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RESUMO

O consumo de suplementos alimentares teve grande aumento desde a década de 80, em
que a preocupacdo com 0 corpo e o bem-estar foi ao encontro de novas tecnologias, ampliando a
producdo de alimentos industriais que supram as necessidades alimentares diarias. .

O Whey Protein € um suplemento alimentar em pd que consiste em um concentrado de
proteinas, do qual se utiliza como matéria-prima principal o soro do leite para sua producgdo. O
processo é composto por sistema de evaporacao, filtragcdo utilizando membranas (micro filtracéo e
ultra filtracdo) utilizados para concentrar e retirar acglUcares e gorduras presentes no
soro do leite e por fim é utilizado um sistema de secagem por atomizagéo Spray Dry para a producao
do suplemento. No mercado existem trés tipos de produtos comercializados como Whey Protein,
como Whey Protein Concentrado (WPC), o Whey Protein Isolado (WPI) e o Whey Protein hidrolisado
(WPH) que sé&o subclassificagbes de acordo com a técnica utilizada.

Em julho de 2018 foi criada uma nova regulamentacdo (ANVISA, 2018) para o controle de
efichcia e constitucional de suplementos alimentares, com regras quanto ao consumo, aditivos,
publico e embalagens. Na nova regulamentacdo suplemento deixa de ser considerando como um
alimento e torna-se um alimento modificado, devendo seguir uma legislac¢éo inédita no Brasil, mas
que foi baseada em modelos estrangeiros.

Neste projeto realizou-se o0 estudo constitucional de diferentes marcas, nacionais e
importadas, do Whey Protein concentrado (WPC) com o intuito de verificar se as mesmas
apresentavam a constituicdo de nutrientes informadas e pré-estabelecidas nos rétulos e sem adicao
de substancias como cafeina e diuréticos, seguindo a legislagdo vigente.

Para a realizacdo dos testes foram empregadas as técnicas de Espectrometria de Emissao
Optica por Plasma  Acoplado Indutivamente, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, Espectrofotometria de Ultravioleta Visivel (UV-Vis) e um conjunto de técnicas

convencionais (titulométricos e gravimétricas).

Palavras-Chave: Whey Protein, suplemento alimentar, bromatologia.

ABSTRACT



Vitamin consumption has had a major impact since the 1980, to improve the body, new food
production technologies were created to meet daily dietary needs.

Whey Protein is a powdered dietary supplement consisting of a protein concentrate, the milk
is most important material as for the production of whey. The process is composed of evaporation,
filtration using filtration membranes and ultra filtration system, used to concentrate and extract sugars
and fats present in whey and a spray drying system is used. for supplement production As Whey
Protein Concentrate (WPC), Whey Protein Isolate (WPI) and Whey Protein hydrolyzzed (WPH) is
used one Spray Dry.

In July 2018 a new regulation was created (ANVISA, 2018) for the effectiveness and
constitutional control of food supplementss, with rules on consumption, additives, public and
packaging.

In the new supplement regulation is no longer considered as a food, and becomes a
modified food, and must follow a new legislation in Brazil, but was based on foreign models.

In this project, a constitutional study of different national and imported brands of Whey
Protein Concentrate (WPC) was carried out in order to verify if they had the constitution of informed
and pre-established nutrients in the labels and without the addition of substances such as caffeine.
and diuretics, following current legislation.

The tests were performed using Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry,
High Performance Liquid Chromatography, Visible Ultraviolet Spectrophotometry (UV-Vis) and a set of
conventional techniques (titration and gravimetric).
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INTRODUCAO
A alimentagéo deve ser realizada de forma equiibrada entre todas as fontes de
energias ingeridas, mas o imediatismo alimentar e a rotina acelerada do seculo XXI

aumentou o consumo de alimentos processados na rotina alimentar.

O numero de obesos no mundo cresceu seis vezes nas ultimas quatro décadas,
subindo de 105 milhdes de pessoas acima do peso em 1975 para 841 milhdes em
2017, pesquisa que foi realizada para 186 paises. (ZANARDO, 2018). Considerando a
projecéo de crescimento mundial com a interseccédo da projecédo de obesos, cerca de
um quinto da populacdo mundial estara acima do peso saudavel em menos de 10

anos.

No Brasil, a populacdo brasileira aumenta em media 0,1 ponto no indice de
massa corporal por ano. Ao longo de quatro décadas, os homens e as mulheres
brasileiras atingiram o valor de 25,6 e 26,para o ICM respectivamente, se tornando
oficialmente uma populacdo acima do peso saudavel. Em contraste com a ma
alimentacdo o mercado de comidas e bebidas saudaveis aumentou 17,7% no ano de
2017 (ZANARDO,2018)

Com apercepcdo da dificuldade de algumas pessoas em suprir suas
necessidades de nutrientes através da alimentacdo saudavel e direta, os suplementos
alimentares comecaram a aparecer no mercado, TVs e academias na década de 80.

Em 1994, o Food and Drug Administration (FDA) definiu suplemento alimentar
como sendo um produto, adicionado de algum ingrediente alimentar (vitaminas,
minerais, ervas ou outros vegetais, aminoacidos, enzimas, dentre outros), devendo ser
administrado por via oral com a finalidade de complementar a dieta (VELTRE, 2018).
No Brasil 57% da populagcdo faz uso de algum suplemento alimentar, sejam eles
minerais, vitaminicos ou compostos.

