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A spectrophotometric method was developed for determination of aspartame (N-L-o-aspartyl-L-
phenylalanine 1-methyl ester) in dietary products based on the reaction of this sweetener with
ninhydrin. Effects of organic solvents, ninhydrin concentration (2.0x10"3- 4.0x102M), KOH con-
centration (0.005-0,12M), temperature (25-55°C) and interference substances were evaluated. The
best conditions found were 1:1 V/V methanol/isopropanol, 2.0x10-2M ninhydrin, 0.03M KOH, tem-
perature of 55°C, reaction time of 10 min. The analytical curve was linear within the 2.0x10°5 -
2.0x10* M range. The molar absorptivity was 8.9x10° 1 mol'! cm™ at 603 nm, and the detection
limit (3s blank/m) was 1.96x10°M of aspartame. The method was sucessfully used for assay of
aspartame in several dietary products, presenting a relative standard deviation of 3.5% and a
recovery of aspartame from various dietary products of 94.6 to 103.0%.
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INTRODUCAOQ

Aspartame (C14H3N20s) ou éster metilico da N-L-o-
aspartil-L-fenilalanina foi sintetizado acidentalmente em 1965,
a partir do metanol, dcido L-aspértico e L-fenilalanina por J.
M. Schlatter'?, quando tentava-se preparar um sedativo para
ulceras. Este dipeptideo de baixa caloria, € branco, cristalino e
inodoro, com uma dogura de 180-200 vezes a da sacarose’.
Introduzido nos EUA sob o nome de “NutraSweet” € atual-
mente o adogante artificial de maior comercializagdo no mun-
do e no Brasil vem sendo empregado em diversos produtos
dietéticos como adogante de mesa, refrigerantes, iogurtes, re-
fresco em p6, gelatinas, pudins, chds e sorvetes®.

O aspartame tem sido determinado em diversos produtos
dietéticos por vérias técnicas cromatogréficas®!”. Dentre estes
métodos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)* 10
¢ a técnica mais utilizada para as determinagbes deste
edulcorante, devido & sua seletividade e sensibilidade. No en-
tanto, esta € uma técnica de alto custo e trabalhosa para algu-
mas amostras.

Renneberg et alii'! desenvolveram um sensor amperométrico
microbiolégico para determinacio deste adogante usando célu-
las de Bacillus subtilis imobilizadas diretamente em uma mem-
brana de um eletrodo de oxigé€nio. Este biossensor apresentou
boa estabilidade e sensibilidade, todavia glicose, L-fenilalanina
e 4dcido L-aspdrtico interferem fortemente, comprometendo as-
sim a seletividade do método.

Fatibello et alii'?> construiram um eletrodo bienzimatico
sensivel a aspartame, pela co-imobilizagdo da Carboxipepti-
dase A e L-aspartase em um eletrodo de aménia. A resposta
do eletrodo foi linear no intervalo de concentragio de aspar-
tame de 4,25x10* a 8,10x10M com uma inclinacio de -45
mV/década. O eletrodo apresentou boa seletividade e foi usa-
do na determinagdo de aspartame em diversas amostras
dietéticas, no entanto possui um tempo de vida de aproxi-
madamente 25 dias (500 determinagSes por membrana enzi-
mética) em virtude da baixa estabilidade da enzima L-
aspartase.
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Atmaca et alii'® propuseram um procedimento fluorimétrico
para a determinagio de aspartame. O edulcorante foi excitado
a 436 nm e sua fluorescéncia medida a 523 nm. Entretanto, o
método se mostrou demorado (30min/determinacdo) e traba-
lhoso, exigindo aquecimento das amostras a 70°C, antes das
determinagdes.

