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RESUMO

O consumo crescente de suplementos entre atletas de diversas modalidades tem
ganhado notoriedade nos ultimos anos. Entre os suplementos mais populares esta
a creatina, frequentemente comercializada em sua forma monoidratada. No entanto,
como qualquer produto suplementar, a creatina esta sujeita a possiveis nao confor-
midades em sua composi¢cdo, o que levanta preocupacdes sobre sua qualidade e
seguranca. Para abordar esses desafios, a espectroscopia de infravermelho préximo
(NIR) se apresenta como uma técnica eficiente para a andlise do teor de creatina. Este
trabalho tem como obijetivo principal propor um experimento para quantificar o teor de
creatina em amostras comerciais, utilizando um espectrofotémetro de infravermelho
proximo. A metodologia escolhida para o desenvolvimento do trabalho e selecao das
referéncias bibliograficas foi a revisao integrativa. O desenvolvimento metodolégico
permitiu um levantamento bibliografico baseado na pesquisa em artigos cientificos
e bases de dados especializados. A revisao integrativa permitiu a sintese de infor-
macodes de diversas fontes, contribuindo para uma melhor compreenséo do uso da
espectroscopia NIR na quantificacdo da creatina. Este trabalho busca nao apenas
propor uma metodologia para a analise do teor de creatina, mas também oferecer
uma comparacao entre os meétodos existentes, com base em evidéncias coletadas da
literatura cientifica. A espectroscopia de infravermelho préximo se destaca como uma
ferramenta promissora para garantir a qualidade e a conformidade dos suplementos de

creatina no mercado.

Palavras-chave: Creatina, Espectroscopia, Infravermelho Préximo, Infravermelho, Qui-
mica Analitica, Cromatografia, Ressonancia Magnética Nuclear, Raman, Termogravi-

metria, Colorimetria, Analise Instrumental.



ABSTRACT

The increase in the utilization of food supplements by athletes in multiple sports mo-
dalities has gained major significance in recent years. Thus making creatine, often
commercialized in its monohydrate form, one of the most popular supplements. Howe-
ver, like any supplementary product, creatine is subject to potential non-conformities
in its composition, raising concerns about its quality and safety. To address these
challenges, near-infrared (NIR) spectroscopy emerges as an efficient technique for
analyzing creatine content. This study primarily aims to propose an experiment to quan-
tify the creatine content in commercial samples using a near-infrared spectrophotometer.
An integrative review method was applied to develop the study and select relevant
scientific references. This methodological approach enabled a comprehensive literature
review based on research in scientific articles and specialized databases. Therefore
simplifying the synthesis of information from several sources, that contribute for a better
understanding of the use of NIR spectroscopy in creatine quantification. This study
seeks not only to propose a methodology for the analysis of creatine content but also to
offer a comparison of existing methods based on evidence collected from the scientific
literature. Near-infrared spectroscopy stands out as a promising tool to ensure the

quality and compliance of creatine supplements on the market.

Keywords: Creatine, Spectroscopy, Near-Infrared, Infrared, Analytical Chemistry, Ch-
romatography, Nuclear Magnetic Resonance, Raman, Thermogravimetry, Colorimetry,

Instrumental Analysis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, um aumento significativo no consumo de suplementos por atletas de
diversas modalidades vem tomando certa notoriedade. Esse crescimento estéa relaci-
onado a busca por melhorias no desempenho fisico e na recuperacao pds-exercicio.
A evolucdo dos suplementos esportivos, desde substancias tradicionais até novas
descobertas cientificas, evidencia a constante inovacdo nesse campo e a crescente
disseminacgao de informacdes sobre a importancia da suplementacao adequada para
melhora da performance. Tal aumento destaca a importancia da informagéo e respon-
sabilidade em relagéo ao uso desses produtos para otimizar o desempenho esportivo e
manter a satde dos praticantes. (ALONSO; FERNANDEZ-GARCIA, 2020)

Nesse cenario, a crescente busca por uma melhor qualidade de vida, a prevencao
e recuperagao de doencgas e 0 desejo por uma estética corporal aprimorada tém
levado muitas pessoas a adotarem a pratica regular de exercicios fisicos. No entanto,
para alcancar melhorias substanciais no corpo e desfrutar dos beneficios a saude
associados, o fator dietético se torna crucial. (SILVA; SOUZA, 2016)

A importancia da suplementacéo alimentar se destaca ainda mais, devido a praticidade
oferecida por esses produtos e a sua disponibilidade em diversas formas no mercado,
como capsulas, po, gel e tabletes. Isso tem contribuido para um aumento significativo
no consumo por parte daqueles que buscam complementar sua dieta. Além disso, a
producado e comercializagao desses produtos sao favorecidas pela ampla variedade de
compostos disponiveis. Um dos suplementos mais conhecidos, a creatina, € vendida
em sua forma monoidratada, porém outras variantes como piruvato de creatina, citrato
de creatina, malato de creatina, piroglutamato de creatina e gluconato de creatina
também estao disponiveis no mercado. (LEITE et al., 2015) (ANDRES et al., 2017)

Sendo frequentemente procurada por praticantes de atividades fisicas intensas, a
creatina é associada a sua capacidade de aumentar a forga, a poténcia muscular e
promover ganhos incrementais de massa muscular. Além disso, estudos discutem o
papel da creatina na reducéo da fadiga e no aprimoramento do desempenho anae-
rébio, especialmente em exercicios de curta duracao e alta intensidade, contribuindo

diretamente para a hipertrofia muscular. (TEIXEIRA et al., 2020)
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A comercializagao disseminada da creatina como suplemento alimentar e esportivo
no mercado atual destaca a importancia de realizar testes de pureza para determinar
sua concentracao (FEIZI et al., 2022) Uma vez que a diversidade e a complexidade
dos suplementos disponiveis aumentam, a garantia da qualidade e seguranca desses
produtos se torna uma prioridade. E essencial, portanto, a utilizacdo de métodos
analiticos robustos para determinar com precisdo quais € quantas substancias estéao
contidas nos suplementos alimentares. Esses métodos permitem néo sé a verificacao
da conformidade com os rétulos, mas também a identificacdo de possiveis contaminan-
tes ou adulteracdes, assegurando a integridade e eficacia dos produtos oferecidos aos

consumidores.

Dentre os métodos analiticos disponiveis, 0 equipamento miniaturizado de infraver-
melho préximo (NIR) destaca-se como uma excelente opgdo. Esse método possui
varias vantagens significativas, como a ndo necessidade de preparo de amostra, o0
que simplifica e acelera o processo de analise. Além disso, por ser portétil, o NIR
pode ser levado para qualquer local, facilitando a realizacdo de analises em campo
ou em ambientes diversos. Outra vantagem crucial é que esse método nao destréi a
amostra, permitindo que ela seja utilizada para outras avaliagdes ou devolvida ao lote
original. Comparado a outros métodos analiticos, o NIR oferece resultados rapidos,
tornando-se uma ferramenta eficiente e pratica para garantir a qualidade e seguranca
dos suplementos alimentares. (SHAW et al., 1996) (JERONIMO et al., 2012) (BURNS;
A; W, 2007)

Embora os métodos espectroscopicos tenham a capacidade de fazer uma boa caracte-
rizagao, alguns destes, sobretudo o infravermelho préximo, necessitam ser associados
a métodos estatisticos de tratamento de dados, sendo possivel fazer um manejo mais
eficaz da crescente quantidade de dados gerados por esses instrumentos analiticos.
Ao empregar técnicas quimiométricas, € possivel ndo apenas aumentar a produtivi-
dade e/ou reduzir os custos operacionais, mas também melhorar significativamente
a qualidade dos dados obtidos. Ademais, a quimiometria contribui para a melhoria
da preciséo e da veracidade dos resultados, garantindo que as analises sejam mais
confiaveis e robustas. Este aprimoramento na interpretacao dos dados é crucial para

avancar na pesquisa cientifica e na aplicagao pratica em diversas areas industriais e
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laboratoriais. (OTTO, 2023)

Este trabalho traz em seu conteldo uma abordagem para o estudo da analise de
creatina por meio de técnicas de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR ou
micro-NIR) e um planejamento experimental a esse respeito. Abrangendo as principais
técnicas analiticas aplicadas a analise de creatina, este estudo evidencia as vanta-
gens quanto ao uso do equipamento de infravermelho proximo quando comparado a

aplicagao de outros métodos analiticos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Fazer uma revisao bibliogréafica de técnicas empregadas para identificacdo e quantifica-

cao de creatina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Apresentar os métodos empregados para identificacdo e quantificacdo de creatina

» Evidenciar metodologias de andlise de creatina usando NIR em trabalhos da

literatura cientifica

« Verificar a importancia da quimiometria para a aplicagdo conjunta com o infraver-

melho proximo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 LEGISLACAO E RISCO A SAUDE PUBLICA

A falta de definicdo legal quanto aos suplementos alimentares acarretava desafios na
fiscalizagdo, resultando em potenciais riscos a saude dos consumidores. Esta lacuna
regulatéria facilitava a comercializagdo de suplementos contendo substancias proibidas,
tais como efedrina e 1,3-dimetilamilamina. De modo complementar, a auséncia de
metodologias oficiais para analise destes produtos no Brasil levantava davidas acerca
de sua qualidade e seguranga, contribuindo para casos de fraude ao consumidor,
como discrepancias entre as informagdes declaradas nos rétulos e os valores reais
identificados apds andlise pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
(MOLIN et al., 2019b)

Os desafios enfrentados pela saude publica no Brasil em relagdo ao uso e consumo de
suplementos alimentares sdo complexos e multifacetados. Entre os problemas mais
criticos estdo o consumo sem a orientagdo adequada de profissionais de saude, a
falta de uma regulamentacédo mais rigida para esses produtos e a alta disponibilidade
de suplementos no mercado, facilitando o acesso irrestrito. Além disso, a fiscalizacao
existente é insuficiente para cobrir a vasta quantidade de suplementos alimentares
disponiveis, 0 que permite a circulagdo de produtos sem a devida certificacao de segu-
ranca. Atuando como um agravante da situacao, ha uma caréncia de politicas eficazes
de educacgédo e conscientizag¢ao, resultando em uma populagéo pouco informada sobre
0s riscos associados ao uso indiscriminado de suplementos alimentares. (MOLIN et al.,
2019a)

Nesse contexto, a problematica acerca da auséncia de regulamentacdes rigorosas
por parte dos 6rgdaos governamentais propicia incertezas quanto a sua aquisicao e
consumo por parte da populacdo. De modo que, até 2018, a auséncia de definicdes
legais para os suplementos alimentares resultava na classificagéo destes produtos em
diversas categorias regulatérias. Estas incluiam alimentos para atletas, suplementos
vitaminicos, minerais, novos alimentos e/ou ingredientes, alimentos de propriedade
funcional e/ou de saude, medicamentos especificos e fitoterapicos. (MOLIN et al.,
2019a) (SILVA; JUNIOR, 2020)
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A fim de aprimorar a regulacao das categorias de suplementos alimentares e garantir
maior clareza e consisténcia no processo de fiscalizagao, foram estabelecidas medidas
normativas. A Resolugcdo RDC N® 243, datada de 26 de julho de 2018, foi concebida
pela ANVISA para definir os requisitos essenciais para essa classe de produtos e para
unificar as diversas categorias alimentares previamente existentes. Em paralelo, a Ins-
trucdo Normativa IN N° 28, emitida na mesma data e pelo mesmo 6rgao, desempenhou
um papel complementar ao fornecer informacgdes cruciais, como a lista de constituin-
tes permitidos, diretrizes sobre aditivos complementares, requisitos de rotulagem e
procedimentos de regularizacdo dos suplementos alimentares. (ALIMENTOS et al.,
2021)

A ANVISA traz a Resolucao RDC N? 18, de 27 de abril de 2010, referente aos alimentos
destinados para atletas e, no caso da creatina, é informado que é permitida a adicdo
de carboidratos ao produto, sendo que a dose descrita deve contemplar entre 1,5 e 3,0
gramas de creatina. Insta ressaltar que a resolugdo nao delimitou a quantidade de car-
boidratos e, dessa forma, diversas marcas vendem o produto misturado a carboidratos
como a maltodextrina. De acordo com a Resolugdo RDC 360/03 também da ANVISA,
datada de 23 de dezembro de 2003, “Sera admitida uma toleréncia de +/- 20% com

relacdo aos valores de nutrientes declarados no roétulo”.

Para tal, a necessidade de estabelecer normativas e resolugdes relacionadas a su-
plementacao alimentar, especialmente no contexto dos suplementos para atletas,
tornou-se crucial devido ao crescimento da pratica de musculagéo e ao incentivo a
atividade fisica. Isso gerou uma valorizagdo para com a qualidade da alimentacao
da populacgao, resultando em um aumento significativo no consumo desses produtos.
Dentre eles, a creatina se destaca como um dos suplementos esportivos amplamente

utilizados pelo publico envolvido em atividades fisicas. (GUALANO et al., 2010)

3.2 CREATINA

3.2.1 Estrutura Quimica e Origem

A creatina, também denominada acido metil guanidinoacético e cuja férmula quimica é

C4H9N30,, pode ser encontrada em alimentos de origem animal, como carne e peixe.
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Sua estrutura molecular € ilustrada na Figura 1. Além disso, a molécula é sintetizada
naturalmente no corpo humano por érgaos como o figado, rins e pancreas (CACCAMO;
MAGAZU, 2022)

Figura 1 — Estrutura molecular da Creatina.
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Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Com base na estrutura da creatina, € possivel identificar visualmente os grupos fun-
cionais presentes que a caracterizam. Entre esses grupos, destacam-se uma amina
terciaria, um grupo acido carboxilico na extremidade direita da molécula representada

e, do lado esquerdo, uma amina primaria e uma imina. (BRUICE, 2017)

Sua descoberta ocorreu no ano de 1832, quando o quimico francés Michel Eugéne
Chevreul obteve éxito em extrair essa substancia da carne bovina, sendo a primeira vez
que isso foi realizado. Em virtude dessa conquista, Chevreul a denominou de creatina,
originando-se do termo grego "Kreas", que significa carne. No entanto, somente em
1847 a presenca da creatina foi oficialmente validada, quando o quimico alemao Justus
von Liebig conduziu um estudo observando a conexao da presenca desta substéncia,
com a atividade muscular. (CACCAMO; MAGAZU, 2022)

3.2.2 Suplemento Alimentar e Biomolécula

O consumo de creatina ocorre predominantemente através da ingestdo de sua forma
sélida, em po, diluida em agua. Portanto, hodiernamente a creatina € comercializada
em diversas formas e dosagens, incluindo capsulas de creatina monohidratada e

suplementos em p6 que combinam creatina e carboidratos em sua composicao.