Whey protein é um suplemento alimentar produzido através do soro do leite na
producédo do queijo. As proteinas do soro sdo extraidas da parte aquosa do leite gerada
durante o processo de fabricacdo do queijo.

Quando o leite € tratado, a caseina coagula, deixando o soro na superficie. A
gordura e as proteinas sao filtradas e separadas. A qualidadde da separacdo determina
a pureza do whey protein, podendo variar entre 35-95%, sendo encontrado de



trés formas: whey protein concentrado (WPC), whey protein isolado (WPI) e
o whey protein hidrolisado (WPH).

Durante cinco anos consecutivos a ANVISA investigou mais de 30 marcas
de whey protein concentrado, sendo encontradas irregularidades em todos os anos e
em quase todas as marcas.Em julho de 2018 foi criada uma nova legislagdo para o
controle constitucional deste produto, que até entdo era considerado apenas como um
alimento. A nova legislacdo estabelece quantidades minimas e maximas de nutrientese

outros aditivos para que seja permitida a sua comercialiizacdo (ANVISA,2018).

1 REVISAO BIBLIGRAFICA
1.1 Whey Protein

1.1.1 Historico

Ha 2500 anos na Greécia, HipOcrates, o pai da medicina, ja prescrevia
Whey Protein aos seus pacientes e defendia que o consumo dessa proteina
melhorava o crescimento muscular, a forca fisica e reforcava o sistema
imunitario. (DOMINGUES,2007).

Nos anos 20, o uso do soro do leite se espalhou pela Europa como alimento
hipercalérico. O produto era filtrado através de uma peneira forrada com tecido fino
branco e auxilio de uma colher de pau, com um processo de criacao rustico. (MOURA,
2010)

Nos anos 40, a proteina whey protein surgiu pela primeira vez em revistas
de Bodybuilding. A adesédo por parte dos atletas foi grande, mas o sabor nao
era agradavel ao paladar, além de conter muito colesterol, gorduras e principalmente
lactose. (MOURA, 2010)

Em 1980 deu-se a primeira grande alteracdo na formula da proteina whey com a
adicao de sabores, surgiu a formula mais popular desde
entdo, Whey protein concentrado (WPC). Devido ao grande consumo, principalmente
por atletas de alto nivel profissional, outras tecnologias foram empregadas ao processo
de forma a maximizar a obtencéo e tratamento da proteina.

Atualmente mais de 50% da populacéo brasileira faz uso de algum tipo de
suplemento alimentar, sendo o mais consumido por brasileiros o Whey Protein.
(ZANARDO 2018)(Figura 1).
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Figura 30- Consumo de Suplemento alimentar (ZANARDO, 2018)

1.1.2 Fabricacéo

O Whey Protein € produzido com o soro do leite, em sua grande maioria como
um subproduto da producao de queijos como representado na figura 2.

As proteinas do soro do leite apresentam uma estrutura globular incluindo
algumas pontes de dissulfeto, que conferem certo grau de estabilidade estrutural,
mantendo-as protegidas durante os diversos processos durante a producdo do
suplemento. As fracbes, ou peptideos do soro, sdo constituidos de beta-
lactoglobulina(BLG), alfa- lactoalbumina(ALA), albumina do soro bovino,
imunoglobulinas e glicomacropeptideos. (ALVES,2013)

Presentes em todos os tipos de leite, a proteina do leite bovino contém cerca de
80% de caseina e 20% de proteinas do soro (aproximadamente 16% de BLG e 4% de
ALA) (Araujo,1999).
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Figura 31-Producéo Geral do Soro do leite

Figura 32- Representacdo da molécula Alfa-Lactose
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Figura 33- Representacdo da molécula de Beta-Lactose

A extracdo das proteinas € um processo formado por um conjunto de filtracGes
que empregao peso molecular comocritério para que as proteinas sejam separadas da
gordura, sais mineirais e agua. O desenvolvimento de ambos o0s processos
(ultrafiltracdo, microfiltracdo e hidrolise enzimatica) garantem maior pureza ao

suplemento de proteina.
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Figura 34- Processo geral de fabricacdo do Whey Protein

O processo para a producdo do suplemento alimentar do tipo Whey Protein
comeca na estabilizacdo do soro do leite , passando por processos de filtracdo para a
separacdo de gorduras e proteinas como a centrifugacdo e diafiltracdo . Para a
preparacdo de whey protein com diferentes quantidades de carboidratos podem ser
usadas tecnicas como a hidrélise enzimatica e o tratamento térmico, sendo que estes
Sao processos que encaressem o produto final, sendo assim o WPH é o produto mais

caro entres os suplementos dessa categoria ( ALVES,2013)(figura 5).

e Pausterizacdo: O soro do leite é pausterizado, interrompendo a conversédo da
lactose em acido lactico, destruindo os organismos do fermento,e em seguida é

resfriado a uma temperatura de 6°C, para interromper o processo de fermentacao.



