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RESUMO

Com a crescente busca por qualidade de vida, o consumo de suplementos nutricionais,
especialmente os derivados da proteina do soro de leite, tornou-se popular em diversas faixas
etarias, incluindo praticantes de atividades fisicas e a populacdo idosa, que muitas vezes
enfrenta deficiéncias nutricionais que ndo séo supridas apenas pela alimentacdo. Este estudo
teve como objetivo investigar o teor de proteinas sollveis e a presenca de bactérias Gram-
negativas em suplementos proteicos. Os suplementos s&o compostos por nutrientes capazes de
reverter a deficiéncia nutricional, ajudam a promover ganho de massa muscular e atenuam a
perda natural de massa muscular com o envelhecimento. Dentre eles, destaca-se o whey protein,
suplemento feito das proteinas extraidas do soro de leite. Foram adquiridos comercialmente
cinco suplementos proteicos distintos, identificados pelas siglas SP (suplemento proteico). A
avaliacdo da presenca de bactérias Gram-negativas foi realizada em meio sélido, agar
MacConkey. Controles com agua destilada e Escherichia coli foram incluidos. A quantificacdo
de proteinas soluveis foi realizada com o reagente de Bradford, utilizando uma curva padrédo
feita com albumina sérica bovina, com leituras de absorbancia a 595 nm. Os resultados
revelaram a auséncia de crescimento de bactérias Gram-negativas nos suplementos analisados.
Quanto ao teor de proteinas soltveis, os suplementos SP1, SP2, SP3, SP4 e SP5 apresentaram,
respectivamente, 33,80; 18,23; 27,00; 93,87; e 32,93 gramas por 100 g de suplemento.
Concluiu-se que o suplemento SP4 exibiu o maior teor de proteinas solGveis em agua entre 0s
suplementos avaliados e que todos eles estavam isentos de contaminacdo bacteriana nas
condigdes do ensaio.

Palavras-chave: Teor proteico. Contaminagéo bacteriana. Soro do leite.
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ABSTRACT

The use of nutritional supplements, especially those derived from whey protein, has become
popular among different age groups, including those who practice physical activities and the
elderly population, who often face nutritional deficiencies. This study aimed to investigate the
content of soluble proteins and the presence of Gram-negative bacteria in protein supplements.
Supplements are composed of nutrients capable of reversing nutritional deficiency, helping to
promote muscle mass gain and attenuating the natural loss of muscle mass with aging. Among
them, whey protein is a supplement made from proteins extracted from whey. Five protein
supplements were commercially purchased, identified by the acronym SP (protein supplement).
The evaluation of the presence of Gram-negative bacteria was carried out using MacConkey
medium. Controls with distilled water and Escherichia coli were included. Quantification of
soluble proteins was carried out with the Bradford reagent, using a standard curve made with
bovine serum albumin, with absorbance readings at 595 nm. The results revealed the absence
of growth of Gram-negative bacteria in the supplements analyzed. Regarding the content of
soluble proteins, the supplements SP1, SP2, SP3, SP4 and SP5 presented, respectively, 33.80;
18.23; 27.00; 93.87; and 32.93 grams per 100 g of supplement. It was concluded that the SP4
supplement exhibited the highest water-soluble protein content among the supplements
evaluated and that all of them were free from bacterial contamination under the test conditions.

Keywords: Protein content. Bacterial contamination. Whey protein.
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1 INTRODUCAO

A busca pela qualidade de vida teve um notavel crescimento desde o inicio dos anos
2000. A ingestdo diaria recomendada de proteinas para pessoas sedentarias é de 0,8 grama por
quilo corpdreo, enquanto para aqueles que praticam exercicios regularmente, a faixa ideal é de
1,2 a 1,4 gramas por quilo (Hernandez et al., 2009). Segundo as diretrizes da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a média ideal estipulada é de 50 gramas de proteinas por
dia (Brasil, 2005). Diante desse cenario, 0s suplementos proteicos tém sido amplamente
empregados como meio para incrementar a ingestdo de proteinas, a0 mesmo tempo em que se
busca manter um baixo aporte calérico. Tal pratica é adotada ndo apenas por individuos
engajados em atividades fisicas, mas também por aqueles que ndo as incorporam em sua rotina
(Huecker et al., 2019).