22

A creatina tem como principal fungao fornecer energia durante a contragao muscular,
uma vez que desempenha fungdes fisioldgicas no metabolismo humano, tanto em
sua forma intramuscular quanto em sua forma livre. (KRAEMER et al., 2019)Nas
células, a oxidacao de carboidratos e gorduras produz ATP, adenosina trifosfato, uma
molécula utilizada para fornecer a energia necessaria para os diversos processos
celulares. Durante os processos, ocorre a formacédo de ADP, adenosina difosfato, e
AMP, adenosina monofosfato. O papel principal da creatina, na forma de fosfocreatina,
€ doar um grupo fosfato ao ADP, convertendo-o de volta em ATP, o qual pode ser
reutilizado em um novo ciclo de reagdes, fornecendo mais energia para as células. Ela
€ dispersa em todo o corpo, de modo que cerca de 95% da creatina € encontrada nos
musculos esqueléticos, e o restante é distribuido no cérebro e no coracao. (CACCAMO;
MAGAZU, 2022)

Por ser um componente crucial no sistema de fornecimento de energia, participando
no resgate de ATP, a ingestdo desta substancia em forma de suplemento promove
o aumento da concentracdo e das taxas de biossintese de fosfocreatina no tecido
muscular. Assim, a creatina atua como uma reserva imediata de energia disponivel
para a contracdo muscular, contribuindo para retardar os efeitos da fadiga durante a
realizacao de exercicios intensos. (KRAEMER et al., 2019) Além disso, a creatina
pode ser particularmente vantajosa para melhorar o desempenho em modalidades
esportivas que demandam multiplas explosdes de intensidade e/ou durante momentos

decisivos de competicoes. (FORBES et al., 2023)

A creatina também desempenha fungdes importantes relacionadas a alteracédo da
composicao corporal e ao auxilio no processo de hipertrofia muscular. Esse efeito é
principalmente atribuido a atividade osmatica da creatina, que resulta na retengao de
agua nos tecidos. Aumentando a concentracdo dessa substancia, o sarcoplasma é
capaz de recrutar agua livre para o interior das células musculares, causando notorio
ganho de volume muscular apés o uso continuo do suplemento. (KRAEMER et al.,
2019)

Dessa forma, a creatina é um recurso ergogénico eficaz para potencializar o treina-

mento de resisténcia e aprimorar o desempenho em atividades intermitentes de alta
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intensidade e curta duracdo. Embora seus efeitos sobre 0 desempenho em atividades
de resisténcia sejam menos compreendidos, a creatina apresenta a capacidade de
prolongar o tempo até a exaustdo durante atividades intensas, possivelmente devido

ao incremento na capacidade de trabalho anaerébico. (KRAEMER et al., 2019)

Estando a creatina naturalmente presente nos musculos esqueléticos de vertebrados,
€ obtida de duas formas distintas. Aproximadamente 1 grama é sintetizada endogena-
mente a partir dos aminoacidos glicina, arginina e metionina, enquanto o restante é
adquirido exogenamente por meio do consumo de alimentos como carnes vermelhas,

aves, peixes e alguns vegetais. (LEITE, 2014)

Objetificando analisar o quantum de hipertrofia associado a suplementagao de creatina,
um estudo de (2019) intitulado “Physiological Basis for Creatine Supplementation in
Skeletal Muscle and the Central Nervous System” foi conduzido em camundongos,
dividindo-os em dois grupos distintos para obtencéo dos resultados. O primeiro, 0 grupo
controle, ndo recebeu suplementacao de creatina, enquanto o outro grupo recebeu su-
plementacao de creatina monohidratada. Apds o periodo de andlise, foi observado que
o grupo suplementado apresentou um desenvolvimento superior de fibras musculares

responsaveis pelo aumento de forca e resisténcia muscular. (KRAEMER et al., 2019)

3.2.3 Propriedades Fisico-Quimicas da Creatina

A principio, a creatina, composto cuja massa molar equivalente a 131,13 g/mol,
caracteriza-se como um acido organico nitrogenado. Esta classificacao é atribuida
devido a presenca de um grupo &cido carboxilico e grupos nitrogenados ligados por um
carbono central. Em uma abordagem estrutural, a creatina é cristalizada em prismas
monoclinicos rigidos e incolores, que armazenam uma molécula de agua cristalizada
por molécula de creatina, que sofrem desidratacdo por volta da temperatura de 125 °C
e, ao ser submetida a temperaturas préximas de 290 ° C, a creatina passa do estado
sélido para o liquido, se decompondo durante o processo. (ZAGO; SILVA; BUENO,
2023) (SHIVER, 1929) (SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA, 2004a) (DASH; MO; PYNE,
2002)

A creatina é comumente encontrada a venda em sua forma monohidratada, o que tem
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motivado um consideravel numero de estudos sobre suas propriedades fisico-quimicas,
biodisponibilidade e estabilidade. Esta forma de creatina € um pé altamente estavel
que ndo se converte em creatinina espontaneamente, mesmo quando armazenada
por longos periodos, inclusive em temperaturas moderadamente elevadas. (KREIDER,;
JAGER; PURPURA, 2022)

Em 2003, um estudo realizado por Degussa BioActives, centro de pesquisa de su-
plementos alimentares na Alemanha, demonstrou que ao longo de um periodo de 45
meses, a creatina na forma sélida ndo apresentou degradagéo significativa. (ANDRES
etal., 2017)

E notdrio que, ao armazenar a creatina em recipientes convencionais, com o passar do
tempo, a mesma tende a formar aglomerados sélidos. Isso se da devido a absor¢éao de
agua presente na umidade do ar, principalmente nos ambientes em que a umidade €
elevada. Essa propriedade higroscopica da creatina, pode resultar na formacao dos
aglomerados rigidos ao longo do tempo, que podem afetar sua manipulagdo. Portanto,
ao trabalhar com a creatina, € importante considerar a umidade do ambiente para
obtencao de resultados mais confiaveis. (SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA, 2004b)

Quando em solucdo aquosa a creatina nao apresenta boa estabilidade devido ao
processo de ciclizagao intramolecular, que forma a creatinina e acarreta na formacgao
de uma molécula de agua. Em termos gerais, o seu processo de degradacao nao
depende da concentracdo, mas de outros fatores como pH e temperatura, de modo
que, a taxa de reagcdo aumenta proporcionalmente a temperatura e é inversamente
proporcional ao pH. Essa converséao é conhecida como o equilibrio creatina-creatinina
e foi previamente investigada por Edgar e Shiver (1925) e por Cannan e Shore (1928).
(SALOMONS; WYSS, 2007)

No acervo literario de estudos sobre creatina, foram identificados valores de pH que
influenciam a conversao da creatina em creatinina. Em valores de pH maiores que 12,1,
ocorre a desprotonacédo do grupamento &cido, dificultando o processo de ciclizagao
intramolecular. Por outro lado, em valores de pH menores que 2,5, a protonagao do
grupo funcional amida favorece esse mesmo efeito. Diante dessas consideragoes,

no ambito alimenticio, é recomendado que a creatina monohidratada seja consumida
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imediatamente apds ser misturada em bebidas acidificadas ou refrigerada para retardar
a conversdo para creatinina. (KREIDER; JAGER; PURPURA, 2022)

A determinacao das propriedades da creatina foi substancialmente aprimorada pela
observacéao de sua atuacao no corpo humano. Nos estudos, a creatina era comumente
observada em sua forma degradada na urina, a creatinina. Alguns dos primeiros estu-
dos, conduzidos por Hahn e Fasold, datados de 1915, simulavam algumas condi¢des
metabdlicas de interesse encontradas no organismo humano. Os resultados obtidos
demonstraram que a desidratacao era a reacao que ocorria nesses parametros, e por
consequéncia, também forneceram informagdes quanto a taxa de reagao, e os efeitos

na creatina ap0s realizar a variagao do pH e temperatura. (SHIVER, 1929)

Em um ensaio realizado por Hahn e Fasold em um ambiente com pH de 7,2, ligeira-
mente alcalino, e temperatura de 38°C, observou-se que a desidratacao correspondeu
a 1,03% da massa total de creatina, apds passar por um periodo de observacao de 24
horas. A simulacao foi fundamental para observar que a degradacao da creatina nao
era apenas causada em meio 4cido, mas também, em menor intensidade, em ambiente
alcalino. (SHIVER, 1929)

A creatina possui propriedades fisico-quimicas distintas que sdo importantes para sua
utilizacdo. Sua solubilidade, por exemplo, varia de forma quase linear com o aumento
da temperatura. Analogamente, um litro de agua dissolve 6 g de creatina a 4°C, 14 g
de creatina a 20°C, 34 g de creatina a 50°C e 45 g de creatina a 60°C. Além disso, em
solucdo aquosa, a creatina apresenta caracteristica levemente alcalina. Apesar de se
tratar de apenas 4 pontos, tais dados estao dispostos no Figura 2, localizado a seguir.
(SALOMONS; WYSS, 2007) (SHIVER, 1929)
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Figura 2 — Gramas de creatina soluveis em 1 litro de agua conforme aumento da
temperatura.
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Fonte: elaborado pelos autores (2024). Dados de SHIVER (1929).

Na literatura, sdo descritas diversas formas de aumentar a solubilidade da creatina.
Estudos que empregaram a analise termogravimétrica aplicada a creatina sugerem
que, além da temperatura, as caracteristicas estruturais da creatina influenciam em
sua solubilidade. O estudo realizado por Dash e colaboradores, publicado em 2001,
evidenciou que a solubilidade, a 37 ° C, da creatina monoidratada, da creatina anidra
e da creatina apés ciclizacdo apresentavam valores de 27,97 mg/mL, 69,67 mg/mL e
79,46 mg/mL, respectivamente. Esses resultados indicam notéria correlacao entre a
estrutura molecular da creatina e sua solubilidade, dado o fato que a creatina monohi-
dratada possui cadeia aberta e uma molécula de agua presente, em comparacao a
estrutura ciclica da creatinina. Em relagdo a outros solventes, a creatina apresenta
ligeira solubilidade em etanol puro, com uma propor¢ao de 1 parte em 9410 partes
(g/L), e é insoltvel em éter etilico. (KREIDER; JAGER; PURPURA, 2022) (DASH; MO;
PYNE, 2002)

Outras de suas propriedades dizem respeito a entalpia da substancia, estas bases
foram determinadas experimentalmente por Shiver em 1929 que evidenciou, para
creatina, calor de combustdo de AH= 4240 calorias por grama, e temperatura de
degradacao completa, para creatinina de 291°C (SALOMONS; WYSS, 2007) (SHIVER,
1929)
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3.2.4 Sintese e Producao da Creatina

Embora a literatura descreva diversos métodos para a sintese de creatina, que demons-
tram comprovacao na obtencéo de resultados finais com alta pureza da substancia,
apenas alguns desses métodos sao viaveis para implementacao em escala industrial,
dada a demanda por producdo em grande quantidade de creatina monohidratada.
Esses métodos baseiam-se na guanilagdo, ou amidinagéo, da sarcosina e de seus sais.
(SALOMONS; WYSS, 2007)

A sintese da creatina envolve a reacao de adi¢cao nucleofilica entre a N-metilglicina
(sarcosina) e a cianamida em meio aquoso, em condi¢cdes controladas que incluem
cloreto de sédio e hidréxido de ambnio. Apds o término da reacdo, os cristais de
creatina formados sdo submetidos a um processo de purificacdo que consiste em
dissolvé-los em &gua fervente. A medida que a solugéo esfria, ocorre a recristalizacao,
com a formacao de cristais em formato de agulhas, indicando um alto grau de pureza
do produto final. A sintese da creatina, e também a de sua forma monohidratada é
descrita conforme a Figura 3. (SMITH; TAN, 2006)

Figura 3 — Rotas de Sintese da Creatina.
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Fonte: adaptado de PISCHEL; GARTNER (2007).

A producéo industrial de creatina monohidratada pode ser sumarizada como um pro-
cesso de quatro etapas, abrangendo as etapas de reacao, cristalizacédo, separacao e
secagem da substancia filtrada. (SALOMONS; WYSS, 2007) Uma representacao do

processo pode ser realgada através do fluxograma da Figura 4 a seguir.
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Figura 4 — Fluxograma da Sintese Industrial da Creatina
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Fonte: adaptado de PISCHEL; GARTNER (2007).

O processo é realizado em um recipiente sob agitacdo constante. Na primeira etapa,
gue corresponde a reagao, € adicionada uma solugao aquosa de sarcosinato de sodio,
cujo pH é ajustado com a adicao do préprio acido acético, que participa da reacao
como um catalisador, acelerando os mecanismos presentes na reacédo de adicao
nucleofilica. A mistura € entdo aquecida até 80°C e, sob agitacdo continua, e adiciona-
se cautelosamente a cianamida. Seguindo entdo para a etapa de cristalizagdo, em
que, apos o tempo necessario para a reagao ser concluida inicia-se o processo de
cristalizacao, o recipiente é resfriado até cerca de 30°C. Na terceira etapa, a separacao,
coletam-se os cristais de creatina monohidratada formados para que possam ser
filtrados ou centrifugados, seguindo para a realizacdo de uma lavagem com agua
morna para remover quaisquer residuos da solugao anterior. Por fim, a etapa de
secagem do produto final é realizada a vacuo, em uma temperatura préxima a 100 °
C resultando em creatina com aproximadamente 75% de pureza, conforme ensaios

realizados utilizando HPLC encontrados na literatura. (SALOMONS; WYSS, 2007)

Embora a creatina disponivel no mercado seja predominantemente consumida em sua
forma em pd, existem processos adicionais que seguem as etapas de cristalizacao e
secagem. Para este suplemento, € comum o uso da micronizacao apos as etapas finais
de produgéao e a técnica mostra-se pertinente devido ao fracionamento das particulas
de creatina permitir maior solubilidade, aumentando a superficie de contato, bem como

contribuindo para melhor digestibilidade do suplemento. (HEZAVE et al., 2010)

Esse processo consiste na redugéo dos cristais de creatina em particulas menores,

envolvendo a reducao do tamanho das particulas de creatina monohidratada por meio
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do método de Expansao Rapida de Solucdo Supercritica (RESS). Nesse método, a
creatina monohidratada é dissolvida em um fluido supercritico, normalmente diéxido de
carbono (C0O,). Em seguida, essa solugéo é rapidamente despressurizada através de
um bico apropriado. A despressurizacao rapida provoca a nucleacgao (etapa inicial da
formacao de cristais) da creatina monohidratada, resultando em particulas altamente
dispersas e diminutas. (HEZAVE et al., 2010)

3.3 TECNICAS ANALITICAS

3.3.1 Métodos Espectroscopicos

3.3.1.1 Infravermelho

Sob a perspectiva geral, a espectroscopia de infravermelho baseia-se na emissao
de fétons que séo direcionados a um prisma por uma lampada policromatica. A luz
resultante, agora monocromatica, atravessa a amostra e € capturada por um detector
sensivel a luz. Apesar de eficazes, os dispositivos mais simples sdo considerados
obsoletos devido ao tempo prolongado necessério para amostragem, a baixa relacéao
sinal-ruido e ao seu tamanho volumoso (OZAKI et al., 2020). A seguir, a Figura 5

evidencia o funcionamento de um espectrofotdmetro de infravermelho.