Durante a fermentacao a lactose (alfa e beta) sofre acdo enzimatica convertendo-se
em glicose e galactose. Os acucares sdo fermentados, gerando o &cido piravico que

é reduzido em acido latico.

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
OH OH O
0 HQ —
Lactose Gllcose Galactose
CH,OH NADH NAD*

CH,OH
Ca @ ﬁ - ﬁ
Gllcose Galactose Amdo piravico Actdo Iatlco

Figura 35- Representacado dareacdo de fermentacdo da molécula de Lactose

e Centrifugacdo: Remove os tragos residuais de queijo e gordura,restando um
soro de leite.

e Diafiltracdo: Adicdo de 4gua com homogeneizacdo do sistema, diminuindo a
pressao nas membranas de filtragao.

e Ultra filtracdo: sdo membranas com porosidade projetadas e construidas de
modo a reter as moléculas e particulas com pesos moleculares superiores a 20.000,
separando-as entdo das moléculas menores, como as de lactose que possuem peso
molecular de 342, sais minerais e agua.

e Micro filtracdo: Processo de fluxo tangencial sob um gradiente de pressao
utilizando uma membrana com taxa de rejeicdo de peso molecular acima de
100.000. O processo de micro filtracdo remove os grandes globulos e moléculas de
gordura, 0s quais sao concentrados e separados dos demais componentes do soro
de leite. O processo de micro filtracdo € utilizado para produzir WPI, com elevados
teores protéicos (superiores a 90% de concentracdo) e baixos, ou livres, teores de
lactose e gordura.

e Tratamento térmico: Favorecer a quebra da proteina em peptideos menores.

e Hidrolise enzimatica: transformacéo da proteina em particulas menores, como 0s
dipeptideos e tripeptideos, ampliando assim o aproveitamento nutricional da proteina

hidrolisada, produzindo o WPH.



Quanto maior o numero de filtragBes realizadas maior a pureza do produto. No
mercado atual encontramos o Whey Protein de trés formas distintas. ( ATRA,2005)

e WPC- Formato mais barato e genérico,com quantidades significativas de
gordura e lactose (agucar do leite), variando de acordo com a filtracdo. Podendo
existir, de acordo com a quantidade de proteinas no suplemento, As versdes mais
comuns sao WPC34, WPC75, WPC80 e WPCS88.

e WPI- Necessita de um processo de microfiltragem ou por filtracdo i6nica,
isolando a proteina da lactose e gordura, resultando em uma proteina pura e
isolada. Sua recomendacéo principal € para intolerantes a lactose e para quem quer
rapidez na absorgao.

e WPH- Consiste no concentrado de WPI com a quebra em peptideos através de

enzimas para ser absorvido rapidamente pelo corpo.

1.1.3 Regulamentacao

Com a ampliagdo de mercados de nutrigdo esportiva,e o crescimento de redes
para as atividades fisicas, o consumo de suplementos alimentares vem crescendo em
nameros consideraveis no Brasil, com Sao Paulo sendo a segunda maior cidadedo
mundo em numeros de academias (BRITO, 2012).

O principal 6rgao responsavel pelo controle efetivo, normatizacao,
aperfeicoamento e fixacdo de identidade dessas substancias, é a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude, onde tem sua regulamentacédo
fixada através da Portaria N° 32 de 13 de janeiro de 1998. (ANVISA,1998 )

A portaria N° 32 aponta que os suplementos vitaminicos e ou de minerais, sédo
alimentos que servem apenas como complementacdo para uma dieta diaria para as
pessoas com deficéncia nutriconal quando a alimentacao direta € insuficiente.

Suplementos alimentares devem conter um minimo de 25% e no maximo até
100% da ingestéo diaria (IDR) de vitaminas ou minerais, na porcéo diaria indicada pelo
fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem serem considerados como dieta
exclusiva. (ANVISA, 2018).

Em 27 de abril de 2010,a Resolugédo da Diretoria Colegiada (RDC) N°18,
publicada pela ANVISA, estabeleceu a classificacdo, a denominacgéo, os requisitos de
composicdo e de rotulagem dos alimentos para os atletas.Segundo essa resolucéo,
estes alimentos sao formulados especificamente como auxilio alimentar para os atletas

diante do grande desgaste fisico nos quais sdo submetidos,atendendo as suas



caréncias em nutrientes e promover uma melhor performace nos treinos e competicoes
(GOSTON e CORREIA, 2009).

O uso complementar das vitaminas e sais minerais deve servir apenas como
forma de auxiliar para atingir as necessidades nutricionais, fundamentadas nas
quantidades sugeridas de consumo e sempre acompanhadas de orienta¢cdes médicas
ou nutricionais mesmo em casos de néo atletas (GOSTON e CORREIA, 2009). .

