durante o processo de tratamento de aguas
residuais, ou ainda por tratamento com ozono que ocorre através dos processos de
ozonizagao na distribuigao de agua (Scheurer et al., 2011).

Tendo em conta que os edulcorantes se utilizam como aditivos alimentares, estes sao
testados de forma sistematica, com o intuito de se despistarem eventuais danos prejudiciais,
ou efeitos adversos para a salde dos individuos (Kroger et al., 2006; Renwick, 1986; Schilfan
et al., 1993).

Uma vez que a concentragao de determinados edulcorantes é da ordem de
microgramas por litro, ao nivel de aguas superficiais, subterraneas e de agua potavel, existe
uma margem de seguranga bastante consideravel que previne potenciais efeitos prejudiciais
para a salde, atendendo ao facto que as ADIs recomendadas se encontram num intervalo
situado entre 5 a 50 mg/kg de peso corporal por dia (Kroger et al., 2006).

Varios estudos tém sido feitos nos diferentes tipos de aguas e em varias regices do
globo, de modo a inferir da presenga de edulcorantes e, no caso de existirem, qual a sua

concentragao. Serve a tabela 3, para demonstrar o acima citado.
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Tabela 3 - Niveis de edulcorantes intensos em diferentes tipos de agua.

Pais Tipo de Concentracdo (ng/L) Bibliografia
Agua ACE-K ASP CcYC NEO SAC SsucC
Residuais:
e ETAR l.16x10% 64.7  2.76x10% 36.6 1.03x10*  2.06x10?
afluente
e ETAR 1.03x10% n.d. 133 n.d. 242 1.85%107
efluente
Superficiais: (Gan, Sun,
o Rios (n=3)  273x10°  nq.-  205-  nq.-— 193-746 287-311 | Feng Wang,
China 4.65x10° 76.8 313 25.4 & Zhang,
Tianjin 2013)
e Mares (n=3) 875 _ n.d. 62.7 - n.d. 99.7 - 53.9-974
355102 252 249
Subterraneas 24.8-45.7 n.d. 6.10 - n.d. 11.3-80 nd.-129
(n=2) 50.6
Torneira 786 — 824 nd.  29-354 n.d. 475 - 113 - 171
(n=3) 65.1
Canada
Brantford | Superficiais: 550 - 1590 - < mdl (6) - 180 — -
¢ Rios (n=7) , 240 350
Cambridge | Subterraneas <mdl (4), < - <mdl (8) - <mdl (7) -
ARS (n=9) n.g. (3) 40 - - , 10 - , <n.q. -
390 ()
Kitchener | Subterraneas 80— 120 - <mdl (4) - <n.q. (3) - (Spoelstra et
ARS (n=4) .70 al., 2013)
Waterloo | Subterraneas 55 _ |30 - <mdl (8) - <mdl (2) -
(n=8) <n.q. (6)
Superficiais
Grand (n=57) <mdl — - <mdl — - <mdl-  <mdl - 21000
River 3600 880 7200
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Tabela 3 - Niveis de edulcorantes intensos em diferentes tipos de agua (continuagao).

Pais

Tipo de

Concentracdo (ng/L)

Bibliografia

Agua ACE-K ASP CcYC

NEO

SAC

SuUC

EUA

Canalizada - - -

<mdl - 2900

Engarrafada

(n=22) - - -

<mdI|

<mdl - 1800

Residual

(n=26) - - -

<mdl - 10000

(Spoelstra et
al,, 2013)

Europa

Alemanha

Suécia

Suica

Superficiais 270 — 2700 - 30-320

(n=23)
2000* -

Subterrinea 250%

(n=3-4)

Canalizada 2100 - 3600 - 100 —
(n=24) 240

Superficiais - - -

(n=15)

Engarrafada - - -

(n=3)

Superficiais
(n=80)

Subterrinea

(n=20)

<mdI| - - -

10000

<mdI| -

6900

<mdl| -

130

10 - 350

10%

30-110

<mdI| -

180

10-110

50*

120 - 160

<mdl - 3560

110-410

<md| - 600

(Spoelstra et
al.,, 2013)

n.d. = nao detetada (<LOD);

n.q. = detetada mas nao quantificada (<LOQ);
< mdl| = inferior ao limite de detegao minimo;
ARS = esquema de recarga artificial;

* = valor maximo reportado;

- = nao avaliado.
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Em 2009, Buerge et al,, realizaram investigagoes na Suica com o intuito de documentar a
ocorréncia generalizada de edulcorantes nas aguas residuais, afluentes e efluentes, aguas
subterraneas, rios e agua de consumo. Neste estudo destacou-se a presen¢a de quatro
principais edulcorantes: ACE, CYC, SAC e SUC.

