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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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2. Referencial Teorico
2.1 Fundamentos da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais utilizadas para a determinacéo da
estrutura de moléculas orgénicas, tanto aquelas de baixo peso molecular, quanto as de alto peso
molecular, como por exemplo as proteinas. Embora amplamente consagrada como instrumento
de elucidacéo estrutural e para analisar a pureza de substancias, apenas nos ultimos 20 anos
essa técnica tem ganhado espago como ferramenta analitica, principalmente no Brasil onde

estudos voltados para esse fim ainda s&o escassos (16).

A RMN ¢ baseada na aplicacdo de forte campo magnético e pulsos de radiofrequéncia
ao nucleo dos atomos. Quando o numero de prétons e de néutrons sdo ambos pares, essa
combinacéo resulta num spin nuclear nulo e os ndcleos sdo inativos em RMN, como no caso
dos is6topos °0 e 12C. Ja para niicleos com niimero atdmico ou massa atémica impar, como *H
e 13C respectivamente, a presenca de um campo magnético externo fara com que estes niicleos
possuam um spin nuclear diferentes de zero (17). Os spins sdo ndcleos magnéticos que na
auséncia de campo magnético se encontram no estado degenerado, ou seja, sem separacdo dos
niveis de energia. Na presenca de um campo magnético Bo, essa degenerescéncia é quebrada e
0s spins se alinham de acordo com a direcdo do campo, resultando na separacdo dos niveis de
Zeeman em dois niveis de energia, a e B, onde o representa o nivel de menor energia por estar

a favor do campo e o nivel de maior energia por estar contra 0 campo magnético (Figura 1)

(18,19).
%4 /

Spins +1/2 (w)

A\ J

Spins -1/2 (B)

"yaur

(a) Estado degenerado (b) Estado nao degenerado

Figura 1 - Diagrama dos spins no estado degenerado e apés a aplicagdo do campo Bo.
Fonte: Adaptada de Silvia, 2007 (18).
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Esse alinhamento dos spins é conhecido como magnetizagcdo. A Figura 1 mostra um
diagrama com os spins degenerados (Figura 1a) e na presen¢a de um campo magnético (Figura
1b). Neste ultimo caso, pode-se observar claramente a separacao dos niveis de Zeeman (o e )
(18).

Juntamente com o spin, o préton de hidrogénio possui outra propriedade chamada de
momento magnético (), que faz com que 0 mesmo se comporte como um pequeno iMa ou um
pequeno magneto (20). A Figura 2 apresenta 0 movimento giratorio realizado pelo spin em

torno do seu proprio eixo.

Figura 2 - Movimento de giro (spin) em torno do seu proprio eixo.
Fonte: Adaptada de Mazzola, 2018 (20).

Ao se submeter uma amostra em um campo magnético estatico, 0 momento magnético
nuclear (1) adquire um movimento de precessdo em torno de Bo e esse movimento é analogo
ao movimento de um pido ao redor do campo gravitacional da terra (Figura 3A). O fenbmeno
de RMN ocorre quando é incidido sobre a amostra um campo oscilante B1, com frequéncia
igual & frequéncia de precesséo, também conhecida como frequéncia de Larmor, fazendo com

que os spins adquiram energia e mudem de estado (18,21) (Figura 3B).

orbit of precession

Wp

Z“ Z“ Z“

4 nuclear dipolar
moment p

rotation of the nucleus

A

switch on B,
-

' switch off B,

2 MU
relaxation_ -~

4

Z

oscillating B, Bo

(off)

rotating

"1 component of B,

y>

oscillating B,

Bo

oscillating B, Bo

(off)

aplicagcao do pulso B1

Figura 3 - Comportamento da magnetizacéo resultando (Mo) durante aplicacdo do pulso B1.
Fonte: Adaptada de Gerard, 2018 (22).
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Com a finalizacdo da aplicagdo do campo magnético (B1), a magnetizagdo resultante
(Mo) que foi alterada em modulo e orientagdo tende a voltar para o seu estado inicial de
equilibrio, passando a atuar no sistema o fendmeno da relaxacdo. Dois mecanismos distintos
sdo envolvidos no processo de relaxacao: relaxacao spin-rede ou longitudinal, caracterizada por
T1 e arelaxagéo spin-spin ou transversal, caracterizada por T2 (18). No entanto, mesmo falando
em processos de relaxacdo distintos, T1 e T2, é importante reconhecer que ambos 0s processos
ocorrem simultaneamente, mas dependendo da amostra, em escalas de tempo diferentes (23)

O processo de relaxacdo longitudinal (T1), consiste no restabelecimento da distribuicao
das populagdes dos niveis de energia Zeeman, ou seja, corresponde ao retorno das populactes
de spins ao equilibrio inicial, por meio da perda de energia absorvida durante a excitacdo. Um
tempo de relaxacdo longo significa que os nicleos interagem pouco com as vizinhangas e assim
as trocas de energias ocorrem lentamente. No instante inicial (t=0) em que a amostra é colocada
em um campo magnético estatico Bo, todos os niveis energéticos estdo igualmente povoados e
0 sistema ndo se encontra em equilibrio. Para atingir o equilibrio, o sistema de spins diminui a
intensidade e transfere o excesso de energia potencial magnética para a rede na forma de energia
cinética molecular. Para que isso ocorra, € necessaria uma interacdo entre o sistema de spins e
a rede, sendo por isso que esse processo recebe esse nome. (18,21,24).

J& o processo de relaxacdo transversal (T2) ndo esta relacionado ao retorno da
magnetizacdo a condigdo de equilibrio como no caso da longitudinal. Ele esté relacionado com
a perda de coeréncia da magnetizacdo do plano xy devido a troca de energia entre os spins. A
coeréncia de fase ocorre ap6s a aplicacdo de B1 e era de se esperar que o vetor Mo retornasse
COeso ao eixo Z, mas isto ndo ocorre pelo fato de Mo ser constituido de vetores de nucleos
individuais, que experimentam um campo magnético local ligeiramente diferente. Assim ocorre
a perda de coeréncia de fase, ap6s B1, que conduz a uma diminuicdo da magnetizacdo resultante
no plano transversal (x-y) (18,21,25).

O sinal resultante das relaxacdes, dos spins responsaveis por Mo, gera o0 que se chama
de FID (Free Induction Decay) que é o decaimento da magnetizacdo detectado em funcdo do
tempo. E necesséario um tratamento matematico, através da Transformada de Fourier, para que
o FID seja convertido do dominio do tempo para o dominio da frequéncia gerando assim o
espectro de RMN (18). Em analises quantitativas por RMN é primordial determinar o tempo de
relaxacdo das substancias que se desejam quantificar, para definir parametros experimentais,
como o tempo de espera entre pulsos (delay time) e o correto valor de area de cada sinal
(19,21,23).
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2.2 Determinagéo quantitativa por RMN (RMNQ)

Embora o emprego qualitativo das andlises espectroscopicas por RMN seja mais
difundido, seu uso para fins quantitativos, apesar da grande potencialidade, ainda é pouco
explorado. A utilizacdo da RMN como o proposito de quantificacdo, foi relatado pela primeira
vez em 1963 por Jungnickel e Forbes (26), que demonstraram experimentalmente que a razéo
das areas dos sinais de *H, em 26 substancias organicas, correspondia a razo entre a quantidade
de ndcleos quimicamente diferentes. Simultaneamente, Hollis (27) analisou diferentes misturas
conhecidas de aspirina, cafeina e fenacetina e observou uma relagdo quantitativa entre as areas
dos sinais de RMN H e a porcentagem dessas substancias nas misturas (13).

A relacdo fundamental mais importante das medidas de RMNq ¢é que a area do sinal
(As) de um espectro de RMN tH é diretamente proporcional ao nimero de hidrogénios (Nr)
que absorvem energia na radiofrequéncia referente a este sinal, onde Ke é uma constante do
espectrémetro (13,28,29):

As = Kg X NH

Para que essa relacdo seja verdadeira, € necessario que se respeitem certos parametros
de aquisicao e processamento dos espectros. Portanto, se um sinal de ressonancia do analito de
interesse ndo se sobrepde aos sinais de outros constituintes da amostra, este pode ser usado para
determinar a concentracdo do respectivo analito, desde que o numero de prétons correspondente
aquele sinal seja conhecido (30).

A quantificagdo por RMN, além de possibilitar uma facil manipulagdo da amostra, traz
como vantagens (15,16,31):

e Apresentar baixo tempo de analise, exigindo um minimo de preparo de amostra,
diferentemente dos outros métodos tradicionais;

e  Funcionar como um detector universal para diversos compostos presentes na amostra,
diferindo dos métodos cromatograficos convencionais que sdo otimizados para um
determinado composto ou classe de compostos o0 que pode levar a omissdo de
substancias cujas propriedades fisico-quimicas sdo bastante diferentes daquela para qual
0 método foi configurado;

e  Ser uma técnica ndo destrutiva;

e  Na&o requer derivatizacdo da amostra antes;
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e Dispensaisolamento do analito quando 0 mesmo estiver presente em mistura (desde que
haja a seletividade necessaria);

e Possibilita a quantificacdo de véarios analitos em uma mesma andlise na auséncia de
padrdes caros do analito de interesse uma vez que a magnitude do sinal de ressonancia

é sempre diretamente proporcional ao nimero de hidrogénios que o geraram.

E importante destacar, que devido aos avancos tecnoldgicos relacionados 8 RMN, como
campos magnéticos de alta intensidade e a utilizacdo de probes criogénicos, o limite de detec¢éo
desta técnica tem sido considerado oportuno para analises de baixas concentracdes de analitos
(32).

A técnica de RMN permite o uso de padrfes internos, externos ou eletrdnicos de
referéncia para a analise quantitativa que ndo precisam ser idénticos aos analitos alvo
possibilitando a selecdo de compostos de alta estabilidade quimica e pureza como padrdes de

calibracéo para fins quantitativos.

2.2.1 Determinacgao por RMN(q via padréo interno

Nesse tipo de determinacdo, a quantificagdo dos constituintes de uma amostra é baseada
na utilizacdo de um padréo interno contendo pelo menos um sinal sem interferéncia no espectro.
Assim, deve-se escolher um padrdo interno cujo espectro de RMN seja simples, grau de pureza
disponivel, solivel em diferentes solventes, facilmente pesavel, baixo peso molecular, ndo-
volatil, ndo-reativo, estavel e cujo sinais ndo se sobreponham com as ressonancias da amostra
estudada (16). Na Tabela 1, podem ser verificados alguns exemplos de padrdes internos, com
seus respectivos deslocamentos quimicos, nos diferentes solventes.

A guantificacdo é baseada na relacdo da area do sinal desejado comparada com a area
do sinal de uma referéncia. Uma maneira de se quantificar é relacionar a massa da substancia

com a &rea do sinal e o nimero de nucleos correspondente a partir da equagao abaixo (13,31):

ny Ay Ny

Onde, n = quantidade de matéria de um composto; A = area referente a linha de ressonancia; N

= namero de nacleos que absorvem na frequéncia da linha de ressonancia.
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Tabela 1 - Propriedades espectrais dos padrdes internos em diferentes solventes.

Solventes
Compostos Massa Molar 8 H (ppm); multiplicidade; n® de hidrogénios
(g/mol) D20 DMSO-ds  CDs;OD CDCls
3,4,5-tricloropiridina 182,44 8,44; (s); 2 8,77;(s);2 8,61;(s);2 853;(5);2
1,4-dinitrobenzeno 168,11 8,36; (s); 4 8,46; (s); 4  8,47;(s);4  8,44;(s), 4
1,3,5-tricloro-2-nitrobenzeno 226,45 insolavel 8,12;(s);2 7,80;(s);2  7,47;(5);2
tereftalato de dimetila 194,19 3,85; (s); 6 3,89;(s);6  3,94;(s);6 3,96; (s); 6
8,02; (s); 4 8,09;(s);4 811;(s);4 8,11;(s); 4
acido maleico 116,07 6,21; (s); 2 6,03;(s);2  6,26; (s); 2 insolavel
2,4,6-triiodofenol 471,80 insolavel 7,97;(s);2 7,97;(s);2  7,94;(s); 2
9,72; (s); 1 577;(s); 1
4cido 2,3,5-triiodobenzoico 499,81 7,41; (d); 1 7,72;(d); 1 7,75;(d); 1 7,94;(d); 1
8,19; (d); 1 8,31;(d);1 8,35;(d);1 8,37;(d);1
acido fumarico 116,07 6,73; (s); 2 6,63;(s);2 6,76;(s); 2 insolavel
13,12; (s); 2
acetanilida 135,16 2,05; (s); 3 2,03;(s);3  212;(s);3  2,19;(5); 3
7,15; (m); 1 7,01; (1); 1 7,10; (1); 1 7,12; (1); 1
7,30; (m); 4 7,28; (1); 2 7,30; (1);2  7,25;(s); 1
7,56;(d);2 753;(d);2 733 (t);2
9,91; (s); 1 7,51; (d); 2
dimetil sulfona 94,13 3,03; (s); 6 2,99;(s);6  3,01;(s);6  2,99;(s); 6
3,4,5-trimetoxibenzaldeido 196,20 3,76; (s;) 3 3,76; (s); 3 3,86;(s);3 3,95, (m); 9
3,82; (s); 6 3,86;(s);6 3,92;(5);6  7,14;(s); 2
7,19; (s); 2 7,26;(s);2 7,25;(s);2 9,88;(s); 1
9,67; (s); 1 9,88;(s);1  9,85;(s);1
hexametilciclotrisiloxano 222,46 0,06; (s); 18 0,13; (s); 18 0,1 0,18; (s); 18
cido 2,2-dimetilmalénico 132,11 1,32; (s); 6 1,27;(s); 6 1,39;(s); 6 insolavel
12,61; (s); 2
2,4,5-tricloropirimidina 183,42 8,67; (s); 1 9,04;(s); 1 8,79;(s); 1  8.61;(s); 1
acetato de sodio 82,03 1,80; (s); 3 1,58;(s); 3  1,89;(s); 3 insoldvel

*Multiplicidade do sinal: () singleto, (d) dubleto, (t) tripleto, (m) multipleto ou sobreposigéo.

Fonte: Adaptada de RundlI6f et al., 2010 (33).
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Para a obtengéo do teor de um analito em uma determinada matriz, uma abordagem
diferente deve ser utilizada. Para isso é necessario o emprego de um padréo interno de pureza
conhecida (PI) e, a partir da razdo da area da linha de ressonancia correspondente ao padréo
interno e da area do analito, a determinacdo pode ser realizada usando a seguinte relacéo
(13,28,29,34):

Ax Npy MMy mp,
IPI NA MMPI m

Py = PI

Onde,
X = analito
P = pureza (% m/m)
Pl = padré&o interno
A = érea da linha de ressonéancia
N = namero de nacleo que absorvem na frequéncia da linha de ressonancia
MM = massa molar
m = massa pesada
Os padrdes internos sdao materiais de referéncia com massas ou concentracdes
estabelecidas previamente em um volume conhecido de solucéo, adicionado diretamente a uma

solucdo a ser quantificada.

2.2.2 Determinacdo quantitativa por RMN H via padrao externo e eletronico

Apesar dos bons resultados que podem ser obtidos com a utilizacdo do padréo interno,
as analises quantitativas de algumas amostras podem ser inviaveis, devido a complexidade de
seus espectros. Em certas amostras é dificil encontrar regides livres (matrizes complexas), sem
sinais, sendo impossivel o uso de padrdo interno, sem falar de possiveis interacfes que podem

ocorrer entre 0 padrédo interno e alguns componentes da amostra.

Uma alternativa a calibracdo de referéncia interna foi proposta por Akoka, 1999
(35). No método ERETIC 1 (Electronic Reference to access in vivo Concentrations 1) um sinal
é gerado matematicamente que pode ser inserido num espectro ap0s a sua aquisicao e usado
como referéncia quantitativa, permitindo que a magnitude do sinal inserido seja modificada de
acordo com a intensidade das ressonancias da amostra. Essa ferramenta j& foi aplicada e teve
seu desempenho comparado com a quantificacdo através da adicdo de um padrdo interno

(36). A vantagem em relagdo ao uso de padréo interno, é que nada é adicionado a amostra e a
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frequéncia do sinal de referéncia pode ser escolhida livremente dentro de uma regido
transparente do espectro (ou seja, uma regido onde ndo hé sinais de matriz). Ja as desvantagens
do método sé@o que o sinal artificial deve ser adequadamente e regularmente correlacionado e 0
préprio método requer a utilizacdo de um hardware especializado adicional e modificacfes na

configuracdo do espectrometro (37).

Nos ultimos anos a Bruker langou a ERETIC 2, uma nova ferramenta de quantificacdo
que substituiu a ERETIC 1. Esse novo instrumento é baseado na metodologia PULCON (Pulse
Length-based Concentration Determination). A PULCON correlaciona as intensidades
absolutas em dois espectros de RMN unidimensionais (1D) pelo principio da reciprocidade que
indica que os comprimentos de um pulso de 90° ou 360 ° sdo inversamente proporcionais a
intensidade do sinal de RMN. Portanto, desde que a concentracdo de uma das amostras seja
conhecida precisamente (Cp) e que o pulso de 90° de todas as amostras tenha sido bem

calibrado, as concentracdes desconhecidas (Cp) podem ser obtidas a partir da equacgéo abaixo:

ApTp 930 np
ApTp 950 np

CP = kCD

Onde: (A) indica a integral sobre a(s) linha(s) de ressonancia, (T) a temperatura da
amostra em Kelvin, 60 0 comprimento do pulso de 90° e (n) o nimero de transitorios
(hidrogénio correspondente ao referido sinal), utilizados para a medicao da referéncia (padréo)
e a amostra desconhecida. O fator de correcédo (k) corresponde as variagdes experimentais, tais
como: diferentes ganhos do receptor ou relaxamento incompleto, aplicado para a medicdo da
referéncia ou a amostra de analito desconhecida. A equacéo é valida quando os experimentos
sdo realizados com a mesma sonda de RMN, que esta devidamente sintonizada e combinada
(tune/match) (38,39).

A metodologia PULCON é facilmente aplicada a todos os espectrdmetros de RMN. Mas
apesar da vasta utilidade do método, apenas alguns estudos sobre RMNg PULCON foram

relatados na literatura nos ultimos anos (38-40).

Para a analise quantitativa por RMN, o ajuste dos parametros de aquisicdo e
processamento sdo fatores importantes para garantir que 0s espectros sejam reprodutiveis e ndo
apresentem distor¢des, mantendo assim a precisdo e exatiddo das integragdes, que estdo
relacionadas com concentracdo de analito. Portanto é extremamente importante que o analista

esteja bem familiarizado com os esses parametros de otimizagédo do espectro obtido.

Tese de Doutorado Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



33

2.3 Paré@metros necessarios para analises em RMN(q

2.3.1 Parametro de aquisicéo

A aquisicdo de dados em experimentos de RMN segue a sequéncia: relaxacdo-
excitacdo-aquisicdo. Onde cada uma dessas trés partes atua como papel chave na técnica de
RMNGg.

Ajuste do Shimming

Ter um campo magnético altamente homogéneo € uma condi¢do basica para
quantificacdo de forma correta e exata. A falta de homogeneidade no campo magnético é
corrigida por um procedimento denominado shimming, onde o campo magnético externo (Bo)
¢ apropriadamente sintonizado e linhas de campo magnético com formas adequadas sdo obtidas
com melhores razdes sinal/ruido (S/R). O ajuste do shimming pode ser feito de forma manual

ou automaticamente (25).

Pulso de 90°

Para a obtencdo de espectros quantitativos por RMNq é recomendado que seja aplicado
um pulso de radiofrequéncia por tempo suficiente para que a magnetizacdo resultante apresente
um angulo de 90° (Figura 4), desta forma é obtido um espectro com o0 méximo de intensidade
dos sinais. Entretanto, deve-se aguardar o completo retorno ao equilibrio inicial da
magnetizacdo resultante. O uso de pulsos mais curtos, ou seja, angulos menores que 90°
necessitam de um tempo menor para o retorno ao equilibrio, consequentemente sdo gerados

FIDs com uma razdo sinal/ruido (S/R) inferior, dificultando as analises (29,41,42).

V4

Pulso 90°

Figura 4 - Magnetizacao resultante (Mo): no eixo z, em equilibrio e ap6s o pulso de 90°.
Fonte: Adaptada de Brian, 2018 (43).
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Ao pulsar muito rapidamente e usando tempos de repeticdo muito curtos relativos ao
T1, logo uma diminuigdo substancial da intensidade do sinal ocorrerd. Em casos extremos a
magnetizacdo pode ndo ter tempo para se recuperar entre 0os pulsos e eventualmente nenhum

sinal sera observado. Esta condicéo é conhecida como saturacao (25,29,44,45).

Tempo de relaxagéo (T1)

O tempo de relaxacdo corresponde ao tempo em que a magnetizacdo necessita para
retornar ao equilibrio inicial. Esse tempo é decomposto em tempo de relaxacéo longitudinal
(T1) e tempo de relaxacdo transversal (T2). Para a aquisicdo de espectros quantitativos, 0s
tempos de relaxacdo longitudinal dos sinais selecionados devem ser determinados, incluindo o
T1 do padrdo interno (PI), no caso em que ele é utilizado. Os tempos de relaxacao longitudinal
(T1) dos sinais podem ser obtidos através de experimentos de inversdo-recuperagdo (41). Para
0s spins relaxarem completamente apds um pulso de 90°, é necessario esperar um periodo de
pelo menos 5 x T1 do nucleo que relaxa mais lentamente onde a magnetizacao sera recuperada
em 99,33% (28,42,44).

Janela Espectral (SW)

A janela espectral (do inglés spectral window - SW) define o tamanho da janela
contendo as frequéncias observadas. Este tamanho ndo pode ser tao estreito para assegurar que
os filtros de recepgéo néo interfiram na intensidade dos sinais nas bordas laterais do espectro.
Recomenda-se um adicional de 2 ppm em ambas as laterais da janela espectral, uma vez que o
pulso, que excita o espectro, € dado automaticamente no centro da janela espectral. Isto também

levard a um melhor ajuste da linha base (25,31,44).

Supressao do sinal do solvente por técnica de pré-saturagao

A técnica de pré-saturagdo baseia-se na aplicacdo de um pulso diferenciado a um nucleo
com uma frequéncia especifica. Um pulso fraco de radiofrequéncia é aplicado durante um
tempo, longo suficiente, para que a relaxacdo dos nucleos excitados ndo seja total, gerando
desta forma, uma igualdade no numero de nucleos nos dois estados de energia (Figura 5). Como

resultado, obtém-se o vetor componente Mo nulo e nenhum sinal é observado no espectro de
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RMN. No caso de amostras, em que ha a presenca de agua (energéticos e cafés por exemplo),
um sinal de grande intensidade é observado em 4,7 ppm, o que pode causar problemas de
sobreposicao e erros de integracao para sinais préximos ao sinal do solvente, o que dificulta o

ajuste de fase e linha base de sinais de baixa intensidade (23).

90°

AQ

Relaxation Delay
Presaturation

d1 P1

Figura 5 - Sequéncia de pulsos da pré-saturacdo, D1= tempo de espera da relaxacdo, P1=
largura do pulso e AQ = tempo de aquisicao.
Fonte: Adaptada de Bharti e Roy, 2012 (29).

Vale ressaltar, que além da saturacdo do sinal do solvente, os experimentos de pré-
saturacdo podem ser utilizados para quantificacdo de analitos com grandes diferencas de
concentracdo. Primeiramente, obtém-se um espectro para a quantificacdo do analito majoritario
em que o ganho do receptor é definido automaticamente. Posteriormente, saturam-se 0s sinais
de maior intensidade deste analito majoritario e quantifica-se o analito minoritario presente na
amostra (29,42).

Temperatura

A temperatura também é um fator importante que afeta a reprodutibilidade dos
resultados quantitativos. Variar a temperatura no processo de aquisicdo dos espectros, pode
gerar melhorias ou problemas. O aumento da temperatura melhora a resolugdo dos espectros,
porém é importante observar a estabilidade térmica do analito e o ponto de ebulicdo do solvente
utilizado. Utilizar temperaturas mais altas pode deslocar o sinal de agua residual (HOD) do
solvente para valores menores de deslocamento quimico e pode ser uma boa solucdo para a
sobreposicao deste sinal com os sinais de analitos de interesse. Caso sejam utilizados valores

de temperatura diferentes da temperatura ambiente deve-se manter seu valor constante, pois
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variacGes de temperatura afetam os tempos de relaxacdo, afetando diretamente as analises
quantitativas. (16,29,42).

Ganho no receptor (RG)

O ganho no receptor (do inglés receiver gain - RG) deve ser definido para cada amostra
a ser analisada, de modo que néo ocorra truncamento do FID. O RG deve ser otimizado, pois
uma alta configuracéo causa distorcéo da linha de base, enquanto uma configuracdo muito baixa
provoca perda de sinal do analito ou uma diminuicdo da razdo S/R. Isto é particularmente
importante para a andlise quantitativa. Para métodos quimiométricos e quantificacdo por
calibracdo externa, deve ser assegurado que sempre seja utilizada a mesma amplificacdo de
sinal (46).

2.3.2 Parametros de processamentos

Os parametros de processamento sdo fundamentais para determinagdes por RMNg.
Existem diversos modos pelos quais pode-se melhorar os dados adquiridos antes da
transformada de Fourier (do inglés fourier transform - FT). Dependendo do resultado desejado,
a resolucdo, a relacdo S/R e a variacdo na linha de base podem ser melhoradas com funcdes
matematicas apropriadas. Essas funcfes, também chamadas funcdes janela podem melhorar o
espectro (25). A primeira parte do FID é onde se encontra a informacao dos sinais do espectro,
consequentemente, multiplicar o FID por uma fungéo exponencial negativa (line broadening -
LB) nesta parte implica em melhorar a razdo S/R. Entretanto, a utilizacdo de altos valores para
LB alarga os picos dificultando a integracédo para o caso de picos muito proximos. Recomenda-
se para 0 processamento de espectros com fins quantitativos que os FIDs sejam multiplicados
por valores de LB de 0,3 a 1,0 Hz (42).

Com a adicdo de zeros ao final do FID € possivel aumentar ao maximo a relacdo S/R
por um fator da raiz quadrada de dois, este processo € conhecido como zero-filling (32). A razéo
para a melhora da resolucgéo se refere ao fato de que somente metade da informacéo do FID esta
em uso apos a transformacdo de Fourier, uma vez que a parte imaginaria é negligenciada.
Todavia, a ferramenta de zero-filling pode somente interpolar pontos de dados e dar uma

melhora artificial na resolu¢do, uma vez que nenhuma informacao nova é adquirida (25).
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Correcao da fase

A correcdo de fase pode ser realizada de forma automatica ou manual. A correcao
automatica pode nao ser interessante para RMNQq, ja que pode apresentar desvios de absor¢édo
que modificam as formas dos sinais e reduzem a &rea integrada. A fase de um espectro é
corrigida pela aplicacdo de uma correcdo de fase de ordem-zero ou primeira-ordem. Para
determinac6es por RMN(q esse parametro deve ser cuidadosamente otimizado para assegurar

uma quantificacao precisa (25,44-46).

Correcéo da linha base

A linha de base deve ser plana e tender a zero onde a area de um sinal isolado devera
ser facilmente determinada. Todavia existem diversas fontes de distor¢ao da linha de base. Para
RMN(q, a correcéo da linha base é fundamental, e nos softwares de processamento dos dados,

uma serie de funcdes matematicas estdo disponiveis para esse fim (25,44,46).

Integracdo do Sinal

A determinacgdo da area do sinal e a integracdo sdo partes importantes na RMNq. Os
softwares oferecem uma ferramenta que pode fazer o trabalho com a exatiddo adequada para a
elucidacdo da estrutura. A integracdo classica é feita pela medida da altura relativa de uma curva
produzida durante o procedimento de integracdo. Erros nas areas de sinais integrados podem
ser causados por: ruido no espectro de RMN, erros na fase, aproximacdo da linha de base e
descuido na correcao da curva e das tendéncias na integracdo (25).

Para conseguir uma integracdo precisa dos sinais, nenhuma interferéncia do analito de
interesse com outros sinais deve ocorrer, ja que sinais sobrepostos dificultam a integracdo. A
largura da integral deve ser escolhida para que as mesmas partes do analito e os sinais de
referéncia sejam utilizados (46). Outro fator que interfere na quantificacao sdo os sinais satélites
de '3C que podem aparecer sobrepostos ou bem proximos aos picos que serdo utilizados na
integracdo. Um modo para que ndo haja interferéncia seria a subtragdo dos sinais referentes aos
satélites ou fazer um desacoplamento heteronuclear (24). Com relacéo a faixa de integracéo do

sinal, geralmente o valor utilizado é obtido apds multiplicar a largura do pico a meia altura por
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um valor arbitrario. Alguns autores recomendam 64 vezes essa largura, outros indicam 20 vezes

para ambos os lados e ainda ha outros que indicam entre 20 e 30 vezes (42).