Figura 5 — Estrutura de um espectrofotémetro IR
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Fonte: elaborado pelos autores (2024).

O espectrofotémetro de infravermelho mais simples é formado por componentes essen-
ciais para a realizacdo das anadlises. Inicialmente, ha a fonte de luz infravermelha, que

geralmente é uma fonte de Nernst, um filamento com éxidos de zirconio, cério e tério.
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O feixe inicial de luz infravermelha atravessa um monocromador destinado a selecao
do comprimento de onda do feixe, geralmente feito de cloreto de s6dio ou brometo de
potassio e € entéo dividido em dois feixes: um atravessa a amostra e 0 outro passa
pelo padrao de referéncia. O espectro é obtido pela diferenca na absorbancia ou
transmitancia entre as cubetas, que nao podem ser de vidro ou quartzo, pois ambos
absorvem intensamente no infravermelho. Esses feixes s&o posteriormente reunidos
por um sistema de espelhos e direcionados a um divisor de feixes. A luz combinada
€ entdo conduzida ao amplificador e, em seguida, ao detector. Os sinais elétricos
produzidos pela interacdo da luz com o detector sdo processados por um computador,
transformando-se inicialmente em interferogramas e, depois, em espectros detalhados.
(VOGEL; MENDHAM, 2000)

A técnica fundamenta-se na andlise das vibracées moleculares dos grupos funcionais
presentes nas moléculas. Essas vibragdes sdo provenientes da interagdo da radiacao
eletromagnética com as ligagdes quimicas nas moléculas, provocando mudancas na
distribuicdo de carga e no dipolo molecular. Quando a radiagao eletromagnética incide
sobre uma molécula, as ligagées quimicas absorvem energia, levando a variagdes
especificas nas vibracdes moleculares que podem ser detectadas e analisadas. Esse
processo permite identificar e caracterizar diferentes compostos com base em seus
padrdes vibracionais unicos (OZAKI et al., 2020). Vale ressaltar que o infravermelho
proximo é, de todas as regides do infravermelho, aquela que produz maior aquecimento
ao local que esta sendo irradiado. (GRIFFITHS, 1983)

A maioria dos compostos com ligagcées covalentes absorve radiagédo infravermelha,
cuja faixa esté situada entre a luz visivel e a regiao das micro-ondas no espectro
eletromagnético. O infravermelho € geralmente dividido em trés regides principais:
o infravermelho préximo (NIR), com comprimentos de onda entre 0,8 € 3 um ; o
infravermelho médio (MIR), abrangendo comprimentos de onda entre 3,0 e 50,0 um ; e
o infravermelho distante (FIR), que cobre uma faixa de 50,0 a 1000,0 um. (OTHMAN,
2022)

No infravermelho, os tipos de vibracdo que ocorrem incluem translagéo, rotacao e vibra-

cbes moleculares. A translacao representa o movimento de translacao das moléculas
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em direcdes perpendiculares (X, y, z). A rotacéo refere-se ao movimento de rotacéo

das moléculas em torno dos eixos X, y e z. (GRIFFITHS, 1983)

As vibragdes moleculares sdo as mais relevantes no infravermelho, envolvendo os
atomos em uma molécula vibrando em relacao as suas posi¢des de equilibrio. Essas
vibracdes podem ser classificadas em diferentes tipos: vibracdes de ligacao, que sdo o
movimento de aproximacao e afastamento dos atomos ao longo da ligacéo; vibracoes
de deformacgao angular, que envolvem a alteracdo nos angulos entre as ligacoes;
vibragdes de torcao, que se referem a rotagdo dos atomos em torno de uma ligacao;
e vibracdes de flexao, que s&do movimentos de dobragem da molécula. (GRIFFITHS,
1983)

Atualmente, a técnica mais amplamente utilizada na espectroscopia por infravermelho
€ justamente a FTIR (Transformada de Fourier por Infravermelho) e tais espectrofoto-
metros sao preferidos por sua rapidez, melhor relagédo sinal-ruido e calibragao precisa
do numero de onda (OTHMAN, 2022), que assegura a exatidao dos resultados (OZAKI
et al., 2020). A técnica se assemelha a convencional, onde a radiag¢ao infravermelha
€ direcionada através da amostra a ser analisada, assim, uma fracao dessa radia-
cao é absorvida pela amostra, enquanto a parte restante é transmitida (OTHMAN,
2022), permitindo identificar grupos funcionais especificos presentes em moléculas
organicas e caracterizar a composi¢cao quimica de amostras biolégicas (ABIDI, 2021).
Entretanto, a aplicacdo da transformada de Fourier em espectrofotdmetros modernos
permite a andlise simultdnea de multiplos comprimentos de onda. Este método utiliza
interferdbmetros para dividir e refletir a luz policromatica, criando interferéncias que
geram interferogramas, posteriormente convertidos em espectros legiveis (OZAKI et al.,
2020). A Figura 6 exemplifica um modelo de interferograma gerado enquanto a Figura

7 exemplifica um espectro ideal obtido.
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Figura 6 — Interferograma representativo

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Figura 7 — Espectro representativo

(G

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Os espectrofotometros FTIR oferecem vantagens em comparacdo com as técnicas
tradicionais de infravermelho. Esses instrumentos sdo mais precisos e sensiveis,
possibilitando a medigao simultanea de todas as frequéncias dos grupos funcionais,
aumentando a eficiéncia e a quantidade de informagdes obtidas em cada experimento,
ao contrario das técnicas convencionais de IR, que estimavam cada grupo funcional
individualmente (OTHMAN, 2022). Além disso, os espectrofotdbmetros FTIR permitem
tempos de varredura extremamente rapidos, possibilitando a coleta de dados em
fragbes de segundo. Além disso, esses instrumentos possuem uma relagdo sinal-ruido

superior, 0 que resulta em medi¢cées mais precisas e confiaveis. (OZAKI et al., 2020)
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Contudo, € importante ressaltar que, apesar da aplicabilidade e viabilidade da espec-
trofotometria infravermelho para uma ampla gama de compostos organicos, a técnica
apresenta limitagdes na identificacdo de certas amostras. Notadamente, ha desafios
na identificacdo de proteinas, principalmente devido a posicdo de algumas bandas
espectrais de estruturas presentes em proteinas peptidicas secundarias (FABIAN;
MANTELE, 2006). Além disso, ao analisar células inteiras, conjuntos de células ou
tecidos especificos, € evidenciada a sobreposicado de bandas espectrais provenientes
de diversas proteinas, lipidios, aglcares, acidos nucleicos e outros constituintes. Essa
sobreposicao gera um espectro infravermelho complexo e desordenado, dificultando a
andlise precisa dessas amostras. (LOPEZ-LORENTE; MIZAIKOFF, 2016)

3.3.1.1.1 Avancgos Tecnologicos

No ambito dos avancgos tecnolégicos, o uso de diversas tecnologias semicondutoras,
incluindo nanomateriais, possibilitou que os detectores conseguissem identificar a faixa
externa do infravermelho préximo com elevada eficiéncia. Os fotodetectores basea-
dos em nanoparticulas oferecem alto desempenho quando comparados a materiais
volumosos e filmes finos. Nos Ultimos anos, houve avancos significativos na pesquisa
de fotodetectores de infravermelho préximo, resultando em uma gama de aplicagées,
como a deteccdo de movimento por meio de sensores infravermelhos pirroelétricos,
além de aplicac6es em vigilancia e deteccao de chamas, e avaliagdo de gases. (GAO
et al., 2023)

Em 2010, um trabalho de Antoni Rogalski, afiliado ao Instituto de Fisica Aplicada,
em Warsaw, na Pol6nia, destacou avancos nos detectores de infravermelho, como os
detectores de fotons e detectores térmicos, os semicondutores de ligas ternarias de
HgCdTe, redes cristalinas denominadas superredes do tipo Il, bolébmetros térmicos nao
resfriados e detectores térmicos micromecanicos inovadores. Enfatiza-se que, apesar
da competicdo de outras tecnologias, o semicondutor de liga HgCdTe ainda € uma
opcao robusta para aplicagdes de alta performance, especialmente em contextos que
exigem resposta rapida e capacidades multiespectrais. Dessa forma, é notério o esforco
do ramo para aprimorar cada vez mais os componentes do aparelho de infravermelho,

testando abordagens diferentes para a execucéo das leituras. (ROGALSKI, 2011)
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3.3.1.1.2 Infravermelho Préximo e Miniaturizacdo

A mudancga da espectroscopia infravermelha tradicional para a espectroscopia micro-
NIR foi impulsionada principalmente pelo surgimento de espectrémetros portateis,
oferecendo novas possibilidades de aplicagao devido a miniaturizagao (OZAKI et al.,
2020). O uso da espectroscopia NIR se justifica por uma série de fatores, entre eles
estdo a sua alta sensibilidade, demonstrando eficiéncia na detecgéo e quantificacdo de
compostos organicos, com aplicabilidade para analise de amostras contendo substan-
cias organicas, com concentragdes vestigiais, de até 0,1% m/m (SHAW et al., 1996), a
aplicabilidade em diversos campos, incluindo bioaplicagdes, devido a sua flexibilidade
em diversos tipos de amostras, destacando sua capacidade de examinar amostras
umidas, a dispensa de reagentes e possibilidade de automacao na area de analises
da quimica clinica, o potencial das aplicacdes portateis em farmacias para medicao
de colesterol e triglicerideos no sangue. Também conta com vantagens no meio da
agricultura, sendo capaz de detectar parametros e impurezas em ragdes, silagens e
forragens. (OZAKI et al., 2020)

A espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) é particularmente delimitada a analise
de compostos que contém grupos O-H, N-H e C-H em sua estrutura molecular. Esses
grupos funcionais tornam os compostos detectaveis na regido do infravermelho préximo,
sendo possivel detectar a presenca de agua em amostras, haja vista a presencga de

ligacdes oxigénio-hidrogénio. (OZAKI et al., 2020)

Um espectrofotémetro de infravermelho préximo (NIR) € composto por diversos componentes-
chave que desempenham papéis criticos na andlise de amostras. A fonte de luz, ge-
ralmente lampadas de tungsténio-halogénio ou diodos emissores de luz (LED), emite
a radiacdo infravermelha necessaria para a analise. Um sistema de divisao de feixe
converte a luz multicolorida em luz monocromatica, facilitando a analise por compri-
mentos de onda especificos (ZAREEF et al., 2020). Cubetas fabricadas em quartzo
sao indicadas para esse tipo de analise, devido a sua transparéncia nessa faixa de
comprimento de onda (GRIFFITHS, 1983). O detector éptico captura a luz refletida ou
transmitida pela amostra, enquanto a caAmara de amostra é o local onde as amostras

sao colocadas para analise, podendo ser de quartzo para amostras liquidas ou contar
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com acessorios de reflexdo difusa para amostras sélidas. Por fim, um sistema de
processamento de dados € empregado para processar e analisar os dados espectrais
obtidos durante a andlise. A integracdo desses componentes permite a obtencao
de resultados precisos e confidveis, tornando o espectrdmetro NIR uma ferramenta
valiosa para a analise de amostras alimentares e diversas outras aplicacoes cientificas.
(ZAREEF et al., 2020)

A radiacao do infravermelho proximo (NIR) tem uma variedade de aplicacées em di-
versos setores. Na inspecao de alimentos, equipamentos NIR compactos e portateis
proporcionam uma analise ndo invasiva, contribuindo para a seguranga dos alimentos e
para 0 monitoramento da qualidade (GAO et al., 2023). Na industria farmacéutica, a es-
pectroscopia no infravermelho préximo (NIR) € empregada para otimizar os processos
de sintese e purificagdo de Ingredientes Farmacéuticos Ativos (APIs) e para monitorar
as fermentac6es em biotecnologia, possibilitando a andlise instantédnea de reacdes de
sintese e o rastreamento de multiplos componentes em processos bioldgicos. Além
disso, a tecnologia NIR demonstra ser altamente eficaz na andlise de misturas comple-
xas, permitindo o acompanhamento simultdneo de uma ampla gama de nutrientes e
subprodutos. Essa aplicagao abrangente da tecnologia NIR abarca diversos segmentos
da industria farmacéutica e biotecnol6gica, englobando desde a verificagdo de matérias-
primas até o controle de qualidade de compostos medicamentosos. (CIURCZAK; IGNE,
2014)

Frente a outros métodos analiticos, o espectrofotdmetro micro-NIR proporciona mo-
bilidade, elevada eficicia e rapidez, analise ndo-destrutiva e técnicas de calibragéao
avancadas, promovendo maior versatilidade e eficacia na avaliagdo de alimentos em
contraste com abordagens convencionais (BEC; GRABSKA; HUCK, 2022). A portabi-
lidade do aparelho permite a realizagdo de medi¢des diretas em locais de interesse,
como ambientes externos ou instalagdes industriais, sem a exigéncia de preparo prévio
das amostras, desde que os modelos quimiométricos adequados tenham sido previ-
amente desenvolvidos. A utilizagao de técnicas de analise multivariada de dados é
essencial para a interpretagao eficaz dos dados obtidos por meio da espectroscopia
NIR. (RIU et al., 2022)
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A aplicagédo da espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) revela vantagens nota-
veis em analises quimicas tanto qualitativas quanto quantitativas. O NIR portatil, além
de garantir uma andlise rapida e altamente sensivel para compostos organicos, oferece
a flexibilidade de ser utilizado em qualquer local. Essa mobilidade abre um leque
de possibilidades, desde a analise de substancias apreendidas em aeroportos até o
controle de qualidade em todas as etapas dos processos industriais, sem interrupcéao
da producédo. Além disso, possibilita investigacdes de fraudes em produtos comerciais
sem a necessidade de enviar amostras para um laboratério e avaliacao de teores de
principios ativos em farmacias de manipulacéo, proporcionando uma abordagem agil e
eficiente para identificacédo de irregularidades. (BEC; GRABSKA; HUCK, 2022)

3.3.1.1.3 Espectroscopia de Infravermelho aplicada a Analise de Creatina

Certos grupos caracteristicos das moléculas organicas responsaveis pelas bandas no
espectro de absorcéo no infravermelho estdo presentes no espectro da molécula de
creatina. A absor¢ao € mensurada através de variacbes no modo normal de vibracéo
da molécula, uma vez que ao ser atingida pela radiacao infravermelha, ha diferentes
comportamentos para os grupos presentes. Tais comportamentos podem ser vibracoes
de estiramento e/ou dobramento. (SAKANE et al., 2011)

Os dados experimentais de um estudo investigativo sobre a creatina em tecido cerebral
de roedores identificaram bandas caracteristicas da presenca de creatina. Essas
bandas foram detectadas por meio de analise de infravermelho, aproximadamente
nos nimeros de onda 2.800, 1.621, 1.398 e 1.304 cm~!' (DULINSKA et al., 2012).
Correspondendo, respectivamente, aos picos 4,7,9 e 10 da Figura 8. As posicoes de
tais grupos no espectro ndo sdo somente causadas, mas também influenciadas pela
absorcao dos grupos amina terciaria, acido carboxilico, amina primaria, imina, ligacées

carbono-carbono e carbono-hidrogénio como um todo.
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Figura 8 — Espectro Infravermelho da Creatina
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Fonte: SAKANE et al. (2011).