Estudos levados a cabo na Suécia, em duas estagoes de tratamento de aguas residuais
(ETAR), e na Suica, em quatro ETARs, demostraram que, em aguas com bastante lama, nao
existe uma absorcao significativa dos edulcorantes, nomeadamente de ACE-K, CYC, SAC e
SUC (Buerge et al., 2009; Brorstrom-Lundén, 2007).

Nos EUA, foram analisadas cinco afluentes de aguas residuais, provenientes de trés
locais distintos, tendo em conta o ASP, a SAC e a SUC, sendo que a maior parte dos dados
sobre a ocorréncia de edulcorantes artificiais em aguas residuais encontra-se apenas
disponivel para a SUC. Estas andlises ocorreram em afluentes de estagcoes de tratamento de
aguas, tendo sido realizados estudos em paises como a Suécia, Sui¢a, Alemanha, Canada.
(Thurman, 2010)

De acordo com Mead et al, (2009), no caso dos EUA, apenas os dados de oito fossas
sépticas € que se encontram disponiveis, na medida em que a partir das analises realizadas
nos afluentes, as diferencas concretas de cada pais no consumo de SUC podem ser
reconhecidas de forma clara.

Na Suica, tendo em conta as estimativas calculadas, o ACE-K foi o edulcorante mais
detetado de forma sistematica nas amostras de agua. Assim, devido a sua persisténcia contra
a degradaciao microbiana, o ACE-K pode constituir-se enquanto um marcador de agua para
aguas municipais (Buerge et al,, 2009, 201 I).

Os estudos realizados por Mead et al.,, (2009), Buerge & Poiger (2011), Minten et al,
(2011), Scheurer et al., (2011), Soh et al, (2011) e Torres et al., (2011) corroboram outros
estudos realizados em que o ACE é o edulcorante mais frequentemente detetado nos meios
aquaticos. Para além deste, a SAC, o CYC e a SUC afiguram-se também presentes, mas com
concentragoes bastante mais baixas em relagao ao ACE que se apresenta em teores mais
elevados. Por sua vez a dicetopiperazina (DKP), um metabolito do ASP, foi também detetada
mas apenas em aguas residuais, com uma concentragao de até 200 ng/L. Esta situagao podera
ser explicada pelo fato de que a DKP nao possuir estabilidade na agua.

O ACE-K e a SUC sao os edulcorantes que mais se mantém inalterados, o que denota a
sua estabilidade (Grice e Goldsmith, 2000). Os estudos realizados demonstram contudo que
estes edulcorantes sao seguros, quer para animais, quer para humanos, sendo que sao

substancias de uso frequente, estando aprovadas em mais de 70 paises.
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De acordo com Scheurer et al, (2010) e Minten et al., (201 1) s6 é possivel eliminar uma
proporgao significativa de SUC através de tratamentos com carvao ativado. De acordo com
os autores supra, este sera o método ideal para que ocorra uma diminuigao substancial da
sua presenca. Assim, face ao exposto tanto a SUC como o ACE devido a combinagao das
suas carateristicas — grande estabilidade, alta solubilidade em agua e ainda o seu uso
generalizado pelos seres humanos — sao potenciais marcadores ideais entre as atividades
humanas no ambito do ambiente aquatico (Mead et al,, 2009; Soh et al, 201 1).

Os estudos efetuados nas aguas de superficie sobre a ocorréncia de edulcorantes
artificiais, incluindo aguas doces e do mar, mostraram que a SUC é o edulcorante mais
estudado. Este estudo abrangeu 20 paises da UE, nos quais foram recolhidas 120 amostras
(Loos et al., 2009).

