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RESUMO

CARVALHO, A. F. V. Suplementos proteicos para atletas (whey protein): analise
de rotulagem, qualidade higiénica, microscopica e micotoxicoldgica. 2018. 67 f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-graduacdo em Alimentos e Nutricdo,
Centro de Ciéncia da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI.

O mercado de suplementos alimentares estd em expansdo mundial sendo o whey
protein 0 mais consumido por praticantes de exercicios fisicos, sua indicacdo na
maioria das vezes néo € realizada por nutricionistas. Com este trabalho objetivou-se:
analisar a qualidade de suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializados em embalagem individualizada ou sachés em Teresina, PI.
Adquiram-se sachés de diferentes marcas em lojas de suplementos. As seguintes
andlises foram realizadas: elementos de rotulagem; contagens de: Staphylococcus
coagulase positiva, bactérias heterotréficas mesofilas e fungos filamentosos e
leveduriformes, atividade de agua; isolamento e identificacdo destes fungos
filamentosos; pesquisa de: sujidades, cafeina e aflatoxinas. As marcas de whey
protein atendem parcialmente aos requisitos obrigatérios de rotulagem e omitem
substancias estimulantes do sistema nervoso (cafeina nas marcas sabor chocolate) e
alérgenos (ovos e peixes). Nao indicam responsavel técnico nem informam sobre
restricbes quanto ao consumo excessivo de proteinas, necessidade de orientagdo de
nutricionista e tipo de whey. As contagens maximas obtidas para 0s micro-organismos
pesquisados foram: Staphylococcus coagulase positiva 2,73 UFC/g em logio;
bactérias heterotroficas mesoéfilas 1,21 UFC/g em logl0; fungos filamentosos e
leveduriformes 1,64 UFC/g em logio. Fungos como Aspergillus flavus, A. parasiticus e
Aspergillus agregados niger foram isolados das amostras analisadas, apesar dos
resultados para atividade de 4gua (entre 0,30 a 0,60) ndo favorecerem a multiplicacéo
dos fungos e dos demais micro-organismos presentes na embalagem. N&o foram
encontrados fungos dos géneros Penicillium e Fusarium. Os sachés possuiam as
seguintes matérias estranhas indicativas de falhas das boas praticas: fragmentos,
fezes e ovos de insetos; hifas; fios de plastico e fragmentos de madeira. As duas
(100%) marcas de amostras sabor chocolate continham cafeina entre 329,0 a 851,8
Mg por porcao de 25 g. As amostras B2 e D4 apresentaram AFB1, AFB2, AFG1 e
AFG2, sendo que a maior quantidade encontrada em B2 foi AFG2 com 177,6 ug/25g,
na D4 AFGL1 76,1 ug/25g. Consumidores de whey protein em sachés estdo expostos
a quantidades de aflatoxinas que 0s tornem susceptiveis a micotoxicoses, efeitos
teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos.

Palavras-chave: aflatoxina, Aspergillus, cafeina, LCMS, Staphylococcus, sujidades.



ABSTRACT

CARVALHO, A. F. V. Protein Supplements for Athletes (Whey Protein): labeling
analysis, hygienic, microscopic and mycotoxicological quality. 2018. 67 f. Essay
(Master's Degree) - Postgraduate Program in Food and Nutrition, Health Science
Center, Federal University of Piaui, Teresina, PI.

The market for dietary supplements is expanding worldwide being the whey the most
consumed by physical exercise practitioners. Most of the time its prescription is not
performed by nutritionists. This study aimed at to analyze the quality of protein
supplements for athletes (whey protein) commercialized in individualized packaging or
sachets in Teresina, Pl. Sachets of different brands were bought at supplement stores.
The following analyzes were carried out: labeling elements; bacterial count
heterotrophic mesophylls, filamentous fungi and yeasts, and Staphylococcus positive
coagulase; water activity; isolation and identification of fungi filamentous; research on
soil, caffeine and aflatoxins. The whey protein brands partially meet the mandatory
labeling requirements and omitting substances that stimulate the nervous system
(caffeine in chocolate flavor) and allergens (eggs and fish). They do not indicate a
technical responsible or information about restrictions on excessive protein
consumption, need of nutritionist orientation and type of whey. The maximum counts
obtained for the microorganisms studied were: Coagulase positive Staphylococcus
2.73 CFU / g in logl0; Mesophilic heterotrophic bacteria 1.21 CFU / g in logl0;
filamentous and yeast fungi 1.64 CFU / g in log10. Fungi such as Aspergillus flavus,
A. parasiticus and Aspergillus agregados niger were isolated from the analyzed
samples, although the results for water activity (between 0.30 and 0.60) did not favor
the multiplication of the fungi and other microorganisms present in the packaging. No
fungi of the genus Penicillium and Fusarium were found. The sachets had the following
unfamiliar substances that denote the lack of good practice: fragments, faeces and
insect eggs; hyphae; plastic wires and fragments of wood. The two (100%) brands of
chocolate flavor samples contained caffeine between 329.0 to 851.8 ug per 25 g
portion. Samples B2 and D4 presented AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2, the highest
amount found in B2 was AFG2 with 177.6 pg / 25 g, in D4 AFG1 76.1 pg / 25 g.
Consumers of whey protein in sachets are exposed to quantities of aflatoxins that make
them susceptible to mycotoxicoses, teratogenic, mutagenic and carcinogenic effects.

Key words: Aflatoxin, Aspergillus, Caffeine, LCMS, Staphylococcus,Soil.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

LISTA DE FIGURAS

Esquema de inoculacdo e incubacdo das cepas do género
Aspergillus nos meios CYA, MEA e CY20S em duas condi¢des de
temperaturas (25 € 37 °C) oo
Esquema de inoculagéo e incubacdo das duas cepas do género
Penicillium a serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N em
trés regimes de temperatura (5,25€ 37 °C) ..ccoovvvvvvevvvviiiiiiiee e,
Esquema de incubacdo das cepas de género Fusarium nos
diferentes meios de cultivo até sua identificagéo final.....................

Esquema para obtencdo de sujidades pelo método da digestao
enzimatica proposto por Wildman............ccooevvviiiiiiiiiiiei e,

Espécies de Aspergillus parasiticus e A. flavus isoladas nas
amostras das marcas A, B e D das embalagens individualizadas ou
sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl nos meios MEA, CYA 25, CYA 37
B CY A e
Imagens de sujidades identificadas em 25g das amostras de
embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos
da marca B para atletas (whey protein) comercializadas em
TereSiNG, Pl ...
Cromatograma dos ions extraidos dos padrdes para Cafeina e
Aflatoxinas (B1,B2,G1,G2e M1) porLCMS ........coorririiiiiiiiiinnn,

Curva de calibracdo para Cafeina e aflatoxina B1l, B2, G1, G2,

Cromatograma dos ions extraidos aflatoxina e cafeina do padrao
injetado (A), comparados ao de afaltoxinas das amostras B2 (B) e
D4 (C) e de cafeina nas amostras E1, E2, E3, E4, F1, F2, F3 e F4
(D) obtidos nas embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializadas

em Teresina, Pl resultados expressos em g por por¢cao de 25 g......

31

32

33

35

49

51

53

53



Tabela 1

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

LISTA DE TABELAS

Parametros analisados relativos a rotulagem nutricional
obrigatéria nas embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl.........cooooeiiiiiiiiiiiiecieceis

Limite de deteccdo e limite de quantificacdo das aflatoxinas B1,
B2, G1, G2, M1 € CafeiNa.........cccccumviiiiiiiiiiiiiie e
Parametros analisados relativos a rotulagem nutricional
obrigatoria nas embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl...........ccocooiniiiiiiiiiiiiiiins
Informagdes complementares para o consumidor, verificadas na
rotulagem das embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl.........cccoooiiiiiiie,
Percentual de conformidade dos parametros analisados da
rotulagem das embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl..........cccoooiiieiiiiiiiiiiiciiiiis
Resultados médios das analises microbioldgicas e da atividade
de agua nas amostras de embalagens individualizadas ou
sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl..........cccocoiniiiiiis
Espécies de fungos filamentosos isolados e identificados nas
amostras de embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies
Sujidades identificadas em 25g das amostras de embalagens
individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para
atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, Pl............

Resultado do ensaio de recuperagcdao de aflatoxinas

28

39

40

41

43

46



Tabela
10

Nivel de contaminacdo de cafeina e de aflatoxinas M1, B1, B2,
G1, G2 das amostras das embalagens individualizadas ou
sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializadas em Teresina, Pl resultados expressos em ug

POF POIGAO A 25 [..uvvviieiiiiiiiieeeeee e 55



LISTA DE SIGLAS

NUEPPA - Laboratério de Controle Microbiologico de Alimentos do Nuacleo de
Estudos, Pesquisa e Processamento de Alimentos

SAC - Servico de assisténcia ao Consumidor

PCA - Agar Padréo para Contagem

UFC - Unidade Formadora de Colbnia

BP - Baird-Parker

DRBC - Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol

MEA - Agar Extrato de Malte

SNA - Agar Spezieller Nalvistoffarmer

BDA - Agar Batata Dextrose

CYA - Agar Extrato de Levedura Czapek

CY20S - Agar Extrato de Levedura Czapek 20% Sacarose

G25N - Agar Nitrato de Glicerol 25%

BLA - Agar Folhas de Bananeira

CLA - Agar Folhas de Cravo

CLAE-EM - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria
de Massas

ESI - lonizac&o por Eletronspray

CBH - Contagem de bactérias heterotréficas meséfilas por grama em logaritmo de
base 10

ECP - Contagem de estafilococos coagulase positiva por grama em logaritmo de
base 10

CFL - Contagem de Fungos filamentosos e leveduriformes por grama em logaritmo
de base 10.

BCAA - Aminoacidos de Cadeia Ramificada



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ......coiiieiieee ettt en e en et en et s et 14
2. REFERENCIAL TEORICO ... ..ottt e e en e 17
2.1 Alimento proteico para atletas..........cceeeieeiiieeeeeee e 17
2.1.1 MOVIMENtAGE0 ECONOMICA.........iiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 17
2.1.2 SO0 0O lBIEO....eeeeeieeii et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaenee 18
2. 1.3 WY PrOteIN....ccii i ittt e e e e e e e e 20
3. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e e e e e s st e e e e e e s nnaenaaaeeeannn 25
G TNt 1 - | R 25
S.2ESPECITICO. ..ttt 25
4. MATERIAL E METODOS.......ooiiiieeeeeeee ettt 26
N 1 (0111 €= TP 26
4.2 Coleta das amostras e delineamento experimental................ccccvvvvvvinnnnne. 26
4.3 ANdlise da ROTUIAGEM......ccoiiiiiiiiiie e 27
4.4 Métodos MICrobiOlOgICOS. .....uuuiiiiieee e 29
4.4.1 Prepar0o das AMOSIIAS. .......ceuuuriiiiiiiiiisiie e e e e e e eeee e e eeeee e aa s e e e e e e aaaaeaaeeenes 29
4.4.2 Contagem de bactérias heterotréficas mesofilas..........occveeeveeiiiiiinne.n. 29
4.4.3 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva..........ccceeeeeeeeeiiiiiiees 29
4.4.4 Contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras.........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeenne. 30
4.4.5 Isolamento e ldentificac8o FUNQGICA.............uvvviiiiiiiiiieieeeeeeceeeeeeeeeeein 30
4.5 Determinacdo da Atividade de AQUAL............cooceeeeeeeeieeie e 33
4.6 MEtOd0S A€ MICTOSCOPIA. - eeeeeeeuuriiiieeeeaeeaiiiiiee e e e et e e e e e et e e e e e eneeeeeeeeas 33
4.6.1 SOIUGAO0 de PanCrEatiNG..........eeeiiiiiiieeeiiiiiiaeiiit e 34
4.6.2 ANAIISE MICIOSCOPICA. ......cevvviiiiiiiiiiiie e e e ee e e e e e e e e e e e e e 34

4.7 Deteccéo e Quantificacdo de Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e M1) e Cafeina
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrometria de
MASSAS (CLAE-EM) ...ooiiiiiiiiiii s 36



4.7.1 Preparo da Curva ANalitiCa..........coocuveiiieiiiiiiiiiee e 36

4.7.2 Ensaios de Recuperacgao de Aflotoxinas (B1, B2, G1 e G2) .................. 36
4.7.3 Extracao e Purificac80 do EXIrato...........cceeeeeeeiieeeeieiieceieeeeeeeivn 36
4.8 Métodos CromatografiCOS.........uuuuuruiiiiiiiiiie e eeee e e e 37
4.9 ANAlISE EStAtiSTICA. . vvvvreiiiiiiiieeiee et e 39
5. RESULTADOS E DISCUSSAO. ...ttt 40
5.1 Andlise de ROtUIAgEM..........ooviiiiiiicie e e 40
5.2 Contagem de MiICro-0rganiSIMOS..........cceeeeeeieiereeieiiiiiieaseeseeeeeeeeeeeessennnnnns 45
5.3 Isolamento e Identificag8o FUNQICA...........uevieiiiiiiiiiiieeeee e 47
5.4 MEt0d0 de MICTOSCOPIA «.eeeeeiuiriiiieeeeiiiiiiee e e e ettt et ee e e e ee e e e 49
5.5 CUINVA ANAITICA. .. .uvvviiiiiiiiiiiiii et a e 52
6. CONCLUSOES. ......coitiiiiiii ettt 59

7. REFERENCIAS . ... e ettt e, 60



14

1. INTRODUCAO

Na historia da evolugdo humana ocorreram importantes transicdes desde que
o homem primitivo usava apenas 0s recursos da natureza para a sua alimentacéo. As
mudancas de héabitos ocorreram e associado a isso, sucederam-se alteracdes
relativas ao corpo, pois as pessoas deixavam de ser nOmades, o que favorecia as
atividades fisicas das mais variadas formas. Com o tempo, elas tornaram-se
gradativamente mais sedentarios e passaram a viver em comunidades. Por esse
motivo, tornou-se habitual a pratica de exercicios fisicos como forma de
entretenimento ou para treinamento militar visando a defesa dos seus territérios.