Em julho de 2018 a ANVISA estabeleceu uma nova resolucdo, Resolucédo da
Diretoria Colegiada - RDC N° 239,que classifica 0 Whey Protein como um suplemento
alimentar, devendo respeitar as quantidades de aditivos permitidos e coadjuvantes de

tecnologias.
1.1.4 Consumo

O uso de suplementos deve ser realizado por recomendacao de nutricionistas ou
profissional habilitado como estabelece a lei 8.234, que regulamenta a profissédo de
nutricionaistas. O uso sem a devida indicac&do ocorre por nao existir leis que fiscalizem

prescricao e venda dos suplementos (NOGUEIRA,2016).
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Figura 36-Pesquisa de campo de indicacdo do consumo do Whey Protein (BRITO, 2016)

Normalmentea utilizacdo de suplementos ndo é aconselhada adequadamente,
figura 7,sendo a maior indicagdo realizada pelo profissional de Educacdo Fisica,
seguido da indicacao de nutriconistas e vendedores, podendo prejudicar o usuariocom

0 uso indevido.
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Os consumidores devem ser conscientesde que o consumo além dos niveis
recomendados ndo aumentard a eficacia do produto. Sem uma correta prescricdo, o
suplemento ao invés de proporcionar efeitos benéficos poderd causar efeitos
prejudiciais a saude do consumidor, podendo ser desde efeitos leves e reversiveis até
extremamente graves como arritmia, alteracdo da presséo arterial, insdnia, sonoléncia,
irritabilidade, ansiedade, problemas renais e hepaticos (NOGUEIRA; SOUZA; BRITO,
2013).

1.1.5 Orgé&os responsaveis

Pode-se encontrar uma grande variacdo de metodologias de andlise de
alimentos em livros e artigos, porém somente os métodos oficiais podem ser utilizados
para emissdo de relatérios sobre os alimentos.

Estudos e pesquisas para publicacdo podem usar métodos padrdes ou métodos
modificados que por estatisticas apresentem confiabilidade em seus resultados (
meétodos validados).

Os métodos padrdes sao criados por agéncias nacionais e internacionais que
apresentem resultados reprodutiveis. Como referéncia internacional destaca-se a
AOAC (Official Analytical Chemiists International) que consiste no mais conhecido e
completo compedium de analise de alimentos e engloba os produtos em geral, e a
SMEDP (Standart methods for the Examination of dairy Products) que consiste no
compedium especifico para analise de leite e seus subprodutos e derivados.

Nacionalmente as metodologias do Instituto Adolfo Lutz e ANARA também séo
referéncias oficiais para relatérios e publicacdes, além das
metodologias especificas descritas em resolugcdes e instituicbes normativas
(Ministério da Agricultura e da Saude).

Para a determinacdo de componentes em concentragdes muito baixas ou de
tracos € recomendado pelo Instituto Adolfo Lutz, o uso de metodologias em
eguipamentos instrumentais como cromatografias gasosas e espectrometrias.

Elementos ou substéncias que contenham uma concentragdo maior do que 1%
do alimento, de acordo com as metodologias do Instituto Adolfo Lutz, podem ser
determinadas por métodos classicos, exemplo extragdo por solvente para lipidios e

titulacdo para determinacéo de proteinas.
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1.2 Espectrofotometria de Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

1.2.1 Definicéo

A espectrofotometria ultravioleta visivel € um método que estuda a interacdes
entre a luz com a matéria. Cada composto quimico absorve, transmite ou reflete luz ao
longo de um determinado intervalo de comprimento de onda. A espectrofotometria
pode ser utilizada para identificar e quantificar substancias quimicas a partir da
medicéo da absorcdo e transmissdo de luz que passa através da amostra utilizando a
lei de Lambert —Beer.( SARAN,2012).

1.2.2 Lei de Lambert Beer
Lei de Lambert-Beer, determina que absorbancia seja diretamente proporcional

a concentragéo da solucdo de amostra, como descrita pela equacdo 1. Onde:

e A é absorbancia medida;

e Ipé aintensidade da fonte luminosa;

e | é aintensidade luminosa detectada,;

e C é aconcentracdo (Mol.L-1) ;

e L é otamanho do caminho oOptico (cm)

e € ¢& a absortividade molar, que é uma constante e Unica de cada

substancia(L.mol™. cm™).

Equacéo 14- Lei de Lambert- Beer

A absorcao da radiacao visivel e ultravioleta depende do nimero e do arranjo
dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes.

A absorcédo de comprimentos de onda longos da radiacéo do ultravioleta e visivel
€ restrita e limitada a um namero de grupos funcionais chamados de cromdéforos, que
possuem energia de excitacdo consideravelmente baixa.(SKOOG,HOLLER,NIEMAN,
2002)
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1.2.3 Equipamento

Originalmente, os espectrofotometros UV-VIS foram desenvolvidos para
medidas de absorcdo em amostras liquidas, atualmente existem equipamento para a
leitura de substancias solidas. O espectrofotometro UV-Visivel € um equipamento multi-
propasito e que trabalha na faixa de comprimento de onda de 190 a 1100nm.

O espectrofotdbmetro € um aparelho capaz de produzir luz monocroméatica por
meio uma lampada deutério ou tungsténio e de detectar de uma forma sensivel a
guantidade de luz absorvida por uma amostra a um dado comprimento de onda.

A luz é transmitida da lampada para um sistema de espelhos e lentes. O raio
luminoso passa por uma fenda que deve atingir um prisma com rede difracdo e
decompor a luz branca em diferentes comprimentos de onda. Quanto menor for a
fenda, menor é a diferenca dos comprimentos de onda que chegam a amostra e assim
melhoram a resolugéo do resultado.

