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DETERMINACAO DE EDULCORANTES EM ALIMENTOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA: UMA REVISAO
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RESUMO

Nas ultimas décadas, os edulcorantes ganharam importancia na inddstria de
alimentos. Esse movimento se apoia em aspectos econdmicos, sensoriais e
sanitarios. Os edulcorantes sdo substancias de diferentes origens e propriedades
fisico-quimicas que apresentam, como caracteristica comum, a funcédo de mimetizar
0 sabor doce nos alimentos acrescentando pouca ou henhuma caloria. Devido a alta
disponibilidade de produtos adogcados com edulcorantes no mercado consumidor,
eleva-se o risco de consumo em excesso de edulcorantes, o que pode causar danos
a saude. Com isso, se torna necessario o desenvolvimento de métodos capazes de
monitorar e quantificar os edulcorantes em matrizes alimenticias. A analise de varios
edulcorantes de forma simultanea € uma tarefa dificil porque os edulcorantes reinem
poucas caracteristicas fisico-quimicas em comum. Nesse sentido, técnicas baseadas
em separacao por cromatografia liquida sdo o método de escolha pela facilidade de
aplicacao e a possibilidade de acoplar uma gama de detectores, como ultravioleta ou
espectrometria de massas. Esse ultimo tem se destacado pela alta sensibilidade e
capacidade multi-analitica, mas ainda se caracteriza como uma técnica de custo
elevado para uma rotina analitica. Entretanto, a maioria dos métodos disponiveis
analisa apenas um grupo de edulcorantes. Mais estudos sd0 necessarios para
desenvolver métodos multi-analiticos para identificar e quantificar todos os

edulcorantes permitidos na legislacdo brasileira, simultaneamente.
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INTRODUCAO

A obesidade e o diabetes constituem grande problema em todo o mundo e o
aumento de suas ocorréncias despertou o interesse das pessoas por habitos
saudaveis (BUKHAMSEEN; NOVOTNY, 2014; CAVAGNARI, 2019). A relacdo entre
a saude e a dieta gerou um aumento consideravel na demanda por produtos
alimenticios com baixo teor cal6rico (COELHO; DE JESUS, 2016). Esse fenbmeno
esta ocorrendo mundialmente acompanhado de mudancas rapidas em habitos
alimentares (GARCIA-ALMEIDA; CASADO FDEZ; GARCIA ALEMAN, 2013). E com
a prevaléncia de tais problemas diretamente relacionados ao consumo excessivo de
acucar, se fez necesséaria a diminuicdo do conteddo destes componentes na dieta
(MURRAY et al., 2016; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2017; MOORADIAN et
al., 2017; CENA; CALDER, 2020).

Edulcorantes, ou adocantes, sdo uma classe de aditivos alimentares composta
por substancias de origem natural ou sintética que desempenham um papel relevante
na producdo de alimentos ao serem utilizados como substituintes de agucar para
fornecer um sabor doce com poucas ou nenhuma caloria (GARCIA-ALMEIDA,
CASADO FDEZ; GARCIA ALEMAN, 2013; SHAH; JAGER, 2017; SAMANIEGO-
VAESKEN; PARTEARROYO; VARELA-MOREIRAS; 2020). Atualmente, os
edulcorantes podem ser encontrados em praticamente todo tipo de produto
alimenticio, incluindo, refrigerantes, sucos, misturas de bebidas em pd, bebidas
alcodlicas, adocantes de mesa, doces, gomas de mascar, geleias, pudins, assados,
conservas de frutas e legumes e produtos lacteos. Como resultado da grande
variedade de alimentos disponiveis contendo edulcorantes, o consumo desses
compostos pelas pessoas estd aumentando. Existe, portanto, o risco de consumo
elevado de um produto contendo uma mistura de edulcorantes ou de muitos
edulcorantes distribuidos em véarios tipos de produtos, o que pode levar os
consumidores, principalmente criancas, a excederem a ingestao diaria aceitavel (IDA)
(ZYGLER et al.,, 2011; 2012; SAKAI et al., 2015; SAMANIEGO-VAESKEN;
PARTEARROYO; VARELA-MOREIRAS; 2020).
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Ha uma controvérsia consideravel em torno dos efeitos adversos para a saude
dos edulcorantes. Consumidores em todo o mundo tém relatado efeitos colaterais
ligados ao consumo de edulcorantes, incluindo influencia no sistema de saciedade do
cérebro e levar a compensacao pelo baixo consumo de energia, aumentando assim
aingestao de energia subsequente; mudancas de humor e comportamento; irritacdes
de pele; dores de cabeca; alergias; dificuldades respiratorias; e cancer (DOS
SANTOS FIGUEIREDO et al., 2017; SHAH; JAGER, 2017).

