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ABSTRACT

Taurine and caffeine are the constituents present in energy drinks for the purposes of
stimulating the central nervous system and intensify cardiac activity, improving sports
performance, concentration level and general well-being. On the other hand, the high
consumption of this drink can cause undesirable symptoms, such as anxiety, insomnia,
tremor, arrhythmia, tachycardia and other undesirable effects. Therefore it is very
important to monitor the presence and also the amount of caffeine and taurine added to
energy drinks, in order to ensure that the levels in the final product are in compliance with
the applicable legal limits and the contents displayed on the product label. The objective of
this study was to optimize and validate a method for the simultaneous determination of
caffeine and taurine, using multivariate statistical techniques. The method uses capillary
with extended bulb 50 um d. i x 72 cm effective length, using as electrolyte benzoic acid
16,198 mmol.L" with surfactant SDS 39,9 mmol.L™", pH 7,26, 25 °C, hydrodynamic
injection of 50 mbar for 5 to voltage run (30 kV), detection at UV-Vis and run time of 12
min. The method showed acceptable validation parameters according to ANVISA. The
average caffeine concentration in the 73 samples analyzed varied between 16,68 and
34,64 mg / 100 ml and taurine varied between 188,97 and 614,19 mg / 100 ml.
Considering the confidence intervals (95%), it was found that 68% of the samples had less
than caffeine content declared on the label and 19% of the samples had taurine content
below the stated on the label. Also through the confidence interval (95%), it was found that
any sample had caffeine content higher than that permitted by law and that 50% of the
samples had taurine content above the permitted limits established by legislation current

legislation.

Keywords: caffeine, taurine, energy drink, method validation, capillary electrophoresis.
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RESUMO
A taurina e a cafeina sdo os constituintes presentes nas bebidas energéticas com as
finalidades de estimular o sistema nervoso central e intensificar a atividade cardiaca,
melhorando o desempenho esportivo, o nivel de concentracdo e o bem estar geral. Por
outro lado, a ingestdo elevada dessa bebida pode causar sintomas como: ansiedade,
insdnia, tremores, arritmia, taquicardia e outros efeitos indesejaveis. Portanto torna-se
muito importante monitorar a presenca e as quantidades de cafeina e taurina adicionadas
as bebidas energéticas, a fim de garantir que os niveis no produto final estejam de acordo
com os limites legais vigentes e com o teor apresentado no rétulo do produto. Assim, o
objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método em cromatografia eletrocinética
micelar para a determinagdo simultdnea da cafeina e taurina, utilizando técnicas
estatisticas multivariadas. O método otimizado empregou capilar com bulbo estendido de
50 um d. i x 72 cm comprimento total, usando como eletrélito o &cido benzoico 16,2
mmol.L™" com tensoativo SDS 39,9 mmol.L”, pH 7,26, 25 °C, injecdo hidrodinamica de 50
mbar por 5 s e voltagem de +30 kV e deteccdo na regido do ultravioleta com tempo de
corrida de 12 min. O método apresentou parametros de validacdo aceitaveis segundo o
"Guia para validagcao de métodos analiticos e bioanaliticos” da ANVISA. A concentracao
média de cafeina nas 73 amostras analisadas, variou entre 16,68 e 34,64 mg.100 mL" e
de taurina variou entre 188,97 e 614,19 mg.100 mL". Considerando os intervalos de
confianga (95%), verificou-se que 68% das amostras possuiam teor de cafeina menor que
o declarado no roétulo e 19% das amostras possuiam teor de taurina abaixo que o
declarado no rétulo. Também através do intervalo de confianga (95%), verificou-se que
nenhuma amostra possuia teor de cafeina acima do permitido pela legislagao vigente e

que 50% das amostras possuiam teor de taurina acima dos limites legais.



Palavras-chave: cafeina, taurina, bebida energética, validacao de método, cromatografia

eletroforese capilar.
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INTRODUCAO GERAL

A bebida energética foi desenvolvida por um austriaco, chamado Dietrich
Mateschitz, que durante uma viagem a Asia conheceu alguns compostos energéticos
populares. A partir disto, por volta do ano de 1987, decidiu lan¢ar uma bebida no mercado
europeu, com propriedade estimulante composta por: cafeina, taurina, glucoronolactona e
vitaminas do complexo B (FINNEGAN, 2003; DALL’AGNOL, 2009). No Brasil, a
importacao da bebida energética iniciou-se em 1996, ganhando rapidamente popularidade
no mercado nacional (CARVALHO et al., 2006).

Nos ultimos anos, o numero de marcas de bebidas energéticas vém aumentando,
devido ao seu apelo de fornecimento de energia para atividades diversas, tendo
especialmente como publico alvo a populagdo jovem, desde estudantes até atletas
(TRABULO, 2011). Estima-se que o consumo de bebida energética teve um crescimento
de 25% em 2011, e com projegéo de crescimento de 70% até 2015, atingindo mais de
175 milhdes de litros da bebida no mercado brasileiro e alcancando o valor total de US$
52 bilhées em 2016 em escala mundial no segmento (ABIR, 2011).

Segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria brasileira a bebida energética é
definida como um composto liquido pronto para o consumo, podendo apresentar em sua
composicao os seguintes ingredientes: inositol e/ou glucoronolactona (maximo 20 mg.100
mL™), e/ou taurina (maximo 400 mg.100 mL™), e/ ou cafeina (maximo 35 mg.100 mL™),
podendo ser adicionada de vitaminas e/ou minerais em até 100% da ingestdo diaria
recomendada (IDR), podendo ser adicionados outros ingredientes desde que nao haja
descaracteriza¢ao do produto final (ANVISA, 2005).

A cafeina, um dos ingredientes principais da bebida energética, € consumida pelo
homem ha séculos. E classificada como um alcaléide purinico da classe das metilxantinas

e esta associada com a estimulacdo do sistema nervoso central e das atividades
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cardiacas no organismo humano (TRABULO, 2011). Esta naturalmente presente em
alimentos como: sementes de café, folhas de cha verde, cacau, guarana, na erva-mate,
assim como em produtos industrializados, como refrigerante do tipo cola e bebida
energética (DE MARIA, 2007; INJAC, 2008; MEINHART, 2010; CAMPBELL, 2013). Na
bebida energética é adicionada, sendo um dos ingredientes mais comuns em todas as
marcas, podendo ser encontrada em doses que variam de 70 a 300 mg, chegando a
concentracdo de 500 mg.270 mL" (NORDT, 2012). A cafeina, quando consumida em
doses elevadas (10 a 15 mg.kg”), pode causar sintomas indesejaveis como arritmia,
taquicardia, tremores, insbdnia, ansiedade, nauseas, desconforto gastrointestinal,
convulsdes e em casos mais extremos levar ao coma e a morte (TRABULO, 2011).

A taurina € um acido beta aminosulfénico, proveniente do metabolismo dos
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) que é encontrada no organismo de forma
conjugada com acidos biliares de sdédio e potassio, resultando na formagédo do acido
taurocolico, um dos acidos da bile alcalina, essencial para absorcdo das gorduras
(DALL’AGNOL, 2009). E considerado como o principal aminoacido intracelular livre da
maior parte dos tecidos nos mamiferos, inclusive do corpo humano (PEREIRA, 2012).
Estudos sugerem que a taurina apresenta propriedades anticonvulsionais, acéo
osmorreguladora, antioxidante, protege o coracao, regula o fluxo de célcio intracelular,
promove a estabilizagcdo da membrana celular, inibigdo do estresse oxidativo, acédo anti-
inflamatéria e modulacao da atividade da insulina (PANSANI, 2010; TRABULO, 2011).
Segundo estudo de Dall’Agnol et al. (2009) a bebida energética foi testada e demonstrou
ter um efeito positivo na resposta hormonal, conduzindo assim para um maior
desempenho e tempo de exercicio fisico. A taurina é um dos ingredientes principais das
bebidas energéticas, podendo estar presente até 4000 mg. L. No que tange a toxicidade
da taurina, existem diversos estudos cientificos que comprovaram que a ingestdao de
taurina é geralmente bem tolerada pelo organismo, o que significa que a taurina nao
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apresentou nenhum efeito adverso ao organismo. Apesar dos muitos estudos neste
sentido, a verdade € que nao foi definida ate hoje uma dose 6tima de taurina. Sabe-se
gue em usos terapéuticos ndo consta relatos de sérios efeitos colaterais em doses de 1 a
3 g ao dia, e que médicos especialistas em nutricdo geralmente prescrevem o consumo
de taurina nas concentragées de 500 a 1000 mg de 2 a 3 vezes ao dia, para adultos
(FINNEGAN, 2003; CARVALHO, 2006; HECKMAN, 2010).

Devido ao aumento do consumo das bebidas energéticas torna-se necessario
desenvolver métodos rapidos para determinacdo de cafeina e taurina em bebidas
energéticas a fim de controlar se 0s niveis presentes nas bebidas estdo de acordo com a
legislacao e com os valores declarados no rétulo (BURROWS, 2013).

Nesse sentido, este estudo desenvolveu um método por eletroforese capilar (CE),
que é uma técnica que se baseia na separacdo de compostos iGnicos ou ionizaveis
devida a sua migracdo diferenciada em um campo elétrico (TAVARES, 1996). E
considerada como uma técnica rapida, eficiente, reprodutivel e com baixo custo. Sao
necessarios pequenos volumes de amostra e quando necessarios pequenos volumes de
solvente (RONDA, 2008), representando menor producao de residuos, o que resulta em
um menor impacto ambiental. Particularmente, a cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC), foi utilizada em diversos estudos na determinacao de metilxantinas em alimentos
e produtos vegetais (THOMPSON; TRENERRY; KEMMERY, 1995; WALKER; ZAUGG,
1997; FRAZIER; AMES; NURSTEN, 2000; MEINHART et al., 2010). Dentre a literatura
pesquisada, foram encontrados poucos estudos para a determinacdo simultanea de
cafeina e taurina por CE. Normalmente os compostos séo determinados de forma isolada,
para a taurina utilizam-se métodos como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(MOU, 2002; CAO, 2003; ZINELLU, 2009), cromatografia iénica (IC) (MOU, 2002),
cromatografia gasosa (GC) (MOU, 2002) e eletroforese capilar (CE) (MOU, 2002; CAO,

2003; ZINELLU, 2009).



Geralmente as técnicas utilizadas na analise de bebidas energéticas, a cafeina e
taurina sdo determinadas individualmente, existindo poucos estudos onde estes dois
analitos sejam determinados simultaneamente. A andlise simultanea dos dois compostos
ja foi descrita em estudos que empregaram CLAE com detector por espectrometria de
massas e por MEKC com dois detectores acoplados (DAD para a cafeina condutométrico

para a taurina) (VOCHYANOVA, 2014).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver, otimizar com o uso de técnicas multivariadas e validar um método
para separacdo e quantificacdo simultdnea da cafeina e taurina presentes em bebida
energética, utilizando cromatografia eletrocinética micelar, com detector de arranjo de
diodos (MECK-DAD), e aplicar o método em 22 amostras comerciais de bebidas
energéticas, avaliando se os niveis presentes estdo de acordo com o rétulo e legislacao

vigente.

Objetivos Especificos

1) Criar um método para determinacdo e quantificagdo simultdnea da cafeina e
taurina em bebidas energéticas por cromatografia eletrocinética micelar com
detector de arranjo de diodos, fazendo uso de ferramentas estatisticas;

2) Determinar o teor de cafeina e taurina em bebidas energéticas de marcas
comercializadas em Sao Paulo e avaliar se as concentracées contidas nas
bebidas estdo de acordo com o valor declarado no rétulo e com a legislagéo

vigente.



10



Alane Pereira Cangani Revisao Bibliografica

REVISAO BIBLIOGRAFICA

11



Alane Pereira Cangani Revisao Bibliografica

12



Alane Pereira Cangani Revisao Bibliografica

1. Revisao Bibliografica

1.1. Bebida Energética

A bebida energética é uma bebida conhecida pelas suas propriedades de melhoria
no desempenho mental, fisico e pelo fornecimento de energia a pessoa que a consome.
Sua composicdo pode apresentar uma variedade de ingredientes, que podem ser
diferenciados conforme a marca do produto e sua respectiva comercializagdo. Sua
composicdo € basicamente agua, carboidratos (glucose, maltodextrina), vitaminas
(complexo B), minerais, e mais uma gama de ingredientes que podem aumentar o estado
de atencgéo, acelerar o metabolismo, aumentar a performance e energia (cafeina, taurina,
aminodcidos, glucoractorona, guarana, ginkgo biloba, carnitina, ginseng, cha verde, erva
mate, entre outros) (TRABULO, 2011; GRAY, 2012; CAMPBELL, 2013; RIPPE, 2013).