Compostos por nutrientes, os suplementos desempenham um papel crucial na reversao
de deficiéncias nutricionais, favorecendo ganhos de massa muscular e prevenindo a perda
durante restri¢do caldrica, além de atenuar o declinio natural da massa muscular relacionado ao
envelhecimento (Camargo; Doneda; Oliveira, 2020). Dentre os diversos suplementos no
mercado, destaca-se 0 whey protein, suplemento feito das proteinas sollveis extraidas do soro
de leite (Otero et al., 2022).

O mercado global de suplementos de proteina foi avaliado em U$ 6,26 bilhes em 2021
e espera-se que atinja U$ 10,80 bilhdes até 2030, sendo mais consolidado nos Estados Unidos,
gue séo os maiores geradores de receita desse produto (Grand View Research, 2021). Na Unido
Europeia, o valor de varejo em suplementos alimentares em 2015 foi liderado pela Italia (€ 1,4
bilhao), seguida pela Alemanha (€ 967 milhdes), Russia (€ 888 milhdes) e Reino Unido (€ 737
milhdes) (Euromonitor International, 2015).

No contexto brasileiro, o boletim econémico publicado pela Associacdo Brasileira da
Industria de Alimentos para Fins Especiais (ABIAD) destaca um aumento significativo de 25%
no consumo aparente de concentrados de proteinas no contexto brasileiro ao longo do ano de
2022, conforme indicado pela Pesquisa Industrial Mensal - Producéo Fisica (PIM-PF) do IBGE
(ABIAD, 2023). Esses suplementos séo regulamentados pela ANVISA, seguindo a defini¢do
de Alimentos para Atletas. Os alimentos para atletas sdo classificados como suplemento:
energético, hidroeletrolitico, de cafeina, de creatina, proteico e para substituicdo parcial de
refei¢bes (Brasil, 2010).
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N&o obstante a importancia contemporanea, é relevante destacar que até o ano de 1970,
o soro do leite era categorizado meramente como um residuo industrial. Este constituia-se como
subproduto do processo de fabricacdo de queijos, durante o qual o leite é submetido a
coagulacao para a formacéo do "coalho™, sendo o soro subsequentemente separado (Nunes et
al., 2018). Sua composic¢do é formada principalmente por agua, lactose, minerais e proteinas de
alta qualidade, como a lactoglobulina e a lactoalbumina. Apés ser separado, 0 soro € processado
para remover a agua e a lactose, obtendo, assim, as proteinas do soro de leite em forma de po
(Phillips; Van Loon, 2013).

As proteinas que se dissolvem facilmente em agua ou solucgdes aquosas sdo definidas
como proteinas soltveis (Yosefi.; Abbasi, 2022). De acordo com a literatura, a proteina soltvel
estimula a saciedade, além de ser facilmente digerida, fornecendo aminoacidos essenciais para
sintese de proteinas do corpo e possui papel crucial no funcionamento do organismo,
fortalecendo a resposta imunoldgica (Chungchunlam et al., 2017; Adrizal; Amizar; Mahata,
2017; Nakanishi et al., 1999).

Dentro desse contexto alimentar, é relevante destacar que o leite bovino é constituido
por duas principais fracdes proteicas: caseina e proteina do soro de leite (Macedo Mota, 2020).
A liberacdo répida das proteinas sollveis do leite no estbmago contrasta com a coagulacdo das
caseinas em um ambiente de pH &cido, culminando em distintas cinéticas na entrega de
amino&cidos ao intestino. Tais varia¢des na entrega de aminoacidos desempenham um papel
crucial nos efeitos exercidos sobre o metabolismo proteico. Entretanto, o destino metabdlico
exato pos-prandial dos aminoacidos e do nitrogénio provenientes da dieta, apos a ingestdo de
caseina ou proteina soltvel no leite, permanece em grande parte indeterminado (Lacroix et al.,
2006). Assim, estudos que visem investigar a solubilidade de proteinas de suplementos
proteicos em diferentes solventes e pHs, assim como avaliacdo do destino metabdlico delas, é
de grande importancia.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, em 2005, 1,5 milhdo de pessoas
morreram por doencas diarreicas, sendo 70% dessas causadas por patdogenos de origem
alimentar (Buzby; Roberts, 2009). Considerando que os individuos utilizam os suplementos
proteicos principalmente como forma de auxiliar no desempenho das atividades fisicas, é
crucial garantir a qualidade desse produto, de modo a evitar resultados opostos aos desejados
(Castro et al., 2019).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgéo responsavel

pela regulamentacdo dos alimentos. A normatizagdo de suplementos proteicos é estabelecida
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pela Resolucdo da Diretoria Colegiada — RDC n°18/2010 que visa estabelecer a classificacao,
designacéo, requisitos de composicdo e rotulagem dos alimentos para atletas (Brasil, 2010).