Além disto, os consumidores exigem alimentos de melhor qualidade e se
informam mais sobre as declara¢des nutricionais publicadas no rotulo da embalagem.
Os rétulos dos alimentos precisam fornecer informacfes precisas sobre todos 0s
ingredientes e aditivos alimentares. As rotulagens e as listas de ingredientes permitem
a identificacdo da presenca, mas nao da quantidade, e dos tipos de edulcorantes
adicionados. Desta forma, os consumidores sao, por vezes, expostos a adulteracao
intencional e/ou a ma rotulagem de produtos alimenticios (ZYGLER et al., 2012; DOS
SANTOS FIGUEIREDO et al., 2017). A fim de garantir a seguranca e a qualidade dos
alimentos, o controle da qualidade destes é de extrema importancia durante e apés a
producéo de alimentos. O controle adequado dos alimentos processados exige
métodos analiticos apropriados, capazes de fornecer resultados confiaveis ao
analisar amostras de alimentos, geralmente caracterizadas por sua complexidade
(KUBICA; NAMIESNIK; ANDRZEJ WASIK, 2015; LE et al., 2017). Neste contexto,
métodos confidveis, capazes de cobrir a quantificacdo de diversos edulcorantes
simultaneamente, sdo necessarios. A maioria dos métodos disponiveis foi
desenvolvida para analise de cada tipo de edulcorante individualmente. No entanto,
edulcorantes sdo comumente utilizados em combinacéo para reducdo de custo e
melhoria das caracteristicas sensoriais (ZYGLER et al., 2012; CHANG; YEH, 2014;
SAKAI et al, 2015). Com isso, a conformidade dos alimentos com as
regulamentacdes vigentes necessita de ser monitorada por métodos quantitativos
robustos para a determinacdo, em uma Unica analise, de varios edulcorantes
comumente utilizados (JAGER, 2017; FERREIRA; YUSTY; CARRO DIAZ, 2018;
SHAH; JAGER, 2017).
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Neste cenario, 0 objetivo do presente estudo é realizar um levantamento
bibliografico sobre os métodos analiticos publicados na literatura com o propdsito de

analisar quantitativamente em laboratério edulcorantes em amostras alimentares.

METODOLOGIA

Este estudo corresponde a uma revisdo narrativa exploratéria para
delineamento do cenéario em torno das analises laboratoriais de alimentos com o
propésito de quantificar edulcorantes em amostras alimentares. As buscas de estudos
foram realizadas em bases de dados consideradas significativas para o contexto da
andlise de alimentos, ou seja, Food Science and Technology Abstracts (FSTA - via
EBSCO host), Latin American and Caribbean Health Sciences (LILACS), Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE/PUbMED), Scientific
Electronic Library Online (SciELO) e Web of Science. Os termos descritores aplicados
nas buscas foram “Edulcorantes”, “Sweeteners”, “Artificial Sweeteners”, “Non-caloric
Sweeteners”, “Determinagao”, “Quantificacido”, “Determination”, “Quantitation” e
“Food analysis”. Assim, os termos descritores permitiram buscas de estudos em
portugués ou inglés sobre a tematica proposta. Tais buscas foram realizadas entre os
meses de Junho e Novembro de 2020. Os estudos foram selecionados a partir de
duas etapas. A primeira correspondendo a leitura prévia de titulos e resumos,
enquanto a segunda se tratava da leitura completa dos estudos selecionados. Os
estudos selecionados foram aqueles que apresentaram a lista de edulcorantes
analisados, as matrizes alimentares pesquisadas e o método de analise proposto,
incluindo a descricdo dos equipamentos de separacdo e deteccdo dos analitos de

interesse.