No Brasil, a producédo e venda de bebidas energéticas sao regulamentadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da RDC n° 273 (Diario Oficial
da Unido de 22 de setembro de 2005). Nesta portaria, as bebidas energéticas séo
identificadas como compostos liquidos prontos para 0 consumo € em sua maioria consiste
em uma mistura composta por carboidratos (cerca de 11 g.100 mL™), taurina (cerca de
0,4 g.100 mL™), cafeina (cerca de 0,032 g.100 mL™), glucoronolactona (cerca de 0,24
g.100 mL™), inositol (cerca de 0,02 g.100 mL™) e vitaminas do complexo B (cerca de 40 a
100% das necessidades diarias) (ANVISA, 2005).

O maior publico consumidor deste tipo de bebida é a populagdo jovem (com
idades entre 18 e 34 anos), especialmente universitarios que levam uma vida corrida
associada a pressao de atingirem elevados desempenhos académicos. Estudos estimam

que entre 34% e 51% dos universitarios consomem a bebida (VELAZQUEZ, 2012).
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Ainda dentro deste publico alvo estdo os atletas, que consomem a bebida
energética como um suplemento alimentar. Este publico de consumidores considera a
bebida como um aliado na rapida obtencdo de energia extra, que por sua vez ainda
promove a diminuicdo da fadiga e um aumento da resisténcia. Além dos beneficios
citados, acredita-se que a bebida energética, pode ser uma forte aliada na tentativa de
gueima de calorias e aumento de massa muscular (CAMPBELL, 2013; RIPPE, 2013).

Alguns paises, como por exemplo, o Canada que exige que os fabricantes de
bebidas energéticas coloquem etiquetas nos rétulos das bebidas, indicando que esta nao
deve ser consumida simultaneamente com bebida alcodlica e que seu consumo diario nao
deve ultrapassar duas latas. Em outros paises, o consumo de bebida energética é restrito
como é o caso da Noruega, porém outros paises sao mais radicais como a Franca,
Uruguai e Dinamarca onde o consumo de bebida energética é proibido devido aos seus
riscos a saude. Isto porque, existem relatos de casos hospitalares de internagdes e até
Obitos devido a toxicidade da cafeina presente nesta bebida, ocorridos devido ao
consumo de altas doses de cafeina. Além disso, comprovam que o consumo de bebida
energética associado a bebida alcodlica, potencializa e mascara os efeitos do alcool no
organismo, isto porque ocorre uma combinacdo do efeito estimulante promovido pela
cafeina e o efeito depressor do alcool no organismo, o que é algo realmente preocupante,
(HECKMAN, 2010; TRABULO, 2011; GRAY, 2012).

Fatos como esses fazem com que profissionais da saude, especialmente os
médicos cardiologistas, estejam cada dia mais conscientes dos potenciais perigos que a
bebida energética apresenta. Existem estudos que revelam que a taurina apresenta uma
influéncia na atividade do coragdo bem semelhante ao que a cafeina proporciona, e
qguando associada com a cafeina acaba potencializando estes efeitos. Porém, pouco se
sabe sobre a sua toxicidade, e os poucos estudos existentes sdo insuficientes para
sugerir um nivel seguro de consumo de taurina. Por isso, é de extrema importancia que a
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sociedade tenha conhecimento, especialmente dos efeitos cardiacos que esta bebida

pode provocar (TRABULO, 2011; GRAY, 2012).

1.2. Mercado de bebidas energéticas no Brasil e no mundo

As bebidas energéticas sao muito comercializadas no Canadé e nos Estados Unidos
e tem alcancado cada vez mais o0 mercado consumidor brasileiro. Pesquisas apontam que
nos ultimos cinco anos, a bebida conquistou ainda mais o mercado de bebidas nao
alcodlicas, alcangando uma taxa de crescimento médio de consumo dez vezes maior do
que qualquer outra modalidade de bebida (OSCAR, 2012; VELAZQUEZ, 2012).

Um estudo realizado pela Associagéo Brasileira de Industrias de Refrigerantes e
Bebidas Nao Alcodlicas (ABIR) mostrou que o consumo de bebidas energéticas no Brasil,
entre os anos de 2006 e 2010 cresceu 325%, ao passo que o consumo de sucos foi o
segundo do ranking e teve um crescimento de 53% (OSCAR, 2012).

Além disso, sabe-se que nos Ultimos anos o numero de marcas de bebidas
energéticas tem aumentado, especialmente devido ao apelo comercial e de marketing de
ser uma bebida responsavel pelo fornecimento de energia para atividades diversas ou até

mesmo podendo ser utilizada como um suplemento alimentar (TRABULO, 2011).

1.3. Cafeina

1.3.1. Cafeina - Propriedades fisico-quimicas

A figura 1 apresenta a estrutura quimica da cafeina. Este composto faz parte do
grupo das metilxantinas, sendo também classificadas como alcal6ides verdadeiros
(alcal6ides purinicos), devido a sua atividade biol6gica (RATES, 2001). Quimicamente, as
metilxantinas apresentam caracteristicas interessantes, pois sdo compostos provenientes
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de bases purinicas e que sao de caracter anfotero, possuindo em sua estrutura molecular
a presenga de nitrogénio heterociclico (RATES, 2001; BIZZOTO, 2010). A cafeina é
soluvel em agua em ebulicdo e em temperatura ambiente, também é facilmente dissolvida
em solvente organico (ex: cloroférmio). Na presenca de agua a cafeina comporta-se como
uma base muito fraca, apresentando uma constante de equilibrio acido (pKa) de 14,2

(BIZZOTO, 2010).
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Figura 1 - Estrutura quimica da Cafeina (1, 3, 7-Trimetilxantina)

Sabe-se que, dentre todos os alcaldides, a cafeina é a mais consumida
mundialmente. Seu consumo pela populacao é em grande parte na forma de bebidas, a
outra parte é consumida na forma de farmacos (ex: antigripais) (DE MARIA, 2007; INJAC,
2008).

A cafeina esta associada com a estimulagdo do sistema nervoso central e com as
atividades cardiacas, agindo como um potente estimulante promovendo melhoria no
desempenho mental e melhoria da resisténcia fisica, além de reduzir o estado de fadiga
(DE MARIA, 2007; CAMPBELL, 2013). Cada vez mais os estudos sobre cafeina
comprovam seus efeitos positivos a salide mediante a sua ingestao na forma de bebidas,
tratando-se tanto de respostas psicoativas (estado de alerta, mudangas de humor), como
nas condi¢gdes neurolégicas (hiperatividade, mal de Parkinson), na melhoria das
desordens metabolicas (diabetes) e funcdao renal (FINNEGAN, 2003; FUJIOKA &

SHIBAMOTO, 2008; NKONDJOCK, 2009; BIZZOTO, 2010).
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Também é comumente utilizada na formulagdo de farmacos, especialmente em
medicamentos que atuam no sistema nervoso central, no cardiaco, como estimulante do
sistema respiratdrio e na homeostase de célcio. A sua velocidade de acao e absorgéao no
organismo, depende diretamente da formulacdo fisico-quimica da dose do produto
administrada. Em média a cafeina no organismo apresenta uma meia-vida de
aproximadamente 2 - 10 horas, sendo eliminada apds este periodo pelo organismo
através da transpiracdo e da urina (FINNEGAN, 2003; DE MARIA, 2007; CAMPBELL,
2013).

No entanto, quando consumida em excesso, pode provocar: arritmia, palpitagdes,
dores de cabega, tremores, taquicardia, aumento da pressao arterial, ansiedade, nauseas,
ins6nia, nervosismo, irritabilidade, perda de controle motor, prejudicar a qualidade do
sono, ocasionar convulsées, alucinacées, coma e em casos raros, a morte. Em adultos
saudaveis a ingestao segura de cafeina deve ser menor ou igual a 400 mg/dia. Doses
acima de 1 g/dia apresenta toxicidade ao organismo quando e em doses de 5 a 10 g por
dia podem ser letais em adultos saudaveis. Além disso, esta quantidade de cafeina em
gramas pode ser ainda menor. Em individuos com condigdes pré-existentes (doencas
cardiacas e disturbios convulsivos) a quantidade letal pode ser ainda menor. Por isso,
estudos recomendam que individuos que apresentam hipertensao, doencas coronarianas
e arritmia cardiaca diminuam a ingestao de cafeina (DE MARIA, 2007; TRABULO, 2011;
GRAY, 2012; RATH, 2012).

Sabe-se que a cafeina tem acado inibitéria sobre o0s receptores do
neurotransmissor de adenosina no sistema nervoso central, agindo assim de forma
contraria a adenosina, que no organismo tem o papel de reduzir a pressdo sanguinea, a
frequéncia cardiaca e a temperatura corporal (KERRIGAN & LINDSEY, 2005;
CARVALHO, 2006; HECKMAN, 2010). Isto faz com que o organismo do individuo
responda de forma crénica a presenga de cafeina aumentando o nimero de receptores
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de adenosina (SPILLER, 1998). Segundo Coultate (2004) é por esta razdo que existem
individuos intolerantes ou com hipersensibilidade a cafeina, que acabam apresentando
desconfortos mesmo em pequenas doses, que ira por sua vez depender do nivel de

intolerancia de cada individuo.

1.3.2. Cafeina em alimentos

A cafeina pode ser encontrada em fontes naturais como também pode ser
adicionada na formulacdo de alimentos industrializados, como no caso das bebidas
energéticas. O Food and Drug Administration (FDA) estabelece que nos rétulos desses
produtos seja incluida a quantidade de cafeina presente ou que faga um alerta ao
consumidor quanto aos potenciais perigos de seu consumo excessivo. Porém, no Brasil
este Ultimo alerta ndo é exigido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2005; DE MARIA, 2007; INJAC, 2008; RATH, 2012).

A concentragcdo média de cafeina presente na bebida energética é de 7 — 32
mg.100 mL™" (GRAY, 2012), um pouco abaixo da concentracdo de cafeina normalmente
presente em uma xicara de café (20 — 40 mg.100 mL") e um pouco acima da
concentracao de cafeina presente em uma lata de refrigerante a base de cola (11 — 17
mg.100 mL™"). Considerando-se que uma dose diaria de cafeina com seguranga aceitavel
para um adulto € de no maximo 400 mg/dia (TRABULO, 2011; GRAY, 2012) , é de
extrema importancia monitorar o teor de cafeina presente nas bebidas energéticas, que
muitas vezes sdo ingeridas em excesso pelos consumidores que desejam obter as
propriedades estimulantes da mesma.

Foi comprovado que o consumo excessivo de bebida energética pode promover
complicagbes a saude e eventos adversos, principalmente em individuos suscetiveis,

sendo que tais efeitos tém sido fortemente associados ao elevado teor de cafeina
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presente em sua composigdo. Estudos recomendam que individuos que tenham
conhecimento de casos de problemas cardiacos na familia ou doencas cardiacas pré-
existentes, devem evitar o consumo de bebida energética ou qualquer outro alimento que
tenha efeito cardioestimulante, pois estes podem acarretar em eventos cardiovasculares
graves, podendo levar a morte (CAMPBELL, 2013). Existem ainda casos em que o
consumo desta bebida em jejum, por individuos geneticamente suscetiveis, apresentou
processo de convulsées. Nos adolescentes, o consumo de cafeina esta associado com o
aumento da pressdo arterial e disturbios do sono. Ja entre as mulheres gravidas,
elevadas concentracdes de cafeina estdo associadas ao aborto, nati-morte e bebés
pequenos para a idade gestacional (ARRIA, 2011; TRABULO, 2011).

A introducao 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 saude. Sabe-se que o consumo regular de cafeina pode levar a
dependéncia, contribuindo com o aparecimento de doencas cardiacas, 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 saude, 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.
Sendo assim, os beneficios e maleficios da cafeina tém sido estudados com maior
profundidade pelos grupos de pesquisa cientifica, mostrando que estes efeitos ao

organismo estao intimamente associados a dose consumida (LIEBERMAN, 2012).
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1.4. Taurina

1.4.1. Taurina - Propriedades fisico - quimicas

Por volta dos anos 1960, iniciou-se o interesse pela taurina (figura 2), devido a
descoberta de sua presenca em diversos tecidos corporais, em algas e no reino animal
em altas concentragdes. A taurina (&cido 2-aminoetanossulfonico) é o principal
aminodcido intracelular livre nos tecidos da maioria dos mamiferos, estando presente em
guantidades relativamente elevadas na retina dos olhos, tecidos musculares esqueléticos
e cardiacos. E derivada do metabolismo de aminoacidos sulfurados, como a metionina e
cisteina, é sintetizada no figado devido a diversas reacdes enzimaticas. Em adultos as
necessidades dos aminoacidos sulfurados correspondem a 17 mg/g de proteina ingerida.
Sabe-se que a ingestdo diaria de taurina € fundamental para o aumento desse
aminoacido no organismo, tendo em vista que os mamiferos apresentam capacidade

limitada de sintetiza-la (DALL’AGNOL, 2009; PEREIRA, 2012).