Em testes com camundongos submetidos a suplementacgéo e atividades fisicas intensas,
foi atestada a possibilidade de detecgédo da creatina intramuscular através do método
FT-IR. Além disso, a sensibilidade do método permite a quantificacdo da variacao da
creatina em diferentes condi¢cées experimentais, demonstrada pela comparacéo do
teor de creatina intramuscular em distintas dosagens administradas. (JERONIMO et al.,
2012)

No campo da bioquimica, o artigo datado de 1996 intitulado "Quantitative analysis
of metabolites in urine using a highly precise, compact near-infrared Raman spectro-
meter"aborda a andlise quantitativa da creatina na urina utilizando um espectrémetro
Raman-NIR, um sistema de instrumentos analiticos avancados. Embora o artigo seja
antigo, este estudo destaca a creatina como um dos principais metabdlitos examinados,
juntamente com glicose, acetona e ureia, revelando a importancia de monitorar esses
compostos em contextos clinicos e de pesquisa. A concentracao de creatina na urina
foi determinada pelas intensidades das bandas em 692 cm~!, mostrando uma excelente
correlagdo com a concentragcao real da substancia, evidenciada por um coeficiente

de correlagéo (R?) de 0,998. Além disso, o estudo revelou um limite de deteccéo



38

de 1,5 mg/mL para a creatina, demonstrando a sensibilidade e precisdo do método.
Esses resultados ressaltam a eficacia do sistema proposto, tornando-o uma ferramenta
promissora para analises ndo invasivas e precisas de biomarcadores urinarios, com po-
tencial aplicacdo em diagnosticos médicos e monitoramento de condigdes metabdlicas.
(DOU et al., 1996)

Assim, atesta-se a viabilidade da aplicagéo da espectroscopia de infravermelho na iden-
tificacao de creatina em amostras em pd, uma vez que é possivel detectar a presenca
dessa substancia em diferentes tipos de amostras e que seus grupos caracteristicos
fornecem evidente resposta analitica na regido do infravermelho. A analise de creatina
foi comprovada tanto em urina quanto em tecido muscular, permitindo concluir, por
inducao, que as amostras em p6 nao apresentarao limitacoes significativas para essa

técnica analitica.

Outro fator importante que gera duvidas e deve ser esclarecido € o calor gerado pelo
infravermelho préximo (NIR), que é insuficiente para degradar a creatina durante a
analise, preservando a integridade da amostra. Conforme demonstrado no artigo
"Application of NIR Spectroscopy for Sport Supplements Identification"de Krzysztof
Wojcicki, a creatina é claramente detectavel utilizando a espectroscopia NIR. Esta
técnica proporciona um espectro com pontos caracteristicos, resultantes da presenca
de grupos funcionais como O-H, N-H e C-H na molécula e esses grupos funcionais estao
presentes e permitem a identificacdo precisa da molécula de creatina. A capacidade do
NIR de detectar esses sinais sem causar decomposi¢ao torna-o uma ferramenta valiosa
para a analise de suplementos esportivos e outras aplicagdes onde a preservagao
da amostra é crucial. (WOJCICKI, 2017) A Figura 9, representa o espectro NIR

caracteristico da creatina.
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Figura 9 — Espectro NIR da Creatina
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Fonte: adaptado de WOJCICK (2018).
3.3.1.2 Raman

Quando uma fonte de radiacdo de luz monocromatica incide sobre uma amostra isenta
de contaminagdes, opticamente perfeita e transparente, a maior parte da radiagcao
€ transmitida pelo analito. No entanto, uma fracdo da radiacao sofre o efeito de
espalhamento, revelando que a frequéncia da radiacao espalhada ndo advém da
fonte de luz monocromatica que incide inicialmente, mas também é constituida outras

frequéncias formadas durante o processo. (HOFFMANN, 2023)

Em sistemas moleculares, essas novas frequéncias estdo associadas aos niveis vibra-
cionais e rotacionais dos estados eletronicos. A radiacdo espalhada geralmente possui
caracteristicas de polarizacao diferentes da radiagéao incidente, com o espalhamento
ocorrendo em todas as diregcbes. Tanto a intensidade quanto a polariza¢ao da radiagao
espalhada dependem da direcao de observagdo. Quando o espalhamento é acompa-
nhado por uma mudanga na frequéncia, o fendémeno é conhecido como espalhamento
Raman. Em um espectro de espalhamento, estas novas frequéncias sao apresentadas
nas formas de linhas, ou bandas de Raman, de modo que o conjunto destas linhas
constitui um espectro Raman. (HOFFMANN, 2023)
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Na forma mais comum de espectroscopia Raman, uma substancia é irradiada por um
laser. A intensidade da radiagao resultante de menor comprimento de onda € entéao
plotada contra o seu comprimento de onda. Neste caso, comprimento de onda significa
a diferenga em relagédo ao comprimento de onda do laser. Em vez do comprimento
de onda, muitas vezes € usado o0 seu niumero de onda reciproco, que € uma maneira
inversa de medigdo do comprimento de onda. Trata-se de técnica nao destrutiva e
de alta sensibilidade. Ainda que comparada a outras técnicas espectroscépicas, a
espectroscopia Raman destaca-se por sua capacidade de identificar diferentes tipos de
analitos. (PETERSEN; YU; LU, 2021)

Entretanto, € importante destacar que, embora a espectroscopia Raman possua suas
qualidades, a técnica apresenta algumas limitacées. Por se tratar de um método que
utiliza analises no nivel eletrdnico vibracional, alguns espectros podem estar sujeitos a
obstaculos relacionados a intensidade do sinal. Principalmente em casos de amostras
cristalinas ou densas, em que a presenca de um ruido de fundo significativo pode
dificultar a detecgao e a analise precisa do sinal Raman desejado. Nessas situagoes,
o sinal pode apresentar baixa intensidade, exigindo tempos de detec¢do mais longos
para obter dados significativos, especialmente em amostras com se¢oes transversais
de espalhamento Raman menores. (BERWEGER; RASCHKE, 2010) A espectroscopia
Raman também encontra desafios ao analisar materiais com fluorescéncia devido a
interferéncia causada pelo sinal de fluorescéncia, levando a curvatura da linha de base
e a reducao da relacao sinal-ruido. (CORUJO et al., 2022)

3.3.1.2.1 Aplicagdo na Analise de Creatina

A viabilidade da aplicacdo da espectroscopia Raman na identificacdo e quantificacao
de amostras contendo creatina € evidenciada na literatura cientifica. Estudos como
o artigo intitulado "Detecting Creatine Excreted in the Urine of Swimming Athletes
by Means of Raman Spectroscopy,"conduzido por Moreira e colaboradores em 2019,
demonstram a eficacia deste método analitico. Neste estudo, a espectroscopia Raman
foi empregada para a analise de creatina excretada em amostras de urina coletadas de
praticantes de natacdo. (MOREIRA et al., 2020)

Os grupos do estudo foram subdivididos em dois: 0 grupo de controle, composto por
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14 praticantes de natacédo (6 homens e 8 mulheres), e o grupo de analise, formado
por 5 nadadores profissionais (3 homens e 2 mulheres). As amostras de urina foram
coletadas em duas condi¢des distintas: uma antes do circuito e outra apds um treino
de natacado de 150 minutos. A espectroscopia Raman foi utilizada para identificar a
creatina excretada na urina dos nadadores. A confirmacao da presenca de creatina foi
obtida pela comparacao dos picos especificos da creatina pura com os encontrados
nas amostras de urina dos atletas. Durante as analises, foram identificados os picos ca-
racteristicos da creatina nas frequéncias de 829, 915, 1049 e 1397 cm~!. Equivalentes,

respectivamente, aos picos 1, 2, 3 e 4 da Figura 10. (MOREIRA et al., 2020)

Figura 10 — Espectro Raman da Creatina
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Fonte: adaptado de MOREIRA et al. (2020).

A quantificacédo e analise dos espectros foram realizadas utilizando ferramentas de qui-
miometria, especificamente através de métodos envolvendo a analise de componentes
principais (PCA), também abordado nesta monografia. Os resultados da quantificagao
dos niveis de creatina na urina dos atletas variaram de 0,060 g/dL a 0,72 g/dL. E
importante destacar que, entre os nadadores submetidos aos testes, dois relataram o
consumo de suplementos ricos em creatina. Esse fato foi corroborado pela espectros-
copia Raman, que revelou picos mais acentuados e semelhantes aos da creatina pura

nas amostras de urina desses atletas. (MOREIRA et al., 2020)

A espectroscopia Raman, especialmente quando associada a técnicas quimiométricas,
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revela-se como um método analitico relevante e eficaz para a analise e quantificagao de
creatina. O estudo apresentado demonstrou sucesso na identificacdo deste composto
e na detecgado de diversas concentragcées. No entanto, apesar de sua eficacia, a

espectroscopia Raman enfrenta algumas limitagdes e desafios em sua aplicagao.

Uma das principais limitagdes € a possivel sobreposicdo de bandas espectrais presen-
tes na urina, o que pode levar a interpretagdes incorretas dos dados. Além disso, ha a
necessidade de pré-processamento para a remocao dos ruidos de fundo intrinsecos
ao espectro Raman e para eliminar o espalhamento causado por outras impurezas
presentes na urina. Essas questdes indicam que, embora promissora, a aplicagao
da espectroscopia Raman requer cuidados adicionais para garantir a precisao e a
confiabilidade dos resultados. (MOREIRA et al., 2020)

3.3.1.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visivel

A espectroscopia UV-VIS (ultravioleta e visivel) € uma técnica analitica ndo-destrutiva,
aplicavel a uma ampla variedade de amostras. No campo medicinal, é utilizada para
analisar enzimas e quantificar acidos nucleicos, demonstrando sua alta sensibilidade
e precisao (SINGHAL et al., 2024). A técnica baseia-se na andlise da absorcao
de radiacao nas regides do ultravioleta e do visivel do espectro eletromagnético por
moléculas ou ions presentes em uma amostra. Quando uma molécula ou ion absorve
radiacdo UV-VIS, ocorre uma transicao eletrénica, promovendo um elétron de um
estado de menor energia, ou estado fundamental, para um estado de maior energia. A
energia da radiacao absorvida corresponde a diferenca de energia entre esses dois
estados eletrbnicos. Um espectro de absorcido é obtido medindo-se a quantidade
de luz absorvida pela amostra em diferentes comprimentos de onda. As regides de
maior absorcdo no espectro indicam os comprimentos de onda especificos nos quais
ocorrem as transicoes eletronicas, fornecendo informacdes quantitativas e qualitativas
da amostra (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007).

Contudo, para que se possa obter uma analise precisa, algumas limitacdes do método
devem ser mitigadas de modo que seja possivel tornar a etapa de analise menos

laboriosa. Entre estas limitacdes, destaca-se a necessidade de considerar o efeito
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do solvente no espectro. As interagdes entre solvente e soluto influenciam a forma,
a posicao e a intensidade dos picos de absorcdo maxima, alterando a interpretacéo
dos dados espectroscopicos (PRABHUMIRASHI; KUNTE, 1986). Outra dificuldade
reside na distingdo entre compostos com espectros de absor¢cao semelhantes, como a
creatina e a creatinina, que esta diretamente associada a dificuldade do método em
analisar e fornecer espectros claros para misturas de substéancias (PICOLLO; ACETO;
VITORINO, 2019). Além disso, a alta sensibilidade do método pode ser um desafio,
pois impurezas presentes na amostra podem afetar a precisdo dos resultados. (FEIZI
et al., 2022)

3.3.1.3.1 Aplicacdo na Andlise de Creatina

As aplicacgdes da espectroscopia UV-Vis na andlise de creatina estdo frequentemente
associadas a combinacao com outros métodos analiticos para fornecer uma caracte-
rizagdo mais detalhada das amostras. No estudo intitulado "Control of the Quality of
Creatine Sports Supplements Using a Validated LC Method with UV Detection,"realizado
por Feizi e colaboradores em 2022, foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) combinada com espectroscopia UV-Vis para determinar o teor de creatina em

suplementos esportivos. (FEIZI et al., 2022)

Para realizar essa analise, foi utilizado um padrao de creatina monohidratada com
98% de pureza. Foram analisadas 36 marcas distintas de creatina monohidratada,
permitindo uma avaliagdo abrangente da qualidade dos suplementos disponiveis no
mercado. A separacgao foi realizada em uma coluna analitica C18, utilizando agua
acidificada (pH 3) como fase mével. A quantificagao da creatina foi feita por meio de
um software, utilizando a area do pico, ja que o pico de creatina estava bem separado

da linha de base e nao apresentava sobreposicao. (FEIZI et al., 2022)

A absorbéncia da solug¢ao de creatina foi analisada na faixa de comprimento de onda
de 190 a 600 nm. Com base na méxima resposta instrumental, o comprimento de onda
de 210 nm foi selecionado para registrar a absorbancia. Esse método de quantificacao
mostrou-se eficiente para determinar o teor de creatina nas amostras. Das 36 amostras

analisadas, 8 apresentaram menos de 50% de creatina em sua composi¢ao, 7 apre-
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sentaram entre 50% e 80%, e 21 apresentaram mais de 80% de creatina. (FEIZI et al.,
2022)

Assim, a espectroscopia UV-Vis se destaca como uma técnica analitica valiosa devido
a sua alta sensibilidade e precisao na andlise de amostras variadas, incluindo enzimas
e acidos nucleicos. No contexto da analise de creatina, sua aplicacdo combinada
com outros métodos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, permite uma
caracterizagao mais detalhada e precisa das amostras. O estudo de Feizi e colabo-
radores (2022) exemplifica a eficacia dessa combinagao ao avaliar a qualidade de
suplementos de creatina no mercado. No entanto, é importante considerar e mitigar
as limitagdes inerentes ao método UV-Vis, como os efeitos do solvente e a distingao
entre compostos com espectros de absorcdo semelhantes. Essas precaugdes séo
essenciais para garantir a precisdo e a confiabilidade dos resultados obtidos. Contudo,
€ valido ressaltar que o método associado demonstra capacidade de contornar estas
limitacGes, dada a capacidade de separacdao do método cromatografico. (FEIZI et al.,
2022)

