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RESUMO

O consumo de cafeina € muito popular em nossa sociedade, uma vez que ela é capaz
de proporcionar beneficios no organismo humano, como o aumento da performance
fisica, na reducao da fadiga e no aumento de estado de alerta. Em busca desse
estimulo advindo da absor¢do da cafeina no organismo, o consumo de bebidas
energéticas tem aumentado. Contudo, o uso excessivo de cafeina também pode
acarretar sérios problemas de saude. Assim, estudos que envolvam analise e
quantificacdo deste composto se fazem necessarios para controle da quantidade de
cafeina que o individuo esta ingerindo. A espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) apresenta algumas vantagens na analise quantitativa de substancias,
como nao precisar de um padrao de referéncia, facil preparo de amostra e curto tempo
de analise e foi incluida nas farmacopeias de varios paises. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi determinar a concentracdo de cafeina em bebidas energéticas
através de espectroscopia de RMNq de 'H a fim de verificar se os niveis desse
composto estdo de acordo com a norma brasileira e com o descrito no rétulo. Os
resultados obtidos mostram que é possivel identificar e quantificar a cafeina presente
em bebidas energéticas e, portanto, em uma mistura com uma matriz complexa. As
concentracdes de cafeina obtidas das amostras analisadas estédo abaixo do estipulado
pela ANVISA e 4 das marcas estudadas apresentaram um teor de cafeina abaixo do
descrito no rétulo. Além disso, também foi possivel identificar e quantificar outras 8
substancias presentes nas amostras analisadas (taurina, niacina, sacarose, a- e f3-
glicose, etanol, citrato de sodio e o acido benzoico).

Palavras-chave: cafeina, bebidas energéticas, RMNq.



ABSTRACT

Caffeine consumption is very popular in our society, as it can provide benefits to the
human body, such as increasing physical performance, reducing fatigue, and increas-
ing alertness. In search of this stimulus resulting from the absorption of caffeine in the
body, the consumption of energy drinks has increased. However, excessive use of
caffeine can also cause serious health problems. Therefore, studies that involve anal-
ysis and quantification of this compound are necessary to control the amount of caf-
feine that the individual is ingesting. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy
has some advantages in the quantitative analysis of substances, such as not needing
a reference standard, easy sample preparation and short analysis time and has been
included in the pharmacopoeias of several countries. In this context, the objective of
this work was to determine the concentration of caffeine in energy drinks through 'H
gNMR spectroscopy in order to verify whether the levels of this compound are in ac-
cordance with the Brazilian standard and what is described on the label. The results
obtained show that it is possible to identify and quantify the caffeine present in energy
drinks and, therefore, in a mixture with a complex matrix. The caffeine concentrations
obtained from the analyzed samples are below that stipulated by ANVISA and 4 of the
drinks studied had a caffeine content below that described on the label. Furthermore,
it was also possible to identify and quantify 8 other substances present in the analyzed
samples (taurine, niacin, sucrose, a- and p-glucose, ethanol, sodium citrate and ben-
zoic acid).

Keywords: caffeine, energy drinks, gNMR.
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1. INTRODUGAO

A cafeina € uma xantina encontrada em diversas fontes naturais, particular-
mente em graos de café, podendo ser extraida por maceragao ou infusdo. A cafeina
extraida pode ser usada tanto para fins medicinais quanto para recreagao. Ela atua
diretamente no corpo humano, sendo capaz de acelerar o metabolismo, diminuir o
estado de sonoléncia, melhorar o desempenho em atividades fisicas, etc. Porém, seu
uso também pode causar insbnias, variagcdes da frequéncia cardiaca, entre outros
maleficios. Entre os fatores que afetam a absorgao da cafeina estao a idade, o peso,

0 sexo, entre outros (Rodrigues et al., 2021).

A crescente popularidade da cafeina transformou significativamente o consumo
de bebidas estimulantes, que tem sido largamente feito por jovens e adultos. O con-
sumo exacerbado de bebidas energéticas tem gerado uma importante discussao no
mundo devido as inumeras preocupacgdes causadas pelo risco associado ao seu uso
(Teng, 2019). O maior risco ao consumir este tipo de bebida esta associado aos efeitos
da cafeina. Vale ressaltar que a quantidade permitida por lata de energético é de 35
mg de cafeina em 100 mL de energético. Assim, em uma lata com a capacidade de
473 mL de energético, ha cerca de 165 mg de cafeina. Esta quantidade, se somada
com outras latas de energéticos ou até mesmo com xicaras de café, pode resultar em
sérios riscos a saude. A estimativa de dose letal associada ao uso de cafeina é de 10
g (Higgins, 2018; Chen, 2023).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a quantidade de cafeina
em bebidas energéticas através de espectroscopia de RMN a fim de verificar se os
niveis desse composto estdo de acordo com a norma brasileira e com o descrito nos
rétulos. Foi utilizado o método PULCON, no qual utiliza uma comparagéo entre dois
sinais pertencentes um a amostra e um ao padréao externoAlém disso, esse trabalho
identificou diversas compostos presentes nas matrizes das amostras além da cafeina
com o auxilio dosespectros de RMN 1D (1H e 13C) e 2D (HSQC e HMBC).. A com-
paracdo com espectros de banco de dados teve importancia para a elucidacédo dos

analitos presentes nas amostras..



2. REVISAO BIBLIOGRAGICA

2.1.Cafeina

A cafeina (Figura 1) é uma xantina natural identificada como 1,3,7-
trimetilxantina. Sua formula quimica € CsH10N4O2 e sua massa molecular € de 194,19
g/mol. Em sua estrutura, podemos observar a presenca de trés metilas e podemos
notar dois ciclos fundidos com quatro heteroatomos de nitrogénio (Figura1). A cafeina,
na sua forma pura, apresenta-se como uma substancia cristalina, branca e amarga. E
soluvel em agua e em solventes organicos como cloroférmio e etanol e possui
hidrofobicidade suficiente para atravessar as membranas biolégicas. Sua densidade
a 25°C é de 1,23 g/cm?, seu ponto de fusdo é de 236 °C.

|
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Figura 1 — Estrutura da cafeina

A cafeina é uma substancia quimica usada desde os tempos antigos para se
manter em alerta. Embora essa substancia seja utilizada ha muito tempo, ela foi
isolada apenas em 1820 e sua estrutura foi finalmente estabelecida no final dessa
década. Suas propriedades estimulantes foram reconhecidas apenas 1981, quando o
bloqueio de receptores de adenosina foi correlacionado as propriedades estimulantes
da cafeina e dos seus analogos por Snyder (1981), em estudos envolvendo
camudongos. Esse efeito ocorre por meio do bloqueio de receptores de adenosina. A
adenosina possui um efeito inibidor da atividade neural e a cafeina pode se ligar aos
seus receptores, bloqueando-os e, assim, atuando de maneira antagbnica por meio
da ativagao do sistema nervoso central. (Rahimi et al., 2023; Wichmann, 2009; Alves
et al., 2009; Snyder, 1981)



Além de bloquear os receptores de adenosina, a cafeina pode atuar inibindo a
fosfodiesterase, aumentando o efeito e a duragao de acdo do AMPc intracelular. A
cafeina também atua nos canais receptores de calcio, sendo necessarias
concentragcdes milimolares de cafeina para ativar os canais de liberagdo de calcio no
meio intracelular. A cafeina pode interagir com os receptores de GABAaA, mas é
necessario uma concentragao superior obtida em uma dieta normal, concentragao
capaz de agir como antagonista nos locais de agdo dos benzoazepinicos, ou seja,
bloqueando os receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), o principal

neutrotranmissor inibidor do cérebro. (Rahimi, 2023 ; Song, 2023)

Apesar da cafeina trazer consigo diversos beneficios como os citados
anteriormente, esta classe de xantina normalmente possui um amplo espectro de
atividades biolégicas capazes de atuar tanto nos sistemas nervoso central,
cardiovascular e em tecido liso (Greer et al., 2006). Assim, a cafeina parece ser segura
quando ingerida em quantidades modestas, mas o consumo excessivo deve ser
evitado para evitar efeitos negativos (Song, 2023; Ribeiro e Sebastia 2010). O
consumo de cafeina em doses entre 150-300 mg ao dia, o que representa cerca de 3-
5 doses de café, pode levar rapidamente ao desenvolvimento de uma alta tolerancia

a seus efeitos.

Entre as adversidades provenientes de seu uso estao a perturbagao do sono,
tolerancia aos efeitos subjetivos da cafeina, sintomas de abstinéncia, incapacidade de
concentragéo, dor de cabega, irritabilidade, sonoléncia e em alguns casos insénia e
dores no estbmago, em parte superior do corpo e articulagdes. Pessoas que fazem
uso constante e em doses grandes podem levar ao desenvolvimento de uma sindrome
chamada cafeismo. Cafeismo €& o vicio em cafeina, que causa dependéncia
juntamente com varias condigdes fisicas e mentais que n&o sao benéficas para o ser
humano. Entre estas condicbes estdo o nervosismo, irritabilidade, ansiedade,
tremores, espasmos musculares, hiperreflexia, insénia, dores de cabeca, alcalose

respiratéria e palpitagdes cardiacas (Ribeiro e Sebastido 2010).

E importante lembrar que a interrupcdo brusca do consumo de cafeina pode
levar a sintomas de abstinéncia como dor de cabeca, fadiga, fraqueza, sonoléncia,
irritabilidade, concentragdo diminuida, ansiedade, entre outros. Por isso, é
recomendado reduzir gradualmente o consumo ao invés de parar o consumo

abruptamente. (Song, 2023).



Apesar de ser uma substancia licita, a cafeina produz efeitos subjetivos que
sao qualitativamente similares aos psicoestimulantes classicos, como a cocaina e
anfetamina, principalmente a ativagdo motora, excitacao e efeitos de reforgo. Apesar
de ter efeitos similares, a cafeina tem uma eficacia de reforgco mais fraca se
comparada com os psicoestimulantes classicos (Song, 2023). Além disso, a pré-
disposicado genética individual para o desenvolvimento de determinadas doencgas, o
estilo de vida do individuo, o uso de cafeina com outras substancias (juntamente ao
alcool ou com tabaco) poderdo influenciar diretamente nos efeitos da cafeina e

também na saude do consumidor (Alves et al., 2009).

Ha algum tempo a cafeina também é considerada uma substancia ergogénica,
ou seja, uma substancia capaz de melhorar a performance tanto das atividades fisicas
quanto ocupacionais. (Giraldez-Costas et al., 2023) Um dos problemas de se fazer o
uso de cafeina constante para realizar alguma atividade € o desenvolvimento de uma
crenca de que apenas a cafeina pode trazer as condicdes necessarias para realizar a
tarefa. Um exemplo classico é o de estudantes que consomem café ao estudar e
tendem a achar que apenas conseguem estudar se estiverem sobre o efeito da
cafeina. Um estudo na cidade de Montes Claros — MG indicou que de 348 estudantes
entrevistados, 63,5% faziam o uso de cafeina como estimulante. Nesse mesmo

estudo, 64,9% dos estudantes relataram uma reduc&o do sono (Santana, 2020).