A contaminacdo microbioldgica, geralmente causada por bactérias da classe das Gram-
negativas, como a Escherichia coli, pode resultar em intoxicacdo alimentar, manifestando-se
com sintomas como vOmitos, diarreia e, em casos extremos, representando uma ameaga séria a
salde publica, podendo levar ao Obito. Essas bactérias podem ser indicadores Uteis de
contaminacdo fecal, sugerindo a presenca de microrganismos provenientes de fezes humanas
ou animais. Além disso, a presenca de bactérias Gram-negativas pode indicar falhas nos
processos de higiene durante a producdo, embalagem ou armazenamento dos suplementos
(Forsythe, 2013).

Diante disso, torna-se evidente a necessidade de implementacdo de medidas de
fiscalizacdo, considerando que a contamina¢do mencionada representa sérios riscos a saude e
alguns estudos ja relatam a contaminacdo microbiologica em suplementos proteicos (Aljaloud
etal., 2013; Alhamdan, Ahmad e Baothman, 2021). Além disso, € pertinente ressaltar a escassez
de pesquisas sobre o tema, o0 que reforca a importancia de investigacdes adicionais para ampliar
a compreensao acerca dessa problematica especifica.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o teor de proteinas
soltveis de cinco suplementos proteicos comercializados no Brasil, e avaliar contaminacao

microbioldgica por bactérias Gram-negativas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a contaminacdo microbioldgica e o teor proteico de cinco suplementos proteicos

comerciais.

2.2. Objetivos especificos
e Verificar a presenca de bactérias Gram-negativas em cinco suplementos proteicos.

e Quantificar as proteinas sollveis dos suplementos proteicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Proteinas e sua importancia industrial

Proteinas séo macromoléculas constituidas por uma unido de aminoacidos, que formam
ligacBes peptidicas. A estrutura pode variar em niveis de organizagao, incluindo a sequéncia de
amino&cidos, arranjo tridimensional da molécula e as interagdes com outras células (Zaha;
Ferreira; Passaglia, 2014). Elas sdo os principais componentes estruturais e funcionais das
células vivas, e desempenham um papel fundamental na vida celular, desde a manutencédo da
integridade estrutural até o controle de processos bioquimicos (Jaenicke, 1990).

Dentre as aplicagdes das proteinas, atualmente pode-se destacar seu emprego na
producdo de alimentos alternativos e sustentaveis, como substitutos da carne e produtos lacteos.
Isso ocorre devido a necessidade de aumentar a producdo alimentar para atender a crescente
populacdo mundial e, simultaneamente, reduzir o impacto ambiental dos sistemas agricolas
(Wood; Tavan, 2022).

No ambito da industria alimenticia, tais proteinas podem ser empregadas com a
finalidade de aprimorar a textura, sabor, estabilidade e valor nutricional dos alimentos,
desempenhando um papel significativo como ingredientes em suplementos alimentares
(Karlund et al., 2019). Os suplementos proteicos sdo amplamente consumidos como forma de
complementar a dieta, visto que a ingestdo adequada de proteinas contribui para a saude ideal
e previne a perda de massa muscular relacionada a idade (Smeuninx; Greig; Breen, 2020). As
aplicacdes potenciais destes suplementos englobam diversas areas, tais como aprimoramento
do desempenho fisico, atividade insulinotrdpica, efeito anti-osteopor6tico, modulacdo das
propriedades imunoldgicas e tratamento da sarcopenia (Lam et al., 2019; Stevenson; Allerton,
2018; Kadam et al., 2018; Chun et al., 2019; Griffen, 2022).