3.3.2 Meétodos Cromatograficos

A cromatografia € uma técnica analitica de alta resolucao, capaz de separar e anali-
sar componentes até mesmo de misturas complexas, permitindo a determinacao de
multiplas substancias em apenas uma analise. Trata-se de um método de separacao
baseado na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases: uma
mével e outra estacionaria. Os componentes sao transportados pela fase mével, que
se desloca em contato com, e através, da fase estacionaria. A combinagao dos efeitos
de transporte pela fase mével e retencao pela fase estacionaria resulta na separacao
dos componentes devido as suas interagdes intermoleculares com ambas as fases.
Em termos gerais, a cromatografia envolve trés componentes principais, uma coluna
cromatografica, a fase mével, que é o fluido responsavel por transportar os analitos
através da coluna do sistema cromatografico, e a fase estacionaria, que retém os

analitos com base nas suas interagcdes intermoleculares. (POLO, 2015)

Entretanto, apesar de sua ampla aplicabilidade, a técnica, em alguns casos, pode
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ser considerada custosa devido ao consumo de solventes. E importante ressaltar
a baixa sensibilidade na identificagdo de alguns compostos, especialmente aqueles
que s&o adsorvidos de forma irreversivel. Além disso, embora seja um método bem
estabelecido para separacao e analise, nao ha um sistema de deteccado universal
disponivel. Portanto, ajustes especificos de solvente e preparo de amostras sao

necessarios para cada tipo de analise. (ALI, 2022)

3.3.2.1 Cromatografia Liquida
3.3.2.1.1 Aplicagcdo na Analise de Creatina

A principal técnica cromatografica empregada para a analise de creatina consiste na
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas (CLAE-
EM), um processo que combina a capacidade de separacdo de compostos, com a

determinacao da massa provida pelo espectrometro. (BEEKS, 2016)

A amostra com creatina é carreada através de uma coluna de cromatografia liquida
preenchida com material adsorvente. Os componentes quimicos presentes na amostra
reagem de maneira diferente com o material adsorvente. O tempo que cada composto
leva para passar pela coluna varia com base nessa interagdo. Dessa forma, cada com-
posto quimico passa pela coluna em diferentes velocidades, permitindo a separacao e
identificacao de cada substancia com base em sua interacdo com o material adsorvente.
Combinada ao espectrometro de massas, essa técnica € capaz de detectar a presenca
e a concentracdo dos compostos presentes na amostra de creatina. (NOOLEN et al.,
2013)

A analise da creatina em material biol6gico, como plasma e urina, utilizando métodos
cromatograficos acoplados, evidencia-se possivel na separacao de trés compostos:
guanidinoacetato, creatina e creatinina. Esses compostos sdo injetados em uma coluna
cromatografica com fase estacionaria C18, onde a separagao ocorre em condicdes
controladas de temperatura e em fluxo isocratico. Em seguida, utiliza-se um espectro-
metro com analisador de triplo quadrupolo, equipado com uma fonte de ionizacéo por
electrospray (IES). (NOOLEN et al., 2013)
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A quantificagdo da creatina é determinada utilizando a regresséao linear, calculando-se
a razao entre a area sob a curva de cada analito e a area sob a curva de seu padrao in-
terno. O célculo é baseado na equacgéo da reta de calibragéo previamente estabelecida,
e 0s resultados sao expressos em concentracdao de umol/L. No entanto, sdo encontra-
dos na literatura alguns reveses associados a utilizacao de métodos cromatograficos
para quantificagdo da creatina, estes estéo relacionados a interconversao das espécies,
através do ciclo de degradacéao creatina-creatinina. Esses desafios sao particularmente
criticos na etapa de preparacao das amostras, especialmente em etapas que envolvem
a extragao por fase sélida. Devido a esse efeito, a quantificagdo de amostras com alto
teor de creatina pode apresentar uma superestimacao de até 28% na quantidade desta
substancia. (NOOLEN et al., 2013) (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2015)

Nesse contexto, apesar da fundamentacao do método cromatogréafico e espectrosco-
pico, surge como uma perspectiva estimulante a ado¢cdo do método espectroscopico
NIR para a andlise de compostos organicos. O acervo académico oferece evidéncias
que respaldam a implementacao deste método analitico, devido as suas vantagens
em termos de velocidade, capacidade de quantificacdo em baixas concentracdes e
simplicidade operacional, caracterizada pela eliminagdo da necessidade de preparagao

das amostras e a dispensabilidade do consumo de solventes. (LI et al., 2022)

3.3.2.2 Cromatografia Gasosa
3.3.2.2.1 Aplicagdo na Analise de Creatina

Analogamente, é possivel a andlise via cromatografia gasosa acoplada ao espectré-
metro de massas (CG-EM). A analise baseia-se no mesmo principio de separacao
dos componentes, porém, neste caso, a separagao ocorre através da vaporizagao.
Combinada ao espectrometro de massas, essa técnica € capaz de detectar a presenca

e a concentracdo dos compostos presentes na amostra de creatina. (BEEKS, 2016)

Durante a conducgao de um estudo utilizando a técnica de cromatografia gasosa aco-
plada ao espectrémetro de massas, com o objetivo de detectar deficiéncias causadas
por sindromes que reduzem a quantidade de creatina no cérebro, foi destacada a

capacidade analitica deste método para identificacdo e quantificagao de creatina. O
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processo de preparagao das amostras envolveu os seguintes passos: inicialmente, a
guanidina foi submetida a uma reagao com hexafluoroacetilacetona em meio basico,
resultando na formacao de uma estrutura heterociclica estavel. Em seguida, o grupo
carboxilico foi reagido com pentafluorobenzol brometo (PFB-Br), produzindo um éster
estavel que melhorou as propriedades de deteccao na espectrometria de massas.
(YOUNG; STRUYS; WOOD, 2007)

O processo de preparacao das amostras consiste em diversas etapas sequenciais.
Inicialmente, o tolueno é evaporado sob um fluxo de nitrogénio utilizando um bloco
de aquecimento a 40°C. Em seguida, adiciona-se 100 uL de 7% (v/v) de PFB-Br e
10 uL de trietilamina a amostra, permitindo uma reacéo de 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, adiciona-se 200 uL de HCI 0,5 N e 1 ml de hexano a mistura,
seguido de uma mistura vigorosa por 2 minutos para promover a extracdo. A camada
superior, composta por hexano, € entdo transferida para um frasco para cromatografia
gasosa devidamente rotulado para amostras de urina. Para amostras de plasma e
liquido cefalorraquidiano, a camada de hexano é transferida para um frasco de GC
devidamente rotulado, evaporada sob um fluxo de nitrogénio a temperatura ambiente
e, em seguida, dissolvida em 100 uL de hexano antes de ser submetida a analise.
(YOUNG; STRUYS; WOOD, 2007)

A quantificacao das amostras foi realizada por meio da interpolagcédo das razdes mas-
sa/carga obtidas pelo espectrometro de massas, permitindo assim a determinacao
das concentragdes de creatina nos tecidos organicos analisados. Portanto, o método
acoplado de cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-EM) demonstrou
eficacia em termos de aplicacao para analises de creatina. No entanto, é importante
destacar algumas limitacdes potenciais, especialmente em relagcdo ao preparo da
amostra e ao tempo necessario para analise, o que pode resultar em reveses que
precisam ser contornados a fim de garantir a confiabilidade dos resultados. (YOUNG;
STRUYS; WOOQOD, 2007)
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3.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear

O principio da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é fundamen-
tado nas propriedades magnéticas dos nucleos atébmicos. Quando um nucleo interage
com um campo magnético externo, ocorre, segundo as leis da mecanica quantica, a
formacéo de um diagrama de niveis de energia. Os valores energéticos dos nucleos,
conhecidos como autovalores, estdo discriminados para certos niveis de energia e cada
um desses niveis esta associado a um autoestado, que representa os Unicos estados
possiveis em que uma particula elementar pode existir. Através de um transmissor
de radiofrequéncia, esses estados podem ser excitados, promovendo transi¢cdes entre
eles. A energia absorvida durante essas transicoes € entdo detectada por um receptor
de radiofrequéncia e reproduzida como uma linha espectral, comumente denominada
sinal de ressonancia. (GUNTHER, 2013)

Deste modo, um espectro pode ser gerado para quaisquer moléculas que possuam
o nulcleo de seus atomos com momento magnético diferente de zero. A formacao do

sinal de ressonancia magnética é demonstrada conforme a Figura 11.

Figura 11 — Sinal da ressonancia magnética nuclear
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Fonte: adaptado de PISCHEL; GARTNER (2007).

As partes mais importantes de um espectrometro de RMN sédo o ima, a fonte de
radiofrequéncia e o detector. O composto a ser investigado é contido em um tubo
de amostra, um tubo de vidro com aproximadamente 15 cm de comprimento e 5
ou 10 mm de diametro, no campo magnético externo. O transmissor, que é uma
bobina de radiofrequéncia, emite a radia¢ao e o sinal estimado € detectado, seja pela

mesma bobina ou pelo receptor. Apds a amplificacao e transmissao do sinal para um
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software de plotagem de gréficos, o espectro pode ser registrado e as frequéncias de
ressonancia podem ser medidas. (GUNTHER, 2013)

3.3.3.1 Aplicagédo na Analise de Creatina

O método de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para analise de creatina envolve a
medicao dos sinais de ressonancia magnética nuclear de prétons presentes na creatina.
A identificacdo é feita através de singletos, que sdo os picos de ressonancia associados
aos grupos quimicos da creatina e creatinina, um em 3,05 ppm, correspondente ao
grupo metil da creatina, e outro em 3,13 ppm, atribuido ao mesmo grupo da creatinina.
O processo analitico, comumente descrito na literatura, € um ensaio de cinco etapas
que requer tratamento prévio das amostras, devido as condigdes indeterminadas em
que as amostras de urina sao recebidas. (CARTIGNY et al., 2002) (MENCARELLI et
al., 2011)

Na literatura, esse procedimento é detalhado em um estudo que aborda o defeito
no transportador de creatina, diagnosticado por espectroscopia de RMN de prétons
em homens com deficiéncia intelectual. Nele, descreve-se que amostras de urina
séo previamente centrifugadas e transferidas para um tubo de RMN, juntamente com
uma solucao padrao de referéncia, o acido 3-(trimetilsilil)propiénico, para calibragéo e
referéncia dos sinais. Devido a presenca de ambas as espécies, creatina e creatinina
na amostra, € necessario ajustar o pH para separar os sinais, promovendo a degra-
dacédo parcial da creatina em creatinina. O pH € ajustado para 2,5, condicao em que
os sinais do grupo metil da creatina e da creatinina sdo completamente separados.
(MENCARELLI et al., 2011)

A amostra é entdo inserida no espectrdbmetro RMN, onde os sinais de ressonancia
dos prétons de ambas as espécies sao registrados. Outro procedimento descrito no
estudo envolve a supresséo do sinal de agua presente nas amostras, o que melhora
a qualidade dos espectros. Assim, 0s espectros sao processados, e a quantificacao
€ realizada com base na area dos picos de ambos os metabdlitos, obtendo-se a
razdo entre a concentragao de creatina e creatinina. A Figura 12 representa uma

exemplificacdo de espectro obtido para creatina, utilizando o espectrometro RMN.
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(MENCARELLI et al., 2011)

Figura 12 — Espectro RMN

indice Frequéncia PPM  Altura
1 2391.113 4.786 299.6
2 1964.355 3.932 1243
3 1519.043 3.041 1751
4 0.000 0.000 239

T e 5 a3 a1 om
220 300
Fonte: adaptado de SINGH; DASH (2009).

Apesar da utilizagdo do espectrometro RMN para a andlise da creatina e seus meta-
bolitos na urina e no sangue, a literatura evidencia alguns obstaculos associados a
este método analitico. Primeiramente, o preparo da amostra é necessario, 0 que no
estudo mencionado envolve uma centrifugacao que demanda aproximadamente cinco
minutos. Além disso, ha a necessidade de tratamento para supressao de ruidos prove-
nientes da agua, que interferem na leitura dos espectros. Também existem desafios
relacionados ao pos-processamento dos dados obtidos, que requer a consideragéo e
correcao de varios parametros experimentais para se obter concentracdes absolutas
dos metabdlitos. (MENCARELLI et al., 2011) (FALLER et al., 2013)

A quantificagdo por RMN oferece beneficios como a rapida obtencao de resultados, a
caracteristica de ser uma técnica nao invasiva, e a dispensabilidade da derivatizacao
prévia das amostras. Isso simplifica o procedimento analitico e mantém a integridade
das amostras, proporcionando dados precisos e rapidos sem a necessidade de etapas

preparatérias complexas. (LEITE, 2014)

Entretanto, a técnica de RMN apresenta algumas desvantagens importantes, como

o alto custo do equipamento e a necessidade de operadores altamente qualificados,
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além de sua baixa sensibilidade e a exigéncia de um grande espaco fisico para a
instalagdo, o0 que pode limitar sua acessibilidade e uso em alguns laboratorios e

aplicacGes especificas. (EMWAS, 2015)

3.3.4 Colorimetria

A colorimetria € um método de baixo custo operacional, facilidade de uso e potencial
para analises quantitativas e qualitativas (LETTIERI et al., 2023) em que a identificacdo
da concentragdo do analito esta associada a adicdo de um reagente que, ao reagir
com o analito, forma um produto de cor especifica. A intensidade da cor resultante é
diretamente proporcional a concentragcao do analito. A determinagéo colorimétrica foi
impulsionada através da reacao de coloracao descoberta por Jaffé em 1886, onde a
creatinina, forma degradada da creatina, reage com acido picrico em solugéo alcalina,
formando um complexo de cor laranja-avermelhada com comprimento de onda préximo
a 500 nm. (SALOMONS; WYSS, 2007)

A colorimetria é uma forma de fotometria, fundamentalmente caracterizada como a
técnica que detecta a luz e monitora as variacées em sua intensidade. O termo “foto”
deriva de luz. Um fotdmetro € um dispositivo que mede a energia das ondas eletro-
magnéticas, abrangendo desde a radiagao infravermelha até a radiagao ultravioleta,
incluindo a porgao visivel do espectro eletromagnético. Este instrumento converte a luz
em corrente elétrica por meio de uma fotocélula. Quando a luz medida se encontra na
faixa visivel da radiacdo eletromagnética, a técnica € denominada colorimetria. Neste
método, um feixe de luz de uma fonte luminosa atravessa o porta-amostras contendo o
analito em solugéo, resultando em uma intensidade de luz transmitida inferior aquela
que passa originalmente pela amostra na cubeta. (SHRESTHA; KUMARI; KRISHNA,
2023)

