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INTRODUCAO

A obesidade vem crescendo em ritmo alarmante no Brasil,
podendo ser classificada como uma epidemia (OMS, 2009). Esta
realidade, associada a busca pelo bem estar fisico, faz crescer
desenfreadamente a administracao de substancias emagrecedoras.
Dentro desse contexto, suplementos alimentares sao frequentemente
administrados, apesar da supervisao limitada pelas agéncias federais.
O uso exponencial e indiscriminado de suplementos alimentares a
base de p-sinefrina (precursora bioldgica da octopamina) associada a
efedrina, salicina e cafeina representa uma grande problematica, uma
vez que o incremento e disseminacao de produtos no mercado sao
mais céleres do que o desenvolvimento de estudos cientificos que
promovam e garantam sua eficacia e seguranca de uso. Acredita-se
gue a salicina (nao avaliada neste estudo) ajude a potencializar o
efeito das outras substancias.

OBJETIVO

Estabelecer e validar metodologia para identificacao e
guantificacdo simultanea de p-sinefrina, efedrina, octopamina e
cafeina em suplementos alimentares, por CG/DIC, incluindo a
padronizacao de etapas de preparo das amostras como extracao em
fase solida e derivatizacao.
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Fig. 1: estruturas de p-sinefrina, efedrina, octopamina e cafeina, respectivamente.

MAAJ MATERIAIS E METODOS

Aproximadamente 15,0 mg do montante de capsulas foram
submetidos a maceracédo dinamica com 3 mL de agua em vortex, por
5 minutos. O sobrenadante foi centrifugado a 5,000 rpm por 10
minutos e limpo por extracao em fase soélida (EFS), em um manifold a
vacuo (Vertical, Bangkok, Tailandia), com colunas SCX (permuta
cationica forte, acido benzenossulfonico) 100 mg (Adsorbex, Merck,
Darmstadt, Alemanha). As amostras foram aplicadas em cartuchos
previamente condicionadas com 2 mL de metanol, seguido de 2 mL de
agua. As colunas foram lavadas com 2 mL de agua:metanol (75:25
v/v). A extracdo da cafeina foi realizada com 2 mL de cloroférmio.
Efedrina, octopamina e p-sinefrina foram eluidas a partir dos
cartuchos, depois de lavados com 4 mL de metanol: isopropanol:
hidroxido de amoénio (78:20:2 v/v/v). Os eluentes foram secos com
nitrogénio. O procedimento de derivatizacao foi adaptado de Rossato
et. al, 2010. Os residuos secos foram submetidos a derivatizacdo com
40 uL de acetato de etila e 40 uL de anidrido trifluoroacético (TFAA). A
iIncubacdo foi realizada a 80 C durante 30 minutos. Apos
arrefecimento a temperatura ambiente, a solucdo foi seca com
nitrogénio. O residuo obtido foi ressuspenso em 50 uL de acetato de
etila e injetado no sistema CG/DIC.

MAAJ RESULTADOS E DISCUSSAO

A separacao dos analitos foi adequada em tempo de corrida
total de 12 minutos e o0 método foi validado em relacédo a linearidade
(50, 100, 200, 500, 1000 e 2000 ug/mL para efedrina, octopamina e p-
sinefrina e 250, 500, 1000, 2500, 5000 e 10000 yg/mL para cafeina),
limite de deteccao e quantificacao, precisdo, exatidao, seletividade,
especificidade e robustez. As medias de recuperacao foram 86,5
(efedrina), 85,6 (octopamina), 86,4 (p-sinefrina) e 90,1 (cafeina). Nao
foram observadas alteracbes significativas no comportamento
cromatografico, quando as condicbes experimentais foram
ligeiramente modificadas, demonstrando que o método é robusto. O
metodo de analise desenvolvido pode ser utilizado no controle de
gualidade, a fim de identificar e quantificar tais substancias numa
vasta gama de matrizes.
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Fig. 2: Cromatograma de analise de efedrina (1), octopamina (2), sinefrina (3) e cafeina (4).

Efedrina y=1126,3 x + 0,9990
16,625

Octopamina y =850,79 x + 0,9973
52,409

p-Sinefrina y =1533,6 x + 0,9982
27,848

Cafeina y =830,1 x + 0,9984
10,192

Tab. 1. . Resultadosda linearidade para as quatro substanciasanalisadas.

CONCLUSAO

A validacao foi bem sucedida, na qual todos os parametros
estabelecidos pela resolucao N° 899 da ANVISA foram determinados
e encontraram-se dentro dos valores preconizados por essa
resolucao. A extracao e limpeza da matriz complexa por SPE reduz a
guantidade de solventes organicos utilizados bem como remove
Interferéncias, melhorando o perfil cromatografico da analise. O
meétodo pode ser instituido na rotina de laboratorios equipados com
CG/DIC para analise simultanea de compostos emagrecedores que
possuem as guatro substancias associadas ou apenas uma delas.
Trata-se de uma boa alternativa para laboratorios que nao tém
acesso a HPLC ou CG/EM para analise.
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