O sistema de deteccdo de um espectrofotdbmetro consiste num tubo
fotomultiplicador sensivel a luz. O tubo fotomultiplicador converte os sinais de luz em
sinais elétricos

Existem equipamentos que fazem o desconto do branco (teste dos reagentes)
automatico, que séo os sistemas de dupla fenda. No caso de equipamentos de uma
Unica fenda o valor lido de absorcdo para cada amostra deve ser tratado, sendo
descontando o valor do branco. O valor do branco nunca devera ser superior a 10 % do
valor observado numa amostra.

Caminho do espectro:

1- A luz branca emitida pela lampada passa através de uma rede de difracdo no
monocromador e € separada nos varios comprimentos de onda do espectro visivel.

2. O comprimento de onda desejado € selecionado através de um seletor

3. Parte da intensidade do feixe luminoso que incide na amostra é absorvida,
sendo a restante parte transmitida. A luz transmitida & direcionada para um detector
gue a transforma num sinal elétrico

4. O sinal elétrico gerado no trasndutor € transmitido para um amplificador de
sinal, onde a sua intensidade é aumentada.

5. O sinal amplificado sera recebido por um voltimetro, que da a leitura da
guantidade de luz que foi transmitida pela amostra. O mostrador pode indicar tanto

unidades de absorvancia como de transmitancia.
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Figura 37- Representacdo da Espectrofotometria de ultrtavioleta (UV-Vis) (TEIXEIRA,2012)

1.3 Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente

1.3.1 Definicao

A técnica que recebe o] nome em inglés de ICP-
AES (Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry), e em
portugués Espectrometria de Emissao optica por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES), € uma técnica de analise instrumental multielementar, capaz de realizar um alto
namero de determinacbes em uma faixa de tempo curto. Atécnica € baseada na
medida da intensidade da radiacéo emitida, quando um atomo ou ion excitado por uma
fonte de plasma de argbnio a alta temperatura, retorna ao seu estado fundamental
(MAGACHO, 2013-SKOOG, HOLLER and NIEMAN, 2002).

A técnica de ICP OES tem sido largamente empregada na determinacdo de
elementos de traco em alimentos, como o leite, pois se conseguem baixos limites de
deteccao, faixa linear de trabalho ampla e a possibilidade de se fazer determinacdes
simultaneas multielementares( KARADJOVA, 2000).

Nesta técnica o preparo das amostras € considerada um passo critico importante
na determinacdo dos elementos. Para minimizar os erros durante o preparo das

amostra, uma amostra controle é preparada simultaneamente com as demais a serem


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=An%C3%A1lise_qu%C3%ADmica_instrumental&action=edit&redlink=1
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analisadas. A escolha do procedimento de digestdo depende da natureza da matriz,
dos elementos a serem determinados e dos métodos instrumentais a serem usados em
sua determinacao(VOGEL, 2002).

1.3.2 Equipamento
O equipamento € composto por sistema de injecao de amostra, fonte de plasma
com acoplamento indutivo, gerador de radio frequéncia e espectrometro/detector.

Processador

| TRANSFERENCIA OPTICA |

!

T ——
gl

———Je—
DETECTOR

GERADOR DE RADIO FREQUENCIA J

PROCESSADOR

1\ ———> | COMPUTADOR

[ J
-

PERISTALTICA \

| ESPECTROMETRO OPTICO |

=

ARGONIO

| CAMARA DE NEBULIZAGAO

DESCARTE

AMOSTRA NEBULIZADOR

Figura 9- Representacao simplificada de um ICP-OES

A tocha é formada por trés canais convergentes com entradas individuais, figura
10. A tubulagéo externa (1) € a entrada para o0 gas, em que € formado o voertex de
Reed, servindo como isolante térmico e para a centralizacdo do plasma, na tubulacéo
intermediaria (2) ocorre a entrada do gas auxiliar que confere a estabilizacdo do
plasma. A tubulacdo interna (3) em que ocorre a entrada da amostra devido a
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nebulizacdo pneumatica da amostra com o gas argonio no formato de um aerossol.

(AIR PRODUCTS,2018)

)l

2 1

Figura 10- Representacdo para TOCHA

A regido do plasma é dividida em quatro partes, a primeira PHZ (ocorre a

atomizacao), a segunda nomeada de IRZ (excitacdo do atomo atomizado), a terceira

NAZ (ionizagdo e a excitagdo ibnica) e a quarta ocorre a formagédo oxido.
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Figura 11- Esquema do plasma detalhado
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1.3.3 Analise

A amostra é nebulizada com gas inerte, formando um aerossol dentro da
camara de nebulizacdo e segue para a tocha onde os elétrons serdo excitados.

Os elétrons da espécie emitem linhas espectrais de acordo com as suas
transicdes possiveis. A luz emitida € direcionada para uma lente que tem a funcéo de
ampliar a zona de descarga luminosa do plasma quando projetada sobre a fenda de
entrada, aumentando a iluminacéo para a rede de difracdo. O monocromador seleciona
as linhas para que o espectrbmetro para entdo o sinal ser processado e
computadorizado(MAGACHO, 2013).