As proteinas tém sido amplamente estudadas como uma alternativa promissora na
producdo de materiais biodegradaveis. O artigo de Shukla e Cheryan (2001) enfatiza que as
proteinas podem ser usufruidas na produgdo de materiais, como fibras, cerdmicas, téxteis e
plasticos biodegradaveis. Entretanto, ainda é necessario desenvolver métodos de fabricacdo de
baixo custo para que se torne viavel.

De acordo com Ahsan (2019), os peptideos possuem propriedades fisiopatologicas e
tém sido aplicados em produtos para estimular a sintese de coladgeno e elastina na pele,
melhorando a cicatrizacdo da superficie. O principal beneficio das proteinas em cosméticos

seria a melhora da hidratacdo na pele, incrementando as fungdes da barreira cutanea.



16

Além disso, as proteinas desempenham importante papel na producdo de produtos
bioldgicos, incluindo os anticorpos e vacinas. Durante a pandemia de Covid-19, foram
utilizadas para desenvolver testes diagndsticos, como o0s testes de anticorpos e antigeno,
baseados na detec¢do de proteinas especificas do virus SARS-CoV-2 (Kumar et al., 2020). Em
sintese, trata-se de moléculas versateis de relevancia substancial na industria, e mediante uma

pesquisa continua, é possivel vislumbrar avancos significativos em distintos setores.

3.2 Proteina do soro do leite

O soro de leite, um subproduto gerado durante o processo de fabricagcdo de queijos,
desempenha um papel fundamental como matéria-prima em diversas aplicagdes. A recuperacdo
dos compostos solidos desse soro € atrativa por permitir o aproveitamento maximo das
propriedades nutricionais e funcionais presentes na proteina do soro de leite, porém também
serve para reduzir a poluicéo organica gerada pelos residuos do soro de leite descartado (Ostoji¢
et al., 2005).

A ultrafiltracdo destaca-se como o método mais frequente para a obtencdo de
concentrados proteicos, uma vez que possibilita a purificagdo e concentracdo por meio da
separacdo seletiva de agua e de determinados solutos. Essa técnica é implementada através da
passagem do soro por uma membrana semipermeavel (Bosch, 2006). Dessa forma, 0s
componentes de alta massa molecular em solugdo, notadamente as proteinas, sdo segregados
dos componentes de baixa massa molecular.

De acordo com Fangmeier et al. (2019), a qualidade e composic¢ao nutricional do soro
de leite dependem dos processos de fabricacdo do queijo, do tipo de leite utilizado e das
condi¢des ambientais. Entretanto, o soro de leite em pd é geralmente constituido pelas proteinas
soltveis do soro de leite, como a albumina sérica bovina (BSA), a lactoglobulina beta (B-Lg),
a lactoalbumina alfa (a-La) e a imunoglobulina (1g). Essas proteinas sdo solveis em agua e
facilmente separadas da frag&o insoltvel (caseina) durante o processo de producdo do whey em
po (Kinsella; Whitehead, 1989).

Os suplementos proteicos emergem como uma das categorias mais amplamente
consumidas no atual mercado de suplementos nutricionais, sendo disponibilizados em
diferentes categorias de acordo com o grau de processamento e concentracdo resultante de
proteinas: concentrado de proteina, isolado de proteina e hidrolisado de proteina.
Adicionalmente, ha variantes que combinam essas distintas formas de proteinas, conhecidas

como blends (Wang, 2022; Klaewkla et al., 2022). A concentragéo de proteinas no concentrado
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pode variar de 35% a 80% (m/m) de proteina. No isolado, a concentragdo proteica deve ser
maior que 90% (Minj; Anand, 2020). Os concentrados e isolados de proteina sdo denominados
hidrolisados, caso as proteinas e peptideos constituintes passem por processo de pré digestao e
hidrolise, o que facilita a absorcdo em comparacdo com formas integras de proteina, visto que
a hidrdlise quebra as cadeias proteicas em fragdes menores (Tunick, 2008).