2.4 Quimiometria na analise de alimentos

A Quimiometria € uma ferramenta matematica e estatistica frequentemente utilizada
para maximizar as informac6es que podem ser extraidas de um conjunto de dados. Quando se
pretende caracterizar diversas amostras com alto grau de semelhanca, a consideracéo isolada
de um Unico aspecto ndo possibilita obter resultados satisfatérios. Porém, se todas as
informacBes obtidas a respeito de uma amostra, ou seja, se todas as variaveis forem
consideradas simultaneamente provavelmente sera possivel caracterizar conjuntos de amostras
(47). A quimiometria apresenta diversas aplicaces na anlise de alimentos, podendo citar: o
controle e monitoramento de processos, determinacdo da origem geografica, avaliacdo

sensorial, determinacdo de fraude, entre outras (48,49).

A espectroscopia de RMN, é uma técnica muito empregada na anélise de alimentos, ja
que seus espectros apresentam caracteristicas importantes dos diversos compostos que
compdem as amostras (50). Entretanto, matrizes alimentares apresentam uma grande
complexidade de compostos, o que faz seus espectros de RMN no primeiro momento,
parecerem confusos (51). Neste sentido, os métodos quimiomeétricos tém sido aplicados com
sucesso em dados espectrais para reduzir a sua complexidade e evidenciar as informac@es mais
relevantes (52-54). A grande vantagem da unido entre a quimiometria e a RMN deve-se ao fato
de que a primeira é uma ferramenta poderosa de analise de dados complexos, enquanto que a
segunda possibilita a obtencdo de um grande niumero de informacdes (variaveis) em uma Gnica

medida, de forma rapida e simples, o que torna a unido das técnicas atrativa (52).

Os métodos quimiométricos usados para identificar as semelhancas e diferencas em
diferentes tipos de amostras, agrupa-las e classifica-las, estdo divididos em dois grupos: 0s
métodos supervisionados e 0s ndo supervisionados de reconhecimento de padrdes. Nos métodos
supervisionados, cada amostra analisada provém de uma classe pré-estabelecida e esta
informacao € utilizada durante a construgdo dos modelos. Os métodos ndo supervisionados nao
fazem uso desta informacao e, portanto, ndo requerem nenhum conhecimento prévio a respeito
da classificagdo das amostras. Elas sdo agrupadas naturalmente com base nos dados

experimentais obtidos (52,55).
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2.4.1 Andlise de componentes principais (PCA)

A PCA é um método de andlise multivariada, que consiste em uma manipula¢édo da
matriz de dados com o objetivo de projetar dados n-dimensionais em um espago com poucas
dimens@es, normalmente duas ou trés, sendo obtidas por meio de combinagdes lineares das
varidveis originais. Desta forma, o objetivo principal da analise por PCA ¢ a reducdo da
dimensionalidade dos dados, diminuindo a sua complexidade e ressaltando as informagdes mais
relevantes (52,56).

Nesse modelo, os dados originais sdo representados por novas variaveis (ou eixos) que
sdo chamadas de componentes principais (PCs), sendo ortogonais entre si e construidos de
forma que as informagdes mais relevantes ficam contidas nas primeiras PCs, e as de menor
importancia, nas Ultimas. A primeira componente principal (PC1) € a combinacédo das variaveis
que explicam a maior quantidade de variacdo dos dados. A segunda componente principal
(PC2) conttm o méaximo da quantidade de variacdo ndo explicada pela primeira e é
independente dela. O nimero de componentes principais que pode existir esta relacionado ao
namero de variaveis do conjunto, ndo podendo ultrapassar esse nimero (47,52,55).

No grafico de scores cada ponto vai corresponder as distancias no espaco multivariado;
fazendo com que grupos de amostras semelhantes possam ser detectados visualmente (Figura
6). J& no gréafico de loadings cada ponto corresponde a uma variavel, e mostra as similaridades
e as correlacBes entre as mesmas. Além disto, este grafico evidencia quais variaveis sao
responsaveis pelas posicOes relativas das amostras no grafico de scores (Figura 6). Variaveis
com valores pequenos de loadings geralmente ficam localizadas perto da origem e tém em

média pouca influéncia sobre a estrutura dos dados (56).

Grafico de escores Grafico de loadings
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Figura 6 - Representacdo de um grafico de scores e loadings.
Fonte: Adaptada de Fernandes, 2006 (55).
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2.4.2 Andlise discriminante (DA)

A analise discriminante (DA) é uma ferramenta estatistica utilizada para classificacao
de um determinado elemento em um certo grupo de variaveis, ou seja, trata-se de um
procedimento utilizado para ajudar a distinguir entre dois ou mais grupos, com base em um
conjunto p de variaveis quantitativas observadas. lIsso é feito construindo funces
discriminantes que sd@o combinaces lineares das variaveis (57). O objetivo da DA é permitir a
elaboracdo de uma funcdo matematica chamada de regra de classificacdo ou discriminacéo, que
é utilizada para classificar novos elementos amostrais nos grupos ja existentes (57). Portanto, o
ndmero de grupos é conhecido a priori, assim como nos métodos n&o-hierdrquicos de
agrupamentos, mas a regra de classificacdo é elaborada utilizando-se procedimentos que, em
geral, vao além do uso de distancias matematicas (58).

A DA permite um conhecimento das varidveis que mais se destacam na discriminacao
dos grupos. Para tanto, diversos outputs sdo gerados a partir de testes e estatisticas como o
lambda de Wilks, a correlagdo candnica, e o autovalor. O lambda de Wilks, que variadeOa 1,
propicia a avaliacdo da existéncia de diferencas de médias entre os grupos para cada variavel.
Valores elevados desta estatistica indicam auséncia de diferencas entre os grupos (58).

Na funcdo discriminante, os valores das variaveis explicativas de uma observagdo sao
inseridos nas fungdes de classificacdo e, consequentemente, um escore de classificacdo é
calculado para cada grupo, para aquela observacdo. Dadas p variaveis e g grupos, é possivel
estabelecer m = (g — 1; p) fungbes discriminantes que sdo combinacdes lineares das p variaveis,

de modo que a fungéo linear seja dada por:
Zn =WiY1+ WaY2 + ... + WnYn
Em que W representa o vetor de pesos das varidveis para as funcbes discriminantes e

sdo estimados de modo que a variabilidade dos escores da funcéo o discriminante seja maxima

entre 0s grupos e minima dentro dos grupos (58).

2.5 Validagédo Analitica

Para demonstrar que um método € adequado e garantir a qualidade das medidas e a

confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos no seu processamento este deve ser
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submetido ao processo de validagdo. A validacdo de um método analitico é parte do
desenvolvimento do método em que as figuras de mérito sdo avaliadas para confirmar ou ndo a
adequabilidade de todo o método desenvolvido. Dentre as figuras de mérito descritas na
literatura especializada e que se aplicam a validacdo de analises quimicas estdo: linearidade,

seletividade, precisdo, exatiddo, limites de deteccéo e quantificacéo e robustez (59,60).

2.5.1 Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de
outros componentes, tais como: impurezas, componentes ativos, excipientes, produtos de
degradacdo e etc. Outras figuras de mérito, como a linearidade, a exatiddo e a precisdo,
dependem da garantia da seletividade, caso contrario seus resultados ndo sdo confiaveis. Por
isso, a seletividade deve ser um dos primeiros passos no desenvolvimento e validacdo de um
método analitico (59,61).

2.5.2 Intervalo e Linearidade

A linearidade de uma metodologia analitica é a capacidade de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo proporcionais a concentragdo do analito dentro de um intervalo
especificado, sendo este, a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um
método analitico (61,62). Uma das formas de demonstrar a linearidade de um método € pela
construcdo de uma curva analitica, a partir da aplicacdo da regresséo linear, determinada pelo
método dos quadrados minimos, em um grafico da resposta do método pela concentragdo do
analito. A partir da equacao da reta obtida, calculam-se os residuos, que devem apresentar perfil
aleatorio e n3o ter valores discrepantes, e o coeficiente de determinacéo (R?) (30,60). A equacéo
da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b
sendo: y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.); X = concentragédo; b =
intersecdo com o eixo y, quando x = 0; b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade (61).

O método é mais sensivel quando pequenas variacdes de concentracdo resultam em

maior variacao na resposta, ou seja, maior inclinacgdo (59,61). Quanto mais proximo de 1 estiver

0 R?, melhor seré o grau de explicagdo da variacio de y em termos da variavel x (30).
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2.5.3 Precisao

A precisdo demonstra o grau de concordancia entre os resultados de medicOes
sucessivas. As trés formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, da
precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, que sdo avaliadas ao longo da faixa de trabalho.
Ela pode ser calculada através da determinacdo do desvio-padrdo, do intervalo de confianca da
média ou pelo desvio-padréo relativo (ou coeficiente de variagdo) (61).

S
DPR=—x1
Xx 00

Sendo: DPR = desvio padrao relativo, s = desvio padrdo, x = valor médio das medidas. O
resultado de DPR é dado em %.

A repetitividade avalia a dispersdo dos resultados obtidos, em um curto periodo de
tempo, sob as mesmas condicGes de medicgdo. Ja a precisdo intermediéria avalia a variabilidade
dos resultados dentro de um laboratério. Nessa analise, algumas condicdes definidas sdo
variadas e as analises podem ser divididas por ensaios, em que cada ensaio apresenta a variagdo

de uma condicéo, como diferentes dias, equipamentos ou operadores (30).

2.5.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados e um valor aceito como referéncia, ou seja, mostra a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. A avaliacdo da exatiddo pode
ser feita por diversos métodos, como pelo uso de material de referéncia certificado (MRC) ou
padrdo certificado, comparacdo entre métodos, ensaios de recuperacdo e adicdo de padréao
(59,60,63).

Os processos mais utilizados para analise da exatiddo do método sdo 0s ensaios de
adicéo e recuperacgéo de padrédo, pois reflete a quantidade de determinado analito, recuperado
no processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra (64). Esse estudo consiste na
"fortificacdo™ da amostra, ou seja, na adicdo de solugdes com diferentes concentracdes do
analito de interesse seguida pela determinacdo da concentracdo do analito adicionado (59,63).

Calcula-se a quantidade percentual recuperada pelo processo usando a seguinte relagéo:
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. Valor encontrado — Valor real
Recuperacio (%) = Valor real x 100

2.5.5 Limite de Deteccéo (LD)

E a menor concentracéo ou quantidade que um método pode detectar do analito para um
dado procedimento analitico, sendo assim a menor concentragcdo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condi¢des experimentais estabelecidas)
(59,65). O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relacéao
sinal:ruido, método baseado em parametros da curva analitica. Pelo método baseado no

parametro da curva analitica, ele é calculado pela seguinte expressao:

_3,35
e

onde s € a estimativa do desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do
coeficiente linear da equacdo e IC é a inclinagcdo (slope) ou coeficiente angular da curva
analitica (59,60,64).

2.5.6 Limite de Quantificacdo (LQ)

E definido como a menor concentracéo do analito, que pode ser quantificada na amostra,
com exatiddo e precisdo aceitaveis, sob as condi¢bes experimentais adotadas (59,64,65). Da
mesma forma que o LD, o LQ pode ser calculado de diferentes maneiras. Para 0 méetodo baseado

em parametros da curva analitica, ele pode ser calculado pela seguinte expressao:

L0 10s
e

sendo s € a estimativa do desvio padrdo do branco, da equacdo da linha de regressdo ou do

coeficiente linear da equacdo e IC é a inclinagdo (slope) ou coeficiente angular da curva

analitica (59,60,64).
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Em RMNq para se garantir uma quantificacdo exata do analito, a relagdo sinal/ruido
deve ser de pelo menos 150 para uma incerteza de 1%, de 30 para uma precisdao de

aproximadamente 3% ou de 10 para uma precisao de cerca de 10% (28,31,33).

2.5.7 Robustez

Mede a sensibilidade que o método apresenta frente a pequenas varia¢des. Diz-se que
um método é robusto quando ele ndo é afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em
seus parametros (64). Esse parametro pode ser avaliado tomando como base a estabilidade da
amostra, alteracGes no pH, alteracGes na temperatura, dentre outros. No caso de experimento
por RMNQq, pode-se ainda avaliar a diferenca do tipo de tubos, o volume da amostra, tratamentos

dos dados, variacfes nos parametros de aquisicao, dentre outros (16).
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3. Objetivos

3.2 Geral

Utilizar a espectroscopia de RMN *H na avaliagdo da autenticidade de cafés torrados,

medicamentos anabolizantes e bebidas energéticas.

3.3 Especificos

e Verificar a autenticidade de cafés brasileiros, utilizando a RMN H acoplada a estatistica
multivariada, através da averiguacdo de possiveis fraudes e falsificacbes por origem

geografica, graos defeituosos e adulterantes.

e Desenvolver uma metodologia rapida e abrangente para determinar a autenticidade de
medicamentos contendo esterdides anabolizantes, amplamente consumidos pela
populacdo, vendidos comercialmente em formas de comprimidos, capsulas e solucdes
injetaveis. Realizar testes quantitativos afim de avaliar o desempenho desta metodologia

como alternativa aos métodos existentes descritos na literatura.

e Avaliar a qualidade de bebidas energéticas, amplamente consumidas no Brasil, através

da quantificacdo simulténea de taurina e cafeina em amostras comerciais.
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Capitulo I - Avaliacdo da autenticidade de cafés torrados

1. Introducgéo

1.1 Producéo de café

O café é o produto alimenticio mais comercializado no mundo, possuindo um papel
importante economicamente, principalmente em paises produtores e exportadores. O Brasil é 0
maior produtor e exportador mundial e também o segundo maior consumidor deste produto,
perdendo somente para 0s Estados Unidos (66). O pais também é responsavel por mais de 30%
da producdo do mercado internacional de café, volume equivalente a soma da producdo dos
outros quatro maiores paises produtores, Vietnd, Colémbia, Indonésia e Etiopia (67). Vale
ressaltar que o cultivo e a industrializacdo do café, geram um grande nimero de empregos e
divisas para o pais, sendo extremamente importante para a economia brasileira (68).

Nos ultimos anos, o consumo de café tem aumentado consideravelmente, sendo este
aumento relacionado aos avancos na busca por um produto de melhor qualidade. Estima-se que
cada habitante consuma, em média, 4,9 kg de café torrado por ano, o que seria equivalente a
cerca de 81 litros da bebida pronta anualmente (69). De acordo com a International Coffee
Organization (ICO) (70), a producdo mundial de café do ano-safra 2016/2017, que compreende
ao periodo de outubro a setembro, contabilizou um volume de 153,869 milhdes de sacas de 60
kg. Tal volume representou um acréscimo de 1,5% em relacéo ao ano-safra anterior, que foi de
151,656 milhdes de sacas. Nesse mesmo periodo, o consumo global foi de 155,061 milhGes de
sacas, superior a producdo, em torno de 0,8% (71).

Existem atualmente, cerca de 60 espécies de café, entretanto, apenas duas apresentam
valor comercial, que sdo as espécies arabica (Coffea arabica) e a robusta ou conilon (Coffea
canephora). Dentre essas, a espécie arabica representa cerca de 75% da producao e possui maior
valor comercial por apresentar uma superioridade aromatica, ja o café robusta, com 25% da
producdo, possui menor valor comercial agregado, porém, € de mais facil cultivo que o arabica
(72). Devido as diferentes propriedades das espécies, é cada vez mais comum, a incorporacao
de café robusta nos chamados blends com o café arébica, o0 que barateia o custo do produto.
Muitos produtos rotulados no mercado como 100% arabica, sdo encontrados com a presencga de
café robusta (73).

No Brasil, as principais regides produtoras de café estdo concentradas nas regides
sudeste e sul, sendo os estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Parana e Espirito Santo s&o os que
mais se destacam. A producéo de café arabica se concentra nos estados de Sdo Paulo, Minas
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Gerais, Parand, Bahia e parte do Espirito Santo (66). J& a producao de café robusta (conilon)
esta concentrada, principalmente, no Espirito Santo e em Rondénia (Figura 7).

@ Robusta
@ Ardbica

Figura 7 - Principais regibes produtoras de cafés do Brasil.
Fonte: Adaptada de Nasser, 2018 (74).

1.2 Qualidade e autenticidade de cafés torrados

Em tempos de globalizacdo, a abertura dos mercados disponibilizou uma grande
variedade de alimentos, permitindo a todos provar o sabor dos alimentos e aromas de diferentes
nacOes. Nao obstante esta oportunidade, os paises tentam preservar seus mercados adotando
politicas de protecdo de mercado. Alguns paises tém adotado denominacdes diferentes para
rotular seus alimentos como “produto tipico”, “IGP - Indicagdo Geografica Protegida”, “DOC
- Denominagdo de Origem Controlada”, entre outras, a fim de dar-lhes valor adicional. Os
termos “tipico”, “geografico” e “origem” sao utilizados e atrelados as tradi¢des locais é feito
com matérias-primas originais. O mais importante € que esses produtos possuem caracteristicas
organolépticas particulares, que ndo sdo reprodutiveis quando produzidas em outros lugares.
Com relacdo ao café, somente na Ultima década, o Brasil tenta adotar programas de qualidade
através de parcerias privadas. Em 2004, a ABIC (Associagdo Brasileira das Industrias de Cafe)
(66), juntamente com Conselho Deliberativo de Politica do Café (CDPC), criou 0 “Programa

de Qualidade do Caf¢” (PQC) de certificagdo, além de seu ja estabelecido “Selo de Pureza”.
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Este programa certifica a pureza dos cafés torrados, que é imprescindivel e regulamentada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Todavia, estes ainda estdo longe
de atingire todo o mercado nacional, pois, por se tratar de uma iniciativa privada ainda nao
possui adesdo por parte das industrias torrefadoras, principalmente pelas marcas lideres de
mercado, que ndo precisam de certificados para se reafirmarem. Nesta visdo, além das
denominagdes geograficas, é cada vez mais importante identificar a introducdo no mercado
nacional e internacional de produtos fraudulentamente rotulados, quer por razdes econdmicas,
quer por razdes de saude publica (75,76). Atualmente, o Brasil é referéncia na producdo e
exportagdo de café cru, com a famosa marca “Cafés do Brasil”. Porém, este reconhecimento
ndo se estende aos cafés torrados, que muitas vezes, perdem a denominacgédo de origem quando
torrados.

No Brasil, a qualidade do café é avaliada de acordo com a classificagdo por tipo ou a
quantidade de defeitos, as caracteristicas de qualidade do produto e o tipo de bebida. A
classificacdo oficial da bebida do café é realizada por provadores treinados e credenciados pelo
Ministério da Agricultura que degustam a amostra, através de um teste chamado de “prova da
xicara” (77). A classificacdo dessas amostras € feita de acordo com seus atributos sensoriais, e
podem ser enquadradas em classes superiores, como: estritamente mole, mole e apenas mole;
classe intermediaria como a bebida dura; ou classes inferiores, como: riada, rio e rio zona (78).
A classificacdo da bebida tem como objetivos fundamentais, conhecer a qualidade do café a ser
comercializado e definir as ligas ou blends que valorizem determinados lotes de café (77).

A qualidade do café é bastante influenciada pelo solo e consequentemente pela origem
geogréfica. No Brasil, as regides que possuem os cafés mais bem rotulados sdo o Sul de Minas
e o Norte de Sao Paulo. Neste contexto, o termo “origem geografica” parece muito amplo.
Porém, apesar disso, alguns estudos reportam a distincdo de cafés através da composicao
aromatica e de minerais em macro (paises) e microrregides (dentro do mesmo estado) (72,79—
81). Desta forma, este aspecto ndo pode, em nenhuma hipétese, ser negligenciado na proposta
de uma metodologia que vise criar uma metodologia ampla no estudo de autenticidade.

O café de boa qualidade requer cuidados especiais durante as fases da pré-colheita,
colheita e pos-colheita, pois diversos fatores podem ocasionar alteragdes que influenciam a
qualidade do produto (82,83), dente eles, esta a adicdo de grdos defeituosos, que séo oriundos
de imperfei¢des ocorridas principalmente no processo de colheita e beneficiamento dos gréos,
e sdo classificados por érgdos do governo brasileiro e pela ABIC como extrinsecos e

intrinsecos. Os defeitos extrinsecos sdo pedras, gravetos, ou folhas, que podem ser incorporados
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durante a colheita e podem continuar presentes devido @ ma conducdo da etapa de
beneficiamento (84). Os defeitos intrinsecos, considerados de maior relevancia para a
depreciacdo da qualidade do café, sdo os grdos provenientes de estagios de maturacao
inadequados e/ou de fermentacdo ou oxidacdo ocorridas na planta, no chdo ou apos a colheita
(85). Os principais defeitos intrinsecos do café séo os gréos pretos, verdes e ardidos, conhecidos
como a mistura PVA. A Instrugdo Normativa n° 16, de 24/5/2010 (86), visa a garantia da
qualidade para o café torrado e moido, e estabelece como 1% o percentual maximo permitido
em conjunto de impurezas (cascas e paus), sedimento (pedras, torrdes e areia) e matérias
estranhas (milho, centeio, aglcar, cevada, sementes de acai, entre outras). O PQC também
estabelece a qualidade dos cafés, classificando-os quanto & qualidade: tradicional, superior ou
gourmet (87). Esta classificacdo além de considerar as caracteristicas sensoriais da bebida,
limita a quantidade de graos defeituosos de café em até 40%.

Alguns estudos relatam a diferenciacao quimica e fisico-quimica dos gréos defeituosos
e saudaveis relacionando a composicdo de &cidos clorogénicos, cafeina, trigonelina, sacarose e
a composicdo volatil dos mesmos, demonstrando significativas diferencas com relacdo a
qualidade (88-92). Alem do prejuizo a qualidade da bebida, as implicacdes desses graos
defeituosos a salde nao sdo completamente conhecidas, mas sabe-se que varios graos
defeituosos podem estar contaminados com micro-organismos produtores de toxinas como a
ocratoxina A (93-95). Por esta raz&o, existe um consenso geral pela diminuic¢ao da incorporagéo
de grdos PVA nos blends de café torrados comerciais. Em decorréncia, nos ultimos anos, houve
um crescente interesse na caracterizacdo quimica desses graos e na identificacdo de compostos

que possam ser usados futuramente como marcadores da presenca de defeitos no café (88,89).

1.3 Adulteracéo de cafés torrados

As fraudes no setor alimenticio ocorrem, principalmente, em produtos com alto valor
agregado e com caracteristicas fisicas que favorecam as adulteracGes (96,97) . As adulteracGes
no café prejudicam sua qualidade sensorial, podendo também causar danos ao consumidor,
sejam eles de ordem econdmica ou, até mesmo, de salde (66). A presenca dessas impurezas
afeta a qualidade do café moido e torrado, causando efeitos indesejaveis para o sabor, aroma,
acidez e etc., afetando diretamente as caracteristicas sensoriais da bebida (82,98). Geralmente,
0s materiais utilizados para adulterar o café sdo de baixo custo, disponiveis em grande

quantidade e semelhantes ao café apos a torrefacdo e moagem.
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A deteccdo de impurezas em misturas de cafés torrados e moidos é uma preocupagao
constante, principalmente, no que diz respeito, a certificacdo da qualidade do produto, tratando-
se de uma dificil tarefa das autoridades reguladoras. Métodos de laboratorio satisfatorios para
este propdsito sdo requeridos pela inddstria de alimentos para monitorar a qualidade de seus
produtos, como também por agéncias de governo que desejam inspecionar, se 0s produtos que
chegam ao consumidor, estdo de acordo com os pardmetros legais (68).

As adulteracdes em cafés torrados sdo relativamente frequentes e diversificadas, sendo
uma estratégia utilizada para reduzir custos. Elas podem envolver a qualidade dos grédos
(espécies, origem geografica e graos defeituosos), bem como a adigdo de outras substancias
(cascas de café, milho, cevada, chicdria, farelo de trigo, aglicar mascavo, soja, centeio, agai e
etc.), a fim de torna-los mais barato (87,99).

Na literatura sdo relatados varios trabalhos, a respeito da analise dos diversos tipos de
contaminantes do café, pelas mais variadas técnicas analiticas (87). A adulteracdo de café
"100% arabica” com a variedade robusta, que apresenta menor valor comercial, j& foi estudada
e determinada por RMN H (73,100), cromatografia liquida (101,102), espectrometria de
massas (103), espectroscopia de infravermelho (104,105), eletroforese capilar (106),
espectroscopia Raman (107), entre outros. Vale ressaltar que a adulteracdo de café ardbica com
a espécie robusta ndo desqualifica o produto de receber o “Selo de Pureza” da ABIC, uma vez
que ha somente café nas amostras, porém, diminui a qualidade da bebida. A presenca de graos
defeituosos, que representam 20% da producao brasileira, também ndo desqualificam a pureza,
mas afetam a qualidade da bebida, como mencionado anteriormente (66).

Um dos principais problemas encontrados na detecgdo e identificacdo dessas
substancias refere-se aos métodos analiticos empregados, pois sdo demorados, subjetivos e
apresentam resultados muitas vezes discordantes (108). O processo convencional mais utilizado
pelos laboratdrios credenciados pela ABIC, para identificacdo de adulteracdes em café torrado
e moido, consiste na analise de ldminas microscopicas preparadas com reagentes quimicos,
sendo a quantificacdo baseada na comparagéo do percentual do extrato aquoso da amostra com
0 extrato aquoso do café puro (109). Entretanto, esse método exige do analista bom
conhecimento sobre os aspectos do café em suas diferentes formas: café de baixa qualidade,
cafés demasiadamente torrados ou pouco torrados, moagem em moinho tradicional ou de rolos
etc. Vale ressaltar, para a deteccdo de fraudes no café pela simples observagdo microscépica,
geralmente é necessaria a utilizacdo de tratamentos preliminares, como desengorduramento e

tamisacdo, além da necessidade de se confirmar os resultados atraves de andlises fisico-
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quimicas complementares, tais como teor de umidade, residuo mineral fixo, extrato etéreo e
cafeina (87,110).

O desenvolvimento e a aplicacdo de métodos rapidos e precisos para deteccdo e
quantificacdo dos adulterantes contribuem de forma relevante para a minimizacéo ou, mesmo,
a eliminagdo das fraudes em café. Por estas razdes, muitas outras técnicas tém sido estudadas
com o intuito de fornecer analises mais seguras, reprodutiveis e abrangentes no que diz respeito
aos inumeros tipos de adulteracbes existentes. Dentre as técnicas analiticas estudadas para
emprego na identificacdo das adulteracdes em café torrado e moido destacam-se, em ordem de
abundancia, as analises cromatogréficas (83,97,111,112) e a espectroscopia no infravermelho
(113-1186).

A RMN é uma das mais poderosas ferramentas espectroscépicas para investigacdo de
propriedades quimicas e fisicas em misturas complexas, podendo ser aplicada tanto na
elucidacéo estrutural de compostos organicos como na quantificagdo desses compostos (14,54).
Neste contexto a RMN acoplada as estatisticas multivariadas tém mostrado ser uma boa
alternativa para a determinacdo de adulterantes em diferentes matrizes alimentares, tendo sido
utilizada na deteccdo de adulteracdo em mel, leite, azeite e produtos carneos
(49,51,53,117,118). Além de bons resultados em outras matrizes alimentares, a técnica tem a
vantagem de utilizar pequenas quantidades de amostra sem pré-tratamento, diminuindo a
geracdo de residuos toxicos, além de ser uma técnica ndo destrutiva e gerar varias informagdes
em um dnico espectro.

A RMN tem demonstrado grande capacidade de distin¢cdo de amostras e identificacdo
de adulteracbes em vérias matrizes alimenticias (54,119). Todavia, poucos artigos foram
publicados utilizando as técnicas de RMN como instrumento de autenticacdo para o café,
principalmente no que se refere a utilizacdo destas técnicas sem a associacdo prévia com
técnicas de separacgdo, que prolongam o tempo de analise. Um dos primeiros trabalhos a utilizar
a técnica de RMN em café foi o de Tavares e Ferreira (2006) (14). Neste estudo, os autores
identificaram 0s compostos majoritarios encontrados na bebida de café, como cafeina,
trigonelina, N-metilpiridina, catecol, acido formico e os &acidos quinico, caféico, ferulico e
clorogénicos, e também validaram o método para quantificagdo da cafeina, o que demonstra a
viabilidade da técnica para aplica¢6es discriminatorias. Consonni e colaboradores (2012) (48),
propuseram a diferenciacio de cafés de diferentes continentes (Asia, América e Africa),
utilizando espectros de RMN *H. Todavia, como mencionado, para a criagdo de uma impressao

digital (fingerprint) dos cafés brasileiros, necessita-se de uma grande amostragem e
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correlacionar os principais fatores ligados a qualidade, como origem, tipos de gréos e grau de
torrefacdo. Até o presente momento, no melhor de nosso conhecimento, nenhum estudo
apresentou uma metodologia abrangente e robusta, no que diz respeitos aos diversos fatores que

possam interferir nos resultados (88).