A bebida mais popular que contém este composto € o café, que é a terceira
bebida mais consumida no mundo, atras apenas da agua agua e do cha. A cafeina
também pode ser encontrada em algumas folhas de cha, como o cha-verde (Camilla
sinensis) e a erva mate (llex paraguayensis), em graos de cacau, nozes de cola e
outras plantas. Estima-se que ela esta presente em mais de 60 espécies de plantas
(Chen, 2023; Song, 2023). A quantidade de cafeina presente nos alimentos n&o é algo
absoluto, podendo variar de acordo com a espécie da planta, o tipo de grao de café,
cacau ou folha de cha, a localizagdo geografica, o clima e as praticas culturais. A
quantidade de cafeina consumina também pode variar dependendo do método de
preparo, seja da bebida ou da comida. Dessa forma, a quantidade de cafeina em uma

xicara de café pode variar entre 47 e 134 mg (Tavares e Sakata, 2012).

Muitas pessoas nao sabem a quantidade de cafeina que consomen diariamente
e tampouco as consequéncias advindas do seu uso. A causa disto pode estar

relacionada com a falta de atencdo ao consumir o alimento sem nem ao menos ler o



rétulo onde esta especificado o teor da cafeina e de seus outros componentes. Além
disso, o consumo da cafeina ndo se limita a comidas e bebidas, podendo ser
encontrada também em medicamentos. Como no Brasil € comum a venda de
medicamentos em farmacias sem prescricdo médica, o individuo consome cafeina
sem se preocupar com a dose associada ao medicamento. Isso pode acarretar no
risco continuo de doses toxicas, se consumido juntamente com alimentos ricos em

cafeina (Lopes et al., 2013).

Quando uma pessoa consome qualquer substéncia ela é digerida e
metabolizada (totalmente ou parcialmente) pelo corpo humano, podendo ser expelida
sem sofrer nenhuma alteragcdo. Quando ingerida, a cafeina é completamente
absorvida no trato gastrointestinal e liberada na corrente sanguinea. Como ela

solubiliza facilmente em agua ela é espalhada rapidamente pelo corpo. (Song, 2023)

A metabolizagdo da cafeina pode variar dependendo de alguns fatores, por
exemplo a idade. Um adulto consegue metabolizar quase toda a quantidade ingerida,
sendo apenas de 1 a 5% excretados pela urina. J4 uma crianga com idade proxima a
9 meses nao consegue metabolizar a cafeina, expelindo aproximadamente 85% da
gquantidade ingerida (Song, 2023 ; Tavares e Sakata, 2013; Alves et al., 2009). A meia-
vida de eliminagdo da cafeina em um adulto varia entre 3 e 7 horas, podendo ser
influenciada por fatores como sexo, idade, uso de contraceptivos orais, gravidez e
tabagismo. Em pessoas que nao fazem uso recorrente, a cafeina apresenta uma meia
vida superior quando comparada aos consumidores frequentes, podendo demorar
duas vezes mais tempo para ser eliminada, o que explica o motivo destas pessoas
sentirem mais os efeitos da cafeina e apresentarem maior facilidade para intoxicagdes
(Song, 2023; Tavares e Sakata, 2013).

Biologicamente, um ser humano € capaz de digerir quantidades limitadas de
substancias e para a cafeina nao € diferente, sendo a dose letal estimada em 10
g/pessoa. Ha um caso relatado de uma pessoa adulta que veio a 6bito apds ingerir
6,5 g de cafeina, porém também existe um relato de um individuo que suspostamente
consumiu 24 g de cafeina mas continuou vivo (Nawrot et al., 2003; Daly, 2007; Tavares
e Sakata, 2013).



2.2.Bebidas energéticas

Bebidas energéticas sédo definidas pela ANVISA como um composto liquido
pronto para o consumo. E um produto que contém ou n&o como ingrediente(s) princi-
pal(is): Inositol, glucoronolactona, taurina, e cafeina, podendo ser adicionado de vita-
minas ou minerais até 100% da ingestéo diaria recomendada (IDR) na porg&o do pro-
duto. Outro(s) ingrediente(s) pode(m) ser adicionado(s), desde que ndo descaracte-
rize(m) o produto. Segundo a Anvisa, uma bebida energética pode ter no maximo 35
mg/100 mL de cafeina em sua composi¢ao, sendo que este valor deve estar contido
na lista de ingredientes (ANVISA, 2005). Conforme dados do Euromonitor, em 2021,
o setor global de bebidas energéticas atingiu expressivos 14 bilhdes de litros em vo-
lume de vendas, registrando um valor total de US$ 60 bilhdes em transagdes comer-
ciais. Esses dados destacam a significativa presenca e importancia econémica desse
mercado em escala mundial. O crescimento continuo e a consideravel movimentacao
financeira ressaltam a robustez e o interesse constante dos consumidores por produ-
tos energéticos, consolidando a industria como uma componente relevante do cenario
global de bebidas. Essas estatisticas refletem ndo apenas o volume expressivo de
consumo, mas também a dimens&o econémica desse segmento, evidenciando opor-

tunidades e desafios para as empresas que atuam nesse ramo.

As bebidas energéticas apareceram pela primeira vez na Europa e na Asia, na
década de 1960, sendo os produtos que mais crescem na industria de bebidas. Estao
sendo consumidas cada vez mais por jovens e adultos, até mesmo criangas estao
fazendo o uso destes tipos de bebidas. Energéticos sdo capazes de incrementar a
resisténcia fisica, proporcionar reagées mais rapidas e maior concentragao, aumentar
o estado de alerta mental, evitar o sono, proporcionar sensacédo de bem-estar, estimu-
lar o metabolismo e ajudar a eliminar substancias nocivas ao corpo. E importante con-
sumir este tipo de bebida de forma equilibrada e consciente para que se mantenha
um estilo de vida saudavel. Normalmente, se consumido sem exagero, uma porgao
de energético possui os mesmos efeitos que outras bebidas cafeinadas (Nadeem et
al., 2021; Cadoni, 2023).

A fonte de cafeina para bebidas energéticas normalmente é oriunda da noz de
cola, guarana ou a cafeina que é derivada e purificada com a descafeinagao do café.

Apesar dos energéticos terem composigao diversificada, os riscos associados a estas



bebidas sao relacionados a ingestdo de doses continuas dessa bebida, que contém

altos niveis de cafeina e podem causar uma intoxicagao (Cadoni, 2023; Lee, 2006).

Normalmente, as bebidas energéticas sdo consumidas por adultos abaixo dos
30 anos. Um dos fatores que ajudam para o sucesso deste género de bebidas é o fato
dela ser apresentada como um meio natural para aumentar a energia (Protano, 2023).
Além disso, o consumo dos energéticos com alcool é cada vez mais frequente entre
a populagao juvenil. Muitas pessoas assumem de forma errada que a cafeina presente
nos energéticos anula os efeitos do alcool. Na verdade, a quantidade de alcool no
sangue nao é afetada pela cafeina. Quando os efeitos da cafeina se dispersam, os
efeitos do alcool voltam a tona. De fato, essa combinacédo pode acarretar uma série
de transtornos como convulsdes, arritmias e em casos extremos levar a morte subita
(Protano, 2023; Lee, 2006).

Porém, existem relatos que mostram os efeitos prejudiciais das bebidas ener-
géticas. Por exemplo, o pesquisador Tim Berigan (2005) fez um relato de um caso em
que um homem de 25 anos reclamou de sintomas de ansiedade, inquietagao, irritabi-
lidade, dificuldades de concentracéo e problemas para adormecer. No seu dia a dia
nao havia nada que explicasse tais sintomas, tampouco em seus exames médicos.
Ele havia dito que consumia de 6 a 8 latas de bebidas energéticas por dia, nos ultimos
quatro meses, antes de procurar ajuda. Apds o paciente nao fazer mais o uso diario e
continuo de bebidas energéticas, os sintomas sentidos por ele pararam completa-

mente.

O uso de bebidas energéticas € bem aceito por praticantes de atividades fisi-
cas. Atletas em geral, e principalmente os que praticam esportes de alta competitivi-
dade, sempre se mostram interessados em produtos que prometem melhorar o rendi-
mento ou aumentar a capacidade de recuperagao (Protano, 2023). Um estudo feito
com estudantes em uma faculdade na Argentina mostrou que a maioria dos entrevis-
tados fazem o uso de bebidas energéticas para fins recreativos, e ndo para obter uma
melhor performance em atividades fisicas. Os estudantes revelaram que as ocasides
nas quais ingeriam energéticos eram para poder aproveitar bares e festas por toda a

noite e também para melhorar o sabor das bebidas alcodlicas (Ballistreri et al., 2008).

Os pesquisadores Wolk, Ganetsky e Babu (2012) sugerem que a ingestao de

cafeina, especialmente na forma de bebidas energéticas, pode ter efeitos expressivos



no que diz respeito a saude cardiovascular, incluindo o risco de arritmias e hiperten-
sdo. Além dos estudos desenvolvidos por estes trés pesquisadores, Worthley (2010)
descobriu que o consumo do mesmo tipo de bebida também pode causar um aumento
significativo na agregacao plaquetaria e na pressao arterial média e uma diminui¢ao
significativa na fungao endotelial. Mas é importante frisar que estes estudos tém limi-
tacdes e faz com que mais pesquisas sejam imprescindiveis para entender completa-

mente a extensao dos efeitos cardiovasculares da cafeina.

Uma revisao feita por um grupo de pesquisadores descreveu 32 estudos abran-
gendo 96.549 individuos que relataram insénia, estresse e humor depressivo na po-
pulacido pediatrica estudada. Estes efeitos também aparecem na populacido adulta,
acrescidos de nervosismo, agitacao, tremores nas maos e disturbios gastrointestinais,
0 que demonstra que o uso frequente de bebidas energéticas deve ser evitado, prin-
cipalmente por parte de criangas que ainda estdo em fase de desenvolvimento (Na-
deem et al., 2021).

A taurina é um aminoacido comumente adicionada em bebidas energéticas,
capaz de atuar como antioxidante e anti-inflamatério. Ela pode ser encontrada pre-
sente no nosso organismo e em alimentos ingeridos na dieta humana. A adi¢cdo desta
substancia em bebidas energéticas vem crescendo nas ultimas décadas, entretanto
ha poucos estudos sobre os efeitos da taurina no que diz respeito a o desempenho
fisico ou mental do usuario, entretanto ha outros estudos indicando que o uso de tau-
rina ndo resulta em alteragdes significativas nos musculos ou metabdlicas (Yonamine
et al., 2019).