Entretanto, a colorimetria possui desvantagens como a incapacidade de ser utilizada
para substancias que nao possuem cor, a limitacdo em medir concentragées muito
elevadas, o que reduz sua sensibilidade, e a possibilidade de erros decorrentes de uma
fonte de luz instavel. (SHRESTHA; KUMARI; KRISHNA, 2023)
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3.3.4.1 Aplicagédo na Analise de Creatina

Na literatura, ha relatos sobre o desenvolvimento de novas metodologias para a analise
colorimétrica da creatina e seus derivados. Em 1987, foi conduzido um estudo que
propés um novo método colorimétrico para a determinacao da creatina fosfoquinase.
A creatina fosfoquinase € uma enzima encontrada em abundancia nos musculos
esqueléticos e catalisa uma reacao enzimatica que produz creatina. A creatina formada
enzimaticamente a partir da creatina fosfato e ADP reage com o PNPG (p-nitrofenil-
B-D-galactopiranosideo) para formar um produto colorido, que apresenta absorg¢ao
maxima em 480 nm. (AMINLARI; VASEGHI, 1987)

Essa reacao de coloracdo é rapida e pode ser concluida em 10 minutos a 25 °C em
uma solugcédo tampéao especifica contendo pirofosfato de sodio e ascorbato de sédio. O
produto colorido gerado é estavel por pelo menos 24 horas e segue a Lei de Beer na
faixa de concentragdo de 0,005 a 0,05 mmol/L de creatina. A quantificagao da atividade
da creatina quinase é realizada medindo-se a absorbancia do produto colorido formado.
(AMINLARI; VASEGHI, 1987)

Apesar de o método colorimétrico demonstrar-se como referéncia no ambito da ana-
lise da creatina e seus metabdlitos, este ainda possui algumas restricdes que estdo
associadas a sensibilidade e a variagcao das condi¢cées experimentais, o que afeta a
precisao e reprodutibilidade dos resultados. A especificidade da reacao também influ-
encia muito no desempenho analitico do método, uma vez que, embora a reacao seja
especifica para compostos contendo o grupo guanidino, € importante assegurar que
nao haja interferéncia de outras substancias presentes na amostra que possam reagir
com o PNPG e gerar resultados enganosos. (SALOMONS; WYSS, 2007) (AMINLARI;
VASEGHI, 1987)

3.3.5 Termogravimetria

A andlise termogravimétrica, também conhecida como termogravimetria, € um método
analitico destrutivo (GOMES et al., 2018) utilizado para medir a variagdo da massa de
uma amostra em fungéo da variacao de temperatura. Durante este processo, a amostra

€ exposta a um ambiente de temperatura e atmosfera controladas. Essa atmosfera



53

controlada é alcangada mediante o uso de um gas especifico, que pode ser empregado
para criar um ambiente inerte, garantindo a precisdo das medi¢cées. A andlise &
realizada aquecendo uma amostra a uma taxa constante de aumento de temperatura.
Para isso, a amostra de interesse é posicionada dentro de um cadinho acoplado a uma
termobalanca, que é entao inserido no forno para o aquecimento controlado da amostra.
Os resultados sdo comumente exibidos em uma curva termogravimétrica, que relaciona
a perda de massa com a temperatura ou o tempo de aquecimento. (MENCZEL; PRIME,
2009)

Apesar de demonstrar aplicabilidade, em relagdo a determinagdo da massa da amostra
presente apds tratamento térmico para volatilizacao de outros contaminantes. A Ter-
mogravimetria demonstra certa limitacdo para analisar determinados tipos de amostra,
sobretudo, em analitos que s&o compostos por misturas de componentes. (MERWE;
STRYDOM, 2004)

3.3.5.1 Aplicagédo na Analise de Creatina

No ambito da analise da creatina, a gravimetria € evidenciada na literatura como um
dos métodos de verificacdo da quantidade desta substancia por amostra, sobretudo
em relacdo a massa de agua associada a creatina monohidratada. No repertério
académico, foi possivel evidenciar a aplicacao da analise termogravimétrica, empre-
gando esta técnica em um estudo intitulado "Characterization of dehydration behavior of
untreated and pulverized creatine monohydrate powders,"realizado em 2003 por Sakata
e colaboradores. Este trabalho teve sucesso na determinacao da quantidade de agua
presente em amostras de creatina sob diferentes condicdes de pré-tratamento. Para
tal, foram utilizados dois padrées amostrais de creatina com alto grau de pureza. E

importante destacar que o estudo utiliza diversos métodos instrumentais para a analise.

Contudo, nesta monografia, sera descrita exclusivamente a metodologia referente
a andlise termogravimétrica e os dados obtidos através dessa técnica. (SAKATA;
SHIRAISHI; OTSUKA, 2004a)

A analise de Sakata foi realizada pesando-se 10 mg da amostra dentro do cadinho. A

faixa de temperaturas variou de 25 °C a 300 ° C, com uma taxa de aquecimento de
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10 °C/min. Foi utilizada a técnica de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), na
qual a diferenca dos fluxos de calor entre a substancia e a referéncia € medida em
funcéo da temperatura da amostra. Os dados obtidos através do termograma gerado,
relacionando a temperatura das amostras com os picos endotérmicos, demonstraram
dois picos principais. Para a amostra de creatina monohidratada n&o tratada, bem como
para a amostra pulverizada, os picos 1 e 2 foram observados proximos a temperatura
de 125 °C. Com o aumento da temperatura, outros dois picos, 3 e 4, foram registra-
dos, correspondendo a 234,7 °C e 234,3 ° C, respectivamente. Todos evidenciados
conforme indica a Figura 13. (SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA, 2004a)

Figura 13 — Grafico Termogravimétrico para creatina: (a) monohidratada n&o tratada, (b)
monohidratada pulverizada, (c) anidra nao tratada, (d) anidra pulverizada
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Fonte: adaptado de SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA (2004).

Os resultados observados apontam para o fenbmeno de desidratacao da creatina.
Os picos 1 e 2, endotérmicos, correspondem a perda da molécula de agua, onde a
creatina monohidratada se converte em creatina anidra. Com o aumento da tempera-
tura, préximo a 235 °C, a creatina sofre uma nova desidratagcao, representada pelos
picos 3 e 4, perdendo outra molécula de agua e iniciando o processo de ciclizacao.
Concomitantemente, ocorre o inicio do processo de decomposicao a medida que a tem-
peratura continua a subir. Estes achados sédo evidenciados por outro estudo realizado
em 2000, intitulado "Solid-state Properties of Creatine Monohydrate", conduzido por
Dash e colaboradores. (SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA, 2004a) (DASH; MO; PYNE,
2002)
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O estudo determinou a razao para a perda de massa nas temperaturas especificas.
Utilizando uma amostra de 10 mg, observou-se que a 125 ° C a creatina sofre a
primeira perda de massa, correspondendo a eliminagdo da agua livre presente na
amostra. No segundo pico de temperatura, a reducédo de massa € associada a perda
de uma molécula de agua intramolecular, ocorrendo durante o processo de ciclizacao
da creatina, que degrada para seu metabdlito, a creatinina. Além disso, foi verificado
que a perda de massa na primeira desidratacao, referente exclusivamente a creatina, é
de aproximadamente 12%. (DASH; MO; PYNE, 2002)

3.4 QUIMIOMETRIA

A quimiometria é uma disciplina cientifica intimamente conectada com a estatistica
e a matematica, desempenhando um papel crucial na quimica analitica (VONCINA,
2009). A disciplina, originada na quimica, emprega métodos matematicos e estatisticos
para fornecer informacdes relevantes sobre sistemas, como a criacao de relacdes
quantitativas entre estrutura e atividade e a analise de dados analiticos. O termo
"quimiometria"foi originado em 1972 por Svante Wold e Bruce R. Kowalski, e a disciplina
foi oficialmente estabelecida com a criacdo da Sociedade Internacional de Quimiometria
em 1974. Atualmente, a quimiometria é descrita como a disciplina quimica que utiliza
métodos matematicos e estatisticos para projetar ou selecionar procedimentos de
medicao e experimentos adequados, proporcionando assim o maximo de informagdes

por meio da analise de dados experimentais. (OTTO, 2023)

Esse procedimento matematico segue uma abordagem estruturada que comega com a
coleta de dados relevantes, seguida pelo pré-processamento para assegurar a quali-
dade e consisténcia desses dados. Apos essa fase, sao utilizadas técnicas de analise
exploratoria de dados, como a andlise de componentes principais (PCA) e a analise de
agrupamento, visando identificar padrdes, relacdes e estruturas presentes nos dados.
A partir dessas andlises, criam-se modelos estatisticos para interpretar e antecipar o
comportamento dos dados, empregando técnicas como regressao multivariada, analise

discriminante e redes neurais artificiais. (VONCINA, 2009)

A PCA é uma técnica estatistica que transforma um conjunto inicial de variaveis em um
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namero menor de novas variaveis nao correlacionadas, mantendo a maior parte das
informagdes do conjunto original. Na PCA, os dados sao organizados em uma matriz
de duas dimensdes, onde as colunas representam as variaveis e as linhas representam

0s "objetos"ou amostras de onde essas variaveis sao medidas. (WOJCICKI, 2017)

Validar os modelos é essencial para garantir sua robustez e capacidade de generalizar
para novos conjuntos de dados, possibilitando interpretagées confiaveis dos resultados
e a extracao de informagdes pertinentes para decisdes bem informadas. Por fim, os
resultados e percepcdes obtidos por meio da quimiometria sao utilizados em varias
areas, como quimica ambiental, quimica de alimentos, biologia e outras disciplinas
cientificas, ajudando significativamente na compreensao e resolucao de problemas

complexos em diversos campos de estudo. (VONCINA, 2009)

3.4.1 Vantagens da Quimiometria

Métodos quimiométricos sao cruciais para lidar com resultados analiticos, incluindo
analise estatistica basica, analise de componentes principais (PCA), anélise de agru-
pamento e analise discriminante linear. Esses métodos sdo essenciais para revelar
informacdes importantes em dados multivariados originados por instrumentos ana-
liticos, bem como para o controle de instrumentos e calibracdo multivariada. Além
disso, a quimiometria pode ser aplicada em diversas areas, como biologia, quimica de
alimentos, quimica forense, geoquimica e arqueologia, para determinar propriedades
de amostras individuais. E fundamental ressaltar a importancia de medidas de alta
qualidade, precisas e confiaveis para obter informacdes de alta qualidade a partir de
dados multivariados. (VONCINA, 2009)

A quimiometria oferece vantagens que influenciam positivamente tanto a pratica labo-
ratorial quanto a pesquisa em quimica. Essa disciplina permite manejar eficazmente
a crescente quantidade de dados produzidos por instrumentos analiticos modernos,
resultando em maior produtividade e/ou reducao de custos. Além disso, a quimiometria
melhora a precisédo e a veracidade dos resultados, aumenta a seguranga nas ope-
racoes laboratoriais e facilita a validagdo dos diversos passos de um procedimento

analitico. Com a automacao crescente nos laboratérios, hd um aumento no numero de
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medicdes disponiveis online, que podem ser processadas por métodos quimiométricos
de avaliacao de dados, proporcionando uma analise mais eficiente e confiavel. As van-
tagens da quimiometria incluem o aumento da produtividade e/ou reducao de custos, a
melhoria na precisdo e na veracidade dos resultados, maior seguranga nas operagoes
laboratoriais e a facilidade na validacdo dos diferentes passos de um procedimento
analitico. Além disso, a quimiometria permite gerenciar grandes volumes de dados
gerados por instrumentos analiticos modernos, otimiza separag¢des cromatograficas,
prevé a atividade biolégica de compostos quimicos e contribui para o desenvolvimento

de relagGes quantitativas entre estrutura e atividade. (OTTO, 2023)

Portanto, a quimiometria se firma como uma disciplina vital para a ciéncia moderna,
potencializando a analise de dados e contribuindo significativamente para diversas
areas do conhecimento. Com a capacidade de lidar com grandes volumes de dados e
melhorar a precisdo das analises, a quimiometria nao s6 otimiza processos laboratoriais,
mas também impulsiona avangos em biologia, quimica e outras ciéncias. Sua aplicacao
eficiente e precisa garante a obtengao de resultados confiaveis, solidificando seu papel

essencial na pesquisa e na pratica cientifica.

3.4.2 Construcao da Curva de Calibracao

Para a construcdao de métodos eficazes de calibracao é essencial cumprir determinados
requisitos para a determinacao precisa das caracteristicas do analito. Primeiramente, é
necessario estabelecer uma calibracao satisfatoria de equagdes multivariaveis. Além
disso, é imprescindivel a utilizacdo de um modelo estatistico apropriado e de uma base
de dados satisfatéria. No entanto, a literatura ndo define de forma imperativa o nimero
de amostras necessario para obter uma correlacao linear satisfatoria. A quantidade de
amostras selecionada depende do método de tratamento de dados empregado e do
tipo de amostra a ser analisada. Diferentes métodos podem ser aplicados: em alguns
casos, € possivel determinar o numero de amostras com base em resultados e dados
tedricos provenientes de estudos que abordam a analise da amostra em questdo. Em
outros casos, pode-se aplicar uma estimativa aleatéria suficientemente abrangente
para obter uma curva de calibracdo com boa correlagdo. (BLANCO; CRUZ; BAUTISTA,
2008)



58

Ao buscar informacdes referentes a quantidade de amostras na literatura, foi identificado
um estudo intitulado "Development of a Univariate Calibration Model for Pharmaceutical
Analysis Based on NIR Spectra", realizado em 2008 por Blanco e colaboradores. Este
artigo tinha como objetivo transformar o modelo multivariado, usualmente aplicado na
analise por espectroscopia NIR, em uma correlacao linear de uma Unica variavel. A
amostra analisada tratava-se de um principio ativo presente em farmacos. A construcéao
do modelo foi realizada com um total de 15 amostras, analisadas em triplicata. O estudo
demonstrou uma boa linearizagcao da reta de calibragédo, apresentando um coeficiente
de correlacéo (R?) de 0,9991. (BLANCO; CRUZ; BAUTISTA, 2008)

Em relagdo aos métodos aplicados para a analise de creatina e a utilizacao de técnicas
de tratamento de dados, como a Analise de Componentes Principais (PCA), que
também é um método multivariado, a literatura indica que a correlacao é favorecida
pelo aumento da quantidade de amostras. Isso € evidenciado principalmente ao se
considerar dois principios essenciais para a constru¢cao de uma curva de calibracao
robusta. Primeiro, por se tratar de um método estatistico, uma maior quantidade
de amostras melhora a estimativa de precisdo do modelo de tratamento de dados.
Segundo, refere-se a adequacado do modelo em relacdo ao banco de dados das
amostras em questdo. Assim, para ambos os aspectos, o aumento do nimero de
amostras na construcdo de uma curva de calibracdo infere nao apenas em maior
precisdo, mas também em menor aleatoriedade da analise. No entanto, é importante
ressaltar que o nimero de amostras necessario nao é fixo e esta sujeito a diversos
fatores, como a escolha do modelo de tratamento de dados, o tipo de amostra analisada
e as informacgdes disponiveis na literatura. (BLANCO; CRUZ; BAUTISTA, 2008)
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4 METODOLOGIA
4.1 IDENTIFICACAO DO PROBLEMA

O estudo fundamentou-se na metodologia de pesquisa de revisao integrativa, que é um
método de revisdo especifico que combina dados de diversas fontes, incluindo estudos
empiricos e teoricos, para fornecer uma compreenséo abrangente de um fenémeno ou
problema especifico (WHITTEMORE; KNAFL, 2005).