1.4 Anélise quimiométrica e RMN *H

A espectroscopia de RMN, apresenta a vantagem de mostrar, em um Unico espectro,
todas as possiveis classes de substancias presentes e em quantidades detectaveis (52,120,121).
Entretanto, a grande quantidade de informagGes obtidas em um espectro de RMN H pode
dificultar a interpretacdo dos dados quando se analisa um numero elevado de amostras. A
quimiometria utiliza métodos matematicos e estatisticos para maximizar as informacdes que
podem ser extraidas de um conjunto de dados, apresentando-as de forma mais simplificada.
Neste sentido, os métodos quimiométricos tém sido aplicados com sucesso em dados espectrais
para reduzir a sua complexidade e evidenciar as informacdes mais relevantes (52,122). Dentre
0s métodos quimiométricos mais populares para a analise de dados de RMN estdo: Analise de
Componentes Principais (PCA) e Anélise Discriminante (DA).

A PCA ¢ uma técnica da estatistica multivariada que consiste em transformar um
conjunto de variaveis originais em outro conjunto de varidveis de mesma dimensdo
denominadas de componentes principais. Os componentes principais apresentam propriedades
importantes: cada componente principal € uma combinacdo linear de todas as varidveis
originais, sdo independentes entre si e estimados com o propdsito de reter, em ordem de
estimacdo, o maximo de informacdo, em termos da variacdo total contida nos dados. A analise
de componentes principais é associada & ideia de redugdo de massa de dados, com menor perda
possivel da informagdo. Neste sentido, a PCA é bastante adequada para a anélise exploratoria
de dados multidimensionais onde as correlagdes cruzadas (redundancias) podem estar presentes
(14).

A DA é umatécnica multivariada utilizada para identificar as variaveis que discriminam
0S grupos e, assim, elaborar previsdes a respeito de uma nova observacéo, identificando o grupo
mais adequado a que ela devera pertencer, em funcéo de suas caracteristicas. Para alcancar esse
objetivo, a DA gera funcGes discriminantes (combinagdes lineares das varidveis) que ampliam
a discriminacdo dos grupos descritos pelas varidveis dependentes. Do mesmo modo que a PCA,

este método é capaz de reduzir a redundancia de dados através da geracdo de funcdes
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discriminantes que classificam a distribuicdo de cada ponto de dados no interior do
agrupamento escolhido (classes). Assim, na abordagem de DA, o processo de transformacéo é
dito ser human guided e dependente de classes, que fornece modelos que podem nao ser o
melhor absoluto considerando outras solugdes de agrupamento, mas sdo aqueles que melhor
correspondem as expectativas do usuario. No entanto, ao permitir que o usuério esteja presente
nos célculos matemaéticos, melhores desempenhos de classificagdo podem ser alcancados

através da DA.

2. Objetivos

e Criar a “impressdo digital” (fingerprint) dos cafés brasileiros de boa qualidade, atraves
da técnica RMN H acoplada a estatistica multivariada, para visualizar possiveis fraudes
e adulteracdes por origem e grdos defeituosos, visando ajudar o pais na ado¢do de
medidas de protecdo de mercado e agregacao de valor ao produto.

e Tracar o perfil espectral em RMN H de cafés puros e adulterados, identificando sinais
marcadores dos principais adulterantes encontrados em amostras de café torrados e
moidos, tais como: cascas de café, cevada, milho e soja;

e  Aplicar métodos quimiométricos, afim de melhorar a resolucao dos resultados obtidos,
observando tendéncias de agrupamentos entre as amostras analisadas;

e  Comparar os resultados obtidos com o0 método de referéncia, via microscopia eletronica,
utilizado pela ABIC.

3. Parte Experimental

Para um melhor entendimento do trabalho, resolve-se separar o procedimento em
Trabalho 1 e 2.

3.1 Amostras analisadas

3.1.1 Trabalho 1: Impressao digital de cafés torrados brasileiros

Foram utilizadas dezenove amostras, de diferentes cafés (Coffea arabica), dos estados

de Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e Parand, certificados por cooperativas regionais. Cinco,
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dessas amostras consistiam em graos defeituosos, classificados como: "Riado/Rio", "Descarte",
"Varrecdo", "Rio” e “Riado”. As outras quatorze amostras foram gréos de boa qualidade, para
a producdo de bebidas classificadas pela ABIC como: gourmet, estritamente mole e suaves
(Tabela 2).

Tabela 2 - Lista das amostras (Coffea arabica) analisadas.

n°®  Codigo (Amostra) Estado de Origem Qualidade da Bebida
1 SP1 Séo Paulo (Norte) Estritamente mole
2 SP2 Séo Paulo (Norte) Estritamente mole
3 SP3 Séo Paulo (Norte) Estritamente mole
4 SP7 Sé&o Paulo (Norte) Estritamente mole
5 SP4 Séo Paulo (Norte) Varrecao

6 SP5 Sé&o Paulo (Norte) Riado/Rio

7 SP6 Séo Paulo (Norte) Descarte

8 MG1 Minas Gerais (Sul) Gourmet

9 MG2 Minas Gerais (Monte Santo - Sul) Gourmet

10 MG3 Minas Gerais (Sul) Gourmet

11 MG4 Minas Gerais (Cerrado - Sul) Gourmet

12 MG5 Minas Gerais (Sul) Riado

13 MG6 Minas Gerais (Sul) Rio

14 PR1 Parana (Tomazina - Norte) Suave

15 PR2 Parana (Ribeirdo Claro - Norte) Suave

16 PR3 Parana (Ribeirdo Claro - Norte) Suave

17 BAl Bahia (Barra da Choca - Sul) Suave

18 BA2 Bahia (Pocoes - Sul) Suave

19 BA3 Bahia (Vitoria da Conquista - Sul) Suave

Fonte: Elaborada pelo autor.
3.1.2 Trabalho 2: Avaliacédo da adulteracéo de cafés torrados

Foi analisado um total de trinta e duas amostras de blends de cafés arabica comerciais
de varias regifes do Brasil e dezesseis amostras de diferentes tipos de adulterantes (milho,
cascas de café, cevada e soja). Desse total, quarenta e uma amostras (cafés e adulterantes) foram
adquiridas no mercado local. Ja as demais foram fornecidas pela ABIC. Na Tabela 3, sdo

apresentadas as caracteristicas das amostras analisadas.
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Tabela 3 - Lista de amostras de cafés comerciais e adulterantes analisados.

Codificagdo

Amostra

Origem
(Cidade/Estado)

© 00 N o O B~ W N e

W RN NN N NN DNDNDNDNDMDND PP PP PP P P PR PR
S © O N oo o B~ WO N P O © 0 N o 0o W N P O

Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café Comercial
Café ABIC
Café ABIC
Café ABIC
Café ABIC
Café ABIC

Santa Luzia - MG
Varginha - MG
Campos - RJ
Pirai - RJ
Inhaima - RJ
Arapongas - PR
Teresina - Pl
Araraquara - SP
Guaxupé - MG
Araraquara - SP
Roléandia - PR
Mossoro - RN
D’Ajuda - SE
Jundiai - SP
Roléandia - PR
Jundiai - SP
Santa Luzia - MG
Guaxupé - MG
Ribeirdo Bonito - SP
Cabedelo - PB
Vargem Grande do Sul - SP
Arapongas - PR
Imperatriz - MA
Guaxupé - MG
Guaxupé - MG
Ervélia - MG
Brusque - SC
Tijucas - SC
Jardim Limoeiro - ES
Itanhém - BA
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31 Café ABIC Medina - MG
32 Café ABIC Uberaba - MG
33 Casca de Café Guaxupé - MG
34 Casca de Café Jau - SP

35 Casca de Café Araraquara - SP
36 Casca de Café Araraquara - SP
37 Cevada Séo Carlos - SP
38 Cevada Séo Carlos - SP
39 Cevada Araraquara - SP
40 Cevada Araraquara - SP
41 Milho Matéo - SP
42 Milho Matéo - SP
43 Milho Araraquara - SP
44 Milho Araraquara - SP
45 Soja Araraquara - SP
46 Soja Séo Carlos - SP
47 Soja Jau - SP

48 Soja Jau - SP

Fonte: Elaborada pelo autor.
3.2 Torrefacdo das amostras

Uma porc¢éo correspondente a 100 g de cada amostra, foram submetidas a torrefagéo por
5 min em um torrador de leito de jorro (IRoast, Gurnee, IL, USA) com programacdo de
temperatura de 196 °C (3 min) a 235 °C (2 min), para obtencdo de torra do tipo médio-leve, de
acordo com o sistema de classificacdo de torra (Agtron-SCAA)(123). Posteriormente as
amostras foram moidas e peneiradas em peneiras granulométricas (abertura de @ 300 um) e
armazenadas para as etapas seguintes. A torrefacdo de todas as amostras, foi realizada em

duplicata.
3.3 Extracédo das Amostras

Pesaram-se aproximadamente 150 mg das amostras torradas e moidas (cafés, milhos,
cascas de cafés, cevadas e sojas), posteriormente foram submetidas a extragdo com 1000 pL de

agua deuterada (com 0,05% de TSP) e agitacdo em vortex durante 1 min & temperatura
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ambiente. Por fim, as solugdes foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 10 min e o0s
sobrenadantes com volumes de 650 pL foram transferidos para tubos de RMN de 5 mm e

submetidos as analises. As extracdes foram realizadas em triplicata.

3.4 Andlise por RMN *H

As medidas espectroscopicas foram obtidas, em um espectrometro de RMN Bruker de
14,1 Tesla (600,13 MHz para *H), modelo: Avance 11l HD 600, usando uma sonda BBFO-Z
plus de 5 mm a 298 K. A sequéncia de pulsos utilizada na aquisi¢do dos espectros de RMN H
com supressao do sinal do solvente foi a ZGCPPR. Os espectros foram adquiridos com 128
FIDs (NS), largura de pulso de 8,5us (P1), janela espectral de 20,0276 ppm (SW), tempo de
aquisicdo de 3,6 s (AQ), tempo de espera entre cada aquisi¢cdo de 2 s (D1), nimero de pontos
(TD) 64K, LB = 0,3 Hz, fator de ganho do receptor (RG) de 18 e atenuacdo da poténcia para
supressao do sinal da 4gua de 48,05 dB (PL9). A fase e a linha de base foram ajustadas usando
o0 software TopSpin versdo 3.2.7 (Bruker Biospin). Os espectros foram alinhados para
integracdo, com base no sinal do acido 3-(trimetilsilil)-propiénico-d4 deuterado (TSP) sendo a
ele atribuido o valor de 0,0 ppm. Por fim, o0s espectros resultantes foram salvos como arquivos
ASCII e transferidos para um PC para andlise dos dados.

3.5 Analise Estatistica

3.5.1 Trabalho 1: Impressao digital de cafés torrados brasileiros

Para esse trabalho, a matriz de dados foi reduzida por integracdo em 30 regides
(compostos identificados) de 0,15 a 10 ppm (Figura 8). Os sinais de RMN para a cafeina e a
trigonelina, juntamente com acidos caféico, feralico, cumérico, quinico e 3-, 4- e 5-
cafeoiliquicos (ACQs), foram confirmados usando padres comerciais (Sigma-Aldrich). Outros
sinais foram atribuidos de acordo com dados relatados na literatura (14,48). Durante as analises
foi observada uma pequena variagdo de o, tipicamente 0,02-0,05 ppm, nos sinais de N-
metilpiridina e &cidos clorogénicos. A andlise discriminante (DA) foi adotada para a
modelagem estatistica. Para superar a desvantagem estabelecida na abordagem DA, como
escolhas tendenciosas e dependéncia de classe, 0 modelo foi validado por meio de cross
validation das amostras de café entre os subconjuntos de treinamento e validagcdo, com o

objetivo de verificar a confiabilidade e dependéncia dos modelos discriminantes para 0s
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conjuntos de dados de treinamento. A matriz de dados foi composta de 19 amostras e 30
variaveis (integrais de area dos sinais identificados). A modelagem estatistica foi realizada

usando o software SPSSv.23.

3.5.2 Trabalho 2: Avaliacédo da adulteracéo de cafés torrados

A matriz de dados foi construida utilizando todos os pontos do espectro (0 a 10 ppm),
ja que nesse trabalho, o objetivo era encontrar um sinal marcador que indicasse a presenca de
um dos adulterantes analisados nas amostras de cafés torrados. A composi¢do da matriz de
dados foi representada por 48 amostras e 64.000 variaveis (valores de intensidades dos sinais
em RMN H). Posteriormente, os dados foram tratados e submetidos a analise exploratoria
usando reconhecimento de padrfes ndo supervisionados, empregando analise de componentes

principais (PCA). As analises estatisticas foram realizadas com o software Pirouette v. 4.5.

4. Resultados e Discusséo
4.1 Trabalho 1: Impressao digital de cafés torrados brasileiros

As analises das caracteristicas singulares de produtos de café, de diferentes regides de
origens, sdo abordadas com diferentes técnicas analiticas, bem como por RMN. A variabilidade
dos cafés nas macrorregides (paises diferentes) tem sido frequentemente relatada na literatura
(48,92,124-126). No entanto, a diferenciacdo de cafés do mesmo pais (microrregido) nao é
descrita. Para 0 melhor do nosso conhecimento, o presente trabalho proposto é o primeiro a
descrever a diferenciacio microrregional de cafés usando espectros de RMN H.

No presente trabalho, foram selecionadas cinco amostras de baixa qualidade, a fim de
poder diferenciar os cafés de acordo com a regido, independentemente da presenca de graos
defeituosos, que sdo quimicamente bastante distintos (88,127). A Figura 8 mostra o espectro de
RMN H da solucéo obtida ap0s a extragdo com agua deuterada (D20), proposto aqui como a
impressédo digital do café. O espectro apresenta um padrdo de ressonancia complexo, devido
a0s numerosos compostos presentes no café.

O café cru apresenta a seguinte composicdo (na base da matéria seca): 40-50% de
polissacarideos, com 6-9% de sacarose; 15% de lipidios, dos quais 75% estdo relacionados a

triglicerideos; 9-10% de proteinas e aminoacidos; 6-12% de &cidos clorogénicos (acidos
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cafeoil-feruloil-quinico - ACQs) e derivados; 0,6-1,5% de alcaloides, principalmente cafeina e
trigonelina (72,85).

A torrefacdo é um processo extremamente complexo no qual o café é exposto a
temperaturas até 340 ° C. Durante este procedimento, ocorrem uma série de mudancas fisicas
e quimicas, envolvendo reac6es de Maillard e Strecker, hidrélise, pirolise e outras degradactes
que geram compostos responsaveis pela cor (como as melanoidinas) e o aroma. No entanto,
estes compostos precursores ndo sdo completamente degradados, restando em parte da
composicao de café torrado (128,129). O grau de torrefacdo aplicado as amostras (cor médio-
leve) foi o grau mais amplamente utilizado para cafés gourmet e enfatiza as caracteristicas
aromaticas. As estruturas quimicas de varios compostos identificados nos cafés sdo mostradas

na Figura 8.

Café (Gourmet)
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/

Cafeina
Trigonelina / ‘I\. \I\.
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N-metil-piridina \' / L &
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Figura 8 - Impresséo digital do espectro de RMN H (600 MHz) de café torrado brasileiro
(Gourmet), em D20.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Nos espectros de RMN !H, os sinais de agua foram suprimidos para melhorar a

sensibilidade dos outros sinais e os valores integrados foram utilizados na analise discriminante.
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A identificacdo dos principais metabolitos foi realizada em comparagcdo com moléculas de
referéncia e valores de deslocamentos quimicos relatados na literatura (14,48,130). Em geral,
apesar da complexidade das amostras em termos dos compostos presentes, a regiao de 0 a cerca
de 3,8 ppm (Figura 8) foi dominada pelas ressonancias da cafeina (singletos de N-metila, &
3,13; 3,30 e 3,73 ppm), acetato (6 2,04 ppm), &cido lactico (6 1,21 e 4,03 ppm), &cidos graxos
(60,87 ¢ 1,27 ppm) e ACQs (6 1,80; 2,16; 3,31 e 3,84). A regido entre 4,2 e 9,1 ppm (Figura 8)
apresentou menor complexidade, apesar do grande numero de sinais, com dominancia de
trigonelina (6 4,51; 7,95; 8,55; 8,68 e 8,99 ppm), N-metilpiridina (6 4,35; 7,92, 8,40 e 8,65
ppm), catecol (6 5,65 e 6,22 ppm), ACQs (4 5,12; 5,88; 6,21; 6,28; 6,41 e 7,40 ppm) e com
menor abundancia a cafeina (6 7,68 ppm). A regido anomérica de 3,2 a 5,5 ppm incluiu os sinais
de ressonancia de oligo e polissacarideos. Estes sinais foram altamente sobrepostos,
provavelmente devido as grandes quantidades de polissacarideos presentes. No entanto, ainda
foi possivel distinguir sinais com maior intensidade, como a cafeina, &cido quinico e &cido

latico. Os compostos identificados neste estudo sdo discutidos individualmente a seguir.

(0]
4 4
5 ST 0oH 5 | E
H
AN . ‘2 6 +2
7N 1'?
8 CHy CHs
Trigonelina N-metil-piridina
0 O
3
HiC. 2 ;
OH H™ ' ~OH
OH
Catecol Acido Latico Acido Férmico

Estruturas dos acidos clorogénicos:

R = H - acido 5-p-cumaroilquinico
R = OCH; - acido 5-feruloilquinico
R = OH - acido 5-cafeoilquinico

Figura 9 - Estruturas de alguns dos compostos identificados nos cafes.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Cafeina

A molécula de cafeina foi claramente identificada a partir de seus sinais intensos,
principalmente trés sinais de N-metila a 3,13; 3,30 e 3,73 ppm, bem como o sinal a 7,68 ppm
referente ao proton aromatico (Figura 9). A cafeina é termicamente bastante estavel (128),
resistindo a altas temperaturas durante o processo de torrefacdo, portanto, € um excelente
marcador quantitativo para cafés, como demonstrado por Tavares e Ferreira (14) e Wei et al.
(130).

Trigonelina e N-metilpiridina

A trigonelina foi identificada por um sinal a 6 4,51 ppm, juntamente com ressonancias
a 6 7,95; 8,55; 8,68 e 8,99 ppm (Figura 8). A trigonelina é fortemente degradada durante o
processo de torrefacdo e € um precursor de N-metilpiridina e niacina (Figura 9)(128,131).
Quanto maior o grau de torrefacdo, menor sera o sinal da trigonelina e maior serdo o0s sinais
correspondentes aos seus produtos (128). Devido a semelhanca entre as moléculas, e a presenca
de diversos sinais no espectro em RMN H do café torrado, o sinal do hidrogénio da metila (a
o 4,35 ppm) da N-metilpiridina sofreu sobreposicdo (Figura 8). Outras ressonancias da N-
metilpiridina foram identificadas, com sinais em & 7,92, 8,40 e 8,65 ppm (Figura 8). Os
deslocamentos na regido aromética foram devidos a presenca do grupamento carboxilico na
molécula de trigonelina, com uma menor blindagem dos hidrogénios atuando para aumentar a
mudanca. Pequenas diferencas nos sinais dos hidrogénios H3, H4 e H1 podem ser usadas para
determinar o grau de torrefacdo do café, nas amostras analisadas, uma vez que existe uma
relacdo direta com as moléculas presentes. Esta é uma descoberta Util, porque os métodos que
empregam procedimentos de perda de peso e baseados em cores para determinar o grau de torra,
mostraram ser ineficazes (92,132). Para o grau de torra utilizado no presente estudo, observou-
se que a intensidade do sinal de trigonelina foi maior do que a N-metilpiridina, correspondente
a uma torra média, como esperado para amostras gourmet.

Considerando a relacdo da integral da area da do sinal de trigonelina/N-metilpiridina (6
8,99 e 7,92, respectivamente), as amostras de baixa qualidade de Sdo Paulo (amostras SP05 e
SP06) apresentaram indices menores (0,65 a 0,70), em comparacdo com amostras de boa
qualidade (0,86 e 1,00). Isso demonstrou que houve uma menor degradacédo de trigonelina nas
amostras de baixa qualidade, em comparagdo com as amostras de boa qualidade, apesar do fato

de que ambos os tipos foram torradas pelo mesmo periodo de tempo e nas mesmas condigdes.
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Essas descobertas estavam de acordo com um estudo preliminar que mostrava que, para um
grau de torra médio-leve, as menores perdas de trigonelina ocorreram em grdos pretos
defeituosos (10-12%), enquanto os graos saudaveis apresentavam perdas de 26-61% (91). No
entanto, neste estudo, as amostras de baixa qualidade foram compostas por uma mistura de
grdos defeituoso. Consequentemente, seriam necessarias mais analises, antes que este

parametro possa ser adotado.

Compostos Fendlicos

A maioria dos compostos fendlicos no café sdo conhecidos como &cidos clorogénicos
(Figura 9). Esta familia de compostos é derivada da esterificagdo do &cido quinico com
derivados do &cido cinamico, tais como, acidos cafeico, feralico e p-cumarico. Os subgrupos
principais sdo os isomeros de acido cafeoilquinico, feruloilquinico e acidos dicafeoilquinico,

juntamente com menores quantidades de &cidos p-coumaroilquinico (72).

Os espectros apresentaram sinais com deslocamento quimico, na faixa de 6 5,18-8,03
ppm que correspondem a sinais de hidrogénios ligados a carbonos insaturados de derivados do
cafeoil (Figura 9). Dois sistemas de spins foram identificados nas regides 6 6,28-7,47 ppm e &
6,21-7,42 ppm, e os sinais a 6 1,80, 2,16, 3,31, 3,81 e 4,65 ppm foram atribuidos aos prétons
do anel quinico. O catecol também foi identificado por sinais com deslocamentos quimicos de
37,25 e 6,22 ppm, associado a protons ligados diretamente ao anel aromético (Figura 9).

Lipidios

Os lipidios individuais presentes no café sdo degradados em diferentes extensbes
durante o processo de torrefacdo, resultando em maior complexidade na composic¢do quimica
do café em graus superiores de torra, devido a degradacdo de outros constituintes (128,133).
Apesar do fato de que a extracdo foi realizada com Oxido de deutério, os sinais referentes aos
lipidios no café, estavam presentes em 6 0,87 e 1,27 ppm (Figura 8). Consonni et al. (48)

associou esses sinais com protons de metil e metileno de cadeias de &cidos graxos,

respectivamente.
Outros compostos

O espectro também mostrou 0s sinais de outros compostos organicos incluindo acetato
(@ 6 2,16 ppm) e acido latico (a 6 1,21 e 4,03 ppm), conforme identificado anteriormente por
Tavares e Ferreira (14), Wei et al. (130) e Consonni et al. (48).
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4.1.2 Discriminagéo de cafés brasileiros de acordo com a regiéo

Os sinais dos metabolitos identificados foram divididos em 30 regides espectrais e cada
area foi utilizada na andlise discriminante. Esta abordagem foi adotada porque estudos
anteriores mostraram que a RMN pode ser usada para analises quantitativas (14,134). A
qualidade espectral foi reforcada pela acumulacdo de varios espectros, conforme descrito na
Secdo 3.1.5 deste capitulo. Este método de otimizacdo permitiu a utilizagdo de todo o espectro
das amostras, o que é importante nas andlises de rotina. Usando a técnica de Anélise
Discriminante (DA), as equacOes lineares combinadas aos compostos estatisticamente
relevantes (fatores), foram gerados a partir dos dados experimentais, conforme descrito na

equacao a sequir.
Y =Bo+ P1Vi + B2V2 + BsVs + --- + BnVn

Onde Y ¢é a funcéo discriminante, o, 1, B2, B3 € Pn S80 0s coeficientes discriminantes

lineares, e V1, V2, V3 e Vj sdo a abundancia dos compostos que correspondem aos coeficientes

B.

Bahia
61 (2,888;5,556)
(-5,489; 2,744)
Parana
3—1
93
©
g o
o~
S
-3 Séo Paulo
(3,141;-1,604)
Minas Gerais
6 (-2,364;-2,279)
T 1 T T T
-6 -3 0 3 6
Y1 (53.8%)

Figura 10 - Principais fungdes discriminantes, com valores de centroide (Y; e Y,).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A discriminacdo das amostras de café de acordo com as suas origens geograficas €
indicada na Figura 10, utilizando apenas Y1 e Y2 (Tabela 4). Para cada grupo geogréfico, os
centroides sdo plotados usando simbolos preenchidos, enquanto os pontos de dados para cada
grupo sao plotados de acordo com suas coordenadas de posicao (simbolos ndo preenchidos) e
estdo conectados com linhas para a centroide do grupo correspondente. As areas associadas
com os diferentes grupos geograficos sdo mostradas usando circulos.

As variaveis de discriminacdo mais importantes (p < 0,05) com seus respectivos valores
de p foram: trigonelina: (0,018), trigonelina, (0,016), acido formicos (0,042), trigonelinas
(0,036), cafeinas (0,039), N-metilpiridinaz (0,023), ACQsg (0,030), catecolss (0,022), catecolis
(0,019) e cafeinazs (0,014) (Tabela 4). A aplicacdo do tratamento DA resultou em trés funcdes
discriminantes (Y). De acordo com o teste lambda de Wilk (57), Y1 explicou 53,8% e Y2
explicou 40,6% da variancia total, totalizando 94,4% da variancia geral. Os resultados da

Tabela 4 mostram os coeficientes lineares obtidos.

Tabela 4 - Coeficientes ndo padronizados das trés funcgdes discriminantes candnicas para
classificacdo de origens geograficas.

Coeficientes de Funcio (Bi)

Compostos (Vi) Y1 Y2 Y3
Trigonelina; -2,18x10®  5,64x10° -1,06x10®
Trigonelina, 6,12x10° -2,81x10°% -1,27x10®
N-metil-piridinas  -5,27x10®  4,62x10°  7,92x10°
Acido Formicos  -3,63x10® 2,99x10®  2,23x10®
Trigonelinas 2,34x10® 1,47x10® 2,62x10°%
Cafeinas 3,82x10®% -1,19x10® -8,58x101°
N-metil-piridina;  3,50x10° -1,44x10% -1,38x10°%
ACQss -5,70x10°  8,55x10°  2,73x10°
ACQs10 -4,97x10® -2,78x10® 3,58x10®
ACQs11 1,37x107  8,08x10®  4,73x10°%
Catecoli» -5,36x10° -2,32x107 -1,90x10”
Catecolis -3,92x10°  1,30x10%  2,26x10®
Catecolss -2,24x10°  3,65x10% -5,81x10°
Cafeinazs 2,98x10° -2,55x10° 1,39x10°
(Constante) -12,024 11,995 5,180

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Um dos aspectos da diferenciacdo obtida usando DA é a dispersao de pontos de dados
dentro de um determinado grupo. A respeito disso, deve-se prestar atencdo a categoria Minas
Gerais, onde foi observada a maior disperséo relativa entre as amostras, seguidas das amostras
do Parana e de Séo Paulo (Figura 10). Os perfis dados pelas amostras de Sdo Paulo e Minas
Gerais eram altamente similares, que s6 eram discriminados pela funcdo Y1. De acordo com a
andlise DA, os cafés dessas regides parecem ter composi¢do intermediaria, em termos de
compostos discriminantes, em relacdo aos demais grupos. Esse comportamento, pode ser
explicado pela proximidade das regides de producédo nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais.

A comparacao entre os grupos de amostras indicou que duas fungdes eram necessarias
para discriminar os cafés de Sdo Paulo e Bahia, enquanto a baixa dispersdo em torno do
centréide foi notada para as amostras da Bahia, em comparacdo com 0s outros grupos (Figura
10).

As amostras com as maiores distancias quadradas para 0s centroides do grupo
(distéancias de Mahalanobis) foram as de S&o Paulo: SP1 (6,29) e SP2 (3,58); Minas Gerais:
MG3 e MG5 (distancias de 3,48 e 8,63, respectivamente) e Parana, PR2 (4,84). Uma maior
distancia para o centrdide € um indicador de uma forte diferenca na probabilidade de perfil da
amostra e na possivel classificacdo cruzada. A amostra de MG5 era a de menor qualidade
(Tabela 2), fornecendo uma explicagdo para sua maior dispersdo, ja que os cafés de menor
qualidade possuem composicdo quimica diferente. Por outro lado, o fato de que as amostras de
boa e baixa qualidade da mesma regido ndo foram diferenciadas pelo modelo, demonstraram o
bom desempenho do método e confirmaram a capacidade das funcdes discriminantes para
classificar as amostras, seguindo as sele¢des dos compostos utilizados neste procedimento.

A Tabela 5 resume o desempenho dos modelos discriminantes em relacdo a
classificacdo das amostras do banco de dados de treinamento. Consequentemente, uma
classificacdo totalmente correta foi alcancada sem validacdo cruzada (usando todas as amostras
de café), o que pode ser atribuido a adequacdo dos compostos da base de dados a serem usados
como fatores discriminantes. No entanto, a aplicacdo de uma validacéo cruzada expés algumas
classificagcOes incorretas envolvendo amostras de Séo Paulo e Bahia. Nesses testes, 0 sucesso
das classificagdes foi reduzido para 33,3% (Bahia) e 57,1% (Sao Paulo) apos validacao cruzada.
No caso das amostras de Minas Gerais e Paran, obteve-se 66,7% de sucesso.