O
\\S/\/NHQ

HO \\O

Figura 2 — Estrutura quimica da Taurina (Acido 2-aminoetanosulfénico)

Em alimentos, a taurina pode ser encontrada em maior concentragdo em frutos do
mar (8.270 mg/kg para crustaceos, 5.200 mg.kg” para moluscos, 6.550 mg.kg" para
mexilhdes), pescada (1.720 mg.kg™), carne escura de aves (2.000 mg.kg™) e em carnes
escuras de peru (3.000 mg.kg”) e leite materno (3,24 mg.100 mL") (FERREIRA, 2006;

DALL’AGNOL, 2009; PEREIRA, 2012).
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Estudos sugerem que a taurina apresenta agdo osmorreguladora, modulando as
funcdes contrateis do musculo esquelético e exercendo efeitos sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC), apresentando propriedades anti-convulsionais, epiléticas, inotropismo
(poder de influenciar a forca de contragdo muscular), cronotropismo (capacidade do
coragao gerar seus proprios estimulos elétricos), tem acao scavenger (sequestradora)
atuando sobre os radicais livres € na regulacdo da taxa de geragao de espécies reativas
de oxigénio (TRABULO, 2011; GRAY, 2012; PEREIRA, 2012).

Todas essas caracteristicas da taurina levaram a proposi¢cées que 0 seu uso pode
trazer beneficios em situacées onde ocorram um aumento de susceptibilidade de lesédo
corporal e estresse oxidativo, como acontece durante um exercicio fisico exaustivo e
durante o processo de envelhecimento. Dessa forma, fabricantes das bebidas energéticas
defendem o uso deste composto por ser um ingrediente funcional e com propriedades
ergogénicas (PEREIRA, 2012). A propriedade ergogénica € definida como a melhora da
capacidade de realizagdo de um trabalho fisico ou um desempenho atlético, ou seja, é o
aumento da oferta e da taxa de produgdo de energia para o musculo (MCARDLE;
KATCH; KATCH, 2008).

A taurina é soluvel em agua em temperatura ambiente e insoluvel em solvente
organico (ex: cloroférmio). Na presenca de agua a taurina é dissociada gerando um grupo
sulfénico (- SO3H) com uma constante de equilibrio acido (pKa) de 1,5 e um grupo amina

(- NH,) com pKa 9,08 (MADURA, 1997).
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1.5. Meétodos de Analise de cafeina e taurina

1.5.1. Eletroforese Capilar

Nas ultimas trés décadas, houve um grande avanco tecnol6gico em termos de
instrumentacao analitica, como na década de 50 com a introdugdo da cromatografia em
fase gasosa (GC), na década de 70 teve inicio a cromatografia em fase liquida (HPLC) e
ja a partir da década de 80 surgiu a eletroforese capilar (EC). Desde entao, esta técnica
tem sido cada vez mais explorada em diversos estudos, devido a sua simplicidade
experimental, especialmente devido a possibilidade da variedade de modos de separacéo
que podem ser realizados em uma mesma coluna capilar e mediante a possibilidade de
andlise de diferentes tipos de compostos (TAVARES, 1997).

A técnica de eletroforese capilar tem sido cada vez mais empregada devido a sua
capacidade de multiandlise de compostos de baixo peso molecular em diferentes
matrizes, por ser ainda uma técnica analitica eficiente e rapida, precisa, reprodutivel, com
resolucdo e seletividade excelentes devido a sua alta eficiéncia de separagédo (CAO,
20083; SILVA, 2003; DE MARIA, 2007; RONDA, 2008; BALLUS, 2012; SULTAN, 2013).

O principio de separacao da técnica de eletroforese capilar consiste na diferenca
de mobilidade dos analitos ibnicos ou ionizaveis presentes em uma solugao eletrolitica
que diante da a¢do de um campo elétrico gerado através de uma alta voltagem aplicada
entre os eletrodos do equipamento, acabam percorrendo o capilar e sendo detectados
pelo detector (BELIN, GULACAR, 2007). Existem diferentes técnicas de separacdo em
eletroforese capilar que dependem do analito estudado. Quando espera-se analisar uma
amostra que o composto de interesse é uma molécula neutra a técnica ideal para ser
utilizada é a cromatografia eletrocinética micelar, que se baseia na adicdo de um

tensoativo ao eletrélito formando micelas que por sua vez irdo realizar interagcbes com
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todos os analitos presentes na solugao, especialmente com as moléculas neutras, dando
a elas carga e assim possibilitando sua determinacdao (FRAZIER et al., 2000; LIOTTA et

al., 2012).

1.5.2. Analise de Cafeina e Taurina por Eletroforese Capilar

A técnica de eletroforese capilar apresenta varias vantagens em relagéo a outras
técnicas cromatograficas, como a necessidade de pequenos volumes de amostra, tempos
de andlise relativamente curtos, possibilidade de injecdo e deteccao em fluxo. Outra
vantagem é sua compatibilidade com diversos sistemas de detecgdo, como: absor¢gao no
UV-visivel, fluorescéncia, condutividade, espectrometria de massas, entre outros. Sabe-se
ainda por cromatografia eletrocinética micelar, onde um tensoativo na concentragéo
adequada para formar micelas é adicionado no eletrélito, promovendo assim um sistema
cromatografico de duas fases. O eletrélito representa a fase primaria, na qual os
compostos carregados sao transportados através do fluxo eletrosmoético sob agdo do
campo elétrico, enquanto as micelas representam a fase secundaria, ou também
conhecida como pseudo-estacionaria, onde o soluto é transportado dentro do capilar,
possibilitando a separacdo de moléculas neutras (TAVARES, 1997; DE MARIA 2007;
INJAC, 2008), como é o caso da cafeina. Esta técnica tem demonstrado em varios
estudos grande utilidade na determinacdo de cafeina em alimentos, produtos vegetais,
bebidas e farmacos (THOMPSON; TRENERRY; KEMMERY, 1995; WALKER; ZAUGG,
1997; FRAZIER; AMES; NURSTEN, 2000; MAESO et al., 2006; DE MARIA, 2007; INJAC,
2008; MEINHART et al., 2010).

Existem ainda diversos métodos analiticos para a determinagéo de cafeina, como:
gravimetria e determinacao de nitrogénio (DE MARIA, 2007), espectrofotometria de UV-

visivel (DE MARIA, 2007; INJAC, 2008), cromatografias de adsor¢cao e camada delgada
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(DE MARIA, 2007), eletroanalise (DE MARIA, 2007), cromatografia iénica (INJAC, 2008),
espectrometria transformada de Fourier-Raman (INJAC, 2008), espectroscopia de
infravermelho (IR) (FTIR) (DE MARIA, 2007; INJAC, 2008), cromatografia gasosa (GC)
(DE MARIA, 2007; INJAC, 2008; AL-OTHMAN, 2012; LIOTTA, 2012), espectrometria de
massas (AL-OTHMAN, 2012), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (ARESTA,
2005; BRUNETTO et al., 2007; DE MARIA, 2007; PERRONE, 2008; INJAC, 2008; AL-
OTHMAN, 2012; LIOTTA, 2012), eletroforese capilar (CE) (JIMIDAR, 1993; POMILIO,
2005; DE MARIA, 2007; INJAC, 2008; MEINHART et al., 2010; AL-OTHMAN, 2012;
BALLUS, 2012; LIOTTA, 2012; SULTAN, 2013). Porém, a maioria desses métodos
apresenta tempo de andlise longo e com baixa sensibilidade (AL-OTHMAN, 2012).

Os aminoacidos em geral apresentam a limitacdo de nao absorverem na regiao
UV-visivel do espectro, por isso os estudos existentes dos diversos métodos para analise
de aminoacidos ja levam isto em consideracao. Especificamente a taurina, os métodos de
analise existentes na literatura, sdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com
derivatizagdo em pré-coluna e deteccao UV-visivel (MOU, 2002; CAO, 2003;
VOCHYANOVA, 2014; ZINELLU, 2009), analisador de aminoacidos e de espectroscopia
FTIR (VOCHYANOVA, 2014), cromatografia i6nica (IC) (MOU, 2002), cromatografia
gasosa (GC) (MOU, 2002) e eletroforese com deteccao LIF (CE) (MOU, 2002; CAO,
2003; ZINELLU, 2009). Porém, sabe-se que mesmo os aminodcidos sendo passiveis de
serem analisados por eletroforese capilar, seriam necessarios pré-tratamentos como
reagOes de complexacdo, quelagdo ou derivatizagdo para a sua possivel detecgdo em
UV-visivel. Assim, a deteccao indireta é a opcéo a ser escolhida, neste caso é necessario
0 uso de uma solucdo tampéao (eletrélito) adicionado de uma substancia quimica que
absorve na regidao do UV-visivel, gerando um sinal de fundo elevado. Assim quando o
analito, que nao absorve, atinge o detector, ocorre uma queda no sinal, registrando um
pico negativo, possibilitando assim, a detecgdo deste aminoacido sem haver a
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necessidade de varias reagdes, o que seria muito dispendioso (FRAZIER et al., 2000;
JAGER, 2001; MEINHART, 2010).

Geralmente nas analises realizadas em bebidas energéticas, a cafeina e taurina
sao determinadas individualmente, existindo poucos trabalhos onde estes dois analitos
foram determinados simultaneamente. Na literatura consultada, estes estudos
empregaram CLAE com detector por espectrometria de massas e por MEKC com dois
detectores acoplados (DAD para a cafeina condutométrico para a taurina). A maioria dos
métodos publicados para determinagcao simultanea utilizam técnicas que exigem
instrumentacdo combinada a um pré-tratamento da amostra, o que torna a analise mais

dificil de ser realizada como rotina (VOCHYANOVA, 2014).

1.6. Otimizacao de método

As técnicas estatisticas sdo de extrema importancia na obtencao de respostas a
questdes de forma racional e econémica, em diversas areas de pesquisa. Uma dessas
técnicas é conhecida como planejamento multivariado de experimentos que, por sua vez,
tem fundamental importancia para que estudos possam obter o0 maximo de informacdes
uteis relevantes, realizando o minimo de experimentos possiveis (BARROS NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2003).

Cotidianamente sdo encontrados diversos estudos onde sdo aplicadas técnicas
estatisticas para determinagdo de condigdes ideais de analise, variando-se um dos
pardmetros e mantendo os outros constantes, sendo conhecida como técnica
unidimensional. Porém, esta técnica apresenta a desvantagem de muitas vezes néo levar
em conta possiveis interferentes entre os parametros avaliados e ser uma técnica muito
laboriosa. Por isso, os planejamentos experimentais multivariados tém sido utilizados com

eficiéncia para a otimizagcao de processos. O processo de otimizagdo pode ser realizado
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seguindo dois passos, 0 primeiro é preparacdo de um planejamento experimental,
realizando-se experimentos com todas as combinagbes possiveis e dessa forma
permitindo avaliar os efeitos das interagbes entre as variaveis e selecionando as variaveis
significativas que afetam o método analitico e o segundo passo € estimar uma funcéo
matematica que seja adequada as respostas analiticas geradas e as variaveis
significativas, possibilitando assim a determinagéo dos valores ideais das variaveis para o
método otimizado, reduzindo assim o nimero de experimentos e tempo total de analise
(DE ARAGAO et al., 2005; RONDA, 2008; BALLUS et al., 2011; MEINHART et al., 2011).

Portanto, quando um trabalho envolve muitos fatores, como é o caso de um
método multivariado, € comum que sejam geradas varias respostas e provavelmente sera
dificil que a regiao 6tima seja a mesma para todas elas. A partir disto, pode-se utilizar a
metodologia de otimizacdo simultanea proposta por Derringer e Suich (1980), trata-se de
uma ferramenta estatistica que concilia 0 grande nimero de respostas gerado, gerando
uma resposta global desejada aos objetivos estabelecidos pelo pesquisador. Este método
€ baseado na definicdo de uma fungcdo de desejabilidade para cada resposta, tendo
valores nos intervalos [0,1], onde (0) representa um valor inaceitavel e (1) o valor mais
desejavel. Assim que as funcbes de desejabilidade sdo estabelecidas para todas as
respostas, elas sdo combinadas em uma desejabilidade global. Porém, é necessario que
as condi¢des 6timas selecionadas sejam testadas experimentalmente, para confirmar se
os resultados obtidos através do algoritmo realmente representam os valores empiricos
(BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2003; DA SILVEIRA, 2013). A técnica de
Derringer e Suich foi aplicada por estudos realizados por Meinhart e colaboradores (2011)
e Ballus e colaboradores (2014) e que tiveram éxito com esta técnica estatistica para a
separacao de 11 carboidratos presentes em matrizes alimenticias diversas e 17
compostos fendlicos presentes em azeite de oliva, respectivamente, por eletroforese
capilar.
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1.7.  Validagao de Métodos

Existem diversos guias de validacdo de metodologia analitica no Brasil, e segundo
0 "Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos” da ANVISA (2003) a
validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando assim a confiabilidade dos resultados.
Por isso, quando um método analitico € desenvolvido, ainda antes de ser aplicado em
amostra, este deve ser validado. O processo de validacdo de método é a forma
encontrada para assegurar que nas condigcbes em que sera utilizado, este método ira
gerar os resultados esperados com credibilidade, precisdo e exatiddo adequados
(LANCAS, 2009).