A concentracdo de amino&cidos essenciais no soro do leite, em particular a leucina, o
torna uma fonte proteica de rapida digestibilidade e altamente absorvivel. Isso gera um aumento
na concentracdo de aminoacidos no plasma (Haraguchi; Abreu; Paula, 2006). Garantir um
fornecimento de proteinas adequado é essencial para estimular a sintese proteica, sendo a
disponibilidade de nutrientes e exercicio fisico os principais fatores estimuladores (Santos;
Nascimento, 2019). A sintese proteica € essencial para manutencdo dos organismos Vivos.
Como exemplo, as enzimas, responsaveis por catalisar centenas de reacdes bioldgicas no
organismo, sao Vvitais para a sobrevivéncia. Além disso, a ingestdo de proteinas apds exercicios
de resisténcia resulta no aumento das taxas de sintese de proteinas musculares, proporcionando
um potencializador significativo para os ganhos de massa muscular e forca (Rankin; Darragh,
2006).

No contexto brasileiro, 0s suplementos alimentares sdo categorizados em duas
principais classes: 0s suplementos vitaminicos e minerais, e os alimentos destinados a atletas,
sendo o whey protein enquadrado na Gltima categoria. Conforme estabelecido pela Resolugdo
RDC n° 18/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), esses produtos

devem conter, no minimo, 10 g de proteina por porcéao (Brasil, 2010).

3.3 Quantificacdo de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas em uma amostra € essencial para avaliar
seu valor nutricional e a espectrofotometria é amplamente utilizada dentre os métodos
disponiveis.

Um método amplamente utilizado para determinar o teor proteico total em amostras é o
método de Kjeldahl. Neste processo, as proteinas sdo decompostas por meio da digestdo com
acido sulfurico, liberando nitrogénio que é convertido em amonia. A concentracdo de nitrogénio
é entdo medida e utilizada para calcular o teor de proteinas na amostra, considerando a
proporcdo média de nitrogénio nas proteinas (Kjeldahl, 1883). Embora seja um método robusto,
é mais comumente aplicado em anélises de alimentos e ingredientes complexos, abordando a

totalidade das proteinas presentes.
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O método de Lowry et al. (1951) é fundamentado em uma mistura contendo molibdato,
tungstato e acido fosforico, que sofre reducdo ao reagir com proteinas na presenca do
catalisador cobre (1I), resultando em um composto com absor¢do maxima em 750 nm. Esse
método é empregado para determinar a concentracdo de proteinas em diversos meios devido a
sua alta sensibilidade. Entretanto, é importante destacar que ele é suscetivel a muitos
interferentes e possui um tempo de analise prolongado.

A quantificacdo de proteinas baseada no método de Bradford, (1976), éamplamente
utilizada para a quantificacdo de proteinas solGveis. O método utiliza uma reacdo colorimétrica
entre proteinas e o corante Coomassie Brilliant Blue G-250. As interacfes hidrofdbicas e
ibnicas com as proteinas estabilizam a forma anidnica do corante, resultando em uma coloragdo
azul proporcional ao teor de proteina. A intensidade da cor azul é mensurada
espectrofotometricamente em 595 nm, onde a diferenca de absorbancia entre as formas
coloridas do corante é mais significativa (Compton; Jones, 1985).

Considerando a necessidade de avaliar as proteinas solUveis presentes nos suplementos
proteicos, optou-se pelo método de Bradford, uma vez que oferece sensibilidade e eficiéncia na
deteccdo de proteinas sollveis, permitindo uma andalise mais especifica e detalhada da fracédo

soltvel do suplemento.

3.4 Contaminacao microbioldgica de alimentos

A preocupacgdo com a seguranca microbioldgica dos alimentos se destaca como um
assunto de suma importancia, considerando que as doencas transmitidas por alimentos
desempenham um papel significativo na morbidade em nac¢6es da América Latina e do Caribe.
A qualidade higiénico-sanitaria tem sido amplamente estudada como um fator de prevencéo
dessas doencas. Segundo o Comité WHO/FAO, as doengas decorrentes de alimentos
contaminados sdo provavelmente o maior problema de salde atualmente (World Health
Organization et al., 1984).

O termo coliforme designa bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas, em forma
de bastonetes, também reconhecidas como grupo coli-aerogenes. Este conjunto engloba
especies dos géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter, incluindo a E. coli,
sendo tradicionalmente utilizado como indicador de contaminacdo fecal em &gua doce,
indicando a eventual presenca de patdgenos entéricos (Forsythe, 2013).