Devido as mudancas mencionadas, surgiu a necessidade de desenvolver a
agricultura, a pecuaria e a producédo de alimentos derivados. Como consequéncia da
manipulacdo dos géneros alimenticios, surgiram diversas doencgas transmitidas por
micro-organismos, tornando necessario adequar os cuidados com a limpeza e
higienizacdo durante o manuseio, producdo e armazenamento dos alimentos. Estas
praticas construiram-se um fator importante para a adaptacédo do ser humano a novas
condi¢Oes de vida. Muito embora alguns procedimentos como: salgar carnes e peixes,
utilizar a neve para conservagéo de frutos do mar e defumar carnes fossem utilizados
para prolongar a “vida util” dos alimentos para garantir a sobrevivéncia no periodo de
entressafra e de variacdes climaticas improprias para obtencao de alimentos.

Outra transicao importante foi o deslocamento das pessoas do meio rural para
0 meio urbano, levando novamente a adaptacdes no estilo de vida em diversos
sentidos, diminuindo bastante a pratica de exercicios fisicos em decorréncia dos
confortos da vida urbana e ainda pelo consumo muitas vezes excessivo de alimentos
industrializados, ndo raro obsogénicos.

Esse somatdério tem levado ao crescimento da populagdo com sobrepeso e ou
obesidade, além do crescimento de outros problemas de saude, as chamadas
doencas crbnicas ndo transmissiveis como diabetes e hipertensdo, por exemplo.

Essas mudancas no estilo de vida do ser humano parecem ter uma relacao
direta entre a pratica de exercicios fisicos (que sdo cada vez naturalmente menos
frequente) e habitos alimentares; pois as pessoas ficam expostas constantemente a
alimentos produzidos com muita manipulacdo e/ou adi¢do outras substancias com o
objetivo de manter o produto em condi¢cées de consumo (pelo menos aparentemente)

por um periodo mais prolongado.
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A manipulacdo e producao de alimentos pode proporcionar a agregacao e ou
crescimento de varios micro-organismo, que podem ser de grande importancia para
alimentos e seres humanos, pois 0os mesmos podem provocar alteracfes quimicas
prejudiciais, causando a deterioracdo do alimento, alterando a cor, odor, sabor, textura
e aspecto do mesmo; como também podem apresentar riscos a saude de homens e
animais quando as condicdes de higiene, producdo, armazenamento e manuseio nao
estdo dentro dos padrbes de recomendados pelas agéncias reguladoras; um tipo de
micro-organismo de grande importancia dentro desse contexto sdo os fungos que
podem produzir micotoxinas mutagénicas. Existem ainda aqueles micro-organismos
que séo intencionalmente selecionados e adicionados ao alimento para que promova
reacdes quimicas capazes de modificar suas caracteristicas basicas, transformando-
0 em um novo produto; como ocorre para a obtencéo do iogurte por exemplo.

As fontes de contaminag&o sédo as mais variadas, vao deste a propria agua, até
as plantas que por vezes servem de meio para o desenvolvimento de bactérias e
fungos; os utensilios como recipientes e moedores, que podem proporcionar uma
contaminacgdo cruzada; o trato intestinal de homens e animais, sendo a principal fonte
de contaminacdo de alimentes com micro-organismos enteropatogénicos; a
microbiota dos préprios manipuladores (fossas nasais, boca e pele), que em
condi¢cbes inadequadas de higiene pode contaminar o alimento; a racdo animal pode
conter micro-organismos indesejaveis; a pele dos animais, cabendo citar o leite, que
pode conter os mesmos micro-organismos da biota do Ubere da vaca quando
ordenhada sem a higiene necessaria. Diante da grande variedade de micro-
organismos e meios de proliferacdo dos mesmos é possivel achar que exista a
presenca destes ou de seus residuos nos mais diversos ambientes e alimentos,
inclusive nos suplementos alimentares, bastante consumidos por quem pratica
exercicios fisico.

Parte da populacdo brasileira ndo pratica exercicios fisicos de forma que
proporcione beneficios a saude. No entanto, entre aqueles que se exercitam, com
diferentes finalidades, € comum o uso de suplementos alimentares para promover
melhora no desempenho atlético nas atividades esportivas.

Entre os suplementos mais comercializados, o whey protein € o de maior
aceitacéo entre os frequentadores de academias de musculacéo, por ser um produto
gue em geral € anunciado com um grande aporte proteico e niveis baixissimos de

gordura, sugestiona o individuo a crer que o consumo do mesmo fara com que 0s
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resultados sejam potencializados principalmente quando o objetivo é hipertrofia
muscular.

A maioria dos trabalhos publicados sobre a qualidade do whey protein abordam
aspectos relativos a concentracédo proteica, composicdo de aminoacidos, utilizacéao
comercia e qualidade nutricéutica. Entretanto, € necessario abranger os diferentes
aspectos de qualidade deste suplemento. Neste contexto, é necessario que sejam
pesquisados no produto, aspectos inéditos referentes a: qualidade higiénico-sanitaria,
substancias estranhas de qualquer natureza e micotoxicologia.

Diante do grande interesse das pessoas em consumir o whey protein, e por
este ser um produto que passa por um longo processo de producdo até chegar ao
consumidor final, podendo, portanto, adquirir sujidades, micro-organismos e suas
toxinas, surgiu o interesse em investigar as condi¢cfes higiénicas e sanitarias desse
produto exposto a venda na cidade de Teresina, Pl. Para tanto, com este trabalho
objetivou-se analisar a rotulagem, quantificar micro-organismos indicadores higiénico-
sanitarios (bactérias heterotréficas mesofilas; fungos filamentosos e leveduras e
Staphylococcus coagulase positiva) isolar e identificar fungos filamentosos, pesquisar
sujidades, aflatoxinas e cafeina em suplementos proteicos para atletas (whey protein)

comercializados em embalagem individualizada ou sachés com dose Unica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Alimento Proteico para Atletas

Os alimentos proteicos para atletas, também denominados de whey protein,
sdo suplementos alimentares que surgiram como uma solugdo encontrada pela
indUstria de alimentos para o reaproveitamento das proteinas do soro do leite, um
subproduto da producéo de queijos (LUZ, 2016). As diversas formulacdes de whey
protein disponiveis no mercado foram especialmente desenvolvidas para atender as
necessidades nutricionais especificas dos atletas e contribuir na melhora do
desempenho na pratica de exercicios fisicos. Sado considerados como atletas os
praticantes de exercicios fisicos com especializacdo e desempenho maximos com o

objetivo de participacdo em esporte com esforgco muscular intenso (BRASIL, 2010).

2.1.1 Movimentacdo Econdbmica

O mercado de suplementos alimentares estd em expansdo mundial
(LINHARES e DIAS, 2013), sendo importante destacar que a industria de alimentacéo
movimenta aproximadamente US$ 100 bilhdes, com um crescimento médio de 20%,
ao ano. Nos Estados Unidos da América, mais de um terco dos jovens tomam
suplementos objetivando desenvolver a massa muscular e no Brasil, os consumidores
de suplementos tém interesse em aperfeicoar seu desenvolvimento atlético, melhorar
aspectos estéticos, hedbnicos e ainda, promover a saude. Entre 2012 e 2013 o
crescimento do mercado de suplementos no Brasil foi aproximadamente 23%; com
60% destes produtos sendo a base de whey protein. (MIURA, 2014). Dessa forma,
pode-se verificar que a producéo brasileira de suplementos em 2015 foi 105.355.949
kg com faturamento de R$ 1.421.982 (BRASIL, 2015).

Para atender ao exigente mercado consumidor de whey protein, anualmente
sao oferecidos novos produtos com sabores e formatos diferentes para satisfazer as
necessidades dos atletas (INDUSTRIATIVIDADE, 2017). Os principais consumidores
brasileiros de whey protein sdo homens entre 20 e 59 anos que frequentam academia
diariamente, pertencentes a classe média com renda média entre trés a cinco salarios
minimos com nivel superior (MIURA,0214). Esses dados estdo relacionados ao

aumento da quantidade de praticantes de exercicios fisicos em academias de
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musculacao e ginastica que fazem uso de suplementos alimentares nas mais diversas
regides do Brasil (ANDRADE et al, 2012).

Em S&o Paulo, o uso relatado de suplementos, tanto pregresso quanto atual
por frequentadores de academia foi de 61% (HIRSCHBRUCH et al 2008) em Belo
Horizonte por 81% (HALLAK et al 2008), em Jo&o Pessoa por 34,2% (ESPINOLA et
al 2008). Entre os praticantes de musculacdo em Campo Grande a prevaléncia atingiu
56%; e entre os educadores fisicos de Floriandpolis 44%, incluindo o consumo atual
e passado. Dados semelhantes foram encontrados em Balneario Camborit (SC)
(SHNEIDER et al 2008) e Ribeirdo Preto (SP) (GOMES et al 2008), no qual o whey
protein estava entre 0s mais consumidos

De um modo geral, a maioria dos praticantes de exercicio fisico ndo possui
conhecimento correto sobre: as especificidades, indicacdes de cada suplemento e da
forma correta para utiliza-lo, levando na maioria das vezes a insatisfacdes quanto ao
resultado desejado, devendo este, ser o fator que os motivaram a procurar o auxilio
do profissional nutricionista (ANDRADE et al. 2012). Em Teresina, Pl foram
entrevistados 100 frequentadores de uma academia da cidade, destes 73% afirmaram
usar algum tipo de suplemento. O whey protein era o principal suplemento utilizado
distribuido assim: 88% por homens e 78% por mulheres, os demais suplementos
como: vitaminas e minerais eram consumidos na seguinte proporcao: 4% entre os
homens e 16% entre as mulheres (FREITAS et al, 2013). Como visto a grande maioria
das pesquisas apontam utilizagdo do suplemento whey protein com objetivo esportivo

ou estético, muito embora esse suplemento seja destinado a atletas.

2.1.2 Soro de Leite

O soro do leite surgiu com a producdo de queijos ha oito mil anos, quando
durante o processamento foi observado uma separacao entre coalho e soro (CRYAN,
2001). Para produzir 1,0 kg de queijo, sao necessarios 10 litros de leite, resultando
9,0 litros de soro residual (BALCIUNAS, 2013; PRADO, 2013). Historicamente o soro
era considerado como um residuo para a industria queijeira que era descartado em
rios, lagos, oceanos ou despejados diretamente em esgoto das cidades. Porém, essa
pratica favorece o desenvolvimento de bactérias e aumento da demanda bioquimica
de oxigénio (PRADO, 2013), tornando-se um produto com grande potencial em

contaminagdo ambiental (ROHLFES et al, 2011). Para ndo haver desperdicio, as
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propriedades rurais utilizavam o soro para alimentagéo de porcos e outros animais,
podendo ser também usado como fertilizante, ou simplesmente descartado (CRYAN,
2001).

A industria queijeira brasileira produz anualmente 540.000 toneladas/ano,
gerando 5,4 milhdes de toneladas de soro, parte deste provavelmente seja eliminado
nos rios sem nenhum tratamento (BALCIUNAS, 2013). O que pode caracterizar um
grave problema sanitario se for considerado que para cada 100 kg de soro despejados
diariamente nos efluentes equivalem aos despejos produzidos por 45 pessoas por dia
(HOHLFES et al, 2014).

No entanto, o soro do leite possui minerais e proteinas com propriedades
funcionais que levaram a producao de diferentes produtos alimenticios a partir do seu
processamento, entre eles o whey protein. Em 1920 registra-se as primeiras tentativas
industriais de isolar os sélidos do soro do leite por concentracdo e secagem pelos
seguintes métodos: rolos secadores quentes convencionais, aguecimento até obter
um liquido concentrado, esfriamento e extrusdo em um tlnel, aquecimento a vapor
em duas etapas; e uma combinacao de secagem por pulverizacdo e secagem rotativa
em tambor (CRYAN, 2001).