1.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

1.4.1 Definicéo

A cromatografia tem como principio bésico,a separacdo de determinadas
misturas, utilizando dessa forma duas fases, uma mdvel e outra estacionaria. A fase
movel pode ser constituida por uma substancia liquida ou um gas, jA4 afase
estacionaria € composta por um liquido ou um sélido. ( WELTER,2018).

A cromatografia pode ser divida em dois grupos, planar ou de coluna, existindo
dessa forma varios tipos de cromatografia, por exemplo, cromatografia gasosa (CG),
liquida, de camada delgada entre outras.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLEEA ou também conhecida com a
sigla HPLC (High Performance Liquid Cromatography), faz parte do grupo de
classificacdo da cromatografia colunar. Essa técnica cromatografica normalmente é

empregada em amostras de alimentos, agua, solo, cosméticos, farmacos, etc...

1.4.2 Equipamento
O equipamento para a realizacdo desse tipo de cromatografia € denominado

de cromatdégrafo liquido que é constituido por varios sistemas, sendo eles:

. Sistema de reservatorio de fase movel;

. Sistema de bombeamento de fase movel;

. Sistema de injecao;

. Coluna cromatogréfica;

. Sistema de deteccdo (existe deteccdo por UV, fluorescéncia,

espectrofotometria de massas, etc.);

. Sistema de aquisicéo e registro de dados.
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Figura 12- Representacdo do equipamento de HPLC

1.4.3 Fases da cromatografia liquida

Para a fase estacionaria pode-se utilizar compostos sélidos ou liquidos.
Os sélidos normalmente sdo substancias absorventes, tais como, silica e carvao ativo,
e a separacdo é baseada em absorcdo. O composto liquido da fase estacionéaria &
denominado de pelicula delgada, sendo que nesse caso a base de separacdo de
misturas € denominada de particdo.

Na fase movel, pode-se utilizar um solvente puro ou uma mistura de alguns
solventes, por exemplo, metanol, acetonitrila e agua.Existem critérios para que o

solvente , puro ou misto, seja passivel de utilizacdo para a técnica. Estes critérios séo:

. Baixa viscosidade;

. Dissolucdo da amostra sem perca dos compostos;

. Polaridade adequada para a realizacdo da separacdo dos componentes
da amostra.

A eluicdo da amostra pode ser realizada de dois modos: a isocratica, em que a
composicdo da fase movel se apresenta constante durante o processo de analise, ou
modo gradiente, a composicédo da fase movel pode ser ajustada para variar durante a

realizagdo da analise de acordo com o tempo da mesma. (WELTER,2018)
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1.4.4 Aquisicao de dados e resultados

Para a cromatografia se utiliza sistemas de computacdo ou automacao para
aumentar a quantidade de dados coletados em relacdo ao tempo.A automacdo pode
ser em partes do equipamento como injecdo automatica ou um programa que realize
as aquisicOes de dados diretamente.

A aquisi¢cdo e tratamento de dados ir4 definir na precisdo de um pico gerado no

cromatograma, figura 13, sua relacdo com o tempo de injecao e intensidades.
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Figura 13- Cromatograma (WELTER,2018)

1.5 Umidade de alimentos

A determinacdo de umidade é uma das medidas mais importantes e utilizadas
na andalise de alimentos, pois correlata a estabilidade, qualidade e composicéo
influenciando na estocagem e embalagem do produto.

Umidade é dada como uma fracdo que engloba todos os constituintes volateis a
temperatura de 100°C — 105°C sendo que a porcentagem de umidade do alimento
(%U).

Em literatura estdo descritos diferentes metodologias oficiais para a
determinacdo de umidade em alimentos, tais como métodos por destilacdo
(Bidwell Sterling), quimicos (Karl Fischer) e fisicos ( estufa 105 °C).

O método gravimétrico indireto em estufa faz parte da metodologia oficial
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ,2008), baseia-se na remocao da agua por aquecimento
total da amostras, sendo o ar quente absorvido por uma camada muito fina do alimento

e entdo conduzido para o interior por condugéo (CUNHA,2018).


https://i1.wp.com/freitag.com.br/files/uploads/2018/07/exemplo-de-cromatograma.png
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No teste de umidade ocorre a perda de produtos volateis e agua. Existem trés
tipos de agua em alimentos:

o Agua adsorvida (esta presente nos espacgos inter granulares e
entre os poros do material. E eliminada com facilidade. Atua como meio de
dispersédo e nutriente para o crescimento de microrganismos ou reagoes
guimico-enzimaticas) (FENNEMA. 2010);

o Agua absorvida (uma parte da agua que esta adsorvida como uma
camada muito fina nas superficies internas e externas dos coldides
macromoleculares (amidos, pectinas, celuloses e proteinas) por meio de Forca
de Van der Waals e formacgao de ligagéo hidrogénio(FENNEMA. 2010);

o Agua ligada (estd combinada quimicamente com outras
substancias. Este tipo de dgua nado é utilizada como solvente, ndo permite o
desenvolvimento de microrganismos e é dificil de ser eliminada) (FENNEMA.
2010);

A equacdo 2 é padrao para realizar o calculo de umidade (%). Em que:
o Pi = Peso inicial da amostra

° Pf = Peso final da amostra.