Apesar de ainda nao existir um consenso sobre quais paradmetros devem ser
incluidos no processo de validagdo de um método analitico, na maioria das vezes os
parametros analisados, sdo: seletividade; limite de deteccao; limite de quantificagao;
linearidade e faixa de aplicacéo; precisao (repetitividade e reprodutibilidade) e exatiddo

(LANCAS, 2009; RIBANI et al., 2004).

1.8. Conclusao

Perante aos efeitos positivos e adversos que a cafeina e taurina podem provocar
ao organismo dependendo da quantidade ingerida, juntamente com os limites legais
quando adicionados nas bebidas energéticas. Sao necessarios estudos que desenvolvam
métodos que determinem e quantifiquem simultaneamente estes ingredientes nessa

bebida.
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RESUMO

As bebidas energéticas estimulam o sistema nervoso central e intensificam a atividade
cardiaca, efeitos atribuidos principalmente a cafeina e taurina, principais ingredientes da
bebida. No entanto, a ingestdo elevada pode causar ansiedade, taquicardia e outros
sintomas mais graves. Por isso, € necessario o monitoramento do teor de cafeina e
taurina a fim de comprovar se os niveis no produto final estdo de acordo com a rotulagem
e com limites legais vigentes. O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método
rapido e confiavel para a determinacao simultanea de cafeina e taurina por cromatografia
eletrocinética micelar e detector de arranjo de diodos (MEKC-DAD). Técnicas estatisticas
multivariadas como o planejamento composto central e o método de otimizagédo
simultanea de Derringer e Suich foram utilizadas para a otimizacao do método. O método
otimizado empregou um capilar com bulbo estendido de 50 um d.i. x 72 cm de
comprimento total, eletrélito contendo 16,20 mmol.L" de 4cido benzdico e 39,90 mmol.L™
de SDS, em pH 7,26, voltagem de +30 kV, deteccao direta da cafeina a 274 nm e indireta
da taurina a 230 nm. Os parametros de validacdo foram eficientes demostrando a

confiabilidade do método para a aplicagdo em amostras.

Palavras-chaves: bebida energética, cafeina, taurina, MEKC-DAD, otimizagédo

multivariada, Derringer e Suich.
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ABSTRACT

Energy drinks are becoming increasingly pervasive for those seeking for the purposes of
stimulating the central nervous system and intensify cardiac activity, this feature of the
energy drink is due to its composition, mainly by the presences of caffeine and taurine. On
the other hand, a high intake of this drink, can cause some undesirable symptoms as
anxiety, tachycardia, and others. Therefore, the monitoring of the amounts of caffeine and
taurine added to energy drinks to see if its levels in the final product are according to the
labeling and within the legislation limits are needed.. The objective of this study was to
optimize and validate a quick method for the simultaneous determination of caffeine and
taurine through micellar electrokinetic chromatography coupled with diode array (MEKC-
DAD). Multivariate statistical techniques as the central composite design and the
simultaneous optimization method of Derringer and Suich were used to optimize the
separation of these compounds. The multivariate procedures were effective to determine
the optimal separation conditions, using as resolution responses between caffeine and
taurine, asymmetry and peak height of taurine. The method uses capillary with extended
bulb 50 um d.i x 72 cm effective length, using as electrolyte benzoic acid 16,20 mmol.L™
with surfactant SDS 39,90 mmol.L™", pH 7.26, 25 °C, hydrodynamic injection of 50 mbar for
5 s to run voltage (30 kV), detection at 230 and 274 nm, and run time of 12 min. The
method showed efficient validation parameters, presenting confiability for its further

application.

Keywords: energy drink, caffeine, taurine, MECK-DAD, multivariate optimization, Derringer

and Suich.
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1. Introducéao

As bebidas energéticas sao classificadas como nao alcodlicas e se caracterizam,
principalmente, por estimularem o sistema nervoso central e pela agéo diurética que ajuda
na eliminacao de substancias nocivas ao organismo (CARVALHO, 2006; HECKMAN,
2010). Estima-se que o consumo no Brasil aumentou em 25% em 2011, com projecao de
crescimento de 70% até 2015 (ABIR, 2011).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Brasileira a bebida energética
€ um “Composto Liquido Pronto para o Consumo”, podendo apresentar em sua
composicao os seguintes ingredientes: inositol e/ou glucoronolactona (maximo 20 mg.100
mL™), e/ou taurina (maximo 400 mg.100 mL™), e/ ou cafeina (méaximo 35 mg.100 mL™),
podendo ser adicionada de vitaminas e/ou minerais (em até 100% da Ingestdo Diaria
Recomendada) ou outros ingredientes, desde que ndo haja descaracterizacdo do produto
(ANVISA, 2005). A cafeina e taurina s&o substancias adicionadas na maioria das bebidas
energeéticas.

A cafeina € um psicoativo atribuido a estimulagdo do sistema nervoso central e
das atividades cardiacas no organismo humano (SEIFERT et al., 2011; TRABULO, 2011).
No entanto, quando ingerida em doses acima de 400 mg/dia/pessoa (considerando um
adulto de 70 kg) pode causar ansiedade, insbnia, taquicardia, tremor, entre outros
sintomas indesejaveis (REISSIG et al., 2008). A partir de 1000 mg/dia/pessoa apresenta
toxicidade ao organismo e em quantidades de 5000 a 10.000 mg/dia/pessoa pode ser
letal (SEIFERT et al., 2011).

A taurina é um aminoacido sulfuroso importante em diversas reagdes metabdlicas
do organismo humano. E essencial para a formacéo dos sais biliares, age no equilibrio de
agua e sais dentro das células e tem acdo importante como um estabilizador das

membranas celulares. Além disso, tem fungdo diurética auxiliando na eliminagcao de
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substancias téxicas ao organismo. A adicdo de taurina em bebidas energéticas é uma
forma de suprir ou complementar as necessidades deste aminoacido na dieta. No que
tange a toxicidade, a taurina é geralmente bem tolerada no organismo e mesmo apés
diversos estudos clinicos, nao foram encontrados registros sobre a dose diaria
recomendada. Porém, médicos especialistas em nutricdo recomendam o consumo de 500
a 1000 mg/dia/pessoa de taurina para adultos saudaveis (CARVALHO, 2006; HECKMAN,
2010; PANSANI, 2010; PROSSER, 2012).

A determinagéo de cafeina e taurina € 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 analise € de extrema importancia para avaliar se
as bebidas apresentam teor de acordo com os limites legais permitidos pela legislacdo
brasileira (HECKMAN, 2010; BURROWS, 2013).

A cafeina é um alcaléide de pka 8,3 e 14,2, massa molecular de 194,2 g.mol
(BIZZOTO, 2010; TAGLIARI et al., 2012). Absorve a luz da radiacdo UV-visivel, nos
comprimentos de 200-210 e 274 nm. Normalmente é determinada por cromatografia de
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e coluna C18
(ARESTA et al., 2005; BRUNETTO et al., 2007; BIZZOTTO et al., 2013). A eletroforese
capilar, com detector de arranjo de diodos (EC-DAD), também é muito empregada. Neste
caso utiliza-se um eletrdlito contendo um tensoativo (como o SDS) para torna-la ionizada
ou um eletrdlito (como o borato de s6dio) que interage com a molécula para que ela possa
ser separada mesmo sem possuir carga (INJAC, 2008; MEINHART et al., 2010).

A analise de taurina, aminoacido de pka 1,5 e 9,2, massa molecular de 125,2
g.mol” geralmente é realizada por CLAE, com colunas C18 ou por EC de zona ou MEKC.
No entanto, a molécula ndo absorve a luz na regido do UV-VIS, sendo detectada
indiretamente por detector de arranjo de diodos (DAD), de fluorescéncia, de fluorescéncia
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induzida por laser, amperométrico e condutométrico (FERREIRA et al., 1997; CATALDI,
2004; SAWABE, 2008; ZINELLU, 2009 VOCHYANOVA, 2014).

A principal dificuldade no desenvolvimento de um método simultaneo para andlise
de cafeina e taurina consiste no modo de deteccdo a ser aplicado, ja que a cafeina
absorve a radiacdo e a taurina ndo. A andlise simultdnea dos dois compostos ja foi
descrita em estudos que empregaram CLAE com detector por espectrometria de massas
e por MEKC com dois detectores acoplados (DAD para a cafeina condutométrico para a
taurina) (VOCHYANOVA, 2014).

A técnica de eletroforese capilar tem sido cada vez mais utilizada devido a alta
resolucdo, rapidez, baixo custo e baixa geragdo de residuos (HSIEH et al.,, 2006;
MEINHART, 2010; BALLUS, 2012; VOCHYANOVA, 2014). A cromatografia eletrocinética
micelar é importante principalmente para a analise de moléculas neutras. Baseia-se na
adicdo de um tensoativo ao eletrélito que resulta na formacdo de micelas. Estas
interagem com todos os analitos presentes na solucdo, seja por repulsdo ou atracéo,
dependendo da espécie ibnica e da hidrofobicidade da molécula. (LINDEBERG, 1996;
FRAZIER et al., 2000; INJAC, 2008; LIOTTA et al., 2012). Nao foram encontrados estudos
em que a separacao de cafeina e taurina foi realizada simultaneamente por EC utilizando
apenas DAD, que é um dos detectores mais comuns nos laboratérios de andlise de
alimentos.

Por isso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, otimizar e validar um método
para determinacdo e quantificagdo simultinea da cafeina e da taurina em bebidas
energéticas, utilizando cromatografia eletrocinética micelar com detector de arranjo de
diodos. A condi¢do 6tima de separacao foi determinada a partir do emprego de técnicas
estatisticas multivariadas, como o planejamento composto central e o método de

otimizacdo simultadnea de respostas proposto por Derringer e Suich.
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2. Materiais e métodos

2.1. Amostras

Para o desenvolvimento e otimizagdo do método foram adquiridas, em
supermercados da cidade de Campinas, 3 embalagens de 350 mL de um Unico fabricante
cuja composigao foi considerada a mais complexa em comparagdo com as demais
marcas, levando em consideracao as informacdes apresentadas no rétulo do produto. O
conteludo total das embalagens foi homogeneizado e desgaseificado em ultrassom
durante 20 minutos antes da tomada de amostra para as determinacbes. As amostras
foram previamente filtradas em filtro Millipore de 0,22 um (Millipore, EUA) antes da injecéo

no equipamento.

2.2. Reagentes

Acido benzoico foi adquirido da Carlo Erba (ltalia) e dodecil sulfato de sédio (SDS)
da Riedel-de-Haen (Alemanha). Os padrées de cafeina e taurina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (EUA). As solucdes estoque de cafeina e taurina (500 mg.L" e de 5000
mg.L", respectivamente), bem como as solugées de trabalho, foram armazenadas sob
temperatura de refrigeracdo (10°C). Todas as solugdes foram preparadas com agua
ultrapura (sistema Milli-Q, Millipore Corporation, EUA) e filtradas em membranas de
celulose de 0,22 um de porosidade (Millipore, EUA). Antes da injecdo os padrbes e

amostra foram sonicados por 5 minutos.
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2.3. Equipamento

O equipamento utilizado foi um sistema de eletroforese capilar Agilent G1600AX
(Agilent Tecnologies, Germany), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD),
injetor automatico e sistema de controle de temperatura ajustado para 25°C. Utilizou-se
um capilar de silica fundida com 50 um de didmetro interno por 72 cm de comprimento
efetivo, com bulbo estendido (Agilent Technologies, Germany). A deteccao foi realizada
nos comprimentos de onda de 230 e 274 nm, para a taurina e cafeina, respectivamente. A
analise e o tratamento dos dados foram realizados no software HP ChemStation.

O capilar novo foi ativado e condicionado por lavagem com pressao de 50 mbar,
usando uma solugdo de hidréxido de sédio 1 mol.L™" durante 30 min, seguido de 10 min
de agua. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar foi condicionado durante 5 min com
hidréxido de sédio 1 mol.L”, seguido de 5 min com agua e 10 min de eletrdlito de corrida
(tampéao). No final do dia foi realizada uma limpeza do capilar com lavagem de hidréxido
de sédio 1 mol.L" durante 5 min, seguido de agua durante 5 min. O capilar foi

armazenado em agua durante a noite.

