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RESUMO

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma técnica analitica sofisticada
e poderosa com uma variedade de aplicagdes em diferentes campos da pesquisa cientifica,
principalmente na area farmacéutica e alimenticia. Tornou-se nos ultimos anos uma das mais
potentes e versateis técnicas para a analise qualitativa e quantitativa tanto para os produtos
naturais quanto para as misturas complexas. A autenticidade de alimentos e medicamentos tem
sido uma preocupagéo constante em todo o mundo devido, principalmente, os potenciais riscos
a salde dos consumidores e danos econdmicos significativos causados por fraudes e
adulteragdes. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a autenticidade de cafés torrados,
bebidas energéticas e medicamentos contendo esteroides anabolizantes, utilizando a RMN. As
medidas espectroscopicas em RMN *H foram realizadas em um espectrometro de 600 MHz.
Para as analises de cafés torrados, os métodos desenvolvidos, permitiram a discriminacdo
(origem geografica e adulteracao) de cada tipo de café analisado, além de apontar as principais
diferengas em suas composi¢fes. Os modelos quimiométricos de analise de componentes
principais (PCA) e andlise discriminante (DA), foram utilizadas para a diferenciacdo das
amostras analisadas. A rapidez com que os resultados puderam ser obtidos e a ndo exigéncia de
um pré-tratamento da amostra, evitando alteragdes na composicdo da mesma, tornou essa
ferramenta (RMN aliada a quimiometria), muito atrativa, apresentando resultados concordantes
com os obtidos por metodologia oficial (microscopia éptica). Ja para o estudo da autenticade
de esteroides anabolizante, foram avaliadas 52 amostras de diversos principios ativos. Do total
de amostras analisadas, 80% apresentou algum tipo de adulteracdo (incluindo a presenca ou
auséncia de substancias ndo declaradas no rétulo e percentual de ingrediente ativo abaixo do
informado na embalagem). Todas os métodos desenvolvidos foram validados de acordo com
os parametros da ANVISA, e apresentaram limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
variando entre 0,18-0,62 e 0,98-2,35 mg mL™, respectivamente. Nos ensaios de precisdo, 0
desvio padrdo relativo (DPR) intra-dia variou de 1,56 a 4,22% e o DPR inter-dia de 2,19 a
4,73%. Os valores de recuperacdo variaram de 95,2% a 104,0%. Para as medidas quantitativa
foram avaliadas a determinacdo em RMN(q via padrdo interno (dimetil sulfona) e por calibracédo
externa (via Electronic Reference to access in vivo Concentrations - ERECTIC 2). A
comparacdo dos resultados obtidos pelo método desenvolvido com os métodos de referéncia
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE), demonstram que ambos foram
estatisticamente concordantes. Por fim, para as analises de bebidas enérgicas, a técnica de RMN
foi utilizada para a quantificacdo simultanea de cafeina e taurina, a fim de verificar, se os niveis
no produto final estavam de acordo com os limites legais e com o teor apresentado no rétulo do
produto. Das 15 amostras analisadas, 6 apresentaram uma quantidade de taurina inferior a
declarada no rétulo do produto, enquanto que para cafeina 5 amostras apresentaram quantidade
inferior & declarada na embalagem, estando em desacordo com a legislacdo brasileira. Os
métodos desenvolvidos para determinacdo de cafeina e taurina foram validados apresentando
excelentes resultados e posteriormente foram comparados a métodos disponiveis na literatura.

Palavras-Chaves: RMN !H. Autenticidade. Validagdo. Café. Esteroides anabolizantes.
Bebidas energéticas.