Equacéo 15- Porcentagem de umidade no alimento

Umidade (%) = (Pi — Pf) x 100
Pi

Onde: O teor de umidade é a medida da quantidade total de agua contida num
alimento (agua total), e € geralmente expresso como uma porcentagem (%) do peso
total (FENNEMA. 2010).

1.6 Carboidratos

1.6.1 Definicao

Carboidratos sdo denominados como glicidios, sacarideos ou popularmente
conhecidos como acgucares. A denominacdo carboidrato, utilizada para as moléculas
que pertencem a este grupo, € consequéncia da sua estrutura quimica que possuli

atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio ligados da seguinte maneira (CH20)n.
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Os carboidratos podem ser classificados como monossacarideo (frutose),
oligossacarideo (lactose) ou polissacarideo (amido). Essa classificacdo esta baseada

no numero de moléculas ligadas entre si (Teixeira, 2012).

Figura 38- Representacdo da molécula de frutose



Figura 40- Representacdo da molécula de amido

—
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Diferentemente de outras fracdes, os carboidratos necessitam da combinacéo de
no minimo dois métodos para serem quantificados. Os mono e oligossacarideos podem
ser determinados em conjunto utilizando técnicas de cromatografia liquida ou DNS
(Acido 3,5-dinitrossalicilico) (somente aclicares redutores), porém os polissacarideos
necessitam de um método enzimatico para serem determinados por espectroscopia
(HU,2008).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) € o método mais
difundido para quantificacdo de moléculas, o que garante maior precisdo na medida de
concentracdo desses carboidratos em solucdo, porém para dosagem de acucares
redutores o método; descrito por Miller (1959), DNS, é considerado uma excelente
adaptacado e considerado um método modificado e aceito de analise pelo INSTITUTO

ADOLFO LUTZ.

1.6.2 Método de DNS

Acucares redutores sdo carboidratos que possuem seu grupo carbonilico livre,
capazes de se oxidar na presenca de agentes oxidantes em solugcdo alcalina. O
carbono carbonilico é oxidado a um grupo carboxilico.

Os carboidratos cujos carbonos sdo envolvidos em ligacdes glicosidicas sao
incapazes de assumirem a sua forma linear e, portanto, de se oxidarem em solucéo
alcalina, sdo denominados agucares néo redutores, como exemplo, a sacarose.

Os acucares redutores os mais importantes sdo a glicose, galactose, frutose e
lactose. Esses carboidratos sdo os mais presentes em processos de analises de
alimentos de origem lactea e vegetal. (NELSON; COX, 2014).

COOH CHO COOH ?OOH
: —= *
+
O,N NO, O,N NH,
Acido AR = acglcar redutor Acido Acido

3,5-dinitrossalicilico 3-amino-5-salicilico aldénico
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Figura 41-Representacdo de algumas moléculas de acucar e a diferenciacdo entre aglcar redutor
r ndo redutor e reacdo do DNS (NELSON;COX,2014)

1.7 Fibras

Quimicamente a fibra alimentar (FA) é composta, de polissacarideos de origem
vegetal interligados entre si formando uma rede tridimensional, com a presenca de
outras substédncias como proteinas de parede celular, lignina, compostos
fendlicos, fitatos, oxalatos e entre outros. (VASCONCELOS. 2016).

As fibras séo subclassificadas em fibras sollveis e fibras insolluveis de acordo
com a solubilidade de seus componentes em agua. Como exemplos de fibras sollveis

podem-se citar pectinas e para as fibras insollveis destaca-se a celulose.
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A determinacao de fibra alimentar pode ser realizada
por métodos gravimétricos, enzimico-gravimétricos, enzimico-quimicos por
espectrofotometria, enzimico-quimicos pro cromatografia a gas (CG), enzimico-

guimicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
1.8 Lipidios

1.8.1 Definicao

O leite bovino contém os mais complexos lipidios conhecidos. Os triacilglicerois
(triglicerideos) representam, sem duavida, a maior propor¢do dos lipidios,
compreendendo de 96 a 98% de seu total. No leite, os triacilgliceréis estdo presentes
como globulos de gordura, sendo grande parte dessa gordura sao retirados pelos
processos de producao do Whey Protein. (TONIAL,2009).

Os lipidios sdo conhecidos como 6leos e gorduras que apresentam baixa
solubilidade em agua. Possuem acidos graxos em sua estrutura, que sdo constituidos
de atomos de carbono e hidrogénio, e possui um grupo terminal, denominado carboxila
(COOH).

®
H-0—C—R H 0
acido gmxo H“(l:—O—C—R
®
}i-l H-C—0—C—R
H—(l:—OH ?
H—C—OH H—?—O—C—R
H—C—OH H
ll-l I nehicénde
glicerol

Figura 42- Representacdo de moléculas de lipidios (COX,2014).

Os lipidios sdo compostos sujeitos as reacdes de oxidacdo. A oxidagao lipidica

ocorre entre o oxigénio atmosférico e os acidos graxos insaturados dos lipidios. A
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oxidagdo provoca uma série de alteracdes indesejaveis no alimento como mudancga de
cor, sabor, aroma e textura, ela € a responsavel pela rancidez nos alimentos
(FREITAS,2017). Alguns fatores favorecem a reacdo de oxidacdo como o calor, luz e a
presenca de metais. Para impedir que ocorra a oxidacdo do alimento pode ser usado
embalagens modificadas que impegam a influéncia da luz como embalagens
laminadas.