Em 2008, na Suica os estudos realizados para avaliar a presenga de SUC em quatro
lagos, demonstraram a sua auséncia. As razoes de tal situagao podem ser de varia ordem,
nomeadamente o limite de quantificagao ser alto (0,2 pg/L), ou ainda pelo facto de este
edulcorante ter entrado tarde no mercado deste pais, em comparagao com outros
edulcorantes (Buerge et al, 2009).

Para além dos estudos relativos a agua doce, outros incidem sobre a agua do mar, no
qual se detetou a presenga de SUC. De acordo com Mead et al., (2009), a SUC foi assinalada
em concentragoes que oscilam de 0,0008 a 0,39 mg/L em aguas do mar do litoral nos EUA,
sendo que mesmo com a colheita de duas amostras das correntes do Golfo, a presenca
deste edulcorante foi encontrada em baixa concentragao, apresentando valores de 0,0008 e
0,068 mg/L.

No que se concerne as aguas subterraneas, estas tém merecido a atengao por parte dos
investigadores, na medida em que a sua contaminagao pode resultar da infiltracao das aguas
de superficie (Buerge et al., 2009 & Scheurer et al., 2010 a)

Os estudos intensivos de Buerge et al, (2009) mostram que os quatro principais
edulcorantes analisados, ACE-K, CYC, SAC e SUC, e que foram detetados em aguas
residuais, foram também encontrados nos aquiferos subterraneos. Destes, destacou-se o
ACE-K, que se revelou mais persistente, tendo sido encontrado de forma frequente nas
amostras de agua subterranea, manifestando concentragoes mais elevadas face a todos os
outros edulcorantes analisados.

Ainda na Suiga, mais concretamente em Zurich, o ACE foi encontrado em 65 das 100
amostras analisadas, com concentragoes até 4,7 pg/L. Ao mesmo tempo, os valores mais

elevados de edulcorantes em aguas subterraneas foram encontrados no Canada, com valores
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maximos de 34 pg/L para o ACE, 0,98 pg/L para o CYC, 10 pg/L para a SAC e 24 pg/L para a
SUC (Lange et al., 2012).

Em aguas subterraneas, em que haja impacto de aguas residuais, ou em amostras de
aguas subterraneas rasas, VanStempvoort et al., (201 Ib) detetaram elevada presenca de ACE
Nas aguas residuais de uma fossa séptica de um acampamento, os teores encontrados foram
de varias dezenas de microgramas por litro, quando comparados com outros edulcorantes
investigados, como € o caso do CYC, SAC e SUC.

O segundo edulcorante que revela indices de persisténcia mais elevados é a SUC, no
entanto esta é detetada de forma menos frequente nas aguas subterraneas ou margens de
rios. Esta dete¢ao mais baixa também pode resultar de alguns fatores, nomeadamente a sua
quantificagao e a introdugao mais tardia nos paises em que decorreu a analise. Nos estudos
de Scheurer et al.,, (2010 a) foi encontrado CYC e SAC em aguas subterraneas e ribeirinhas,
no entanto as informagdes que estes estudos dispoem nao conseguem dar uma imagem
Unica da presenca estavel destes edulcorantes nestas massas de agua.

Contudo em Isarael, Scheurer et al, (2010 a) encontraram uma redu¢ao maior da
presenca de SUC em relagao ao ACE-K, sendo que neste estudo o tempo de residéncia da
amostragem do afluente estudado era de cerca de um ano e meio. O processo de redugao
da SUC pode ter diversas origens, como é o caso da absorgao no subsolo, ou ainda e de
forma mais frequente, a degradagao parcial do aquifero.

Face ao exposto, os processos de atenuagao natural podem passar por varias etapas,
como ¢é o caso da filtragcao de bancos de agua, passagem subterranea, processos biologicos e
filtros ativos. Ao mesmo tempo, devido a boa solubilidade dos edulcorantes na agua, existe a
tendéncia para que haja uma baixa absorgao por parte dos solos (Buerge et al., 201 I).