A niacina aumenta o estado de alerta mental, foco e melhora o humor, sendo
adicionada em bebidas energéticas, pois possui um papel importante de conversao
de agucares em energia. Esta molécula é capaz de atuar como coenzima essenciais
para o funcionamento celular, atuando principalmente nas fungdes mitocondriais e
produgao de energia. Um ponto importante a salientar é que a dieta humana é capaz
de suprimir completamente a necessidade de niacina que o organismo precisa, indi-
cando assim que a suplementagdo com bebidas energéticas ndo € importante, mas

sim opcional (Yonamine et al., 2019).



A adicao de agucares neste tipo de bebida pode contribuir de forma considera-
vel para a obesidade dos usuarios, entretanto em uma dieta com défice de carboidra-
tos ela pode ser uma fonte facil e rapida para obter energia. Os agucares podem con-
tribuir com um melhor desempenho fisico, diminui¢do de fadiga e melhor conservagao

de glicogénio muscular (Yonamine et al., 2019).

O emprego de diversas técnicas é utilizado para analise tanto qualitativa quanto
quantitativa dos ingredientes de bebidas energéticas. Uma das primeiras técnicas uti-
lizadas foi a gravimetria associada a extragao da cafeina, utilizando agua ou etanol,
seguida da extracao liquido-liquido com cloroférmio. A cafeina possui sitios modera-
damente polares, o que a torna soluvel em solventes polares, e desta maneira ela
possui grande afinidade com o cloroférmio. Apds a extracéo, o solvente € evaporado
e entado é obtida a cafeina em sua forma solida, e desta maneira € possivel fazer sua
determinacao por gravimetria pesando sua massa (De Maria, 2007; Quirino et al.,
2020).

Outro método de analise consiste na espectroscopia na regido do Ultravioleta-
Visivel. Sua quantificagdo consiste na proporcionalidade da quantidade de radiacéo
absorvida com a concentracido da espécie. Este tipo de analise consiste na extragao
do analito em questao e a analise na regi&o ultravioleta em 274 nm (De Maria, 2007,
Quirino et al., 2020). A espectroscopia no Infravermelho (IV) também é uma técnica
bastante utilizada em analise de cafeina. Esta € uma técnica que preserva a amostra
analisada, isto €, ndo ocorre a destruicdo da amostra. Nela também € necessaria a
extracdo do analito em um solvente, geralmente € usado o cloroférmio em uma extra-
¢éao liquido-liquido (De Maria, 2007; Quirino et al., 2020). O método mais empregado
para a quantificacdo de cafeina em diversos compostos é a cromatografia. Nela, é
possivel separar todas as substancias presentes na matriz desde que elas possuam
tempos de retencao diferentes, isto €, desde que elas interajam de maneiras diferen-
tes com a coluna cromatografica. A area do sinal no cromatograma € proporcional a
quantidade de analito presente na amostra, e desta maneira é possivel fazer uma
quantificagdo do analito de interesse. Um dos pontos negativos da cromatografia € a
necessidade de usar um padrao de referéncia do analito em questao, sendo preciso
uma construcdo de uma curva de calibracao, o que resulta em um maior uso de fase
movel e, consequentemente, um maior custo e tempo de analise (De Maria, 2007;
Quirino et al., 2020).
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2.3.Ressonéancia Magnética Nuclear

A técnica de RMN é uma técnica amplamente usada no meio cientifico para
elucidar, identificar e confirmar compostos quimicos. O principio da técnica baseia-se
no fato de que atomos com spin nuclear diferente de zero possuem um momento
magnético que, quando submetidos a um forte campo magnético e excitados por uma
frequéncia, emitem um sinal que pode ser transformado em um espectro, através da

aplicacao de uma transformada de Fourier.

Quando um campo magnético € aplicado aos atomos com numero de spin igual
a 1/2, o momento magnético dos spins nucleares se alinha a favor ou contrario as
linhas do campo magnético (Figura 2), e adquirem energias diferentes (Figura 3)
(Hage et al., 2009), porém um numero um pouco maior de spins nucleares se encon-
tram no estado de menor energia, resultando em uma pequena diferenca nos estados

populacionais dos spins

Figura 2 — Os dois estados de spin permitidos para um proton.

A Dire¢do de um campo

magnético

A aplicado (B
/\
LA

Spin +1/2 Spin-1/2
Alinhado Oposto

Fonte: Autor.
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Figura 3 — Energia associada aos estados de spin de um préton na auséncia e na

presenca de um campo magnético.

_/———— -1/2 contra o campo
®
\_+1/2 a favor dO campo

v 172

B,

Sem campo Com campo

Fonte: Autor.

Quando os nucleos estao alinhados na presenca do campo, eles sao capazes
de absorver energia € mudar a orientagdo de spin (Figura 4). A absorcdo ocorre
quando a frequéncia da radiagao for igual a diferenca de energia dos estados de spin.
Portanto, apds a amostra ser submetida a um campo magnético e, em seguida, a um
pulso de radiofrequéncia que excita os nucleos presentes na amostra, o retorno dos
spins ao estado fundamental ocorre por meio da emissao de energia que é detectada

para gerar o espectro de RMN (Bharti et al., 2012).

Figura 4 — Processo de ressonéncia magnética nuclear.

Ocorre
absorcdo
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Fonte: Autor.
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Um ponto importante a comentar € que o nucleo n&do se alinha precisamente
ao campo, mas sim se movimenta de forma analoga a um pido, que gira em torno da
diregdo na qual aponta o campo magnético aplicado, este movimento é conhecido
como precessao. O movimento de precessdo de um nucleo sobre um eixo ocorre em
uma frequéncia angular diretamente proporcional a intensidade do campo magnético,
guanto maior o0 campo, maior a frequéncia de precessao e, consequentemente, maior
sera sua velocidade. Se levarmos em conta um campo de 1,41 Tesla, a frequéncia de
precessao € de 60 MHz, ja em um campo de 14 Testa, a ressonancia ocorre em apro-
ximadamente 600 MHz. Quando a energia € equivalente a energia de precessao,

ocorre o efeito que conhecemos como ressonancia (Mazzola, 2009).

O sinal obtido pelo equipamento € entdo convertido pela transformada de Fou-
rier em sinal no dominio de frequéncia para se obter o espectro. O espectro apresenta
sinais que sao referentes aos diferentes nucleos da molécula. Cada sinal também
pode ser relacionado com o ambiente quimico do nucleo em questao, isto €, proximi-
dade e substituintes que podem causar uma blindagem ou desblindagem do hidrogé-

nio ou de outros nucleos como o isétopo ativo do carbono ('3C) (Mazzola, 2009).

2.3.1. Ressonéancia Magnética Nuclear quantitativa

O principio que fundamenta a quantificagao através da técnica de RMN (RMNq)
€ a relacdo de proporcionalidade que existe entre a quantidade de nucleos de hidro-
génio com a area do sinal obtido através de um espectro de RMN de 'H (Bharti et al.,
2012). A equacao (1) apresenta a relagao que existe entre a area do sinal (I4) com a
quantidade de hidrogénios presentes na amostra (Nn), onde Ka € uma constante do

espectrémetro.
I = KaNH (1)
Entretanto, existem fatores que afetam a constante Ka, entre eles estao:

e Excitacido do pulso, que deve ser uniforme em toda a largura espectral.
e Tempo de repeticdo 5 vezes maior que o tempo de relaxacédo T1, sendo T1 o

tempo necessario para os nucleos voltarem para seu estado fundamental.
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O método mais simples e facil para se fazer uma quantificagcdo por RMNq € a
quantificacao relativa. Este método é realizado por meio da relagéo entre a area do

sinal e o numero de mols de duas espécies (Bharti et al., 2012).

M 1 N

Z =242 (2)
My Iy Nx

Por meio da equacgéo (2), € possivel calcular a razdo molar levando em conta

a area dos sinais e a quantidade de nucleos de cada componente, onde: M = numero

de mols do componente; | = area referente ao sinal de RMN; N = quantidade de nu-

cleos que absorvem na frequéncia do sinal de RMN (Santos e Colnago, 2013).

Também é possivel obter o teor de um analito em uma determinada matriz. O
método para se obter este teor € chamado de quantificacdo absoluta, sendo necessa-
ria a utilizacdo de um padrao interno conhecido, isto €, deve-se conhecer a pureza de
tal padrao para que seja feita a analise. Este método é similar a quantificagao relativa,
ele faz uso da razdo entre a area do sinal de RMN do analito e a area do sinal do

padrao interno (Santos e Colnago, 2013).

px =22 M MY A pPI (3)
mx

" API NX MPI

Onde: x = analito; PI= padrao interno; P = pureza; A= area referente a linha de
ressonancia; N = quantidade de nucleos que absorvem na frequéncia da linha de res-

sonancia; M = massa molar; m = massa.

Este método de quantificacdo absoluta pode ser considerado um método de
padronizagao primaria, pois com ela ndao € necessaria a constru¢do de uma curva de
calibracdo, podendo assim descartar a necessidade de um padrao da amostra em
questdo. Umas das vantagens da RMNq ¢é a possibilidade de usar um padrao de re-
feréncia diferente da amostra, isto €, o padrao nao precisa ter a mesma estrutura qui-
mica da amostra. Para ser um padrao interno ideal, € necessario que a substancia
esteja altamente pura, seja estavel, quimicamente inerte, ndo volatil, ndo higroscépica
e soluvel na maioria dos solventes usados para analise de RMN. Além disso, para ser
um padrao € necessaria a presenga de um nucleo de hidrogénio para ser usado como
sinal de referéncia, sinal este que deve estar isolado e preferencialmente ser um sim-
pleto. Estas caracteristicas sdo uma das vantagens de se utilizar a técnica de RMNq
quando comparadas as outras técnicas espectroscépicas, pois dependendo do ana-
lito, a construcdo de uma curva de calibragdo é algo caro e demorado. Em certas



14

ocasides, a aquisicdo do padrao do analito ndo é possivel, pois nem sempre se en-

contra disponivel no mercado (Santos e Colnago, 2013; Weber et al., 2013).

Outro beneficio da utilizacdo da técnica de espectroscopia de RMN é o fato de
nao haver destruicdo da amostra, sendo bastante seletiva e capaz de detecgédo ao
mesmo tempo de varios compostos em misturas complexas sem a necessidade de
extracao e separagao dos analitos (Maes et al., 2012). Uma caracteristica que a amos-
tra deve ter é ndo ser volatil nem higroscopica, para que se obtenha uma preciséo na

hora da pesagem (Weber et al., 2013).

Pinto e colaboradores utilizaram o método ERETIC que usa um sinal de RMN
sintetizado eletronicamente como sinal de referéncia. Este método foi utilizado para
analisar gasolinas comum e premium e assim verificar a qualidade dos combustiveis.
A RMN de 'H mostrou utilidade para a caracterizagédo dos principais grupos quimicos
pertinentes aos hidrocarbonetos das amostras. O método ERETIC foi aplicado para
distinguir e verificar as propor¢des dos hidrocarbonetos aromaticos, olefinicos e para-
finicos. Este estudo obteve sucesso na determinacao quantitativa dos teores de alcool

etilico nas gasolinas analisadas (Pinto et al., 2023).