A evolucéo desse processo levou aos primeiros estudos sobre suplementacéo,
realizados por Hopkins e Funk em 1929, que comprovaram uma relacdo do
crescimento e o desenvolvimento de ratos pela ingestdo dos nutrientes presentes no
leite. Christensen, na década de 30, fez um estudo usando suplementacédo alimentar
em pessoas desnutridas, e verificou que a manipulacéo da dieta alterava o rendimento
dessas pessoas induzidas a atividade fisica (BORGES, 2017).

Com o avancar das pesquisas foi possivel identificar nos suplementos, um alto
valor nutritivo e propriedades funcionais benéficas. As proteinas do soro de leite
tornaram-se interessantes no final da década de 1980, quando identificou-se o
desenvolvimento de técnicas de fracionamento de membrana, incluindo ultrafiltracao,
osmose reversa e microfiltracdo, possibilitando a producéo de produtos derivados de
proteina de soro de leite, como soro de leite em pd, entre eles, o concentrado de
proteina de soro de leite (WPC), isolado de proteina de soro de leite (WPI), hidrolisado
de proteina de soro de leite (WPH) e lactoglobulina pura e lactalbumina (MACEJ,
2005).

O concentrado proteico do soro passou a ser utilizado em larga escala pela

industria de alimentos, por ser um produto com proteinas de alto valor biolégico,
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apresentar propriedades funcionais, nutracéuticas, além da capacidade de formar
espumas, emulsdes e géis (LUZ, 2016). Essa larga producao industrial no Brasil e no
mundo estimulada por um mercado consumidor exigente, envolve a criagcdo de novos
produtos que utilizam processos, equipamentos e tecnologias cada vez mais
inovadoras para atender consumidores interessados tanto na melhoria da saude,
quanto na estética corporal. Neste sentido ocorrem os investimentos na fabricacao de
produtos diferenciados, obtidos pela extracédo das proteinas de soro de leite, ou whey
protein, que estdo entre os produtos que apresentam demandas crescentes (LUZ,
2016).

2.1.3. Whey Protein

O whey protein € um suplemento alimentar hiperprotéico que possibilita ao
organismo humano a reposi¢ao proteica rapida e de facil assimilagdo, com pouca ou
nenhuma concentracdo de gorduras, evita condi¢cdes catabdlicas ou metabolismo
destrutivo apos o treinamento intenso (MIURA, 2014). Para a elaboracdo do
suplemento proteico para atletas (whey protein) € utilizado o lactossoro com
caracteristicas fisico-quimica, microbiolégica e sensoriais em consonancia com 0s
padrdes regulamentares.

O soro do leite é classificado de acordo com o tipo de obtencdo podendo o
mesmo ser caracterizado como soro de leite doce ou soro de leite este caracteriza-se
por ser um produto lacteo liquido extraido da coagulacédo do leite utilizado no processo
de fabricacao de queijos e pode ser apresentado na forma liquida, concentrada ou em
po, resultante da coagulacdo por acdo enzimatica, devendo apresentar pH entre 6,0
e 6,8. J4 o soro de leite &cido ou soro acido resulta da coagulacéo principalmente por
acidificacao, devendo apresentar pH inferior a 6,0 (BRASIL, 2013). O soro de leite
pode apresentar sabor ligeiramente acido ou doce (FLORENCIO 2013), conforme o
conteudo em &cido lactico, dessa forma é classificado pela sua acidez total (OLIVEIRA
et al 2012).

A formulacdo da whey protein deve conter na sua composi¢do no minimo: 10g
de proteina que corresponde a 50% do valor energético total. A composicao proteica
deve apresentar escore aminoacidico corrigido pela digestibilidade de proteinas
(PDCAAS) de acima de 0,9. (LUZ, 2016) conforme a recomendac¢éo da RDC 18 de
27/04/10 sobre o Regulamento Técnico sobre Alimentos para Atletas (BRASIL, 2010).
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Pode-se verificar na literatura outras caracteristicas atribuidas ao whey protein
sédo comuns na literatura cientifica (ALMEIDA et al. 2006). Este suplemento consiste
em um produto a base da proteina do soro do leite, uma proteina de baixo peso
molecular com alto valor biolégico de proteina e grande capacidade de absor¢cédo. Ou
seja, o whey protein € um suplemento alimentar hiperprotéico que possibilita ao
organismo humano a reposi¢ao proteica rapida e de facil assimilagdo, com pouca ou
nenhuma concentracdo de gorduras, evita condi¢cdes catabdlicas ou metabolismo
destrutivo apds o treinamento intenso (MIURA, 2014).

As proteinas de origem animal (ovos, leite, carne, peixe e aves) fornecem
nutrientes de alta qualidade, no entanto, elas podem trazer consigo grandes
quantidades de gorduras saturadas e de colesterol, o0 que ndo impede o
reconhecimento dos efeitos positivos delas em varios grupos populacionais
(HOFFMAN e FALVO, 2004).

As pesquisas realizadas sobre as proteinas do soro indicam que 0os aminoacidos
presentes nas mesmas superam as doses recomendadas para criancas de dois a
cinco anos e aos adultos, aspecto que torna esta fonte proteica a mais concentrada
em aminoacidos essenciais em detrimento as demais fontes (TERADA et al, 2012).

Nesse sentido, quando se compara o whey protein as demais proteinas
alimentares, ela é equivalente ou pode ser superior aos seguintes aspectos: valor
bioldgico, utilizacéo liquida de proteina e de PDCAAS (HOFFMAN e FALVO, 2004).
De forma que se avalia que sua suplementacdo resulta em uma maior sintese de
amino@cidos e proteinas para os consumidores (FISCHBORN, 2012).

Neste contexto, verifica-se que 0s aspectos positivos apresentados por este
produto tenham ajudado o whey a conquistar uma grande credibilidade entre atletas
e demais consumidores que visam melhorar a salde e a estética (MIURA, 2014). O
whey é a proteina mais popular entre os consumidores e o suplemento mais
consumido tanto por homens quanto por mulheres (ANDRADE et al, 2012); chegando
a ser citada como o suplemento mais conhecido do mundo, a melhor entre todas as
proteinas existentes (BRASIL, 2018).

Para a producéo desse suplemento ocorre uma sequéncia de etapas na cadeia
produtiva que vai desde a producao do leite até o consumidor final, como segue: pré-
producédo (alimentacdo do gado, extracdo do leite e separacdo do soro); producao
(fermentacdo, ultrafiltracdo, extragcdo do soro em pod, envasamento); distribuicdo

(representantes e proprio fabricante); comercializacdo (lojas especificas, lojas de
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produtos naturais, lojas de material esportivo, lojas virtuais e exportagcao); consumo
(pessoas com déficit nutricional, atletas, praticantes de atividades fisicas,
eventos/patrocinios) (LINHARES e DIAS, 2013)

Na etapa de producdo a técnica mais utilizada é a ultracentrifugacéo,
favorecendo a remocédo da agua e outros produtos por membrana semipermeéavel de
forma que purifica, separa e concentra um produto, resultando em 50 a 75% de base
seca com concentrados proteicos que podem conter até 90% de proteinas. O
processamento segue com a secagem que pode ser feita por spray dryer ou
liofilizacdo. O spray dryer € um método semelhante ao utilizado para a obtencao do
leite em po. Ja a liofilizacdo é a secagem por congelamento, pois a agua passa do
estado sélido para o gasoso utilizando cameras herméticas a vacuo a -40°C (LUZ,
2016).

Existem ainda, outras técnicas, como a microfiltragem que consiste na
separacdo das proteinas por um filtro microscopico e ainda a troca l6nica, onde as
proteinas sdo extraidas pela sua carga elétrica (LINHARES e DIAS, 2013). Nessa
técnica podem ser utilizadas duas substancias quimicas: acido cloridrico e hidroxido
de sddio. Porém, devido a utilizacdo destes produtos, algumas fracdes da proteina
que sao sensiveis a mudanca de pH e alguns aminoacidos sdo danificados, dentre
eles os glicomacropeptideos, imunoglobulinas e a-lactalbumina. Um dos beneficios
da troca ibnica € que este processo resulta num produto com maior quantidade de
proteina e geralmente menos gordura e lactose (ALMEIDA et al., 2006).

Independente do processo utilizado, sera obtido concentrado de proteinas ou
isolado proteico. Estes produtos podem exibir diferencas na sua composi¢cao de micro
e macronutrientes; nesse item o componente proteico com maior concentragcao nas
extracBes do soro do leite é a beta-lactoalbumina que dependendo da forma utilizada
para sua extracdo 100g de whey concentrado pode possuir em média: 414 kcal; 80g
de proteinas; 7,0g de gordura e 8,0g de carboidratos (ALMEIDA et al. 2016).

Estes suplementos estéo disponiveis no mercado em diversas formas: capsulas,
liquido, gel, flocos, barras ou em pé. Esta dltima, a forma mais comum e mais
consumida (BRASIL, 2018). Os suplementos a base de whey podem variar quanto as
suas concentracdes, misturas e valor bioldgico, nesse sentido a literatura aponta uma
predominancia consideravel de trés tipos de classificacdes comerciais para o produto
com caracteristicas e concentracbes de proteinas coincidentes. S&o eles:

concentrado, isolado e hidrolisado. Considera-se como “concentrado” os suplementos
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que contenham entre 25 a 89% de proteinas (HOFFMAN; FALVO, 2004; TERADA et
al. 2012; CARRILHO 2013).

Para sua obtencéo, o soro do leite € submetido a filtragens que ndo eliminam
completamente a gordura e lactose, preservando a estrutura proteica, faz com que a
digestdo se torne mais lenta (MIURA, 2014). Estes fatores favorecem que as
formulacbes de whey concentrados tenham precos mais acessiveis para 0
consumidor, porém contenham lactose e gordura em teores mais elevados (ALMEIDA
et al 2016).

No whey caracterizado comercialmente como “isolado” a concentracdo de
proteina devem ser superior a 90% (HOFFMAN & FALVO 2004; TERADA et al. 2012;
CARRILHO 2013; ZAMBAO et al. 2015; BRASIL, 2018). Neste produto o soro do leite
€ submetido a um processo de filtracdo que quebra a estrutura das proteinas; reduz
os teores de colesterol, de gordura e de lactose (MIURA, 2014); a reducéo dessas
substéancias, pode chegar a quantidades inferiores a 1,0% (BRASIL, 2018). Por este
motivo, pode ser recomendada para individuos intolerantes a lactose (HOFFMAN e
FALVO, 2004).

O outro tipo de whey disponivel comerciante, “hidrolisado” € composto por fragéo
de peptideos de alto valor nutricional e apresenta boa digestibilidade e baixo potencial
alergénico. Durante o processamento, as moléculas de proteina do soro do leite séo
hidrolisadas a dipeptideos e tripeptideos, podendo conter até 98% de peptideos no
produto pronto para consumo (TERADA et al, 2012; MIURA, 2014; ZAMBAO:;
ROCCO; VONDER HEYDE, 2015). Em funcéo de suas caracteristicas o hidrolisado,
também pode ser uma alternativa ndo apenas para os consumidores intolerantes a
lactose, mas também aqueles que apresentam alergia as proteinas do leite.

O desenvolvimento do processo do whey isolado e hidrolisado garantem maior
pureza aos suplementos de proteinas comercializados. Porém estes procedimentos
sdo responsaveis por elevarem o preco do produto vendido com o nome de whey
protein, pois quanto mais eficientes estes métodos, mais pura é a proteina extraida,
com isso, maior valor agregado (LINHARES e DIAS, 2013).

Independentemente do método de processamento, o suplemento whey protein
tem uma grande aceitacdo, com um elevado consumo tanto por mulheres como por
homens (ANDRADE et al, 2012). Antigamente, a ingestdo de proteinas e
suplementacdo era uma pratica focada em populacbes atléticas quase que

exclusivamente (HOFFMAN e FALVO, 2004). Com o passar do tempo o0 uso da whey


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffman%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24482589
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Falvo%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24482589
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protein ainda € comum entre atletas e praticantes de atividades fisicas que procuram
aumento de desempenho, como também por pessoas que buscam melhorar a forma
fisica ou adotar um estilo de vida saudavel. Podendo ser classificado como um produto

tanto de uso extensivo, quanto intensivo (BRASIL, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar a qualidade de suplementos proteicos para atletas (whey protein)

comercializados em embalagem individualizada ou sachés

3.2 Especificos

Avaliar os elementos de rotulagem de suplementos proteicos para atletas (whey
protein) comercializados em embalagem individualizada ou sachés

Quantificar as bactérias heterotroficas mesofilas; fungos filamentosos e
leveduras e Staphylococcus coagulase positiva em suplementos proteicos para atletas
(whey protein) comercializados nas embalagens individualizadas ou sachés

Aferir os valores de atividade de agua dos suplementos proteicos para atletas
(whey protein) comercializados nas embalagens individualizadas ou sachés

Isolar e identificar fungos filamentosos em suplementos proteicos para atletas
(whey protein) comercializados nas embalagens individualizadas ou sachés

Analisar sujidades em suplementos proteicos para atletas (whey protein)
comercializados nas embalagens individualizadas ou sachés

Pesquisar cafeina e aflatoxinas em suplementos proteicos para atletas (whey

protein) comercializados nas embalagens individualizadas ou sachés
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Inicialmente, lojas e distribuidores de suplementos alimentares localizados em
Teresina, Pl foram visitados para identificar as possiveis formas de apresentacfes
comerciais e as principais marcas de whey protein disponiveis no mercado.
Constatou-se que algumas marcas apresentavam o produto em duas formas: sachés
com dose Unica (de até 509) e potes contendo quantidades superiores (900g a 2.000
g). Os critérios utilizados para escolha das marcas foram: disponibilidade para o
consumidor nas duas formas de apresentacédo (saché e pote) e ampla distribuicdo no
comeércio local. Em seguida, optou-se por adquirir o produto disponivel em forma de
saché por ser um produto de facil acesso ao consumidor, e que sugere um consumo

de forma indiscriminada e aleatoria.

