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INTRODUÇÃO

Com o aumento significativo da população mundial neste
século, novas prioridades foram estabelecidas para promover
um aumento da quantidade e da qualidade de alimentos dispo-
níveis. Os alimentos industrializados surgiram proporcionando
redução de custos e aumento do tempo de conservação. A in-
dústria passou a utilizar diversos compostos capazes de confe-
rir aos alimentos algumas características necessárias, tais como:
antioxidantes, aromatizantes, adoçantes entre outros. Esses
compostos são conhecidos como aditivos e podem ser de ori-
gem natural ou sintética. A utilização e identificação de cada
aditivo estão regidas por normas e códigos específicos. Segun-
do a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO)I, aditivos são "substâncias não nutritivas que melhoram
a aparência, o sabor, a textura e o tempo de armazenamento
dos alimentos". No entanto, em alguns casos, estes podem
aumentar a capacidade nutritiva de certos produtos.

O uso de aditivos em alimentos industrializados no Brasil,
foi regulamentado pelo decreto nU 55.871/65 (D.O.U. 20/05/
65) e atualizado pelo decreto nU63.526/68 (D.O.U 04/11/68).

Os aditivos são classificados em onze grupos de acordo com
as funções e/ou características conferidas aos alimentos2. A
tabela I apresenta estes aditivos, bem como uma breve descri-
ção de suas funções. Dentre os aditivos mostrados nessa tabe-
la, os edu1corantes (adoçantes) destacam-se por conferirem
sabor doce aos produtos alimentícios. Estes, podem ser natu-
rais ou artificiais e, dentre as propostas de classificação descri-
tas na literatura, a mais aceita é a de Candebat e Roché3, que
divide os adoçantes em nutritivos e não nutritivos, como mos-
trado na figura I.

Dos adoçantes nutritivos, a sacarose é a mais empregada
nas dietas alimentares. Entretanto, seu consumo deve ser res-
trito ou mesmo eliminado em alguns casos, como por exemplo
em pacientes diabéticos por aumentar a taxa de glicose no san-
gue, e em dietas de pessoas obesas, pela sua conversão em
lipídeos, causando assim um aumento de peso nestes consumi-
dores. Devido a isso, a sacarose vem sendo substituída em
diversos produtos dietéticos pelos adoçantes não nutritivos
naturais e/ou sintéticos, os quais oferecem a mesma sensação
doce do açúcar, sem causar privações e/ou diminuição da qua-
lidade de vida destes indivíduos.

Idealmente, um adoçante artificial deve ser incolor e inodoro
em solução, estável e solúvel em soluções aquosas, atóxico,
barato, não deixar sabor residual e, não ser metabolizado ou
produzir metabólitos que não prejudiquem o organism04.
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Tabela 1. Classificação dos aditivos empregados em produ-
tos industrializados.

Aditivos

Acidulante

Função

Promove ou intensifica o gosto
ácido dos alimentos

Evita a formação de espuma,
através da variação da tensão
superficial dos alimentos

Inibe o processo de oxidação

Diminui as características
higroscópicas dos produtos.

Conferem e reforçam o sabor
e o aroma dos alimentos

Antiespumante

Antioxidante

Antiumectante

Aromatizante
e Flavorizante

Conservante
ou Conservador

Impossibilita ou atrasa
a deterioração microorgânica
ou enzimática dos alimentos
(aumento da durabilidade)

Confere ou intensitica
a cor dos produtos

Promove ou transmite sabor doce
aos produtos

Eleva a viscosidade de soluções,
emulsões e suspensões

Ajuda e conserva as características
físicas das emulsões e suspensões

Evita perda de umidade
dos alimentos

Corante

Edu1corante (Adoçante)

Espessante

Estabilizante

Umectante

Além do uso em produtos dietéticos (e.g. adoçante de mesa,
pudins, gelatinas, geléias, produtos lácteos, sorvetes, conservas
de frutas, gomas de mascar, refrigerantes entre outros), os
adoçantes artiticiais são usados em medicamentos para enco-
brir ou mascarar as características organolépticas dos fármacos,
e em produtos de higiene bucal para diminuir a incidência de
cáries nos usuários, pois não são metabolizados pelas bactérias
(e.g.Streptococcus mutans, Lactobaci/lus casei, Actinomyces
viscosus ), geralmente encontradas na boca5-7. Muitos fatores
afetam a doçura destes compostos. Diversos métodos têm sido
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Figura 1. Adoçantes nutritivos e não-nutritivos.

empregados na determinação da doçura relativas.'!. Nestas de-
terminações, soluções de sacarose são usadas como padrão
(doçura igual a l) e a doçura dos demais adoçantes determina-
das por testes organolépticos.

Os valores de doçura relativa apresentados na tabela 2 são
aproximados, uma vez que dependem tanto das condições do
padrão de sacarose usado, como da concentração do adoçante,
da temperatura, do pH da solução, do meio iônico e principal-
mente da sensibilidade de cada provador.

Os eduIcorantes ou adoçantes podem pertencer às diversas
classes químicaslO. Devido a esta diversidade estrutural, muitos
estudos têm sido realizados com o objetivo de conhecer a re-

lação existente entre suas propriedades físico-~uímicas e o sa-
bor doce apresentado por essas substâncias 11.1.

Tabela 2. Doçura relativa de alguns adoçantes.

EduIcorantes Doçura Relativa (Sacarose = I)

Lactose
Maltose
Sorbitol
Galactose
D-Glicose
D-Xilose
Glicina
Manitol
Glicerol
Sacarose
Xilitol
D-Frutose
Cloroderivados de Sacarose
Ciclamato
Glicirizina
Dulcina (p-etoxifeniluréia)
Acesulfame - K
Aspartame
Stévia
Dihidrohalconas
Sacarina
Talina
5-Nitro-propoxianilina (P-4000)

0,4
0,5

0,5 - 0,7
0,6
0,7
0,7
0,7

0,7 - 1,4
0,8
1,0
1.0

1,2 - 1,7
5 - 2000
30 - 40
50 - 100
70-350

180 - 200
180 - 200

300
300 - 2000
400 - 500

2500
4000
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Dentre as diversas teorias relatadas na literatura, aquela
desenvolvida por ShaIlemberger13.14 e complementada por
KierlS.16 tem ampla repercussão. Esta hipótese fundamenta-st<
na propriedade biológica estruturalmente específica do edul-
corante (Figura 2). Nos edulcorantes, existem grupos funcio-
nais constituídos por átomos eletronegativos(A e B) distanci-
ados entre si de 2,5 a 4Â. O átomo A está ligado covalente-
mente a um próton (H+). A manifestação do sabor doce de-
pende principalmente do "encaixe" destes grupos funcionais
(AH-B) ao sítio receptor dos papilos da língua (receptor, A'H-
B'). Este "encaixe" corresponde a formação de duas pontes
de hidrogênio (Figura 2d). Kier propôs, além destas ligações,
a formação de uma terceira ligação, estando relacionada com
a região hidrofóbica do edulcorante com o sítio receptor. Esta
hipótese poderia explicar o alto poder adoçante de certas subs-
tâncias. Roberto-Neto e OrneIlasl7 fizeram uma análise teóri-
ca do modelo proposto por ShaIlemberger escolhendo para
estudo a classe das 2-alquil-5-nitroanilinas. Este estudo mos-
trou que o modelo apresentado por ShaIlemberger não pode-
ria ser aplicado para esta classe funcional. Para essas subs-
tâncias o sabor doce pode estar relacionado com propriedades
macroscópicas não específicas.
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Figura 2. Representação dO,ç grllpo,ç JilllcionaÍ,ç (AH-B) de cada
adoçante (a-Sacarina, b-Acesulfame-K e c-Ciclamato) e d-representa-
ção esquemática da interação entre o sítio receptor(A 'H-B') e o sítio
doador(AH-B) do dipeptídeo Aspartame.