A presenca elevada de coliformes em alimentos processados pode indicar um

processamento inadequado ou a proliferacdo microbiana resultante da deficiéncia na pratica de
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higiene durante a manipulagdo, contaminacdo da matéria-prima e presenca de sujidade nos
equipamentos. Considerando que a presenca de proteinas e lipidios apresenta efeito protetor
sobre 0s microrganismos, os alimentos com alto teor proteico irdo requer uma rigorosa
intervencdo térmica (Franco; Landgraf, 2003).

Para assegurar a qualidade microbioldgica do soro de leite, é imperativo que ele seja
refrigerado e manuseado de maneira apropriada. Na usina de processamento do soro em po, 0
soro de leite é submetido a uma sequéncia de operacdes, que incluem tratamentos térmicos,
concentracdo e secagem. Estas etapas tém como objetivo inibir a multiplicagcdo microbiana e
eliminar os microrganismos presentes, contribuindo assim para a preservacdo microbioldgica
do produto (Carvalho, 2016). Além disso, as etapas de processamento, como a filtragdo e a
secagem, podem oferecer condi¢6es propicias para o crescimento microbiano caso ndo estejam
adequadas. Portanto, é essencial implementar protocolos rigorosos de limpeza e desinfeccédo
em todas as fases do processo, além de realizar testes microbioldgicos regulares para identificar

e controlar possiveis contaminagoes.

4 METODOLOGIA

As principais etapas do procedimento experimental foram sumarizadas na Figura 1.

Suplemento
proteico
\

‘ Solubilizag&o Agua destilada

Andlises

|

| |

Bioguimicas Microbiolégicas

Y
Verificar presenca
de bactérias
Gram-negativas

Quantificacdo
de proteinas

Figura 1. Fluxograma com os principais passos da metodologia.
Fonte: Propria autora (2023).
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4.1 Material

Foram adquiridos comercialmente os seguintes sachés de suplementos proteicos: (SP1)
Delicious 3Wheyninho da marca FTW (blend de proteinas do soro de leite concentrada, isolada
e hidrolisada); (SP2) 3Whey Top Taste sabor baunilha da marca Bodyaction (blend de proteinas
do soro de leite concentrada, isolada e hidrolisada); (SP3) 100% Whey Prime sabor baunilha
da marca Bodyaction (proteina concentrada do soro de leite) e (SP4 e SP5) dois suplementos
da marca DUX Nutrition Lab, sendo um com proteina de soro de leite concentrada sem sabor e
um com proteina de soro de leite isolada sabor chocolate. As informacdes contidas nos rotulos

das embalagens foram apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Informac@es gerais dos suplementos indicadas nos rotulos dos suplementos

ID  Peso liquido (g) Proteina (g) BCAA (g)
SP1 40 24 -
SP2 40 32 6,5
SP3 30 21 4,2
SP4 25 20 4,7
SP5 27 24 6,0

SP: Suplemento proteico. SP1: Delicious 3Wheyninho FTW. SP2: 3Whey Top Taste Bodyaction. SP3: 100%
Whey Prime Bodyaction. SP4: DUX Nutrition Lab concentrado. SP5: DUX Nutrition Lab isolado. BCAA:
Branched-Chain Amino Acids.

Os suplementos encontravam-se dentro do prazo de validade e permaneceram nas
embalagens lacradas, armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo de luz até o0 momento

das analises.

4.2 Reagentes

Para solubilizagdo dos suplementos, foi empregada &agua destilada estéril. A
quantificacdo das proteinas sollveis presentes nos suplementos foi realizada por meio do
reagente de Bradford, permitindo uma avaliacdo precisa das concentragdes. Adicionalmente, o
meio de cultura selecionado para promover o crescimento das bactérias foi o Agar MacConkey;,

amplamente reconhecido por sua eficacia na diferencia¢do de microrganismos Gram-negativos.
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4.3 Equipamentos

Para garantir a eficaz esterilizacdo dos materiais, foi empregada a autoclave digital de
21 litros da Digitale. O controle de temperatura do meio de cultura foi realizado através do
banho maria médio digital NT 245 da Novatécnica. As placas de cultura foram mantidas nas
temperaturas especificas de incubacgdo por meio da incubadora BOD TE-371 da Tecnal.