Ribeiro (2018) utilizou o método ERECTIC para quantificar cafeina e taurina.
Ele usou uma metodologia em que envolve o ajuste de pH para 11 para que o sinal
em 3,25 ppm da taurina nao ficasse sobreposto devido a presenga do sinais dos agu-
cares. Em um unico espectro foi quantificado a cafeina e a taurina utilizando poucos
reagentes. A analise foi feita em um menor tempo e gerou baixos residuos. Ele relata
que algumas amostras ndo apresentaram resultados que batem com os descritos nos

rétulos, tanto para a taurina, quanto para a cafeina.



15

3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Determinar a concentragao dos componentes presentes em bebidas energéti-

cas, utilizando a técnica de RMNq de "H.

3.2.Objetivo especifico

o Identificar e determinar a concentracéo de cafeina em bebidas energéticas, uti-
lizando RMNq de 'H, por meio do método PULCON.
e |dentificar e determinar a concentragdo dos outros ingredientes existentes na

matriz das amostras.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

e Micro tubos

e Pipetas de vidro

o Béquer

e Tubos RMN 5 mm
e Micro pipeta 1 mL

e Micro pipeta 100 uL

e Banho Ultrassénico

4.2.Preparo da amostra

Foram selecionadas 5 marcas diferentes de bebidas energéticas disponiveis
no comércio local (Tabela 1). Inicialmente, uma desgaseificagdo prévia de uma ali-
quota (1 mL) da bebida energética foi realizada através de um banho ultrassénico por

15 min.

Ap0os o preparo da amostra, 500 uL das amostras foram transferidas para tubos
de RMN de 5 mm, e entédo adicionados 10% de D20 (50 uL) e submetidos a analise
no espectrometro de RMN Bruker Avance Ill HD, operando em campo magnético de
14 T e a frequéncia de 'H de 600 MHz, situado no Laboratério de RMN, no Instituto
de Quimica (1Q) da Universidade de Brasilia. As analises quantitativas foram realiza-

das em triplicata (totalizando 15 tubos).
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Tabela 1 — Identificagdo das amostras analisadas

Marca do energético Identificagdo
RedBull Amostra 01
RedBull zero acgucar Amostra 02
Monster Amostra 03
Baly Amostra 04
Vulcano Amostra 05

Fonte: Elaborada pelo autor

Para padronizar as analises, os sabores escolhidos das amostras foram os tra-

dicionais.

4.3. Analise por RMN

Além dos procedimentos usuais de lock e shimming, antes de cada aquisigao,
a sonda foi sintonizada manualmente e o pulso de 90° (P90) calibrado automatica-
mente (comando pulsecal). Para evitar a presenca de artefatos do tipo side band e
diminuir a possibilidade de sobreposicao de sinais, os espectros foram obtidos sem o
giro da amostra e com controle de temperatura de 25 °C. Os tempos de espera D1
utilizados na aquisicao dos espectros (15 s) foram escolhidos de modo a garantir a
obtencao de um espectro quantitativo e uma relagao sinal-ruido acima de 10 para os
sinais utilizados na quantificagcdo. D1 se refere ao tempo entre a aplicagao do pulso

de radiofrequéncia e a aquisicdo dos sinais de RMN.

Os espectros foram processados com o software TopSpin que aplica automati-
camente a transformada de Fourier. Os parametros de fase de ordem zero (comando
apk0) e a linha de base com fungao polinomial de quinta ordem foram aplicados auto-
maticamente. Ajustes manuais de fase e linha de base foram realizados quando ne-
cessario e os espectros foram referenciados em relagéo ao sinal do TSP (0 ppm). Os

intervalos de integragao foram definidos manualmente.

Além dos espectros de RMN monodimensionais ('H e '3C), foram realizados
experimentos bidimensionais para a elucidacédo das estruturas presentes nas amos-

tras. O espectro "H-3C HSQC (heteronuclear single quantum coherence) é capaz de
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correlacionar os deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénio com os nucleos
de carbono que estao diretamente ligados. O HMBC (Heteronuclear multiple bond cor-
relation) mostra os acoplamentos entre nucleos de 'H e '3C separados por duas ou

trés ligacdes de distancias.

4.4. Quantificagao dos espectros

Apos a analise dos espectros, o melhor sinal referente a um dos nucleos de 'H
da cafeina foi escolhido para a quantificagdo. O sinal escolhido ndo apresentou so-
breposicdo com nenhum outro sinal dos outros nucleos da amostra. Ao estudar os
espectros obtidos, foi possivel identificar sinais referentes a outras substancias. Estes

sinais foram utilizados para quantificagao através da técnica de RMNgq.

Para as quantificacbes realizadas neste trabalho, o composto dimetilsulfona
(MM = 94,1338 g/mol) foi utilizado como padrao externo. Como esta molécula é simé-
trica, o sinal referente as suas metilas € equivalente, aparecendo como um simpleto
em 3,15 ppm. O espectro de RMN de 'H obtido e a estrutura da dimetilsulfona estao

representados na Figura 5.

Figura 5 — Espectro de 'H do padr&o dimetilsulfona (600 MHz, 10% D20).
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Fonte: Autor
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A quantidade pesada de padréao foi de 13,2 mg diluida em um volume de 538,1
ML, este volume foi previamente pesado e, através da densidade da agua, foi obtido o
volume final. Este procedimento de pesagem foi feito apenas para a agua ultrapura, a
agua deuterada foi adicionada com uma micro pipeta. O calculo de concentragéo foi

efetuado resultando em uma concentragao de 0,26 mol/L. As informagdes sobre o

padrdo estdo descritas no seguinte link: http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/mrc-

descricao/informacoes-de-seguranca-transporte-mrc-8783.pdf.

O método utilizado para a RMNq foi o método de padrao externo conhecido
como PULCON. Benedito (2018) caracterizou amostras de cocaina que foram apre-
endidas pela policia federal utilizando este método. Ele usou a area referente a dife-
rentes sinais em diferentes espectros como base para efetuar um calculo comparando

a area e intensidade dos sinais.

Dessa maneira, ao conhecer a concentragdo da amostra de referéncia junta-
mente com seu pulso de 90° para que estejam corretamente calibradas nos parédme-
tros corretos, as concentragbes das amostras a serem analisadas até entdo desco-

nhecidas podem ser obtidas pela seguinte equacgao:

c KCstd Ix Tx 090x nstd
= * * * E 3
x S Istd Tstd 690std nx

Onde k = fator de corregéo, C = concentracao, | = area do sinal, 690 é o valor
do pulso de 90 e por fim n = numero de transientes. Os indices x representam a amos-

tra e std é referente ao padrao de referéncia.


http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/mrc-descricao/informacoes-de-seguranca-transporte-mrc-8783.pdf
http://www.inmetro.gov.br/metcientifica/mrc-descricao/informacoes-de-seguranca-transporte-mrc-8783.pdf
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise dos espectros

Apos desgaseificacdo das bebidas energéticas escolhidas para esse estudo, os
espectros de RMN de 'H foram obtidos sem e com a supressdo de agua. Para exem-
plificar, foi escolhido o espectro de uma marca analisada para ser apresentado na
Figura 6. Como ¢é possivel observar, os espectros de RMN de 'H mostram que a etapa
de supressao de agua € importante para que que seja possivel observar os sinais, em
particular aqueles que estdo sobrepostos pelo sinal referente aos hidrogénios da
agua. A sequéncia de pulso utilizada na aquisicdo dos espectros de RMN 'H para

suprimir a frequéncia do sinal da agua foi a noesygppr1d.

Figura 6 - Espectros de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) da bebida energética 01 a
25°C. Espectros (A) com a supressao do sinal da agua e (B) sem a supresséao do si-
nal da agua.
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Fonte: Autor
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A analise dos espectros de bebidas energéticas mostrou uma grande quanti-
dade de sinais, especialmente na regiao entre 3-4 ppm que € uma regiao caracteris-
tica das ligagbdes C-H presentes nas moléculas de agucares. Embora o objetivo inicial
desse trabalho fosse quantificar a cafeina presente nas amostras de bebidas energé-
ticas, foi observada a capacidade de identificacdo de outros compostos como a tau-
rina, a niacina, o citrato, o alcool etilico, a sacarose e as duas formas da glicose. A

atribuicdo dos sinais de cada um desses compostos sera apresentada a seguir.

5.1.1. Cafeina pura

A Figura 7 apresenta o espectro de RMN de 'H e a estrutura da cafeina pura
(trimetilxantina, MM 194,19 g/mol). Este espectro foi obtido com o intuito da atribuigao
dos sinais caracteristicos dos seus hidrogénios. E possivel observar o sinal referente
as trés metilas (H-6, H-7 e H-8), entre 3-4 ppm sendo que normalmente metilas sé&o
observadas entre 0,7 — 1,3 ppm. Essa diferenca no valor de deslocamento quimico
esta relacionada ao fato delas estarem ligadas a um nucleo de nitrogénio que possui
uma maior eletronegatividade em relagao ao carbono e, consequentemente, desblinda
o grupo metila. O H-1 esté ligado a uma ligagdo C=C aparecendo em 7,50 ppm, regido
caracteristicas de dupla ligacdo. As integrais de cada sinal também estdo de acordo

com o esperado.

A Figura 7 apresenta o espectro de RMN de '3C juntamente com a estrutura da
cafeina. O espectro foi obtido com cafeina pura, portanto apresenta apenas sinais
referentes aos carbonos da cafeina. Os sinais referentes as metilas estdo na faixa de
ligacoes C-N, algo em torno de 30-65 ppm, mas isto pode variar dependendo do sol-
vente. A faixa de 100-150 ppm corresponde aos sinais das duplas ligagdes, regido na
qual caem as C=C presentes nos anéis da cafeina. Ja as carbonilas representam o
grupo funcional mais desblindado da cafeina, a alta eletronegatividade do oxigénio
somado ao efeito de anisotropia da dupla ligacdo oferecem uma desblindagem mais

eficiente ao carbono ligado diretamente ao O.

As atribui¢cdes e informagdes retiradas dos espectros (Figuras 7 e 8) bem como
as informacgdes de banco de dados estdo descritos na Tabela 2.
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Figura 7 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI3) da cafeina pura a 25 °C.
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Figura 8 — Espectro de RMN de '3C (150 MHz, CDCl3) de cafeina pura a 25°C.
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Através da comparacao dos sinais experimentais obtidos com os descritos nos
bancos de dados, podemos atribuir os sinais para cada atomo de hidrogénio e carbono

presente na molécula da cafeina.

Tabela 2 — Atribuicdo dos sinais de 'H e '3C da cafeina em CDCls.