A aplicagdo de DA neste trabalho teve como objetivo identificar os compostos mais
relevantes, cujas variacfes de concentracdo entre amostras de café de diferentes origens

geograficas sdo evidentes o suficiente para serem usadas para julgar/confirmar essas origens,
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permitindo assim um procedimento de controle de qualidade. Em resumo, o DA forneceu uma
boa precisdo, permitindo a diferenciacdo quimica de amostras de café de acordo com suas
origens. Os compostos mais adequados para este fim foram trigonelina, N-metilpiridina, catecol
e cafeina.

A utilizagdo da impressdo digital em RMN H de cafés torrados, proporcionou um
método simples e eficaz para distinguir os produtos de acordo com as regiGes de origem, apesar
dos padr@es de ressonancia complexa devido aos numerosos compostos presentes no café. Os
cafés foram claramente diferenciados, mesmo considerando a proximidade de regibes
produtoras como S&do Paulo e o sul de Minas Gerais e seus climas e altitudes similares. A
metodologia desenvolvida oferece potencial para ser usada no controle de qualidade

relacionado ao grau de torra de cafés.

Tabela 5 - Desempenho da classificacdo geral (em %) do modelo DA, com e sem validagédo
cruzada (VC), para estudo de diferenciacdo de quatro estados brasileiros (grandes produtores
de café).

Predicdo de Classes (Modelo DA)

Cl_a§se Sao Paulo Bahia Minas Gerais Parana
Original
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
VC VC VC VC VC VC VC VC
Sio 7 4 0 0 0 2 0 1
Paulo (100%)  (57,1%) (0%) (0%) (0%) (28,6%) (0%) (14,3%)
Bahia 0 1 3 1 0 1 0 0
(0%) (33,3%) (100%)  (33,3%) (0%) (33,3%) (0%) (0%)
Minas 0 1 0 1 6 4 0 0
Gerais (0%) (16,6%) (0%) (16,6%) (100%) (66,7%) (0%) (0%)
Parana 0 0 0 1 0 0 ° ‘
(0%) (0%) (0%) (33,3%) (0%) (0%) (100%) (66,7%)

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Trabalho 2: Avaliacdo da adulteracéo de cafés torrados

Neste trabalho, os espectros de RMN *H (Figura 11) propostos como “fingerprints”
mostraram que a composi¢do quimica do café torrado diferiu significativamente das
composigdes das amostras de cevada, soja, milho, e de casca de café. Alguns dos compostos

identificados no café por Ribeiro et al. (2015)(135) sdo observados na Figura 11A, entre 0s
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quais se destacam compostos aromaéticos (&cidos clorogénicos, cafeina, trigonelina, N-
metilpiridina) e acido formico, na regido de 6,0 a 9,3 ppm e compostos lipidicos, aminoacidos
e 4cidos alifaticos, na regido de 0,7 a 3,0 ppm. Os adulterantes estudados (soja, milho e cevada)
tratam-se de sementes em que o0s principais componentes sdo carboidratos. Esta caracteristica
foi mantida, mesmo depois do processo de torrefagdo, como pode ser visto no espectro mostrado
nas Figuras 11B-11E (regido de deslocamento quimico 5,0-3,0 ppm).

Casca de café

Soja

I .

Cevada

B I Y BN P S

m}“ K“Mh\; wf o

T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 11 - Fingerprints em RMN *H de café torrado (A), cevada (B), soja (C), milho (D) e
cascas de café (E).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a identificacdo de um adulterante usando esta técnica, foi necesséario encontrar
sinais que estavam presentes nos espectros dos adulterantes e que ndo apareciam no espectro
de café. A selecdo desses sinais marcadores, considerou dois pardmetros: intensidade e
localizagdo (deslocamento quimico), ja que era preferivel a utilizagdo de sinais que estavam
livres de interferéncias dos demais sinais das amostras. Ap0s a sobreposic¢do dos espectros do

adulterantes com o espectro de café torrado, varios sinais foram identificados e puderam ser
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utilizados como marcadores (Figura 12). Para a indicacao da presenca de milho, foi selecionado
um sinal singleto de alta intensidade com deslocamento quimico em & 5,30 (s) ppm,
correspondente ao sinal de hidrogénio ligado ao carbono anomeérico da molécula de amido
(carboidrato), e outro sinal em 5,03 (d, J = 3,7 Hz) ppm. Ja os sinais com deslocamento quimico
em 6 5,30 (s), 5,03 (d, J = 3,7 Hz) e 3,15 (s) ppm, foram escolhidos para indicar a presenca de
cevada. Para a soja, os sinais marcadores foram aqueles que apresentaram deslocamento
quimicos em: 6 5,30 (dd, J = 12,5, 3,8 Hz) e 4,88 (t, J = 3,1 Hz) ppm. Os espectros de café e
casca de café apresentaram similaridade consideravel, ja que varios compostos presentes no
café, também puderam ser observados na casca. Mas 0s sinais a 6 5,08 (d, J = 4,0 Hz) e 4,98
(s) ppm, foram identificadas como marcadores para a presenca de casca de café nas analises

das amostras comerciais.
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Figura 12 - Principais sinais marcadores de adulterantes obtidos por sobreposi¢cdo com o
fingerprint de café torrado: cevada (A), soja (B), milho (C), e casca de café (D).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A avaliacdo quantitativa de adulterantes foi realizada utilizando-se misturas de

adulterantes e café torrado. Usando diferentes sinais marcadores, observou-se que com 0

Tese de Doutorado Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



70
Capitulo I - Avaliacdo da autenticidade de cafés torrados

aumento dos percentuais (30, 50, e 70%) de adulteradores em misturas de café, resultou no
aumento da intensidade dos sinais dos compostos marcadores (Figura 13), assegurando o

potencial quantitativo das analises.
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Figura 13 - Intensidades de sinais marcadores de acordo com a porcentagem de adulterantes:
cevada (A) e soja (B).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Cinco das 48 amostras analisadas apresentaram adulteracéo, devido a presenca de milho,
cevada, ou casca de café. A Figura 14 fornece uma sobreposicao dos espectros de amostras de
café puro, milho, e café comercial, mostrando claramente a adulteracdo da amostra de café
comercial por milho, indicada pelo sinal em 5,30 ppm de milho no espectro RMN *H. Vale
ressaltar que a maioria dos trabalhos envolvendo a RMN no estudo de cafés tem utilizado essa
técnica para identificacdo de substancias isoladas ou que constituem um pequeno grupo de
substancias numa fracdo extraida do café, nesse trabalho a abordagem ¢é feita no espectro em

sua totalidade.
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Com a identificacdo da fraude no café comercializado a nivel nacional, essa metodologia
deve ajudar a facilitar a agregacdo de valor aos produtos através da certificagdo de qualidade.
Podendo ser utilizada na adopcao de medidas mais eficazes para a deteccdo de adulterantes
(autenticidade), bem como na certificacdo de origem (rastreabilidade). No Brasil, essas

questdes sdo atualmente objeto de incentivos governamentais e comerciais.
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Figura 14 - Sobreposicdo dos espectros de RMN H para o café puro torrado (A), milho (B), e
uma amostra de café comercial (C).

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.1 Analise Quimiométrica dos dados

Antes de executar a analise quimiomeétrica foi realizada a analise visual dos dados, com
0 objetivo de verificar as diferencas entre os espectros. Quando se trabalha com dados de RMN
é importante fazer essa andlise, pois, € necessario verificar se as diferencas espectrais séo
originadas realmente das diferencgas entre as composicdes das amostras ou se sdo relacionadas
com problemas nas medidas espectroscopicas tais como, shimming, eficiéncia da supresséo do
sinal de H,O/HDO, correcdes de fase e linha de base etc. E preciso tomar cuidado para que

variagOes nesses pardmetros ndo levem a erros nas andlises, pois quando existem diferencgas
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entre os espectros, sejam elas devido as diferengas nas composi¢des das amostras ou outros
fatores, a anélise quimiométrica fara distingdo entre elas, classificando-as em grupos diferentes.
Entretanto, no conjunto de dados em questdo nenhuma amostra apresentou problemas visiveis.

Inicialmente, antes da plotagem dos dados, os espectros foram alinhados e realizadas a
devidas correcdes de fase e linha base. A analise foi realizada em todo espectro, exceto na
regido dos sinais dos hidrogénios referentes ao TSP e da 4gua (H-O/HDO). Foram analisadas
32 amostras de cafés comerciais e 16 adulterantes. Para a analise de PCA, foram avaliados
diversos pre-processamentos dos dados, dentre eles, normalizado e centrado na média,
associada ainda a aplicacdo das transformacgdes matemaéticas, tais como, primeira e segunda
derivada e logaritimo. Tais procedimentos foram realizados, afim de encontrar o tratamento que

melhor se adequava para explicar o modelo. Trés fatores explicaram 62,01% da variancia total.

Cafés auténticos |

Factor 2 (12.1%)

.. . Cascas de café : ‘ : : /o
20 : s R Prosersenniind B . 3 o A e R ..1-“.2 ........ s

100 50 0 50 100
Factor 1 (39.8%)

Figura 15 - Grafico de scores obtidos pela PC1 X PC2.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na andlise por PCA, a interpretacdo dos resultados é facilitada por graficos

bidimensionais. Os graficos de scores representam as amostras projetadas no novo sistema de
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eixos das componentes principais, sendo possivel verificar o agrupamento daquelas que séo
semelhantes entre si, e a discriminacdo em classes daquelas diferentes. Os gréaficos de loadings
indicam quais variaveis do conjunto original contribuem para a discriminacdo observada nos
gréficos de scores, evidenciando as diferencas na composi¢cdo quimica das amostras.
Analisando o gréafico de scores (Figura 15) das amostras com o pré-processamento, centrado na
média e aplicacdo da primeira derivada, observou-se uma boa separacdo pelas componentes
principais 1 e 2 (PC1 x PC2). As amostras de cafés (31, 26 e 30) apareceram agrupadas aos
adulterantes (milho e cevada). Ja as amostras 29 e 32 demonstraram tendéncia a se agruparem
ao adulterante casca de café. As demais amostras de café comerciais, apareceram agrupadas em
grupos diferentes dos adulterantes.

Através do grafico de loadings, observou-se que a discriminacdo entre as amostras foi
obtida pelos sinais na regido de & 3,0 a 5,5 ppm, devido a melhor distingdo de substancias

observadas entres as amostras de cafés e seus adulterantes nessa regido do espectro (Figura 16).
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Figura 16 - Gréaficos de loadings obtidos pela PC1 e PC2.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Por fim, os resultados obtidos pelo método proposto por RMN H (Tabela 6) foram
comparados com 0s resultados obtidos pela ABIC (microscopia éptica), nos quais mostraram
ser excelentes, pois corroboram entre sim. Vale ressaltar que a metodologia desenvolvida pode

ser aplicada em um nimero maior de adulterantes, sendo uma analise rapida e ndo subjetiva.

Tabela 6 - Comparagéo da metodologia ABIC com a metodologia proposta.

Amostra Metodo ABIC Metodo Proposto

31 0,62% casca de café; 6,75 % cevada Adulterada com cevada

30 2,39% milho Adulterada com milho

28 Puro Amostra pura

27 Puro Amostra pura
, Adul

32 7,35% casca de café dulteradas cqm casca de

café

26 3,69% casca de café; 10,16% cevada Adulterada com cevada
, Adul

29 2 60% casca de café dulteradas com casca de

café

Fonte: Elaborada pelo Autor.

5. Conclusotes

Pelos resultados expostos, os trabalhos apresentados mostraram a relevancia e o
potencial da técnica de RMN H na obtencgdo das informagOes necessarias para a analise do
controle de qualidade de amostras de café. A rapidez com que os resultados podem ser obtidos
e a ndo exigéncia por um pré-tratamento da amostra, evitando altera¢cbes na composicao da
mesma, torna-se essa ferramenta, muito atrativa, podendo ser estendia no estudo da
autenticidade e controle de qualidade de muitos outros alimentos. Nesse trabalho, os métodos
desenvolvidos, permitiram a discriminacdo (origem geografica e adulteracdo) de cada tipo de
café analisado, além de apontar as principais diferencas em suas composi¢des. Entretanto,
acredita-se que esse estudo ndo deva ser tomado como um resultado definitivo e sim como um
indicativo das diferencas e semelhangas quimicas entre as amostras e sua relagdo com a
qualidade da bebida. Para se obter um método que possa ser aplicado em sistemas reais de
avaliagdo com fins comerciais é sugerido incluir um numero maior de amostras, avaliando

outros parametros relevantes (graus de torras, tipos de colheitas e etc.).
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1. Introducgéo
1.1 Anabolizantes

O uso de esteroides anabolizantes para fins terapéuticos surgiu no inicio dos anos 1950
e a partir da década de 1960 passou a ser utilizado por homens e mulheres atletas até os tempos
atuais. Os esteroides anabolizantes sdo hormonios sintéticos fabricados a partir testosterona,
um hormonio sexual masculino (136,137). Eles levam ao crescimento da musculatura, o que
caracteriza o seu efeito anabolico e o desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas,
responsavel pelo efeito androgénico; dai também chamado de esteroides anabolizantes
androgénicos (EAA). Possuem diversos usos clinicos, sendo sua principal funcédo a reposicdo
de testosterona, nos casos em que, por algum motivo de doenca, a pessoa esteja com um déficit
(138,139).

Dentre os efeitos fisicos do uso inadequado desses esteroides, pode-se citar a
feminilizacdo em homens, queda do numero de espermatozoides e atrofia dos testiculos. Ja que
0 excesso de testosterona provoca aromatizacao, que corresponde a conversao do excesso de
testosterona em estrégeno. Em mulheres provoca a masculiniza¢do, indugdo da acne,
engrossamento da voz, hipertrofia do clitoris e distribuicdo capilar masculina. O uso
indiscriminado destes esteroides pode causar também o desenvolvimento de doencas
coronarianas, disfuncbes hepaticas e renais e dentre os efeitos psiquiatricos, estdo agressao,

violéncia e até mesmo, psicoses e suicidios (140,141).

Apesar do seu uso indiscriminado, os EAA sdo largamente utilizados na medicina
clinica para o tratamento de diversas doengas, dentre elas, as deficiéncias androgénicas como o
hipogonadismo, atrasos na puberdade e crescimento, retardo no crescimento do pénis em
neonatais, no tratamento da osteoporose, anemia causada por falha na medula 6ssea ou nos rins,
cancer de mama quando avancado e até mesmo em situaces de obesidade. Os EAA também
sdo utilizados no tratamento de pessoas com doencas debilitantes como cancer, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) quando em estagios avancados (condi¢Ges crbnica e

desgastante) e estados pds-cirurgicos ou queimaduras extensas (139,142,143).

Os esteroides anabolizantes podem ser ingeridos nas formas de comprimidos, capsulas
ou injegOes intramusculares, e seu uso ilicito é iniciado com uma dose menor, aumentada com
o tempo, levando os individuos a utilizar centenas de doses a mais do que aquela normalmente

recomendada em caso de deficiéncia de testosterona. Uma préatica bastante utilizada por
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usuarios de anabolizantes estd na combinacdo de diferentes esteroides, onde se supde que a
interacdo de varios anabolizantes produzird um aumento maior da musculatura. Outra forma de
uso dessas drogas é toma-las durante ciclos de 6 a 12 semanas ou mais €, depois, parar por um
tempo semelhante e comecar novamente. Esse periodo sem droga faz com que o usuario

acredite que o seu sistema hormonal ira se recuperar (140).

No Brasil, os principais medicamentos a base dessas drogas e em muitos casos utilizados

para fins ilicitos sdo: Androxon®, Deca-Durabolin®, Deposteron®, Durateston®,
Hemogenin®, Proviron®, Winstrol®. Além destes, existem varios outros produtos que entram
ilegalmente no pais e s&o vendidos em farmécias, sites da internet e academias (140). Na Tabela
7, sdo apresentados os principais tipos de esteroides anabolizantes utilizados no Brasil e seus

efeitos no organismo.

Tabela 7 - Resumo das principais caracteristicas dos esteroides anabolizantes amplamente

utilizados no mercado nacional.

Nome Nome

genérico comercial Formulacao Aromatizacdo Anabodlico Androgénico Hepatotoxidade
Boldenona Equipoise, Injetavel (50 Pouca Bastante Médio Pouca
Parenabol mg/mL)
Durabolin-o,
Etilestrenol Maxibolin, Oral (2 mg) Pouca Pouco Pouco Bastante
Orabolin
Mesterolona Androylron, Oral (25 Néao Bastante Medio Pouca
Proviron mg/mL)
Metandienona D_anabol, Oral (5 mg) Pouca Bastante Pouco Bastante
Dianabol
Metenolona Prl_mobolan, Oral_ (5, mg), Né&o Bastante Pouco Pouca
Primonabol Injetavel
Nandrolona Deca-durabolin Injetavel Pouco Bastante Pouco Pouca
Oxandrolona A_nqvar, Oral (2,5 mg) Pouco Pouco Pouco Bastante
Lipidex
Oximetolona Hemogenin Oral (5 e 50 mg) Pouco Bastante Pouco Bastante
. Oral (2 e 5 mg),
Estanozolol Wlnstro!, Injetavel (25 Pouca Bastante Pouco Bastante
Stromba-jet
mg/mL)
Testosterona Durateston Injetavel Média Bastante Bastante Né&o
cristalina
Trembolona Parabolan Injetavel Pouco Bastante Pouco Pouca

Fonte: Adaptada de Sendo, 2018 (144).
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1.2 Aspectos quimicos dos esteroides anabolizantes

Compostos esteroidais sdo facilmente reconhecidos pelo nucleo de quatro anéis de
carbono fundidos, chamados de ciclopentanoperhidrofenantreno, sendo trés anéis de seis
carbonos e um anel de cinco carbonos, apresentando variagdes com relagdo aos grupos
funcionais e suas posi¢des, ao grau de saturacao e a extensdo da cadeia lateral ligada ao anel de
cinco carbonos (Figura 17). Todos os compostos esteroidais, tanto naturais como os sintéticos,
sdo derivados desse nucleo. Variagdes na estrutura e nos ligantes das moléculas alteram a
relagdo entre os efeitos anabolizante e androgénico. Atualmente, a sintese de esteroides

anabolizantes visa aumentar os efeitos anabolicos e minimizar os efeitos androgénicos (145).

HO

Figura 17 - Estrutura das moléculas: (A) - ciclopentanoperhidrofenantreno, (B) - colesterol.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os esteroides naturais mais importantes sdo o colesterol e seus derivados, como 0s
horménios sexuais feminino e masculino, o estradiol e a testosterona, respectivamente. A
testosterona € um esteroide do tipo 17-beta-hidrolizado, classe C-19, conhecido clinicamente

como 17-beta-hidroxi-4-androstene-3-ona (C19H2802) (Figura 18).

19 OH

Figura 18 - Estrutura da molécula de testosterona.

Fonte: Elaborada pelo autor

Tese de Doutorado Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



79
Capitulo Il - Autenticidade de medicamentos contendo esteroides anabolizantes

A testosterona é responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas
masculinas normais, desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento de tecidos
reprodutores masculinos, como testiculos e préstata, bem como a promoc¢éo de caracteristicas
sexuais secundarias, como 0 aumento da massa muscular, crescimento e maturacdo dos 0ssos
(146). A testosterona foi sintetizada pela primeira vez, em 1935, e, desde entdo, os andrégenos,

tornaram-se disponiveis para utilizagdo com fins terapéuticos e experimentais (145).

Diversos derivados da testosterona ja foram sintetizados nos ultimos anos, visando a
diminuicdo dos efeitos androgénicos ou evitar a detecgdo em testes antidoping. No entanto, até
hoje ndo h& um esteroide anabolizante que seja 100% anabolico, todos ainda possuem efeitos
androgénicos. Trés tipos de modificagcbes na molécula de testosterona podem ser encontradas a

fim de aumentar sua efetividade:

e Alquilacdo na posicdo 17-a;
e  Esterificacdo do grupo 17-f hidroxil;

e Modificacdo na estrutura do anel esteroidal.

A alquilacdo da testosterona na posicdo 17-a, com grupos metila ou etila, retarda a
inativacdo hepatica da substancia, resultando em substancias bastante ativas por via oral e
proporcionando aumento na duracao de seus efeitos (Figura 18). J& a esterificacdo do grupo 17-
B hidroxil com acidos carboxilicos, diminui a polaridade da molécula, tornando-a mais soltvel
nos veiculos lipidicos para as preparacGes injetaveis de liberacdo lenta do esteroide na
circulacdo sanguinea. Quanto mais longa a cadeia do éster, maior a lipossolubilidade e mais
demorada a absorcdo e a depuracdo (142,147,148). E importante ressaltar que, a alquilacéo e a
alteracdo do anel esteroide sdo usadas preferencialmente nas preparacdes via oral, tais como
etinilestradiol, fluoximeterona, metandrostenolona, oximetolona, metiltestosterona, estanozolol
e etc.). Ja esterificacdo é util nas preparacdes parenterais (injetaveis), dentre elas: cipionato,
decanoato, undecanoato ou propionato de testosterona, nandrolona e etc.) (149).

A ingestdo de anabolizantes, na sua forma oral, pode aumentar os efeitos hepatotoxicos,
uma vez que o principio ativo da droga é metabolizado no figado. Ja por via parenteral, 0s riscos
vao além, pois os consumidores costumam compartilhar as seringas, 0 que aumenta a
possibilidade de contaminacdo pelos virus HIV e causadores das hepatites B e C. O consumo
injetavel da droga, também, gera o risco de contaminacdo por bactérias, que podem ocasionar
infeccOes generalizadas (sepse). As aplicacbes, muitas vezes, sdo feitas sem o respeito as

minimas condicdes de higiene, e realizadas por leigos (150).
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1.3 Falsificagdo de medicamentos

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um medicamento falsificado
€ um produto que esta incorretamente embalado e rotulado, de forma deliberada e fraudulenta,
com a sua fonte ou identidade nédo sendo respeitada, e que pode exibir alteragdes e adulteracdes,
em comparacdo com a sua formula original (4). A falsificacdo e comercializacdo ilicita de
medicamentos é uma atividade extremamente lucrativa, com menor risco de repressdo pelas
autoridades policiais, em relacdo ao trafico de drogas, e esta diretamente ligada a organizacdes

criminosas internacionais (8,151).

O consumo global de medicamentos falsificadas aumentou bastante nos Gltimos anos,
inclusive no Brasil (4,152,153). Isso pode representar um grande perigo, especialmente porque
os clientes geralmente acreditam que estdo comprando produtos genuinos. Os medicamentos
falsificados, em geral, s&o produtos que ndo provém de um fabricante original ou que sofreram
alteracdes ilegais antes de chegarem ao consumidor. Esses produtos podem conter o ingrediente
ativo correto, mas em uma dose mais alta ou mais baixa. Existem também aqueles que nédo
contém um determinado ingrediente ativo, ou que contenham outro ingrediente (ndo declarado).
Eles também podem ser drogas cuja data de validade foi alterada ou que s&o vendidos em falsas
embalagens (4,154). E importante ressaltar que produtos farmacéuticos falsificados podem
conduzir a perda do efeito terapéutico desejado, podendo em alguns casos desencadear
resisténcias a algumas classes de medicamentos, provocar reacfes adversas severas e em casos

mais graves causar a morte dos pacientes (155).

Diversos fatores podem contribuir para a falsificacdo de medicamento. Segundo a OMS,
o0 elevado pregos dos medicamentos compromete grande parte da renda familiar de pessoas
mais pobres, consequentemente, a compra de medicamentos € feita em lugares mais baratos,
em pontos de venda que nem sempre sdo regulamentados, e isso aumenta as chances de que 0
medicamento comercializado seja falsificado. Outro fator que contribui para 0 aumento da
falsificacdo é o crescimento do comércio internacional de ingredientes farmacéuticos e
medicamentos, dificultando sua rastreabilidade até a origem. E comum a prética de reembalar
medicamentos com novos rotulos antes de chegar ao seu destino para esconder o pais de origem

do laboratério clandestino (156).

As principais vitimas do mercado de falsificacdo, sdo as pessoas que possuem menos

recursos financeiros para comprar 0s medicamentos de que necessitam, ou que tém dificuldades
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de acesso a bons servicos de salde. Por outro lado, as populagbes sdo também afetadas pelo
acesso facil a internet, devido a tentacdo de comprar medicamentos mais baratos, influenciadas

por “dicas” de familiares e amigos (155).

No Brasil, as drogas mais amplamente falsificadas sdo as mais procuradas pela
populacdo e que exigem precos mais altos no mercado legal. Estes incluem disfuncéo erétil,
esteroides anabolizantes, perda de peso e pilulas de combate ao cancer. Estes tipos de
medicamentos sdo facilmente adquiridos através da internet, feiras livres e farmaécias
clandestinas (8,157). E importante ressaltar que a producéo ilegal de medicamentos, com a
copia de seus ingredientes ativos (ou simplesmente omitindo) ndo requer instalacdes ou
procedimentos caros. Os lucros sdo consideraveis, mesmo quando os produtos sdo vendidos a

precos muito inferiores aos dos medicamentos originais (158).

Os esteroides anabolizantes aparecem no topo da lista de substancias falsificadas. As
pessoas que desejam um rapido aumento de peso e ganhos musculares, afim de conseguir um
corpo atlético em pouco tempo, usam esteroides anabolizantes que geralmente sdo prescritos
por instrutores, médicos inescrupulosos e professores de educacgdo fisica sem conhecimento na
area. Isto ocorre devido a facilidade de obtengdo dessas substancias, uma vez que elas podem
ser compradas no mercado negro, atraves da internet ou atraveés das fronteiras, sem receita
médica. Tais substancias sdo fabricadas/falsificadas em laboratérios clandestinos e séo
embaladas em ampolas, muitas vezes ndo esterilizadas ou misturadas com outras drogas (159—
161). E comum ainda que casas agropecudrias repassem anabolizantes veterinarios a pessoas,
sem a menor preocupacao com o destino do seu uso, fazendo com que 0s usuarios tomem esses
produtos, para os quais ndo ha informacdes disponiveis sobre 0s riscos provaveis para 0s seres
humanos (162).

1.4 Métodos de determinacéo de medicamentos falsificados

A determinacdo de adulteracbes em medicamentos requer técnicas analiticas que
possam detectar com seguranca 0s adulterantes, com identificacdo e (se necessario)
quantificacdo de substancias ativas, excipientes e impurezas. A espectroscopia de RMN *H é
uma técnica de primeira linha capazes de satisfazer esses requisitos (163). Nos ultimos anos,
diversos métodos analiticos foram relatados na literatura, a fim de avaliar a autenticidade e

adulteracdo de drogas usando as mais variadas técnicas, como por exemplo, a cromatografia
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liquida (153,161,164-168), métodos colorimétricos (169-171), espectroscopia Raman
(172,173) e RMN (15,32,174).

Para a determinacdo da autenticidade e quantificacdo de esterdides anabolizantes em
diferentes formulacdes farmacéuticas, os métodos cromatograficos incluindo cromatografia
gasosa (153,159,175,176) e cromatografia liquida (161,177-179) apresentam destaque. No
entanto, embora essas técnicas estejam bem estabelecidas para este tipo de analise, com bons
limites de deteccdo, apresentam uma série de desvantagens do ponto de vista operacional, como
a necessidade de colunas cromatograficas especificas, etapas laboriosas de preparacdo de
amostras e as vezes 0 uso de reagdes de derivatizacdo e solventes toxicos. Ja os métodos oficiais
encontrados nas farmacopeias, para a analise de esteroides anabolizantes, incluem
espectrofotometria de absorcdo ultravioleta e cromatografia em camada delgada (180,181).
Essas técnicas requerem etapas demoradas de preparacdo de amostras, tais como processos de
extracdo de analitos, funcionalizacdo pré ou pos-quimica, baixa seletividade, e em casos de
adulteracdo por substancia desconhecida, possui limitagfes na identificagdo do composto em

questao.

Ao contrario de outras técnicas, a RMN geralmente nao requer etapas de separacao para
determinar quantitativamente o analito de interesse. Portanto, solventes, excipientes, produtos
degradados e outras impurezas em drogas podem ser identificados e posteriormente
quantificados. No caso de falsificagbes onde existe a adicdo intencional de impurezas ou
adulterantes, a qualidade do medicamento pode ser facilmente verificada porque o0s
componentes organicos adicionados mostraréo sinais caracteristicos nos espectros de RMN H.
A capacidade da RMN para detectar impurezas organicas desconhecidas significa que pode ser
considerado um detector universal capaz de identificar medicamentos falsificados (41). ARMN
também se destaca por ser uma técnica ndo destrutiva que usa uma pequena quantidade de
solvente, onde o analito de interesse pode ser recuperado pelo processo de secagem do solvente.
E importante ressaltar que o potencial desta técnica para a analise de drogas se reflete no fato
de que os métodos de andlise quantitativa de drogas que usam RMN ja foram oficializados e
estdo listados em farmacopeias internacionais, como as Farmacopeias Americana e Europeias
(180-183). Outra vantagem da RMN é que a determinagdo quantitativa do analito pode ser
realizada sem a utilizacdo da substancia alvo para a calibracdo externa, facilitando assim as

analises. No Brasil, pesquisas envolvendo RMN para fins quantitativos sdo bastante escassos
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quando comparados a producdo internacional, sendo, portanto, uma abordagem que ainda
necessita ser explorada no ambito local.