ABSTRACT

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is a sophisticated and powerful analytical
technique with a variety of applications in different fields of scientific research, mainly in the
pharmaceutical and food sciences. It has become in recent years one of the most powerful and
versatile techniques for qualitative and quantitative analysis for both natural products and
complex mixtures. The authenticity of food and medicines has been a worldwide concern,
mainly due to the potential health risks to consumers and significant economic damage caused
by fraud and adulteration. The authenticity of food and medicines has been a worldwide
concern, mainly due to the potential health risks to consumers and significant economic damage
caused by fraud and adulteration. The main objective of this work was to evaluate the
authenticity of roasted coffees, energy drinks and drugs containing anabolic steroids, using the
NMR. The 'H NMR spectroscopic measurements were performed using a 600 MHz
spectrometer. For the analysis of roasted coffee, the methods developed allowed the
discrimination (geographical origin and adulteration) of each type of coffee analyzed, besides
pointing out the main differences in their compositions. The principal component analysis
(PCA) and discriminant analysis (DA) models were used to differentiate the analyzed samples.
The rapidity with which the results could be obtained and the non-requirement of a pre-
treatment of the sample, avoiding changes in the composition of the sample, made this tool
(NMR with chemometrics) very attractive, presenting results consistent with those obtained by
official methodology (optical microscopy). For the study of anabolic steroid authentication, 52
samples of several active principles were evaluated. Of the total samples analyzed, 80% showed
some kind of adulteration (including the presence or absence of undeclared substances on the
label and percentage of active ingredient below that reported on the package). All the methods
developed were validated according to ANVISA parameters, and showed limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) ranging from 0.18-0.62 to 0.98-2.35 mg mL, respectively.
In the precision assays, the intra-day relative standard deviation (RSD) ranged from 1.56 to
4.22% and the inter-day RSD from 2.19 to 4.73%. Recovery values ranged from 95.2% to
104.0%. For the quantitative measurements the determination of the gNMR in the internal
standard (dimethyl sulfone) and external calibration (by Electronic Reference to access in vivo
Concentrations - ERECTIC 2). The comparison of the results obtained by the method developed
with the reference methods (High Performance Liquid Chromatography - HPLC), show that
both were statistically concordant. Finally, for the analysis of energetic drinks, NMR technique
was used for the simultaneous quantification of caffeine and taurine in order to verify if the
levels in the final product were in compliance with the legal limits and with the content
presented on the label of product. Of the 15 samples analyzed, 6 presented a lower amount of
taurine than the one declared on the product label, while for caffeine 5 samples presented less
than the declared amount on the packaging, being in disagreement with the Brazilian legislation.
The methods developed for determination of caffeine and taurine were validated with excellent
results and later compared to methods available in the literature.

Keywords: 'H NMR. Authenticity. Validation. Coffee. Anabolic steroids. Energy drinks
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1. Introducgéo

Nos ultimos anos, as industrias farmacéuticas e alimenticias deram saltos gigantescos
em seu faturamento, diariamente sdo langcados novos produtos no mercado, mas associado a
esse grande aumento, um mercado cresce em paralelo, o das falsificagOes e/ou adulteragdes.

A abertura de fronteiras em mercados comuns, a globalizacdo e os diversos acordos
comerciais entre nac6es tém facilitado o comércio de produtos e servi¢os no mundo. Mas apesar
dessas atividades apresentarem grande vantagens econémicas, a abertura de fronteiras também
tem permitido o aumento da comercializagdo de medicamentos falsificados, gerando um
problema que atinge tanto paises desenvolvidos quanto paises em desenvolvimento.
Consequentemente, a falta de fiscalizacdo e os desequilibrios existentes na distribuicdo de
renda e no acesso aos cuidados de satde, contribuem para a expansdo desse comércio ilicito
(1,2).

A utilizacdo de medicamentos falsificados ou de baixa qualidade pode afetar o
tratamento de pacientes, como por exemplo, a utilizacdo de medicamento sem o principio ativo
ou com a quantidade diferente do desejado, influenciando diretamente no controle de suas
enfermidades (3). A situacdo pode se torna ainda pior, quando os produtos sdo adulterados ou
deliberadamente formulados utilizando substancias industriais toxicas, que ndo podem ser
usadas na fabricacdo de medicamentos, causando danos ainda mais sérios aos pacientes ou até
mesmo leva-los a morte (1,4).

Desde 1948, com a criacdo da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), existe a
preocupacdo com a qualidade dos medicamentos no ambito internacional. Em varios
documentos, sdo expressas recomendacfes para prevencdo e combate a medicamentos
falsificados, incluindo a cooperacao interinstitucional e internacional (4,5).

Segundo o relatério divulgado pela OMS em 2015, um em cada dez medicamentos
comercializados em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento é de qualidade inferior
ou falsificado. Esse nimero é bastante alarmante e chama atencdo para um mercado clandestino
que movimenta cerca de US$ 30 bilhdes por ano no mundo (4). No Brasil, as apreensdes de
remedios irregulares s@o frequentes, mas nenhum o6rgdo envolvido nessa questdo, como a
Policia Federal (PF) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sabe informar
gual o tamanho do problema (6). O mesmo relatério, afirma ainda que 19% dos produtos
farmacéuticos vendidos no pais sdo ilegais: ou sdo falsos ou adulterados, ou seja, ineficazes, ou

roubados, o que na maioria dos casos quer dizer que podem ter sido violados ou estdo com
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validade vencida, por exemplo (6). O uso de tais produtos pode agravar doencas e levar a morte.
Além do fato de alguns componentes utilizados no preparo dessas formula¢@es adulteradas,
provocarem alergias graves (4).