Ha relatados na literatura alguns métodos espectrofotomé-
tricos na regido do visivel'*!? para a determinagio deste com-
posto usando dietilditiocarbamato de sédio'*1?, 4-dimetilami-
nobenzaldeido'®, p-benzoquinona!’ e ninidrina'®!®, Enquanto
nos dois primeiros leucina e alguns corantes causam fortes
interferéncias, aquele usando p-benzoquinona é afetado pela
presenca de diversos corantes presentes nas amostras. Amino-
dcidos com o-aminogrupos interferem no método colorimétri-
co da ninidrina, mas este método é o mais sensivel dos méto-
dos colorimétricos e a grande maioria das amostras de interes-
se ndo contém estes aminodcidos, especialmente aquelas séli-
das onde o aspartame possui boa estabilidade. Lau et alii'®
determinaram aspartame em diversos produtos dietéticos em
carbonato de propileno num intervalo de concentragdo de 7,5-
35,0 ppm. Apds sua extragdo com esse solvente, o aspartame
foi colocado para reagir com ninidrina durante 20 minutos a
100°C e a absorbéncia do composto formado (Ruhemann) foi
medida a 585 nm. Nesse comprimento de onda, tanto a maijoria
dos corantes como os aminodcidos presentes nas amostras nio
interferiram no método, uma vez que a etapa de extragio com
carbonato de propileno aumentou significativamente a seletivi-
dade do método.

No presente trabalho, desenvolveu-se um método alternati-
vo para determinacdo espectrofotométrica de aspartame em
diversos produtos dietéticos comerciais. O efeito de diversos
solventes orglnicos, concentragio de ninidrina, concentragio
de KOH, temperatura, tempo de reagfo e substincias concomi-
tantes sobre a reagdo colorimétrica de aspartame com ninidrina
foi investigado. No meio reacional de metanol/isopropanol 1:1
V/V e KOH 0,03M o método espectrofotométrico proposto
mostrou-se rdpido, pritico e mais sensivel que aquele proposto
por Lau e colaboradores'®,
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Equipamentos

Todas as medidas espectrofotométricas do composto de
Ruhemann foram feitas em um espectrofotometro de feixe
duplo Varian, modelo DMS 100 com cubeta de quartzo com
espessura de 1,0 cm. Utilizou-se uma centrifuga Fanem, mode-
lo 206-R. Nas medidas de pH, empregou-se um pH-metro di-
gital Micronal, modeio B-374. No estudo do efeito da tempe-
ratura sobre a reagdo colorimétrica foi usada uma célula de
vidro de 30,0 ml com camisa para a circulacio da dgua de um
banho termostitico Tecnal, modelo DDS -100.

Reagentes e Solugdes

A solugio estoque de aspartame 3,4x10> M foi preparada
pela dissolugdo de 100 mg desse edulcorante (Sigma) em 100
ml da mistura de solventes metanol/isopropanol 1:1 V/V. As
solugdes de trabalho nas concentragdes de 2,0x107 - 2,0x10*M
foram obtidas por diluigdo a partir da solugdo estoque, com a
mistura dos mesmos solventes.

A solugdo de ninidrina 0,10M foi preparada pela dissolugdo
de 1,781g desse reagente (Merck), com metanol/isopropanol
1:1 em um baldo volumétrico de 100 ml.

A solugiio de hidréxido de potdssio 0,15M foi preparada
pela dissolugdo de 0,421g de KOH (Mallinckrodt) em 50 ml da
mistura de solventes metanol/isopropanol 1:1 V/V. No estudo
do efeito da concentragdo de KOH sobre a reagdo colorimétrica
esta solucgdo foi adicionada ao sistema na concentragdo neces-
sdria, variando-se o volume.

Diversas solugdes de edulcorantes (sacarina e ciclamato),
acidulantes (dcido citrico e dcido fumdrico), carboidratos (sa-
carose, lactose e glicose), corantes (tartrazina, amarelo crepis-
culo e bordeaux-S), sorbitol e manitol foram estudados como
possiveis interferentes, nas concentracdes de até cinco vezes
daquela de aspartame (8,0x10°M).