4.2 Coleta das Amostras e Delineamento Experimental

Em julho de 2017 foram adquiridas em trés estabelecimentos selecionados
aleatoriamente, seis marcas de whey protein na forma de saché ou embalagem
individualizada com os sabores disponiveis em Teresina, PI. Para efeito de pesquisa,
as marcas formam denominadas da seguinte forma: A (caramelo); B, C e D (baunilha);
E e F (chocolate). Desta forma, o experimento foi desenvolvido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 4 (seis marcas e quatro repeticoes),
totalizando 24 amostras.

Apos a compra os sachés forma transportados em caixas isotérmicas até o
Laboratdrio de Controle Microbiolégico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa
e Processamento de Alimentos (NUEPPA), pertencente ao Centro de Ciéncias
Agrarias, da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Em seguida, os sachés foram
armazenados em um deposito fechado no laboratorio, até a aquisicdo de todas as
amostras. ApOs a retirada das amostras para as analises microbiologicas e de
microscopia, as embalagens eram lacradas e transferidas imediatamente para o
Laboratério de Geoquimica Organica, do Departamento de Quimica, do Centro de

Ciéncias da Natureza da UFPI para as analises cromatograficas.
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4.3 Analise de Rotulagem

A legislacéo especifica para suplementos proteicos para atletas (BRASIL 2010)
estabelece parametros resumidos para rotulagem dos produtos e faculta a utilizar, por
similaridade, a legislacéo para alimentos para complementar estas instrugcoes. Desta
forma, para avaliacdo da rotulagem das embalagens individualizadas ou sachés dos
suplementos proteicos para atletas (whey protein) foram utilizados os critérios exigidos
obrigatoriamente pela legislacdo vigente para rotulagem (BRASIL 2003, BRASIL
2005a; BRASIL 2005b, BRASIL 2006, BRASIL 2012), totalizando 22 itens analisados.

Apés a aquisicdo das unidades amostrais (sachés), foram verificados os
seguintes elementos oficiais de rotulagem nutricional (BRASIL 2005a; BRASIL 2005b)
resumidos na tabela 1.

Utilizou-se ainda a legislacao referente a rotulagem nutricional de alimentos
embalados individualmente RDC N° 163 que estabelece obrigatoriedade a informacao
nutricional por porcdo (BRASIL 2006) e, o Regulamento Técnico sobre Informacgéo
Nutricional Complementar (BRASIL 2012) referente as informacdes complementares
para o consumidor: ingredientes, corantes e conservantes, informagoes e restricoes
de consumo; necessidade de recomendacdo de nutricionistas ou de médicos para
consumo; peso liquido, validade e partida, ingredientes, sugestdes de uso, modo de
preparo, recomendacfes de armazenamento, endereco do fabricante.

Também foram avaliadas informac6es complementares para o consumidor
(BRASIL 2006): presenca de cafeina, corantes e conservantes, informacdes e
restricdes de consumo; responsabilidade técnica, servico do SAC, necessidade de
recomendacao de nutricionistas ou de médicos para consumo. Outros elementos de
rotulagem que também foram verificados: sabor, presenca de cafeina tipo de whey
(concentrado, hidrolisado ou isolado) responsabilidade técnica e servico do Servigco
de assisténcia ao Consumidor (SAC).
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Tabela 1. Parametros de rotulagem analisados nas embalagens individualizadas ou

sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializadas em

Teresina, PI.

Elementos de rotulagem analisados

Legislacao

Informacdo nutricional que deve corresponder ao conteldo
liquido da embalagem, rotulagem de alergénicos;

Palavras ou qualquer representacdo grafica que possa tornar a
informacdo falsa, ou que possa induzir o consumidor ao erro;
Demonstrar propriedades que ndo possuam ou nao possam ser
demonstradas;

Destacar a presenca ou auséncia de componentes que sejam
proprios ou improprios de alimentos de igual natureza,;

Ressaltar nas marcas de whey protein pesquisadas), a presenca
de componentes que sejam adicionados como ingredientes em
todos os alimentos com tecnologia de fabricacdo semelhante;
Indicar que o alimento possui propriedades medicinais ou
terapéuticas ou aconselhar o seu consumo como estimulante,
para melhorar a salde, para prevenir doencas ou com acgao
curativa.

Declaracdo de valor energético e nutrientes nas porcbes de
embalagens individuais:

Presenca de corantes e conservantes;

Servico de SAC

Sabor

Peso liquido

Validade e lote

Ingredientes

rotulagem de alergénicos

Modo de preparo

Endereco do fabricante

Necessidade de recomendacdo de que seu consumo deve ser
orientado por nutricionista ou médico

Adverténcia: “Este produto nao substitui uma alimentagao
equilibrada”

Sugestdes de uso*

Presenca de cafeina

Informacdes e restricbes de consumo

Recomendacdes de armazenamento

Tipo de whey (concentrado, hidrolisado ou isolado),
Responsabilidade técnica

BRASIL 2005a

BRASIL 20052

BRASIL 20052

BRASIL 20052

BRASIL 20052

BRASIL 20052

BRASIL 2003
BRASIL 2006
BRASIL 2012

BRASIL 2012
BRASIL 2012
BRASIL 2012
BRASIL 2005b
BRASIL 2012
BRASIL 2015
BRASIL 2012
BRASIL 2012
BRASIL 2005b

BRASIL 2005b

BRASIL 20052
BRASIL 2015
BRASIL 2012
BRASIL 2012
BRASIL 2012
BRASIL 2012
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4.4 Métodos Microbiolégicos

4.4.1 Preparo das Amostras

No laboratério de Controle Microbiol6gico de Alimentos, de cada unidade
amostral transferiu-se assepticamente 10 g das amostras whey protein para um frasco
com 90 mL contendo agua peptonada a 0,1% esterilizada formando a dilui¢cao inicial

(10Y). A partir desta, foram feitas diluicdes seriadas até 1073.

4.4.2 Contagem de bactérias heterotréficas mesofilas (SILVA et al, 2017)

Para realizacdo da contagem de bactérias heterotréficas mesdfilas utilizou-se
o método de plagueamento em profundidade ou pour plate, em que foram transferidas
aliquotas de 1,0 mL das diluices 10! a 102 para placas de Petri esterilizadas, em
seguida adicionou-se agar padrdo para contagem (PCA) fundido. As placas foram
semeadas em duplicata. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa de 37°C
por 48 horas. ApOs este periodo, procedeu-se a leitura e os resultados foram
expressos em unidade formadora de col6nia por grama (UFC/q).

4.4.3 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Para contagem de estafilococos coagulase positiva utilizou-se o método/o de
contagem direta em placas. Foram transferidas aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10-
1 a 103 para placas de Petri contendo agar Baird-Parker (BP). Em seguida, espalhou-
se o in6culo por toda a superficie do dgar com auxilio de alca de Drigalski e incubou-
se as placas em estufa bacterioldgica, a temperatura de 37°C por 48h (SILVA ET AL,
2017).

ApOs esse tempo quantificou-se o numero de coldnias tipicas e atipicas de cada
placa e selecionou-se trés de cada tipo e semeou-se em tubos de ensaio esterilizados
contendo caldo BHI, que foram incubados a 37° C por 24 horas. Em seguida, cada de
cada cultivo foi realizada a observacédo da morfologia das bactérias pelo método de
Gram e realizou-se 0s seguintes testes: da catalase, da fermentagcao de manitol e o

teste de producgao de coagulase.
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O célculo do numero de UFC/g foi realizado em funcéo do niumero de colbnias
tipicas contadas multiplicadas pela diluicdo inoculada e pela porcentagem de colénias

confirmadas. Os resultados foram expressos em UFC/g.

4.4.4 Contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras

A contagem de fungos filamentosos e de leveduras em unidades formadoras
de col6nias por grama de whey protein foi realizada segundo metodologia de diluicdo
decimal seriada em placas, descrita por Pitt e Hocking (2009).

Foram transferidas aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10! a 102 em duplicata
para placa de Petri para semear em superficie no meio de cultivo Agar Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol (DRBC) recomendado por King et al. (1979), com auxilio de
alca de Drigalski esterilizada. As placas com DRBC foram incubadas a 25 °C durante
sete dias em estufas microbiolégicas com controle eletrbnico de temperatura.
Transcorrido tal periodo, todas as placas foram observadas, sendo selecionadas para
contagem aguelas que continham de 10 a 100 UFC.g?! (DALCERO et al., 1997;
DALCERO et al., 1998).

4.4.5 Isolamento e ldentificacdo Fungica

A identificacdo do género das colbénias foi realizada segundo Samson et al.
(2000) conforme as suas caracteristicas macro e microscopicas. As col6nias flungicas
identificadas como Aspergillus e Penicillium foram subcultivadas em tubos inclinados
contendo Agar Extrato de Malte (MEA) e as de Fusarium foram repicadas em tubos
com Agar Spezieller Nalvistoffarmer (SNA) e Agar Batata Dextrose (BDA) para a
posterior identificacdo das espécies.

As colbnias fungicas pertencentes ao género Aspergillus spp. foram
identificadas utilizando as chaves de identificacdo descritas por Klich (2002) baseada
na semeadura padrdo em trés meios basicos (Figura 1): agar extrato de levedura
Czapek (CYA); agar extrato de levedura Czapek 20% sacarose (CY20S); agar extrato
de malte (MEA). Em microtubos previamente esterilizados preparou-se o inoculo das
cepas isoladas, de acordo com a metodologia descrita por Klich (2002).

Preparou-se uma suspensao de conidios em 0,5 mL de meio agar semi-soélido

constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05% de Tween®80. A suspensao de conidios
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foi inoculada por meio de alca de platina em forma de agulha em placas de Petri
contendo os meios de cultivo. A agulha foi introduzida na suspenséo e o inéculo foi
distribuido em trés pontos equidistantes nas placas com os diferentes meios. Apos a
inoculacdo, as placas foram incubadas a 25 °C por sete dias. Apds a incubacéo,
visando a identificagdo das espécies, foram observadas suas estruturas
micromorfolégicas e as caracteristicas macroscopicas das coldnias (diametro, textura,
forma, aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento

soluvel, producéo e cor de exsudado).

CYA 25°C CYA 37°C MEA 25 °C CY20S 25 °C

LA

Fonte: KLICH (2002) adaptado por ALVES 2014
Figura 1 - Esquema de inoculacéo e incubacgéo das cepas do género Aspergillus nos

meios CYA, MEA e CY20S em duas condi¢des de temperaturas (25 e 37 °C).

As colbnias fungicas pertencentes ao género Penicilium spp. foram
identificadas utilizando as chaves de identificacao descritas por Pitt (2004), baseadas
na semeadura em trés meios béasicos (Figura 2): Agar Extrato de Levedura Czapek
(CYA); Agar Extrato de Malte (MEA); e Agar Nitrato de Glicerol 25% (G25N). Para
maior eficiéncia e aproveitamento do sistema, inoculou-se as placas de Petri com duas
cepas diferentes a serem testadas; a preparacdo da suspensdo de conidios e

inoculacdo nos meios de cultivo foi igual & utilizada para Aspergillus spp.
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25°C 25°C

. - . —

Fonte: KLICH (2002) adaptado por ALVES (2014)
Figura 2 - Esquema de inoculacéo e incubacao das duas cepas do género Penicillium

a serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N em trés regimes de temperatura
(5,25 e 37 °C).

As colbnias fangicas isoladas pertencentes ao género Fusarium spp. foram
identificadas pelo método de diluicdo em placa recomendado por Booth (1971). ApGs
subcultivo em meio agar dextrose batata (BDA), realizou-se o cultivo monospérico que
consiste em recolher pequena quantidade de micélio da coldnia subcultivada e agita-
lo em tubo com cerca de 10 mL de 4gua destilada esterilizada.