Sinal o 'H o 'H Multiplicidade Integral d13C d13C
(ppm) | Literatura® Litera-

tura®

1 7,50 7,51 s 1 141,5 141,6
2 --- --- --- --- 148,8 148,7
3 --- --- --- --- 151,7 151,7
4 --- --- --- --- 155,4 155,3
5 - - --- - 107,6 107,5
6 3,98 4,00 s 3 33,6 33,6
7 3,56 3,59 s 3 29,7 29,7
8 3,38 3,41 s 3 27,9 27,9

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

5.1.2. Cafeina em bebidas energéticas

Inicialmente, foi obtido o espectro de RMN de 'H de apenas uma marca comer-
cial com o objetivo de atribuir os sinais dos compostos presentes na mistura e avaliar
se a concentragao de cafeina presente no volume analisado seria alta o suficiente
para a sua detecgcao e, consequentemente, quantificacdo. Os espectros de RMN de
"H e '3C obtidos (Figura 9 e 10, respectivamente) foram analisados, entretanto apenas
com ele nao foi possivel identificar os sinais da cafeina. O fato dos espectros de RMN
da bebida energética terem sido obtidos em um solvente (H20:D20) diferente daquele

obtido para a cafeina padrao (CDCIs) também trouxe incerteza na analise dos sinais.
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Figura 9 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) da marca 01 a 25 °C
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Fonte: Autor

Figura 10 — Espectro de RMN de 3C (150 MHz, 10% D20) da marca 01 a 25 °C.
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Fonte: Autor

Para a identificacdo da cafeina e a atribuicdo dos sinais desse composto na
matriz da bebida, foi necessario o auxilio dos espectros de RMN bidimensionais (RMN
2D).
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Figura 11 — Espectro de RMN de "H-"3C HSQC (600 MHz, 10% D20) da marca 01 a
25 °C.
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Analisando a regiao do sinal pertencente a cafeina em 7,9 ppm e comparando
com as informagdes do banco de dados, esse sinal (indicado na Figura 11) foi atribuido
ao H-1 e o deslocamento quimico 146,3 ppm para o C-1 da molécula. Entretanto, esta
atribuigdo sozinha nao garante a veracidade da atribuigéo tdo pouco confirma a cafe-
ina. Para uma atribuicao inequivoca dos outros sinais da estrutura, foi utilizado o es-
pectro de RMN 2D 'H-13C HMBC (Figura 12).

Pelo fato de a razao isotdpica de carbono ser inferior ao hidrogénio, usou-se o
meétodo de deteccgao inversa, ou seja, o nucleo de carbono menos abundante e con-
sequentemente menos sensivel fica mais proximo a bobina receptora, e o nucleo de
hidrogénio mais sensivel fica mais longe. Esta caracteristica permite fazer experimen-

tos bidimensionais com melhor sinal para o atomo de carbono, entretanto no caso de
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haver pouco analito, o sinal no HMBC fica comprometido. Este tipo de sonda foi capaz
de detectar os sinais referentes a cafeina mesmo em uma baixa concentracao, entre-

tanto foi necessario cerca de 1 dia de aquisigao para chegar nesta sensibilidade.

Figura 12 — Espectro de RMN de 'H-'3C HMBC (600 MHz, 10% D20) da marca 01 a
25 °C.
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Fonte: Autor

No espectro '"H-"3C HMBC obtido para a bebida energética 01 (Figura 12),
pode-se notar a presencga de sinais relativos a cafeina, O H-1 acopla com os C-6, C-
5 e C-2. Este espectro funciona de maneira similar a um quebra cabega pois o C-2
por exemplo, seria capaz de acoplar com o H-7. E o H-7 consegue acoplar com o C-

3 e C-2. O C-3 enxerga o H-7 e o H-8 e desta maneira podemos atribuir cada sinal
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referente a cada nucleo. A atribuicdo completa dos sinais esta apresentada na Tabela
3.

Tabela 3 — Atribuicdo dos sinais: deslocamentos quimicos de 'H, '3C, multiplicidade

e integral da cafeina da amostra 01.

Sinal | & 'H 5 'H Multiplici- Inte- 5 3C HMBC
(ppm) | Litera- dade gral (ppm) H—-C
tura
1 7,90 7,88 s 1 146,3 2,56
2 - - - - 151,8 -—--
3 - - - - 155,7 -
4 --- --- --- --- 159,4 ---
5 - - - - 111 -
6 3,94 3,87 s 3 36,3 1,5
7 3,52 3,37 s 3 32,7 2,3
8 3,34 3,08 s 3 30,8 3,4

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Por meio da analise dos espectros obtidos, o sinal identificado pertencente a
cafeina escolhida para realizar a quantificagao foi o simpleto em 7,90 ppm, referente
ao H-1 ligado a dupla ligagdo C=C do anel de 5 membros. Este sinal ndo apresentou
sobreposicao para nenhuma amostra e, portanto, sera utilizado para a quantificagao

desta espécie nos energeéticos.
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5.1.3. Identificagcao de outras substancias

Taurina

Ao analisar o rétulo do recipiente das amostras, notam-se outras substancias
que seriam interessantes a identificacdo e uma possivel quantificacdo. Um desses

compostos foi a taurina (Figura 13).

Figura 13 — Estrutura quimica da taurina.

0
I 2

D”"f ‘;T““‘“"'/\x\l‘»lH2

o1

Fonte: autor

Com o auxilio de espectros de um banco de dados (disponiveis em:

<https://hmdb.ca/spectra/nmr one d/1277> e < https://hmdb.ca/spec-

tra/nmr_one_d/1218>), os sinais referentes aos atomos de hidrogénio e carbono fo-

ram atribuidos. Ambos os sinais em 3,24 e 3,42 ppm se apresentam como um tripleto,
por conta do acoplamento spin-spin com seus vizinhos, entretanto, nos espectros de
4 das marcas, os sinais da taurina estavam sobrepostos aos sinais dos agucares pre-
sentes na bebida energética. Esse fendmeno nao foi observado apenas para a amos-
tra zero agucar (Figura 14). O sinal em 3,24 ppm no espectro da amostra de bebida
energética sem agucar apareceu com a constante de acoplamento de 6,7 Hz que esta

de acordo com o valor encontrado no banco de dados.


https://hmdb.ca/spectra/nmr_one_d/1277
https://hmdb.ca/spectra/nmr_one_d/1218
https://hmdb.ca/spectra/nmr_one_d/1218
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Figura 14 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) das amostras 01 e 02.
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Fonte: Autor

As atribuicbes dos sinais da taurina foram confirmadas por meio dos espectros
de RMN 2D (HSQC e HMBC) e estao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Atribuigdo dos sinais: deslocamentos quimicos de 'H, '3C, multiplicidade

e integral referentes a taurina da amostra 01.

Sinal | d'H 5 'H J Multiplici- Integral | &3 oM HMBC
(ppm) | Literatura® | (Hz) dade Literatura®* | H—-C

1 3,25 3,25 6,6 Tripleto 50,3 50,3 2

2 3,42 3,42 6,7 Tripleto 38,4 38,3 1

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Os valores referentes aos sinais H-1, H-2, C-1, C-2 encontrados estao de

acordo com as comparagdes feitas pelo banco de dados, e ndo deixam duvida de que
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estes sinais sao realmente da taurina. Os valores de J foram medidos usando o es-
pectro da amostra sem agucar, pois havia menos sobreposi¢ao no H-2 e nenhuma no
H-1.

Niacina

Além da taurina, a niacina (Figura 15) é adicionada na composi¢céo da maioria
das bebidas energéticas.

Figura 15 — Estrutura quimica da niacina.
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Fonte: autor

Na Figura 16, esta apresentada a expansdo do espectro de RMN de 'H da
bebida energética de marca 01 cuja regido é possivel observar os sinais relativos a
molécula da niacina. Os sinais atribuidos a niacina apresentam uma diferenca nos
valores de deslocamento quimico quando comparados as informacdes do banco de
dados (Tabela 5). Isso deve ter ocorrido devido a diferenga de matrizes em que se
encontram as amostras. Os sinais do banco de dados sao referentes a niacina pura
(50 Mm) em agua, ja no caso dos dados experimentais, embora o solvente seja o
mesmo (H20), outras moléculas presentes na mistura podem afetar o ambiente qui-
mico da niacina. Nao foi possivel atribuir os sinais referentes a niacina pelo espectro
de RMN 2D "H-"3C HBMB, pois o analito ndo estava em concentragao suficiente para
ser detectado. A identificacdo desta espécie foi feita através do banco de dados e da
integracéo dos sinais. Como os sinais referentes aos nucleos de hidrogénio sao pro-
porcionais a area do sinal do H da substancia, a integragdo pode nos dar uma infor-

macao valiosa acerca da proporc¢ao de hidrogénios. Como os sinais referentes a nia-
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cina sao pertencentes ao seu anel aromatico e cada um deles possui apenas 1 hidro-
génio, a integracédo de todos os sinais deram proximos a 1, o que indica que estes

sinais realmente pertencem aos nucleos de hidrogénio da molécula.

Figura 16 — Expansao de espectro de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) da amostra
01.
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Fonte: Autor

Tabela 5 — Atribuigdo dos sinais de 'H, '3C, constante de acoplamentos, multiplici-

dade e integral referentes a molécula da niacina.

Sinal o 'H o 'H J(Hz) | J(Hz) | Multipli- | Inte- o
Literatura® Litera- cidade gral
tura*
1 9,05 8,94 2,1 2,2 S 1 147.,6
2 8,56 8,26 8,1 dt 1 143,3
1,9
3 7,86 7,53 8,0 8 dd 1 128,6
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5,1 5
4 8,81 8,61 5,4 50 dt 1 151,1
1,5 1,7

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Ao se analisar os espectros obtidos para todas as marcas de bebidas energé-
ticas, pode-se observar nos sinais atribuidos a niacina o acoplamento dos hidrogénios
no anel aromatico (Figura 16). Os valores estao diferentes dos da literatura devido a
composi¢cdo da matriz, que pode interferir diretamente na anisotropia magnética do
analito em questédo. O hidrogénio na posi¢cdo 1 é um Simpleto, o0 que comprova que

este atomo n&o possui vizinhos indicando que possa ser o H-1.

O hidrogénio na posi¢ao 2 € um duplo tripleto. O maior acoplamento com valor
de 8,1 Hz é resultante do acoplamento do H-2 com o H-3 em posig¢ao -orfo. O menor
valor de acoplamento provavelmente é referente ao acoplamento -meta do H-2 com
os hidrogénios H-1 e H-4. Infelizmente nao ha informagdes no banco de dados sobre

os acoplamentos deste H-2.

Ja o hidrogénio H-3 acopla com os hidrogénios H-2 e H-4 (em posig¢ao -orto),
dando origem a uma multiplicidade de duplo dupleto. O H-3 acopla com H-2,4 com um
valor de 8,0 Hz. O H-3 também acopla com o H-1 em posi¢ao para, mas nao aparece
este valor de acoplamento no espectro, devido a ser um valor pequeno haver pouco

analito.