Preparagio das amostras e procedimento analitico

Duzentos miligramas das amostras sélidas de gelatina, re-
fresco, pudim (Produtos Alimenticios Fleischmann & Royal
Ltda, Jundiai-SP) e adocante de mesa (Boehringer De Angeli
Quimica e Farmacéutica Ltda, Itapecerica da Serra-SP), foram
pesados e transferidos para um erlenmeyer com tampa de vidro
esmerilhada contendo 10 ml de metanol/isopropanol 1:1 V/V e
agitado com agitador magnético durante 2-3 minutos. Apés
centrifugacdo e filtragdo em cadinho de Gooch, o filtrado foi
transferido para um baldo volumétrico de 25 ml e o cadinho
foi lavado com 2-3 ml da mistura destes solventes e adiciona-
do no mesmo baldo volumétrico. Em seguida 5,0 ml de solu-
¢do de ninidrina 0,10M e 5,0 ml de KOH 0,15M foram adicio-
nados ¢ seu volume completado para 25 ml com metanol/
isopropanol 1:1 V/V. Ap6s 10 minutos, o produto formado na
reacdo entre a ninidrina e o aspartame (composto de Ruhe-
mann) nesta mistura de solventes foi medido no comprimento
de onda de 603 nm. No estudo do efeito da temperatura sobre
a reagdo colorimétrica, o volume de 25,0 ml do baldo volumé-
trico foi transferido para uma célula de vidro com agitagio e
apds aquele tempo supramencionado, uma aliquota de 3,0 ml
foi resfriada a temperatura ambiente e transferida para a cubeta
do espectrofotémetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Similarmente 2 reacio da ninidrina (b) com aminoécidos?,
em uma primeira etapa, este reagente fortemente oxidante oca-
siona a oxidagdo descarboxilativa do aspartame (a) com forma-
¢do de hidridantina (c), aldeido (d), diéxido de carbono (e) e
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amdnia (f) (Figura 1). A amoénia (f) e a hidridantina (c) assim
formados reagem com uma segunda molécula de ninidrina (b)
produzindo um composto azul intenso (composto de Ruhe-
mann). Como pode ser observado no esquema apresentado
nesta figura, apenas o dtomo de nitrogénio presente inicial-
mente na molécula do aspartame (a) estd presente no composto
formado (g). Este composto azul apresenta duas absorbancias
méximas nos comprimentos de onda de 400 e 603 nm. Apesar
de apresentar maior sensibilidade em A=400 nm, o comprimen-
to de onda igual a 603 nm foi usado em todo este trabalho,
uma vez que a maioria dos corantes encontrados nos produtos
dietéticos (amarelo crepisculo, tartrazina, amaranto, eritrosina,
vermelho 40 e ponceau 4R), absorvem significativamente na
regido de 410-520 nm e também pela auséncia de absorgdo do
aspartame (A=252, 257 e 263 nm), ninidrina (A=363nm) e sol-
ventes usados. A Figura 2 mostra o espectro de absorgio
molecular do composto de Ruhemann obtido em metanol/
isopropanol 1:1 V/V,

Efeito do solvente sobre a reagiio colorimétrica

Inicialmente, estudou-se a reagdo do aspartame com a
ninidrina em tampéo fosfato-acido citrico e acetato nos valores
de pH variando de 3,4 a 6,8. No entanto, nenhuma reagéo com
desenvolvimento de cor foi observada em meio aquoso neste

f I
HyN — CH — C —NH—CH—C— 0—CH,

CHa CH,
I
COOH
(a)
0
OH
oH
o
(b)
o
H
+ R—C—H +COp + NHy
H Il
0
(c) (d) (e) (f)
0
OH
oH
0
(b)
0 0
] I
c c
@ NemNe :@ + 2H,0
’ \
ﬁ ¢
8 b
(g}

Figura 1. Esquema simplificado da reagao descarboxilativa do aspar-
tame (a) com a ninidrina (b) com formagdo de hidridantina (c), aldeido
(d), dioxido de carbono (e) e aménia (f). A hidridantina e aménia
formados reagem com um segunda molécula de ninidrina produzindo
0 composto de Ruhemann.
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Figura 2. Espectro de absorgdo molecular do composto de Ruhemann
em metanol/isopropanol 1:1 V/V.

intervalo de pH, mesmo em temperaturas acima de 25°C. As-
sim, investigou-se esta reacdo colorimétrica em diversos sol-
ventes orginicos como acetona, acetato de etila, benzeno,
butanol, carbonato de propileno, cloroférmio, ciclohexano,
dicloroetano, diclorometano, etanol, éter etilico, hexano,
hexanol, isobutanol, isopropanol, metanol, metil isobutil cetona,
octanol, propanol, tetracloreto de carbono e tributil fosfato.
Desses solventes, no isopropanol obteve-se maior sensibilidade
(maior sinal analftico), seguido de propanol, etanol, carbonato
de propileno, butanol e metanol, respectivamente. A sensibili-
dade do método espectrofotométrico diminui com o aumento
da constante dielétrica do solvente. Como a solubilidade do
aspartame em isopropanol ¢ inferior a concentragdo deste
adocante encontrada na maioria dos produtos dietéticos e rela-
tivamente elevado em metanol (inferior apenas em meio aquo-
s0), estudou-se o efeito da composicio da mistura dos solven-
tes metanol/isopropanol (% V/V) sobre a reagio de aspartame
2,0x10* M e ninidrina de 4,5x10*M em fungdo do tempo de
reagdo de 10; 20; 30; 40; 50 e 60 minutos a 25°C. Como §é
mostrado na Figura 3, o melhor sinal analitico (maior sensibi-
lidade) foi obtido para a mistura de metanol/isopropanol 1:1
V/V, consequentemente todos os estudos posteriores foram
feitos com esta mistura de solventes.