Durante o0s ensaios de quantificacdo, foram utilizados o agitador
magnético multiplo com aquecimento SP — 10206/A da Splabor, bem como o agitador vortex
de tubos AP — 56 da Phoenix Luferco. A separacdo das amostras foi efetuada por meio da
centrifuga refrigerada 2-16PK da Sigma. Para determinacdo das concentracBes proteicas, as
leituras de absorbancia foram realizadas no espectrofotometro SP 2000 UV da Bel Photonics.
As analises dos dados foram feitas com auxilio dos softwares Microsoft Excel 2016 e GraphPad
Prism 8.0.1.

4.4 Andlise microbioldgica
4.4.1 Preparo do meio de cultura

Para preparo do meio de cultura, foram adicionados 25 g de Agar MacConkey
desidratado (Kasvi) a 500 mL de &gua destilada. Apds completa homogeneizacao, o meio foi
deixado em repouso por 10 minutos. Em seguida, foi aquecido por 1 minuto até fervura e
submetido a autoclavagem a uma temperatura de 121 °C por um periodo de 20 minutos. Em
sequida, distribuiu-se 0 meio homogénea em placas de Petri, as quais foram previamente
autoclavadas. Posteriormente, as placas foram mantidas em condigdes de esterilizagdo no fluxo
laminar, até solidificacdo do meio. Ap6s manutencdo a 37 °C por 24 horas, as placas foram

disponibilizadas para uso.

4.4.2 Preparo das amostras

Para os ensaios microbioldgicos, os sachés contendo suplementos proteicos foram
submetidos a higienizacdo com alcool 70%, seguido pela abertura em fluxo laminar. Um saché
de cada suplemento foi solubilizado em agua destilada estéril, seguindo as proporcdes de

massa/volume recomendadas pelos fabricantes.

4.4.3 Inoculagéo das amostras
Com a alga de niquel esterilizada, as placas foram divididas em dois quadrantes e

inoculadas pela técnica de esgotamento. As placas foram estriadas e incubadas em posigédo
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invertida a 37 °C por 24 horas. Apos o periodo de incubac&o, foi observado se havia ocorréncia
de manchas com coloracdo rosada ou avermelhada nas placas indicando crescimento
bacteriano. O experimento foi conduzido em triplicata, envolvendo 15 placas com o0s
suplementos de proteinas, 3 placas com controle contendo apenas agua destilada e 3 placas

designadas de controle inoculadas com a bactéria isolada E. coli.

4.5 Quantificacéo de proteinas solUveis

Para realizar a quantificacdo de proteinas, foram feitas diluicGes nos suplementos
utilizando diferentes proporc¢des em gramas por mililitros (g/mL), seguindo instrucdes de cada
fabricante: SP1 (1:5 m/v); SP2 (1:6 m/v); SP3 (1:6 m/v); SP4 (1:10 m/v); SP2 (1:9 m/v). Os
suplementos foram homogeneizados em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida,
foram submetidas a centrifugagéo a 12.000 x g por 30 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram
coletados para determinacdo do teor de proteinas sollveis (Bradford, 1976). O ensaio foi feito

em quadruplicada.

4.6 Andlise estatistica

Os dados de quantificacdo das proteinas solGveis foram obtidos em quadruplicada e
os resultados expressos como média £ desvio padrdo. Os resultados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA) e a significancia das diferencas entre as médias seguido do
teste Tukey (p < 0,05; nivel de confianca de 95%). A andlise estatistica foi realizada com

auxilio do software GraphPad Prism (versédo 8.0.1).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s o periodo de incubagdo nas 21 placas do ensaio microbiolégico, apenas a placa de
controle contendo E. coli revelou manchas com coloracdo rosada, indicando crescimento
bacteriano (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). Isso ressalta que os suplementos
testados ndo apresentaram contaminacdo por bactérias Gram-negativas nas condigdes
ensaiadas. Alhamdan, Ahmad e Baothman (2021), também ndo detectaram contaminagdo com

bactérias Gram-negativas em suplementos de proteina animal.

Figura 2. Resultados da analise microbioldgica dos suplementos proteicos. a) CN: controle
com agua destilada. b) CP: controle com E. coli. ¢) SP1: Delicious 3Wheyninho FTW. d) SP2:
3Whey Top Taste Bodyaction. ) SP3: 100% Whey Prime Bodyaction. f) SP4: DUX Nutrition
Lab concentrado. g) SP5: DUX Nutrition Lab isolado.
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Dada a composicdo proteica altamente semelhante de todas as amostras de suplementos
avaliados por Avula et al. (2022), o ensaio de Bradford pode ser usado para determinar a
concentracdo de proteina com sensibilidade e seletividade suficientes. Neste estudo, as
concentragcdes proteicas dos suplementos foram calculadas através da equacdo da reta
(preparada a partir de ensaio com proteina padrdo) apresentada na Figura 3, na qual “ABS”

representa a absorbancia e “C”, a concentragdo em mg/mL.