Para o hidrogénio 4 que possui uma multiplicidade de duplo tripleto por conta
do seu vizinho seguindo o tridngulo de pascal e do seu acoplamento. Ele acopla com
H-3 em orto dando origem a um acoplamento de 5,4 Hz, e com o H-1 e H-2 em posicéo

meta com um valor de J de 1,5 Hz.

Acucares

Na Figura 17, esta apresentada a expanséo do espectro de RMN de 'H da

bebida energética de marca 01, na regiao entre 3,0 e 5,0 ppm. Os sinais assinalados
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sao referentes aos agucares presentes nas amostras. Nas 5 marcas escolhidas, te-
mos a presenca de apenas 3 moléculas de carboidratos: sacarose, alfa- e beta-gli-

cose.

Figura 17 — Expansao do espectro de 'H (600 MHz, 10% D20) da amostra 01: sinais

nao sobrepostos de agucares.
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Fonte: Autor

Pelo fato de ser uma regiao caracteristica de carboidratos, varios sinais dos
agucares estao sobrepostos. Porém, apesar de alguns sinais dos agucares estarem
sobrepostos, a analise dos espectros de RMN 2D permitiu a identificacdo de cada

nucleo de hidrogénio dessas moléculas.

Os carboidratos descritos nos rétulos das amostras dizem respeito aos aguca-
res adicionados. Um deles é a sacarose, que se trata de uma molécula de glicose
ligada por uma ligagao glicosidica a uma molécula de frutose (Figura 18). Os sinais
referentes a esta molécula estao descritos na tabela 6.



Figura 18 — Estrutura quimica da sacarose.

Fonte: autor
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Tabela 6 — Atribuigdo dos sinais de 'H, 3C, constantes de acoplamento, multiplicida-

des e integrais referentes a molécula da sacarose.

Sinal | & 'H o 'H J (Hz) J(Hz) | Multipli- | Inte- | 8'3C | HMBC
(ppm) | Litera- Litera- cidade | gral H—-C
tura® tura®

1 5,39 5,40 3,90 3,9 d --- 95 2,511
2 3,55 3,55 --- --- --- --- 75,4 1,3
3 3,75 3,75 --- --- --- --- 75,6 24
4 3,46 3,46 --- --- --- --- 72,5 3,5
5 3,83 3,87 --- --- --- --- 74,1 1,4,6
6 3,75 3,82 --- --- --- --- 63,1 5
7 4,20 4,21 8,8 8,6 d --- 79,4 1,9,12
8 4,04 4,04 8,6 8,7 t --- 77 17,9,10,1
9 3,75 3,75 --- --- --- --- 84,2 8,1
10 3,82 3,82 --- --- --- --- 65,6 8,9
11 --- --- --- --- --- --- 106 | 1,7,9,12
12 3,67 3,67 --- --- s --- 64,3 7,1

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Outro acucar identificado foi a glicose. A a-glicose se diferencia da sua forma

beta por intermédio de um unico carbono. A glicose pode ser encontrada em sua forma

aberta, entretanto quando ela fecha um ciclo em sua proépria estrutura, o carbono 1 se
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torna um centro assimétrico, onde a hidroxila pode estar orientada para dentro e fora

do plano.

A a—glicose possui o grupo hidroxila ligado ao C-1 (Figura 19) para tras do plano
(ligagao tracejada). Esta diferenca entre as formas da glicose concede a elas diferen-

tes ambientes quimicos e consequentemente diferentes deslocamentos quimicos.

Figura 19 — Estrutura quimica da a—glicose.

Fonte: autor

Como a quantidade de agucares € muito superior a das demais substancias
presentes na amostra (com a excegao da propria agua), seus sinais surgem de ma-
neira bem intensa principalmente entre 3-4 ppm. Essa € uma regido de alta sobrepo-
sicéo, o que dificulta a atribuigdo dos demais sinais dessa regido, como as metilas 6,7

e 8 da cafeina (Figura 9).
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Tabela 7 — Atribuigdo dos sinais de 'H, 3C, constantes de acoplamento, multiplicida-

des e integrais referentes a molécula da a—glicose.

Sinal | 6'H o 'H J (Hz) J (Hz) Multipli- | Inte- | &' | HMBC
(ppm) | Litera- Litera- cidade gral H—-C
tura* tura*

1 5,22 5,22 3,8 3,7 d 1 94,8 2,5
2 3,52 3,52 --- --- --- --- 75,4 1,3
3 3,75 3,72 --- --- --- --- 75,8 24
4 3,39 3,39 --- --- --- --- 72,6 3,5
5 3,83 3,82 --- --- --- --- 744 | 14,6
6 3,88 3,88 --- --- --- --- 63,6 5

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Os sinais referentes a alfa glicose estdo descritos na Tabela 7. Devido as so-

breposicdes de sinais no espectro de RMN de 'H, os sinais dos aglcares s6 foram
identificados com a ajuda dos espectros de RMN 2D (HSQC e HMBC) e dos bancos

de dados. As multiplicidades dos sinais também se mostraram dificeis de observar,

sendo possivel apenas observar a multiplicidade do H-1 que esta vizinho a 1 hidrogé-

nio (H-2). A outra conformacgao da glicose é f—glicose, cuja estrutura esta apresentada

na Figura 20 e seus respectivos sinais descritos na Tabela 8. Inicialmente, a diferen-

ciacao da forma alfa da beta foi feita através do banco de dados, e desta maneira os

sinais referentes a cada conformacao foi diferenciado com o RMN 2D.

Figura 20 — Estrutura da quimica da B—glicose

Fonte: autor
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Tabela 8 — Atribuigdo dos sinais de 'H, 3C, constantes de acoplamento, multiplicida-

des e integrais referentes a molécula da f—glicose.

Sinal | & 'H do'H J (Hz) J (Hz) Multipli- | Inte- | 3" | HMBC
(ppm) | Litera- Litera- cidade gral H—-C
tura® tura®
1 4,63 4,63 8,0 8,0 d 1 98,8 2,5
2 3,23 3,23 8,1 8,1 dd --- 78,8 1,3
9,2 9,2
3 3,47 3,52 - - - - 78,9 2,4
4 3,39 3,40 --- - --- --- 75,5 3,5
5 3,46 3,46 --- - --- --- 78,8 | 1,4,6
6 3,80 3,82 --- - - - 63,1 5
Human Metabolome*
Fonte: Elaborada pelo autor
Etanol

Quando a molécula de glicose passa por um processo chamado fermentacgao,

ha a producao de etanol (CH3CH20H). Devido a sobreposigao de sinais (figura 21),

esta molécula também foi analisada através dos espectros de RMN 2D e o auxilio de

banco de dados. Os sinais referentes a ela estdo descritos na seguinte Tabela 9.
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Figura 21 - Comparagao de espectros de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) das

amostras 01 e 02.

Sinais etanol Sem agucar

&

Com acgucar

3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 24 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 ppm

Fonte: Autor

Tabela 9 — Atribuigdo dos sinais de 'H, 3C, constantes de acoplamento, multiplicida-

des e integrais referentes a molécula de etanol.

Sinal | 8 'H o5 'H J(Hz) | J(Hz) Multiplici- Inte- | 8" | HMBC
Litera- Litera- dade gral H—-C
tura® tura®
1 1,17 1,17 7.1 7,1 t 3 19,8 2
2 3,64 3,65 7,1 7,1 q 2 60,6 1

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

Por conta da sobreposicdo dos sinais e devido a quantidade de carboidrato
presente na amostra com agucar, o sinal referente ao hidrogénio 2 fica sobreposto e,
portanto, n&o é possivel verificar o valor do J (Hz), entretanto a amostra zero agucar

permite uma visualizagdo desta regido do espectro. A comparagdo com um espectro
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de um banco de dados permitiu visualizar os sinais correspondentes ao etanol junta-
mente com os acoplamentos dos hidrogénios descritos na tabela 9 confirmaram a

presenca de etanol na amostra com e sem acgucar.

Citrato de sodio

O citrato de sdédio (Figura 22) pode ser usado como um aditivo alimentar ou

como conservante e esta presente em todas as amostras analisadas.

Figura 22 — Estrutura quimica do citrato de sodio

O 0™ "Na

Fonte: autor

O citrato de sédio, embora tenha um centro simétrico localizado no C-3 os H’s
no C-2 caem em deslocamentos quimicos distintos. Os hidrogénios presentes na mo-
lécula sdo diastereotdpicos, ou seja, ndo sao equivalentes, eles aparecem em dife-
rentes deslocamentos quimicos no espectro de RMN, eles se dividem com uma cons-
tante de acoplamento geminal. Este carbono C-2 € pré-quiral, ou seja, se fizer uma
substituicdo de um dos hidrogénios, o carbono se torna um centro assimétrico quiral,
esta diferenca entre os hidrogénios pode ser visualizada na Figura 23 e seus sinais
estdo na tabela 10.



Figura 23 - Espectro de "H ampliado no sinal do citrato de sédio (600 MHz, 10%

D20).

Sinais citrato de sddio

1

3.0 29

T T T T \ T 1
37 36 35 34 33 32 31

T T T
28 27 26 25 24 23 22

Fonte: Autor
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10 — Atribuicdo dos sinais de 'H, '3C, constantes de acoplamento, multiplicidades e

integrais referentes a molécula de citrato de sédio.

Sinal o 'H o 'H J(Hz) | J(Hz) | Multipli- | Inte- oM
Literatura® Litera- cidade gral
tura®
1 --- --- --- - - - 177,6
- 2,91 2,66 15,6 --- d 2 46,6
2-B 2,78 2,52 15,6 --- d 2
- --- --- --- --- - 76,9
4 --- --- --- - - - 1814

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor

As diferencas entre os sinais obtidos experimentalmente e os da literatura po-

dem ser devido ao efeito que a matriz causa no analito, isto &, o efeito que a anisotro-

pia magnética da matriz pode interferir na anisotropia magnética do analito.
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Acido benzoico

O acido benzoico pode ser adicionado em alimentos como um conservante,

sua estrutura esta representada na Figura 24.

Figura 24 — Estrutura quimica do acido benzoico.

Fonte: Autor

Trata-se de um acido carboxilico aromatico. Ha 2 hidrogénios equivalentes na
molécula, o que nos diz que havera apenas 3 sinais provenientes dos ntcleos de 'H

da molécula.

Os H-1 e H-2 se apresentam como um tripleto e o H-3 aparece como um du-
pleto. Um ponto a se levar em consideragéo € que esta molécula sé foi identificada
nas amostras 3, 4 e 5, o que leva a deduzir que a adicdo deste composto pode variar

dependendo do fabricante (Figura 25).