No Brasil, são quatro os edulcorantes artificiais não nutri-
tivos encontrados no mercado consumidor: acesulfame-K, as-
partame, ciclamato e sacarina fabricados pela Hoeschst,
Monsanto, Brasfanta e Pan Americana, respectivamente. Es-
tes edulcorantes, foram liberados para o consumo no início
da década de 80, sendo o mercado atualmente constituído por
mais de 50 empresas, com uma estimativa superior a 40 mi-
lhões de consumidoresls.

1. ACESULFAME-K

1.1 Síntese, Propriedades e Características

Acesulfame-K (C4H4N04KS) ou sal de potássio do 6-metil-
1,2,3-oxatiazina-4(3H)-ona-2,2-dióxido (Figura 3) foi descober-
to em 1967 por pesquisadores alemães da Hoechst1'! de Frank-
furt. Também foi descoberto que as variações do posiciona-
mento dos substituintes no anel causavam forte influência em

o=n:'
N':.-SO~
K+

Figura 3. Estrutura do Acesulfal1le-K.
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sua doçura, concluindo-se que o sal de potássio era o mais
adequado para aplicações em alimentos.

Acesulfame-K é um pó cristalino branco praticamente
inodoro, solúvel em soluções aquosas (270 g/L (20"C) e 1300
g/L (lOO"C» e doçura de 180-200 vezes superior a da sacarose
(Tabela 2). Devido a sua boa estabilidade a seco (decompõe-se
em torno de 225"C) vem sendo empregado em diversos produ-
tosl9.20que incluem em seu processamento, etapas de pasteuri-
zação, esterilização e/ou aquecimento a temperaturas elevadas.
É comercializado pela Hoechst com o nome de Sunett.

Diversos processos de fabricação de acesulfame(C4H4N04HS)(I)
e acesulfame-K(II) têm sido recentemente patenteados por
aquela indústria multinacionaI21-23. Basicamente nestes pro-
cessos de síntese, o acesulfame(l) é obtido por ciclização do
MeCOCH2CONHS03H na presença de S03' seguido pela
hidrólise do aduto formado entre o composto (I) e S03. Neu-
tralizando-se o acesulfame(I) produzido nesta etapa com so-
lução de KOH, obtem-se o acesulfame-K(II) com um rendi-
mento de 75%.

1.2 Metabolismo

Os estudos e testes de inocuidade do acesulfame-K em se-
res humanos, ratos, macacos e coelhos têm sido feitos por di-
versas agências internacionais e pesquisadores diversos24-27.
Estes estudos mostraram que acesulfame-K não é metabolizado,
não afetando assim as funções normais do organismo humano.
Ele é absorvido rapidamente no intestino e sua concentração
no sangue cresce rapidamente após a sua ingestão, não sendo
acumulado no organismo, uma vez que é excretado. Estudos
farmaco-cinéticos nos animais supracitados e em seres huma-
nos25mostraram que sua excreção, além de rápida, é total.

Em 1983, a World Health Organization (WHO) reconheceu
a inocuidade deste adoçante e recomenda uma injestão diária
aceitável (IDA) de até 9 mg/kg de peso corpóreo. Hoje, tanto
a WHO como a FDA aceitam uma ingestão diária de acesulfa-
me-K de até 15 mg/kg de peso corporal.

1.3 Métodos de Determinação

Acesulfame (ou seu sal de potássio (acesulfame-K» pode ser
determinado por volumetria2Hcom ácido perclórico I,OxIO-I M
(titulante) em ácido acético anidro, usando-se como indicador
diversos corantes dissolvidos em ácido acético anidro-metanol.
Neste mesmo trabalho, este adoçante foi titulado em metiliso-
butilcetona ou benzeno-metanol (3: I v/v) com metóxido de
sódio 1,0xI0-1 M usando azul de o-toluidina como indicador.

Hannisdal e Schroeder29 desenvolveram um método polaro-
gráfico para a determinação deste adoçante em refrigerantes.
Um eletrólito de suporte contendo iodeto de tetrabutilamônio
4,Ox10-3 M e NaCI I,OxIO-I M (pH 1,9) e potencial de -1,4 V
foram selecionados para a construção da curva de calibração.
Esta curva foi linear no intervalo de concentração de I,Ox10-4a
I,OxlO-3M de acesulfame-K com um limite de detecção estima-
do de 5,OxlO-5 M. Tanto ácido sórbico como alguns corantes
artificiais interferiram no método.

Acesulfame-K foi determinado por cromatografia gasosa30
em diversos refrigerantes, sucos de frutas e algumas substân-
cias dietéticas. Previamente a estas determinações, este
adoçante foi dialisado com HCI 1,0xlO-1 M, extraído com ace-
tato de etila e meti lado com diazometano em éter.

A maioria dos métodos de determinação de acesulfame-K
encontrados na literatura são por cromatografia líquida de alta
eficiência (CLAE)31-42usando detecção espectrofotométrica na
região do ultravioleta31-33.35-42,e também no visível34 (par
iônico do adoçante com cristal violeta).

Uma adaptação do método polarográfico29 em fluxo usan-
do um eletrodo de filme de mercúrio no lugar do eletrodo
gotejante está sendo feito por pesquisadores do nosso grupo.
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Investigaram-se também métodos espectrofotométricos na região
do visível em "batelada" e em fluxo, baseados na formação de
pares iônicos do ânion deste adoçante com diversos indicadores
(e.g. verde brilhante, cristal violeta, verde de malaquita, azul
de metileno, azul do nilo, rodamina-B, azul de o-toluidina en-
tre outros) em solvente orgânico.

2. ASPARTAME

2.1 Síntese, Propriedades e Características

Aspartame (CI4HIHN205) ou éster metílico do N-L-(X-~-
aspartil-L-fenilalanina (Figura 4), foi descoberto acidentalmen-
te nos Estados Unidos em 1965 por J. M. Schlatter43.44, quando
este tentava desenvolver um sedativo para úlceras. É um
dipeptídeo branco, cristalino, inodoro, de baixa caloria e com
uma doçura de 180-200 vezes a da sacarose45-4\Tabela 2). Pos-
sui ponto de fusão de 246-247"C, solúvel em água (10,2 g/L
(25"C» sendo insolúvel em óleos e gorduras. A solubilidade
em água a 25"C é mínima em pH 5,2 (ponto isoelétrico) e
máxima em pH 2.2.

o o o
11 11 11

HO-C -CH2-CH-C-NH-CH - C
I I "-

'" ~ "'.
Figura 4. Estrutura do Aspllrtame.

Introduzido sob o nome comercial de NutraSweet, o asparta-
me, é atualmente o adoçante artificial de maior comercialização
no mundo, sendo sintetizado por métodos químicos, enzimáticos
e de tecnologia do DNA recombinad04H-50.Entretanto, a síntese
química é a mais utilizada industrialmente e por esse motivo
será abordada e discutida com maiores detalhes.