1 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DOS EDULCORANTES

No Brasil, segundo a Portaria n° 540, de 27 de outubro de 1997 do Ministério

da Saude, “edulcorantes sédo substancias diferentes dos agucares que conferem
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sabor doce aos alimentos” (BRASIL, 1997). No que diz respeito a classificacdo geral,
dada a grande variedade de tipos existentes, os edulcorantes podem ser agrupados
de acordo com o teor calérico (nutritivos ou nao-nutritivos), a origem (natural ou
artificial) ou mesmo a estrutura quimica (GARCIA-ALMEIDA; CASADO FDEZ,
GARCIA ALEMAN, 2013) (Figura 1).

Figura 1. Classificagdo dos edulcorantes com uso autorizado pela Legislacao

brasileira.
4 Sorbitol, xarope de sorbitol, D-sorbita )
Manitol
— Maltitol, xarope de maltitol
. Lactitol
Naturais o
Xilitol
Nutritivos P— Eritritol
Xarope de poliglicitol
Sintéticos \__'somalt isomaltulose hidrogenada
| S —
Edulcorantes — ) ( )
. Glicosideos de estévia
Naturais .
Taumatina
\ J . v
Nag-nutrltlvos (" Acessulfame de potassio )
(intensos) o .
—_— Acido ciclamico e seus sais de Ca, Na e K
o Sacarinae seus sais de Ca, Na e K
Sintéticos
Aspartame
— Neotame
\_ Advantame )

Fonte: ANVISA, 2008 e 2019; JAIN; GROVER, 2015; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2017.

E possivel identificar, entre os edulcorantes, substancias como sulfonamidas,
derivados da sacarose, alcoois ou peptideos em um conjunto que néo pertence a
nenhum grupo quimico especifico e que apresentam propriedades fisico-quimicas
distintas. Devido as diferencas quimicas dos edulcorantes, é possivel encontra-los
como agentes adocantes estaveis em uma grande variedade de alimentos (BELLOIR,;
NEIERS; BRIAND, 2017; DHARTIBEN & APARNATHI, 2017).

A possiblidade de substancias com caracteristicas quimicas tao distintas

promoverem no organismo humano a sensagdo de dogura ocorre devido aos
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receptores heterodiméricos dos tipos T1R2 e T1R3. Esses receptores possuem sitios
de ativacao bem distintos que podem se interligar a substancias de diferentes classes
(BELLOIR; NEIERS; BRIAND, 2017).

Existem varios métodos para determinar os edulcorantes em alimentos como
eletroforese capilar, cromatografia de camada delgada e espectroscopia do UV,
sendo o método de CLAE a escolha mais comum. E devido a diferengcas nas
propriedades relacionadas a estrutura de cada um dos edulcorantes, ha menos
opcOes analiticas disponiveis quando varios edulcorantes devem ser analisados
simultaneamente (YANG; CHEN, 2009; DE QUEIROZ PANE et al., 2015; JANVIER
et al., 2015; DIVIS, 2020; ZYGLER et al., 2011; 2012).

2 LEGISLACOES VIGENTES

A legislagéo para edulcorantes como aditivos alimentares varia, de pais para
pais, quanto aos tipos e os respectivos limites maximos permitidos (SAKAI et al.,
2015). Em territério brasileiro, a regulamentacao e fiscalizacdo dos edulcorantes sédo
realizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Atualmente em
vigéncia, a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 18 de 24 de marco de 2008
da ANVISA estabelece que os edulcorantes permitidos sdo sorbitol (SOR); manitol
(MAN); acessulfame de potassio (ACE-K); aspartame (ASM); &cido ciclamico e seus
sais de calcio, potassio e sodio (CIC); isomaltitol (ISM); sacarina e seus sais de calcio,
potassio e sodio (SAC); sucralose (SUC); taumatina (TAU); glicosideos de esteviol
(EST); neotame (NEO); maltitol (MAL); lactitol (LAT); xilitol (XIL); e eritritol (ERI)
(ANVISA, 2008; DE QUEIROZ PANE et al., 2015; DOS SANTOS FIGUEIREDO et al.,
2017). A legislagao vigente limita o teor de aditivos alimentares utilizados em
alimentos para fins especiais tendo em vista a preocupacdo com a saude do
consumidor, especificando o nivel maximo de utilizacdo de cada edulcorante intenso
(ZYGLER et al.,, 2011). No caso dos alcoois de acucares, mesmo & luz do
conhecimento de efeitos adversos como efeito laxante e outros sintomas