Nao ha valores referentes aos deslocamentos quimicos de carbono, pois os
espectros de RMN de '3C n&o foram obtidos para estas amostras. Por conta do tempo
necessario para a aquisigao, os espectros de RMN 2D (HSQC e HMBC) foram obtidos
apenas para a amostra 01. Assim, nao foi possivel identificar os sinais de carbonos

dessa molécula.
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Figura 25 - Espectros de 'H (600 MHz, 10% D20) das amostras 01-05.

hmostra 01
= B e
ﬂ Amostra 02

Amostra 03

.
J Amostra 04 _/\AA

M

*

-

=

Amostra 05

i

I
l
h

' Sinais do acido benzéico

T T T T T T T T T T T
805 800 795 790 78 780 775 770 765 7.60 755 750 ppm

Fonte: Autor

A identificacdo do acido benzoico foi feita apds a comparacao dos sinais com
um banco de dados. Outro método utilizado para a identificagdo dos sinais de 'H da
molécula de acido benzoico foi comparar as multiplicidades e integrais, uma vez que
nao foi observada sobreposicao destes sinais. Apds levar estes aspectos em conside-
racao, os sinais em aproximadamente 7,65, 7,52 e 7,99 ppm foram atribuidos aos H’s

do anel aromatico e as informacdes obtidas estdo na Tabela 11.

Tabela 11 — Atribuicédo dos sinais de 'H, 3C, constantes de acoplamento, multiplici-

dades e integrais referentes a molécula de acido benzoico.

Si- o 'H o 'H J(Hz) | J(Hz) | Multipli- | Inte- 513
nal Litera- Litera- | cidade | gral | Litera-
tura* tura* tura®
1 7,65 7,54 7,5 7,3 t 2 133,9
2 7,52 7,47 7,4 7,3 t 1 130,9
3 7,99 7,86 7,8 7,1 d 2 1314
4 — — — — — — —
5 — — — — — — —

Human Metabolome*

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2.Quantificagao de cafeina das amostras comerciais

Cafeina

O primeiro passo para realizar a quantificagdo da cafeina nas amostras comer-
ciais foi a analise de todos os espectros obtidos. Ficou evidente que o melhor sinal
para a quantificacdo da cafeina foi o sinal em aproximadamente 7,90 ppm que per-
tence a um hidrogénio ligado a uma ligagdo C=C. Esse sinal foi escolhido pelo fato de
nao haver sobreposicdo com nenhuma outra substancia. Os espectros mostram que
ha poucos sinais nesta regiao e praticamente nenhuma sobreposi¢cédo. Apos descartar
a possibilidade de interferéncia, os sinais relativos a cafeina foram integrados manu-
almente e, entédo, usando o método PULCON foram feitas suas respectivas quantifi-

cacoes.

As matrizes das amostras sao diferentes e podem ser capazes de alterar alguns
deslocamentos quimicos. O sinal em 7,90 ppm, referente ao simpleto pertencente ao
H-1 da cafeina, foi observado nas 5 amostras analisadas com uma pequena variagao

no deslocamento quimico (Figura 26).

Figura 26 - Espectros de 'H (600 MHz, 10% D20) ampliados no sinal da cafeina

usado na quantificagcao.

Amostra 04

Amostra 05 AA‘A(
A x JU U L

L

Amostra 03 M ( ”
J, N
Amostra 02 J

L_ama
Mo

T T T T T T T T T T T T
815 810 805 800 795 790 78 780 775 770 765 7.60 ppm

}

Amostra 01

{

Fonte: Autor
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Ajustando a equagao (3), temos uma equagao que correlaciona a concentragao

do analito com a concentragao do padréo.

_RGstd Ax Nstd Tx 090x

Cx = —pex *ZAstd” NX " Tsed 090sca " ¢St

Onde, C: concentracdo, RG: ganho do receptor, A: area do sinal, N: n° de nu-
cleos, T: temperatura, 890: valor do pulso de 90°. X é referente ao analito e std refe-

rente ao padrao.

Substituindo os valores para uma replicata, obtemos o valor

8 2217831,63 6 298 11,26 mol
* 0,260 —— = 1,397 mmol /L

Cx = * * — % *
20,2 251199322,5 1 298 11,01 L

Este valor obtido € para a amostra diluida no solvente deuterado 10%, fazendo

um simples calculo de C1V1=C2V2, temos que:

Cx = 1,397 % 0,55 _ 1537 mmol
=705 T L

O préximo passo é transformar esta concentracéo obtida em massa por vo-

lume:

1,537mmol 194,19g 1 mol 1L 1000 mg
= * * * *
L 1mol 1000 mmol 4 *250mL 1g

Cx = 74,6 mg/250 mL

O calculo descrito anteriormente foi feito para os demais sinais. Para cada
amostra, foi feita uma analise em triplicata. Os resultados obtidos estdo na Tabela 12.

Tabela 12 — Concentracado de Cafeina nas amostras de bebidas energéticas.

Amostra [Cafeina] (mQ) Média (mg) Rétulo (mg) | Desv. Pad | C.V
74,6
Marca 01 73,6 748 +1,3 80 1,16 1,55
76,0
74,1
Marca 02 75,0 74,7 £0,7 80 0,58 0,78
75,2
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74,2
Marca 03 75,8 749+10 81,25 0,87 1,16
75,6
71,5
Marca 04 70,2 69,9+20 80 1,76 2,51
68,0
79,3
Marca 05 75,2 792+44 80 3,91 4,94
83,1

Valores para 250 mL
Fonte: Elaborada pelo autor

Considerando as concentragdes descritas nos rétulos, a média das triplicatas
mostra que as bebidas atendem as normas impostas pela Anvisa, que permite um
maximo de 85,7 mg/250 mL. O unico valor encontrado que bate com o valor do rétulo
foi o da marca 05, os demais valores ficaram abaixo do descrito nos rétulos, 6,5%,
6,6%, 8,1% e 12,6% para as amostras 01, 02, 03 e 04 respectivamente. Em todas as
marcas analisadas, tanto o desvio padrdo quanto o CV ficaram abaixo de 5 indicando

assim que as medidas possuem alta consisténcia e precisao.

5.3.Quantificagao simultanea de outras substancias.

Com o intuito de demonstrar a viabilidade de realizar a quantificagao simultanea
de outras substancias, além da cafeina, em misturas complexas, como é o caso de
bebidas energéticas, a seguir serao apresentados os resultados de quantificagéo dos

compostos anteriormente identificados.

Taurina

A taurina € um aminoacido nao essencial normalmente adicionado em bebidas
energéticas por conta das suas propriedades estimulantes e a capacidade de melho-

rar a resisténcia fisica e mental.
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Como descrito anteriormente, a identificagdo da taurina nas amostras foi feita,
entretanto seus sinais estao sobrepostos pelos sinais dos agucares. Em uma tentativa
de quantificagdo com o sinal mesmo sobreposto, foi utilizada a propor¢édo do sinal

descrito pelo tridngulo de Pascal.

O triangulo de Pacal segue a regra n+1, sendo cada entrada a soma dos dois
acima, a direita e a esquerda. O sinal de RMN é regido pelo tridngulo de Pascal que
também dita as intensidades. Por exemplo, em um dupleto, o desdobramento das
duas linhas é praticamente igual em tamanho e em area do sinal. Ja em um tripleto,
temos uma proporgao de 1:2:1. Esta propor¢ao foi usada em uma tentativa de realizar
uma quantificagdo usando a parte da linha tracejada (Figura 27) que corresponde a 74

da area do sinal da taurina. O sinal escolhido para a quantificacédo foi o de 3,25 ppm.

Figura 27 - Espectros de RMN de 'H (600 MHz, 10% D20) ampliado das amostras

01 e 02 no sinal da taurina usado na quantificagao.

Sem aglcar

Singleto 1
Dubleto 1 1
Tripleto 1 2 1

Com aglcar

N

T T T T T T T T T T
3.34 3.32 3.30 3.28 3.26 3.24 3.22 3.20 3.18 ppm

Fonte: Autor
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A quantificagao foi realizada usando o mesmo calculo usado para a cafeina, a

unica diferenca foi levar em conta a diferenca explicada acima e a quantidade de nu-

cleos que dao origem ao sinal, que no caso é referente a dois hidrogénios.

Tabela 13 — Concentracido de Taurina nas amostras.

Amostra

[Taurina] (mg) Média (mg)

Rétulo (mg)

Desuv.
Pad

CV

Marca 01

1185,4

1138,5

1162,7 + 26,6

1164,3

1000

23,52

2,02

Marca 02

998,3

1010,2

1012,8 + 18,2

1030,1

1000

16,08

1,59

Marca 03

1246,2

1228,3

1196,9 + 79,8

1116,1

1000

70,52

5,89

Marca 04

1091,7

1071,9

1077,7 £ 14,5

1067,8

1000

12,78

Marca 05

1195,4

1108,3

1193,4 + 95,2

1276,6

1000

84,16

7,05

. Valores para 250 mL

Fonte: Elaborada pelo autor

Como explicado anteriormente, o sinal que sobrepde o da taurina em 3,25 ppm

€ pertencente a molécula da B-glicose. Aaproximacgao do tridngulo de pascal ndo apre-

sentou resultados satisfatérios (Tabela 12). As amostras 01, 03, 04 e 05 que contém

acgucar tiveram valores excedentes levando-se em conta o intervalo de confianca, o

que descarta a possibilidade da utilizagdo desta aproximacado para as amostras de

energéticos estudados. As amostras 01, 03, 04 e 05 apresentaram um erro relativo de
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14%, 16,4%, 7,2% e 16,2% e dessa forma mostra uma disparidade dos valores obti-
dos com o valor de referéncia do rétulo, evidenciando ainda mais o descarte dos va-

lores obtidos.

Para a marca 02 que n&o contém agucar, os resultados obtidos apresentaram
uma boa resposta estando dentro do intervalo de confianga, vale ressaltar que como
nao ha sobreposi¢cdo do sinal da taurina em 3,25 ppm, o valor da integral utilizado foi

o total levando em conta todo o tripleto do sinal.

Niacina

A niacina, possui uma agao no metabolismo energético importante para a repa-
racdo do DNA. Ela se mostrou presente em todas as marcas analisadas. Os sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos néo apresentaram nenhuma sobreposi¢céo no
espectro de 'H-"3C HSQC, entdo qualquer um dos sinais poderia ser usado na quan-
tificacdo. Entretanto, foi escolhido o sinal em torno de 9,05 ppm que se apresenta
como um simpleto. Na Tabela 14, temos os resultados de quantificacdo obtidos para

a niacina.

Tabela 14 — Concentracado de niacina nas amostras.