O método clássico4H consiste na condensação da N-benzilo-
xicarbonil-(B-benzil)ácido L-aspártico com o éster metílico da
L-fenilalanina na presença de N,N' -diciclohexilcarbodiimida
para formar o éster metílico da N-benziloxicarbonil-(B-benzil)-
L-aspartil-L-fenilalanina. Esse composto é reduzido a asparta-
me pela hidrogenação catalítica usando paládio metálico como
catalisador. Entretanto, este método não é adequado para uso
industrial porque o reagente de condensação é caro e a
esterificação seletiva do grupo B-carbonila não é viável econo-
micamente (Figura 5a).

O método mais empregado industrialmente4Hé o da reação de
acoplamento do ácido L-aspártico anidro com éster metílico da L-
fenilalanina, formando uma mistura de (Xe B isômeros (ocorrendo
frequentemente uma predominância do (X-isômero) (Figura 5b).

A NutraSweet, lider mundial na área de aspartame, tem
como representante no Brasil, desde 1985, a Monsanto situada
em São José dos Campos-SP.

A estabilidade do aspartame foi bastante estudada51-55e sob
certas condições de umidade, temperatura e pH, o aspartame
pode ser hidrolisado formando aspartilfenilalanina ou dicetopi-
perazina com eliminação de metanol. Um esquema das reações
de conversão de aspartame nestes compostos acima menciona-
dos é mostrado na figura 6. Observa-se uma queda acentuada
de sua estabilidade no intervalo de pH 6-8 e em temperaturas
elevadas (70-80"C). Assim, a estabilidade deste edulcorante
diminui com o aumento do pH e da temperatura, não sendo
portanto recomendado seu uso em produtos alimentícios que
possuam pH alcalino, e nos que necessitam de aquecimento
acima de 100"C durante muito tempo, tais como bolos, pães,
biscoitos e bolachas.
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o aspartame na forma sólida possui boa estabilidade, sendo
estável durante um ano em temperaturas menores ou igual a
40"C. Em solução aquosa é estável no intervalo de pH de 3 a
5, tendo a melhor estabilidade em temperaturas de 20-25"C e
pH igual a 4,3. Em pH 4, a 20"C, perde 20% de sua doçura em
um período de quatro a cinco meses.

2.2 Metabolismo

o metabolismo do aspartame é motivo de discussão e foi bas-
tante estudado em seres humanos, macacos, ratos e coelhos56-65.

Ranney et alli56 realizaram estudos em seres humanos por
via oral, utilizando o aspartame, marcado com 14C.Neste estu-
do, comprovou-se que a esterase intestinal, hidrolisa o estér
metílico, produzindo metanol e o dipeptídeo aspartilfenilalani-
na. Em seguida, aspartilfenilalanina é hidrolisada pela
dipeptidase da mucosa em ácido aspártico e fenilalanina, como
é mostrado na figura 7.
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Figura 7. Metabolismo do A.çpartameo

o risco de sua ingestão estaria na toxicidade dos produtos
de seu metabolismo: fenilalanina, metanol e ácido aspártico.
Como um dos seus metabólitos é a fenilalanina, seu uso não é
recomendado para pessoas portadoras de fenilcetonúria, indiví-
duos com carência de fenilalanina hidroxilase, enzima respon-
sável pela transformação deste aminoácido em tirosina. Assim,
doses elevadas de fenilalanina no organismo podem levar a mu-
danças de comportamento como depressão, insônia, cefaléias, al-
teração da visão e até mesmo retardamento mental, especial-
mente em crianças.

Stegink60 estudou o efeito da ingestão de aspartame por
pessoas adultas normais nas concentrações de 34, 50, 100, 150
e 200 mg/kg de peso corpóreo. O acompanhamento das con-
centrações de fenilalanina no plasma sangüíneo, mostrou que
estas não ultrapassaram os níveis de concentração encontrados
quando ingeridas por alimentação normal, sendo que as con-
centrações máximas de fenilalanina encontradas, após 45-60

o o
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H .
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Figura 6. Produtos de conversão do A.çpartameo
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min de ingestão de aspartame foram de 2,0; 3,0; 3,5; 5,8 e 8,5
mgldL, respectivamente. Estes níveis de fenilalanina no plas-
ma retomam aos níveis normais (0,8 - 1,0 mg/dL) após 4 horas
da ingestão. Por outro lado, a concentração de aspartato man-
teve-se muito próxima dos níveis normais, indicando assim seu
rápido metabolismo. Finalmente, uma produção elevada de
metanol e/ou formiato pode causar acidoses e até mesmo ce-
gueira. No entanto, se o consumidor ingerir quantidades infe-
riores a ingestão diária aceitável (IDA) de 34 mg de aspartam e
por quilograma de peso corporal, este adoçante não é tóxico,
uma vez que produzirá concentrações de metanol e/ou formiato
menores que 0,4 mg/dL no soro sangüíneo, concentração con-
siderada não prejudicial ao organism05s.

2.3 Métodos de Determinação

Renneberg et alii66 desenvolveram um biossensor ampero-
métrico para este adoçante imobilizando células de Bacillus
subtilis sob uma membrana de um eletrodo de oxigênio. Este
eletrodo apresentou boa estabilidade e sensibilidade, com tro-
cas de correntes lineares no intervalo de concentração de as-
partame entre 7x 10.5 - 6x 10-4 M. No entanto, glicose, L-
fenilalanina e L-aspartato causaram interferências significati-
vas, comprometendo assim a seletividade do método.

No método desenvolvido por Mu1chandani et alii67a reação
foi monitorada pelo consumo de oxigênio durante a oxidação
enzimática por glutamato oxidase. O procedimento foi aplica-
do para a determinação de aspartame em vários produtos
dietéticos até a concentração de 2xlO.5 M.

Villarta et alli6s desenvolveram um biossensor amperomé-
trico para este adoçante, imobilizando aspartame-hidrolase(50
U), aspartato-aminotransferase (10 U) e glutamato~oxidase
(l U) sobre um eletrodo de Pt polarizado à +650m V vs eletro-
do Ag/AgC!.

Guilbault et alii69 desenvolveram um eletrodo enzimático
para aspartame utilizando L-aspartase imobilizada diretamente
na membrana de um eletrodo de amônia. A resposta foi linear
na faixa de concentração de lxlO.3 a I X10.2 M com uma incli-
nação de -30 mV/década e um tempo de vida de apenas 8 dias.
Em continuidade a este trabalho, um novo eletrodo bienzimá-
tic070 foi construído pela co-imobilização da carboxipeptidase
A e L-aspartase com glutaraldeído e soro de albumina bovino,
diretamente na membrana de teflon de um eletrodo sensível a
amônia. A resposta do eletrodo foi linear no intervalo de con-
centração de 4,2xlO.4 a 8,lxlO.3 M com uma inclinação de -45
mV/década. Este biossensor foi estável por mais de 25 dias e
empregado na determinação de aspartame em diversos produ-
tos dietéticos comercializados no mercado americano.

Outro método potenciométric071 para a determinação de
aminoácidos, dopamina e aspartame baseado na detecção de
suas reações com o 2,4-dinitrofluorbenzeno usando um eletro-
do seletivo a fluoreto foi desenvolvido. A curva analítica foi
linear na faixa de concentração de 1,OxlO.4 a 5,OxlO.3 M, e o
método segundo os autores é simples, prático e rápido.

