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RESUMO:

O suplemento de creatina, que vem sendo muito consumido nos Gltimos anos, é um
composto sintético de aminoacidos, que interfere no metabolismo do fosfato
promovendo um aumento da energia. O objetivo deste trabalho consiste em € analisar
creatina monohidratada de 5 fabricantes diferentes com intuito de verificar se ha
diferencas qualitativas e quantitativas em suas composi¢fes utilizando a
espectroscopia Raman. O procedimento de coleta consistiu em separar, identificar as
amostras, posicionar na sonda Raman e extrair o espectro correspondente. O espectro
obtido do retro espalhamento da amostra contém informacg6es de que hé a presenca de
um composto adicional em uma das amostras, sendo possivelmente um outro tipo de

aminoacido.

INTRODUCAO:

O suplemento de creatina, que vem sendo muito consumido nos ultimos anos, é um
composto sintético de aminoacidos, com formula quimica C 4 H 9 N 3 O 2 que interfere
no metabolismo do fosfato promovendo um aumento da energia, da proteina muscular,
da cinética do calcio, das células satélites e dos fatores de crescimento e
consequentemente um aumento na massa muscular, forca e resisténcia durante os
treinos (CANDAW et al.,2019; MILLS et al.,2021).

Isso ocorre devido o aumento da disponibilidade de creatina total nos musculos
esqueléticos (creatina livre e fosfocreatina), que favorece a sintese de ATP (adenosina
trifosfato) responsavel por gerar mais energia para a execucdo do exercicio de alta
intensidade (KREIDER et al., 2017).
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Atualmente a técnica utilizada para verificacdo de qualidade dos suplementos de
creatina é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (em inglés, High Performance
Liquid Chromatography - HPLC), pois apresenta baixo custo e alta eficiéncia

cromatografica e seletividade dos ions catiénicos emparelhadores (MO et al., 2003).

Como uma alternativa de analise esta a espectroscopia Raman (ER), que é baseada no
espalhamento ineléstico da luz pelas moléculas polarizaveis que revela os niveis de
energia vibracional das ligagBes quimicas da molécula, como cada molécula tem sua
assinatura vibracional Unica trata-se de uma técnica sensivel, pois essas vibragdes
unicas funcionam como impresséo digital (Y1 et al., 2018; MOREIRA et al., 2019).

Os picos Raman distintos associados as suas liga¢des moleculares fornecem um padrao
semelhante a uma impressao digital que pode ser utilizada para identificagdo. Uma das
vantagens desta técnica de ER € que a estrutrura molecular da amostra sem mantém
intacta pds analise, uma vez que ndo ha aditivos quimicos para realizacdo da amostra
assim como o tempo de andlise, na medida que os espectros sao gerados em tempo real
(HACKSHAW et al.,2020; MOREIRA et al.,2019).

Devido aos beneficios desse suplemento ter sido divulgado para a populacdo nos
ultimos anos houve uma crescente producdo por diversos fabricantes e com isso
subtipos de creatina surgiram. Logo, o objetivo deste trabalho é analisar creatina de
diferentes fabricantes afim de verificar se ha diferencas qualitativas e quantitativas

utilizando a técnica de espectroscopia Raman.

PALAVRAS-CHAVE.:
Creatina, Beneficios da Creatina, Espectroscopia Raman.

METODO:

O experimento foi realizado no Laboratério de Diagnostico Optico do Centro de
Inovacdo, Tecnologia e Educacdo (CITE), Parque Tecnoldgico de S&o José dos
Campos, S&o José dos Campos, SP, Brasil. Para este estudo, foram adquiridas 5
amostras comerciais de creatina em pé de diferentes fabricantes. Os suplementos

foram identificados antes do inicio das andlises e cerca de 1mg de cada suplemento foi
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posicionado na sonda Raman para coleta de sinal espectral em triplicata com tempo de
exposicédo de 30s.

O sinal retroespalhado pela amostra contendo informacdes de sua composicdo €
disperso pelo espectrografo/CCD e armazenado na memoria do computador. Todas as
amostras foram analisadas no mesmo dia sob as mesmas condic¢des experimentais. Os
suplementos foram submetidos a um espectrdbmetro Raman dispersivo (modelo
Dimension P1, Lambda Solutions Inc., MA, EUA), que utiliza excitacdo por laser de
diodo (830nm, 300mW), gerando imagens de um espectrografo com rede de difracdo
(1200 linhas/mm) e Camera CCD (100x1340 pixels), gerando espectros Raman de alta
resolucdo na faixa de 400 a 1800 cm™™,

Ao final da coleta, os espectros Raman foram processados para remover picos de raios
césmicos, fluorescéncia de fundo (sinal de fundo) e depois normalizados pela area sob
a curva. Em seguida, o espectro médio foi calculado para cada amostra e o grafico de
dispersdo considerando a intensidade dos picos em relacdo ao niumero de onda (Raman
Shift) foi obtido utilizando o software Excel® 2019 para comparacdo. As bandas
Raman das formulagcdes foram comparadas para verificar suas semelhancas e
diferencas espectrais.