2. Objetivos

e Desenvolver um método répido e abrangente para a determinacdo da autenticidade de
esteroides anabolizantes vendidos comercialmente, nas formas de comprimidos,
capsulas e injetaveis, utilizando a espectroscopia de RMN 1H.

e Realizar ensaios quantitativos, por diferentes métodos, visando a utilizacdo dessa
metodologia como uma alternativa aos métodos ja existentes na literatura.

e  Comparar os resultados obtidos com métodos de referéncia e oficiais.

3. Parte Experimental
3.1 Padroes e reagentes

Foram utilizados os padr@es analiticos de seis esteroides anabolizantes: propionato de
testosterona (PRT; 99,88%), metiltestosterona (MET; 98,69%), acetato de metenolona (MEL;
99,00%), oxandrolona (OXA; 99,87%), decanoato de nandrolona (DEN; 98,71%) e estanozolol
(ESZ; 99,21%). Todas as amostras foram solubilizadas utilizando cloroférmio deuterado
(CDCls; 99,8%; Sigma-Aldrich®) contendo 0,03% de tetrametilsilano (TMS). Os excipientes
estudados foram o 6leo de amendoim (99,0%, All Chemistry®) e &lcool benzilico (99,8%,
Sigma-Aldrich®). Os perfis espectrais dos analitos foram obtidos utilizando solu¢Ges padrdes

a uma concentragdo de 5 mg mL™.

Para as analises cromatogréficas, foram utilizados os seguintes solventes: Metanol
(99,97%; J.T.Baker®), Acetonitrila (99,98%; J.T.Baker®), Cloroférmio (99,90%; J.T.Baker®,
Alcool etilico (99,90%; J.T.Baker®) e Acetato de etila (99,60 %; Mallinckrodt®).

3.2 Amostras

Foram avaliadas um total de 52 amostras de esteroides anabolizantes (Tabela 8), de
diferentes formas farmacéuticas, sendo: 30 injetaveis, 16 capsulas e 6 comprimidos. Todas
amostras foram frutos de apreensdes policiais, obtidas através de parceria com a Policia Federal
(5% Vara Federal de Guarulhos - SP) com o n° processo (00067103120164036119).
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Tabela 8 - Amostras de esteroides anabolizantes analisadas.

Codificacao o ) Concentracao Resposta Codificagao o . Concentragao Resposta
Forma Principio Ativo o Forma Principio Ativo o

(Amostras) (rotulada) Qualitativa (Amostras) (rotulada) Qualitativa
PRT-1 Injetavel Propionato de Testosterona 100 mg mLt Auténtica CIT-1 Injetavel Cipionato de Testosterona 250 mg mLt Auténtica
PRT-2 Injetavel Propionato de Testosterona 100 mg mLt Auténtica CIT-2 Injetavel Cipionato de Testosterona 250 mg mLt Auténtica
PRT-3 Injetavel Propionato de Testosterona 100 mg mLt Auténtica CIT-3 Injetavel Cipionato de Testosterona 250 mg mLt Auténtica
PRT-4 Injetavel Propionato de Testosterona 100 mg mLt Auténtica CIT-4 Injetavel Cipionato de Testosterona 250 mg mLt Auténtica
UNT-1 Cépsula Undecanoato de Testosterona 50 mg/cépsula Auténtica CIT-5 Injetavel Cipionato de Testosterona 250 mg mL! Auténtica
UNT-2 Cépsula Undecanoato de Testosterona 50 mg/cépsula Auténtica PDR-1 Injetavel Propionato de Drostonolona 100 mg mL™! Auténtica
UNT-3 Cépsula Undecanoato de Testosterona 50 mg/cépsula Auténtica PDR-2 Injetavel Propionato de Drostonolona 100 mg mL™! Auténtica
UNT-4 Cépsula Undecanoato de Testosterona 50 mg/cépsula Auténtica PDR-3 Injetavel Propionato de Drostonolona 100 mg mL™! Auténtica
ENT-1 Injetavel Enantato de Testosterona 300 mg mL* Adulterada PDR-4 Injetavel Propionato de Drostonolona 100 mg mL™! Auténtica
OXA-1 Comprimido Oxandrolona 5 mg/comprimido Auténtica OXI-1 Cépsula Oximetolona 50 mg/cépsula Auténtica
OXA-2 Comprimido Oxandrolona 5 mg/comprimido Auténtica OXI-2 Cépsula Oximetolona 50 mg/cépsula Auténtica
OXA-3 Comprimido Oxandrolona 5 mg/comprimido Auténtica OXI-3 Cépsula Oximetolona 50 mg/cépsula Auténtica
OXA-4 Comprimido Oxandrolona 5 mg/comprimido Auténtica OXI-4 Cépsula Oximetolona 50 mg/cépsula Auténtica
OXA-5 Comprimido Oxandrolona 5 mg/comprimido Auténtica DUR-1 Injetavel Sais de testosterona* 100 mg mLt Auténtica
OXA-6 Cépsula Oxandrolona 10 mg/cépsula Adulterada DUR-2 Injetavel Sais de testosterona* 250 mg mL! Adulterada
OXA-7 Cépsula Oxandrolona 10 mg/cépsula Adulterada DUR-3 Injetavel Sais de testosterona* 250 mg mL! Adulterada
OXA-8 Cépsula Oxandrolona 10 mg/cépsula Adulterada DUR-4 Injetavel Sais de testosterona* 250 mg mL! Adulterada
OXA-9 Cépsula Oxandrolona 10 mg/cépsula Adulterada DUR-5 Injetavel Sais de testosterona* 250 mg mL™! Adulterada
TRA-1 Injetavel Acetato de Trembolona 75 mg mL? Auténtica ESZ-1 Comprimido Estanozolol 10 mg/comprimido Auténtica
TRA-2 Injetavel Acetato de Trembolona 75 mg mL? Auténtica ESZ-2 Injetavel Estanozolol 50 mg mL* Auténtica
TRA-3 Injetavel Acetato de Trembolona 75 mg mL? Auténtica ESZ-3 Injetavel Estanozolol 100 mg mLt Auténtica
TRA-4 Injetavel Acetato de Trembolona 75 mg mL? Auténtica ESZ-4 Injetavel Estanozolol 100 mg mLt Auténtica
MDT-1 Cépsula Metandrostenolona 10 mg/capsula Auténtica ESZ-5 Injetavel Estanozolol 100 mg mLt Auténtica
MDT-2 Cépsula Metandrostenolona 10 mg/capsula Auténtica ESZ-6 Injetavel Estanozolol 100 mg mLt Auténtica
MDT-3 Cépsula Metandrostenolona 10 mg/cépsula Auténtica ESZ-7 Cépsula Estanozolol 10 mg/cépsula Adulterada
MDT-4 Cépsula Metandrostenolona 10 mg/cépsula Auténtica ESZ-8 Cépsula Estanozolol 10 mg/cépsula Adulterada
DEN-1 Injetavel Decanoato de Nandrolona 200 mg/mL Auténtica ESZ-9 Cépsula Estanozolol 10 mg/cépsula Adulterada
DEN-2 Injetavel Decanoato de Nandrolona 50 mg mL? Adulterada ESZ-10 Cépsula Estanozolol 10 mg/cépsula Adulterada

*sais de testosterona correspondem aos compostos: propionato de testosterona, fenilpropionato de testosterona, isocaproato de testosterona e decanoato de testosterona.
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3.3 Andlises por RMN 'H

3.3.1 Parametros de aquisi¢cao

As medicdes espectroscopicas em RMN 'H foram realizadas a temperatura ambiente
(298 K) com uma sonda multinuclear de observacéo direta de 5 mm (BBFO-Z plus SmartProbe
Broadband Observe), usando um espectrometro Bruker, modelo: Avance 111 HD 600, operando
a 14,1 Tesla (600,13 MHz para *H). Foi obtido um tempo de 17,15 ms para um pulso de 90°.
Posteriormente, o tempo de relaxamento longitudinal (T1) foi estimado utilizando a sequéncia
de pulsos de inversdo e recuperacdo; o T1 obtido para o sinal de interesse mais lento foi de 3,5s.
Considerando o tempo estimado nesta experiéncia e um tempo de aquisicdo (AQ) igual a 6,7 s,
o tempo de reciclo estabelecido foi de 25 s. Os espectros foram adquiridos com 128 FIDs (NS),
janela espectral (SW) de 12,0276 ppm, nimero de pontos (TD) 64K, tempo de espera entre
cada aquisicdo (D1) de 2 s, LB = 0,3 Hz e fator de ganho do receptor (RG) de 2,5. O tempo de

andlise para cada amostra variou de 9 a 12 min.

3.3.2 Parametros de processamento

Os espectros foram alinhados para integracdo, com base no sinal do tetrametilsilano
(TMS) sendo a ele atribuido o valor de 0,0 ppm. Foram realizadas correcdes automaticas da
linha de base e correcdo manual da fase. A regido de integracdo ao redor de cada sinal foi
selecionada manualmente, fora dos respectivos sinais satélites de *C para garantir a maxima
recuperacdo da area. A analises de dados e integraces de sinais foram processadas com o

software TopSpin 3.2.7 (Bruker Biospin).

3.4 Preparacao de amostras comerciais

As solucdes de todas as amostras comerciais foram preparadas na concentracdo de 5 mg

mL*

3.4.1 Amostras injetaveis

Para as amostras injetaveis, aliquotas de 16,0-80 uL dos farmacos (o volume utilizado
dependia da concentracdo indicada no rétulo) foram transferidos para tubos Eppendorf de 2
mL, seguido de adi¢do de CDClIs (com 0,03% de TMS) até um volume de 650 uL, com agitagao
manual até a solubilizacdo se completar. Posteriormente, aliquotas (600 pL) das solugdes recem

preparadas foram transferidas para tubos de RMN de 5 mm.
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3.4.2 Amostras em comprimidos/cdpsulas

Para a preparacdo das amostras de comprimidos e cépsulas, um total de 3
capsulas/comprimido foram inicialmente pesados, pulverizados e a massa correspondente a 5,0
mg do principio ativo foi dissolvida em 1 ml de CDCls (com 0,03% de TMS). As soluges
foram submetidas a agitacdo por vortex durante 1 min para garantir uma boa extracdo do
ingrediente ativo no solvente. Posteriormente, as solugfes foram centrifugadas a 14.000 rpm
durante 10 min e filtradas através de filtros de seringa de membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 0,45 um (Millipore, Milford, MA, EUA). Finalmente, aliquotas de
600 pL das solugdes recém preparadas foram transferidas para tubos de RMN de 5 mm e

analisadas por RMN *H.

3.5 Determinacao quantitativa (RMNQ) e validac¢ado analitica

3.5.1 Padréo Interno

Baseado na premissa de que a intensidade integrada do sinal no espectro de RMN *H ¢
proporcional ao numero de nlcleos responsaveis por essa ressonancia em particular, como
também a concentracdo molar da substancia geradora daquele sinal (29,31), foi realizada a
determinacédo quantitativa dos analitos nas diferentes matrizes, utilizando-se a seguinte relacao:

Ax Np; MMy mp,

Py =
X Ip] NX MMPI m PI

Onde,
X = analito
P = pureza (% m/m)
Pl = padré&o interno
A = &rea da linha de ressonancia
N = namero de nacleo que absorvem na frequéncia da linha de ressonéncia
MM = massa molar
m = massa pesada
Como padrdo interno de referéncia foi utilizado a Dimetil Sulfona (DMSO3) - 99,65%
+ 0,08% (Sigma Aldrich). Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca analitica,

modelo AG 245, da Metther Toledo (capacidade de 210 g e precisdo 0,01 mg). Para as
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transferéncias de volumes utilizaram-se micropipetas automaéticas, modelo Research®, da

Eppendorf, de volumes variaveis 10-100 e 100-1000 pL, previamente aferidas (erro < 1,0%).

3.5.2 Padréo Externo (via ERETIC 2)

Para a quantificagéo dos esteroides anabolizantes nas amostras em que néo se poderia
fazer testes com metodologias de referéncia, devido a falta de padrdo analiticos, fez-se a
determinacédo por calibracdo externa via ERETIC 2 (Electronic REference To access In vivo
Concentrations 2) baseado na metodologia PULCON (PULse length based CONcentration
determination) (38,39).

O procedimento foi realizado, seguindo o procedimento a seguir:

‘ Iniciar o experimento com a calibragao da amostra desconhecida ‘

U

‘ Afinar/Combinar (tune/match) da sonda |

U

| Medir o pulso exato de 90°

U

| Registrar o espectro 'H |

1 | 2

[ |
| Integrar os sinais de ressondancias conhecidas ‘ ‘ Integrar o(s) sinal(is) do(s) composto(s) alvo(s) |
‘ Armazenar a integral das amostras de calibragdo ‘ | Calcular a concentracdo |

Como padrdes externos para o calculo da concentracdo, utilizaram-se duas amostras
padrdes com concentragio conhecidas: nicotina (12,13 mmol L) e propionato de testosterona
(39,00 mmol L1). Ambas as solugbes padrdes foram preparadas e analisadas nas mesmas

condigdes das amostras comerciais.

Para a validacdo analitica foram realizados os seguintes ensaios: especificidade,
linearidade, intervalo, preciséo (repetitividade e intermediaria), exatiddo e robustez. Todos

esses parametros foram validados de acordo com as diretrizes do ICH (60) e ANVISA (59).
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3.6 Métodos Comparativos

3.6.1 Determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram utilizados 3 trabalhos da literatura como métodos de referéncia. Todas as analises
foram realizadas em um HPLC Shimadzu, modelo: UFLC-20, com detec¢do DAD, utilizando

uma coluna chromosil C18 (250mm x 4,6mm X 5um).

3.6.1.1 Quantificagéo de DEN e PRT

Para determinacdo de DEN e PRT, foi utilizado o método proposto por Satzger e
Mesmer, 1997 (184). Nesse método, as amostras foram solubilizadas em uma solugdo de
metanol/agua 25% (v/v). A fase movel foi constituida por acetonitrila e &gua no modo gradiente
de eluicdo, incialmente com 60% (acetonitrila/agua), aumentando para 90% aos 20 min e para
95% em 22 min, com um tempo de equilibrio de 7 min entre corridas. Utilizou-se um fluxo de
vazdo de 1,2 mL min e volume de injecéo de 20 pL. O tempo para cada corrida foi de 45 min.
Os cromatogramas foram obtidos a 30°C. A determinacdo dos analitos foi realizada no

comprimento de onda de 243 nm.

3.6.1.2 Quantificacdo de ESZ

Para a determinacdo de ESZ utilizou-se um trabalho proposto por Nagendrakumar e
Rao, 2011 (185). Nesse método, as amostras foram solubilizadas em uma solucdo de
metanol/agua 90% (v/v). A fase mdvel foi constituida por metanol e &gua com elui¢do no modo
isocratico, na proporcdo de 90:10 (v/v) (metanol/agua). Utilizou-se um fluxo de vazdo de 1,0
mL min™ e volume de injecdo de 20 pL. O tempo de cada corrida correspondeu a 8 min. Os
cromatogramas foram obtidos a 30°C. A determinacdo do ESZ foi realizada no comprimento
de onda de 225 nm.

3.6.1.3 Quantificacdo de OXA

Por fim, para determinacdo de OXA utilizou o método proposto pela Farmacopeia
Americana (USP). Nesse método, a fase movel foi constituida por acetonitrila e &gua com

eluicdo no modo isocratico, na proporcdo de 50:50 (v/v) (acetonitrila/dgua). Utilizou-se um
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fluxo de vazdo de 0,7 mL min! e volume de injecéo de 40 pL. Os cromatogramas foram obtidos
a 40°C. O tempo de cada correspondeu a 8 min. A determinacdo da OXA foi realizada no

comprimento de onda de 210 nm.

Pelo melhor do nosso conhecimento ndo existe nenhum método na literatura que faca
a determinacdo de todos os medicamentos (esteroides anabolizantes) utilizando as mesmas

condigdes para todos os analitos.

3.6.2 Determinagéo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Para as andlises por CG-EM utilizou-se um cromatografo a gas Shimadzu QP-2010
equipado com injetor automatico AOC-5000 Shimadzu acoplado a um espectrébmetro de
massas. A coluna foi uma Phenomenex ZB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), e o software
utilizado para andlise dos espectros foi GC/MS solutions v. 2.5. Os parametros de operacdo do
cromatdgrafo foram os seguintes: temperatura do forno de 140 °C mantida durante 3 min,
seguida de um aumento a 3 °C min? a 320 ° C (mantido durante 10 min); temperatura do
injector de 260 ° C; injecdo em modo split (1/50); gas de arraste hélio (99,999%) a um fluxo
constante de 1,3 mL min; volume de injegdo de amostra de 1 pL; pressdo de 114,9 kPa;
velocidade linear de 43,1 cm s. O tempo de corrida cromatogréafico foi de 73 min. CondicGes
EM: temperatura da fonte de ions e interface de 250 °C; modo de impacto de elétrons a 70 eV;
faixa da massas de aquisicdo de m/z 40-650 Daltons. Os metabolitos foram identificados
utilizando o software Lab Solutions GSMS analysis (Shimadzu), onde foram comparando os
espectros de massas de cada pico cromatografico com os espectros disponiveis nas bases de
dados NIST 2014 (National Institute of Standards and Technology). Para este estudo, foram
admitidos valores de similaridade acima de 90% para cada metabdlito. Para solubilizacdo das
amostras foi utilizado cloroférmio com solvente, 0 mesmo solvente utilizado nas anéalises por
RMN H.

Tese de Doutorado Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



90
Capitulo Il - Autenticidade de medicamentos contendo esteroides anabolizantes

4. Resultados e Discussao
4.1 Caracterizacdo em RMN H dos analitos

Primeiramente foi tragado o perfil espectral dos esteroides anabolizantes utilizando-se
as técnicas de RMN unidimensionais (*H, 3C, DEPT 90, DEPT 135 e TOCSY 1D) e
bidimensionais (HMBC, HSQC, COSY e HSQC-TOCSY). Tal procedimento foi realizado para

obtencdo e escolha de sinais marcadores de presenca, de cada um dos compostos analisados.

Para o PRT foram observados os sinais com deslocamento quimico em: & 5,73 (s, 1H)
e 64,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H), que correspondem aos hidrogénios H4 e H17, respectivamente, e
aparecem em uma regido mais desblindada do espectro. Ja os sinais em 6 0,84 (s, 3H); 6 1,21(s,
3H) e 6 1,14 (t, J = 7,6 Hz, 3H) sdo referentes aos hidrogénios: H18, H19 e H22,
respectivamente (Figura 19), que correspondem as metilas presentes na estrutura e aparecem
em uma regido menos desblindada do espectro. Devido a algumas caracteristicas desses sinais,
tais como: alta resolucéo espectral, sem sobreposicdes e boa intensidade, eles foram escolhidos
para serem utilizados como marcadores de presenca de PRT (Figura 19) nas amostras e

posteriormente utilizados para a determinacdo quantitativa.

Para a confirmagéo dos sinais obtidos por RMN !H, foram determinados os espectros
de RMN 13C de todos os analitos analisados, identificando assim todos os sinais referentes aos
carbonos das estruturas. Para auxiliar nessa confirmacdo utilizou-se das técnicas DEPT 90 e
DEPT 135 gue mostraram a distingdo entre os diferentes tipos de carbono presentes na molécula
(CHs, CH2 e CH). Uma vez feita a identificacdo desses sinais, eles foram utilizados para
verificar a confiabilidade dos padrdes de referéncia e tragar os seus perfis espectrais. Por fim,
foram obtidos os espectros bidimensional dos analitos para observar as correlagdes existentes
entre C-H e H-H presentes nas moléculas, elucidando de forma bem precisa as estruturas dos

padrdes analisados.

Analisando o espectro de RMN *H da MET foram observados sinais com deslocamento
quimicos em: 6 5,73 (s, 1H); 6 0,91 (s, 3H); 6 1,20 (s, 3H) e 6 1,21 (s, 3H), que correspondem
aos hidrogénios: H4, H18, H19 e H20, respectivamente. Tais sinais foram usados como
marcadores indicativos de presenca, autenticidade e para determinacdo quantitativa de MET

nas amostras (Figura 20).
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Propionato de Testosterona (Padrdo)
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Figura 19

- Espectro de RMN *H, 600 MHz, do Propionato de testosterona (PRT), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 20 - Espectro de RMN H, 600 MHz, da Metiltestosterona (MET), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Verificando-se o espectro de RMN *H da molécula de MEL foram identificados os
hidrogénios: H2, H17, H20, H22, H19, H18, que apresentaram sinais com deslocamentos
quimicos em: 8 5,74 (s, 1H); 6 4,64 (t, J = 7,7 Hz, 1H); 5 2,09 (s, 3H); 6 2,07 (s, 3H); 6 1,07 (s,
3H) e 6 0,87 (s, 3H), respectivamente. Tais valores foram utilizados como sinais marcadores

para a presenga de MEL nas amostras (Figura 21).
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Figura 21 - Espectro de RMN H, 600 MHz, do Acetato de metenolona (MEL), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

J& para a OXA os sinais escolhidos foram os que apresentaram deslocamento quimico
em: 84,25 (d, J = 10,7 Hz, 1H); & 3,94 (d, J = 10,7 Hz, 1H); & 1,23 (s, 3H); 1,02 (s, 3H) € &
0,88 (s, 3H) que correspondem aos hidrogénios: H1, H1’, H19, H18 e H17, respectivamente
(Figura 22). No espectro de RMN *H do DEN, os sinais observados foram: § 5,87 (s, 1H); &
4,63 (t, J = 7,8 Hz, 1H); & 0,99 (t, J = 6,9 Hz, 3H) e 5 0,86 (s, 3H) responsaveis pelos
hidrogénios: H4, H17, H28 e H18 (Figura 23). Por fim, analisando-se o espectro de RMN *H
da molécula de ESZ, foram observados sinal com deslocamentos quimicos em: & 7,31 (s, 1H);
6 1,25 (s, 3H); 6 0,90 (s, 3H) e & 0,78 (s, 3H), referentes aos hidrogénios: H21, H20, H18 e
H19, respectivamente (Figura 24).
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Figura 22 - Espectro de RMN 'H, 600 MHz, da Oxandrolona (OXA), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 23 - Espectro de RMN H, 600 MHz, do Decanoato de Nandrolona (DEN), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Estanozolol (Padrio)
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Figura 24 - Espectro de RMN *H, 600 MHz, do Estanozolol (ESZ), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido a boa resolucdo e a maior facilidade de integracéo desses sinais, eles foram
escolhidos para serem marcadores indicativos da presenca desses analitos nas amostras
analisadas. Diversos sinais, referentes a outros hidrogénios, também foram identificados, mas
devido a falta de resolucdo e sobreposicdo com sinais de outras substancias presentes nas
amostras, eles foram descartados. Vale ressaltar que o uso de um sistema de RMN com um
campo magnético mais forte (600 MHz para *H) proporcionou sinais de RMN mais intensos,

melhorando a resolucéo e a separacdo dos sinais presentes no espectro.

4.2 Analise das amostras comerciais

Apds ser encontrado o perfil espectral de todos os analitos, partiu-se para a analise das
amostras. Todas as condicOes anteriores pré-estabelecidas na analise dos padrées de referéncia
foram mantidas, para que ndo houvesse erros na identificagdo da autenticidade das amostras.
Os resultados qualitativos podem ser observados na Tabela 8, onde 0s mesmos sé&o indicados
na forma de (adulterado ou auténtico), referentes a presencga ou auséncia do analito indicado na

embalagem de cada medicamento.
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Das 52 amostras analisadas, 14 ndo apresentaram 0s principios ativos indicados na
embalagem. Esses resultados mostraram que a metodologia desenvolvida é eficiente na anélise
da autenticidade dessas amostras. Na Figura 25, é apresentada a comparagéo entre 0s espectros
da amostra PRT-1 e de propionato de testosterona padrdo, mostrando que se trata de uma
amostra auténtica, ja que os sinais marcadores com deslocamento quimico em: & 5,73 (s, 1H);
64,61 (t, J=78Hz 1H); 61,21 (s, 3H); 6 1,14 (t, J = 7,6 Hz, 3H) e 5 0,84 (s, 3H), referentes

aos H (4, 17, 19, 22 e 18) do padrao, sdo identificados na amostra analisada.
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Figura 25 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostra PRT-1 e PRT padréo, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O mesmo comportamento foi observado para as amostras: PRT (2, 3, 4) (Figura 26).
Por se tratarem de amostras injetaveis, além dos sinais do padrdo, também foram identificados
sinais referentes a 6leo de amedoim e alcool benzilico, ja que esse compostos (excipientes) sdo

utilizados na preparacédo desse tipo de formulagéo.
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Figura 26 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras: PRT-1, PRT-2, PRT-3, PRT-4, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O propionato de testosterona € um éster, derivado sintético da testosterona com a
presenca de um grupo propionato na posicdo 17-p. Essa modificagdo faz com que a molécula
de PRT apresente um tempo de meia-vida maior do que a testosterona base. Quando um
composto de propionato de testosterona entra na corrente sanguinea, ele sofre a atuacdo de
enzimas que tentam quebrar a ligacdo éster do propionato de testosterona. Esta ruptura de
ligagdo leva tempo, e resulta em uma liberagdo mais lenta e controlada de testosterona no
sistema. Dentre os beneficios do uso de PRT, pode-se citar a diminui¢do da gordura corporal,
aumento de massa magra e forca muscular. JA como efeito colateral, devido o processo de
aromatizacdo, parte dessa testosterona é convertida em estrogénio, causando uma maior

retencédo de liquido, ginecomastia e elevagéo da pressao arterial e colesterol (145).
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Analisando as amostras de UNT (1, 2, 3, 4) (cépsulas) percebeu-se que se tratavam de
amostras auténticas, ja que os sinais encontrados em RMN *H com deslocamento quimico em:
85,74 (s, 1H); 8 4,63 (t, J =7,9 Hz, 1H); 6 1,19 (s, 3H); 6 0,88 (s, J = 7,0 Hz, 3H) e 5 0,84 (s,
3H), referentes aos H (4, 17, 19, 30, 18), correspondiam ao principio ativo indicado no rétulo
desses medicamentos (Figura 27). Em relacdo aos demais ésteres, derivados da testosterona, o
undecanoato de testosterona tem a vantagem de poder ser tomado por via oral e apresentar uma
duracdo bem maior quando administrada na forma injetavel, devido a presenca de uma longa
cadeia de carbonos saturados em sua estrutura. Seus efeitos no organismo séo parecidos com 0
do PRT.
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Figura 27 - Espectros RMN 'H, 600 MHz, amostras UNT (1, 2, 3 e 4), em CDCla.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A amostra de ENT-1 (injetavel) apresentou resultado negativo para a presenca do analito
indicado no rétulo, pois o espectro de RMN H do medicamento se mostrou completamente
diferente do padrdo de referéncia, tratando-se claramente ser outra substancia (Figura 28).

Fazendo uma comparacao entre os espectros do padrdo de PRT e da amostra de ENT-1, néo foi
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possivel identificar os sinais em: & 5,73 (s, 1H); 6 4,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 6 1,21 (s, 3H) e &
0,84 (s, 3H), referentes aos H4, H7, H19 e H18, respectivamente.

No Brasil, 0 enantato de testosterona ndo é comercializado em farmécias e tampouco
associados a outros compostos quimicos, como o PRT, consequentemente as drogas que
circulam no pais a base de enantato de testosterona provem de fontes ndo seguras, como 0

contrabando.
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Figura 28 - Espectros RMN 'H, 600 MHz, amostra ENT-1 e padrdo de PRT, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras de OXA (1, 2, 3, 4, 5) (comprimido) apresentaram resultado positivo para
a presenca do analito (oxandrolona), que pode ser verificado na Figura 29. Os espectros dos
medicamentos apresentaram excelente concordancia com o padrdo, ndo sendo percebido a
presenca de outras substancias. Como essas amostras eram comprimidos, 0S seus excipientes
foram eliminados no processo de centrifugacéo, ja que néo se dissolviam no solvente utilizado,
CDCls. A Oxandrolona é medicamento utilizado para ajuda pessoas a recuperar o peso perdido
devido a complicacdes de salde, tais como infecgfes, trauma e cirurgias. Mas sdo altamente

utilizadas por frequentadores de academias, principalmente mulheres, ja que oferecerem baixo
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efeito anabolico, ndo provoca retengdo de liquidos e quando comparada a outros esteroides,

oferece menos efeitos colaterais (186).

Oxandrolona (Padrao)
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Figura 29 - Espectros RMN H, 600 MHz, amostras OXA (1, 2, 3, 4, 5) e padrdo de OXA, em
CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O consumo indiscriminado de oxandrolona pode ocasionar diversas consequéncias,
como o aumento de probabilidade de doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, ruptura de
tenddes e ligamentos, doenca hepatica, desenvolvimento 0sseo inadequado em adolescentes e
outros efeitos secundarios. O consumo do medicamento ainda pode ocasionar nauseas, vomitos,

dores de cabega, diminui¢do de libido e até queda de cabelo (187).