2.4.  Planejamento dos experimentos e tratamento dos dados

O primeiro estudo realizado se refere a forma de detecgéo. A cafeina possui dois
maximos de absorcdo de luz UV (200-210 e 274 nm). J& a taurina ndo absorve a luz na
regidao UV-VIS. Para possibilitar a detecgao, foi realizada uma busca na literatura a fim de
escolher um eletrélito que permita a detec¢do da cafeina em um de seus comprimentos
de onda maximos e a deteccao indireta da taurina. Para tanto, o eletrélito deve possuir
duas carateristicas importantes: ndo absorver a luz na regiao de um dos maximos da

cafeina (para permitir a deteccao direta desta) e possuir um croméforo que apresente
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absor¢ao da luz em qualquer regiao do UV (desde que ndo seja no mesmo comprimento
de onda de um dos maximos da cafeina), permitindo assim, a detec¢céao da taurina.

A segunda fase do estudo foi adicionar um surfactante para ionizar a molécula da
cafeina, permitindo a obtencdo da mobilidade eletroforética da mesma, o que acarreta na
separagao desta do fluxo eletroosmoético e dos demais componentes da amostra. Varios
trabalhos ja descreveram o SDS como um surfactante que produz este efeito, quando
empregado acima da concentracdo micelar critica (8,2 mmol.L™"). (FRAZIER et. al, 2000).
Com base na literatura, o uso de concentragbes muito elevadas aumenta
demasiadamente o tempo de corrida. Estudos Ballus et al. (2012), Meinhart et al. (2010)
utilizaram concentracdes de até 50 mmol.L" para a andlise da cafeina.

Em seguida, foi realizado um estudo univariado da faixa de pH a ser investigada.
Foi estudada a faixa de 4,0 a 11,0 (intervalo de 1,0) com base no pKa dos compostos.
Nao foram utilizados niveis de pH menores que 5, pois ocorre uma redugédo muito drastica
no fluxo eletroosmotico o que acarreta no aumento demasiado no tempo de analise. Para
tais estudos, foi utilizado um capilar com bulbo estendido de 50 um d.i x 72 cm de
comprimento total, eletrélito contendo 10 mmol.L™" de &cido benzoico e 50 mmol.L" de
SDS, injegdo hidrodindmica de 50 mbar por 5 s e voltagem de + 30 kV.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios univariados um planejamento
composto central 23, com pontos centrais e axiais, foi utilizado para investigar os efeitos
individuais e de interagédo entre as variaveis pH, concentragédo do eletrélito e concentragao
de SDS. O ponto central foi analisado em triplicata, totalizando 17 experimentos. Todos os
experimentos foram realizados em ordem aleatéria. Os niveis empregados foram de 10 (-
1,68) a 40 mmol.L" (+1,68) para a concentracdo de eletrélito; 10 (-1,68) a 50 mmol.L™
(+1,68) para a concentragéo de SDS; e entre 5,00 (-1,68) e 10,00 (+1,68) para o pH. A

Tabela 1 mostra a matriz do planejamento composto central.
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Os experimentos foram realizados através da injecdo de amostra adicionada de
padrdes, nas concentracdes de 0,5 mg.mL™ de cafeina e 5 mg.mL™" para taurina. Todas
as condi¢des do planejamento composto central foram injetadas com 50 mbar de pressao
por 5 s, temperatura de 25°C e deteccdo em 230 e 274 nm, para a taurina e cafeina,
respectivamente. Antes de cada condicdo do planejamento foi realizado um
condicionamento com 5 minutos de hidréxido de sédio 1 mol.L™, 5 minutos de agua e 10
minutos do eletrélito da condicdo em estudo, a fim de manter as condi¢cbes iniciais do
capilar para todas as condi¢coes estudadas. Cada condicdo foi injetada em duplicata,
sendo que entre as corridas da mesma condi¢do o capilar foi condicionado por 2 minutos
com o eletrdlito.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios, foram escolhidas algumas
respostas a serem otimizadas, sendo elas: (1) a diferenca de tempo entre o fluxo
eletroosmético e a cafeina (para avaliar a separacao da cafeina do pico do sistema); (2)
resolucao entre a cafeina e taurina (necessaria para garantir a ndo supressao dos sinais,
ja que a detecgao da cafeina é de forma direta e da taurina, de forma indireta), calculada
conforme a equacado 1; (3) simetria do pico da taurina (devido as efeitos de disperséo
resultantes da diferenca de condutividade do eletrélito e da molécula de taurina),
calculada conforme a equacao 2; (4) altura do pico da taurina (para melhorar o limite de
detecgéao); e (5) variacao de linha de base em 230 nm (muito significativo em detec¢oes
indiretas). Para cada resposta foram avaliados os modelos lineares e quadraticos quanto
a falta de ajuste, distribuicao de residuos e significancia das regressbes através da
Andlise de Variancia (ANOVA), ao nivel de confianca de 95%.

2(t,—t 3
Rs = (tz2—t1) Equacio 1
W2+W1

49



Alane Pereira Cangani Artigo 1

Onde Rs representa o valor da resolugéo, t; e t, representam o tempo de migragéao
de cada composto do par analisado e w; e w, representam a largura da base do pico de

cada composto (COLLINS, 2006).

S = Tfinai =T Equacéo 2
T—Tinicial

onde S = simetria, T = tempo da altura maxima do pico, Tsna = tempo do final da base do
pico e Tiniciar = tempo do inicio da base do pico.

Em seguida, para avaliar as respostas simultaneamente e determinar a melhor
condigao de analise, foi utilizada a fungéo de desejabilidade de Derringer e Suich (1980),
estipulando um valor de desejabilidade para cada resposta e a partir disso, combinando-
as em uma desejabilidade global (BREITKREITZ, JARDIM & BRUNS, 2009). O

tratamento dos dados foi através do software Design Expert 6.0.4 (Minneapolis, EUA).

2.5. Validagdo do método por eletroforese capilar

O método foi validado utilizando-se uma solugao estoque com os padrées de
cafeina e taurina, de acordo com as recomendacdes do Guia de Validacao de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos (ANVISA, 2003). Os limites de detecgao e quantificacdo foram
determinados através de diluicdes sucessivas das solucbes padrdes e estimados como
sendo 3 e 6 vezes a relagdo sinal/ruido, respectivamente. O limite de quantificacao foi
estabelecido com base no menor nivel que apresentou coeficiente de variacao relativo
aceitavel (= 20 %) para a concentragédo avaliada. As curvas analitica foram construidas
em triplicatas aleatérias, cada qual com 7 niveis de concentracao, de forma equidistante,
levando-se em consideracdo as concentragdes esperadas nas amostras. A linearidade
das curvas analiticas foi avaliada e o modelo linear foi validado através de analise de
variancia (ANOVA) para a falta de ajuste, distribuicdo de residuos e significancia da

regressao.
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Para a avaliagdo da repetitividade, foram realizadas dez determinagées em um
mesmo dia, incluindo trés concentracdes das curvas analiticas (correspondente ao limite
de quantificagdo, o ponto intermediario da curva e a concentragdo maxima). A precisao
intermediaria (entre dias) foi avaliada através de cinco determinagdes, nos mesmos niveis
de concentragdo da repetitividade, em cinco dias consecutivos. Para o estudo da
recuperacao, foi realizada a fortificagdo da amostra com os padrées em concentragdes
conhecidas, também seguindo trés niveis da curva (nas concentragdes do limite de
quantificagdo, no ponto intermedidrio e na concentragcdo maxima), através de trés

determinacbes em cada nivel.

3. Resultados e Discussao

Para o sistema de deteccao direta da cafeina e indireta da taurina, o eletrélito de
corrida escolhido foi 0 acido benzoico por apresentar em sua estrutura um croméforo, que
possui absortividade maxima a 230 nm e ndo absorve na regiao de 274 nm, que € 0
segundo pico maximo da cafeina. Desta forma a deteccao simultanea dos compostos foi
possivel, sendo que a cafeina foi detectada de forma direta a 274 nm e a taurina de forma
indireta a 230 nm. Na Figura 1 estdo apresentados os espectros de absorbéncia da

cafeina e do acido benzoico.
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Figura 1 - Espectros de absorbancia de solugbes aquosas de cafeina e de acido benzoico

tempo de analise.

No estudo univariado do pH foi observado que valores acima 10, aumentaram

muito o ruido da linha de base e valores abaixo de 5 prolongaram demasiadamente o

A partir dos resultados univariados o método foi otimizado através do estudo

multivariado. Na Tabela 1 estdo apresentados as variaveis, os niveis, bem como as

respostas obtidas nos experimentos do planejamento composto central 2°. As cinco

respostas investigadas (diferenca de tempo entre o fluxo eletroosmético e a cafeina,
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resolucdo entre a taurina e cafeina, variagdo na linha de base a 230 nm, simetria do pico
da taurina e altura do pico da taurina) foram avaliadas quanto aos modelos lineares e
quadraticos através da Andlise de Variancia (ANOVA), ao nivel de 95% de confianga,
sendo utilizado o modelo que apresentou melhor descricdo das variaveis. Na Tabela 2
estdo apresentados os testes para a falta de ajuste, significancia da regressdo e
coeficientes dos modelos.

E possivel verificar que os modelos para as respostas de simetria da taurina e
altura do pico da taurina ndo apresentaram evidéncia de falta de ajuste. J& os modelos da
diferenca do tempo entre o fluxo eletroosmotico e a cafeina, da resolugédo entre a taurina
e cafeina e da variagado na linha de base a 230 nm apresentaram falta de ajuste. Quanto a
significancia dos modelos, somente o parametro da variacao na linha de base a 230 nm,
apresentou modelo com regressao nao significativa, informacao esta, pouco confiavel ja
que ocorreu falta de ajuste e, do ponto de vista experimental, foram observadas muitas
variagoes da linha de base entre as condi¢oes estudadas.

Quando um modelo utilizado para a otimizagao dos algoritmos apresenta falta de
ajuste, a funcao de desejabilidade de Derringer e Suich pode nao estimar corretamente a
condicao 6tima. Porém, é possivel afirmar que a falta de ajuste para as respostas da
diferenca do tempo entre o fluxo eletroosmético e a cafeina, resolugdo entre a taurina e a
cafeina e a variagdo da linha de base a 230 nm para a taurina foram consideradas
pequenas, ja que foram na magnitude de 1,7, 1,2 e 3,7 vezes acima do valor do F critico,
respectivamente. Varios autores ja demonstraram que o uso de modelos com leve falta de
ajuste pode ainda ser util para prever as condicées analiticas. Dias et al. (2014),
empregou modelos com valores de Feacuiago até 10 vezes superiores aos valores de Fitico
obtendo resultados satisfatorios na otimizagao das respostas. De forma semelhante, nos
estudos de Meinhart et al. (2011) e Ballus et al. (2014), modelos com leve falta de ajuste
contribuiram para otimizar métodos de andlise. Tendo em vista que tais modelos
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apresentaram distribuicdo de residuos aleatéria, estes foram mantidos no processo de
otimizacao simultanea das respostas.

Neste trabalho também foram realizadas restricdes da regido experimental para
diminuir o erro de predicao do algoritmo devido a falta de ajuste dos modelos, assim como
realizado no trabalho de Dias et al. (2014). As respostas experimentais da diferenga do
tempo entre o fluxo eletroosmoético e a cafeina indicaram que as condigbes dos
experimentos 3, 5, 7, 10, 13, 15, 16 e 17 deveriam ser evitadas ja que as respostas foram
insatisfatérias (tempo menor que 0,25). A outra resposta com falta de ajuste (variagdo da
linha de base) indica que as condi¢cdes dos ensaios 9, 10, 11 e 14 apresentaram variacdo
da linha de base muito elevada (acima de 200 mUA), devendo ser evitadas tais
condicdes. A resposta de resolucao entre cafeina e taurina, embora tenha falta de ajuste,
nao & preocupante pois todas as resolucoes foram altas. Assim, as restricoes foram
realizadas de forma a rejeitar os niveis de variaveis que foram prejudiciais
experimentalmente para a diferenga de tempo entre o fluxo eletroosmético e a cafeina, e
variagao da linha de base. Como pode ser observado na Tabela 3, o pH foi limitado aos
niveis de -1.00 a 1.00, a concentracdo de acido benzoico de -1.00 a 1,68 e o SDS de -
1,68 a 1,00.