Atmaca et alii72 propuseram um procedimento fluorimétrico
para a determinação de aspartame. O edu1corante foi excitado
em 436 nm e sua fluorescência foi medida em 523 nm. No
entanto, o método se mostrou demorado (30 min por determi-
nação) e trabalhoso, exigindo aquecimento das amostras à 70°C,
antes das determinações quantitativas. A recuperação média do
aspartame adicionado para seis determinações foi de 98,95 %,
com um desvio padrão relativo de 1,02%.

A determinação quantitativa do aspartame ~ode ser feitatambém pelo método volumétrico. Prasad et alii 3 desenvolve-
ram uma técnica alternativa para determinação desse
edulcorante usando como titulante a N-bromosuccinimida
(NBS), ácido perclórico e metóxido de sódio. Foram utilizados
vários indicadores como azul sudan GN, azul de o-toluidina,
violeta catecol e vermelho de bromo-pirogalol (BPR). O método
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foi comparado com o espectrofotométrico e, apesar de trabalhoso,
mostrou-se sensível para aplicação em análises de rotina.

Tyler74 determinou aspartame em refrigerantes por cromato-
grafia líquida de alta eficiência (CLAE) de fase reversa, onde
a amostra foi diluída em água e injetada em uma coluna
IJ.Bondapak CIS da Waters Associates. A fase móvel utilizada
foi acetonitrila 15% v/vem tampão de fosfato de trietilamônio
(pH 4,3). O tempo de eluição foi de 10 min e a absorbância foi
medida em comprimento de onda igual a 214 nm. Aspartame
em diversos refrigerantes foi determinado por CLAE de fase
reversa75. Tsang et alii76 utilizaram este método analítico para
a determinação da degradação de aspartame em refrigerantes
estocados a 22 1: 1°C.

Este edu1corante foi também determinado por CLAE em outras
amostras com detecção no ultravioleta77-KK,e por fluorimetriaK9.

Há poucos métodos espectrofotométricos na região do visí-
vel para a determinação de aspartame relatados na literatura.

L.au, ~t alii90 d:terminaram aspartame _em diversos frodutos
dletetlcos num Illtervalo de concentraçao de 2,5xlO' - 1,2 x
10-4 M. Após sua extração com carbonato de propileno, o as-
partame foi colocado para reagir com ninidrina durante 20 min
a 100°C, e a absorbância da espécie formada foi medida em
585 nm. Nesse comprimento de onda, tanto os corantes como
os aminoácidos presentes nestas amostras não causaram ne-
nhuma interferência no método. No entanto, o aspartame é
pouco solúvel nesse solvente e o tempo requerido para a aná-
lise de uma amostra é demasiadamente longo. Outros pesqui-
sadores91.93determinaram aspartame em refrigerantes utilizan-
do um analisador de aminoácidos, onde os aminoácidos livres
não interferem. Tuncel & Araman94 também usaram ninidrina
como reagente colori métrico para aspartame nos estudos de sua
estabilidade em muitos produtos dietéticos comercializados no
mercado turco.

Além dos métodos espectrofotométricos usando ninidrina, exis-
tem outros usando 4-dimetilaminobenzaldeíd095 (À = 407 nm),
dietilditiocarbamato de sódi096,97 (À =436 nm) e p-benzoquinona9K
(À =480 nm). Enquanto nos dois primeiros leucina e alguns co-
rantes sintéticos causam fortes interferências, aquele usando p-
benzoquinona é afetado pela presença de corantes orgânicos
(amaranto, tartrazina, amarelo crepúsculo, bordeaux-s e indigotina).

Hamano et alii99 desenvolveram um método espectro foto-
métrico sensível para a determinação de aspartame em refrige-
rantes. O método envolve a conversão enzimática do asparta-
me em formaldeído pelas enzimas a-quimotripsina e álcool
oxidase, seguido da formação de um cromóforo com 4-
aminopenta-3-en-2-ona (Fluoral-P). A curva analítica foi linear
no intervalo de concentração de 6,8x 10.6 - 1,Ox10-4 M de as-
partame. Outro método enzimático foi desenvolvido por
Dinçkaya et alii 100.

O Grupo de Química Analítica do DQ da UFSCar, vem
desenvolvendo métodos alternativos de determinação deste
edu1corante. Alguns métodos espectrofotométricos, potencio-
métricos e amperométricos usando eletrodo íon seletivo de
membrana líquida estão sendo investigados.

Desenvolveu-se um método espectrofotométrico usando a
ninidrina como reagente colorimétrico. Inicialmente, o efeito
de diversos solventes orgânicos (puros e em mistura), concen-
tração de ninidrina, concentração de KOH, temperatura, tempo
de reação e substâncias concomitantes, normalmente presentes

nos produto~ ~ie~éticos.' ~obre .a rea~ão colorimétrica de aspar-
tame com mmdnna fOI Illvestlgado 01-103.

Similarmente à reação da ninidrina com aminoácidos, em
uma primeira etapa, este reagente promove a oxidação
descarboxilativa do aspartame com formação de hidridantina,
aldeído, dióxido de carbono e amônia. A amônia e a hidridan-
tina formados reagem com uma segunda molécula de ninidrina
produzindo um composto azul (composto de Ruhemann). Este
azocomposto apresenta duas absorbâncias máximas nos com-
primentos de onda de 400 e 603 nm. Apesar de apresentar
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maior sensibilidade em 400 nm, a maioria dL's corantes encon-
trados nos produtos dietéticos como amarelo crepúsculo,
tartrazina, amaranto, eritrosina, vermelho 40 e ponceau 4R,
absorvem nesta região espectral. Assim, o comprimento de onda
603 nm foi usado. O melhor meio reacional encontrado neste
trabalho foi metanol/isopropanol I: I v/v e KOH 3,Ox10'2 M,
sendo que este mostrou-se prático e mais sensível que o pro-
posto por Lau e colaboradores9o.

Este método foi adaptado em análise por injeção em flu-
X0104.IOSe o aspartame determinado em adoçante de mesa,
gelatina, pudim e pó para refresco dietéticos em um intervalo
de concentração deste edulcorante de 3,4x 10,4 a 2,4x 10-3M,
velocidade analítica de 36 resultados/h e um desvio padrão
relativo menor que 3,5% (n = 6) para todas as amostras. O
efeito catalítico do hidróxido de potássio sobre a reação de
ninidrina com este adoçante está sendo estudadolO6, objetivan-
do entender melhor a cinética de reação na mistura de solven-
tes como também, explorar outro possível método analítico.

3. CICLAMATO

3.1 Síntese, Propriedades e Características

O cic1amato ou ácido cic1ohexenossulfâmico (C6H13N03S)
(Figura 8) foi descoberto por SvedalO7em 1937, quando este
pesquisador investigava a síntese de sulfamatos em seu traba-
lho de doutoramento. Inicialmente foi sintetizado sob a forma
ácida e de sais de amônio, prata, bário, sódio e cálcio. O seu
poder adoçante foi descoberto acidentalmente, e apenas em
1949 iniciou-se a comercialização do ácido e dos seus sais de
sódio e de cálcio.

[ ()"HSO},
2

Figura 8. Estrutura do Ácido Ciclâmico e .fel/.I'Sais de Súdio e Cálcio.