As amostras de OXA (6, 7, 8 e 9) (cépsulas), apresentaram um perfil espectral
completamente diferente do padrdo (Figura 30), confirmado pela auséncia dos sinais com
deslocamentos quimicos em: 6 4,25 (d, J = 10,7 Hz, 1H); 6 3,94 (d, J = 10,7 Hz, 1H); 6 1,23 (s,
3H); 61,02 (s, 3H) € 5 0,88 (s, 3H) correspondentes aos hidrogénios: H1, H1’, H19, H18 e H17,

respectivamente. Concluindo que se tratavam de amostras adulteradas.

Fazendo uma analise mais minuciosa dos espectros, percebeu-se que as amostras de
OXA (6,7, 8 e 9) apresentavam um espectro bastante semelhante ao padréo de ESZ, confirmado
pela presenca dos sinais com deslocamento quimico em: 7,31 (s, 1H); 6 1,25 (s, 3H); 8 0,90 (s,
3H) e 50,78 (s, 3H), referentes aos hidrogénios: H21, H20, H18 e H19, respectivamente (Figura
31).

Os resultados mostraram 0 quanto esses medicamentos apresentam falhas no seu
processo de producdo, ja que a causa mais provavel seria erros durante o envasamento ou
rotulagem, sendo uma atividade extremamente perigosa para as pessoas que fazem uso desses
medicamentos. E por se tratarem de drogas com efeitos bastante danosos ao organismo, esse
tipo de erro pode causar problemas sérios a salde de seus usuarios.

E importe ressaltar que além de problemas de salde ocasionados por esse tipo de
adulteracdo, os medicamentos falsificados podem minar a confianca publica nos sistemas e nos
profissionais de salde, nos estabelecimentos que fazem a distribuicdo/dispensacdo e
comercializacdo de medicamentos genuinos, na industria farmacéutica e na autoridade
regulatéria de medicamentos. A rotulagem incorreta, no que diz respeito a fonte, também pode
ser prejudicial a reputacdo e posicdo financeira do fabricante original e/ou atual, cujo nome esta

sendo usado de forma fraudulenta (5).

Nos ultimos anos a inddstria farmacéutica tem apresentado diversas solugdes para tentar
coibir a disseminacéo de produtos falsificados, dentre eles, a utilizacdo de lacres especiais ndo

falsificaveis em seus produtos (funcionando como papel moeda), permitindo o consumidor
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reconhecer e diferenciar um produto falsificado de um auténtico. Em consonéncia, a industria

de falsificagdo vem sofisticando cada vez mais suas taticas fraudulentas.
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| b bt L
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Figura 30 - Espectros RMN H, 600 MHz, amostras OXA (6, 7, 8, 9) e padrdo de OXA, em
CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 31 - Espectros RMN H, 600 MHz, amostras OXA (6, 7, 8, 9) e padrdo de ESZ, em
CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise das amostras de TRA (1, 2, 3, 4) (injetaveis) mostraram que 0s medicamentos
correspondiam ao principio ativo indicado no roétulo, pois seus espectros apresentaram sinais
em RMN H com deslocamento quimico em: § 6,43 (d, J = 9,9 Hz, 1H); § 6,37 (d, J = 9,9 Hz,
1H); 6 5,78 (s, 1H); 6 4,81 (t, J = 9,3 Hz, 1H); 5 2,08 (s, 3H); 6 0,94 (s, 3H) correspondente 0s
H (12, 11, 4, 17, 20 e 18), respectivamente (Figura 32). Vale ressaltar que a identificacdo dos
sinais referentes ao analito dessas amostras (acetato de trembolona), foi realizada através da
simulacdo do seu espectro em RMN !H teoricamente e posteriormente a sua verificagdo no
espectro do medicamento. A trembolona é uma das drogas mais utilizadas e vendidas
ilegalmente no mundo, principalmente para preparacdes veterinarias. A estrutura quimica da
trembolona a torna resistente a enzima aromatase (que faz a conversdo para estrogeno),
consequentemente ndo ird promover efeitos colaterais referentes ao estrogénio, tais como o
crescimento tecido mamario em homens (ginecomastia) ganhos de gordura e retencao de agua
(188).
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Amostra: TRA-1

Alcool benzilico
H1l

S\ coa
L=l

Amostra: TRA-2 « ——— Oleo de Amendoim H18
Alcool benzilico \

H11 H17 H20

.y cod,
™ L -

Amostra: TRA-3 «——— Oleo de Amendoim H18
Alcool benzilico \

H17 H20

L™l e i

AEnoStra: TRA-4 «——— Oleo de Amendoim H18
Alcool benzilico \

|

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

re_T
Y
-—
—_—

Amostra: TRA-1 (Expansdo) - regido de 6,6 a 4,5 ppm
Alcool Benzilico

H4 Oleo de Amendoim

H12 H17
H11 L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 56 55 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 49 4.8 4.7 4.6 4.5

Amostra: TRA-1 (Expans&o) - regido de 2,4 a 0,8 ppm

Oleo de Amendoim / \ L

T T T
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 32 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras TRA (1, 2, 3, 4), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A andlise das amostras de MDT (1, 2, 3 e 4) (c&psulas) apresentaram resultados positivos
para a presenca do analito indicado no rotulo, onde foi constatado que se tratavam de amostras
auténticas, ja que os espectros em RMN *H apresentaram sinais com deslocamentos quimicos
em: 5 7,07 (d, J = 10,1 Hz, 1H); 8 6,24 (d, J = 10,1 1 Hz, 1H); 6 6,08 (s, 1H); 6 1,25 (s, 3H); &
1,20 (s, 3H) e 6 0,94 (s, 3H); referentes aos H (2, 1, 4, 20, 19 e 18), respectivamente (Figura
33). Da mesma forma que nas amostras de TRA, a identificacdo se deu através da comparagéo
dos resultados obtidos com dados referentes ao MDT padréo, disponiveis na literatura e por
simulacdo do seu espectro obtido teoricamente. A metandrostenolona apresenta duas diferencas
estruturais em sua molécula em relacgdo a testosterona, a presenga de uma ligagdo dupla a mais
entre os carbonos 1 e 2 e a adi¢do de um grupo metil no carbono 17-a, chamado de carbono 17-
a-alquilado. Essas mudancas estruturais conferem uma melhor absor¢do da molécula pelo
organismo, protegendo a droga de ser desativada pelo figado (permitindo que quase toda a
droga entre na corrente sanguinea) (189,190).
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Figura 33 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras MDT (1, 2, 3, 4), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Analisando-se a amostra DEN-1 (Figura 34), verificou-se que se tratava de uma amostra

auténtica, ja que seu perfil espectral apresentou bastante concordancia o do padréo de DEN.
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Figura 34 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras D

Fonte: Elaborada pelo autor.

EN (1, 2), em CDCls.
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Nessas amostras foram identificados os sinais em RMN H referentes ao padrdo, com
deslocamento quimico em: & 5,87 (s, 1H); 6 4,63 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 60,99 (t, J=6,9 Hz, 3H)
e 6 0,86 (s, 3H) referentes aos hidrogénios: H4, H17, H28 e H18. Contrariamente, a amostra
DEN-2 (Figura 34) mostrou-se claramente se tratar de uma adulteracdo, ja que nenhum dos
sinais indicativos para a presenca de DEN foram encontrados no espectro da amostra. Por se
tratarem de medicamentos injetaveis, sinais referentes ao alcool benzilico e 6leo de amendoim

também puderam ser identificados.

Fazendo uma anélise mais detalhadas das amostras DEN-2 e ENT-1 que deram
resultados negativo para presenca do analito, observou-se que as mesmas se tratavam apenas
da substincia 6leo de amendoim (excipiente), ja que os espectros de RMN *H das suas
substancias se sobrepunham (Figura 35). A auséncia do principio ativo, mostra o quanto esses
medicamentos falsificados sdo duvidosos, pois além de ndo fornecerem os efeitos desejados,

acabam lesando financeiramente seus consumidores.
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Figura 35 - Espectros RMN 'H, 600 MHz, amostras DEN-2, ENT-1 e 6leo de amendoim, em
CDCla.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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O decanoato de nandrolona (DEN) é oficialmente classificado como um 19-
nortestosterona (19-nor), devido a sua estrutura quimica apresentar a falta de um atomo de
carbono na posicéo 19, em relacdo a estrutura da testosterona (Figura 23). A presenca de uma
longa estrutura de decanoato (ligado ao éster), faz com que esse esteroide seja liberado de forma
lenta no organismo, permitindo que o individuo faga uso do anabolizante sem a necessidade de
injecOes frequentes. Em dosagem terapéutica o DEN pode ser utilizado clinicamente no
tratamento de anemia em criangas e adultos, e no tratamento de osteoporose em mulheres e em
idosos (191).

As amostras CIT (1, 2, 3, 4, 5) (injetaveis) deram resultado positivo para a presenca do
principio ativo que estava indicado no rétulo, ja que foram identificados os sinais com
deslocamento quimico em: 6 5,73 (s, 1H); 6 4,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 6 1,19 (s, 3H) e & 0,84(s,
3H), referentes aos H4, H17, H19 e H18, respectivamente (Figura 36). O cipionato de
testosterona é a segunda versdo sintética da testosterona mais popular entres os consumidores,
ficando atras apenas do enantato de testosterona. Trata-se basicamente de uma testosterona
esterificada, por isso tem uma maior solubilidade lipidica do que a testosterona base. E um
medicamento facilmente encontrado nas farmacias, ja que é usado com bastante frequéncia no
tratamento de pessoas com déficit de testosterona. Seu uso indevido pode acarretar em

consequéncias graves como a atrofia dos testiculos de forma precoce (192).

A anélise das amostras de PRD (1, 2, 3, 4) (injetaveis) também evidenciou a
autenticidade desses medicamentos, ja que foram verificados a presenca dos sinais marcados
em RMN *H com deslocamentos quimicos em: & 4,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H); § 1,13 (t, J = 7,6 Hz,
3H); 8 1,06 (s, 3H), 6 1,00 (d, J = 6,5 Hz, 3H) e 6 0,81 (s, 3H), referentes aos H17, H22, H19,
H23 e H18, respectivamente (Figura 37). O Propionato de Drostanolona é um esteroide
injetavel derivado da DHT (di-hidrotestosterona), e é raramente utilizado para o ganho de peso.
Seu maior uso € feito por atletas em fases de pré competicdo, cutting ou simplesmente para
evitar a retencdo de liquidos e picos de estrogénio. Por muitos anos, sua principal indicacdo
clinica foi no tratamento de cancer de mama avancado e inoperavel. Entre os efeitos colaterais
ocasionados pelo seu uso indiscriminado, esta a queda de cabelo, apari¢cdo de espinhas,

alargamento da proéstata, aléem do aumento da agressividade do usuario (193).

Vale ressaltar que a identificacdo dos sinais referentes aos analitos das amostras de CIT
e PRD, foram realizadas através da simulagio dos seus espectros em RMN *H teoricamente e

posteriormente a sua verificagdo no espectro do medicamento.
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Através dos resultados obtidos nas amostras de CIT e PRD, pode-se perceber que a
andlise da autenticidade de um medicamento por RMN ndo precisa necessariamente do padrdo

de referéncia do analito a ser analisado, necessita-se apenas do conhecimento dos sinais

referentes ao analito e constatar sua presenca na amostra.
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Figura 36 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras CIT (1, 2,

Fonte: Elaborada pelo autor.

3,4,5), em CDCla.
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Figura 37 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras PRD (1, 2, 3, 4), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A andlise das amostras de OXI (1, 2, 3, 4) (capsulas) mostraram que 0s medicamentos
correspondiam ao principio ativo indicado no rétulo, pois seus espectros apresentaram sinais
em RMN H com deslocamento quimico em: & 8,64 (d, J = 1,5 Hz, 1H); § 1,22 (s, 3H); & 0,87
(s, 3H) e 8 0,79 (s, 3H) correspondentes aos H (21, 20, 19 e 18), respectivamente (Figura 38).
A oximetolona é um dos esteroides anabolizantes orais mais potentes que existem. Seu uso
terapéutico € para tratar doencas como anemia, osteoporose e problemas crénicos que causem
perda de tecido muscular (como HIV/AIDS) (194).
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Figura 38 - Espectros RMN 'H, 600 MHz, amostras OXI (1, 2, 3, 4), em CDCla.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras DURA (1, 2, 3, 4 e 5) tratavam-se de medicamentos constituidos por 4
principios ativos: propionato de testosterona, fenilpropionato de testosterona, isocaproato de
testosterona e decanoato de testosterona. Percebeu-se que a amostra DURA-1 se tratava de uma
amostra auténtica, ja que apresentou os sinais marcadores de seus analitos na amostra (Figura
39). O mesmo comportamento ndo foi observado nas amostras de DURA (2, 3, 4 e 5) (Figuras

40 e 41), pois verificou-se a auséncia do sinal marcador com deslocamento quimico em 6 1,14
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(t, J = 7,6 Hz, 3H), referente ao H22 (Figuras 40 e 41) que correspondia a molécula de PRT.

Esses resultados foram confirmados, posteriormente, com os dados obtidos por CLAE.
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Figura 39 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostra DURA-1, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tese de Doutorado

Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



112
Capitulo Il - Autenticidade de medicamentos contendo esteroides anabolizantes

. ~ H18
Propionato de Testosterona (Padrdo) 0 Fenilpropionato de Testosterona H19

\soca‘pmato de Testosterona
Propionato de Testosterona L2
CDCI3 Ha Decanoato de Testosterona
il M

J nl

Amostra: DURA - 2

Lﬂhic b | JM
H4
JL H17

T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

= = H19
Propionato de Testosterona (Padrao) o Fenilpropionato de Testosterona H22 H18

1s oJ\R//'
7 I

wa‘proato de Testosterona
Propionato de Testosterona -2
/ 22
Decanoato de Testosterona
SATNATNANTN L

Auséncia
do sinal
H22

Amostra: DURA - 2

H19

H18

T T T T T T T T
29 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 21 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 14 1.3 1.2 b P | 1.0 0.9 0.8 0.7

Deslocamento quimico (ppm)

Figura 40 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostra DURA-2, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 41 - Espectros RMN 'H, 600 MHz, amostras DURA (2, 3, 4 e 5), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor

As amostras de DURA séo bastante conhecidas no mercado como Durateston®, servem
para aumentar a forca fisica, acelerar a sintese de proteinas e diminuir a taxa de gordura
corporal. Por ser formada por uma mistura de 4 derivados da testosterona, ela possui um efeito
prolongado no organismo. Enquanto o propionato tem ac¢do imediata (que se inicia no mesmo
dia da aplicacdo), o fenilpropionato e o isocaproato demoram um pouco mais para surtir efeito.
Logo, o casamento dos quatro tipos de esteroides, resulta em uma liberacdo de testosterona ao
mesmo tempo ininterrupta e quase sem variacdes. Na préatica, essa propriedade retarda a
necessidade de outra aplicacdo do medicamento, ja que a testosterona ainda permanece ativa

por 3 a 4 semanas no organismo (195).

As amostras de ESZ-1 (comprimido) e ESZ (2, 3, 4, 5, 6) (injetaveis) apresentaram
resultados positivo para a presenca do analito, pois o0s espectros dos medicamentos
apresentaram excelente concordancia com o padrdo ESZ (Figura 42), sendo possivel a
verificacdo dos sinais em RMN *H com deslocamento quimico em: § 7,31 (s, 1H); & 1,25 (s,

3H); 60,90 (s, 3H) e 6 0,78 (s, 3H), referentes aos H (21, 20, 19 e 18), respectivamente.
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Figura 42 - Espectros RMN H, 600 MHz, amostras ESZ (1, 2, 3, 4, 5 e 6) e padréo de ESZ,

em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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J& a andlise das amostras de ESZ (7, 8, 9 e 10) (capsulas), apresentaram um perfil

espectral banstante discordante do padrdo de ESZ, concluindo que se tratavam de amostras

adulteradas (Figura 43 e 44).
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Figura 43 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostras ESZ-7 e padréo de ESZ, em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 44 - Espectros RMN *H, 600 MHz, amostra ESZ (7, 8, 9 e 10), em CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao contrario da maioria dos esterdides anabolicos, uilizados na forma injetavel, o
stanozolol ndo ¢ esterificado e é vendido em uma suspensao aquosa, ou em comprimidos e
capsulas na forma oral. Ele apresenta uma grande biodisponibilidade no organismo, devido a
C17 a-alquilagio que permite ao hormonio a sua sobrevivéncia ao passar pelo metabolismo do
figado quando € ingerido. O estanozolol tem sido bastante utilizado em pacientes humanos e
animais para diversas condi¢fes. Em humanos foi demonstrado seu sucesso no tratamento da
anemia e angioedema hereditarias. JA& o seu uso veterinario é prescrito para melhorar o
crescimento muscular, producédo de células vermelhas do sangue, aumentar a densidade dssea
e estimular o apetite de animais fracos ou debilitados. O estanozolol exibe baixo efeito colateral,
em comparagdo a outros anabolizantes, mas seu uso indiscriminado pode ocasionar uma
sobrecarga do figado, causando varios problemas incluindo hepatoxidade (196). Vale ressaltar
que a venda de estanozolol falsificado, vem crescendo nos ultimos anos, sendo o principal

anabolizante encontrado em apreensdes policiais.
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Com os resultados obtidos por RMN H percebeu-se que os espectros das amostras de
ESZ (7, 8, 9 e 10) apresentavam diversos sinais e com sistemas de spins diferentes, o que
poderia se tratar de uma substancia bem complexa ou uma mistura, com isso foi relizada uma
analise de RMN H por DOSY e se contastou de fato que se tratavam de duas substincias,
retratadas na Figura 45 como A e B. A presenca das duas substancias podem ser claramente
observadas pelos sinais com diferentes valores de coeficiente de difuséo (Figura 45).

A técnica DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) foi desenvolvida em 1992 por
Morris e Johnson, e trata-se de uma técnica ndo invasiva baseada na metodologia de ecos de
spin com gradiente de campo magnético pulsado (PFGSE), que permite discriminar e
caracterizar os diversos componentes de uma mistura, através da diferenca dos coeficientes de
difusdo das substancias (197). A maior vantagem deste método € a sua capacidade de
proporcionar uma visao global da dindmica translacional dos constituintes de uma mistura,
sejam eles moléculas pequenas, macromoléculas, complexos ou agregados moleculares. As
limitacdes da técnica DOSY sdo aquelas inerentes a RMN, como por exemplo, a baixa
sensibilidade (198).
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Figura 45 - Espectro de RMN H DOSY 2D, 600 MHz, amostras ESZ (7, 8, 9 e 10), em
CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ap0s os resultados obtidos pelo espectro de DOSY partiu-se para a elucidacéo estrutural
dos compostos presentes na amostra de ESZ (7, 8, 9 e 10), com isso identificou-se a presenca
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dos compostos fenilpropionato de nandrolona e citrato

de sildenafila. Os sinais foram

identificados com a ajuda de espectros de decanoato de nandrolona (padréo) e um comprimido

de Viagra® obtidos nas mesmas condigdes experimentais das amostras de ESZ (7, 8, 9 e 10).

Os sinais entdo foram identificados e podem ser observados na Tabela 9 e Figura 46.

Tabela 9 - Valores de deslocamento quimico em RMN 'H dos compostos encontrados nas

amostras de ESZ (7, 8, 9, 10).

Citrato de Sildenafila

H Sinal H Sinal

10 4,28 (s, 3H) 17 7,83 (dd, J=8,8, 2,4 Hz, 1H)
11 2,93 (t, 2H) ™ 18 7,16 (d, J=8,8 Hz, 1H)
12 1,84 (m, 2H) ™ 20 4,38 (q, J=6,9 Hz, 2H)

13 1,03 (t, J=7,4 Hz, 3H) 21

15 8,84 (d, J=2,4 Hz, 1H)

1,65 (t, J=7,0 Hz, 3H)

Fenilpropionato de Nandrolona
H Sinal

4 5,83 (s, 1H)

17 4,62 (t, J=9,2 Hz, 1H)
18 0,79 (s, 3H)

20 2,64 (t, J=8,3 Hz, 2H)

*s-singleto, d-dubleto, dd-duplo-dubleto, t-tripleto, g-quarteto, m-multipleto.
** sinais com sobreposicao.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 46 - Identificacdo em RMN *H dos compostos encontrados nas amostras de ESZ (7, 8,

9 e 10).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A descoberta de citrato de sildenafil nas amostras de ester6ides anabolizantes foi uma
surpresa, ja que o composto ndo € um esteroide anabolizante, ao contrario do fenilpropionato
de nandrolona. A presenca de citrato de sildenafil pode ser atribuida a dois fatores. O primeiro
é a falta de controle de qualidade adequado na preparacao dessas formulacdes, uma vez que 0s
medicamentos falsificados para disfungéo erétil e esterdides anabolizantes estdo amplamente
disponiveis no mercado negro (8), e essas substancias podem ter sido produzidas no mesmo
laboratdrio, levando a contaminacgéo durante o processo de fabricacdo. A segunda hipotese € a
adicdo intencional, porque o citrato de sildenafil € um medicamento usado para combater 0s
efeitos colaterais causados pelo uso de esterdides anabolizantes, incluindo diminuigdo da libido
nos homens e dificuldade de erecdo. A associacdo destes dois farmacos em uma unica
formulacdo € bastante preocupante, uma vez que as substancias podem causar danos
irreversiveis ao corpo dos usuarios, além do risco de desenvolver novas doencas que as vezes

podem levar a morte.

Esses resultados demonstram que é cada vez mais necessario o desenvolvimento de
metodologias analiticas efetivas para a detec¢do de adulteracdes em medicamentos, alertando a
populacéo e as agéncias de saude para o uso indiscriminado dessas substancias. Além de serem
proibidos, esses medicamentos (anabolizantes) sdo frequentemente produzidos sem as minimas

condicdes de higiene e controle de qualidade.

Para atestar a veracidade dos resultados obtidos por RMN 'H fez-se as analises
utilizando a técnica de CG-EM e verificou que os resultados foram bastante concordantes.
Pode-se perceber através do cromatograma (Figura 47) da amostra de ESZ-7 que foram
identificados sinais das substancias: fenilpropionato de nandrolona (Tr=62,77 min) e citrato de
sildenafila (Tr=70,15 min). Os espectros de massa dos compostos identificados foram
comparados com os da biblioteca NIST 2014, apresentando um grau de similaridade superior a
90% (Figura 49 e 50).

O sinal referente ao citrato de sildenafila em (Tr=70,14) foi confirmado através da
analise de um comprimido com o0 mesmo principio ativo, pode-observar que além dos sinais do
analito foram identificados outros sinais, referentes aos excipientes utilizados no preparo desse
tipo de medicamento (Figura 48). Vale ressaltar que a técnica de RMN *H apresenta vantagens

em relacdo as analises por GC-MS, tais como: menor consumo de reagentes e tempo de analise.
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Figura 47 - Cromatograma obtido por CG-EM da amostra de ESZ-7.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 48 - Cromatograma obtido por CG-EM da amostra de Viagra®.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Obtencao das figuras de mérito

Para as andlises quantitativas, escolheu-se a dimetil sulfona (DMSO2) como padrdo
interno de referéncia, por apresentar um dnico sinal com deslocamento quimico em: & 3,00 (s,
6H) de grande intensidade, responsavel pelos hidrogénios das metilas, e que ndo se sobrepds
com os sinais dos analitos nas amostras analisadas. Para essas analises, manteve-se uma
concentracéo fixa de 2 mg mL* de DMSO; em todas o0s ensaios. Os espectros podem ser
observados na Figura 51.

Vale ressaltar que para a quantificacdo exata a partir de um espectro de RMN ¢é
necessario evitar saturacdo de ressonancias causadas por um sinal demasiado rapido e isto
requer o equilibrio completo da magnetizacao entre cada transiente. Os tempos de recuperacdo
sdo ditados pelas constantes de tempo de relaxamento longitudinal (T1) dos nucleos RMN e
intervalos de pelo menos 5T1 sdo necessarios para reestabelecer uma recuperacéo praticamente
completa (> 99%), apds excitacdo da amostra (46). Nestes experimentos, foi utilizado um tempo

de relaxacéo de 25 s.

H& requisitos adicionais que devem ser obedecidos para uma otimizacdo da andlise
quantitativa, alguns deles sdo: pureza do sinal de RMN considerado para a quantificacdo e o
efeito da rotacio sobre o aparecimento das side bands (principalmente *3C), sendo preferivel
uma medicdo sem rotacdo do tubo de amostra. Um outro requisito adicional, porém, nao
obrigatorio, é que o sinal selecionado para fins quantitativos deve ser tdo simples quanto
possivel, assim, um singleto é preferivel a um multipleto. Todos os requisitos para melhor

obtencdo dos dados foram levados em consideracao nas analises.

E importante destacar que em amostras mais complexas com um maior ndmero de
ingredientes ativos e/ou adulterantes, a selecdo de sinais marcadores (isolados) pode ser dificil.
Isso deve-se ao fato de que alguns adulterantes nem sempre sdo conhecidos, podendo variar
consideravelmente sua estrutura quimica, e em certos casos sobrepor-se com sinais marcadores
da molécula de interesse. Neste trabalho, foi possivel realizar ensaios quantitativos em todas as

amostras que apresentaram resultados positivo para a presenga do analito.

Para atestar a confiabilidade dos resultados obtidos, os métodos desenvolvidos foram
validados de acordo com os parametros do ICH (60) e ANVISA (59), 6rgaos normativos e de
fiscalizacdo, que estabelecem os requisitos especificos para determinacdo quali e quantitativa

nesse tipo de amostra (medicamentos).
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Figura 51 - Espectros de RMN !H, 600 MHz, das misturas de esterdides anabolizantes
(padrdes) e dimetil sulfona (padréo), CDCls.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.1 Paréametros analiticos de calibracéo para a quantificacao dos analitos

Todas as curvas analiticas foram obtidas no intervalo de concentracdo de 1,0-16,0 mg
mL1. Os resultados (Tabela 10) mostraram que os métodos propostos apresentaram boas
inclinacdes, interceptacdes proximas a zero e coeficientes de correlacdo maiores do que 0s
valores recomendados pela ANVISA e ICH (r = 0,99) (59,60). Os limites de detec¢édo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram determinados de acordo com as recomendacdes da IUPAC (65): LD
=3xS/beLQ=10xS/b,onde S é o desvio padréo da curva analitica e b é coeficiente angular
(inclinacdo) da curva analitica. Os valores de limite de deteccao e quantificacdo variaram entre:
0,18-0,62 e 0,98-2,35 mg mL™, respectivamente (Tabela 10). Os valores encontrados para 0s
limites de quantificacdo foram avaliados considerando as relagdes sinal-ruido (S/R) para todas
as amostras analisadas. A menor relacdo S/R observada foi de 314, superando o intervalo
considerado satisfatorio de acordo com a literatura, o que, para uma incerteza de 1% o valor de
S/R, deve ser maior que 150 (28,31,199). Os resultados confirmaram que 0s métodos
desenvolvidos séo adequados para fazer a determinacdo quantitativa dos analitos, nas amostras
analisadas.

4.3.2 Estudos de Precisao Intra e Inter-dia

Foram realizados ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método dentro de um
mesmo dia (Intra-dia) e entre dias diferentes (Inter-dia). Para tal, foram realizados trés
experimentos repetindo alguns pontos da curva analitica, sendo dois desses experimentos
realizados num mesmo dia em periodos diferentes e o terceiro, no dia subsequente a fim de se
calcular o desvio padrdo relativo (DPR). Onde o DPR intra-dia variou de 1,56 a 4,22% e o DPR
inter-dia de 2,19 a 4,73% (Tabela 11). Esses resultados, juntamente com os coeficientes obtidos

para as curvas analiticas, mostraram que a precisdo das medidas foi satisfatéria.

4.3.3 Adicao de padrao e recuperacao (Exatidao)

O estudo de recuperacdo consistiu na fortificacdo das amostras de medicamentos
(esteroides anabolizantes), adicionando solugfes padrdo contendo o analito de interesse em
proporcdes de 50, 100 e 150%, em relacdo a concentracdo do principio ativo da amostra,
seguido pela determinacdo da concentracdo de analito adicionada, expressa em porcentagem.
As amostras contendo PRT, OXA e DEN foram fortificadas com concentrac6es de 2,5, 5,0 e
7,5 mg mL?, enquanto as que contém ESZ foram fortificadas com concentragdes de 2,0, 4,0 e

6,0 mg mL™, utilizando as solugBes padrdes dos analitos. Todas as analises foram realizadas
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em triplicata (n=3). Os resultados (Tabela 12) mostraram que as recuperagdes variaram de
95,2% a 104,0%, que estavam dentro dos limites estipulados pela ANVISA e ICH (59,60).

Tabela 10 - Parametros analiticos de calibracdo para a quantificacdo dos analitos.