No entanto, dado que o objetivo final era o planejamento de um experimento, o pro-
cedimento final do método foi simplificado. Esta adaptacéao referente a simplificacao
da catalogacgao das fontes foi necessaria para evitar que a progressao conceitual se
desviasse do foco principal do trabalho, garantindo assim uma abordagem mais direta

e alinhada aos objetivos da pesquisa.

4.2 BUSCA DA LITERATURA E SELECAO DOS ESTUDOS

As buscas na literatura e a seleg¢éo dos trabalhos foram adaptadas para incluir uma

gama mais ampla de fontes relevantes.

As buscas em base de dados foram realizadas nas duas Ultimas semanas de maio de
2024 em diversas bases de dados eletrénicas, incluindo Scopus, Web of Science, e
Google Académico. Além disso, foram consultados livros e capitulos de livros relevantes
disponiveis em bibliotecas fisicas e digitais. Essas fontes foram escolhidas em virtude

de sua abrangéncia e pertinéncia ao tema em questéao.

Para a busca, foram utilizados descritores e palavras-chave combinados de forma a
capturar a maior quantidade possivel de estudos pertinentes. Os termos de busca foram
definidos com base na pergunta de pesquisa e incluiram palavras-chave principais,
bem como seus sinénimos e termos relacionados. Exemplos de termos utilizados in-

cluem: "creatine", "infrared", "near infrared", "sports supplementation”, "chemometrics",

"miniaturized NIR", "analytical chemistry", entre outros.

Os critérios de inclusao do artigo foram referentes principalmente a relevancia ao

tema, qualidade metodoldgica, area de aplicacao relacionada ao problema e ao tipo
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de publicagdo, como artigos presentes em fontes confiaveis, livros, capitulos de livros,

teses e dissertacdes relevantes

4.3 EXTRAGCAO E ANALISE DE DADOS

A extrac&o de informacdes foi realizada de maneira detalhada e abrangente com o
objetivo de identificar se¢bes que, embora nao tratassem diretamente da andlise de
teor de creatina por espectroscopia NIR, continham dados relevantes. Cada estudo
foi examinado cuidadosamente para extrair informacdes fragmentadas e complemen-
tares tanto sobre a creatina em si quanto a possibilidade de aplicacdo do método em
questao, incluindo minucias sobre objetivos, metodologias, resultados e conclusdes.
Esta abordagem permitiu aglutinar dados dispersos que, juntos, contribuiram para
uma compreensao mais completa do tema. A extracao foi iterativa, exigindo multiplas
leituras e anotagdes detalhadas para garantir que todas as informagdes pertinentes

fossem capturadas.

A medida que novos dados eram requisitados e obtidos, eles eram imediatamente
incorporados a analise, permitindo ajustar continuamente a interpretagdo dos dados de
acordo com as novas informacdes adquiridas. A andlise foi realizada simultaneamente
com a coleta de dados, facilitando a integracdo dos novos achados e a adaptacéo
das conclusdes conforme necessario. Essa abordagem dindmica implicou em uma

constantemente pertinente e atualizada, refletindo fielmente o progresso da pesquisa.

4.4 SINTESE DOS RESULTADOS

A sintese dos resultados do presente trabalho foi realizada a partir da analise cuida-
dosa do referencial tedrico, seguido pela selecao e organizagao das informacoes que

justificassem os argumentos apresentados na proposigao do TCC.

Cada secéo do trabalho foi estruturada para evidenciar a eficacia da espectroscopia NIR
na analise de compostos especificos de forma progressiva, destacando estudos que
demonstram sua precisao, rapidez e capacidade de lidar com amostras complexas sem
a necessidade de preparacao extensiva. A partir dessa base, foram extraidos dados e

exemplos praticos que mostraram como a espectroscopia NIR pode ser aplicada para
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medir o teor de creatina com alta precisao.

A sintese dos resultados forneceu uma visdo abrangente e fundamentada sobre a
viabilidade da espectroscopia NIR para a analise do teor de creatina, justificando
a proposicao do TCC e indicando um caminho promissor para futuras pesquisas e
aplicagbes comerciais. Esta abordagem integrativa ndo s6 confirma a eficicia da
técnica, mas também contribui para o avanco do conhecimento na area de analise

espectroscépica de compostos em amostras comerciais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS BIBLIOMETRICOS DAS PRINCIPAIS BASES DE DADOS

De acordo com uma analise bibliométrica feita no Web of Science, foram encontrados
62 artigos publicados a partir dos anos 2000 com a busca pelos tépicos “creatine” e
“near infrared” em suas palavras-chave. Assim, os resultados nao foram agradaveis
para o objetivo da busca, uma vez que a média de publicacdes ficou entre 5 artigos a
cada dois anos. Além disso, de todos os artigos referentes aos termos pesquisados
contidos na base de dados em questédo, somente 3 estavam classificados nas areas de

pesquisa “Chemistry” ou “Spectroscopy”, representando 4,84% do total.

Ao realizar uma busca por “creatine” e “infrared” ainda no Web of Science, foram
encontrados 211 artigos publicados desde os anos 2000 e, em consonancia com a
Figura 14, o ano em que mais houve pesquisas relacionadas ao tema publicadas
foi em 2021, seguido por 2015 e 2023. Dentre os 211 artigos contemplados nessa
busca, 49 estavam classificados nas areas de pesquisa “Chemistry” ou “Spectroscopy”,
representando 23,22% do total. A seguir esta a Figura 14, um grafico com os artigos
publicados em Web of Science nos ultimos 25 anos.

Figura 14 — Artigos referentes a creatina e infravermelho publicados no Web Of Science
nos anos de 2000 até 2024.

20

o

Nudmero de Artigos Publicados

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Em sequéncia, foi realizada uma busca detalhada por trabalhos publicados na base

de dados Scopus, onde foram encontrados 144 artigos publicados a partir dos anos
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2000. A pesquisa utilizou as palavras-chave "creatine"e "near infrared"novamente a
fim de garantir a relevancia dos resultados. Dos 144 artigos identificados, apenas 4
estavam catalogados especificamente na area de pesquisa "Chemistry", indicando
uma concentracao baixa de 2,78% dos estudos diretamente relacionados a essa area

especifica dentro do conjunto de dados obtidos.

Ainda na biblioteca Scopus, houve registro de 351 documentos que citam em suas
palavras-chave os termos “creatine” e “infrared” desde os anos 2000. De acordo com
a Figura 15 a seguir, é possivel observar que, em contraste com a biblioteca Web of
Science, 0 ano em que mais houve pesquisas publicadas em Scopus foi 2022, seguido
por 2024 e 2021 empatados. Dentre os 351 artigos contemplados nessa busca, 40
estavam classificados nas areas de pesquisa “Chemistry” e tal presenca corresponde a
11,39% do total. A seguir esta a Figura 15, um grafico com os artigos publicados em

Scopus nos ultimos 25 anos.

Figura 15 — Artigos referentes a creatina e infravermelho publicados no Scopus nos
anos de 2000 até 2024.

Numero de Artigos Publicados

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Evidentemente tal analise fundamenta-se na necessidade de evidenciar a relevancia
do tema proposto neste trabalho nos ultimos 25 anos. Assim, buscando na literatura
por artigos que traziam em suas palavras-chave “creatine” e “NIR” foram encontrados
apenas 7 artigos em Scopus € 17 em Web of Science e a maior parte dos artigos néo

estava diretamente ligada aos aspectos da quimica.

Para contruir esta monografia, foram utilizadas 89 referéncias, das quais 18 eram
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provenientes de livros coletados de bibliotecas digitais e 60 de artigos cientificos. 40
referéncias foram obtidas através das bases de dados Web of Science e Scopus, onde
todas estas constavam em ambas as bases. 8 artigos estavam presentes somente na
base de dados Scopus e 11 da base de dados Google Académico (Google Scholar).
Nenhuma referéncia foi obtida diretamente das bases PubMed ou SciELO. De todas
as referéncias utilizadas, 31 estavam catalogadas ao menos em Quimica Analitica,
fornecendo uma base sélida para a compreensao dos métodos e técnicas analiticas
relevantes para o estudo. 16 referéncias abordavam especificamente a espectroscopia
NIR, técnica central para a andlise de creatina neste trabalho. Outras 59 referéncias
abordavam diversas técnicas analiticas, incluindo RMN, colorimetria, UV, cromatografia,
Raman, TGA e infravermelho, contribuindo para uma visdo abrangente e comparativa
das metodologias disponiveis para a analise de creatina e outros compostos. 11
referéncias fizeram parte da justificativa do modelo de trabalho e da legislagdo abordada

No mesmo.

Através da plataforma Fala.BR, Plataforma Integrada de Ouvidoria e Acesso a Infor-
macao, foram consultados os 6rgaos ANVISA e Policia Federal em busca de dados
de falsificagdo de creatina e apreensées, entretanto foi obtido como resposta que tais

dados nao constam nos sistemas informatizados dos érgaos.

5.2 LEGISLACAO

A revisao da legislacao referente a creatina pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria (ANVISA) revela um panorama de regulamentacao relativamente recente e ainda
em desenvolvimento. Até 2018, ndo existiam definicées legais amplas e especificas
para suplementos alimentares, o que resultava em uma legislacao pouco rigorosa e
em uma fiscalizagao limitada dos produtos disponiveis no mercado. A auséncia de
metodologias padronizadas para a analise de creatina complicou ainda mais o cenario
regulatério, dificultando a garantia de qualidade e seguranca dos produtos para os
consumidores. (MOLIN et al., 2019b)

Com a Resolugdo RDC N® 243 de 2018, a ANVISA estabeleceu requisitos claros para

a classe de suplementos alimentares, incluindo a creatina. Esta resolugao, junto com
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a Instrucdo Normativa IN N° 28 de 2018, introduziu diretrizes detalhadas sobre os
constituintes permitidos, rétulos autorizados, aditivos e procedimentos de regularizagéo
dos suplementos. Especificamente para a creatina, a ANVISA permite a adicdo de
carboidratos a composicao final e estipula que a dose descrita nos rétulos deve conter

entre 1,5 a 3,0 gramas de creatina.

Essa regulamentagéo tem implicac6es diretas na necessidade de métodos analiticos
precisos e confiaveis para a verificagdo do teor de creatina nos produtos comerciais. A
auséncia de metodologias padronizadas destaca a relevancia do desenvolvimento de
novas abordagens, como a espectroscopia NIR, para atender as exigéncias regulaté-
rias e garantir a conformidade dos produtos no mercado. Portanto, a proposta deste
trabalho visa preencher essa lacuna, oferecendo um método rapido, preciso e economi-
camente viavel para a analise de creatina, alinhado com os requisitos estabelecidos
pela ANVISA.

O desenvolvimento de um método analitico robusto associado a espectroscopia NIR
pode melhorar significativamente a fiscalizagdo e a conformidade dos produtos, garan-
tindo que os suplementos no mercado atendam aos padrdes de qualidade e seguranga

estabelecidos.

5.3 ASPECTOS DA CREATINA

A creatina, de formula molecular C4HyN30, € massa molar de 131,13 g/mol, possui
grupos funcionais como amina terciaria, acido carboxilico, amina primaria e imina
(CACCAMO; MAGAZU, 2022) (BRUICE, 2017). Essas caracteristicas estruturais sdo
fundamentais para a andlise por espectroscopia no infravermelho proximo (NIR), pois
permitem a interagao especifica da creatina com a radiagao infravermelha, resultando
em espectros distintos que podem ser utilizados para sua identificagdo e quantificagéo
(WOJCICKI, 2017). A capacidade da espectroscopia NIR de detectar e diferenciar
essas bandas de absorcao especificas torna a técnica especialmente adequada para a

analise precisa do teor de creatina em amostras comerciais.

Além disso, a creatina € sintetizada a partir da cianamida com sarcosinato de sédio e

acido acético (SMITH; TAN, 2006), passando por um processo de microniza¢ao que
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melhora a absorc¢ao pelo corpo (HEZAVE et al.,, 2010). Este conhecimento sobre a
sintese e a forma micronizada da creatina € relevante para garantir a pureza do produto
final, aspecto que pode ser verificado através dos espectros NIR. A estabilidade da
creatina monoidratada em condi¢cées de armazenamento também é um fator positivo
para sua andlise por NIR (KREIDER; JAGER; PURPURA, 2022). A creatina monoi-
dratada é estavel e sofre desidratacdo a 125 ° C, decompondo-se em creatinina e
mudando de fase a 290 ° C (ZAGO; SILVA; BUENO, 2023) (SHIVER, 1929) (SAKATA;
SHIRAISHI; OTSUKA, 2004a) (DASH; MO; PYNE, 2002). Essa estabilidade assegura
que a creatina permaneca inalterada durante a aquisicdo dos espectros, garantindo

assim a precisdo dos resultados.

Um fator adicional a ser considerado é a capacidade higroscépica da creatina, que
absorve umidade do ambiente. Isso torna essencial 0 armazenamento adequado
para evitar alteragdes durante a analise, uma vez que a umidade pode interferir nos
espectros NIR (SAKATA; SHIRAISHI; OTSUKA, 2004b). Portanto, é crucial que as
andlises sejam conduzidas em ambientes com umidade controlada. Finalmente, a
creatina sofre ciclizagéo intramolecular quando em solugdo aquosa, convertendo-se em
creatinina com o tempo, especialmente em meios acidificados (SALOMONS; WYSS,

2007). A espectroscopia NIR se mostra capaz de monitorar essa conversao.