0,400 _
0.350 ABS=0,3479C +0,0318 .. *

At
0900 RE=09974 .

o250 e
0200 . Q.-
0,150 e
0100 = .-
0,050 .
0,000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracdo (mg/mL)

Absorbancia

Figura 3. Curva padrédo de Bradford
Fonte: Propria autora (2023).

O teor de proteinas sollveis variou significativamente entre os suplementos, conforme
Tabela 2. Para cada 100 g de p6 em SP1, SP2, SP3, SP4 e SP5, verificou-se respectivamente
33,80; 18,23; 27,0; 93,87; e 32,93 gramas de proteinas sollveis em agua.

Tabela 2. Teor de proteinas sollveis de suplementos de diferentes marcas expresso em gramas

de proteinas solGveis por 100 g de suplemento (g Ps/100 g suplemento).

gPs/ 100 g
ID

suplemento
SP1 33,80 £2,45°
SP2 18,23 +2,41°
SP3 27,00 +1,04°
SP4 93,87 +6,61°
SP5 32,93+1,46°

SP: Suplemento proteico. SP1: Delicious 3Wheyninho FTW. SP2: 3Whey Top Taste Bodyaction. SP3: 100%
Whey Prime Bodyaction. SP4: DUX Nutrition Lab concentrado. SP5: DUX Nutrition Lab isolado. Ps/100 g
suplemento: Proteina soltvel por 100 g de suplemento. Média e desvio padrdo de quatro experimentos
independentes. As médias seguidas por letras diferem estatisticamente entre si (p <0,05).
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A quantidade de proteinas sollveis nos suplementos se relaciona com diferentes fatores,
como por exemplo, ao fator de diluigéo, solvente utilizado e temperatura (Pace et al., 2004).
Como exemplo, em geral proteinas se solubilizam melhor com fatores de diluicdo maiores
(Berk,1992). Os rétulos SP1, SP2, SP3, SP4 e SP5 indicam um peso liquido de 40,0 g, 32,0 g,
21,0 g, 20,0 g e 24,0 g, respectivamente, conforme apresentado na Tabela 1. Considerando a
proporcao de proteinas em relagdo ao peso liquido do suplemento, os fabricantes do SP1, SP2,
SP3, SP4 e SP5 indicam uma quantidade percentual de proteinas de 60%, 80%, 70%, 80% e
89%, respectivamente.

Considerando a variedade de fatores que contribuem para a solubilizacdo de proteinas
em meio liquido, e ainda que os suplementos sejam geralmente diluidos em &gua, cuja
solubilidade pode ser influenciada pela saliva e fluido gastrico ao entrar em contato com o
organismo, neste estudo ndo é possivel identificar claramente o suplemento com a maior
quantidade de proteinas sollveis no contexto fisiologico/metabodlico. No entanto, nossas
conclus@es indicam que o suplemento SP4 apresenta o0 mais elevado teor de proteinas soluveis

em agua.
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6 CONCLUSAO

Diante de um cenério de controle de processos de producdo de suplementos com a
finalidade de garantir seguranca e qualidade, verificou-se através deste estudo, que 0s cinco
suplementos proteicos avaliados ndo apresentaram crescimento de bactérias Gram-negativas.
Observou-se variagdo nos percentuais de proteinas solliveis em agua entre os suplementos,
sendo que 0 Whey Protein Concentrado denominado SP4, proveniente da DUX Nutrition Lab,
apresentou-se como o suplemento com o mais elevado percentual nas condi¢des experimentais
desta pesquisa. Tais resultados ressaltam a importancia de investigacGes adicionais para a
avaliacdo da estimativa de proteinas soluveis em distintos meios e condic¢@es, assim como para
compreender seu destino metabolico. Essa abordagem visa contribuir para o desenvolvimento

continuo de suplementos alimentares mais eficazes.
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