Analito Sinal Curva Analitica R LD LQ
(ppm) (mg/mL)  (mg/mL)

5,73 Ia =0,0104*C - 0,0070 0,9998 0,18 1,19

4,61 Ia =0,0102*C - 0,0070 0,9992 0,35 1,26

PRT 1,14 Ia =0,0316*C - 0,0236 0,9974 0,66 2,17

0,84 Ia =0,0310*C - 0,0222 0,9969 0,70 2,35

5,73 Ia =0,0108*C - 0,0026 0,9995 0,36 1,22

1,22 Ia =0,0323*C - 0,0085 0,9995 0,39 1,31

MET 1,21 Ia =0,0323*C - 0,0086 0,9995 0,42 1,41

0,91 Ia =0,0323*C - 0,0084 0,9995 0,39 1,30

5,72 Ia =0,0084*C + 0,0047 0,9991 0,48 1,60

4,62 Ia =0,0084*C + 0,0047 0,9991 0,47 1,58

MEL 1,07 Ia =0,0251*C + 0,0146 0,9989 0,54 1,79

0,87 Ia =0,0249*C + 0,0146 0,9994 0,41 1,38

4,25 Ia =0,0111*C - 0,0052 0,9942 0,53 1,74

3,94 Ia =0,0110*C - 0,0049 0,9949 0,61 1,99

OXA 1,02 Ia =0,0325*C - 0,0149 0,9941 0,62 2,11

0,88 Ia =0,0336*C - 0,0151 0,9943 0,58 1,90

5,87 Ia =0,0073*C + 0,0045 0,9995 0,54 1,79

4,67 Ia =0,0072*C + 0,0045 0,9996 0,51 1,69

DEN 0,99 Ia =0,0263*C + 0,0191 0,9998 0,33 1,12

0,86 Ia=0,0246*C + 0,0121 0,9999 0,29 0,98

7,31 Ia=0,0112*C + 0,0065 0,9975 0,48 1,59

1,25 Ia =0,0359*C + 0,0063 0,9985 0,37 1,24

ESZ 0,90 Ia =0,0370*C + 0,0061 0,9980 0,43 1,42

0,78 Ia =0,0364*C + 0,0048 0,9967 0,55 1,84

*PRT - Propionato de testosterona; MET - Metiltestosterona; MEL - Acetato de Metenolona; OXA - Oxandrolona; DEN - Decanoato
de nandrolona; ESZ - Estanozolol; 1a - Integral da area; R - Coeficiente de correlagdo; LD - Limite de detecgdo; LQ - Limite de
quantificagéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 11 - Analise de preciséo intra-dia e inter-dia para os métodos proposto.

Analito Sinal Concentragéo Intra-dia Inter-dia
(ppm) (mg mL?) DPR (%) DPR (%)

6,00 3,32 3,84

573 12,00 2,85 3,11

6,00 3,26 3,64

PRT 4,61 12,00 2,19 2,77

114 6,00 3,51 3,89

' 12,00 2,66 2,93

6,00 3,08 3,29

0,84 12,00 2,11 2,75

10,00 2,98 3,62

573 12,00 1,64 2,83

1.20 10,00 3,04 3,61

MET 12,00 2,34 2,99

191 10,00 3,39 3,86

' 12,00 2,83 3,54

10,00 3,02 3,21

0,91 12,00 1,56 2,42

6,00 3,08 3,44

574 8,00 211 2,69

6,00 2,90 3,21

MEL 4,64 8,00 1,83 2,18

107 6,00 3,12 3,66

' 8,00 2,77 3,04

6,00 2,99 3,55

0.87 8,00 1,92 2,19

8,00 3,20 3,45

4,25 12,00 3,11 3,87

8,00 3,23 3,91

OXA 3,94 12,00 2,99 3,27

102 8,00 3,40 3,91

' 12,00 3,12 3,48

8,00 3,57 3,89

0,88 12,00 2,94 3,03

6,00 3,07 3,66

587 10,00 2,88 3,14

6,00 3,12 3,83

DEN 4.67 10,00 2,95 3,22

0.99 6,00 3,77 4,06

' 10,00 3,02 3,56

6,00 3,65 3,99

0,86 10,00 2,88 3,11

6,00 4,22 4,85

731 8,00 3,86 4,04

6,00 4,03 4,66

ES7 1,25 8,00 3,81 3,91

0.90 6.00 4,11 4,73

’ 8,00 3,98 4,08

6,00 3,93 4,16

0.78 8,00 3,45 3,88

*PRT - Propionato de testosterona; MET - Metiltestosterona; MEL - Acetato de Metenolona; OXA - Oxandrolona; DEN —
Decanoato de nandrolona; ESZ - Estanozolol.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A quantidade percentual recuperada foi calculada, usando a seguinte formula:

. Concentracao encontrada — Concentracao real
Recuperagio (%) = Concentracao real x 100

Tabela 12 - Resultados dos testes de exatiddo para as amostras em trés niveis de concentracao
(50, 100 e 150%).

- Sinal Nivel ici x
Analito Amostra Adicionado Recuperado Recuperacao

(ppm) (%) (mgmL?)  (mgmL?) (%)
50 2,0 6,1 101,7
731 100 4,0 7.9 98,7
ESZ-1 150 6,0 10,2 102,0
ESZ -
(comprimido) 50 2,0 59 98,3
0,78 100 4,0 8,1 101,3
150 6,0 9,8 98,0
50 25 7.6 101,3
4,25 100 5,0 10,2 102,0
XA OXA-2 150 75 12,6 100,8
. 50 2,5 7.6 101,3
(comprimido)
394 100 5,0 10,4 104,0
150 75 12,6 100,8
50 2,5 7.8 104,0
573 100 5,0 10,3 103,0
PRT-1 150 75 12,8 102,4
PRT o
(injetavel) 50 2,5 7,7 102,7
1,14 100 5,0 10,3 103,0
150 75 12,4 99,2
50 2,5 7,2 96,0
587 100 5,0 9,7 97,0
DEN-1 150 75 11,9 95,2
DEN o
(injetavel) 50 2,5 7,3 97,3
467 100 5,0 9,8 98,0
150 75 12,1 96,8

*PRT - Propionato de testosterona; OXA - Oxandrolona; DEN - Decanoato de nandrolona; ESZ - Estanozolol.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.4 Teste de Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas
e deliberadas variacBes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso normal,
constatando a susceptibilidade do método a variacdes nas condic¢des analiticas, estas deverao
ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento (59,60,200). Para verificar
a robustez, avaliou-se as diferencas obtidas nos resultados, através da utilizacdo de diferentes
tubos de RMN (3 e 5 mm) nas analises, mudanca no nimero de scans e processamento dos
dados por diferentes analistas. O teste foi realizado nas amostras ESZ-2, PRT-1 e OXA-1. A
analise estatistica dos dados mostrou valores de desvio padréo relativo menores que 2% entre
0s resultados comparados (Tabela 13), concluindo que o método é robusto para pequenas

variag0es operacionais.

Tabela 13 - Valores obtidos no estudo da robustez.

i L DPR (%)
Amostra Parametros Modificagéo =3
; 3mm
Tipo de tubo 1.22
(RMN) 5mm
Analista 1
£S7.1 Processamento _ 1,87
dos dados Analista 2
NUmero de scans 64
1,64
(NS) 128
; 3mm
Tipo de tubo 1.49
(RMN) 5 mm
Analista 1
PRT-1 Processamento 1,03
dos dados Analista 2
NUmero de scans 64
1,54
(NS) 128
: 3mm
Tipo de tubo 1,09
(RMN 5mm
OXA-2 Processamento Analista 1
] 1,77
dos dados Analista 2
NUmero de scans 64 195
(NS) 128 ’

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Determinacdo Quantitativa

Foram avaliadas a determinacdo quantitativa, utilizando diferentes metodos:

e Método 1 - Determinacdo direta (absoluta) via padréo interno;

e Método 2 - Determinacgdo a partir da preparacdo de curvas analiticas dos padrfes de
referéncias;

e  Meétodo 3 - Determinagdo por CLAE, usando métodos comparativos da literatura;

e Método 4 - Determinacdo por ERECTIC 2 via padréo externo.

4.4.1 Comparacao entre o método de determinacao direto (Método 1) e por curva analitica
(Método 2)

Comparando os valores encontrados na determinacdo quantitativa dos analitos pelo
método tradicional (usando curvas analiticas) com o método de determinacdo direta (sem a
utilizacdo de padrdes do analito), os resultados obtidos foram estatisticamente concordantes, ja
que os valores de test t, com nivel de confianca de 95%, ndo excederam o valor critico (t=4,303)
mostrando que ndo existe diferenca significativa entre as duas metodologias em termos de
precisdo e exatiddo (Tabela 14). E importante ressaltar que a determinac&o pelo método direto
(Método 1) teve a vantagem de ndo exigir o uso de padrBes analiticos para os esterdides
anabolizantes, que na maioria dos casos sdo caros e de dificil acesso, por se tratarem de

substancias proibidas.

4.4.2 Comparacao entre métodos de determinacéo direta (Método 1) e os métodos por
CLAE (Método 3)

Para a realizacdo dos métodos comparativos, utilizaram-se métodos CLAE, os quais
exigiram etapas laboriosas de preparacdo da amostra. Outra desvantagem, dos métodos por
CLAE, foi a necessidade de condi¢Bes cromatograficas distintas, para a determinagdo dos
diferentes analitos. Ja as determinacgdes por RMN, além de terem sido mais praticas e rapidas,
exigiram uma menor quantidade de solvente, permitindo ainda a quantificagcdo de todos os
analitos usando as mesmas condigdes. As analises por RMN, forneceram simultaneamente
informacdes qualitativas que puderam ser usadas nos testes para identificacdo dos principios

ativos e 0s excipientes, o que eliminou varias etapas analiticas.
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Em alguns casos, a presencga de outras substancias (adulterantes e excipientes) pode
atrapalhar a anélise de RMN devido a sobreposicdo de sinais com o analito de interesse. Essas
dificuldades podem ser minimizadas ou mesmo resolvidas, variando o tipo de solvente ou
usando uma mistura de diferentes solventes e alterando o pH da solucdo. Dependendo da
molécula a ser analisada, o0 seu espectro de RMN pode fornecer diferentes sinais, com
deslocamentos quimicos em diferentes regides, consequentemente o analista pode escolher o

sinal que apresente melhores condic6es de integracdo, buscando uma melhor seletividade.

Tabela 14 - Comparagdo do Método 1 (determinacdo direta), Método 2 (curva analitica) e
Método 3 (métodos comparativos por CLAE).

Sinal Método 19 Método 2¢ Teste®  Método 3¢ Teste®
Amostra Analito Rotulado
(ppm) (direto) (curva analitica) t (comparativo) t
7,31 5,27(z0,10) 5,37 (£0,15) 3,04 3,40
ESZ-1 ESZ 5,02 5,44 (+0,18)
0,78 5,39 (£0,23) 5,52 (+£0,20) 3,43 2,30
7,31 11,02 (£0,20) 11,20 (0,22) 1,82 1,12
ESZ-2 ESZ 10,0 11,07 (20,12)
0,78 11,31 (£0,17) 11,42 (x0,09) 1,97 3,29
4,25 6,03 (£0,11) 6,16 (+0,16) 4,25 2,05
OXA-1 OXA 5,0b 5,97 (+0,16)
3,94 6,08 (£0,06) 6,13 (+0,05) 2,46 1,68
4,25 4,62 (+0,09) 4,54 (+0,07) 3,17 2,14
OXA-2 OXA 5,0¢ 4,77 (£0,08)
3,94 4,85 (+0,07) 4,79 (+0,08) 1,05 2,70
5,73 6,32 (+0,03) 6,46 (+0,06) 3,61 3,40
PRT-1 PRT 10,02 6,44 (+0,15)
1,14 6,31 (x0,12) 6,40 (+0,18) 1,71 2,30
DURA-1  PRT 3,0 1,14 2,24 (x0,13) 2,45 (+0,08) 342 233(x0,17) 2,88
5,87 18,24 (+0,19) 18,59 (0,16) 1,78 3,56
DEN-1  DEN 20,02 18,39 (+0,13)
4,67 18,38 (+0,24) 18,84 (+0,45) 2,79 1,45

2gem 100 mL; ® mg em 150 mg; ¢ mg em 250 mg; ¢ média + desvio padrdo (DP), n=3; ¢valores de t a um nivel de confianca
95% (t critico = 4,303).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Assim como na comparacao do item (3.4.1), os valores de teste t (Tabela 14), mostraram
que os resultados obtidos para ambos os métodos sdo estaticamente iguais, validando assim 0s
valores obtidos pelo método proposto. Para melhor clareza dos resultados, os cromatogramas e
as curvas analiticas, obtidos pelos métodos 2 e 3, podem ser observados nas Figuras (52, 53 e

54).

E importante ressaltar que independentemente do custo atrelado & manutencio do
equipamento, a utilizacdo de espectroscopia de RMN para identificar um grande numero de
amostra de farmacos pode ser comercialmente mais vidvel que a identificacdo por CLAE,
devido ao baixo custo na obtencéo de um Unico espectro de hidrogénio, considerando os gastos
com consumiveis e o curto tempo de aquisi¢do requerido para registrar um espectro. Também

vale a pena destacar que a RMN é uma técnica ndo destrutiva.
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Figura 52 - Curvas analiticas para a determinacdo por CLAE: A) propionato de testosterona,
B) oxandrolona, C) decanoato de nandrolona, D) estanozolol. Numero de repeti¢bes para cada
ponto da curva (n = 3).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 53 - Curvas analiticas para as determina¢des em RMN: A) estanozolol, B) oxandrolona,
C) propionato de testosterona, D) decanoato de nandrolona. Nimero de repeti¢es para cada
ponto da curva (n = 3)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 54 - Cromatogramas das amostras por CLAE: A) OXA-1, B) OXA-6, C) ESZ-1, D)
ESZ-2, E) PRT-1, F) DEN-1.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Através dos resultados obtidos por CLAE, pode-se ainda confirmar os resultados

obtidos por RMN nas analises das amostras DURA-1 e DURA-2. E possivel notar claramente

a auséncia do propionato de testosterona na amostra de DURA-2, ja que na amostra de DURA-

1 o pico referente ao analito aparece no tempo de retencdo de 15,3 min, que pode ser observado

na Figura 55.
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Figura 55 - Cromatogramas das amostras por CLAE:A) DURA-1 e B) DURA-2

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.3 Comparacdo entre métodos de determinacao direta (Método 1) e via ERETIC 2
(Método 4)

Para a analise quantitativa das amostras em que nao foi possivel fazer a determinacéo
pelos métodos 2 e 3, devido a falta de padrdo dos analitos, utilizou-se a técnica de RMNq via
ERETIC 2 e comparou os resultados obtidos com o método 1 (via padrdo interno). Para esses
testes, foram analisadas as amostras de: Cipionato de Testosterona, Undecanoato de
testosterona, Propionato de drostonolona, Acetato de trembolona, Oximetolona,

Metandrostenolona.

O principal requisito para a determinacdo quantitativa pelo método padréo interno é usar
um padréo que apresenta um sinal de deslocamento quimico em RMN *H que n&o se sobrepde
aos sinais da amostra a ser analisada e que seja de facil de integracdo, evitando erros na
determinacdo. Ja a determinacdo por ERETIC 2 é realizada, a partir de um sinal de padréo
externo (com a concentracdo extatamente conhecida), que foi obtido nas mesmas condicdes das
amostras analisadas. Os valores de concentracao, foram calculados automaticamente, utilizando

o software Top Spinv 3.2.7

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos pelo método via padrdo interno e os métodos
via ERETIC 2. Os valores do teste t (a um nivel de confianga de 95%) ficaram menores que 0
(teritico = 4,303), mostrando que os resultados encontrados para os dois métodos ndo foram
estatisticamente diferentes, validando os valores obtidos. Observou-se que na maior parte dos
medicamentos analisados, os valores de concentracdo foram bem menores do que o indicado

no rétulo, evidenciando ainda mais a natureza duvidosa desse tipo de medicacgédo

Deve-se ressaltar que o uso de um padrdo interno, é uma desvantagem em relacdo ao
método ERETIC 2, pois, para algumas matrizes, € muito dificil encontrar regides em que ndo
contenham sinais em RMN 'H dos componentes da amostra. Na determinagédo utilizando
ERETIC 2, nenhum padrdo é adicionado as amostras, evitando ainda possiveis reacdes entre o

padrdo e alguns compostos da matriz.
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Tabela 15 - Comparacédo entre métodos de determinacdo direta (Método 1) e pelo método via

ERETIC 2 (Método 4).

Sinal Método 1° Método 4¢ Testd
Analito Amostras Rotulado (Padr&o Interno) (ERETIC 2)
(ppm) _ - t
n=3 n=3

5,74 204,73 (+0,00) 202,15 (+0,02) 2,45

CIT CIT-1 250°
(Injetavel) 4,63 203,96 (+0,07) 203,08 (+0,03) 1,10
5,73 204,55 (0,11) 202,99 (+0,02) 3,05

CIT CIT-2 250°
(Injetavel) 4,61 204,01 (+0,09) 203,82 (+0,04) 2,13
6,37 74,25 (+0,18) 74,04 (+0,03) 2,02

TRA TRA-1 758
(Injetavel) 5,78 73,88 (20,12) 74,36 (+0,08) 1,88
) 6,37 74,17 (£0,15) 74,81 (+0,07) 2,30

TRA (J‘E@vﬁl) &
| 578 73,64 (20,13) 74,90 (+0,09) 1,97
) 4,61 81,45 (0,08) 83,05 (+0,04) 2,70

PDR IPP?, 1 | 100°
(Injetave 0,81 82,10 (+0,11) 83,11 (+0,07) 1,64
4,61 81,09 (0,14) 82,01 (+0,02) 3,16

PDR PDR-2 100
(Injetavel) 0,81 81,72 (+0,16) 82,46 (+0,05) 2,92
573 44,21 (+0,08) 45,18 (+0,0) 3,22

UNT UNT-1 50,00
(Capsula) 0,84 44,79 (+0,06) 46,01 (+0,04) 2,28
5,73 45,03 (0,06) 45,64 (+0,06) 2,72

UNT UNT-2 50,00
(Cépsula) 0,84 44,88 (0,09) 45,12 (+0,03) 1,79
8,64 29,01 (+0,15) 30,25 (+0,05) 2,59

oxXI OXI-1 50,00
(Capsula) 0,87 28,75 (+0,13) 29,72 (+0,04) 3,16
8,64 29,29 (+0,10) 30,41 (0,08) 2,89

OXI OXI-2 50,00
(Capsula) 0,87 28,66 (+0,07) 29,02 (+0,04) 211
6,08 9,33 (+0,07) 9,75 (+0,01) 1,39

MDT MDT-1 10,00
(Céapsula) 0,94 9,52 (+0,10) 9,81 (+0,02) 2,17
_ 6,08 9,41 (+0,09) 9,70 (+0,03) 2,02

MDT ol z 10,0°
(Capsula) 0,94 9,67 (+0,11) 9,87 (+0,02) 1,99

2gem 100 mL; ® mg em 150 mg; ¢ mg em 250 mg; média + desvio padrdo (DP), n=3; 9valores de t a um nivel de confianga
95% (t critico = 4,303).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5. Conclustes

A falsificacdo de medicamentos € uma ameaca que cresce a cada dia em todo mundo.
Este mercado ilegal é muito lucrativo, contudo, ao contrério dos outros tipos de falsificacdes,
esse tipo de adulteracdo pode causar risco a saude da populagdo. O uso irracional de esteroides
anabolizantes pode ocasionar diversos efeitos colaterais e acarretar danos ao organismo, muitas
vezes irreparaveis; logo, é fundamental uma atencdo especial para a conscientizacdo sobre
riscos dessas drogas, mostrando a qualidade desse tipo de medicamento.

O presente estudo demonstrou a viabilidade da aplicagdo da técnica de RMN *H para
analises qualitativa e quantitativas de esteroides anabolizantes em formulag6es farmacéuticas.
Das 52 amostras analisas, 80% apresentou algum tipo de adulteracédo (incluindo a presenca ou
auséncia de substancias ndo declaradas no rétulo e percentual de ingrediente ativo abaixo do
informado na embalagem). Esses resultados confirmam a importancia do desenvolvimento de
novas metodologias analiticas para esse tipo de aplicacdo. Nesse contexto, concluiu-se que uma
unica medida de RMN *H pode fornecer informac@es estruturais significativas sobre ativos,
adulterantes e excipientes, além das informagdes quantitativas desses compostos, 0 que

contribui para um controle de qualidade eficiente, simples e rapido.
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1. Introducéo

1.1 Bebidas Energéticas

Bebidas energeéticas ou energy drinks sdo denominacles dadas pela ANVISA para
compostos liquidos pronto para o consumo, 0s quais podem conter como ingrediente(s)
principal(is): inositol e/ou glucoronolactona, e/ou taurina, e/ou cafeina, podendo ser
adicionados vitaminas e/ou minerais até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) na
porcdo do produto. Podem ser adicionado(s) de outro(s) ingrediente(s), desde que ndo haja

descaracterizagdo do produto (201,202).

As bebidas energéticas, foram lancadas no mercado em 1987 e desde entdo, seu
crescimento em todo mundo tem sido enorme (201). No Brasil tanto a producdo como o
consumo dessas bebidas tém crescido de forma acelerada, registrando um aumento de 325%
nos ultimos cinco anos. O aumento do poder de compra da populacdo e a disposi¢do da nova
classe média brasileira de incluir a bebida em sua cesta de compras sdo os dois motivos que
ajudam a explicar o crescimento (203). Outro motivo que levou ao aumento do consumo e da
producdo desse segmento foi a inclusdo de versdes maiores do produto em garrafas PET
(Polietileno Tereftalato). O langamento desse tipo de embalagem contribuiu para a chegada de
um perfil de consumidor que até entdo ndo estava habituado a bebida. Essa inovagdo resultou
na reducdo do preco final no varejo e trouxe novos consumidores para essa categoria que
anteriormente eram desencorajados pelos precos elevados dos produtos vendidos em lata de
aluminio (203). Além disso, sabe-se que nos Gltimos anos 0 nimero de marcas de bebidas
energéticas tem aumentado, especialmente devido ao apelo comercial e de marketing de ser
uma bebida responsével pelo fornecimento de energia para atividades diversas ou até mesmo

podendo ser utilizada como um suplemento alimentar (204).

As bebidas energéticas sdo comercializadas e promovidas pelo efeito de aumentar a
capacidade de desempenho, proporcionar reacfes mais rapidas e maior concentracao, aumentar
0 estado de alerta mental e promover uma sensacdo de bem-estar, sdo esses fatores que
influenciam o seu uso. A expectativa desses efeitos, no entanto ndo é compensada com o
conhecimento adequado dos potenciais riscos de salde associados. Essas bebidas sdo
conhecidas pelas suas propriedades estimulantes, podendo aumentar a frequéncia cardiaca e a
pressdo arterial, desidratar o corpo, agravar efeitos de outros estimulantes e prejudicar 0 sono
(205).
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A composicao das bebidas energéticas varia com as marcas existentes, mas geralmente
sdo constituidas por cafeina, taurina, vitaminas B, derivados de agucar, como glucoronolactona,
algumas plantas, incluindo guarana (201). Atualmente, o grande diferencial em um energético
¢ a presenca de dois tipos de carboidratos: a sacarose e a dextrose. A dextrose € um carboidrato
simples de rapida absorcao intestinal, responsavel em prover a energia inicial que o organismo
precisara para praticar uma atividade fisica, por exemplo. A sacarose ndo é um carboidrato
simples, pois é constituida por dois tipos diferentes de carboidrato, a glicose e a frutose. Nesse
ultimo caso, a digestdo ndo é tdo rdpida quanto a primeira, resultando em dois tempos
absortivos, um imediato e outro em um tempo posterior. A presenca desses dois tempos faz
com que a utilizagdo do carboidrato ndo ocorra de uma vez e sim de forma gradual, o que resulta

na utilizacdo do carboidrato por um tempo maior (206).

Os limites maximos para alguns componentes presentes nas bebidas energéticas sao
estabelecidos pela Resolugéo de Diretoria Colegiada RDC N° 273, de 22 de setembro de 2005
(ANVISA). S&o eles: inositol (méaximo 20 mg/100 mL), glucoronolactona (méximo 250
mg/100 mL), taurina (maximo 400 mg/100 mL), cafeina (maximo 35 mg/100 mL) e alcool
etilico (méximo 0,5 mL/100 mL) (202).

Hoje em dia, os jovens tém livre acesso a estas bebidas nos locais onde se relinem para
dancar, clubes, bares, academias e centros esportivos, e estas sdo vendidas separadamente ou
junto com bebidas alcodlicas. No Brasil, 76% dos usuarios de energéticos o consomem com
bebidas de alto teor alcoodlico, tais como uisque e vodca. Esta associacdo € bastante popular e
pode ser perigosa, pois mostra a capacidade de reduzir os sintomas adversos da alcoolemia,
incluindo seus efeitos depressores. Tais fatores podem levar o sujeito que consome a nédo
perceber sinais de intoxicacgdo alcoolica, aumentar riscos de acidentes, assim como ao abuso e
dependéncia do alcool. Dessa forma, é importante que a populacao esteja atenta aos riscos do

consumo indiscriminado de energéticos, sobretudo quando associados ao alcool (207,208).

O uso de bebidas energéticas antes da pratica de atividades fisicas deve ser moderado,
eles sdo geralmente usados para repor carboidratos, minerais e eletrélitos perdidos através do
suor durante uma atividade fisica, e seu uso excessivo pode levar ao aumento de peso. Segundo
0s pesquisadores, esse tipo de bebida s6 deve ser consumido por adultos ap6s a préatica de
exercicios intensos, ja que contém uma quantidade elevada de agucares. Ingeridas em grandes
doses, essas bebidas podem ainda afetar o coragdo e provocar distdrbios no sono, doencas

gastrointestinais, ansiedade e depressédo (201,208).
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Os perigos associados ao consumo de bebidas energéticas encontram-se relacionados a
alta ingestdo dos ingredientes que compBem essa bebida, os mais comuns sdo a cafeina, a
taurina e a glucoronolactona. A determinacdo de cafeina e taurina é de extrema importancia
para avaliar se as bebidas energéticas apresentam os teores declarados nos rétulos sem que
ocorram superdosagens ao consumidor, ou, até mesmo, que o teor esteja abaixo do declarado
no rétulo, indicando fraude. Além disso, a andlise € de extrema importancia para avaliar se as
bebidas apresentam teor de acordo com os limites legais permitidos pela legislacéo brasileira
(204,209).

1.2 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetil-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona) é alcaloide purinico da
classe das metilxantinas, encontrado em muitos produtos naturais como grdos de café, folhas
de cha, nozes de cola e graos de cacau. Seu consumo pela populacao é em grande parte na forma
de bebidas, a outra parte é consumida na forma de farmacos (ex: analgésicos) (201).
Quimicamente, as metilxantinas apresentam caracteristicas interessantes, pois sdo compostos
provenientes de bases purinicas e que sdo de caracter anfotero, possuindo em sua estrutura

molecular a presenca de nitrogénio heterociclico (210) (Figura 56).
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Figura 56 - Estrutura da molécula de cafeina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As xantinas, sdo os estimulantes mais antigos conhecidos, sendo chamadas também de
trimetilxantina. Ela atua como um estimulante da parte central do sistema nervoso, diminuindo
a sensacdo de fadiga e deixando a pessoa mais concentrada e alerta. E por isso que muitos
estudantes e profissionais que precisam ficar mais tempo acordados tomam varias doses de café
(211).
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A cafeina é a substancia psicoativa mais amplamente ingerida no mundo e exerce efeitos
inotrépicos no sistema cardiovascular, prolongando e intensificando o estado ativo das fibras
musculares, aumentando sua forca e frequéncia de contracdo, resultando no aumento do
rendimento cardiaco. A contracdo muscular é fortalecida pela acdo da cafeina e outras xantinas,
pois aumenta a capacidade de trabalho, relacionada com o estimulo celular, principalmente pelo
aumento da glicogendlise e lipolise (206). Quando consumida através das bebidas energéticas
€ um recurso ergogeénico utilizado a fim de potencializar o desempenho de resisténcia. Estudos
recentes tém apontado a cafeina como um poderoso agente modulador do desempenho fisico

em atividades fisicas de diferentes naturezas (212).

O uso cada vez maior da cafeina em produtos alimenticios, especialmente em bebidas
energéticas, tem se tornado um dos motivos dos estudos quanto aos seus riscos e beneficios a
salide. Sabe-se que o consumo regular de cafeina pode levar a dependéncia, contribuindo com
0 aparecimento de doengas cardiacas (213), podendo levar inclusive ao aumento da pressao
arterial. Por outro lado, existem estudos que mostram que o consumo habitual de cafeina resulta
em efeitos positivos a salde, promovendo a queda nos riscos de desenvolvimento de depressdo
e da doenca de Parkinson, efeitos positivos comportamentais, incluindo melhoria no

desempenho cognitivo e no humor (204,214).

A cafeina, em comparacdo com a taurina, estd presente em menores quantidades no
produto final, sendo que o limite méximo de adicdo desse componente estabelecido pela
ANVISA ¢ de 35 mg/100 mL (202).