0,250,

g
g

N
?s

e

ABSORBANCIA

o
=
o
[«]
V\.

“/—A
1
00 [-X.} 10
(1SOPROPANOL)
1 1 S|
10 [-3.) [}
(METANOL)

Figura 3. Efeito da composi¢do dos solventes metanol/isopropanol
(%BV/V) sobre a reacdo colorimétrica do aspartame 2,0x10°*M com
ninidrina 4,5x10°M em fung¢do do tempo de reagdo (AAA: 10; OOO:
20; Q00 30; +++: 40; @0®: 50 ¢ AAA: 60) a 25°C
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Efeito da concentracio de KOH sobre a reacéo
colorimétrica

Com o objetivo de diminuir o tempo de andlise, como tam-
bém a sensibilidade do método, estudou-se o efeito da concen-
tracio de KOH nas concentragdes de 0,005; 0,01; 0,02; 0,03;
0,04; 0,05; 0,08 e 0,12M sobre a reagio colorimétrica de
aspartame 6,0x10*M com ninidrina 4,5x10°M em metanol/
isopropanol 1:1 V/V. Como pode ser observado na Figura 1, a
primeira etapa da reacdo deste adocante com ninidrina, produz
amonia, além da hidridantina, aldeido e CO;. Assim, um au-
mento do pH condicional do meio reacional deve favorecer a
formacdo destes produtos, aumentando assim a concentrag@o
do composto de Ruhemann formado na segunda etapa desta
reago, levando consequentemente a um aumento da sensibili-
dade do método espectrofotométrico.

Nota-se na Figura 4, que hd um aumento acentuado da sen-
sibilidade da reagdo colorimétrica no intervalo de concentragéo
de KOH 0,005-0,03M permanecendo a absorbancia medida
praticamente constante acima deste intervalo de concentragfo.
Assim, fixou-se a concentragdo de KOH em 0,03M, uma vez
que obtiveram-se nesta concentragdo de base os maiores inter-
valos lineares de concentragbes de aspartame das curvas anali-
ticas em diversas temperaturas estudadas, como também os
melhores coeficientes de correlagdo.
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Figura 4. Efeito da concentragdo de hidroxido de p()tdssio(5,0x10'3-
1,2x10°'M) sobre g rea¢do colorimétrica do aspartame 6,0x1 0°M com
ninidring 4,5x10°M em metanolfisopropanol 1:1 V/V em fungdo do
tempo de reagdo (AAA: 2; OOO: 4; O00: 6 e +++: 8 min).

Efeito da concentraciio de ninidrina

O efeito da concentragfio de ninidrina de 2,0x107 - 4,0x10
M sobre a reagdo colorimétrica de aspartame 4,0x10*M em
KOH 0,03M em fun¢io do tempo de reagiio de 2; 4; 6; 8 ¢ 10
minutos, a 25°C é mostrada na Figura 5. O sinal analitico cres-
ce com o aumento da concentragiio de ninidrina até a concen-
tragio de 2,0x10°%- 2,2x10M, decrescendo em valores superi-
ores. A fim de garantir o efeito da concentragdo deste reagente
desprezivel em todo este trabatho, escolheu-se uma concentra-
¢do de ninidrina igual a 2,0x102M.

Efeito da temperatura sobre a reac¢do colorimétrica

Uma vez estabelecido o melhor meio reacional para a rea-
¢do entre aspartame e ninidrina, estudou-se o efeito da tempe-
ratura no intervalo de 25 a 55°C sobre a reagdo do aspartame
de 2,0x10°- 2,0x10*M com ninidrina 2,0x102M em KOH
0,03M, para um tempo de reacdo de 10 minutos (tempo neces-
sdrio para o desenvolvimento méximo da cor do composto).
Observa-se que a sensibilidade da reagdo colorimétrica aumen-
ta com a temperatura, diminuindo assim o tempo gasto por
determinagdo desse adogante, indicando que a reagdo entre
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Figura 5. Efeito da concentragdo de ninidrina (2,0x107-4,0x10°M)
sobre a reagdo colorimétrica de aspartame 4,0x10°M em metanol/
isopropanol 1:1 V/V, KOH 0,03M (@@®: 2; AAA: 4; OOQ: 6; O0:
8 e +++: 10 min) a 25°C.