Para avaliar as alteracdes na quantidade dos compostos das creatinas dos
diferentes fabricantes, os dados espectrais foram submetidos a analise de componente
principal (PCA). Uma técnica multivariada utilizada para detectar as variagdes
estatisticas dentro do grupo e entre 0s grupos, com o intuito de correlacionar as
informacdes espectrais apresentadas nos componentes principais com os marcadores
bioquimicos especificos das amostras. A PCA decomp®e 0s espectros em vetores de
carregamento de componentes principais e score. Os vetores de carregamentos de
componentes se assemelham aos espectros Raman (com picos positivos e negativos) e
poderdo ser utilizados para indicar quais sdo as caracteristicas espectrais relevantes
para cada grupo. Ja os scores serdo usados para quantificar caracteristicas particulares
apresentadas em cada vetor para cada sujeito ou grupo. A vista disso, 0s vetores podem

revelar a presenca de caracteristicas de compostos no conjunto de dados e 0s scores
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podem ser utilizados para apontar qual voluntario apresenta essas caracteristicas na
urina. A PCA foi implementado usando a fungdo princomp.m no Matlab 7.4 (The
Mathworks Inc., MA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A realizacdo do trabalho permitiu uma compreensdo sobre a constituicdo molecular do
suplemento de creatina, quatro das cinco amostras tém o mesmo padrdo de espectro.
No entanto, uma delas, a amostra do fabricante 5 demonstrou a presenca de mais

alguns compostos em sua constitui¢do, como é possivel verificar na Figuras 1.
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Figura 1. Comparacéo de Creatina monohidrata de diferentes fabricantes

As Figuras 2, 3, 4 e 5 sdo referentes a Analise de Principal Componente (PCA) que foi
realizada com as 5 amostras de creatina monohidratada. Na Figura 2 é possivel
verificar que o componente principal 1 contém cerca de 96,7% da variancia contida no
conjunto de dados, e indica a presenca de picos de creatina conforme a literatura
(BELL et al., 2012). Com excegdo da amostra do fabricante 5 todas as outras

apresentam a mesma quantidade de creatina presentes na constituicdo do produto.



A Figura 2 indica os picos comuns as cinco amostras de creatina monohidratada. Sendo
que 0s mais intensos sdo 0s picos na regido do Raman Shift 831 cm™?, 915 cm™, 382

cm?, 1053 cmt, 1397 cm™, caracterizando o padrdo da creatina monohidratada.
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Figura 2. Componente Principal 1 da Creatina monohidratada

A Figura 3 demostra os picos Raman do composto (s) adicionado no produto 5
diferentes dos outros produtos: 478 cm™, 652 cm™, 778 cm, 849 cm™, 896 cm™, 939
cm?, 1002 cmt, 1087 cm?, 1100 cmt, 1164 cm™, 1359 cmt, 1450 cm™.
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Figura 3. Componente Principal 2 da Creatina monohidratada fabricante 5
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Figura 4. Anélise de Principal Componente 1 das Creatinas monohidratadas
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Figura 5. Analise de Principal Componente 2 das Creatinas monohidratadas

Na Figura 4 é possivel verificar que o componente principal 1 contém cerca de 96,7%
da variancia contida no conjunto de dados, e indica a presenca de picos de creatina
conforme a literatura (BELL et al., 2012). Com excecdo da amostra do fabricante 5
todas as outras apresentam a mesma quantidade de creatina presentes na constituicao

do produto.
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Enquanto que na Figura 5 o segundo componente principal de todas as amostras ficou
evidenciado principalmente na amostra do Fabricante 5. Aproximadamente 2,5% da
variancia contida no conjunto de dados indica a presenca de picos de outros compostos

além dos comuns a todas as amostras.

Desta forma, a partir da PCA, é possivel inferir que dos produtos analisados quatro
deles apresentam 0s mesmos aminoacidos presentes em quantidades parecidas, como
demostrado nas Figuras 4 e 5. E na amostra referente ao Fabricante 5 tem a adicdo de
mais um aminoacido, possivelmente a L-leucina, comparando 0s espectros com a
literatura (ZHU et al.,2010).

Logo, a espectroscopia Raman se mostra uma técnica tdo adequada quanto ao HPLC,
porém com algumas vantagens, pois ndo necessita de nenhum tipo de adi¢do de
reagente quimico para analise, ndo compromete a estrutura quimica da molécula e os
espectros sdo obtidos em tempo real. Enquanto que o HPLC utiliza reagentes quimicos
com absor¢do na regido do ultravioleta para procedimento cromatografico podendo

alterar a estrutura quimica basica da amostra.

CONCLUSOES:

A realizacdo do trabalho permite concluir que dos cinco produtos utilizados na anélise
todos tem a formacdo base dos constituintes da creatina monohidratada, porém uma
das amostras, apresenta mais um composto, possivelmente a L-leucina. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para verificar se ha outros tipos de compostos adicionados,
uma vez que nem todos os picos diferentes presentes no amostras foram relacionados

com o espectro da L-leucina encontrado na literatura.
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