A suspensao era entdo vertida sobre placa de Petri contendo agar-agar 1,5% e
homogeneizado em movimentos em forma de “8” sobre a bancada. O sobrenadante
foi descartado e a placa era incubada a temperatura ambiente inclinada em angulo
aproximado de 45°.

ApoOs periodo de 16 a 18 horas, as placas foram examinadas por microscopia
(x 30) em busca de conidios germinados isolados. Um Unico conidio por vez era
removido e transferido para o meio Agar Batata Dextrose (BDA) e também para o meio
Agar Folhas de Bananeira (BLA), modificando a metodologia original que emprega o
meio Agar Folhas de Cravo (CLA), conforme Keller (2009). Apés incubacéo por sete
a 14 dias (foto periodo de 12 horas de luz branca e 12 horas de luz negra), as col6nias
foram identificadas usando critérios microscépicos e macroscopicos segundo a chave

taxondmica de Nelson et al. (1983) conforme estad esquemantizado na Figura 3.
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Colbnia crescida NSA

ays

Subcultivo em meio BDA

Incubacao: iL

7 a 14 dias (24°C) - —
Luz branca: 12 h Cultivo Monosparico

Luz negra: 12h

BDA BLA

_ys

Classificacéo

Fonte: NELSON et al. (1983) adaptado por Keller (2009).
Figura 3 - Esquema de incubacdo das cepas de género Fusarium nos diferentes

meios de cultivo até sua identificagéo final.

4.5 Determinacéo da Atividade de Agua

Foi realizada a determinacdo de atividade de agua em ponto de orvalho em
aparelho portati marca Decagon, modelo Pawkit série PO 3413 conforme
recomendacdo do fabricante. Retirou-se aproximadamente 10g da amostra e
transferiu-se para recipiente préprio que foi inserido no aparelho. Apés 10 segundos

realizou-se a leitura diretamente no visor.

4.6 Métodos de Microscopia

Para a analise foi utilizado o método de pesquisa de sujidades por digestao
enzimatica (WILDMAN), conforme descrito em Villela (2004), para alimentos em po.
Foi realizada um pool com as quatro repeticdes para cada marca de whey protein
testada para realizacdo da microscopia no Laboratorio de Controle Fisico-quimico de
Alimentos do NUEPPA. Para preparar o pool das marcas, de cada sache foi retirado

5,0 g que foram transferidas para um frasco lavado e seco.
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4.6.1 Solucao de Pancreatina (VILLELA, 2004)

Pesou-se 10 gramas de pancreatina NF (National Formulary) Merck. (art. 7130)
a qual foi adicionada 100mL de &gua aquecida a 38°C. Esta mistura foi
homogeneizada em liquidificador domeéstico por 10 minutos e posteriormente
permaneceu em repouso por 30minutos, com agitagcdes ocasionais. Em seguida a
mistura foi filtrada duas vezes utilizando-se papel filtro e depois foi submetida a
filtracdo a vacuo, em funil de Buchner, sobre papel de filtro qualitativo de filtracédo
média. Retirou-se 10mL do filtrado e acrescentou-se 90mL de agua destilada. Esta é
a solucdo de uso no método. Esta solucéo foi conservada sob refrigeracdo por um

periodo maximo de uma semana.

4.6.2 Analise Microcépica

Retirou-se 25 g do pool amostral ao qual foi adicionado 50 mL da solugéo de
pancreatina homogeneizando-se a seguir. Na sequéncia acrescentou-se agua
destilada até completar o volume de 400 mL. Depois, o pH 8,0 foi ajustado com
solucdo de Na2PO4 a 5,0%. Essa mistura permaneceu em repouso por 15 minutos,
decorrido esse periodo verificou-se o pH, esse procedimento foi repetido apdés 45
minutos. Em seguida foram adicionadas trés gotas de formol, homogeneizou-se e
deixou em repouso por 12 a 18h em temperatura ambiente inferior a 40°C.

Essa mistura foi transferida para frasco armadilha de Wildman, lavando-se bem
o frasco tipo Bequer com por¢cBes de agua destilada, até completar o volume
aproximado de 900 mL. Em seguida adicionou-se 30 mL de querosene e inclinou-se
o frasco de Wildman e com rapidos movimentos circulares, ascendentes e
descendentes da haste, misturando bem o conteudo, para evitar a formacgéo de bolhas
de ar. Em seguida, a mistura foi homogeizada por um minuto, com fortes movimentos
de rotacdo de forma que o conteudo gire, evitando a perda ou derrame de liquido.

Terminada agitacdo, adicionou-se agua quente entre 40 a 50°C até que o
liquido de extracdo (camada oleosa) atinja o gargalo do frasco. De cinco em cinco
minutos agitou-se a mistura durante 20 minutos, em seguida a mistura permaneceu
em repouso durante 10 minutos para ocorrer separagao nitida entre as fases aquosa
e oleosa. Apbs esse intervalo a rolha do frasco de Wildman foi movimentada

suavemente até o gargalo, de formasse uma camada sobrenadante oleosa (Figura 4).
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Técnica de extacio com fasco-armadiha de Wildman (AZUE of 2/, o).

Fonte: BARBIERI (2001) apud Villela (2004)
Figura 4: Esquema para obtencédo de sujidades pelo método da digestdo enzimatica

proposto por Wildman

Em seguida a camada oleosa foi transferida para um frasco tipo Béquer e
posteriormente foi filtrado a vacuo funil de filtracdo (Buchner) com papel de filtro
qualitativo, acoplado a um sistema de vacuo que utiliza frasco de Kitasato. Apos
filtracdo o papel de filtro com o qualitativo foi transferido para uma placa de Petri (figura
4).

Na etapa seguinte realizou-se a microscopia em trés fases: a): observacgao
direta no papel filtro para verificar a presenca de insetos e/ou seus fragmentos, pelos
de animais, sujidades e demais corpos estranhos utilizando-se lupa com aumento de
400x; b): captura dos fragmentos com bastdo e transferéncia para lamina de
microscopio com laminula; c) observacdo em microscopio 6tico com aumento de 400x.
Os resultados foram expressos como presenca ou auséncia de sujidades, larvas e ou

parasitas/25g de whey protein.
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4.7 Deteccéo e Quantificacdo de Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1) e Cafeina por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada & Espectrometria de Massas
(CLAE-EM)

4.7.1 Preparo de Curva Analitica

Seis solucdes de trabalhos foram preparadas a partir dos padrées analiticos de
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 (Japanese Aflatoxin Mixture Ref. CRM40139 Sigma
Aldrich do Brasil e Aflatoxin M1 Ref. CRM46319 Sigma Aldrich do Brasil) e cafeina
(Caffeine Ref. C0750, Sigma Aldrich do Brasil) nas concentra¢fes de 10, 15, 20, 35,
50 e 100 ug L para os padrdes de aflatoxinas e de 100, 250, 500, 750, 1.000 e 1.250
ug L1 para o padrédo de Cafeina, usando metanol Grau LC-MS (Sigma Aldrich Ref.
1.06035.2500) como solvente de diluicdo e analisadas por CLAE-EM.

4.7.2 Ensaios de Recuperacao de Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2)

Ao whey protein homogeneizado com o liquido extrator foram adicionadas 100
UL de duas solugBes de trabalho preparadas a partir dos padrdes analiticos de AFB1,
AFB2, AFG1 e AFG2 nas concentracdes de 50 e 100 pg L%, usando metanol Grau
LC-MS (Sigma Aldrich Ref. 1.06035.2500) como solvente de diluicdo, seguidas por
um periodo de repouso de 30 minutos e seguido da etapa de extracdo descrita a seguir

e analisadas por CLAE-EM.

4.7.3 Extracéo e Purificacdo dos Extratos

A extragdo e purificacdo dos extratos foram realizadas de acordo com a
metodologia adaptada do que foi descrita por Teixeira et al. (2008). Para extracao
foram utilizados 25 g de amostra, na qual adicionaram-se 70,0 mL de metanol e 10,0
mL de solucdo de cloreto de potassio 4,0%. Em seguida a amostra foi submetida a
agitacdo em liquidificador doméstico por cinco minutos. Apés a homogeneizacao
foram adicionados 75,0 mL de solucéo clarificante (sulfato de aménio PA 30%) e 7,5
g de celite 545 (017907 QEEL Quimica).

Posteriormente, a amostra foi submetida novamente a agitacdo por cinco

minutos, seguido de repouso por 20 minutos. Em seguida seria realizada a filtragao
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para seguir a etapa de particdo liquido-liquido. Entretanto, devido a elevada
viscosidade da amostra em suspensédo, ndo foi possivel realizar a filtragdo em papel
filtro Whatman n° 4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.), mesmo utilizando o
método de succdo por vacuo com funil de Bilchner; necessitando adaptar a
metodologia recomendada por Teixeira et al. (2008) da seguinte maneira: aliquotas
de 10 mL da suspencao foram transferidas para oito tubos de Falcon de plastico para
centrifugacéo (centrifuga Sigma modelo 2-5) a 3.500 rpm por 25 minutos. Essa etapa
foi repetida por trés vezes até formar um volume de 50 mL de sobrenadante.

Do sobrenadante foi retirada uma aliquota de 50 mL para um frasco tipo Becker,
seguida de adicao de 50 mL de agua destilada, essa mistura foi transferida para um
baldo de decantacdo de 500 mL, no qual foram adicionados 20 mL de cloroférmio e
agitou-se manualmente por cinco minutos.

Decorrido esse tempo, foi aberta a torneira do baldo para retirada da fracao
cloroférmica que foi recolhida para um frasco tipo Erlenmeyer com capacidade para
50 mL, depois foram adicionados 20 mL de cloroférmio ao baléo e procedeu-se mais
uma agitacdo manual com posterior retirada do liquido decantado em outro frasco tipo
Erlenmeyer de forma a obter 40 mL da fase.

Em seguida, o solvente foi evaporado em banho-maria a 60 °C por
aproximadamente 15 minutos. O extrato seco resultante foi suspenso em 1,0 mL de
cloroférmio e em seguida homogeneizado em agitador tipo vortex. Apds a suspensao,
foi acondicionado em frasco ambar com capacidade de 4,0 mL para posterior
evaporacao do solvente em capela de fluxo laminar. O extrato seco resultante foi

armazenado em freezer até o momento da andlise de aflatoxinas e de cafeina.

4.8 Métodos Cromatograficos

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um UFLC Shimadzu,
equipado com uma coluna Shim-pack XR-ODS C18 (50mm x 2.0 mm i.d., tamanho de
particula de 2,2 um). Temperatura do forno mantida a 40 °C. A fase movel empregada
constituiu-se de Agua (Grau LC-MS, Sigma Aldrich Ref. 14263), contendo 0,1 % de
acido férmico (v/v; Grau LC-MS, Sigma Aldrich; Ref. 56302) como eluente A e Metanol
(Grau LC-MS, Sigma Aldrich; Ref. 1.06035.2500) contendo 0,1 % de acido férmico
Sigma (v/v; eluente B; Grau LC-MS, Ref. 56302). O fluxo empregado foi de 200 uL/min

e o gradiente foi programado com fluxo contendo 5,0% do eluente B por trés min,
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seguido de um aumento linear para 60 % do eluente B até o tempo de cinco min,
permanecendo nestas condi¢des por sete minutos, retornando para 5,0 % do eluente
B por quatro minutos para recondicionamento da coluna. O volume injetado foi de 10
pL, com auxilio de um auto-injetor (SIL-20A HT).

Os cromatogramas foram monitorados por espectrometro de massas Bruker
(micrOTOF QIl) equipado com uma fonte de ionizacdo por eletronspray (ESI),
operando no modo positivo, utilizando nitrogénio como gas de nebulizacdo. A pressao
do nebulizador foi ajustada para 4,0 bar, o fluxo do gas de secagem foi ajustado para
8,0 L/min e a temperatura do gas de secagem ajustado em 200 °C. A voltagem do
capilar foi ajustada para 4.500 V. A calibracdo do espectrédmetro foi realizada com
auxilio de formiato de sédio na faixa de m/z 50 a 900.