5.4 ANALISE DE CREATINA POR INFRAVERMELHO PROXIMO

A analise da aplicacao da espectroscopia NIR na analise de creatina revelou varias
caracteristicas promissoras para sua viabilidade, uma vez que a técnica se baseia
na analise dos grupos quimicos presentes na estrutura molecular da creatina, como
O-H, N-H e C-H, permitindo sua identificacdo e quantificacao. Esses grupos funcionais
apresentam bandas caracteristicas no espectro de absorcao NIR, o que facilita sua
distingcdo de outros compostos presentes em amostras comerciais (OZAKI et al., 2020).
Além disso, a aplicacao da Transformada de Fourier a NIR permite uma andlise deta-
lhada e simultdnea de multiplos comprimentos de onda, resultando em maior rapidez e
precisdo nas medicoes (OZAKI et al., 2020). A miniaturizagdo dos espectrometros NIR
e 0 uso de tecnologias semicondutoras e nanomateriais em detectores contribuem para

sua eficiéncia e sensibilidade, tornando a técnica mais acessivel e ampliando suas
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possibilidades de aplicacao (GAO et al., 2023) (ROGALSKI, 2011) (GAO et al., 2023).

A relevancia da espectroscopia NIR na andlise de creatina é evidenciada pela sua
ampla utilizacao na industria farmacéutica, onde é empregada para monitorar proces-
sos de sintese e purificagdo de compostos, incluindo a propria creatina (CIURCZAK;
IGNE, 2014). Além disso, estudos demonstraram a eficacia da espectroscopia de
infravermelho na deteccéo de creatina em tecido muscular (JERONIMO et al., 2012),
tecido cerebral (DULINSKA et al., 2012) e urina (DOU et al., 1996), validando sua
aplicacao em diferentes tipos de amostras. Essas descobertas sugerem que a NIR é
uma ferramenta versétil e robusta para a anéalise de creatina em amostras comerciais,
oferecendo analises rapidas, precisas e nao invasivas. No entanto, apesar dos benefi-
cios evidentes, é importante reconhecer a necessidade de pesquisas adicionais para
adaptar e validar a metodologia proposta especificamente para a analise de creatina
em pod, considerando os desafios técnicos e a escassez de estudos especificos nesta

area.

5.5 COMPARAGCAO COM OUTROS METODOS ANALITICOS

Para a analise detalhada dos diferentes métodos analiticos utilizados na pesquisa, é
fundamental compreender suas respectivas vantagens e desvantagens. O Quadro 1,
demonstrado abaixo, apresenta uma comparagéo dos métodos analiticos presentes no
referencial tedrico, destacando pontos fortes e limitagdes de cada abordagem. Esta
comparagao permite uma avaliagao critica das metodologias, facilitando a escolha
do método mais adequado de acordo com 0s objetivos especificos do estudo e os
recursos disponiveis. Por meio dessa analise comparativa, busca-se proporcionar
uma visao clara e objetiva sobre a eficiéncia, precisao, custo e aplicabilidade de cada
método, contribuindo para uma tomada de decisdo informada no contexto das analises

realizadas neste trabalho.
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Quadro 1 — Quadro demonstrativo das particularidades dos métodos analiticos.

Método Analitico

Vantagens

Desvantagens

Tratamento de Dados

Fonte

Técnica ndo-destrutiva
Rapidez e eficiéncia na anlise

Sobreposicdo de bandas espectrais

SHAW et al., 1996
OZAK] et al., 2020

Infravermelho dentificacio d p Indispensavel JERONIMO e &l 2012
entificacdo de grupos funcionais . — . etal,
Dificuldade em identificar bandas especificas (NIR
Alta sensibilidade e precisdo P (NIRy BEC; GRABSKA; HUCK , 2022
Técnica no-destrutiva Sobreposicdo de bandas espectrais HOFFMANN, 2023
Presenca de ruido de fundo PETERSEN; YU; LU, 2021
Raman - Indispensavel BERWEGER; RASCHKE, 2010
Alta sensibilidade Sinal Raman pode ser fraco CORUJC et al. 2022
Uso em varios tipos de amostra Sensivel & fluorescéncia MOREIRA et al., 2020
Técnica ndo-destrutiva Eventual necessidade de preparo de amostra PRABHUMIRASHI; KUNTE, 1986
Alta sensiblidade e precisio Altamente sensivel & presenca de impurezas na amosira PICOLLO; ACETO; VITORINO, 2019
Uv-vis p Interferéncias por absorgdo de outros compostos Dispensavel FEIZI et al , 2022

Uso em varios tipos de amostra

Suscetibilidade a interferencia de solventes

SINGHAL et al., 2024

Grande capacidade de resolu¢do

Necessidade de preparo de amostra

Consumo de solventes ou gases de alta pureza POLO, 2015
Cromatografia Liguida e Gasosa N&o ha sistema de deteccdo universal, variando de analise para analise Indispensavel
Capaz de separar e analisar misturas complexas
. " » Tecmca deslrul\\(a ALL 2022
Detec¢do simultdnea de multiplos componentes Maior tempo de andlise
Técnica nao-destrul\va Instrumento caro LEITE. 2014
Rapidez na analise Requer operadores altamente qualificados
RMN 8 pilidad Indispensavel
N30 requer preparo de amostra aa sensibiidade EMWAS, 2015
Grande espago fisico necessario
Baixo custo operacional Incapacidade de ser utilizada para substancias que ndo possuem cor LETTIERI et al, 2023
Colorimetria Facilidade de uso Limitac&o em medir concentragbes muito elevadas Dispensavel
- - SHRESTHA; KUMARI, KRISHNA, 2023
Possibilidade de analise quantitativa e qualitativa Possibilidade de erros decorrenies de uma fonte de Iuz instavel
Medicdo direta das alteracdes de massa Impreciso para determinar diferentes compostos em misturas MERWE; STRYDOM, 2004
Termogravimetria Dispensavel

Determinacdo da estabilidade térmica

Técnica destrutiva
Requer condicdes de vacuo ou atmosferas controladas

Fonte: elaborado pelos autores (2024).

5.6 QUIMIOMETRIA NA ANALISE DE DADOS

GOMES etal_, 2018
MENCZEL; PRIME, 2009

Observou-se que a aplicacdo de métodos quimiométricos na andlise de creatina por

espectroscopia NIR é crucial para lidar com a complexidade dos dados multivariados

gerados. Estes meétodos, como PCA e andlise discriminante linear, possibilitam uma

andlise precisa e confiavel, contribuindo para resultados de alta qualidade. Além disso,

foi constatado que esses métodos sao amplamente aplicaveis em diversas areas, como

biologia, quimica de alimentos e quimica forense, evidenciando sua versatilidade. No

contexto especifico da andlise de creatina, a integragcdo de metodos quimiométricos

aumenta a eficiéncia, reduz custos e melhora a segurancga nas operacdes laboratoriais.

Essas constatacdes reforcam a importancia dos métodos quimiométricos na analise

de compostos por espectroscopia NIR, destacando sua relevancia para a obtengao de
resultados confiaveis e de alta qualidade (VONCINA, 2009).
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5.7 PROPOSICAO DE EXPERIMENTO PARA ANALISE DE CREATINA EM PO POR
ESPECTROSCOPIA NIR

5.7.1 Objetivo do Experimento

O objetivo deste experimento proposto € investigar a eficacia da espectroscopia NIR na
analise de amostras comerciais de creatina com o uso da quimiometria no tratamento

dos dados obtidos.

5.7.2 Materiais e Métodos

Inicialmente deve-se construir uma curva de calibragcdo do equipamento, por isso é
necessaria a aquisicao de creatina P.A. (pura para analise) e maltodextrina P.A. de
qualidade elevada e procedéncia confiavel. Em seguida, proceder-se-a a diluicao da
creatina na maltodextrina que se baseara em um valor maior que 15 padrdes feitos por
Blanco, 2008, para obtencédo de uma curva de calibracao mais precisa,seguindo uma
escala de percentuais massicos. Essa etapa resultara na formacao de 21 amostras
com diferentes proporcoes de creatina em relacao a maltodextrina que ira caminhar
desde a concentracdo pura de creatina (10:0) até a concentragao pura de maltodextrina
(0:10) de 5 em 5% de pureza.

Para a realizacao deste experimento, devem ser adquiridas amostras comerciais de cre-
atina em po de diferentes marcas disponiveis no mercado, garantindo uma diversidade
representativa. Serd indispensavel um espectrémetro NIR de alta resolugao para a
obtencao dos espectros de absorcao das amostras. As analises serdo conduzidas em
recipientes apropriados, preferencialmente em cubetas de quartzo, que sdo adequadas
para a espectroscopia NIR devido a sua transparéncia em toda a faixa de comprimentos
de onda utilizados. Além disso, seréa indispensavel o uso de um computador equipado
com um software de quimiometria, como o MatLab, para a construcdo da curva de cali-
bracdo, para a interpretacéo dos espectros e para a aplicacdo de métodos estatisticos

para analise dos dados.

O gréfico de diluicédo € visualmente expresso conforme a Figura 16.
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Figura 16 — Grafico representativo dos percentuais das diluicdes dos padrdes para a
construcao da curva de calibracao.
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Fonte: elaborado pelos autores (2024).

5.7.3 Procedimento Experimental

Para que haja precisao na construcao da curva de calibracao, primeiramente é necessa-
rio garantir que a umidade absorvida pela creatina anidra devido ao seu comportamento
higroscopico seja completamente removida e n&o interfira na obtengé@o do espectro. A
creatina P.A. deve ser aquecida em uma estufa a 125 °C, aumentando 10 °C a cada
minuto até atingir tal temperatura, a fim de garantir a completa remocao da agua de
acordo com DASH; MO; PYNE, 2002.

Apdbs esse processo, as amostras destinadas a elaboracao da curva de calibracao
devem ser diluidas com a maltodextrina e homogeneizadas cuidadosamente para
assegurar uma distribuicdo uniforme do material no recipiente que sera realizada a

leitura.

A selecao da maltodextrina como padrédo de contaminagdo na analise da creatina
decorre da sua presenca frequente em produtos comerciais de creatina, sendo um dos
carboidratos mais comuns adicionados as formulagdes. A ANVISA nao especifica a
maltodextrina, mas sim "carboidratos", o que inclui a maltodextrina. Essa escolha se
fundamenta na representatividade da maltodextrina como um dos principais carboidra-

tos encontrados em suplementos alimentares, facilitando sua utilizagdo como referéncia
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em estudos de analise de qualidade. A maltodextrina possui espectro caracteristico no
infravermelho préximo, uma vez que sua molécula apresenta grupos O-H e C-H, como

pode ser evidenciado através das Figuras 17 e 18 a seguir.

Figura 17 — Estrutura Quimica Maltodextrina.
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Fonte: elaborado pelos autores (2024).

Figura 18 — Espectro NIR da Maltodextrina
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Fonte: adaptado de STARKE (2004).

Apds a leitura de cada amostra utilizando o espectrometro NIR, os espectros obti-
dos serao processados com o auxilio de software de quimiometria, como o MatLab.
Este processamento incluira a correcéo de linha de base, normalizacao e outros pré-
processamentos necessarios para garantir a qualidade dos dados. Em seguida, os

espectros tratados seréo utilizados para a constru¢do de uma curva de calibragao,
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baseada nas concentra¢des conhecidas das amostras padrdo. Esta curva de calibracao
sera fundamental para correlacionar os dados espectrais com as concentragdes de

creatina nas amostras comerciais.

Apébs a construcdo das curvas de calibracao, sera iniciada a etapa de andlise das
amostras comerciais de creatina. Cada amostra, proveniente de diferentes fabricantes,
deverd ser acondicionada em recipientes adequados para andlise por NIR. Para garantir
a confiabilidade dos dados, a constru¢ao da curva de calibracdo com os padrdes e
cada andlise de creatina comercial sera realizada no minimo em ftriplicata, de acordo

com a qualidade dos resultados de Blanco, 2008.

Finalmente, com a obtencao dos espectros das amostras comerciais de creatina, os
dados serdo tratados utilizando métodos quimiométricos para otimizar os resultados
e eliminar aqueles com desvios inesperados devido a possiveis inobservancias da
metodologia sugerida. O estudo de Krzysztof Wéjcicki, “Application of NIR spectroscopy
for sport supplements identification” utilizou PCA no tratamento dos dados obtidos em
suas andlises, transformando os dados iniciais obtidos em um conjunto reduzido de

dados nao correlacionados.

Em seguida, os resultados da analise serdo comparados com a curva de calibracéo
construida, permitindo o calculo quantitativo da concentracédo de creatina em cada
amostra comercial. Dessa forma, sera possivel quantificar o teor de creatina nas

amostras comerciais utilizando a espectroscopia de infravermelho préximo (NIR).

Para lidar com a possivel presenca de outros contaminantes comuns nas amostras co-
merciais, como a cafeina, durante a analise do teor de creatina usando espectroscopia
NIR, algumas estratégias podem ser adotadas. A Anélise de Componentes Principais
(PCA) pode ser utilizada para diferenciar visualmente os componentes presentes nas
amostras, permitindo a distincao entre creatina e contaminantes. Os contaminantes po-
tenciais, como a cafeina, possuem bandas caracteristicas no espectro NIR (GRABSKA
et al., 2021), como pode ser visto na Figura 19 a seguir, o que facilita sua identificagéo
posterior. Caso o contaminante seja conhecido, € possivel desenvolver um modelo de
calibracdo multivariada que inclua padrdes de creatina, cafeina e outros, permitindo a

quantificacao precisa de cada componente nas amostras comerciais.



Figura 19 — Espectro NIR da Cafeina
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6 CONCLUSAO

Associada com dados estatisticos, a revisao integrativa da literatura permitiu identificar
as particularidades dos métodos aplicados a analise de creatina, bem como os parame-
tros que podem interferir nesses processos. Através deste trabalho, foi possivel reunir
diferentes estudos que demonstram a viabilidade da utilizagdo do espectrofotometro
de infravermelho proximo (NIR) para a quantificacdo do teor de creatina em amostras

comerciais.

Os resultados obtidos indicam que a técnica NIR néo sé € aplicavel como também
oferece vantagens, como rapidez e versatilidade, em comparacdo com métodos tradi-
cionais. Além disso, a revisao bibliogréafica realizada mostrou o reduzido niumero de
métodos de quantificacao validados utilizando NIR, abrindo perspectivas para futuras

pesquisas.

As contribuicbes deste estudo proporcionam uma base teérica e uma metodologia
pratica que pode ser adotada em ambientes laboratoriais. As constatagbes de eficacia
do NIR na andlise de creatina sugerem que esta técnica pode ser expandida para
outras aplicagdes, potencialmente melhorando a eficiéncia e precisdo das analises

bioquimicas.

Através das informacdes analidas, mediante ao método de revisao integrativa da
literatura disponivel, recomenda-se a continuidade das pesquisas para explorar ainda
mais as capacidades do NIR, especialmente em contextos de analise de teor de
substancias e na interferéncia de parametros especificos. Em suma, este trabalho nao
s6 evidencia uma abordagem analitica como também visa incentivar a inovagao e a

melhoria continua nas técnicas de quantificacdo de substancias
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