A síntese do ácido cic1âmicolO7é realizada em duas etapas
distintas (Figura 9). Na primeira etapa há a formação do cic1o-
hexilssulfamato de bário pela adição de sais de amina à solu-
ção de hidróxido de bário. Logo após a adição, o excesso de
cic10hexilamina é evaporado à pressão reduzida (Equação I).
O rendimento desta etapa é de 57%.

A segunda etapa consiste na formação do ácido cic1ohexils-
sulfâmico através da adição de ácido sulfúrico à solução con-
tendo cic1ohexilssulfamato de bário. Esta adição é feita a frio
para que o ácido livre possa ser hidrolisado. O sulfato de bário
formado é removido por etapas sucessivas de filtração e lava-
gem, fornecendo os cristais de ácido cic1âmico (Equação 2).

Seu poder adoçante é de 30 a 40 vezes superior ao da saca-
rose (Tabela 2), e comumente é empregado com a sacarina, uma
vez que este mascara o sabor residual amargo deixado por este
edulcorante (sacarina). Devido a sua alta estabilidade térmica
pode ser empregado no processamento industrial de diversos

alimentos. O ácido cic1âmico e seus sais ocorrem como um pó
cristalino branco 108.

3.2 Metabolismo

No final da década de 60, iniciaram-se alguns estudos109.11O
sobre o metabolismo e a toxicidade do cic1amato em seres
humanos e em alguns animais. Desde então, diversas investi-
gações foram realizadas a fim de se comprovar a carcinogeni-
cidade desse adoçante.

O mecanismo metabólico do cic1amato é mostrado na figura
10. O organismo humano tem demonstrado tendência diferen-
ciada ao metabolizar cic1amato. Aproximadamente de 8 a 10%
da população consumidora deste adoçante pode converter 1%
de cic1amato em cic1ohexilamina, uma vez que esta conversão
depende da flora intestinal existente e das características fisio-
lógicas de cada indivíduo.

O metabolismo da cic10hexilamina também é objeto de es-
tudos e diversas rotas metabólicas desta substância foram iden-
tificadas. Os estudos toxicológicos1ll foram realizados em di-
ferentes espécies de animais e seres humanos com ingestões
orais e subcutâneas de soluções de cic1amato. Os resultados
obtidos demonstraram dados discrepantes sobre a ação

carcinoyênica do cic1amato, gerando controvérsia. Outros estu-
dOS1ll.12 apresentaram indícios de que este adoçante não é
carcinogênico. A ingestão diária aceitável (IDA) de cic1amato
é de O,l-li mg/kg de peso corporal.

3.3 Métodos de Determinação

O cic1amato devido a sua ampla utilização e pelas contro-
vérsias existentes quanto ao seu processo metabólico e sua
toxicidade, requer métodos quantitativos eficientes para a de-
terminação de seu teor em produtos comerciais. Richardsonll3
e Bamesl14 publicaram dois artigos de revisão, onde são abor-
dados diferentes metodologias e varias técnicas analíticas para
a determinação deste adoçante.

Os métodos gravimétricos são os mais antigos e consistem
basicamente na determinação de sulfato na forma de sulfato de
bário. O ânion sulfato é gerado pela reação do cic1amato com
nitrito de sódio em meio ácido, sendo precipitado com excesso

de c1oreto de bário. O teor deste adorante em sucos de fru-
tas11S,adoçantes dietéticosllS e vinhos 16foi determinado gra-
vimetricamente. A AOACl17 e o Instituto Adolfo Lutzll8 reco-
mendam esse método gravimétrico. No entanto este procedi-
mento demanda longo tempo de análise.

O cic1amato pode ser determinado através da titulação com
o nitrito utilizando-se iodometrial19 para dosar o excesso de
titulante na presença de amido como indicador. Vercillo e
Manzonel20 trataram os sais de ácido cic1âmico com excesso
de ácido nitroso e o sulfato (de sódio ou cálcio) liberado foi
titulado com solução padrão de c1oreto de bário, utilizando-se
a hidroxiquinona como indicador.

Kurayuki et allil21 propuseram um método indireto onde o
íon sulfato, produzido na reação do cic1amato com nitrito em
meio ácido foi precipitado com chumbo e o excesso desse

(2)

Figura 9. Síntese do Cic/all/ato.
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Figura 10. Metabo[Ümo do Ciclamato.

cátion foi monitorado polarograficamente. Esse método requer
etapas de filtração e de lavagem de precipitado, acarretando
assim um aumento no tempo de análise.

Daming e Chenazhi122 desenvolveram um eletrodo de mem-
brana líquida seletivo a cicIamato utilizando pares iônicos de
sais de amônio quaternário e ânion do cicIamato imobilizados
em PVC. O par iônico formado pelo trioctildodecilamônio
apresentou melhores resultados com uma linearidade de 8,Ox10-6
a I,OxlO-2 M e coeficiente angular de 58 mV/década.

O teor de cicIamato foi determinado em sucos de frutas e
em xaropes utilizando-se nitrito de sódio como titulante. O
nitrito foi monitorado amperometricamente123. O método pos-
sui uma faixa de recuperação de 98,3 a 102,2% com coeficien-
te de variação inferior a 4,5%.

Os métodos cromatográficos são amplamente empregados
na determinação de cicIamato, podendo ser qualitativos como
a cromatografia de papel, camada delgada e troca iônica ou
ainda quantitativos como a cromatografia gasosa e a cromato-
grafia líquida de alta eficiência.

A cromatografia de papel e de camada delgada apresentam

diferentes metodologias ~uanto a composição da fase móvel e
reagentes reveladoresl24.15 para a separação e identificação do
cicIamato em amostras compostas e são geralmente utilizados para
uma avaliação preliminar de produtos suspeitos de adulteração. A
cromatografia de troca iônica foi utilizada apenas como técnica
preparativa na separação do cicIamato e outros constituintesl26.

O cicIamato pode ser determinado indiretamente por croma-
tografia gasosa pela detecção de cicIohexeno e/ou cicIohexila-
minal27, que se formam devido a reação do cicIam ato com o
ácido nitroso. Este método possui uma faixa de recuperação de
98 a 100% para uma solução contendo 5,6xlO-6 M. Essa técni-
ca pode ser utilizada para a avaliacão de possíveis rotas meta-
bólicas12Katravés da avaliação dos excrementos de animais após
ingestão deste adoçante.

A escolha do detecto r para a CLAE na determinação de
cicIamato pode ser decisiva para a eficiência do método. O
emprego de detectores ultravioleta pode comprometer a sensibi-
lidade do método pois o cicl:1mato possui baixa absortividade
molar nessa região espectral. Utilizam-se, no entanto, processos
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derivativos que possam gerar compostos que absorvam nesses
comprimentos de ondal29. Esse processo derivativo possibilita
a detecção em 485 nm por absorção molecular e emissão por
tluorescência em 530 nm, com limite de detecção de 0,4 a 5
mg/kg e faixa de recuperação de 88 a 104%.