No Brasil, esses medicamentos, sdo facilmente vendidos em feiras, bancas de
ambulantes, pela internet e, inclusive, nas farmacias. Esses produtos chegam ao Brasil vindos
do Paraguai, China e india. Podendo vir prontos para 0 consumo ou ainda na matéria-prima
(principio ativo), que é manipulada em estabelecimentos clandestinos, sem a menor condicéo
de higiene e qualidade, geralmente elaborada na dose errada, ou até mesmo, misturados a outras
substancias (7).

Segundo a ANVISA, entre os principais medicamentos falsificados vendidos no Brasil
estdo os esteroides anabolizantes, os medicamentos para disfuncéo erétil e os remédios para
emagrecer. Mas também sdo encontradas falsificacdes de medicamentos para doengas no
coragdo, hipertensdo, malaria e antibioticos (3,7). Vale ressaltar, que a falsificacdo de
medicamentos e sua comercializacdo, tem se tornado uma atividade extremamente lucrativa,
com risco menor de repressdo pelas autoridades policiais em comparacao ao trafico de drogas
e estando ligadas diretamente a organizacGes criminosas internacionais (8).

No setor alimenticio as preocupac¢des com a qualidade dos produtos vém associada ao
aumento do consumo de alimentos industrializados, visto que esses produtos perdem suas
caracteristicas morfolégicas originais, desde a sua producéo até o consumo final, exigindo testes
de identificacdo cada vez mais rapidos, confidveis e reprodutiveis. A confirmacdo da
autenticidade de um alimento é necessaria para assegurar o valor do produto, o cumprimento
dos regulamentos de rotulagéo, e proteger o consumidor de fraudes, que criam competicGes
desleais e distor¢fes de mercado, podendo ter impacto na economia local ou global. Além disso
as fraudes sdo prejudiciais aos consumidores por razdes relacionadas a intolerancia ou alergia,
religido, objecdes étnicas ou culturais e requerimentos legais (9).

As fraudes em alimentos ocorrem por atuacdo de fatores circunstanciais ou
deliberadamente provocados sobre os alimentos descaracterizando-nos do seu ponto de vista
comercial ou bioldgico, tornando-os passiveis de restricdes legais quanto ao consumo. As
alteracdes, adulteracOes e falsificacOes realizadas com a finalidade de obtencdo de maiores
lucros, tratam-se de artificios usados sem o consentimento oficial, resultado da modificacdo de
um produto, visando lucro ilicito e que ndo fazem parte de uma pratica universalmente aceita.
Estas operacfes procuram ocultar ou mascarar as mas condigdes estruturais e sanitarias dos

produtos e atribuir-Ihes requisitos que ndo possuem (10,11).
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As adulteracbes em produtos alimenticios podem ocorrer de diversas formas, dentre
elas, enzimaticas, quimicas e microbioldgicas. Podendo ser resultado de negligéncia,
ignorancia, desleixo ou desobediéncia as normas estabelecidas para o setor durante a fase de
processamento, conservacao ou armazenamento dos produtos (11,12).

E perceptivel que as adulteragbes e/ou falsificacBes estdo ficando cada vez mais
sofisticadas, de dificil percepgdo, principalmente para os consumidores que sdo 0s maiores
prejudicados com essas praticas. Consequentemente, um controle de qualidade seguro e
confiavel em produtos e/ou matérias-primas provenientes das industrias farmacéuticas e
alimenticias, tornam as anélises de seus ativos e constituintes extremamente importantes para
os fabricantes, bem como para 0s usuarios desses produtos. Além disso, antes da
comercializacdo, esses produtos precisam adquirir seus devidos registros perante aos 0rgaos
regulamentadores e, para isso, uma série de estudos fisico-quimicos e toxicologicos devem ser
realizados. Dentre 0s ensaios necessarios, encontra-se a determinagédo quali/quantitativa do teor
do ativo e de seus constituintes, sejam na matéria-prima ou no produto final (13).