1.3 Taurina

A taurina ou acido 2-aminoetanossulfénico é um aminoacido derivado dos aminoécidos
sulfurados (metionina e cisteina), obtido através de reacGes de oxidacdo e transulfuracgdo,
reguladas por enzimas (215). Difere dos demais aminoacidos por apresentar um grupamento

sulfénico (-SOz) ao invés do grupamento carboxilico (COOH) (Figura 57).
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Figura 57 - Estrutura da molécula de taurina.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A taurina é o principal amino&cido intracelular livre da maior parte dos tecidos dos
mamiferos. Em seres humanos, é biossintetizada e ingerida como parte da dieta normal. Estudos
demonstraram que as maiores concentrac@es intracelulares de taurina sdo encontradas no
coracdo, leucécitos, muasculo esquelético, retina e sistema nervoso central, sendo o figado o
local de maior variacdo nas concentrages de taurina, onde estas sdo dependentes da dieta
ingerida (206). Além das bebidas energéticas, a taurina também pode ser encontrada em
alimentos ricos em proteinas, como peixes, frutos do mar, aves e carne e alguns alimentos de

origem vegetal, como beterraba, nozes e feijdo (216).

Uma das principais func¢@es da taurina é agir como transmissor metabdlico e fortalecer
as contracdes cardiacas. Porém, ela é bastante utilizada como suplemento energético devido ao
seu efeito desintoxicante, facilitando a excrecdo pelo figado das substancias que ja ndo sdo mais
Uteis para o organismo. Além disso, a taurina também intensifica os efeitos da insulina,
tornando-se responsavel por um melhor funcionamento do metabolismo da glicose e dos
aminoécidos, auxiliando no anabolismo. A taurina ainda é atil como inibidora dos
neurotransmissores, sendo utilizada para prevenir e sedar estados cerebrais excitaveis (como
convulsdes em epilépticos) (216,217). A ingestdo média diaria de taurina entre consumidores
de bebidas energéticas é de aproximadamente 0,4 g aumentando para cerca de 1,0 g entre altos
consumidores. Quando a taurina é combinada com a cafeina, ocorre 0 aumento do trabalho
cardiaco, intensificando a sensacdo de energia, consequentemente a combinagdo do consumo
excessivo destes dois compostos aliados a extrema atividade fisica, pode causar problemas no
coracdo, ja que a taurina potencializa os efeitos da cafeina relativos a contracdo do musculo
cardiaco (218). A concentracdo de taurina contida nas bebidas energéticas é mais alta que a
quantidade encontrada em outros produtos. No Brasil, a legislacdo estabelece um limite maximo

de 400 mg/100 mL de taurina como ingrediente em bebidas energéticas (201).

1.4 Métodos de determinacdo de taurina e cafeinas em bebidas energéticas

Nos ultimos anos foram publicados diversos trabalhos para a determinagédo de cafeina e
taurina em bebidas energéticas, utilizando varias técnicas (Tabela 16). No entanto, poucos
trabalhos fazem a determinacdo simultanea desses analitos. Normalmente os compostos sdo
determinados de forma isolada, ou utilizando condi¢es operacionais ou reacionais distintas
para ambas as determinagdes. Por RMN !H os analito podem der determinados
simultaneamente, utilizando uma Unica medida, além de fornecer informacdes estruturais dos

diversos compostos que compde as amostras (219).
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Tabela 16 - Métodos da literatura para determinacédo de cafeina e taurina em bebidas energéticas.

Faixa linear Faixa linear
Técnica Comentarios Referéncia
(Taurina) (Cafeina)
. Determinagdo ocorreu via
Espectrofotometria 4-100 ¢ Draganov et
. N&o é analisado  reacdo com ninidrina e etanol 1. 2014 (220)
UV-Vis mg L al.,
( ) g (70% Vi)
As amostras foram dissolvidas
HPLC-DAD, o 1-50 ] ] Leacock et al.,
Né&o é analisado em uma solucdo tampéo de
Espectrofotométrico mg L1 2011 (221)
fosfato/metanol (60:40)
. 18-200 Os espectros Raman foram  Armenta et al.,
SP-FT-Raman N&o é analisado .
mg L? obtidos entre: 3500 e 70 cm ! 2005 (222)
Utilizou reacdo derivatizacédo
HPLC-DAD, 1-50 McConn,
. N&o é analisado como o0 2,4- 2012 (223)
Espectrofotométrico mg L-
P g dinitrofluorobenzene (DNFB)
A fase mével era composta de
2,29-4.58 4,10-8,19 uma mistura de cloroférmio, ~ Aranda et al.,
HPTLC/ESI-MS . .
ng mL-! pg mL-t etanol, acido acético, acetona 2006 (224)
e 4gua 54:27:10:2:2 (viv)
Reacdo de derivatizagdo como
0 2,4-dinitrofluorobenzene
6,64 - 18,21 2,96 - 381 Rai et al.,
HPLC-UV (DNFB) e condicGes
mg L? mg L? . . 2016 (225)
cromatograficas diferentes
para ambas as determinagdes
2,6-104 o Para a andlise das amostras Hohmann et
RMN tH Nao € analisado N
mg L utilizou, NaNs e KH2PO,4 al., 2014 (226)
Eletroforese Capilar Os analito foram determinados ~ Vochyanova
P 250-6250  19,8-496,0 y
com detector UV- com condicBes experimentais etal., 2014
. mg L? mg L? i
Vis diferentes (227)
Adicdo do reagente de
Eletroforese 10-20 ¢ J Gotz et al.,
N&o € analisado  marcagdo NBD-CI(4-cloro-7-
(microchip) mmol L* ) 2007 (228)
nitrobenzofurazan)
4.0x10°7 Determinacio com eletrodo de
) ] ) i . Zhao et al.,
Voltametria N&o € analisado -8.0x10°° carbono vitreo modificado
. 2011 (229)
mol L1 com oxido de grafeno

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2. Objetivos

e Validar uma metodologia para determinacdo e quantificacdo simultanea da cafeina e
taurina em bebidas energéticas, utilizando a RMN H.

e Determinar o teor de cafeina e taurina em bebidas energéticas em amostras comerciais
e avaliar se as concentracfes contidas nas bebidas estdo de acordo com o valor declarado

no rétulo e com a legislacao vigente.

3. Procedimento Experimental

3.1 Reagentes e Padroes analiticos

Para as analises por RMN *H foram utilizados os seguintes padrdes analiticos: taurina
(99,5%; Sigma-Aldrich®) e cafeina (99,0%; Sigma-Aldrich®). Para o ajuste de pH foi utilizado
hidréxido de sédio (97,0%; Vetec®). Todas as amostras foram solubilizadas utilizando agua
deuterada (D20O; 99,8%; Sigma-Aldrich®) contendo 0,05% de &cido 3-(trimetilsilil)-
propiénico-d4 deuterado (TSP).

Para as andlises por CLAE, foram utilizados: Metanol (99,97%; J.T.Baker®),
Acetonitrila (99,98%; J.T.Baker®), Dimetilsulféxido (99,90%; Sigma-Aldrich®), Fosfato de
potéassio dibasico (99,0%; Synt®), Fosfato de potassio monobasico (99,0%; Quemis®),
dinitrofluorobenzeno (98,0%; Sigma-Aldrich®).

3.2 Preparo das amostras para analises por RMN 'H

Primeiramente as amostras foram desgaseificadas em ultrassom durante 15 min.
Posteriormente ajustou-se o pH das solucbes para 11, utilizando NaOH a 1,0 mol L. A
quantidade de NaOH utilizado para ajuste do pH foi anotada para considerar os fatores de
diluicdo resultantes para quantificacdo dos analitos. Aliquotas de 180 pL das amostras, com pH
recém ajustado, foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL e adicionados 20 pL de
agua de deuterada (com 0,05 % de TSP). Por fim, 200 uL da solucéo final foram transferidas
para tubos de RMN de 3 mm e submetidas a analise. Para os métodos comparativos o preparo
de amostra seguiu o procedimento indicado no item (Secéo 3.5).
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3.3 Amostras Analisadas

Foram analisadas um total de 15 amostras de diversas marcas e adquiridas no mercado

local (Tabela 17).

Tabela 17 - Amostras de bebidas energéticas analisadas.

Concentracdo Rotulada

;r‘]r:ﬁs;giss Cidade (Producao) , (mg mL?) _
Cafeina Taurina
1 Linhares - ES 64 mg/200 mL 800 mg/200 mL
2 Santa Rita do Passa Quatro - SP 62 mg/200 mL 830 mg/200 mL
3 Analandia - SP 64 mg/200 mL 864 mg/200 mL
4 Analéndia - SP 64 mg/200 mL 864 mg/200 mL
5 Jad - SP 64 mg/200 mL 864 mg/200 mL
6 Leme - SP 64 mg/200 mL 864 mg/200 mL
7 Pirai - RJ 70 mg/200 mL 830 mg/200 mL
8 Barueri - SP 64 mg/200 mL 800 mg/200 mL
9 Leme - SP 65 mg/200 mL 800 mg/200 mL
10 Analéandia - SP 64 mg/200 mL 800 mg/200 mL
11 Itajai - SC 64 mg/200 mL 800 mg/200 mL
12 Itajai - SC 64 mg/200 mL 800 mg/200 mL
13 Leme - SP 65 mg/200 mL 800 mg/200 mL
14 Petropolis - RJ 54 mg/200 mL 740 mg/200 mL
15 Pirai - RJ 70 mg/200 mL 800 mg/200 mL

Fonte: Elaborada pelo autor.
3.4 Anélises por RMN 'H

As medidas espectroscopicas foram obtidas, em um espectrémetro de RMN Bruker de
14,1 Tesla (600,13 MHz para H), modelo: Avance 11l HD 600, usando uma sonda Triple
Inverse TCI Cryo-probehead de 5 mm a 298 K. A sequéncia de pulsos utilizada na aquisi¢édo
dos espectros de RMN H com supressdo do sinal do solvente foi a ZGCPPR. Os espectros
foram adquiridos com 32 FIDs (NS), largura de pulso de 7,0 us (P1), janela espectral de 12,0166
ppm (SW), tempo de aquisicdo de 4,5 s (AQ), tempo de espera entre cada aquisi¢do de 2 s (D1),
namero de pontos (TD) 64K, LB = 0,3 Hz, fator de ganho do receptor (RG) de 18 e atenuagédo
da poténcia para supressao do sinal da agua de 48,05 dB (PL9). A fase e a linha de base foram
ajustadas usando o software TopSpin versdao 3.2.7 (Bruker Biospin). Os espectros foram
alinhados para integracdo, com base no sinal do &cido 3-(trimetilsilil)-propionico-d4 deuterado
(TSP) sendo a ele atribuido o valor de 0,0 ppm. Por fim, os espectros resultantes foram salvos
como arquivos ASCII e transferidos para um PC para andlise dos dados. As medidas
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quantitativas foram realizadas, pela metodologia PULCON, utilizando a ferramenta ERECTIC
2 (TopSpin v. 3.2.7).

3.5 Métodos Comparativos

Foram utilizados 2 trabalhos da literatura como métodos comparativos. Todas as
analises foram realizadas em um HPLC Shimadzu, modelo: UFLC-20, com detec¢do DAD,

utilizando uma coluna chromosil C18 (250mm x 4,6mm X 5um).

3.5.1 Determinacéo de cafeina

Para a quantificacao da cafeina, foi utilizado o método proposto por Saad e Bustan, 2016
(230). Antes das analises foi ajustado o pH de todas as amostras para 5, utilizando NaOH a 0,1
mol L. A fase mdvel foi constituida por metanol e agua com eluicdo no modo isocratico, na
proporgdo de 60:40 (v/v) (metanol/agua). Utilizou-se um fluxo de vazdo de 1,0 mL min? e
volume de injecdo de 20 pL. O tempo para cada corrida foi de 10 min. Os cromatogramas foram

obtidos a 30°C. A determinacdo da cafeina foi realizada no comprimento de onda de 273 nm.
3.5.2 Determinagéo de taurina

Para a quantificacdo da taurina, foi utilizado o método proposto por McConn, 2012
(230). Antes das analises, as amostras passaram por um processo de derivatizacdo que
constituiu na adi¢cdo em um tubo de ensaio: 1,0 mL de amostra (energéticos), 2,0 mL do tampé&o
de carbonato, 0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) e 0,1 mL de 2,4-dinitrofluorobenzeno
(DNFB). As solugdes foram agitadas durante 30 s e colocadas em banho maria & 40 °C durante
15 min. No final dos 15 minutos, adicionou-se a mistura 6,5 mL de tampao fosfato. A fase
movel foi constituida por metanol e agua com eluicdo no modo isocratico, na proporcéo de
80:20 (v/v) (tamp&o de fosfato/acetonitrila). Utilizou-se um fluxo de vaz&o de 1,0 mL min? e
volume de injecdo de 10 pL. O tempo para cada corrida foi de 10 min. Os cromatogramas foram
obtidos a 30°C. A determinacédo do derivado de taurina foi realizada no comprimento de onda
de 360 nm.

3.6 Validagdo Analitica

Os resultados quantitativos foram validados, seguindo os parametros recomendados
pelo Guia de Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos (ANVISA) (59). Os parametros
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avaliados foram: especificidade, linearidade, precisao (repetitividade e intermediéria), exatiddo
e robustez.

4. Resultados e Discussao

As bebidas energéticas apresentam um espectro de RMN 1H bastante amplo, tendo em
vista a presenca dos diversos compostos que compde as amostras, principalmente na regido

entre 3,0 a 4,5 ppm, onde a maioria dos sinais sdo pertencentes a agucares (Figura 58).
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Figura 58 - Perfil em RMN 'H, 600 MHz, da amostra 11 (energético), em D,O.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Foram identificados diversos sinais, tais como, a alaninaem: ¢ 1,15 (d, J = 6,6 Hz, 1H);
etanol: 6 1,19 (t, J = 7,3 Hz, 1H); niacina: 6 7,60 (dd, J = 8,3, 5,2 Hz, 1H), 5 8,26 (dt, J = 8,1,
2,0 Hz, 1H), § 8,72 (dd, J = 5,1, 1,6 Hz, 1H) e & 8,94 (d, J = 2,4 Hz, 1H); cafeina: & 7.92 (s,
3H). Também foram identificados sinais relativos aos hidrogénios anoméricos da sucralose e
a-glucose, com deslocamentos quimicos em: & 5,41 (d, J = 4,0 Hz) e 6 5,24 (d, J = 3,9 Hz)

respectivamente.

A presenga de uma grande quantidade de compostos (principalmente carboidratos),
dificulta a determinacédo de alguns sinais, entre eles o da taurina (Figura 58). Para efeito de
comparagao, pode-se perceber a diferenca entre espectro de RMN *H de uma bebida energética

“normal” e uma denominada “zero agucar” (Figura 59).
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Figura 59 - Perfil em RMN 'H, 600 MHz, das amostras 12 e 1 (energéticos), em D20, pH 11.

Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel notar a diferenca na quantidade de sinais presentes na amostra 12 (zero
acucar) (Figura 59A), em relacdo a amostra 1 (normal) (Figura 59B), principalmente na regido
de 6 3,1 a 4,2 ppm. Além disso, outros sinais referentes a cafeina puderam ser observados na

amostra 12, o mesmo ndo pdde ser observado na amostra 1 devido a sobreposicéo de sinais.
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4.1 Variacgdo do deslocamento quimico em func¢do do pH

Para viabilizar a determinacdo quantitativa da taurina por RMN, foi testada a
aplicabilidade da variacdo do pH, com a intencdo de deslocar os sinais referentes a taurina,
localizados na regiéo de 6 3,24-3,4 ppm (dois tripletos). A variacdo do pH a fim de melhorar a
resolucdo de sinais em RMN ja foi bastante estudada, apresentando bons resultados (28,231).
Vale ressaltar, que além desse artificio, mudancas na composi¢do do solvente, aumento da
temperatura, adicdo de reagentes auxiliares como ciclodextrinas e variacdo da concentragédo de
ions presentes nas amostras, também podem serem utilizados para deslocarem sinais do analito
de interesse, para uma regido livre de sobreposicédo (28,232). Fez-se o teste da variacdo do pH
no intervalo de 3 a 13. Pode-se notar claramente que a separacdo dos sinais € melhorada,
podendo ser identificado um multipleto em pH 11 (Figura 60), que é formado pela sobreposicado

de dois multipletos (em & 3,10 ppm) de taurina.
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Figura 60 - Espectros em RMN 'H, 600 MHz, referentes a variacdo do sinal da taurina com o
aumento do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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As mudancas ocasionadas no deslocamento quimico do sinal da taurina séo provocadas
pela protonagdo do grupo amina e a desprotonagdo do grupo sulfoxido, que promovem um
aumento na introducéo de cargas do sistema.

Para a cafeina, é possivel verificar que o sinal com deslocamento quimico em & 7,92
ppm, no pH 3 (normal da bebida), aparece de forma livre no espectro, sem a presenca de
interferentes (Figura 61). Mas a medida que o pH é aumentado outros sinais comegam a se
deslocarem e se aproximarem do sinal da cafeina. Entretanto, a pesar da determinacdo da
cafeina poder ser feita tranquilamente no pH 3, o foco do trabalho foi a determinag&o simultanea
de ambos os analitos (taurina e cafeina), consequentemente resolve-se trabalhar no pH 11, ja
que assim eles puderam ser determinados de modo simultaneo.

Ap0s encontrar as melhores condigdes para a determinagdes dos analitos, validou-se o
método seguindo os parametros da legislacdo vigente (59).
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Figura 61 - Espectros em RMN H, 600 MHz, referentes a variacdo do sinal da cafeina com o
aumento do pH.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Validacao Analitica

4.2.1 Seletividade

Para garantir que os sinais a serem integrados para a quantificacdo correspondam a
apenas a composto a ser determinado, foram realizados testes com os padrbes de taurina e
cafeina e comparados com o espectro da amostra. Os resultados demonstram que 0s sinais com
deslocamento quimicos em: 6 7,92 (s, 3H) e 6 3,04 (m, 4H) ppm, puderam ser utilizados para

as determinacgdes quantitativas de cafeina e taurina, respectivamente (Figura 62).
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Figura 62 - Espectros em RMN H, 600 MHz, amostra 1, D;O, em pH 11.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Linearidade

As curvas de analiticas (Figura 63) foram obtidas com 5 concentragdes dos analitos,
conforme recomendacéo da Resolugdo RE n° 899 (ANVISA) (59).
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Figura 63 - Curvas analiticas obtidas no ensaio de linearidade, A - taurina e B - cafeina. Nimero

de repeticGes para cada ponto da curva (n = 3).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados (Figura 63) mostraram que 0s métodos propostos apresentaram boas
inclinacdes e coeficientes de correlacdo maiores do que os valores recomendados pela ANVISA
(r=0,99) e ICH (59,60). Os limites de detec¢édo (LD) e quantificacéo (LQ) foram determinados
de acordo com as recomendacdes da IUPAC (26): LD =3 x S/be LQ =10 x S/b, onde S é o
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desvio padréo da curva analitica e b é coeficiente angular (inclinagéo) da curva analitica. Os
valores de limite de deteccdo e quantificagdo foram de 0,9 e 1,2 mg mL™, respectivamente para
taurina. Ja para cafeina os LD e LQ foram de 0,08 a 0,13 mg mL™:, respectivamente. Os valores
encontrados para os limites de quantificacdo foram avaliados considerando as relagdes sinal-
ruido (S/R) para todas as amostras analisadas. A menor relacdo S/R observada foi de 172,
superando o intervalo considerado satisfatério de acordo com a literatura, o que, para uma
incerteza de 1% o valor de S/R, deve ser maior que 150 (28,31,199).

4.2.3 Ensaio de Precisao

Foram realizados ensaios a fim de verificar a repetibilidade do método dentro de um
mesmo dia (Intra-dia) e entre dias diferentes (Inter-dia). Para tal, foram realizadas trés
determinacg6es da quantidade de taurina e cafeina nas amostras, sendo dois desses experimentos
realizados num mesmo dia em periodos diferentes e o terceiro, no dia subsequente a fim de se
calcular o desvio padrdo relativo (DPR). Onde o DPR intra-dia variou de 2,75a 4,17% e o DPR
inter-dia de 2,99 a 4,85% (Tabela 18). Esses resultados demostraram que a precisdo das medidas

foi satisfatoria.

Tabela 18 - Analise de preciséo intra-dia e inter-dia para 0 método proposto.

Amostra Analito Concentragéo Intra-dia Inter-dia
(Energético) (sinal) (mg mL™?) DPR (%) DPR (%)
Taurina 2,50 3,76 4,04
1 (67,92) 4,00 2,93 3,11
Cafeina 0,15 3,82 2,99
(6 3,04) 0,25 2,91 3,18
Taurina 2,50 3,22 3,47
4 (6 7,92) 4,00 2,86 3,29
Cafeina 0,15 4,02 472
(6 3,04) 0,25 3,66 3,94
Taurina 2,50 2,75 3,10
6 (67,92) 4,00 2,90 3,08
Cafeina 0,15 4,17 3,72
(6 3,04) 0,25 2,43 2,84
Taurina 2,50 3,40 4,72
10 (67,92) 4,00 3,91 4,28
Cafeina 0,15 3,96 4,85
(6 3,04) 0,25 3,69 3,81

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.4 Ensaio de Exatidao

O estudo de recuperacdo consistiu na fortificagdo das amostras de energéticos,
adicionando solugdes padrédo contendo o analito de interesse em proporcoes de 50, 100 e 150%,
em relacdo a concentracdo do analito indicado na embalagem, seguido pela determinacéo da
concentracdo de analito adicionada, expressa em percentagem. Para a determinacao de cafeina
foram fortificadas com concentragfes de 0,20; 0,40 e 0,60 mg mL™, ja para determinacio de
taurina, foram fortificadas com concentragdes de 2,0; 4,0 e 6,0 mg mL™2, utilizando as solugGes
padrdes dos analitos. Todas as analises foram realizadas em triplicata (n=3). Os resultados
(Tabela 19) mostraram que as recuperacdes variaram de 91,00% a 108,0%, que estavam dentro
dos limites estipulados pela ANVISA e ICH (59,60).

Tabela 19 - Resultados dos testes de exatiddo para as amostras de energéticos em trés niveis
de concentracdo (50, 100 e 150%).

Analito  Nivel ici x
Amostra Adicionado Recuperado Recuperagao

(sinal) (%)  (mgmL?) (mg mL?) (%)
] 50 2,00 5,48 91,33 (+0,45)
Taurina
1 (67.92) 100 4,00 7,36 92,00 (+0,52)
’ 150 6,00 9,45 94,50 (+0,36)
50 0,20 0,56 93,33 (+0,62)
Cafeina
1 100 0,40 0,79 98,75 (+0,31)
(6 3,04)
150 0,60 0,91 91,00 (+0,85)
) 50 2,00 6,11 101,83 (+0,52)
Taurina
4 (57.92) 100 4,00 7,93 99,12 (+0,79)
’ 150 6,00 10,05 100,50 (£0,43)
] 50 0,20 0,64 106,67 (+£0,92)
Cafeina
4 (53.04) 100 0,40 0,82 102,50 (+0,21)
’ 150 0,60 1,08 108,00 (+0,43)
) 50 2,00 6,02 100,33 (+0,54)
Taurina
10 100 4,00 7,89 98,63 (+0,70)
(87,92)
150 6,00 10,60 106,00 (+0,81)
50 0,20 0,55 91,67 (+0,62)
Cafeina
10 100 0,40 0,83 103,75 (£0,93)
(6 3,04)
150 0,60 1,04 104,00 (+0,30)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.5 Teste de Robustez

Para verificar a robustez, avaliou-se as diferencas obtidas nos resultados, através da

mudanga em alguns pardmetros operacionais, tais como, janela espectral, nimero de scans,

temperatura e processamento dos dados por diferentes analistas. O teste foi realizado nas

amostras 4, 6 e 10. A andlise estatistica dos dados mostraram valores de desvio padréo relativo

menores que 3%, entre os resultados comparados (Tabela 20), concluindo que o método é

robusto para essas pequenas variacoes.

Tabela 20 - Valores obtidos no estudo da robustez nas amostras de energeéticos.

Cafeina Taurina
Amostra . .
. Parametros Modificagdo  DPR (%) DPR (%)
(Energéticos)
n=3 n=3
10
Janela Espectral 281 2,02
(SW) 12
Analista 1
Processamento ! 1,85 2.39
A dos dados Analista 2
{ 32
NUmero de scans 1,99 1,82
(NS) 16
294 K
Temperatura 237 258
@) 298 K
J 10
anela Espectral 217 1,04
(SW) 12
Analista 1
Processamento ! 1.26 172
6 dos dados Analista 2
N 32
Umero de scans 2.79 1,44
(NS) 16
T 294 K
emperatura 2,08 1,61
(T) 298 K
laE I 10
Janela Espectra 1,90 284
(SW) 12
Analista 1
Processamento ! 115 1,77
10 dos dados Analista 2
N 32
Umero de scans 2,52 1,64
(NS) 16
T 294 K
emperatura 133 2.89
(T) 298 K

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Métodos comparativos

Assim como no trabalho de anabolizantes (Capitulo 1), as medidas quantitativas foram
realizadas utilizando a ferramenta ERECTIC 2, nesse tipo de determinacéo, a concentracdo da
amostra é calculada a partir de uma amostra de referéncia com a concentra¢do devidamente
conhecida. Para realizar essas determinagdes, foram utilizados padrées com concentracdes de
taurina (31,96 mmol L) e cafeina (2,06 mmol L), onde foram realizados uma série de testes
e definidos como referéncias para quantificacdo. E importante ressaltar que para esse tipo de
determinacéo, o padréo de referéncia utilizado, ndo precisa ser necessariamente do analito a ser
determinado, basta ser um padrdo com a concentracdo devidamente conhecida e ter sido obtido

nas mesmas condicdes das amostras analisadas.

Comparando os valores encontrados na determinacdo quantitativa dos analitos pelos
métodos comparativos (CLAE) com o método de determinagdo desenvolvido (RMN), os
resultados obtidos foram estatisticamente concordantes, ja que os valores de test t, com nivel
de confianca de 95%, ndo excederam o valor critico (t=4,303) mostrando que nao existe

diferenca significativa (Tabela 21).

Tabela 21 - Comparacdo dos métodos para a determinacdo de cafeina e taurina em bebidas

energeticas.

Amostra Método RMN  Método CLAE Teste® Método RMN Método CLAE TesteP
(Taurina)? (Taurina)? t (Cafeina)? (Cafeina)? t
1 803,53 (+1,50) 802,95 (+1,29) 2,04 63,21 (+0,22) 62,78 (+0,14) 1,17
2 759,12 (+1,07) 758,32 (+1,31) 1,73 56,24 (+0,15) 5583 (+0,16) 2,31
3 753,79 (0,99) 752,01 (+0,87) 3,29  62,73(x0,20) 63,02 (x0,19) 1,12
4 802,21 (+1,12) 801,97 (+1,07) 2,55 63,32 (0,13) 63,51 (+0,22) 3,08
5 760,50 (+0,91) 761,07 (+0,78) 1,89 54,62 (+0,24) 55,03 (x0,19) 2,92
6 801,20 (+0,85) 801,53 (+1,01) 2,15 62,71(+0,27) 62,09 (+0,11) 1,92
7 801,28 (+0,65) 800,99 (+0,78) 3,13 55,32 (0,15) 55,01 (+0,24) 1,10
8 740,11 (+0,92) 737,98 (0,85) 4,04 61,88 (+0,19) 61,29 (+0,12) 3,65
9 799,15 (+0,74) 798,92 (+0,83) 3,80 65,01 (+0,09) 64,88 (+0,14) 2,84
10 800,70 (+1,01) 799,16 (¥0,91) 2,76 63,90 (+0,24) 63,04 (+0,11) 2,11
11 801,26 (+0,65) 802,03 (+0,86) 3,05 62,56 (+0,15) 61,80 (+0,09) 3,94
12 798,75 (+0,95) 799,01 (+0,77) 1,99 63,55 (£0,26) 62,41 (+0,10) 4,15
13 750,21 (+1,15) 749,65 (¥0,99) 3,70 62,94 (+0,14) 61,01 (+0,08) 4,22
14 735,18 (+0,64) 736,22 (+0,85) 2,83 51,26 (+0,11) 50,78 (+0,09) 3,79
15 802,56 (+0,99) 803,81 (+0,76) 2,16 63,11 (+0,15) 62,94 (+0,18) 2,04

2 mg por 200 mL, média + desvio padrdo (DP), n=3; Pvalores de t a um nivel de confianga 95% (t critico = 4,303).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Nesse trabalho, optou-se por ndo usar a metodologia (via padrdo interno), devido a
complexidade dos espectros em RMN *H das amostras analisadas. As curvas analiticas e 0s

cromatogramas obtidos nos métodos comparativos, podem ser observados nas Figuras 64 e 65.
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Figura 64 - Curvas analiticas para a determinacdo por CLAE: A) Cafeina B) Taurina. Nimero
de repeticOes para cada ponto da curva (n = 3).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Capitulo 111 - Determinacdo quantitativa de cafeina e taurina em bebidas energéticas
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Figura 65 - Cromatogramas da amostra 4 por CLAE: A) Cafeina e B) Taurina.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tese de Doutorado Marcos Vinicius de Moura Ribeiro



160
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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