Para amostras complexas empregam-se colunas de troca
iônical30 antes do detector de UV. Assim, os demais constitu-
intes da amostra são detectados no UV e o ciclamato por tlu-
orescência ou absorção molecular no visível; esse método pos-
sui limite de detecção de 1,lxlO-5 M131.Em amostras comple-
xas pode-se também utilizar a detecção por fotometria indire-
tal32 que consiste na utilização de um eluente capaz de gerar
um sinal elevado de absorbância. A eluição de um íon de baixa
absortividade(cicIamato) gera um decréscimo desse sinal, o qual
será proporcional a concentração desse íon. Esse método pos-
sui uma linearidade de 1,lxlO-6 -2,8xlO-6 M com um fator de
recuperação médio de 91% e desvio padrão relativo de 4%.

Entre as modalidades de cromatografia líquida de alta efici-
ência (CLAE), a cromatografia iônica de alta eficiêncial33 apre-
senta-se como alternativa às metodologias citadas pois não
utiliza solventes orgânicos e emprega detectores eletroquími-
cos, como amperométrico ou condutométrico. Esse método
possui uma linearidade de I,OxlO-6 a 5,OxlO-6 M e desvio pa-
drão relativo de 0,5%.

No infravermelho (IV) o ciciam ato foi determinadol34 dire-
tamente em 800 cm-I. No entanto, essa metodologia apresentou
erros iguais ou superiores a 10%, necessitando de correções
algébricas para a determinação deste adoçante em amostras
complexas. Outra possibilidade é a determinação indireta atra-
vés do ciclohexeno em 1650 cm-I proveniente da transforma-
ção do ácido ciclâmico pelo método de Rees 135,com limite de
detecção de 10 mg.

O cicIamato foi determinado em bebidasl36 e em alimentos
sólidosl37 espectro foto metricamente no ultravioleta (UV). Atra-
vés da reação deste adoçante com hipoclorito ocorreu a con-
versão do ciclamato em N,N-diclorociclohexilamina e esse
composto foi monitorado em 314 nm com valores médios de
recuperação de 102% para doze tipos de bebidas. Um estudo
interlaboratorial13K revelou que o método possui um desvio

QUíMICA NOVA, 19(3) (1996)



padrão relativo de 4,7 - 6,5% para refrigerantes e 6,9 - 8,5% para
sobremesas, sendo comparável ao método proposto pela AOACl17.

A determinação deste adoçante pode ser realizada indireta-
mente pela absorção da ciclohexilamina na região do visível,
produzida na hidrólise ácida deste edu1corante. A ciclohexila-
mina pode ser extraída com solventes orgânicos na presença de
cátions orgânicos, formando complexos ou pares iônicos colo-
ridos. A tabela 3 mostra alguns métodos espectrofotométricos
descritos na literatura empregando esse procedimento.

Tabela 3. Métodos espectrofotométricos para determinação
de ciclamato.

Johnson e Shentonl44.145propuseram dois procedimentos em
fluxo contínuo segmentado para a determinação de ciclamato,
baseado na reação do excesso de nitrito com safraninal44 e
reagente de Bratlon-Marshall 145.Estes métodos apresentaram
limite de detecção de 5,6x I0-3 M e faixa de recuperação de
103 a 109% e 99 a 103%, respectivamente. Os diagramas de
fluxo projetados são complexos e empregam extração por sol-
ventes, o que acarreta maior demanda no tempo de análise e
maior complexidade mecânica do sistema.

Psarellis et alii 146desenvolveram um novo método empre-
gando análise por injeção em fluxo. O método tem como prin-
cípio a oxidação do sulfito, grupo presente na molécula do
ciclamato, pelo cério(lV). A detecção foi feita por quimiolumi-
nescência e o método apresentou uma linearidade de 5,6x 10-6
- 2,8xlO-4 M de ciclamato e frequência analítica de 100 deter-
minações por hora. Essa metodologia destaca-se por ser a pri-
meira a empregar análise por injeção em fluxo na dete(mina-
ção de ciclamato, mas necessita de estudos complementares
sobretudo em relação à sua seletividade, visto que todos os
adoçantes sintéticos interferem no método.

Ciclamato reage com nitrito em meio ácido formando nitrogê-
nio, ciclohexeno e ácido sulfúrico. Desta maneira é muito impor-
tante conhecer métodos de determinação de nitrito, uma vez que
poderão ser utilizados na determinação indireta deste adoçante.

A determinação espectrofotométrica de nitrito foi inicial-
mente proposta por Griessl47 e baseia-se na formação de azo-
compostos (corante azo). Esse método teve diversas modifica-
ções, sobretudo quanto aos reagentes empregados.

O nitrito reage inicialmente com uma amina aromática pri-
mária formando um sal de diazônio. Em seguida, esse sal sofre
um acoplamento com um composto aromático contendo um
grupo amino ou um grupo fenólico, com formação de um azo
composto colorido que é determinado por espectrofotometria.
A formação deste corante depende do pH da solução, da tem-
peratura, como também da concentração e do tipo de reagente
usadol4K. Comumente são empregados a sulfanilamida ou áci-
do sulfâmico e o N-naftiletilenodiamina como reagente de
Griess modificado. Empregando essas reações foram desenvol-
vidos métodos para determinação de nitrito utilizando sistemas
de injeção em fluxoI49.15o.

Um procedimento espectrofotométrico por injeção em fluxo
para análise de ciclamato em refrigerantes dietéticos e
adoçantes artificiais foi desenvolvido pelo nosso grupoI51-I53.
Este sistema baseia-se na reação deste adoçante com nitrito em
meio de ácido fosfórico 1,0xI0-1 M e o excesso desse redutor
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foi determinado pelo método de Griess. O sistema foi projeta-
do levando-se em conta a velocidade da reação redox e inter-
ferências de corantes naturais e/ou sintéticos foram eliminados
com uma coluna de alumina. Após injeção da amostra, esta
coluna foi regenerada com um fluxo em sentido contrário de
uma solução contendo hidróxidos de amônio e sódio. Ciclamato
foi determinado em nove amostras com uma velocidade analíti-
ca de 24 resultados/h. O limite de detecção foi igual a 3,OxlO-5
M e o desvio padrão relativo foi menor que 0,5% para uma
solução contendo 8,OxlO-4 M de ciclamato (n = 12).

Um procedimento simples, preciso e exato para a determi-
nação de ciclamato em produtos dietéticos como pudim, gela-

tina, ado~antes de mesa, coca-cola e guaraná foi recentemente
proposto 54-157.O ciclamato foi titulado com solução de nitrito
de sódio em solução de ácido fosfórico 1,0 M e o ponto final
da titulação foi determinado biamperometricamentel54.156.157
pelo aumento abrupto de corrente observado em dois eletrodos
de platina polarizados com um potencial de 0,7 V, quando um
pequeno excesso de titulante é adicionado. Sacarose, glicose,
frutose, sacarina, sorbitol, ácido benzóico, ácido salicílico, áci-
do fumárico, lactose, amarelo crepúscolo e bordeaux-S não
interferem, mesmo em concentrações significativas. O limite

de detecção foi de 1,3xlO-3 M e o desvio padrão relativo foi
igual a I% para soluções contendo 5,Ox10- M deste adoçante
(n =9). Uma recuperação variando de 97,6 a 102,5% foi obti-
da nos estudos com quatro produtos dietéticos, indicando as-

sim boa recisão deste método. Uma adaptação deste método
em fluxo 55-157,permitiu determinar ciciam ato em alguns pro-
dutos dietéticos do mercado nacional, com uma velocidade
analítica de 90 resultados/h.