Para o emprego do algoritmo de desejabilidade proposto por Derringer e Suich,
foram estabelecidas as desejabilidades individuais para cada variavel, com o objetivo de
obter a diferenca do tempo entre o fluxo eletroosmético e a cafeina maior que 0,8 e menor
que 2,0 minutos, obter a menor variagdo da linha de base possivel, a maior altura do pico
da taurina, reduzir a simetria da taurina para valores préximos a 1,0, com o minimo
aceitavel de 0,8. Para a resolucao entre cafeina e taurina o critério de desejabilidade foi
de reduzir a mesma (ja que os valores estavam demasiadamente altos, de 8 a 28), com o

limite minimo de 3,0, resolugao considerada como excelente para a quantificagdo. Com a
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reducéo da resolugéo para valores proximos a 3,0 existe a tendéncia de reduzir o tempo
de analise.

Na Tabela 3 também estado apresentados as condi¢cdes de analise sugeridas pelos
algoritmos cada um dos parametros, bem como as respostas experimentais previstas. A
condigdo analitica de pH 7,26, 16,20 mmol.L" de &4cido benzoico e 39,90 mmol.L" de SDS
foi testada, em triplicata, e na tabela estdo apresentados os valores experimentais
observados, com seus respectivos desvios.

Exceto para a resposta da diferenga do tempo entre o fluxo eletroosmético e a
cafeina, as demais respostas observadas apresentaram-se bem préximas as respostas
previstas. As diferengas podem ser atribuidas ao erro que existe em cada um dos
modelos devido a falta de ajuste. No entanto, os modelos ainda foram Uteis para otimizar
o método analitico. O eletroferograma da condigdo étima de separacdo de cafeina e

taurina em amostra de bebida energética pode ser observado na Figura 2.
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Tabela 1. Variaveis, niveis e respostas do planejamento composto central realizado para a otimizacdo na determinacdo de taurina e

cafeina em bebidas energéticas.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas Respostas
B Cc Diferenca - Variacédo da
Ensaio A B c A Concentracdo Concentracéo tempc? ] Br‘;suc::ﬂga: Sime_tria piﬁglfll‘:u(:i?\ a linha de base
pH de eletr()l_i1to de SDS FEO/Cafeina Cafeina Taurina (mUA) em 230 nm
(mmol.L™) (mmol.L") (min) (mUA)
1 -1.00 -1.00 -1.00 6.00 16.10 16.10 0,25 13,3 9,2 453,3 181,6
2 -1.00 -1.00 1.00 6.00 16.10 39.90 0,55 11,4 10,1 505,9 85,6
3 -1.00 1.00 -1.00 6.00 33.90 16.10 0,07 27,5 7,6 296,2 156,2
4 -1.00 1.00 1.00 6.00 33.90 39.90 0,79 20,4 8,0 312,7 172,2
5 1.00 -1.00 -1.00 9.00 16.10 16.10 0,20 12,1 10,3 514,2 24,0
6 1.00 -1.00 1.00 9.00 16.10 39.90 0,53 10,4 11,3 492,6 43,9
7 1.00 1.00 -1.00 9.00 33.90 16.10 0,11 25,3 7,4 307,5 138,6
8 1.00 1.00 1.00 9.00 33.90 39.90 0,54 20,6 7,6 331,2 163,2
9 -1.68 0.00 0.00 5.00 25.00 25.00 1,83 8,4 10,1 612,3 1359,0
10 1.68 0.00 0.00 10.00 25.00 25.00 0,23 16,3 9,8 477,6 212,9
11 0.00 -1.68 0.00 7.50 10.00 25.00 0,85 8,6 13,1 445,6 208,5
12 0.00 1.68 0.00 7.50 40.00 25.00 0,35 28,2 6,9 195,5 1141
13 0.00 0.00 -1.68 7.50 25.00 10.00 0,12 25,9 6,8 432,5 442
14 0.00 0.00 1.68 7.50 25.00 50.00 1,01 15,3 10,1 401,0 242 1
15 0.00 0.00 0.00 7.50 25.00 25.00 0,13 19,4 9,0 432,7 93,8
16 0.00 0.00 0.00 7.50 25.00 25.00 0,21 18,4 9,4 460,4 168,5
17 0.00 0.00 0.00 7.50 25.00 25.00 0,07 18,7 8,8 451,7 155,2

SDS: dodecil sulfato de sédio, FEO: fluxo eletroosmético
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Tabela 2. Modelos matematicos obtidos a partir das respostas do planejamento composto central, testes de falta de ajuste e da

significancia das regressoes.

Coeficientes da regressao

Testes ajuste e

regressao
B Cc
respostes Intercepto A Conc Conc A? B? c? AB AC BC Egiilt‘;”actljg Foatcuado ,
pH . . ajuste® Regressao®?
Eletrdlito SDS
Diferenga tempo 0,46 -0,22 - 0,06 0,24 - - - - - - 32,87 3,47
FEO/Cafeina (0,09 (0,10) (0,10) (0,10)
Resolugao 18,78 0,66 5,82 -2,43 -2,16 -0,03 0,77 0,03 0,31 -1,04 22,76 14,17
Taurina/Cafeina (1,29) (0,60) (0,60) (0,60) (0,67) (0,67) (0,67) (0,79) (0,79) (0,79)
Simetria 9,16 0,07 -1,52 0,60 - - - - - - 7,95 18,77
Taurina (0,20) (0,22) (0,22) (0,22)
Altura do pico da 449,88 -10,92 -83,44 1,33 28,81 -50,70 -16,62 -2,23  -8,37 1,15 12,80 8,92
Taurina (25,02) (11,76) (11,76) (11,76) (12,95) (12,95) (12,95) (15,36) (15,36) (15,36)
Variagédo da Linha de 156,28 -157,68 10,00 21,75 171,84 -49,48  -55,91 21,59 1556 14,59 70,91 1,24
Base em 230 nm (163,77) (76,95) (76,95) (76,95) (84,78) (84,78) (84,78)  (100,50)  (100,50)  (100,50)

SDS: dodecil sulfato de sédio; FEO: fluxoeletroosmético; ™ Ferico para o teste de falta de ajuste: 19,35 (valores de Fgacuado Maiores que
Feritico indicam modelo com falta de ajuste); @ Feitco para a significancia da regressao: 3,55 (valores de Fcaicuado menores que 0 Feitico

indicam regressao significativa).

Tabela 3. Condigbes de desejabilidade empregadas na otimizagdo simultdnea das respostas, valores preditos pelo modelos e valores

observados
Variavel/ Resposta Critério ihlfr:rlitgr stgzlrtizr Importancia Valor Previsto  Valor Observado
Ph Na faixa -1 1 3 7,26 -
Concentracao eletrélito Na faixa -1 1,68 3 16,20 -
Concentracao SDS Na faixa -1,68 1 3 39,90 -
Diferenca tempo FEO/Cafeina Na faixa 0,8 2,0 5 0,80 0,31+0,02
Resolugao Taurina/Cafeina Minimizar 3,0 28,2 3 12,15 9,92+1,04
Simetria Taurina Minimizar 0,8 10,0 5 11,26 15,55+1,47
Altura do pico Taurina Maximizar ~ 300,0 613,0 5 469,83 517,15+15,63
Variagéo da linha de base em 230 nm  Minimizar 1,0 1359,0 3 79,81 76,00+1,84

SDS: dodecil sulfato de sédio, FEO: fluxo eletroosmético.
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Figura 2 - Eletroferograma da condicao o6tima de separacdo de cafeina (A) no comprimento de
onde a 274 nm e taurina (B) no comprimento de onda a 230 nm, em amostra de bebida energética.
Condigdes analiticas: capilar de 50 pm de d.i x 72 cm de comprimento total com bulbo estendido,
eletrélito acido benzoico 16,2 mmol.L”" com dodecil sulfato de sédio (SDS) 39,9 mmol.L™", pH 7,26,
25 °C, injecdo de 50 mbar por 5s e voltagem de +30 kV.

O método foi validado e as figuras de mérito estdo apresentados na Tabela 4.
Através da andlise de variancia, verificou-se que a regressao linear foi significativa nas
faixas de concentracao estudadas e que o modelo matematico para a cafeina apresentou
leve falta de ajuste (devido ao baixo erro experimental) e 0 modelo matematico para a
taurina nao apresentou falta de ajuste (p>0,05), mostrando-se apropriados para realizar
as quantificagdes. Os limites de quantificacao foram adequados para andlise de bebidas
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energéticas com um método de extracdo extremamente simples. Os demais parametros
também apresentaram resultado adequado para a quantificacdo de acordo com as
exigéncias da ANVISA (2003) demonstrando que o método é confiavel para a

determinagéo simultanea da cafeina e taurina em bebidas energéticas.

Tabela 4. Figuras de mérito da validacdo do método de andlise para cafeina e taurina em bebidas

energéticas.
Compostos
Parametros Cafeina Taurina
Faixa Linear (mg.L") 4-84 15 -235
F (falta de ajuste)* 6,76 2,59
Limite de Detecgdo (mg.L™) 2 7,5
Limite de Quantificacao (mg.L") 4 15
1 % 1 %
Nivel 1 5,93 % 3,80 %
Repetitividade 8.21 9% 13.95 9%
Nivel 2 e ’
(n=10) CV
7 °O oO
Nivel 3 8,75 % 9,08 %
10,57 % 14,27 %
Nivel 1 0.57 % 27 %
Precisao Intermediaria . 5,59 % 13,12 %
(n=5) CV Nivel 2
o, o,
Nivel 3 3,97 % 10,57%
11 % 117,18 %
Nivel 1 105,11°% 18%
Recuperagédo 111,26 % 120,81 %
Nivel 2 ’ ’
(n=3) % o 115.40°
Nivel 3 118,83 % 5,40%

D Fitico 310 3,71 (taurina) Fegico 4.11) :3,36 (valores de Feacuado Menores que Feiieo indicam modelo
sem falta de ajuste) @ Concentragao para a repetitividade, precisdo intermediaria e recuperagao:
Niveis 1, 2 e 3, equivalente a 4, 40 e 84 mg.L"' para a cafeina e 15,110 e 235 mg.L ™" para a taurina,
respectivamente.
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4. Conclusao

Através do emprego de técnicas estatisticas multivariadas, como o planejamento
composto central e 0 método de desejabilidade de Derringer e Suich, foi possivel otimizar
a separagao da cafeina e taurina presentes na bebida energética por cromatografia
eletrocinética micelar, obtendo-se uma maxima altura de pico e com menor simetria do
pico de taurina.

As condicdes finais do método consistiram na utilizacao de capilar de 50 um de d.i
X 72 cm de comprimento total com bulbo estendido, eletrélito acido benzoico 16,20
mmol.L™" com dodecil sulfato de sédio (SDS) 39,90 mmol.L", pH 7,26, 25 °C, injecdo de
50 mbar por 5s e voltagem de +30 kV e deteccdo a 230 e 274 nm. A separacdo da
cafeina e taurina ocorreu em 12 minutos.

O método desenvolvido apresentou resultados adequados para os parametros de
validagdo, com preparo de amostra simples e eficiente. A técnica utiliza poucos
reagentes, apresenta baixo custo de analise, rapidez e baixa geracdo de residuos
apresentando-se como uma boa alternativa para andlises de controle de qualidade de

bebidas energéticas.
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RESUMO

O consumo de bebidas energéticas no Brasil e no mundo tem aumentado a cada ano,
especialmente devido as suas propriedades estimulantes. Esta bebida é composta
basicamente por carboidratos, vitaminas do complexo B, inositol e seus principais
ingredientes s@o a taurina e a cafeina. O objetivo deste trabalho foi analisar amostras de
bebidas energéticas comercializadas no Brasil para verificar se o teor de cafeina e taurina
estdo de acordo com os valores declarados nos rotulos e com os limites estabelecidos
pela legislagéo brasileira. Foram analisadas 22 marcas de bebidas energéticas por
cromatografia eletrocinética micelar, utilizando um capilar de silica fundida (50 um x 72
cm), voltagem de + 30 kV, temperatura de 25 °C, injecdo hidrodinamica a 50 mbar por 5 s
e deteccdo a 230 nm e 274nm, para taurina e cafeina, respectivamente. O eletrdlito
consistiu em 16,2 mmol.L™" de 4cido benzoico e 39,9 mmol.L™' de dodecil sulfato de sédio
(SDS), em pH 7,26. A concentracao de cafeina variou entre 16,68 e 34,64 mg.100 mL" e
para a taurina entre 188,97 e 614,19 mg.100 mL". Considerando os intervalos de
confianga (95%), verificou-se que quase a totalidade das marcas analisadas (21 entre 22
marcas) apresentaram teor de cafeina menor que o declarado no rétulo, enquanto 11
marcas apresentaram teor de taurina abaixo do declarado. Com relagdo a cafeina
nenhuma das marcas tiveram o teor acima do limite maximo permitido pela legislacao
vigente, no entanto, 50% das marcas possuiam teor de taurina acima do limite maximo
permitido. Houve também, uma heterogeneidade no teor de cafeina e taurina entre os
lotes analisados da mesma marca, mostrando a necessidade de um controle de qualidade
mais rigoroso e com uma melhor padronizacdo dos ingredientes adicionados a este

produto.