Tendo em conta os edulcorantes analisados, apenas o CYC e a SAC podem ser
removidos de forma eficaz nos processos de tratamento acima mencionados. Nos estudos
de Scheurer et al, (2010 a) foram analisados trés edulcorantes nas margens do rio Rhine. No
leito do proprio rio encontravam-se presentes de forma permanente CYC e SAC. Apesar de
apresentarem uma baixa taxa de incidéncia, esta permanéncia podera ser justificada, de
acordo com os autores, como resultado de uma degradagao biologica. Na mesma
experiéncia, e apos a ocorréncia de um atraso de cerca de uma semana no tratamento,
observou-se uma degradagao rapida, sendo que o CYC e a SAC foram removidos de forma
completa num periodo de tempo entre 15 a 20 dias.

No entanto, é de realgar que tanto o ACE como o SUC mantém-se praticamente

inalterados aquando dos processos de tratamento de esgotos.
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4. Métodos de determinacgao

No que se concerne a determinagao dos edulcorantes em ambientes aquaticos, nao
existem quer a nivel internacional ou nacional, métodos padronizados, no entanto sao varios
os métodos que vao sendo publicados na literatura cientifica, sendo que a instrumentagao
analitica usada permite a determinagao simultanea dos edulcorantes artificiais mais comuns
existentes na agua e inclui varias etapas: extragao, purificacao, detegao e quantificagao (tabela
4).

A primeira etapa consiste na filtragao das amostras recorrendo a filtros de membrana de
nitrato de celulose, filtros de fibra de vidro, ou recurso a um filtro biolégico que permite a
precipitacao do grupo fosfato seguida de nitrificagao/desnitrificagdo. Segue-se um processo
de purificagao recorrendo a extragao em fase solida (tabela 4).

Os edulcorantes sao posteriormente detetados e quantificados por cromatografia liquida
com detecgao por massa (LC-MS/MS, LC-HMRS, LC-TOF/MS, UHPL-MS/MS, HPLC-ESI-
MS/MS e UPLC-MS/MS) (Buerge et al., 2009; Ferrer e Thurman, 2010; Gan et al,, 2013; Lange
et al, 2012; Ordonez et al, 2012; Perkola e Sainio, 2014; Scheurer, Brauch e Lange, 2009;
Tran, Hu e Ong, 2013; Wu et al., 2014).

No que diz respeito a cromatografia em camada fina, alguns investigadores recorrem a
sua utilizagao para a determinagao de SUC em afluentes de esgotos, aguas de superficie e de
consumo (Morlock et al., 2011).

Ao nivel da estabilizacdo, pode-se referir que esta é de especial importancia nas
amostras de aguas residuais face aos edulcorantes nao persistentes, destacando-se o SAC e
CYC. Nos seus estudos, Oppenheimer et al,, (201 1) referem que adicionaram as amostras
azida de sodio e acido ascorbico para destruir qualquer oxidante residual. Contudo, referem
que a aplicagao deste procedimento de estabilizagao, apenas foi plausivel através do
processo de comparagao com os procedimentos de estabilizagao usados em PPCPs, nao

sendo aplicados e testados de forma concreta na SUC.
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Tabela 4 - Metodologias analiticas usadas para determinagao de edulcorantes intensos em aguas.

Tipo de agua Edulcorantes Extracdo/Purificacdo Detecdo e Bibliografia
Quantificacao
Residual Filtragao por filtros de membrana de LC — MS/MS
Canalizada ACE-K; ASP; nitrato de celulose (0.45 pm, 47 mm)
Rio CYCG; SAG; SPE: Colunas Poly-Sery PWAX (60 mg, 3 (Gan et dl,, 2013)
Mar NEO; SUC mL)
Subterranea
Residual ACE-K; ASP; Filtragdo LC — MS/MS
Superficial CYC; SAG; LC — HRMS (Lange et al,, 2012)
Subterranea SucC SPE
Costeira
ACE-K; ASP; Precipitagdo do grupo fosfato seguida de  LC — MS/MS
Superficial CYC; SAG; nitrificacao/desnitrificagdo usando um (1200 SL HPLC) (Scheurer, Brauch,
NEO; SUC filtro biologico LC — RP (Zorbax & Lange, 2009)
SPE: Bakerbond SDBI(200 mg; 6 mL) Eclipse XDB-C8)
ETAR ACE-K; CYC; SPE Online LC — MS/MS (API (Buerge et al.,
SAC; SUC 4000) 2009)
Superficial ACE-K; ASP; Filtragdo combinando pré-filtros de fibra  LC — High (Ordéhez et al.,
Residual CYC; SAG; de vidro e filtros de nitrocelulose (0.45 Pressure 2012)
SucC pm) SPE: colunas Oasis HLB (200 mg) (ProStar 210)
Subterranea ASP; SAC; SUC  Filtros de membrana (0.2 um) LC/TOF — MS
Residual SPE: colunas Oasis HLB (500 mg, 6 mL) (Agilent Series (Ferrer &
1200) Thurman, 2010)
Subterranea ASP; CYC; Filtracao combinada de filtros de fibra de HPLC — ESI —
Superficial SAC; SUC vidro (1.2 ym) e filtros de membrana MS/MS (Tran, Hu, & Ong,
Residual (0.45 pm) 2013)
SPE: Chromabond HR-X (500 mg, 6 mL)
ACE-K; SUC Filtracdo UHPLC — MS/MS
Potavel Detecdo LC —
uv (Wu et dl,, 2014)
LC — MS/MS
GC-FID
Lagos ACE-K; CYC; Filtros de fibra de vidro (GF/A 1.6 um) LC - UPLC - (Perkola & Sainio,
Rios SAC; SUC SPE: Oasis WAX (150 mg, 6 mL) MS/MS 2014)
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Conclusao