4. SACARINA

4.1 Síntese, propriedades e características

Sacarina (o-benzóico sult1mida, C6H4COS02NH) (Figura 11)
é o mais antigo dos edulcorantes artificiais, tendo sido aciden-
talmente descoberta e sintetizada em 1879 por Fahlbergl5K. Se-
gundo Baka1159,a sacarina é o substituto da sacarose mais em-
pregado em todo o mundo. São cristais incolores com ponto de
fusão de 228-230"C_ Um grama deste adoçante se dissolve em
290 mL de água a 25"C, e em 25 mL a 100"C. Sua solubilidade
é maior em álcool, acetona, clorofÓrmio c acetato de etila.

Figura 11. EstrutUra da Saul,.,,";

A sacarina é usada em alimentos, bebidas, cosméticos,
medicamentos, ração para animais e em processos industriais,
devido ao seu poder edu1corante de 400-500 vezes a da saca-
rose (Tabela 2), estabilidade e baixo custo. O incoveniente
deste edu1corante é seu gosto residual amargoK.

4.2 Metabolismo

A absorção de sacarina pelo homem está em torno de 95%
e ainda existem controvérsias sobre sua toxicidade. Em 1969
descobriu-se que provocava câncer em ratos quando estes a
ingeriam em grandes quantidades, e seu uso em bebidas
dietéticas e alimentos tornou-se motivo de controvérsia. Seu
emprego em produtos dietéticos e/ou medicamentos nos E.U.A.
foi proibido em 1977, baseado no critério da proibição do con-
sumo de uma substância quando há dúvidas sobre seu caráter
carcinogênico, mesmo que tais dúvidas sejam discutíveis. Como
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Reagente Limite de À. Extrator Ref.
Detecção (nm)

(M)

quinidrona - 355 água 139
azul do nilo 1,1 x 10-5 632 metilisobutilcetona 140
I, IO-fenantrolina 7,8 x 10-5 516 nitrobenzeno 141
p-quinona 8,4 x 10-5 493 clorofórmio 142
piridina - 340 água 143



se supõe que a utilização da sacarina como adoçante não acar-
reta riscos a saúde, ela ainda é usada em produtos dietéticos
em muitos países. Em vários países da Europa seu consumo é
autorizado em baixas concentrações. Em 1984, o Comitê Misto
FAOIOMS autorizou o consu.no de 2,5 mg de sacarina 1 kg de
peso corpóreo. No Brasil a legislação limita o consumo em 30
mg/100 g, para alimentos, e 30 mg/100 ml, para bebidas
(D.O.U., 19/12/1988).

4.3 Métodos de Determinação

A existência de normas ou limites máximos permissíveis para
sacarina em alimentos, pressupõe o emprego de métodos analí-
ticos adequados para garantir uma eficiente vigilância sanitária.

O mais antigo e menos sensível método para determinação
de sacarina é o método gravimétrico baseado na determina-
ção de sulfato, como sulfato de bário, formado na reação desse
adoçante com bromo na presença de NaOH. Nessa reação de
substituição, há formação de uma N-bromoamidal6o . primei-
ra etapa da degradação de Hoffmann. A quantidade de sulfato
formado é, em seguida, determinada gravimetricamente com
bário. Este método é recomendado pela Association of Official
Analytical Chemistsl61 e pelo Instituto Adolfo Lutzl62, sendo
um dos maiores inconvenientes o elevado tempo requerido
para a análise.

Helak e colaboradores I63, utilizando a técnica polarográfica
de pulso diferencial, obtiveram uma relação linear (r =0.9999)
entre a concentração de sacarina e a corrente de difusão na faixa
de 9,8xlO-7 a 2,lxlO-3 M, com uma faixa de recuperação de 91,9
- 101,5%. A AOACI64 adota este método como oficial.

Polarografia também foi usada por Lasheenl65 na quantifi-
cação de sacarina em extrato~ de vegetais enlatados, onde uma
etapa prévia de conversão de sacarina sódica em sacarina foi
realizada utilizando-se uma coluna Dowex-50 (na forma áci-
da). A faixa útil de trabalho foi entre l,2xl0-7 - 9,7xlO-6 M,
apresentando índice de recuperação entre 91,8 a 99,0%. O
método se mostrou sensível e reprodutível, possível de ser
adaptado para diferentes materiais vegetais.

Sontag e Krall66, também empregaram resina Dowex 50W-
X8 para converter sacarina sódica em sacarina ácida, previa-
mente à sua determinação por polarografia de pulso diferenci-
al. O limite de detecção foi de 2,4x 10-6 M. Outro método po-
larográfico de pulso diferencial usando iodeto de tetrabutila-
mônio 4x10-3 M-cloreto de sódio lxlO-1 M para a determina-
ção de acesulfame-K e sacarina foi também desenvolvid029.

Sacarina é também usada como abrilhantador em galvano-
plastia e sua determinação em banhos eletroquímicos foi feita
por polarografia de pulso diferencial e por polarografia de
corrente contínua (d.c.) e de corrente alternada(a.c.)167. A ex-
tração da sacarina foi realizada com uma mistura de acetato de
etila e tetracloreto de carbono, seguida da adição de cianeto
para mascarar metais nobres. As faixas úteis de trabalho situ-
am-se entre 1,9x 10-5 - 5,6x 10-4 M (polarografia de pulso dife-
rencial) e 9,7xlO-6 - 2,2xlO-4 M (polarografia a. c.), com limi-
tes de detecção de 2,4xlO-5 M e 1,2xl0-4 M, respectivamente.
Os métodos são aplicáveis para a determinação de sacarina em
banhos eletrolíticos contendo Pd, Au e Ni. O método por po-
larografia d.c. é o mais recomendado, pois não envolve a sepa-
ração prévia do edulcorante.

A determinação quantitativa de sacarina pode ser feita tam-
bém por métodos cromatográficos. Existem métodos que em-
pregam sflica gel para a separação de sacarina por cromatogra-
fia em camada delgadal68.

Dois métodos cromatográficos (cromatografia em papel e
cromatografia em camada delgada) são citados pelo Instituto
Adolfo Lutz para a determinação quantitativa de sacarinal69.
O primeiro emprega papel Whatman nll1 e uma mistura
eluente composta de acetona, hidróxido de amônio e acetato
de etila (5:1:1). A revelação é feita com nitrato de prata em
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álcool amoniacal e solução de pirogalol. O segundo procedi-
mento emprega placa de vidro com sflica gel G, em cuba
cromatográfica. A revelação foi feita com solução de
rodamina-B, após eluição com solução de clorofórmio-ácido
acético. Ambos os métodos são aplicáveis na separação de
sacarina, ciclamato e dulcina.

A determinação por cromatografia gás-líquido requer prévia
derivatização dos constituintes da amostra antes da injeção 70.171.
Um acoplamento de cromatografia gasosa e espectrometria de
massa para determinação de sacarina foi proposto por
Heitkemper et alii172.O pré-tratamento pode ser evitado empre-
gando-se cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)173-177.
A detecção é geralmente feita em 254 nm e, já algum tempo,
detectores de malha de diodos estão sendo utilizadosl7K. Os
métodos que empregam CLAE apresentam maior seletividade e
sensibilidade dentre todos os métodos cromatográficos atualmen-
te utilizados para a determinação deste adoçante.