O limite de quantificacdo do método analitico foi de 10 pg/L para aflatoxina
(Japanese Aflatoxin Mixture Ref. CRM40139 Sigma Aldrich do Brasil e Aflatoxin M1
Ref. CRM46319 Sigma Aldrich do Brasil) e de 100 pg/L de cafeina (Caffeine Ref.
C0750, Sigma Aldrich do Brasil). A curva padréo foi construida em diferentes niveis
de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 e Cafeina pode ser visualizada na Figura 7. A
quantificacdo dos analitos foi determinada pela correlacdo das areas sob a curva dos
picos dos padrdes e dos extratos das amostras, utilizando o software Compass Data
Analysis (Versédo 4.1, Bruker). A estimativa do limite de detecgédo (Tabela 2) foi
determinada com base na relacdo de trés vezes o ruido da linha de base, conforme a
equacdo 1 (ICH, 1996)

DPx3
Equacao 1 LD = I

em que:
DP= desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, trés curvas
de calibracdo construidas contendo concentragcfes do analito préximas ao
suposto limite de quantificacao;
IC=inclinacdo da curva de calibracao

A estimativa do limite de quantificacdo foi determinada com base na relacao
de 10 vezes o ruido da linha de base, conforme a equagéo 2 (ICH, 1996).
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DPX10
Equacéo 2 LD = "

Em que:

DP= desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracéo construidas contendo concentracdes do analito proximas ao
suposto limite de quantificacao;

IC=inclinacdo da curva de calibragao

Tabela 2: Limite de deteccao e limite de quantificacdo das aflatoxinas B1, B2, G1,
G2, M1 e cafeina

Analito Limite de Deteccéo (ug L) Limite de Quantificacdo (ug L)
AFB1 1,5 5,0
AFB2 0,4 1,2
AFG1 1,2 3,9
AFG2 1,7 57
AFM1 0,9 3,1
Cafeina 22,0 73,2

4.9 Anélise Estatistica

Os dados das contagens de bactérias heterotréficas, de estafilococos
coagulase positiva e de fungos filamentosos e leveduras foram transformados em
log10™*D), realizou-se o teste da normalidade e em seguida a andlise de variancia pelo
meétodo de Kruskal-Wallis seguido do teste de Tukey para comparacao das médias
pelo pacote estatistico SigmaStat® v.3,5 (Systat Software, San Jose, CA, 2005) com

significancia de minima < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise de Rotulagem

Referente a rotulagem nutricional obrigatéria (BRASIL 2005a) as marcas
pesquisadas atendiam plenamente cinco parametros dos seis exigidos pela legislacao
(tabela 3). Quanto ao item: “informacdo nutricional que deve corresponder ao
conteudo liquido da embalagem, rotulagem de alergénicos” trés marcas (50%)
estavam desconformes quanto ao aspecto “rotulagem de alergénicos”. Em uma das
marcas (16,7%), ndo constava informacfes para alérgicos referentes a presenca de
clara de ovo em po e de 6leo de peixe, embora fizessem parte da lista dos ingredientes
declarada no rotulo, contrariando também a RDC 26 de 2015 que estabelece os
requisitos para rotulagem obrigatoria dos principais alimentos que causam alergias
(BRASIL, 2015). As duas marcas (33,4%) com sabor chocolate ndo declararam a
presenca de cafeina no rétulo, embora esta substancia seja inerente ao produto
(tabela 4).

Tabela 3. Parametros analisados relativos a rotulagem nutricional obrigatéria nas
embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey
protein) comercializadas em Teresina, PI.

Elementos oficiais de rotulagem nutricional obrigatoria (*) Marcas em
conformidade (%)

a) informacdo nutricional que deve corresponder ao conteudo 3 (50,0)

liguido da embalagem, rotulagem de alergénicos;

b) palavras ou qualquer representacao grafica que possa tornar 6 (100,0)

a informacao falsa, ou que possa induzir o consumidor ao erro;

c) Demonstrar propriedades que ndo possuam ou nao possam 6 (100,0)

ser demonstradas;

d) Destacar a presenca ou auséncia de componentes que sejam 6 (100,0)

préprios ou impréprios de alimentos de igual natureza;

e) Ressaltar nas marcas de whey protein pesquisadas), a 6 (100,0)

presenca de componentes que sejam adicionados como
ingredientes em todos os alimentos com tecnologia de fabricacao
semelhante;

f) Indicar que o alimento possui propriedades medicinais ou 6 (100,0)
terapéuticas ou aconselhar o seu consumo como estimulante,
para melhorar a saude, para prevenir doencas ou com agao
curativa.

(*) BRASIL 2005a; BRASIL 2005b
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Cinco marcas (83,3%) informavam sobre: a necessidade de recomendacgao de
nutricionistas ou de médicos para consumo e Sugestdes de uso (Tabela 4). Apenas
uma das marcas (16,7%) informava na rotulagem que a embalagem continha whey

isolado, as demais ndo mencionavam se era concentrado, isolado ou hidrolisado.

Tabela 4. Informag8es complementares para o consumidor, verificadas na rotulagem
das embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para atletas

(whey protein) comercializadas em Teresina, PI.

Elementos oficiais de rotulagem (*) Marcas em

conformidade (%)

Presenca de corantes e conservantes; 6 (100,0)
Servico de SAC 6 (100,0)
Sabor 6 (100,0)
Peso liquido 6 (100,0)
Validade e lote (**) 6 (100,0)
Ingredientes 6 (100,0)
Modo de preparo 6 (100,0)
Endereco do fabricante 6 (100,0)
Necessidade de recomendacao de que seu consumo deve ser 5(83,3)

orientado por nutricionista ou médico (**)
Adverténcia: “Este produto n&o substitui uma alimentacdo 5(83,3)

equilibrada” (**)

Sugestdes de uso* 5(83,3)
Presenca de cafeina 4 (66,0)
Informacdes e restricbes de consumo 4 (66,0)
Recomendacdes de armazenamento 4 (66,0)
Tipo de whey (concentrado, hidrolisado ou isolado), 1(16,7)
Responsabilidade técnica 0 (0,00)

(*) BRASIL 2005a; BRASIL 2005b (**) BRASIL 2010

Existem varias formas de apresentacdo comercial de whey que deveriam
padronizar as informacdes nutricionais contidas na rotulagem. Apenas a marca “E”
(16,7%) (Tabela 4) informava que o whey protein era do tipo “isolada” que continha
92% de proteina. As demais ndo declaram explicitamente a associacdo dentre
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qualidade e quantidade de proteina contida na formulacdo. As informacdes
nutricionais por porgao presentes nas rotulagens de suplementos proteicos em sachés
sdo estimadas para dietas de 2.000 calorias diarias, sem especificacdo individual
referente a: género, idade, peso e atividade fisica praticada, sendo necessario ajustar
o consumo conforme as caracteristicas individuais (WOLFE et al. 2017). Atletas que
objetivem aumentar a massa muscular devem consumir proteinas entre 1,6 a 1,7 g
por quilo de peso corporal, 0s que praticam esportes em que o predominio € a
resisténcia devem consumir entre 1,2 a 1,6g/kg, deste modo, os atletas devem ser
conscientizados de que o aumento do consumo proteico na dieta além dos niveis
recomendados nao leva aumento adicional da massa magra (HERNANDEZ: NAHAS
2009).

Apesar do consumidor ser atraido pela oferta de proteina descrita no rotulo,
ainda deve constar no mesmo as consequéncias da ingestao inconsciente e excessiva
de proteinas. O consumo medio de proteinas varia conforme o sexo, peso corporal e
massa corporal magra, nivel de atividade, outros fatores individuais como: estado
nutricional, condicbes de saude (CASAS et al. 2015) e ainda atividades fisicas
regulares (HERNANDEZ; NAHAS 2009). De forma geral, pessoas sedentarias devem
consumir diariamente 0,8 a 1,0 grama de proteina por quilo de peso (g/kg), praticantes
de exercicios fisicos e demais atletas de alta performance até 2,0 g/kg (MENON;
SANTOS 2012) ou até quantidades superiores como individuos treinados em
resisténcia que chegaram a consumir uma dieta extremamente rica em proteinas (4,4
g/kg/dia) (JAGER, et al, 2017). Dependendo do tipo de whey adquirido, o consumidor
pode ingerir proteinas de forma inadequada, interferindo na qualidade e ou quantidade
do valor diario de ingestéo.

O excesso de proteina consumida ndo leva necessariamente ao aumento de
massa muscular, uma vez que nem todos 0s aminoacidos resultantes sé&o
incorporados a sintese proteica, sendo parte deles degradada e em via metabdlica
para producdo de energia e 0 nitrogénio é excretado. Este excesso sobrecarrega o
figado pela necessidade de detoxicagdo da amobnia resultante e 0s rins pela
sobrecarga de excrecéo de produtos nitrogenados. O consumo excessivo de proteina
por ratos alimentados experimentalmente com suplementos proteicos para atletas por
14 semanas apresentou as seguintes alteracdes: a) no figado: congestdo nos vasos
sanguineos hepaticos, aumento de apoptose, destruicdo dos hepatdcitos e

espessamento da membrana, b) no sangue: aumento das transaminases, colesterol,
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lipoproteinas e triacilglicerdis e c¢) reducéo de insulina com suspeita de diabetes (ALI
et al. 2016).

Embora 14 parametros dos 22 analisados na rotulagem estejam adequados as
normas de vigilancia, merece destaque a falta de atencdo aos demais itens analisados
nao contemplados para o atendimento do consumidor (Tabela 5), sugerindo que os
fabricantes procuram atender apenas as exigéncias de vigilancia e do cédigo de
defesa do consumidor (BRASIL 2012). A informacdo nutricional referente aos
suplementos importados pode ndo corresponder a realidade do produto ou que estes
possuem ingredientes ndo informados na rotulagem disponivel no Brasil (FREITAS et
al. 2015; SILVA et al. 2016). Entre as amostras analisadas duas eram importadas (A
e F) e os fabricantes seguiram apenas as instru¢des estabelecidas pela legislacao,
mas que, no entanto, itens como presenca de cafeina deixam de ser informados por

falta da mesma exigéncia.

Tabela 5. Percentual de conformidade dos parametros analisados da rotulagem das
embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey

protein) comercializadas em Teresina, Pl.

Percentual de marcas em conformidade por parametro | Quantidade de parametros
analisado conformes (%)
100% 14 (64,0)

83,3 % 3(14,0)

66,6 % 2(9,0)

50,0 % 1(4,0)

16,7 % 1(4,0)

0,0 % 1(4,0)

Total 22 (100,0)

Portanto, é necessario que os consumidores fiquem atentos as informacdes
contidas nos rétulos, sendo capazes de identificar a omissdo de informacdes
importantes referentes ao consumo de suplementos (SILVA et al, 2017). Outro
aspecto que deve ser ressaltado € que o0s nutricionistas antes de prescrever a
suplementacao de whey para atletas (ou nao atletas) devem analisar rigorosamente a
guantidade de proteina informada na rotulagem e solicitar previamente exames

bioguimicos dos seus pacientes para avaliar a fungdo hepatica, pancreatica e renal.
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Também é fundamental que acompanhem periodicamente durante o todo o periodo
de consumo as taxas metabdlicas do sangue, glicemia, provas para insulina, funcéo
hepatica e ultrassonografia de figado.

Leite et al. (2015) analisaram rétulos dos suplementos proteicos e constataram
inadequacdo para com a legislacdo brasileira vigente em 75% das amostras.
Casagranda e Vicenzi (2016) também encontraram inadequacdes em 94,3% das
rotulagens para suplementos com cafeina para atletas. Entretanto, Carvalho & Souza
(2015) obtiveram 92,6% de conformidade das informacdes dos roétulos de
suplementos de BCAA. Santos et al (2018) analisaram suplementos em geral e
constataram que 60 % das amostras estavam em desacordo com a legislacdo. Pode-
se observar que o rigor das informacdes de rotulagem varia muito conforme o tipo de
suplemento analisado, provavelmente por ndo serem obrigadas a registrar o
suplemento no Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Nesta pesquisa, nenhuma das
marcas pesquisada informou a respeito de responsabilidade técnica, talvez por isso,
ocorram tantas falhas de rotulagem.

A inclusdo de substancias bioativas tais como cafeina deveriam constar nos
itens obrigatdrios da rotulagem nutricional (BRASIL 2005a; BRASIL 2005b). O Cédigo
de Defesa do Consumidor no artigo 4° referente ao respeito a salude e seguranca no
atendimento das necessidades dos consumidores, e no artigo 18° ressalta que os
fornecedores de produtos respondem pelos vicios de qualidade que os torne
improprios ou inadequados ao consumo a que se destinam com a indicacdes
constantes da rotulagem (BRASIL 2012). A cafeina em excesso ou em pessoas
sensiveis pode causar insbnia, nauseas e ansiedade (ALTERMANN et al. 2008)
dentre a ativacdo do sistema nervoso central favorecendo elevacédo da frequéncia
cardiaca, especialmente quanto a exposi¢cao precoce de adolescentes pelo fator de
risco para desenvolver hipertenséo pelo aumento persistente da resisténcia vascular
(JAMES et al. 2018). Embora entre as informag¢des suprimidas aparentemente
irrelevantes para os fabricantes existem parametros na rotulagem, como a cafeina,
gue podem ser de extrema importancia para a saude do consumidor.