Os edulcorantes artificiais foram recentemente encontrados em aguas residuais,
superficiais, subterraneas e canalizadas. A quantificagao destes compostos nos varios tipos de
agua é o primeiro passo para perceber a importancia deste tema (Mawhinney et al., 201 1).

Apos a exposicao dos estudos, salienta-se que sao seis os edulcorantes, ACE-K, ASP,
CYC, SAC, SUC e NEO, que mais se destacam nas analises realizadas em meios aquaticos,
sendo que dentro deste grupo destaca-se o ACE-K, CYC, SAC e SUC, com maior
ocorréncia nos ciclos de agua.

E de salientar que alguns apresentam uma concentragio elevada na 4gua, sendo que a
sua presenga no meio ambiente diminui consoante se desenvolve a degradagao bioldgica,
principalmente a SAC, o CYC e em determinada medida a SUC. A sua diminuigao também
ocorre através da diluicao, como sao os casos da SUC e do ACE-K. Os niveis destes dois
tltimos edulcorantes, nas aguas de superficie e subterrineas ou aguas destinadas ao
consumo humano, podem ter uma variagao de microgramas por litro.

Os edulcorantes artificiais mais persistentes sao o ACE-K e a SUC, considerados
marcadores antropogénicos na maioria das publicagdes, e constituem-se como uma das
variagoes poluentes antropogénicas mais conhecidas (Lange et al, 2012).

Tem sido cada vez mais possivel uma quantificacao precisa dos edulcorantes nas aguas
residuais, superficiais e de consumo, o que é extremamente importante. Devido ao uso dos
edulcorantes como aditivos alimentares, a sua ocorréncia no ambiente aquatico devera ter
especial atengao, principalmente no que diz respeito a qualidade da agua para consumo uma
vez que esta podera ser negativamente influenciada pelos potenciais metabolitos cujo efeito
até a data nao é completamente conhecido (Scheurer et al., 2009).

E de salientar ainda que a ocorréncia de edulcorantes na agua pode diferir muito de pais
para pais. Tal facto depende das situagoes e dos anos de aprovagao, ou seja, se ja se
encontram ha mais anos no mercado ou nao, e do préprio uso.

A literatura cientifica salienta também que nao existem ainda muitos estudos sobre as
questoes ecotoxicoldgicas do impacto da SUC, na medida em que este foi o primeiro
edulcorante a ser detetado no ambiente, ao mesmo tempo sendo o ACE-K, o segundo
edulcorante mais persistente.

O ACE-K é um exemplo de um edulcorante que permanece estavel em aguas residuais

tratadas e nao tratadas, sendo portanto dificil distinguir a origem da contaminagao. Assim
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sendo, os edulcorantes artificiais podem servir como indicadores da agao antropogénica do
homem ou outros contaminantes das aguas residuais, subterraneas e superficiais.
Em suma, os efeitos reais dos edulcorantes artificiais nos biotas aquaticos, aguas de

superficie e subterraneas sao de certa forma desconhecidos.
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