gastrointestinais (flatuléncia, inchaco e desconforto abdominal) quando consumido
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em excesso, esses edulcorantes ainda nao possuem IDA especificada
(GREMBECKA, 2015). Ainda hd a RDC n° 239 de 26 de julho de 2018 que estabelece

os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso em

suplementos alimentares (ANVISA, 2018). A ultima adicdo a lista de edulcorantes
permitidos para uso em alimentos em territorio nacional foi o advantame (ADV),
derivado do aspartame, e o neotame, cuja permisséo foi regulada pela ANVISA pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada N° 281, de 29 de abril de 2019 (ANVISA, 2019).
Por causa dessas diferencas entre regulamentacdes, as agéncias governamentais
estdo alertas quanto a analise de alimentos importados (SAKAI et al., 2015). Na Uniéo
Europeia (UE), os Regulamentos n° 1129/2011 e n° 497/2014 da Comisséo da UE
autorizam adocantes em alimentos e bebidas prontos para o consumo além dos
permitidos pela legislagdo brasileira, incluindo a neohesperidina DC e o sal de
aspartame-acessulfame. J4 nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration
(FDA), permite todos os citados para a legislagéo europeia com excec¢ao do ciclamato
e da neohesperidina DC, além da permisséao de uso do extrato de frutas Luo Han Guo
(FDA, 2018; FAO, 2021)

3. ANALISE DE EDULCORANTES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

O consumidor tem a sua disposicdo uma enorme variedade de alimentos
contendo edulcorantes, além de bebidas e suplementos alimentares. As diferencas
fisico-quimicas, eletroquimicas e espectrais dos edulcorantes sdo significativas, com
isso a determinacdo simultdnea dessas substancias se encontra limitada pela
capacidade dos métodos mais usuais em separacao e deteccdo. Aléem das diferentes
propriedades, os edulcorantes ndo-nutritivos apresentam poder edulcorante intensos
e, por isso, se encontram em pequenas concentracdes nos alimentos (YANG; CHEN,
2009). Além disso, alimentos comerciais podem apresentar polidis substituindo a
sacarose, muitas vezes em combinacdo com edulcorantes artificiais de alta
intensidade para contrapor a baixa docura (GODSWILL, 2017). Com isso, a
sensibilidade do método precisa ser alta (YANG; CHEN, 2009). Nesse contexto, a
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simplicidade, precisao e facil preparo da amostra (HADJIKINOVA et al., 2017).

3.1 Preparo de amostra

Os processos de preparo e purificacdo de amostras objetivam extrair 0s
analitos alvo de matrizes de alimentos antes da analise instrumental, isolando-as de
possiveis interferentes (SHAH; JAGER, 2017). Geralmente, o preparo de amostras
de alimentos compreende homogeneizacao, extracado, purificagcdo e concentracdo do
analito. O objetivo é maximizar a recuperacao dos analitos e minimizar a interferéncia
na analise (FERREIRA; YUSTY; CARRO DIAZ, 2018).

Os alimentos sdao matrizes complexas devido a alta variabilidade na
composicdo quanto a presenca de macronutrientes, micronutrientes e aditivos
(FERREIRA; YUSTY; SHAH; JAGER, 2017; CARRO DIAZ, 2018). Algumas amostras
como bebidas carbonatadas, depois de desgaseificadas, sdo mais faceis de trabalhar,
sendo possivel apenas diluices até que as concentracfes do analito cheguem a faixa
de trabalho. No entanto, extratos de amostras mais complexas devem ser purificados
podendo ser utilizados métodos como extracdes liquido-liquido, solido-liquido ou
extracdes em fase solida (SHAH; JAGER, 2017; FERREIRA; YUSTY; CARRO DIAZ,
2018).