Palavras chave: cafeina; taurina; bebidas energéticas; cromatografia eletrocinética
micelar.
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ABSTRACT

The consumption of energy drinks in Brazil and in the world is increasing over the years,
especially due to its stimulant property. This drink is basically composed of carbohydrates,
B vitamins, inositol, and its main ingredients are taurine and caffeine. The aim of this study
was to analyze samples of energy drinks commercialized in Brazil to verify if their caffeine
and taurine content are according with the values declared on the labels and with Brazilian
legislation limits.A total of 26 brands of energy drink were analyzed by micellar
electrokinetic chromatography, using a fused silica capillary (50 um x 72 cm) at + 30 kV
during 2 min, temperature 25 °C, hydrodynamic injection at 50 mbar for 5 s, and detection
at 230 and 274 nm for taurine and caffeine, respectively. The running buffer consisted of
16,2 mmol.L ™" benzoic acid and 39,9 mmol.L™' sodium dodecyl sulfate (SDS) (pH 7.26). .
The mean caffeine concentration varied between 16,68 and 34,64 mg. 100 mL" and the
taurine concentration varied between 188,97 and 614,19 mg mL™. Considering confidence
intervals (95%), it was found that almost all of the analyzed marks (marks 22 from 21)
were less than caffeine content declared on the label and 11 brands had taurine content
stated below. With regard to caffeine any of the brands had the content above the
maximum extent permitted by law, however, 50 % of the brands had taurine content above
the maximum allowed limit. There was also a heterogeneity in caffeine and taurine
analyzed between batches of the same brand, demonstrating the need for a more strict

quality control and a better standardization of ingredients added to this product.

Keywords: caffeine; taurine; energy drink; micellar electrokinetic chromatography.
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1. Introducao

A bebida energética surgiu nos anos de 1960 nos continentes Europeu e Asiatico e
sua expansao tem sido tdo elevada que sua comercializacdo é considerada como o
mercado com o crescimento mais acelerado dentre as demais bebidas n&o alcodlicas. O
consumo de bebida energética tem se tornado popular, principalmente, entre o publico
jovem, com idades entre 18 a 34 anos, especialmente entre os estudantes
(MALINAUSKAS, 2007; ATTILA; CAKIR, 2011), pessoas fisicamente ativas
(TSITSIMPIKOU et al., 2011) e entre os atletas (BUXTON; HAGAN, 2012).

No Brasil, a bebida energética € regulamentada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que a define como um "composto liquido pronto para o
consumo", podendo apresentar em sua composiCdo 0Ss seguintes ingredientes: inositol
e/ou glucoronolactona, e/ou taurina (maximo 400 mg.100 mL™), e/ ou cafeina (maximo 35
mg.100 mL™), possibilitando ainda a adicao de vitaminas e/ou minerais em até 100% da
ingestao diaria recomendada (IDR) e outros ingredientes desde que nao haja
descaracterizagdo do produto final; sendo permitidas o uso das expressdes "bebida
energética" ou "energy drink" em sua embalagem (ANVISA, 2005).

A cafeina é considerada como um dos ingredientes mais comuns presentes a
todas as marcas de bebida energética (TRABULO, 2011; NORDT, 2012) e tem sido um
composto correlacionado com o aumento do estimulo do sistema nervoso central,
aumento do desempenho fisico e mental, do estado de alerta, melhora do estado de
humor e da memdria (MALINAUSKAS, 2007; POHLER, 2010; BIZZOTO, 2013). No
entanto, quando consumida em doses elevadas (10 a 15 mg.kg™"), pode desencadear
sintomas indesejaveis, como a ansiedade, tremores, dores de cabeca, agitagao,
irritabilidade, alucinagcdo, desconforto gastrointestinal, aumento da pressdo arterial,
reducdo da sensibilidade a insulina, arritmia, taquicardia e palpitagédo, insbnia, nauseas,
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convulsées e em casos mais extremos levar ao coma e a morte (MALINAUSKAS, 2007;
POHLER, 2010; TRABULO, 2011).

A taurina é um aminoécido livre, conhecida por apresentar um importante papel
em inumeras funcbes fisiolégicas e por isso podendo ser aplicada em diversos
tratamentos clinicos, sendo considerada como o principal aminoacido intracelular livre na
maior parte dos tecidos dos mamiferos (CATALDI, 2004; LAMONICA-GARCIA, 2008;
PEREIRA, 2012). No organismo, tém papel fundamental na absorcao de gorduras, agindo
como um antioxidante, protegendo o coragdo, atuando como anticonvulsivo, na
estabilizacdo da membrana plasmatica e na regulacao dos niveis de célcio intracelular, no
desenvolvimento do sistema nervoso central e da retina, na osmorregulagao, apresenta
capacidade anti-inflamatéria e atuacdo na modulagcdo da insulina (CATALDI, 2004;
FERREIRA et al., 2006; DALL’AGNOL, 2009; PANSANI, 2010; TRABULO, 2011;
PEREIRA, 2012). Devido as suas fungdes fisioldgicas, a taurina tem sido cada vez mais
empregada pelas industrias de alimentos como um ingrediente funcional em alimentos
(QU, 1999; PEREIRA, 2012). Todos estes aspectos explicam porque a taurina € um dos
ingredientes principais da composigao da bebida energética. Além disso, diversos estudos
comprovam que a taurina apresenta um poder ergogénico e proporciona uma melhoria no
desempenho fisico (PEREIRA, 2012). No que tange a toxicidade da taurina, estudos
cientificos comprovaram que a ingestdo de taurina € geralmente bem aceita pelo
organismo, sem efeitos fisiologicos adversos. Sabe-se que em usos terapéuticos nao
constam relatos de efeitos colaterais em doses de 1000 a 3000 mg ao dia, e que médicos
especialistas em nutricdo geralmente prescrevem o consumo de taurina nas
concentracdes de 500 a 1000 mg de 2 a 3 vezes ao dia, para adultos (FINNEGAN, 2003;
CARVALHO, 2006; HECKMAN, 2010). No entanto, como ndo existem estudos

conclusivos sobre a quantidade maxima possivel ingerida sem que ocorram efeitos

76



Alane Pereira Cangani Artigo 2

adversos, a ANVISA estabeleceu o limite de 400 mg.100mL™" de taurina em bebida
energética (ANVISA, 2005).

O objetivo deste trabalho foi determinar o teor de cafeina e taurina em bebidas
energéticas de marcas comercializadas no Brasil e avaliar se as concentragdes contidas

nas bebidas estdo de acordo com o valor declarado no rétulo e com a legislagao vigente.

2. Materiais e Métodos

2.1.Amostras

As amostras analisadas consistiram em 22 marcas, obtidas em trés lotes
diferentes, sendo que 5 marcas foram adquiridos apenas dois lotes por falta de
disponibilidade nos supermercados, totalizando 73 amostras. A marca 4 (4a e 4b) se
refere a bebidas energética tradicional e sem adi¢do de agucar; a marca 5 (5a e 5c) se
refere a bebidas energética tradicional e saborizada; e a marca 12 (12a, 12b e 12c) se
refere a bebidas tradicional, sem adicdo de agucar e aromatizada. As amostras foram
adquiridas em supermercados da cidade de Campinas-SP. O preparo das amostras
consistiu na desgaseificagdo em ultrassom durante 20 minutos e filtragem em filtro
Millipore de 0,22 um (Millipore, EUA). Em seguida, as mesmas foram injetadas no sistema
de eletroforese capilar. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata, sendo que

cada replicata representou a média de trés injegoes.

2.2.Reagentes

Os padrdes de cafeina e taurina foram obtidos da Sigma Chemical Co. (EUA). O

acido benzoico adquirido da Carlo Erba (Italia) e dodecil sulfato de s6dio (SDS) da Riedel-
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de-Haen (Alemanha). Em todos os experimentos e no preparo das solugdes, utilizou-se
agua ultrapura obtida em sistema Direct-Q 3 UV (Millipore Corporation, Franga).

Todas as solugdes foram desgaseificadas por ultrassonicagao (Microsonic SX-20,
Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil) e antes de cada injecao os vials contendo as amostras
filtradas foram colocados no ultrassom durante 5 minutos. As solugbes estoque dos
padrdes de cafeina e taurina (500 mg.L" e de 5000 mg.L", respectivamente) foram
preparadas, filtradas em membrana de 0,22 um e armazenadas sob temperatura de

refrigeracdo (10 °C) até o uso no preparo de solugdes de trabalho.

2.3.Analise por eletroforese capilar

Para a determinacdo de cafeina e taurina foi utilizado um equipamento de
eletroforese capilar (CE) da marca Agilent G1600AX (Agilent Technologies, Alemanha)
equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD/ UV-vis), com injetor automatico e
sistema de controle de temperatura ajustado em 25 °C. As determinagdes foram
realizadas segundo o método desenvolvido e validado por Cangani et. al. (2015) por
cromatografia eletrocinética micelar, empregando um capilar de silica fundida com bulbo
estendido da Agilent Technology (Alemanha), com comprimento efetivo de 72 cm e 50 um
de diametro interno, eletrélito constituido de acido benzoico 16,2 mmol.L™ com dodecil
sulfato de sédio (SDS) 39,9 mmol.L™", pH 7,26 ajustado com NaOH, injecdo de 50 mbar
por 5 s e voltagem de corrida de (+30 kV). A deteccgao foi realizada nos comprimentos de
onda de 230 nm e 274 nm, para taurina e cafeina, respectivamente.

A identificagdo dos compostos foi realizada comparando-se os tempos de migracao
com os padrées e adi¢do de padrbes. Tanto a cafeina como a taurina foram quantificadas
utilizando-se curvas de calibragcao construidas com sete pontos, em ftriplicata, na faixa de

concentracdo de 4 a 85 mg.L" para a cafeina e 15 a 237 mg.L" para a taurina. Para
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avaliar a diferenca entre as marcas e lotes, o teor de cafeina e taurina das amostras foi
submetido a anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas estatisticamente pelo
teste de Tukey usando o software Statistica 10 (Statsoft, USA). As amostras foram
consideradas estatisticamente diferentes quando (p<0,05).

Para efeito de comparagdo entre os resultados obtidos nas amostras e as
quantidades maximas estabelecidas pela legislagdo, foram calculados os intervalos de
confianga (95%) para cada lote, permitindo assim uma comparagado estatisticamente
confiavel com a RDC n° 273/05 (ANVISA, 2005). Ainda segundo a RDC n° 273/05 para
ingredientes adicionados as bebidas energéticas, como é o caso da cafeina e taurina, o
teor desses ingredientes no produto e o valor declarado no rétulo deve obedecer aos

limites maximos estabelecidos por esta legislacao, sem limites de tolerancia.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta um eletroferograma obtido na determinagdo de cafeina e
taurina em uma amostra de bebida energética e na Tabela 1 estdo apresentadas as
concentracdes médias de cafeina e taurina presentes em cada lote das 22 marcas de

bebida energética analisadas.
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Figura 1 - Eletroferograma obtido na determinagdo de cafeina e taurina em uma amostra de
bebida energética. Capilar de 50 um de d.i x 72 cm de comprimento efetivo com bulbo estendido,
eletrélito acido benzoico 16,2 mmol.L™ com dodecil sulfato de sédio (SDS) 39,9 mmol.L", pH 7,26,
30 kV, 25 °C, injecdo de 50 mbar por 5 s e deteccédo a 274 nm (cafeina) e a 230 nm (taurina).
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Tabela 1. Contelido médio de cafeina e taurina (mg.L-1) e o intervalo de confianca (95%) das

amostras de bebida energética analisadas.