A aplicação de métodos baseados na determinação de saca-
rina no UV se estende desde produtos alimentícios179 até ba-
nhos de galvanoplastial8o. Nesse último, a determinação foi
feita com base na primeira derivada do espectro, obtendo-se

um desvio padrão de 1,2%, yrecisão de :t 2,4xlO-7 M e um
limite de detecção de 4,9x 10- M. Losada et alii 18I, utilizaram
vários métodos de tratamento de sinais (absorbância líquida,
área de pico, primeira e segunda derivadas) para a determina-
ção de sacarina. Uma comparação entre esses métodos também
foi apresentada. Uma aplicação em produtos dietéticos resultou

em uma precisão de 0,8 a 3,2% e um faixa de recupera)ão
entre 93,6 e 104,5%. Recentemente, Viana-Soares e Martins 82,
apresentaram um método espectrofotométrico utilizando segun-
da (D2) e quarta(D4) derivadas, com faixa de concentração de
l,4xlO-4 - 4,8xlO-4 M em uma varedura feita de 240,0 a 320,0
:t 0,5 nm. Foram obtidas nesta metodologia faixas de recupe-
ração de 96,6-99,3% (D2) e 95,4-104,8% (D4) para soluções e
95,5-99,7% (D2) e 98,8-104,5% (D4) para tabletes.

No método descrito por Hussein e colaboradoresl79
determinou-se a absorbância em 235 e 244 nm; a absorbân-
cia nesse último comprimento de onda é útil para se corrigir
alguma possível interferência. A 235 nm obteve-se uma rela-
ção linear até 2,2x 10-4 M com um fator de recuperação entre
83 e 113%.

A formação e extração de pares iônicos de sacarina com
certos corantes, oferece uma alternativa para a determinação
espectrofotométrica desse edulcorante.

Um método espectrofotométrico mais seletivo para a deter-
minação de sacarina empregando fenolssulfonaftaleína como
reagente foi proposto por Fernandez-Flores et alii1K3.Entretanto,
um estudo interlaboratorial revelou que o método, apesar de mais
seletivo, apresenta um coeficiente de variação maior que 5%
não sendo, portanto, indicado como método oficial de análise.
Nestes casos, um valor menor do que 5% seria recomendado.

Outros métodos utilizam a reação de sacarina com fenotiazi-
na184e clorofenotiazina 185.Ambos apresentaram faixa linear
entre 9,7xlO-5 e 1,9xl0-3 M e desvio padrão relativo menor que
2%. Concentrações de ciclamato e ácido benzóico cinco vezes
superiores à concentração de sacarina não causaram inteferência.

A tabela 4 apresenta alguns outros métodos esr:ectrofotométri-
cos na região do visível descritos na literatura I 5-189.

Dentre os métodos potenciométricos, os mais utilizados para
a determinação de sacarina empregam eletrodos íon-seletivos
(ISE) formados por pares iônicos em uma matriz de PVC190-199.

A construção desses eletrodos envolve geralmente três etapas:
a) formação do par iônico; b) extração e dissolução do par iônico
e c)formação da película PVC/par iônico sobre uma superfície
condutora (grafite). As medidas com esse tipo de eletrodo são
influenciadas principalmente pela concentração do par iônico na
membrana, concentração do analito em solução, pH, concentração
de íons interferentes, intensidade iônica e temperatura.

Todos esses eletrodos sofrem uma maior ou menor influência
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Tabela 4. Alguns métodos espectrofotométricos baseados na formação e extração de pares iônicos de sacarina.

Corante Faixa Linear À. ê Extrator
(M) (nm) (Umol.cm)

1,0-5,8 x 10-5 545
9,7-5,8 x 10-5 685
0,1-3,6 x 10-4 680

0,5-49,7 x 10-6 630
1,2-5,0 x 10-4 510

Fucsina básica
Azure B
Azure C
Azul do Nilo
Ferroína

Ref.

Clorofórmio
Clorofórmio
Clorofórmio

MIKB
Água

185
186
187
188
189

2,4 xlO3
3,1 xlO3
5,8 xlO4
8,0 xlO2

de substâncias interferentes de acordo com o valor de seus
respectivos coeficientes de seletividade, K.ac,I.0 potencial fi-
nal, na presença de íon interferente monovalente, é dado pela
equação empírica de Pungor e Tóth200 :

E= E* + RT/F . In (C.ac + K.ac.I . C.ac/CI)

onde E representa o potencial medido, E* potencial condi-
cional, K.ac.Io coeficiente de seletividade e C.ac e CI as con-
centrações de sacarina e do íon interferente, respectivamente.

Métodos para determinação de sacarina baseados em
titulações em solventes não aquosos também são encontrados
na Iiteratura201.

Nakamura202 descreveu um método onde a fluorescência foi
medida a 410 nm (excitação a 277 nm). A intensidade da flu-
orescência foi linearmente proporcional à concentração para
concentrações de sacarina acima de 3,9x 10-5 M. O método
mostrou-se lento e havia etapas onde foi necessário aqueci-
mento (75-80"C). O fator de recuperação para 23 amostras
diferentes variou entre 82 e 98%.

Baseado na reação de precipitação do ânion sacarinato com
o íon mercuroso, propusemos recentemente três métodos analí-
ticos para a determinação quantitativa deste eduIcorante203-209.

Um método gravimétric0203.2o4,2o6rápido, preciso e de baixo
custo para a determinação de sacarina em adoçantes de mesa
usando nitrato mercuroso como reagente de precipitação foi
desenvolvido. Os melhores resultados foram encontrados em
pH igual a 2 com um desvio padrão relativo de 4,3%. Este
método proposto, requer um número bem menor de etapas e
pode ser realizado em tempo muito inferior ao atualmente
empregado pelo Instituto Adolfo Lutz162. CicIamato, ácido
benzóico, lactose, frutose, glicose e sacarose não interferem
quando presentes, mesmo em concentrações elevadas.

Na titulação de sacarina com nitrato mercuros0203.207,208,
ciclamato pode estar presente em concentrações de até vinte
vezes superior à de sacarina, sem causar interferência significa-
tiva. O ponto de equivalência foi determinado pelo método de
Gran modificado, devido a assimetria da curva de titulação e
também a baixa definição do salto potenciométrico esteja asso-
ciado. Esta assimetria deve estar associada a cinética de forma-
ção do precipitado, enquanto que o salto potenciométrico a
moderada insolubilidade do sacarinato mercuroso. Este método
apresentou um percentual de recuperação entre 95,2 e 103,2%.

Este procedimento potenciométrico foi adaptado em um sis-
tema de injeção em flux0203.2o5com um filtro relocável, para
eliminar "on-line" o precipitado formado, evitando assim um
acúmulo do mesmo na superfície do eletrodo ind~cador
potenciométrico. Neste sistema, sacarina foi determinada em
diversos produtos dietéticos com uma velocidade de 60 amos-
tras/h, com um consumo de 0,76 mg de Hg2(II) por determina-
ção. Os resultados são compatíveis com os obtidos por espec-
trofometria UV com coeficiente de correlação entre os dois
métodos de 0,9930.

Um eletrodo tubular ion-seletivo a sacarina209 foi construí-
do e aplicado em análise por injeção em fluxo (FIA) deste
eduIcorante em adoçantes de mesa.

Investiga-se atualmente o desenvolvimento de um método
sequencial em FIA para a determinação de ciclamato (detecção
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espectrofotométrica) e sacarina (detecção potenciométrica) em
diversos produtos dietéticos do mercado nacional.
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