A extracdo em fase solida é uma técnica reprodutivel para isolar edulcorantes
com base em sua afinidade com uma fase estacionaria. Esta se destaca pela
possibilidade de pré-concentracdo e purificacdo de compostos alvo de amostras
aquosas, além de apresentar vantagem de adaptar a varios sistemas
cromatograficos. Os sorventes sdo a base de silica ou polimeros modificados com
grupos funcionais polares ou apolares. Existem varios tipos de cartuchos de extracao
em fase sélida comercialmente disponiveis, nos quais, os analitos alvo sao
transferidos da matriz para um sorvente sélido onde séo retidos e posteriormente

eluidos para um solvente de escolha. Para o isolamento de edulcoranres de
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alimentos, os cartuchos mais bem-sucedidos s&o aqueles de fase reversa, como C8
ou C18 (SHAH:; JAGER, 2017; FERREIRA; YUSTY; CARRO DIAZ, 2018).

Para execucdo da andlise, é essencial ter um material de referéncia padrédo

contendo valores certificados de edulcorantes em uma matriz alimentar. Este material
€ analisado para confirmar que o método é valido e preciso para o propdsito projetado.
Héa também a possibilidade de utilizacdo de um padrdo interno, importante para a
guantificacao, minimizando a possivel supressao de ions de interferentes de matrizes
complexas de alimentos. Alguns métodos na literatura aplicam varfarina sédica como
padrao interno (SHAH; JAGER, 2017; LIM et al., 2013).

3.2 Detectores aplicaveis

As vérias diferencas fisico-quimicas dos edulcorantes tornam muito desafiador
desenvolver um Unico metodo para sua separacao e isolamento de interferéncias da
matriz (SHAH; JAGER, 2017). A ampla gama de colunas de separacao disponiveis
como sistemas de fase reversa, par ibnico e hidrofilica, associado com a variabilidade
de detectores disponiveis, torna a CLAE uma técnica aplicavel a analise simultanea
de multiplos edulcorantes (SHAH; JAGER, 2017). Ja para edulcorantes naturais como
0s polidis, ha uma escassez de técnicas analiticas capazes de multiplas analises
(COELHO; DE JESUS, 2016).

H4, na literatura, exemplos de métodos CLAE acoplados a detectores
ultravioleta (UV) ou arranjo de diodos (DAD) para ciclamato, sacarina, aspartame e
acessulfame-K. No entanto, estes detectores sdo mais dificeis de serem aplicados ja
gue a maioria dos edulcorantes, naturais e sintéticos, tém poucas propriedades
cromoOforas e muitos nutrientes presentes em alimentos podem interferir na
especificidade do método (COELHO; DE JESUS, 2016; HADJIKINOVA et al., 2017;
SHAH; JAGER, 2017). Assim, os métodos de CLAE para determinacdo simultanea
de vérios edulcorantes baseiam-se principalmente na espectrometria de massas (EM)
(YANG; CHEN, 2009; PANE, 2012; ZYGLER et al., 2012), que permite a deteccao
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direta de edulcorantes sem a necessidade de derivacao do analito antes das analises
instrumentais (SHAH; JAGER, 2017).

Para o controle de qualidade de alimentos, esta cada vez mais rotineira a
escolha da CLAE acoplada a EM (CLAE-EM) (YANG; CHEN, 2009; PANE, 2012;
ZYGLER et al., 2012; FERREIRA; YUSTY; CARRO DIAZ, 2018). Essa técnica
apresenta alta especificidade e sensibilidade (SHAH; JAGER, 2017). Enquanto

Ista

técnicas baseadas em detectores de UV e DAD sao capazes de detectar em torno de
3 a 4 edulcorantes, técnicas de CLAE-EM quantificam até 14 edulcorantes
simultaneamente (CHANG; YEH, 2014; SHAH et al., 2015) (Tabela 1).

Os sistemas de CLAE-EM séo geralmente aplicados em fase reversa com
colunas C18 ou C8. Normalmente, a fase mével combina uma solugdo aquosa de
acetato de amoénio, acido acético ou acido férmico e um modificador orgéanico
(metanol e acetonitrila) usado para otimizar a relacao entre separacao cromatografica
e a sensibilidade da ionizacao por eletrospray (IES) (KOKOTOU; ASIMAKOPOULOS;
THOMAIDIS, 2012).