Neste contexto, o desenvolvimento de novos métodos analiticos, ganha uma enorme
importancia na industria, com a visdo sempre voltada para o aumento da produtividade
analitica, mantendo méxima seletividade, exatiddo, precisdo e rapidez. Dentre as técnicas
instrumentais, que ganham bastante espago atualmente na pesquisa sobre a qualidade de
medicamentos e produtos alimenticios se destaca a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), ja
que se trata de uma ferramenta espectroscopica poderosa para investigacdo de propriedades
quimicas e fisicas em misturas complexas, tendo aplicacdo tanto na elucidacéo estrutural de
compostos organicos como na sua quantificacdo, permitindo o desenvolvimento de métodos,
rapidos, simples e ndo destrutivos. O uso de técnicas de pulsos e artificios instrumentais, como
a supressdo de sinais, tém sido utilizado para melhorar a resolugdo dos espectros por RMN e
eliminar problemas de sobreposicdo de sinais nas analises que apresentem espectros complexos.
(14,15).

Nesse trabalho é proposto o uso da espectroscopia de RMN nas analises da autenticidade
de cafés, anabolizantes e bebidas energéticas. Devido a natureza diversificada das amostras

analisadas, dividiu-se o trabalho em trés capitulos, que serdo abordados nos tdpicos seguintes.
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Capitulo 111 - Determinacdo quantitativa de cafeina e taurina em bebidas energéticas

5. Concluséao

O método desenvolvido apresentou excelentes resultados para 0s pardmetros de
validacéo, possibilitando a determinacdo simultanea de cafeina e taurina em um anico espectro,
com um preparo de amostra simples e eficiente. A técnica utilizou poucos reagentes, menor
tempo de andlise e baixa geracdo de residuos, apresentando-se como uma boa alternativa para
analises de controle de qualidade de bebidas energéticas existentes na literatura. Das 15
amostras analisadas, 6 apresentaram uma quantidade de taurina inferior a declarada no rétulo
do produto, enquanto que para cafeina 5 amostras apresentaram quantidade inferior a declarada
no rétulo do produto, estando em desacordo com a legislacdo brasileira. Os resultados
confirmam a necessidade no desenvolvimento de métodos seguros e confidveis, que informa os

consumidores sobre a qualidade dos produtos que estdo consumindo.
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4. Conclustes Gerais

No capitulo I, ficou evidente que a utilizagdo da impresséo digital em RMN *H de cafés
torrados, proporcionou um método simples e eficaz para distinguir os produtos de acordo com
as regides de origem, apesar dos padrdes de ressonancia complexos, devido aos numerosos
compostos presentes no café. Os cafes foram claramente diferenciados, mesmo considerando a
proximidade de regides produtoras como S&o Paulo e o sul de Minas Gerais e seus climas e
altitudes similares. O método desenvolvido ofereceu ainda um grande potencial para ser usado
no controle de qualidade relacionado ao grau de torra de cafés. J4 os resultados obtidos para
avaliacdo da adulteracdo de cafés comerciais, mostraram-se altamente eficientes para
determinacdo dos adulterantes (milho, soja, cevada e casca de café), sendo-os bastante
concordantes com os resultados obtidos por metodologia oficial (microscopia Optica).

No capitulo Il, a técnica de RMN mostrou ser uma ferramenta poderosa para avaliar a
qualidade das amostras contendo esterdides anabolizantes, ja que um unico espectro foi
necessario para obter informacdes valiosas sobre as estruturas dos compostos presentes, tanto
na verificagdo da autenticidade das substancias analisadas como na detecc¢do de impurezas. A
quantificacdo por RMN !H (usando padrdo interno ou ERETIC 2) dos ingredientes ativos
puderam ser realizadas sem o uso de padrdes de referéncia dos analitos, que sao frequentemente
caros e dificil obtencdo, oferecendo assim uma vantagem em relacdo aos métodos
cromatograficos e fotométricos. Houve constatacdo de adulteracdo em 80% das amostras
analisadas, conforme indicado pela auséncia do analito, presenca de outras substancias nao
indicadas no rétulo ou contetido do ingrediente ativo abaixo do valor indicado na embalagem,
evidenciando o carater duvidoso desses medicamentos. Esses resultados confirmaram a
importancia do desenvolvimento de novas metodologias analiticas para esse tipo de aplicacéo

No capitulo 1ll, os resultados mostraram a facilidade da técnica de RMN na
determinacdo simultanea de cafeina e taurina em bebidas energéticas, onde seus resultados
puderam ser validados de acordo com os parametros da ANVISA, e mostraram que diversas
amostras analisadas apresentaram resultados discordantes com o indicado no rétulo.

Por fim, avaliando todos os resultados obtidos, fica evidente que as potencialidades da
técnica de RMN deveriam ser mais exploradas para analises de produtos farmacéuticos e
alimenticios, ja que seu uso mais frequente e difundido poderia contribuir significativamente

para a melhora da qualidade desses produtos, evitando perdas econdmicas graves.
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