2

aspartame e ninidrina mostrado na Figura 1 € um processo
endotérmico, deslocando o equilfbrio no sentido dos produtos.
Os valores de absortividade molar obtldos foram 3,7x10%;
4.3x10% 7,1x10° e 8,9x10° 1 mol™! cm’!, para as temperaturas
de 25, 35, 45 e 55°C, respecnvamente com um limite de detec-
¢do (3s branco/m) igual a 1, 96x10% M, a 55°C.
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Figura 6. Efeito da temperatura (@@®: 25; AAA: 35; OOO: 45 e
000: 55°C) do meio reacional sobre a sensibilidade do método
espectrofotométrico para um tempo de reacdo de 10 minutos.

Efeito de substincias concomitantes (Matriz)

O efeito de diversas substancias geralmente adicionadas em
produtos dietéticos para conservagdo e melhoria de sua aparén-
cia foi investigado. Ciclamato, sacarina, icido citrico, 4cido
fumadrico, sacarose, lactose, glicose, sorbitol e manitol na con-
centragdo de até cinco vezes a concentragdo de aspartame e o0s
corantes tartrazina, amarelo crepisculo e bordeaux-S na con-
centragdo permitida pela legislagdo brasileira (0,01% m/m) ndo
interferiram na determinagio espectrofotométrica de aspartame
no comprimento de onda de 603 nm.

Testes de recuperacgio

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram os testes
de recuperagdo de aspartame em alguns produtos comerciais.
Nesse estudo, 0,37; 0,74 e 1,47 mg de aspartame foram adici-
onados em adogante de mesa, gelatina e pudim, obtendo-se um
fator de recuperagdo variando de 94,6 a 103,0%, indicando
assim que ndo houve interferéncia da matriz desses produtos
dietéticos no método analitico proposto.
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Tabela 1. Recuperagio de aspartame em diversos produtos
comerciais.

aspartame (mg)

Amostra adicionado recuperado Recuperagdo (%)
Adogante 0,37 0,38 103,0
de mesa 0,74 0,73 98,7

1,47 1,46 99,3
Gelatina 0,37 0,35 94,6

0,74 0,76 102,7

1,47 : 1,45 98,6
Pudim 0,37 0,36 97,3

0,74 0,75 101,4

1,47 1,48 100,7

Determinacdo de aspartame em produtos dietéticos

A Tabela 2 apresenta uma comparacéio entre os resultados
obtidos pelo método espectrofotométrico e os valores rotula-
dos pelos fabricantes. Estes valores encontrados representam
uma média de 7 (n=7) determinagdes por amostra analisada
com um nivel de confianga igual a 95%. Os resultados obtidos
indicam que o método proposto apresenta boa precisdo ¢ um
desvio padrdo relativo inferior a 3,5%.

O trabalho desenvolvido mostra a viabilidade do uso da
reagdo do aspartame com a ninidrina no meio reacional do
metanol/isopropanol 1:1 V/V, para a determinagdo desse
edulcorante em produtos dietéticos.

O método espectrofotométrico proposto mostrou-se rapido,
prético e mais sensivel que aquele apresentado por Lau e cola-
boradores'®,

Estuda-se atualmente a adaptac@io deste método espectrofoto-
métrico em andlise por inje¢do em fluxo (FIA) objetivando au-
mentar ainda mais a freqii€ncia analitica destas determinagdes.

Tabela 2. Determinac¢fo espectrofotométrica de aspartame em
produtos dietéticos.

Amostra Valor Valor Erro Coeficiente
Rotulado  Encontrado  Relativo  Variagdo

mg/g mg/g % %
Adocante 38,0 37,0 £ 1,0 -2,6 2,7
Gelatina 24,7 25,0+ 0,5 +1,2 2,0
Refresco 48,0 49,0 £ 1,7 +2,1 3,5
Pudim 14,8 14,5+ 0,5 -2,0 34
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