No entanto, € preciso destacar que os métodos de CLAE-EM fornecem uma
alternativa rapida e altamente especifica, mas cuja preparacdo da amostra é

frequentemente laboriosa e as vezes tem um custo elevado (PHIPPS et al., 2020).
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Tabela 1. Sistemas de extracdo e determinagcao de edulcorantes em CLAE

Analitos Amostras Solvente~ de Coluna} . Fase movel Detector Referéncia
extragcao Cromatografica
Metanol com solucdo tampdo e acetona
ACE-K, CIC, SAC, Doces duros, . (69:24:7, viviv) | metanol com solucao . .
ASM, ALI, NEO, bebidas nao H,0 / MeOH (50:50 v/v) JO'Egzgﬂx54H5mn(]3r%?§|)"C& tampdo e acetona (11:82:7, viViv) Mlcrozrgggs 2Q YANCZ;C’)S:QH EN,
SUC, EST alcodlicas e bolos ’ i Tampéo = (0,8 mL acido férmico e 1,5
mL trietilamina / L agua)

Bebidas ndo
ACE-K, SAC, CIC, alcodlicas e Aqua Supelco C18 (150 x 4,6 15% acetonitrila e 75% tampéao fosfato DAD SERDAR;
ASM alimentos para fins 9 mm, 5 pm) (0,0125 mol/L de KH,PO4, pH 3,5) KNEZEVIC, 2011

especiais
ACE-K, CIC, SAC,
ASM, NEO, SUC, Bebidas alcodlicas . _— P
EST, Ducin . @ rdo akosloas fn Preorenle | e deoniede tacean a0 sBSoe  CHANGvER
glicirrico, conservas de frutas 9 ’ QTRAP 4000 2014

. . mm, 5 pm) mM no canal B
neoesperidina e de vegetais
dihidrocalcona
Diamonsil™ C18 (5 pm,

Beb“??‘s nao Extracdo em fase . 4,6 150 mm I'.D . acido fosforico / 4gua ultrapura / 2996 PDA YANG; CHEN,
NEO alcoolicas, bolos e solida OasisHLE ~ Dikma, Beiling, China) e oo ivila (3,5:700:300 viviv) (DAD) Waters 2010

conservas de frutas Whatman Partisil 5 ODS- " :

3 (4,6 x100 mm, 5 um)

ACE-K, CIC, SAC, KUBICA;
ASM, NEO, SUC, Bebhidas alcodlicas H,O + MeOH + acetona Ascentis Express C18 H,0 + MeOH + acetona (75+20+5) 0,1% Shimadzu N AMIESNiK'
EST, Dulcin, ALI, e nado alcodlicas, (75+20+5) 0,1% viv de (Supelco, Belefonte, PA,  v/v ac. acético / ACN + acetona (95+5) LCMS-8050 ANDRZEJ WAéIK
Neoesperidina bebidas em p6 ac. acético 100 x 4,6 mm, 2,7 pm) 0,1% v/v &c. acético 2015 ’

dihidrocalcona
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Tabela 1. Sistemas de extracédo e determinacéao de edulcorantes em CLAE (continuacao)

Analitos

Amostras

Solvente de
extracao

Coluna
Cromatografica

Fase moével

Detector

Referéncia

ACE-K, CIC, SAC,
ASM, NEO, SUC,
EST, AL,
Neoesperidina
dihidrocalcona

ACE-K, CIC, SAC,
ASM, NEO, SUC,
Neoesperidina
dihidrocalcona

ACE-K, CIC, SAC,
ASM, NEO, SUC,

Bebidas alcodlicas
e ndo alcodlicas,
bebidas em p6

Refrigerantes,
sucos em po, chas,
bebidas a base de
soja, bebidas
lacteas, cervejas e
bebidas alcodlicas

Leite, bebidas
lacteas e iogurte

ACN 0,01% viv Ac.
acético

MeOH — HZO
(8:92, viv)

Quechers

Ascentis Express C18
(Supelco, Belefonte, PA,
100 x 4,6 mm, 2,7 pm)
Acclaim™ Trinity™ P2
(100 % 2,1 mm,3 pm
Thermo Fisher Scientific)

50 x 2,1 mm Kinetex C18

(1,7 pm) (Phenomenex)

Zorbax Eclipse C8 (4,6 x
150 mm, 5 pm)

Thermo Accucore C-18
aQ,100 x 2,21mm, 2,6 pum

RP mode - MeOH+H,O+ACTN
(20+75+5) 0.1% v/v &c. acético e
ACN+ACTN (95+5) 0.1% v/v ac. acético
HILIC mode - 40 mM NH,Ac pH 6,8 /
ACN 0,01% v/v acido acético