Apoés a analise de rotulagem realizada ficou evidente que deve haver maior
rigor na elaboracdo das informacdes contidas nos rétulos dos suplementos proteicos
e que deve ter ainda responsabilidade técnica. De um modo geral, os atletas
procuraram informagdes sobre o consumo de suplementos com seus treinadores,

visando melhorar a saude, especialmente para praticar esportes individuais e se
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engajar em treinamento por tempo prolongado (NABUCO et al.2016). Ressalta-se que
este produto deve ser consumido por atletas sob a orientacdo rigorosa de
nutricionistas apos avaliacdo da integridade fisica e funcional deles. E que os
educadores fisicos, comerciantes, instrutores de academia (BEZERRA e MACEDO
2013), amigos, colegas de treino, familiares tenham consciéncia dos riscos para a
saude antes de recomendar a utilizacdo indiscriminada dos suplementos proteicos
para atletas.

Os rotulos relatam que eles tém elevadas concentracdes de proteina, sugerindo
que o consumo potencializa a hipertrofia muscular. E importante que as instru¢ées de
rotulagem sejam claras, objetivas e cumpram a legislagéao vigente, especialmente as
gue dizem respeito a forma de uso, restricdes alimentares, presenca de substancias
gue possam alterar a composicdo original do produto e a necessidade de um

profissional de nutrigao.

5.2. Contagem de Micro-organismos

O resultado das andlises microbiolégicas das amostras de sachés de whey
protein estd apresentado na Tabela 6, as amostras da marca C apresentaram as
maiores contagens de Staphlylococcus coagulase positiva (ECP) dentre as marcas
pesquisadas (P< 0,05). Em experimento realizado com whey protein na Arabia,
Saudita Aljaloud et al. (2013) encontraram 5,54 UFC/g em logio de ECP nas amostras,
esta contaminacdo geralmente estd associada aos manipuladores de alimentos,
porém em leite e derivados pode ocorrer também em consequéncia da ordenha de

vacas com mastite estafilocécica.
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Tabela 6. Resultados médios das anélises microbiolégicas e da atividade de dgua nas
amostras de embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para

atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, PI.

Marca de ECP CBH CFL Atividade de
whey agua

A 0,00¢ + 0,00 2,7235+ 0,35 1,042+ 0,00 -

B 0,00¢ + 0,00 0,00°¢ + 0,00 1,042+ 0,00 0,58

C 1,212+ 0,15 2,432b+ 0,18 1,642+ 0,44 0,48

D 1,04° + 0,00 2,15+ 0,28 0,612+ 0,18 0,41

E 1,04 + 0,00 1,41°+ 0,33 0,26° + 2,00 0,30

F 1,04+ 0,00 3,382+ 0,96 0,522b+ 1,15 0,60

P <0,001 <0,001 P =0,040

(P< 0,05) CBH = Contagem de bactérias heterotréficas meséfilas por grama em logaritmo de base 10;
ECP = Contagem de estafilococos coagulase positiva por grama em logaritmo de base 10; CFL =
Contagem de Fungos filamentosos e leveduriformes por grama em logaritmo de base 10.

A legislacdo vigente ndo estabelece valores para ECP para suplementos
alimentares, porém recomenda que os produtos devem atender as outras normas
pertinentes quanto as caracteristicas microbiolégicas (BRASIL 2010). Dessa forma,
podem ser utilizados por similaridade os parametros para ECP relativos ao leite em
po e ao soro de leite: destinado ao consumo maximo 2,00 UFC/g em logio (BRASIL
2001; BRASIL 2012) para comparacao de resultados podendo-se perceber que os
valores obtidos nas amostras de whey protein estdo em conformidade visto que a
maior quantidade encontrada foi 1,21 UFC/g em logio (tabela 6).

Ao avaliar a CBH pode-se verificar que houve diferenca (P< 0,05) entre marcas
pesquisadas (na Tabela 6) sendo as amostras das marcas A, C e F as que embora
apresentem 0s maiores niveis de concentracdo, estavam em conformidade com o
estabelecido pelo MAPA para leite em p6 (BRASIL 1996) e para soro de leite (BRASIL
2012). Também pode-se observar que as CFL maximas obtidas nas amostras de
whey analisadas foram 1,64 UFC/g em logio (tabela 6) e que houve diferencas entre
marcas (P< 0,05). Embora as contagens de CBH e CFL n&o sejam indicadores
seguros para informar sobre a presenca de patégenos ou toxinas em um alimento

(SILVA et al 2017), estes parametros servem como indicador da contaminagéo
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bacteriana em geral referente as condi¢cdes de qualidade, vida de prateleira, higiene
no preparo e no processamento do produto.

A legislacdo vigente ndo estabelece valores de CBH para suplementos
proteicos para atletas, entretanto, por similaridade, os valores maximos para CBH
para soro de leite em p6 5,18 UFC/g em logio (BRASIL, 2012). Aljaloud et al. (2013)
obtiveram contagens de CBH 6,20 UFC/g em logio em whey protein. Deste modo, 0s
resultados apresentados sugerem que a quantidade de micro-organismos presentes
no whey nao impossibilita o consumo do mesmo, embora identifique-se variagées nas
contagens, 0s maiores valores obtidos sdo aceitaveis conforme padrdes de higiene
estabelecidos pelas normas de vigilancia.

As contagens de fungos filamentosos e leveduras também servem como indice
para determinacdo da qualidade, porém as legislacdes disponiveis para suplementos
para atletas (BRASIL 2010), para leite em p6 (BRASIL 1996) e para soro de leite
(BRASIL 2012) ndo estabelecem parametros para esses micro-organismos. Os Unicos
alimentos que tém padrées microbioldgicos disponiveis (BRASIL 2001) s&o: purés e
doces em pasta ou massa e similares (maximo de 4,00 UFC/g em logio) e alimentos
para imunossuprimidos e imunocomprometidos (1,70 UFC/g em logio). A ABIA (2001)
estabelece para sopas desidratadas valores maximos de 3,0 UFC/g em logio. Deste
modo, pode-se observar na Tabela 5 que os valores obtidos sdo relativamente baixos
(1,64 UFC/g em logo) inclusive para imunossuprimidos. Essa quantidade obtida esta
dentro do esperado para produtos de origem animal, e provavelmente os fungos
obtidos devem ser provenientes das demais matérias-primas utilizadas na formulacao,

presenca de insetos e da contaminacé&o do ambiente durante o processamento.

5.3 Isolamento e Identificacdo Fungica

Embora tenha-se constatado a presenca de fungos filamentosos em todas as
marcas, ao analisar a atividade de agua (aw) das amostras de whey (Tabela 6) pode-
se perceber valores incompativeis com a multiplicacdo da maioria dos fungos
filamentosos e de leveduriformes (aw minimo de 0,80 e de 088, respectivamente),
sendo incompativeis também com a multiplicacdo de fungos xerofilicos que
necessitam de valores minimos de 0,66 (JAY, 2005, SILVA et al 2017). Nas amostras
analisadas, ndo foram encontrados fungos dos géneros Penicillium nem Fusarium

(Tabela 6), entretanto, o género Aspergillus estava presente trés marcas pesquisadas.
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Os fungos isolados séo potencialmente produtores de aflatoxinas, substancias
hepatotoxicas, mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas, constituindo-se um para
perigo potencial para o consumidor. Porém, as espécies isoladas de Aspergillus
(Tabela 7 e Figura 5) necessitam no minimo de 0,78 de aw (SAMSON; HOEKSTRA
2001) e nao teriam condi¢cdes de se multiplicar nem de produzir micotoxinas nas
amostras de whey protein, entretanto, em embalagens caso haja um aumento na
umidade ap6s embalagens abertas e utilizadas por tempo prolongado, que ocorre
comumente em embalagens em potes e sacos até 2.200kg, o whey protein torna-se

um substrato para desenvolvimento destes fungos e producédo dos seus metabdlitos.

Tabela 7. Espécies de fungos filamentosos isolados e identificados nas amostras de
embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey

protein) comercializadas em Teresina, PI.

Marca Espécies flngicas isoladas nas amostras de whey
Aspergillus Penicillium Fusarium
A Aspergillus flavus - -

B Aspergillus parasiticus/ - -
Aspergillus flavus
C - - i
D Aspergillus parasiticus/ - -
Aspergillus agregados
Niger

F - - -
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Figura 5. Espécies de Aspergillus parasiticus e A. flavus isoladas nas amostras das
marcas A, B e D das embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos
proteicos para atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, Pl nos meios MEA,
CYA 25, CYA 37 e CYAOS.

De modo geral o conteudo do saché de whey protein apés preparo é consumido
imediatamente apds a abertura embalagem, portanto € improvavel que as espécies
de Aspergillus isoladas nas amostras das marcas pesquisadas se multipliguem nesse
intervalo de tempo. No entanto, deve-se atentar para as embalagens com maiores
guantidades de whey protein disponiveis a venda, que apés abertas para o primeiro
consumo, passa um periodo prolongado de utilizacdo (a depender da demanda) por
varios eventos de abertura do “pote” ou “saco” até utilizagao total do conteudo. Esses
eventos de abertura repetida ou o ndo fechamento adequado da embalagem pode
promover absorcdo da umidade do meio ambiente para o whey protein elevando a aw
do produto, podendo propiciar a multiplicacdo dos fungos filamentosos e producéo

aflatoxinas.

5.4 Métodos de Microscopia

Os 141 fragmentos de sujidades capturados e identificados por embalagem
individualizada de whey protein estdo descritos na Tabela 8 e demonstrados na figura
6. Observa-se que as marcas A, D e F possuem maiores quantidades de sujidades
em geral do que as demais, seguidas pelas marcas B e C, sendo a que apresentou
menor registros foi a marca E. Foi possivel identificar estruturas alheias aos
componentes da whey como fragmentos e larva de artropodes, fragmentos de fios
plasticos, hifas, fragmentos de madeira e residuos de fezes de insetos. A presenca

destas sujidades sugere descontrole nas boas praticas de fabricacdo especialmente
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ao que se refere ao controle integrado de pragas. Deste modo, a contaminacao dos
produtos por essas sujidades pode ter ocorrido em qualquer etapa do processo de
producdo desde a obtencdo da matéria prima até o envase. Também pode ser
consequéncia da utilizacdo de embalagens que ndo estivessem adequadamente

armazenadas.

Tabela 8. Sujidades identificadas em 25g das amostras de embalagens
individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos para atletas (whey protein)

comercializadas em Teresina, PI.

Sujidades identificadas A B C D F | Total
Fragmento de insetos 15 8 10 50
Fezes de insetos 5 8 9 34
Ovos de insetos -- -- -- 1 -- -- 1
Hifas 9 2 2 10 2 4 29
Fragmentos de fios de plastico 4 4 3 3 1 18
Fragmento de madeira 3 1 -- 1 -- 4 9
Total 36 22 14 31 8 30 141




51

Figura 6. Imagens de sujidades identificadas em 25g das amostras de embalagens
individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos da marca B para atletas (whey
protein) comercializadas em Teresina, PI. A, B, C, D, E, F= Fragmento de insetos; G,
H= Fezes de insetos; I=0Ovos de insetos; J, K, L, M= Hifas; N, O= fios de plastico; P=

fragmento de madeira. 40x

Devido ao fato de que artigos e legislacdes referentes a microscopia e pesquisa
de sujidades para suplementos proteicos para atletas ser escassa, por similaridade foi
necessario recorrer a outras normatizacoes. Nesse sentido, o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Soro de Leite (BRASIL 2012) estabelece que o produto
nao devera conter substancias estranhas de qualquer natureza. Dessa forma, todas
as marcas pesquisadas apresentaram fragmentos de insetos (partes de insetos, fezes
e larva), (Tabela 8), em quantidades superiores ao aceitavel, sendo as que
apresentaram os maiores indices de sujidades foram as marcas A e F que continham
36 e 30 sujidades identificadas, respectivamente. Pelo exposto, as amostras de whey
protein analisadas foram consideradas em desacordo com a legislacdo especifica
para soro do leite, por apresentarem matéria estranha indicativa de falhas das boas
praticas de fabricagéo.
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A RDC 14 (BRASIL, 2014) n&o estabelece especificamente parametros para
alimentos de origem animal, porém considera improprios para o consumo alimentos
do grupo cacau e seus derivados com quantidades superiores a 12 unidades de
fragmentos de insetos em 25¢g do produto, considerando que séo indicativos de falhas
das boas praticas (ndo considerados indicativos de risco). A marca E contém
quantidade aceitavel de sujidades (oito unidades para 25g) estando em conformidade
com a RDC 14 (BRAIL, 2014) entretanto, a marca F que também declarava presenca
de cacau como ingrediente ndo estava em conformidade por apresentar 30 elementos
estranhos (Tabela 8). Destaca-se que os insetos podem veicular doencas transmitidas
por alimentos; por este motivo, sugere-se que as empresas responsaveis pelos
produtos pesquisados aprimorem o controle integrado de pragas nas suas diversas
etapas de producéo, transporte, envasamento do produto.