Amostra [Niacina] (mg) Média (mg) Rétulo (mg) Desv. CV
Pad

16,8

Marca 01 15,3 15,9+0,9 16 0,80 |5,05
15,6
7,3

Marca 02 8,5 8,1+0,7 8,5 0,65 |7,88
8,4
23,0

Marca 03 24,5 23,5+0,9 20 0,83 |3,52
23,1
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14,1
Marca 04 13,9 14,0+ 0,1 16 0,09 0,63
14,0
13,3
Marca 05 12,0 13,7+ 2,1 16 1,84 13,4
15,7

Valores para 250mL

Fonte: Elaborada pelo autor

As amostras 01 e 02 apresentaram valores proximos aos rétulos levando em
consideracgao o intervalo de confianga, entretanto as amostras 03, 04 e 05 apresenta-
ram um erro relativo de 14,9%, 14,3% e 16,8% respectivamente, mostrando que os

valores obtidos estdo bem distantes dos descritos nos roétulos.

Foram observadas diferentes concentragdes para a niacina nas 5 amostras
analisadas, mostrando que a adigao de niacina pode variar conforme o fabricante.
Embora os calculos tenham apresentados bons desvios padrdes, alguns C.V deixam
a desejar por estarem em um valor acima de 5. A quantificagdo deste composto mostra
que a RMNq possui sensibilidade o suficiente para detectar concentragdes pequenas
como 0,064 mg/mL (valor obtido ao dividir a massa encontrada da marca 01 pelo seu

volume).

Acucares

As concentragbes obtidas para os agucares (sacarose, a- e B-glicose) estao
descritas nas tabelas 15, 16 e 17. A amostra 02 ndo apresentou resultados, pois se
trata de um energético zero acucar. Para os agucares, o rotulo cita apenas a quanti-

dade dos agucares totais e ndo as concentragdes individuais de cada acgucar.



Tabela 15 — Concentracdo de sacarose nas amostras.
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Amostra [Sacarose] (9) Média (g) Desv. Pad CV
10,16
Marca 01 10,21 10,17 £ 0,036 32,03 0,31
10,15
Marca 02 - - - -
13,04
Marca 03 13,05 13,02 £ 0,065 58,05 0,45
12,95
2,03
Marca 04 2,00 2,02+£0,02 17,89 0,45
2,03
10,07
Marca 05 9,58 10,05 £ 0,515 455,02 4,53
10,49
Valores para 250 mL
Fonte: Elaborada pelo autor
Tabela 16 — Concentragéo de a- glicose nas amostras.
Amostra [a- glicose] (9) Média (g) Desv. Pad | C.V
3,55
Marca 01 3,58 3,56 £0,0 20 17,83 0,50
3,55
Marca 02 -—- - --- -
3,2
Marca 03 3,19 3,19 + 0,004 3,36 0,11
3,19




5,15
Marca 04 5,13 5,16 + 0,045 40,23
5,20

0,78

3,43
Marca 05 3,24 3,41+0,19 171,71
3,58

5,03

Valores para 250 mL

Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 17 — Concentragéo de Bglicose nas amostras.

Amostra [B- glicose] (g) Média (g) Desv. Pad

CV

6,24
Marca 01 6,27 6,29 = 0,065 58,09
6,35

0,92

Marca 02 --- --- -

Marca 03 5,69 5,62 +0,0 69 60,67

1,08

Marca 04 8,91 8,97 0,13 116,74

1,30

Marca 05 5,60 5,90 + 0,456 402,85

6,82

Valores para 250 mL

Fonte: Elaborada pelo autor
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As amostras apresentaram bons desvios padrées e C.V. Entretanto, a soma
das quantidades de agucares quantificados ficou muito abaixo das descritas nos rotu-
los conforme esta representado na Tabela 18, o que indica uma possivel presenca de

um ou mais agucares néo identificados.

Tabela 18 — Concentracido de acucares nas amostras.

Amostra Média (g) Rétulo
(9)
Marca 01 20 27
Marca 02 - -
Marca 03 21,83 28,75
Marca 04 16,15 22
Marca 05 19,36 27

Valores para 250 mL

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os valores de etanol presentes nas amostras nao estao descritos nos rotulos

e, portanto, ndo temos um valor de referéncia. As amostras apresentaram um bom

desvio padrédo, mas para o C.V a marca 05 mostrou um valor acima de 5 (Tabela 19).

Tabela 19 — Concentracao de etanol nas amostras.

Amostra

[Etanol] (mg)

Média (mg)

%

Desv. Pad

CV

Marca 01

88,7

88,6

88,7 £ 0,05

88,7

0,04

0,04

0,05

Marca 02

99,0

99,4

100,2+2,0

102,3

0,05

1,78

1,77

Marca 03

272,3

274,6

2725+2,.2

270,7

0,14

1,95

0,72

Marca 04

78,3

78,1

78,4+0,3

78,7

0,04

0,27

0,35

Marca 05

72,8

69,7

73,649

78,2

0,04

4,33

5,88

Fonte: Elaborada pelo autor

Valores para 250 mL

Apesar de conter etanol nas bebidas energéticas, elas ndo sdo consideradas

bebidas alcodlicas. De acordo com a resolugdo RDC n° 42 de 2009 da ANVISA, as

bebidas nao alcodlicas podem conter concentracdes de até 0,5%, portanto, apesar de

ter etanol proveniente da fermentacédo de agucares em sua composicéo, o teor alcoo-

lico delas ndo é o suficiente para ser considerado uma bebida alcodlica. Em alguns
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casos, o etanol pode ser adicionado para aumentar a solubilidade de alguns ingredi-
entes ativos, pode ser usado para a estabilizagéo e conservagao de ingredientes e

processos de fabricagao especificos podem adicionar etanol

Citrato de sodio

Diferente do etanol, a presenca de citrato de sddio esta descrita nos rétulos de
todas as amostras analisadas. As quantidades presentes em cada uma delas estao
descritas na Tabela 20. Com exce¢do da marca 05, todas as outras apresentaram
desvios padrdes e CV abaixo de 5, mostrando assim uma baixa variabilidade, levando-

se em consideracao os dados obtidos.

Tabela 20 — Concentracao de citrato de sédio nas amostras.

Amostra [Citrato de sédio] (mg) Média (mg) Desv. Pad | C.V
2117,7
Marca 01 2111,2 2106,7 + 15,58 13,77 0,65
2091,3
2191,2
Marca 02 2216,1 2219,6 + 34,28 30,29 1,36
2219,6
2004,1
Marca 03 1998,8 1996,1 + 10,90 9,63 0,48
1985,4
21748
Marca 04 2169,1 2175,7 £+ 7,97 7,05 0,32
2183,1
1642,4
Marca 05 1557,6 1661,0 £ 113,90 6,86
1783,1 128,89

. Valores para 250ml




Os rotulos dos energéticos, embora relatem a presencga de acidulantes, ndo
dizem qual o teor e tampouco suas quantidades. O presente trabalho mostra presenca
do citrato de s6dio em bebidas energéticas. Todas as amostras apresentam uma quan-

tidade parecida de citrato de sédio, indicando que se trata de um padrao entre diversas

marcas.

Acido benzoico

A quantificacdo desta espécie so foi possivel ser efetuada nas amostras 3, 4 e

5, evidenciando que a marca RedBull ndo adiciona este composto em nenhum dos

Fonte: Elaborada pelo autor

seus energéticos (marcas 01 e 02).

Tabela 21 — Concentracao de acido benzoico nas amostras.

Amostra [Ac. benzoico] (mg) Média (mg) Desv. Pad | C.V
Marca 01 -—- - - -
Marca 02 -—- - - -
37,2
Marca 03 38,0 37,4 + 0,66 0,58 1,56
36,9
52,0
Marca 04 51,6 51,4 £ 0,76 0,67 1,31
50,7
71,3
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Marca 05 69,2 72,6 + 4,66 4,12 5,68
77,2
Valores para 250 mL

Fonte: Elaborada pelo autor

Os rétulos das amostras que contem esta substancia indica apenas a presenca
delas, n&o estando disponivel o teor e nem a concentragéo dela. Analisando a Tabela
21, vemos que as amostras apresentam bons desvios padrboes e C.V com a excegao

da amostra 5, mostrando a precisao das triplicatas das amostras.

O presente trabalho teve como objetivo analisar e quantificar a cafeina presen-
tes em bebidas energéticas. A metodologia atingiu ndo so estes objetivos, com ela foi
possivel identificar e quantificar diversos componentes presentes nas matrizes das

amostras.

Um trabalho ja citado aqui, elaborado por Ribeiro (2018) identificou boa parte
dos ingredientes da matriz, entretanto nao fez a quantificacdo de todos eles, se limi-
tando apenas a cafeina e taurina. Este trabalho teve como objetivo n&o s6 a identifi-

cacao dos componentes das matrizes, mas também a quantificacao destes.

Um ponto a se destacar é que a amostra 02 em praticamente todos os resulta-
dos obtidos de quantificagcdo apresentou valores altos para o coeficiente de variacao,
indicando assim que as medidas realizadas ndo apresentaram boa precisao. E notavel
a diferenca entre os valores obtidos nas triplicatas. Uma explicacdo para este este
fendmeno € a possibilidade de erro no preparo da amostra ou durante a transferéncia

do volume da amostra para o tubo de RMN.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou uma metodologia que demonstrou a viabilidade
de identificar e quantificar a cafeina em bebidas energéticas, juntamente a outros com-
postos. Para alcangar este objetivo, em particular a identificagdo dos sinais dos com-
ponentes da mistura, realizou-se uma extensa busca em banco de dados e revisao de
artigos que empregaram esta técnica para a quantificagdo de diversos compostos.

A analise quantitativa da cafeina revelou que todos os desvios padroes e CV
estao abaixo de 5, indicando que os dados obtidos estdo bem proximos a média, o
que sugere consisténcia e precisdo nas medidas. Em 4 amostras, os valores de cafe-
ina estdo abaixo dos indicados nos rétulos, mas dentro do limite permitido pela AN-
VISA.

Nem todas as substancias presentes nas bebidas energéticas puderam ser
identificadas, pois a baixa concentracdo nao permitiu a analise por RMN 2D. Além da
cafeina, outras 8 substancias foram identificadas e quantificadas com baixos valores
de desvio padrdo e CV abaixo de 5. S&o elas: taurina, niacina, sacarose, o- e p-gli-
cose, etanol, citrato de sodio e o acido benzoico. Para alguns casos, os resultados
nao puderam ser comparados com um valor rotulado, pois a embalagem apenas in-
dica a presenca da substancia e ndo a quantidade. Em alguns casos, o deslocamento
referente aos sinais estava um pouco deslocado, mas este efeito pode ser devido ao
efeito que a matriz causa nos analitos.

Este estudo demonstra a eficacia da RMNg como uma poderosa ferramenta
para analise de misturas complexas, podendo assim ter aplicagcdes significativas em
varias areas, desde o controle de qualidade até a pesquisa e desenvolvimento de
produtos. Entretanto, € importante conhecer algumas limitagdes inerentes a técnica,
como a baixa sensibilidade as condi¢bes experimentais, pois os demais componentes
presentes em bebidas energéticas, tais como as vitaminas B2, B5, B6 e B12, n&o pu-

deram ser quantificados.
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