ACN / tampao fosfato pH 6 (1 mmol/L)

H>O e 20 mmol/L acetato de ambnio e
MeOH e 20 mmol/L acetato de amodnio

0,1% &cido férmico e formato de amonio
4 mM em agua:metanol com &cido

Shimadzu
LCMS-8050

PDA (DAD) /
API 4000 LCMS

Q Exactive MS

KUBICA;
NAMIESNIK;
ANDRZEJ WASIK,
2016

LORENZO et al.,
2015

JIAetal, 2014

Ac. glicirrico férmico 0,1% e formato de amonio 4 mM
Doces, geleias,
ERL XIL. SOR gomas de mascar, Detector
MAN, MAL, LAT, chocolates, Agua / etanol Acquity BEH Amide Acetonitrila e agua co_ntgndo_ 0,05% (v/ evaporativo de KOH et al., 2017
Inositol. 1SM chocolates 1,7um, 2,1 x 150 mm V) de etanolamina e trietilamina espalhamento
! processados e de luz
snacks
Sucos de frutas, Corona
néctares, bebidas < . . . Shodex Asahipak, NH2P- GREMBECKA;
hEﬂilell\l/TAfOR’ de frutas, Agua: ac\e”t\‘/’)”'”"a (13 T80 4E 5um (4,6 x 250  Agua e acetonitrila ngégrif;;?r LEBIEDZINSKA:
’ suplementos mm) d SZEFER, 2014
dietéticos carregado)
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Tabela 1. Sistemas de extracédo e determinacéo de edulcorantes em CLAE (continuacao)
Analitos Amostras Solventg = Coluna, : Fase movel Detector Referéncia
extragcao Cromatografica
ACE-K, CIC, . <
SAC, ASM, gggg?csésb%%g: nao Solugéo de Acquity UPLC® BEH Agua com 20 mM de acetato de amonio / JANVIER et al
NEO, SUC, ’ sulfadimidina + agua- C18100x 2,1 mme 1,7 metanol, com20 mM e acetato de Xevo TQ-S MS o
g duros adogantes de . L 2015
Neoesperidina metanol pUm na particula amonio
L mesa e suplementos
dihidrocalcona
Agua
SAC, XIL, ERI, < : — -
SUC, MAL, Doces duros, bebidas /9% 3¢ formico P Acquity UPLC® BEH  NH,OAc 10 mM em H,O/MeOH (9812, Biéspp"tee?ns
Neoesperidina ndo alcodlicas e dii ! i t'i T C18100 x 2,1 mm e 1,7 v/): NH,OAc 10 mM em H,O/MeOH Sei ¥ ; SHAH et al., 2015
dihidrocalcona e iogurtes lisopropiietiamina pm (2/99, viv) CLEX QI
SPE C18 cartridge + ' 4000 LCMS
ACE-K :
metanol (iogurtes)
ACE-K, CIC, bebidas
SAC, ASM, carbonatadas, café,
NEO, SUC, ALI, isotbnicos, bebidas 0,1% &cido formico
EST, Dulcin, Ac.  de frutas, coquetéis aquoso / SPE Oasis Acquity UPLC® BEH . P -
Glicirrico, Acido  néo alcodlicos e a HLB + 0,1% éacido C18100x 2,1 mm e 1,7 O,‘l% acido formico aquoso e 0,1% acido MS/MS model SAKAI et al., 2015
X ~ P férmico em acetonitrila LCMS-8040
5-benzil-3,6- base de shochu nédo férmico aquoso e pm
dioxo-2- alcodlico e coquetéis metanol (lacteos)
piperazina e bebidas a base de
acetico shochu
ACE-K, CIC,
/NG, S Refrigerantes, sucos A N
NEO, SUC, AL, gerantes, " Shodex ETRP1 150 x 3,0 Agua com acetato de ambénio 5 mM e Varian 320 triple ORDONEZ et al.,
cerveja, néctares, Agua
EST, mm e 4 pm etanol guadrupole 2015

Neoesperidina
dihidrocalcona

lacteos
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Tabela 1. Sistemas de extracédo e determinagéo de edulcorantes em CLAE (continuacao)