Pode-se verificar ainda, a presenga de hifas (Tabela 8) provavelmente
provenientes dos fungos quantificados (Tabela 6) em todas as marcas, e das espécies
de Aspergillus spp. isoladas nas marcas A, B e D (Tabela 7). Pode-se identificar
fragmentos de fios de plastico em todas as amostras pesquisadas (100%), esta
contaminacdo pode ser resultante dos residuos de embalagens dos diferentes
produtos utilizados como matéria-prima. Em quatro marcas (66,6%) havia fragmentos
de madeira talvez pela utilizacdo de material inadequado para o preparo do produto.
Esses achados indicam que as marcas pesquisadas devem ter mais aten¢ao junto as
boas praticas de fabricacéo, provavelmente na escolha dos fornecedores, no controle

do ambiente e do controle integrado de pragas.

5.5 Curva Analitica

Analisando os cromatogramas dos ions extraidos (Figura 7) dos padrbes de
aflatoxinas e de cafeina, pode-se observar que houve boa separacao, permitindo a
identificacdo de todos os analitos em uma Unica corrida cromatografica. A curva
analitica determinada para todos os padrdes (Figura 8) apresentaram linearidade (R)
superior a 0,99; atendendo aos padrées recomendados pelo BRASIL (2017) maior
que 0,99. Estabelecendo as faixas de trabalhos para cafeina de 100 a 1.250 pg/kg e
para todas as aflatoxinas de 10 a 100 pg/kg.
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Figura 7: Cromatograma dos ions extraidos dos padrdes para Cafeina e Aflatoxinas
(B1, B2, G1, G2 e M1) por LCMS.

Resp Curve Coefficients Resp Curve Coefficients

w104 y = 555.825245 x + 58.960566 ¥10% y = 471.880882 x + 543558953
R=0.999871 R =0.999545
AflatoxinB1 Aflatoxin B2

Conc.
Resp Curve Coeffcients Resp Curve Coefficients
104, y = 384.163393 x + 49.296518 104 y = 391271395 x + 604 115123
R=0996488 R=0999741
Aflatoxin G1 Aflatoxin G2
Conc: Cone.
Resp Curve Coeficients Resp Curve Coefficients
ok y = 375.924711 x + 1650 957582 od y = 36583771 x + 919.318496
R = 0.999607 R=0992924
AflatoxinM1 L Caffeine
.
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Figura 8: Curva de calibragédo para Cafeina e aflatoxina B1, B2, G1, G2, M1.
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Para a avaliagédo da eficiéncia do método de extragéo foram realizados ensaios
de recuperacdo em dois niveis, nas concentracdes de 50 e 100 pg/kg para as
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 apresentando valores de recuperacao variando de 13 a
103% (Tabela 9), indicando que as aflatoxinas B1 e B2 apresentaram maior afinidade
pelo solvente extrator que as aflatoxinas G1 e G2.

Tabela 9. Resultado do ensaio de recuperacao de aflatoxinas (%).

. e Recuperagéo (%)
Nivel de fortificagao AFB1 AFB2 AEG1 AEG?
100 pg/kg 80 103 17 17
50 pg/kg 70 94 29 13

As aflatoxinas podem causar micotoxicoses com efeitos agudos (letais ou nao)
como convulsdes, subagudos e crénicos (TROMETTA, 2014). Esses efeitos podem
ser hepatotoxicos, nefrotoxicos, neurotdxicos, genotoxicos, levando muitas vezes, o
paciente a Obito (GONCALVES et al, 2017). Das 24 embalagens analisadas, duas
(8,3%) de marcas diferentes (B e D) apresentavam aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e
AFG2) (Tabela 10), entretanto, ndo continham AFM1, caracterizando que as toxinas
encontradas ndo eram provenientes do leite utilizado para formulagdo dos wheys.
Provavelmente podem ser provenientes das espécies fungicas isoladas (Tabelas 6,7
e Figura 5) nas amostras, ou ainda pelas hifas identficadas nas sujidades
identificadas (Tabela 8). A legislacdo vigente ndo dispbe de parametros para
aflatoxinas em suplementos proteicos para atletas, porém estabelece como limite
maximo toleravel para alimentos 20 pg/kg (BRASIL 2011).

Adilah et al. (2018) estudaram em ratos o efeito de dieta hiperproteica
associada com lactobacilos e aflatoxina B1 em concentracdes pouco acima do
toleravel e evidenciaram que, os probidticos minimizam os efeitos carcinogénicos do
intestino delgado e do colon, entretanto ndo alteram as caracteristicas de inflamagéo
hepatica nem esplénica que a aflatoxina pode causar. Destaca-se que em 25g por de
amostra, foi obtido aproximadamente quatrocentas vezes a quantidade maxima
aceitavel para um quilo de alimento (BRASIL 2011). Considerando-se que 0s
resultados obtidos eram referentes ao contetudo parcial das embalagens individuais
ou sachés, a quantidade de aflatoxina encontrada nas amostras das marcas B e D

(Tabela 10) seria integralmente ingerida pelos consumidores.
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Tabela 10: Nivel de contaminacdo de cafeina e de aflatoxinas M1, B1, B2, G1, G2
das amostras das embalagens individualizadas ou sachés dos suplementos proteicos
para atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, PI resultados expressos em

Hg por porcédo de 25 g.

Concentracao ug/25g

Amostra Cafeina AFM1 AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Al nd nd nd nd nd Nd
A2 nd nd nd nd nd Nd
A3 nd nd nd nd nd Nd
A4 nd nd nd nd nd Nd
B1 nd nd nd nd nd Nd
B2 nd nd 66,3 97,5 87,2 177,6
B3 nd nd nd nd nd Nd
B4 nd nd nd nd nd Nd
C1 nd nd nd nd nd Nd
C2 nd nd nd nd nd Nd
Cc3 nd nd nd nd nd Nd
C4 nd nd nd nd nd Nd
D1 nd nd nd nd nd Nd
D2 nd nd nd nd nd Nd
D3 nd nd nd nd nd Nd
D4 nd nd 42,8 55 76,1 14,0
E1l 655,8 nd nd nd nd Nd
E2 851,8 nd nd nd nd Nd
E3 513,8 nd nd nd nd Nd
E4 482,6 nd nd nd nd Nd
F1 411,4 nd nd nd nd Nd
F2 408,8 nd nd nd nd Nd
F3 329,0 nd nd nd nd Nd
F4 408,2 nd nd nd nd Nd

nd= ndo detectavel; AFM1; AFB1; AFB2; AFG1; AFG2 = aflatoxina M1; aflatoxina B1,
aflatoxina B2, aflatoxina G1, aflatoxina G2.

A lista de ingredientes da marca B continha amido de milho ceroso que pode
ser uma fonte das aflatoxinas, ja a marca D n&do declara utilizar ingredientes vegetais
na sua composicdo. Embora essas marcas nao apresentassem contagens fungicas
elevadas (Tabela 6), as aflatoxinas extraidas das amostras podem ter ocorrido pela
presenca de hifas encontradas (Tabelas 8; Figura 6), provavelmente pela
contaminagao ocorrida durante o processamento industrial antes do envase. Esses
resultados sdo preocupantes especialmente porque todo o conteudo do saché é
consumido imediatamente apos hidratacdo. Ou seja, a ingestdo da whey protein diaria
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antes e depois do treino desses sachés contaminados com aflatoxinas em
guantidades acima do remendado pela legislacao, a longo prazo pode causar desde
de micotoxicoses agudas até consequéncias crénicas como carcinoma.

Nas sementes de cacau podem ser encontradas as seguintes metilxantinas
(PAOLLETE et al, 2012): teobromina (0,9 a 1,4g por 100g) e cafeina (0,29 a 1,3g de por
100g). A cafeina estimula o Sistema Nervoso Central, diminui a fadiga, aumenta o
estado de alerta; estimula a broncodilatacdo e induz o aumento da respiracao;
entretanto, em doses elevadas pode causar palpitacdes, convulsdes, dor de cabeca e
estbmago, insdnia, perda de apetite, nausea, vomito, depresséo, falta de poténcia,
(BORTOLINI et al 2010). As marcas pesquisadas de whey sabor chocolate (E e F)
continham niveis de cafeina compativeis com esperado para este alimento (Tabela 10
e Figura 9). Entretanto, esse componente ndo estava declarado na rotulagem das
marcas com sabor chocolate, podendo causar efeitos indesejaveis em; individuos

sensiveis, tais como taquicardia por aumento da frequéncia cardiaca.
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Figura 9. Cromatograma dos ions extraidos aflatoxina e cafeina do padréo injetado (A), comparados ao de afaltoxinas das amostras
B2 (B) e D4 (C) e de cafeina nas amostras E1, E2, E3, E4, F1, F2, F3 e F4 (D) obtidos nas embalagens individualizadas ou sachés

dos suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, Pl resultados expressos em pg por porcéo de

25¢.
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Pode-se constatar a presenca de diferentes contaminantes nos sachés de whey
protein, como: fragmentos, ovos e fezes de insetos, fragmentos de plésticos e
madeira, cafeina, fungos e hifas destes. Com excecéo das hifas estas sujidades néao
representem perigo potencial a saude do consumidor, porém ndo poderiam estar
presentes no whey protein. Convém alertar para os cuidados com as boas praticas de
fabricacdo no sentido de melhorar a qualidade do whey para o consumidor.

As quantidades dos micro-organismos indices higiene pesquisados eram
consideradas aceitaveis pelos 6rgaos reguladores. E os valores de aw da whey protein
nos sachés seria incompativel com a multiplicacdo das bactérias e dos fungos
filamentosos e leveduriformes, e com a producdo de aflatoxinas. Desta forma as
aflatoxinas encontradas no whey devem ter sido produzidas antes do envasamento,
durante as etapas de producdo, ou estavam presentes nas hifas de Aspergillus
parasiticus isoladas das mesmas amostras do produto.

Nas embalagens individuais ou sachés com até 40g podem conter hifas e
fungos, deste modo, pode-se deduzir que essa contaminacao também possa ocorrer
em embalagem com maiores quantidades (potes e ‘sacos’ com 2,0 kg ou mais). Assim,
estima-se que nas residéncias o consumo completo do conteudo de whey dessas
embalagens seja prolongado. Caso haja elevacédo dos niveis de atividade de agua
(aw) decorrentes: do aumento da umidade relativa do ambiente aumente, do tempo
de exposicdo da embalagem aberta para preparo das porcdes e da quantidade de
vezes que o pote ou saco seja aberta, os fungos presentes poderiam se multiplicar e
produzir micotoxinas.

Outro ponto que deve ser ressaltado € que deve haver maior controle
toxicoldgico quanto a presenca de cafeina e aflatoxinas, para que sejam prevenidas
possiveis taquicardias, hipertensdo, micotoxicoses agudas e crénicas pelo consumo
do whey. Além disso, as rotulagens ndo informam o tipo de whey relativo as
concentracéo e estrutura das proteinas disponiveis como também ndo apresentam o
responsavel técnico nem informam sobre as restricbes quanto ao consumo em

excesso de proteinas, necessidade de orientacdo de nutricionista.
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6. CONCLUSOES

A analise de embalagens individualizadas ou sachés de suplementos proteicos
para atletas (whey protein) disponiveis para comercializagdo permitiu concluir que os
rétulos omitem informacbes importantes, como: a presenca de substancias
estimulantes do sistema nervoso, como a cafeina nas marcas estudadas sabor
chocolate e ainda de alérgenos, como ovos e peixes.

Além disso, ndo apresentam o responsavel técnico nem informam sobre as
restricBes quanto ao consumo em excesso de proteinas, necessidade de orientacao
de nutricionista. Também n&o informam o tipo de whey relativo as concentracdo e
estrutura das proteinas disponiveis.

Bactérias heterotroficas mesofilas; fungos filamentosos e leveduras e
Staphylococcus coagulase positiva estao presentes em embalagens individualizadas
ou sachés suplementos proteicos para atletas (whey protein) em quantidades
permitidas para o consumo diario.

Embora fungos dos géneros Penicillium e Fusarium n&o tenham sido isolados,
as embalagens individualizadas de suplementos proteicos para atletas podem conter
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus agregados niger.

A atividade de agua do whey protein ndo favorece a multiplicacdo de
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger e os demais micro-
organismos presentes na embalagem individualizada.

As marcas de suplementos proteicos para atletas (whey protein) disponiveis
em embalagens individualizadas ou sachés estdo em desacordo por possuirem as
seguintes matérias estranhas indicativas de falhas das Boas Praticas: fragmentos e
fezes de insetos, hifas e fios de plastico, ovos de insetos e fragmentos de madeira.

Os suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializados nas
embalagens individualizadas ou sachés sabor chocolate nas marcas pesquisadas,
contem cafeina dentro do esperado para esse tipo de alimento.

Consumidores de whey protein comercializados em embalagem individualizada
ou sachés estdo expostos quantidades de aflatoxinas que os tornam susceptiveis a
micotoxicoses, efeitos teratogénicos, mutagénicos e carcinogénicos.

Partindo-se do que foi relatado os nutricionistas ndo devem considerar apenas
o elevado teor de proteinas ao prescrever suplementos proteicos para atletas, pois o
mesmo contém elementos alheios a sua composicdo que indicam baixa condigdo

higiénico sanitaria.
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