Cafeina Taurina
Marcas Lote Concentracao Concentragao
p 1C(95%) V.D B 1C(95%) V.D
(mg.100 mL™") (mg.100 mL™)
A 249+1,2°% 21,9-27,9 6142+57° 525,4 — 703,0
1 B 259+1,9° 21,0-30,8 32 397,0+9,9° 372,5-4215 400
c 253+1,4° 21,9-28,6 457,1 £13,1° 400,4 - 513,8
Média 25,4 £ 0,5 489,4 + 112,2
A 251+0,8° 23,1-27,0 353,9+10,4° 256,1 —451,8
2 B 256+1,6° 21,8-29,5 31,92 4076 +7,3° 389,4 — 4257 400
Cc 26,1152 22,3-30,0 412,1+145°% 376,1 —448,0
Média 25,6 £ 0,5 391,2 £32,3
A 276+1,4° 24,1-31,0 361,0+£10,8° 334,1 -387,9
3 B 21,4+1,6° 17,4-254 32 434,5+43° 423,8 — 4451 400
Cc 28,1+0,2? 27,7-28,5 459,4+6,8° 4427 — 476,2
Média 25,7 £3,7 418,3 £ 51,1
A 250+1,22 22,1-27,8 405,0+26,7 ° 338,7-471,3
42 B 27,1 +2,4°2 21,1-33,0 29,74 447,7 £10,9° 420,5-474,9 371,75
Cc 235+02° 23,1-23,9 454,8 +29,8% 380,5 - 528,7
Média 252 +1,8 435,8 + 26,9
A 26,4 +0,72 24,7 - 28,1 355,1+23,7° 296,2 - 414,0
4b B 27,4+1,3°2 24,1 -30,7 29,74 421,4+26,0° 356,8 — 486,0 371,75
Cc 222+1,4° 18,7 - 25,7 402,0+83% 381,4 —422,6
Média 25,3 +2,8 392,8 + 34,1
A 30,6 +05° 29,4-31,8 4196 +275% 351,3 -487,9
52 B 28,8+2,6% 22,4-352 32,5 467,7 £34,5° 381,9 - 553,5 400
c 256+1,2° 22,5-28,6 357,5+14,7° 320,9 — 394,1
Média 28,3 +2,6 414,9 £ 55,2
A 32,5+0,7° 30,7 - 34,2 437,5+35,1° 350,3 — 524,7
5¢ B 31,0£06° 29,5-325 32,5 452,4 + 28,52 381,6 — 523,2 400
Cc 258+1,3° 22,6 — 29,0 411,7+0,7% 410,0 - 413,3
Média 29,8 +3,5 433,8 £ 20,6
A 33,0+£1,3% 29,9 -36,2 414,0+£9,6° 390,1 —437,9
6 B 32,7+1,3% 29,5-359 32 476,1+11,5° 4475 - 504,6 400
Cc 24,0+1,2° 20,9-27,0 4343+8,5° 413,1 - 4555
Média 29,9 + 5,1 441,4 £ 31,6
A 236+0,6° 22,0 — 25,1 30,77 307,6 £21,6° 254,0 — 361,2 384,62
7 B 30,4+25° 24,2-36,6 32 440,0 + 23,7 ® 381,3 —498,8 400
Cc 19,7+1,0° 17,1 -22,2 30,77 307,5+3,4° 299,1 - 315,9 384,62
Média 245+54 351,7 £ 76,5
A 242+08° 22,1-26,3 285,6 + 15,7° 246,5 - 324,6
8 B 212+1,3% 17,9 -24,6 32 347,0+226 % 290,9 — 403,10 400
Cc 205+1,7° 16,2-24,8 382,0+39,4° 284,0 — 480,0
Média 22,0 +2,0 338,2 + 48,8
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A 29,8+0,6° 28,2-31,3 402,8 +24,9%® 341,0 — 464,5
9 B 26,9+0,3° 26,2 -27,7 3457 373,3+12,2° 343,0 — 403,6 400
Cc 248+1,0° 22,4 -272 35 4439 +226° 387,7 - 500,0
Média 272+25 406,6 + 35,5
A 285+0,7° 26,6 - 30,3 362,7+55° 349,2 - 376,3
10 B 22,0+1,6° 18,0 - 26,0 34,8 333,2+54° 319,8 — 346,6 400
Cc 27,0+£02° 26,4 -275 453,1+8,8° 431,3-475,0
Média 25,8+ 3,4 383,0 £62,5
A 29,7+1,0° 27,2-321 404,3+31,2° 326,8 —481,8
1 B 30,2+0,4° 29,4 - 31,1 32 4716 +37,1° 379,4 - 563,7 400
Cc 256+1,4° 22,2-291 461,6 £25,0 ° 399,5 - 523,7
Média 28,525 445,8 + 36,3
A 286+34° 20,3-37,0 32 395,0+9,6° 371,1-418,9
128 B 259+1,6° 21,9-30,0 4494 +6,3° 433,7 — 465,2 400
Cc 266+1,4° 23,2-30,0 32,11 4457 +28,0 ° 376,2 - 515,1
Média 27,1+14 430,0 £ 30,4
A 28,8+1,4° 25,3-324 381,5£229° 324,6 —438,5
12b B 258+23% 20,2-31,5 32 369,8+13,9° 335,3 — 404,3 400
Cc 24,4+0,3° 23,56-252 458,9+21,0° 406,8 -511,0
Média 26,323 403,4 + 48,4
A 34,6 +£23° 28,8 -40,4 464,4+8,8° 442,6 — 486,2
12¢ B 328+35° 24,0-415 32 475,0+6,3° 459,4 — 490,7 400
Cc 251+15° 21,4-28,7 461,8 +14,1° 426,7 — 496,9
Média 30,8 5,1 467,1 7,0
A 34,0+29° 26,9 -41,1 387,6+20,2° 337,3-437,8
13 B 26,5+06" 25,0 - 28,1 35 371,8+39° 362,1-381,5 400
Cc 30,3+1,6% 26,3 -34,3 418,3+33,3° 335,6 —501,0
Média 30,3 £3,7 392,5 + 23,6
A 21,0+1,3° 17,7 -24,3 304,9+6,9° 287,8-321,9
14 B 21,8+1,1° 19,0-24,6 35 365,8+28,0° 296,1-435,4 3938
Cc 276+0,7° 26,0 -29,3 406,6 + 16,4 ® 365,8 —447,3 400
Média 23,5+ 3,6 359,1 £ 51,2
A 31,0£26° 246 -37,4 358,8 +21,5° 305,4-412,3
15 B 31,4+0,4° 30,3-32,4 31,85 461,0+12,8° 429,3 — 492,7 400
C 255+1,2° 22,5-28,6 189,0£10,3° 163,4 - 214,6
Média 29,3+3,3 336,3 £137,4
A 19,8+1,6%° 16,0 — 23,7 255,4 +16,8° 213,7 - 2971
16 B 21,2+0,5% 19,9-22,5 32 333,1+14,5% 297,0 - 369,2 400
C 18,4 £0,6° 17,0-19,9 350,6 £ 23,4 2 292,5 -408,7
Média 198114 313,0 £ 50,7
A 32,7+24° 26,7 -38,7 380,2+14,3° 344,6 —415,8
17 B 26,6 +1,3° 23,5-29,7 32 4536+ 16,6 ° 412,3-494,8 400
C 302+1,6% 26,2 -34,3 470,0 £18,0° 425,4-514,6
Média 29,8 + 3,1 434,6 + 47,8
18 A 24,8+0,7° 23,0-26,5 30 384,8+34,3° 299,5-470,0 3725
B 275+1,2° 24,4 -30,5 380,5+3,2° 372,7 - 388,4
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Média 26,1+1,9 382,6 +3,0
A 315+1,1° 28,7343 375,2+338° 291,2 — 459,2
19 35 400
B 30,9+1,0° 28,5 33,3 3842+ 157° 345,3 — 423,1
Média 31,2+0,4 379,7 6,4
A 3162087 29,7 - 33,6 338,8+14,2° 303,6 — 373,9
20 32 400
B 31,5+1,4° 28,1348 4305+ 14,5° 394,4 — 466,7
Média 31,5+0,1 384,7 + 64,9
A 32,3052 31,1-335 401,8+32,1° 322,0- 4815
21 X 32 . 400
B 28,7+0,8 26,9 - 30,6 438,924 433,0 — 444,9
Média 30,5+ 2,6 420,4 + 26,3
A 32,3+0,8° 30,3— 34,2 400,6 +23,2° 343,0 — 458,2
22 X 32 X 400
B 16,7 £0,7 14,9185 2820+ 11,2 254,3 — 309,0
Média 24,5+ 11,0 341,3+8338

V.D: Valor declarado no rétulo (mg. 100 mL™), a: sabor tradicional, b: zero agtcar e c: saborizada.
IC (95%): Intervalo de confianca de 95%, (n=3, 1,=4,303). Letras minusculas iguais entre os lotes
de uma mesma marca indicam que nao ha diferenga significativa entre os lotes perante teste de

Tukey (95% de confianca).

Com relagao ao teor de cafeina presente nas 22 marcas analisadas, foi observado
que o valor variou de 19,8 mg.100 mL™" a 31,5 mg.100 mL", sendo que a marca 16
apresentou o menor teor, o qual também foi significativamente diferente (p<0,05) do teor
encontrado nas marcas 12¢, 13, 19, 20, 21. Estas por sua vez ndo foram estatisticamente
diferentes entre si.

Quanto ao teor de taurina, foi observado que o valor variou de 313,0 mg.100 mL™
a 489,4 mg.100 mL" Todas as marcas foram estatisticamente iguais entre si (p<0,05),
com excecao da marca 1 em relacdo a marca 16.

Quando investigada a diferenca do teor de cafeina e taurina entre os lotes, foi
verificado que para a cafeina, apenas 6 marcas apresentaram igualdade estatistica entre
os lotes e que 16 marcas tiveram pelo menos um lote diferente dos demais. Para o teor
de taurina, 9 marcas apresentaram igualdade estatistica entre os lotes e 13 tiveram teor
de taurina diferente em pelo menos um dos lotes.

Segundo a ANVISA, o valor declarado no rétulo das bebidas energéticas deve ser

fidedigno com o teor presente na bebida, sem tolerancias (ANVISA, 2005). Comparando o
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teor de cafeina com o valor declarado no rétulo através dos valores dos intervalos de
confianga, constatou-se que dentre as 22 marcas analisadas, 21 marcas apresentaram
pelo menos um lote com o teor cafeina abaixo do valor declarado, sendo que destas, 9
marcas tiveram todos os lotes com os teores abaixo do declarado. Somente a marca 20
apresentou todos os lotes com as mesmas concentragdes de cafeina declarada no rétulo.

Com relagao ao teor de taurina, 11 marcas apresentaram pelo menos um lote com
o valor abaixo do declarado no rétulo. Somente 4 marcas apresentaram todos os lotes
com as mesmas concentragdes de taurina declaradas no rétulo.

Segundo a ANVISA, o teor de taurina e cafeina presente em amostras deve ser
abaixo do limite legal permitido, sem tolerancia, sendo de 35 mg.100mL™" e 400 mg.100
mL™”, respectivamente. A partir dos intervalos de confianga (95%), foi possivel observar
que nenhuma marca apresentou o teor de cafeina acima do limite maximo permitido. Com
relagéo ao teor de taurina, 50% das marcas apresentaram pelo menos um lote acima do
limite maximo permitido.

Resultados similares para a cafeina foram encontrados por MCCUSKER et al.
(2006) utilizando cromatografia gasosa com detector nitrogénio-fosforo, e por BALLUS et
al. (2012) utilizando a técnica de cromatografia eletrocinética micelar com sistema de
deteccao de DAD (MEKC). Os resultados obtidos neste trabalho, também foram similares
aos apresentados por VOCHYANOVA et al. (2014), utilizando a técnica de cromatografia
eletrocinética micelar (MECK) com capilar curto e sistema de dupla deteccdo com os
detectores de condutividade por contato e fotométrico, na determinagdo simultanea de

cafeina e taurina em bebidas energéticas.
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4. Conclusao

Quanto ao teor de cafeina nenhuma amostra estava acima do limite maximo
permitido, por outro lado, o teor de taurina em 50% das amostras estava acima do limite
maximo permitido na legislagao brasileira estabelecido para bebidas energéticas. Das 73
amostras, 68% apresentaram uma quantidade de cafeina estatisticamente inferior a
declarada no rétulo do produto, enquanto que para taurina apenas 19% apresentaram
quantidade inferior a declarada no rétulo do produto, estando em desacordo com a
legislagéo brasileira.

A maioria das marcas apresentou heterogeneidade no teor de cafeina e taurina
entre os lotes analisados de uma mesma marca. Essas diferencas entre os lotes de uma
mesma marca mostra a necessidade de um controle mais rigoroso na padronizagdo dos

ingredientes adicionados.
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CONCLUSOES GERAIS

As ferramentas estatisticas utilizadas foram eficientes para o desenvolvimento de
um meétodo de cromatografia eletrocinética micelar para a determinacdo simultanea de
cafeina e taurina em bebidas energéticas, revelando-se um método de andlise rapido e
eficiente.

O método desenvolvido quando aplicado na determinacao simultanea de cafeina e
taurina nas 73 amostras analisadas, mostrou que a grande maioria das amostras
apresentou uma quantidade de cafeina inferior a declarada no rétulo do produto e uma
menor parcela apresentou uma quantidade de taurina abaixo do declarado no rétulo do
produto. Com relacdo aos limites maximos legais, nenhuma das marcas apresentou teor
de cafeina acima do limite maximo estabelecido e para o teor de taurina 50% das marcas
analisadas estavam com teor acima do limite maximo permitido na legislacao brasileira,
estabelecida para bebidas energéticas. Assim, € sugerido que deve haver um maior
controle das industrias e da fiscalizagao sobre as bebidas energéticas comercializadas em

Sao Paulo.
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