Analitos Amostras Solvent% de Coluna, . Fase movel Detector Referéncia
extracao Cromatografica
ACE-K, CIC, Solugéo tampéo de
SAC, ASM, . , acido formico-N, N- ~
NEO, SUC, ALI, Beblda_s sem acucar, diisopropiletilamina Nucleodur C18 Pyramid metanol Cg&;‘?ﬂga? jormatlt)lplgzzﬁ € G1313ADAD ZYGLER et al.,
EST, Dulcin sucos, logurtes & (FA-DIPEA) (pH 4,5) (250 x 3mm, 5 ym)  2cetona( viviv) € ( 2011
! marinadas de peixe ! ' VIVIV) G1315B MSD

Neoesperidina
dihidrocalcona

ERI, XIL, SOR,
MAN, ISM

ACE-K, CIC,
SAC, ASM,
NEO, SUC, ALlI,
Dulcin
Neoesperidina
dihidrocalcona

Sobremesas prontas

Refrigerantes, sucos,
iogurtes, geléias,
marmeladas,
compotas, saladas
prontas, conservas e
produtos de peixe

SPE Strata-X 33 uym
Polymeric RP

Agua + NaOH:ZnS0O,

Solugéo tampéo de
acido formico-N, N-
diisopropiletilamina
(FA-DIPEA) (pH 4,5)
SPE Strata-X 33 um
Polymeric RP

Shodex® Sugar SP0810
(300 mm x 8,0 mmi.d.)

Zorbax Eclipse Plus C18
(100 x 2,1 mm, 1,8 um)

Agua

metanol com solu¢do tampéo (4cido
férmico-tampao de amodnia pH 4,5) e
acetona (componente A: 71/24/5,
componente B: 5/90/5 v/ v/ v).

Detector de
indice de
refracdo

G1313ADAD

G1315B MSD

HADJIKINOVA et
al., 2017

ZYGLER etal.,
2012

Fonte: os autores
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CONSIDERACOES FINAIS

RevVis

A maior oferta de alimentos processados contendo edulcorantes faz
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis e robustos. A
diversidade de propriedades fisico-quimicas do grupo de edulcorantes e a presenca
de misturas destes compostos exige métodos capazes de analisar simultaneamente
varios analitos. Nesse cenario, as técnicas de cromatografia liquida se mostram a
escolha mais eficiente para a aplicacdo de um método multi-analitico de edulcorantes.

A limitacdo de propriedades fisico-quimicas coincidentes dentre 0s compostos
edulcorantes aplicados a alimentos se comporta como um limitante para detectores
mais simples como UV e fluorescéncia, dando espaco ao espectrometro de massas
como principal detector para edulcorantes. Os métodos de CLAE-EM séo capazes de
analisar mais edulcorantes simultaneamente e abranger uma gama maior de matrizes
alimenticias liquidas e solidas devido a elevada especificidade e sensibilidade. Tais
caracteristicas permitem superar dificuldades relativas a analise de matrizes
complexas como alimentos e auxiliam nas perspectivas de métodos que seréo uteis

nas rotinas industriais e fiscalizatérias de alimentos

ANALYTICAL TECHNIQUES BASED ON LIQUID CHROMATOGRAPHY FOR
DETERMINATION OF SWEETENERS IN FOODS: A REVIEW

ABSTRACT

In the past few decades, sweeteners have gained importance in the food industry. This
tendency is based on economic, sensory and health aspects. Sweeteners are
substances of different origins and physico-chemical properties with a common feature
of mimicking the sweet taste in foods by adding little or no calories. Due to the high
availability of products with sweeteners, the risk of excessive consumption of
sweeteners is increased, which can cause adverse effects to human health. Thus, it
is necessary to develop methods capable of monitoring and quantifying sweeteners in
food matrices. The analysis of several sweeteners simultaneously is a difficult task
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because sweeteners have few common physico-chemical characteristics. In this

Ista

sense, technigues based on liquid chromatography are the method of choice due to
the ease of application and the possibility of coupling a range of detectors such as
ultraviolet or mass spectrometry. The latter stands out for its high sensitivity and multi-
analytical capacity, but it is still a high-cost technique for analytical routine. However,
most of the available methods analyze only one group of sweeteners. Further studies
are needed to develop multi-analytical methods for all sweeteners permitted under

Brazilian law.

KEYWORDS: Sweeteners; HPLC; Food; MS
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