A extracdo a quente é referéncia oficial do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008), neste processo a massa inicial permanece dentro da capsula
de extragcdo, somente o solvente a quente entra em contato com a amostra. O solvente
extrai a gordura da massa inicial e quando chega ao fim o ciclo de extracédo os lipidios

permanecem no baldo junto com o solvente.

1.8.2 Extracéo

A extracdo a quente € uma metodologia baseada em conceito gravimétrico que
considerada uma metodologia oficial de analise para esta classe. Utiliza um aparato
que permite a extracdo de lipidios através da continua passagem de um
solvente aquecido através da amostra. O solvente entdo é evaporado depois de
um ciclo de extracéo é realizado a pesagem da gordura extraida retida no baldo.

Quando desejavel pode-se injetar a gordura extraida em um HPLC e realizar
uma analise de identificacdo de lipidios presentes na amostra e quantifica-los

individualmente (FREITAS, 2017).
1.9 Proteinas

1.9.1 Definicao

As proteinas se caracterizam por ser 0 grupo mais abundante de
macromoléculas, encontradas dentro e fora das células, e de importancia vital aos
seres vivos. Suas funcbes sdo tdo amplas que englobam transporte de outras
moléculas, imunidade e construcdo de tecidos. A alimentacdo humana deve incluir
todas as classes de proteinas que sdo encontradas nas diferentes fontes (carne, peixe,
ovo, leite e derivados) (FELTRE, 2004). .
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Figura 43- Representacdo da molécula de proteina (CARDOSO0,2018)

Moléculas de proteinas muito grandes, pois sdo formadas pela unido sequencial
de aminoacidos por meio de ligacdes peptidicas que podem chegar a milhares de
aminoécidos (CARDOSO, 2018).

1.9.2 Extracéo

Existem dois métodos de terminacdo de proteina considerados oficiais
pela AOAC e pela ANVISA, sdo o método de biureto (método direto) e o método de
Kjeldahl (indireto). A reacdo de biureto caracteriza ligacfes peptidicas enquanto que
Kjeldahl determina o teor de nitrogénio total (proteina total).

A proteina do leite € comumente expressa como proteina total ou proteina bruta,
corresponde ao teor percentual de nitrogénio total (NT), sendo utilizado o fator de
conversao 6,38, consequente do teor médio de 15,67% de nitrogénio nas proteinas do

leite e que também seré considerado para o suplemento (AOAC, 1999 )

1.10 Inorgéanicos

Cada amostra possui em sua constituicho uma porcentagem de produtos
inorganicos. A porcentagem de inorganicos pode estar ligada a aminoacidos,
proteinas, carboidratos ou ser adicdo de um conservante.

Em 1999 pesquisas de controle detectaram uma deficiéncia nacional de cobre,
zinco, selénio e cobalto no sangue e no leite do gado brasileiro (ANVISA, 1999). Desde
entdo muitos fazendeiros complementam a alimentacdo do rebanho com racédo

especial acrescida destas substancias, além de calcio e sodio.
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1.10.1Legislacao

No Brasil os limites de metais potencialmente toxicos na alimentacdo sao
declarados pela ANVISA, sendo cobre 5,0 mg/kg,cobalto 0,05mg /kg, selénio
0,06mg/kg , zinco 25mg/kg (ANVISA, 2012)

A presenca de metais muitas vezes esta associada a localizagdo geografica,
seja na agua ou no solo.Alguns metais pesados sdo micro contaminante ambientais
gue podem estar presentes no leite e por consequéncia no soro do leite devido a
alimentacdo do gato, mas que possuem limites para sua presenca nos alimentos,
como Cadmio 0,05mg /kg, ,Cromo 0,05mg/kg , Estroncio 0,02mg/kg,
Manganés0,01mg/kg ,Molibdénio 0,01mg/kg .

1.10.2 Andlise
ICP OES é usado para analisar diversos elementos simultaneamente e para
niveis tdo baixos quanto 1-10 partes por bilhdo (ppb), o que é indicado para elementos
de tracos, em que o numero de fétons produzido é diretamente relacionado a
concentragéo desse elemento na amostra.
Na determinacdo de inorganicos, serdo contabilizados sodio, potassio,
magneésio, calcio, estréncio,cobalto, cromo, estanho, ferro, selénio, zinco, molibdénio e

manganeés.

1.10.3 Compostos inorganicos

O sdédio é o elemento inorganico mais presente em alimentos, de acordo com a
ANVISA o consumo desta substancia ndo pode ultrapassar as 2,0g/dia. Para ter o
mesmo resultado que o sddio proporciona nos alimentos, muitas industrias alimenticias
utilizam o potassio (K' ) como um substituto, porém sua interferéncia no corpo
humano é tdo severa quanto o sodio (ANVISA, 2012).

O magnésio € um dos minerais mais abundantes no corpo humano e
desempenha um papel fundamental em muitas das fungBes fisioldégicas do
organismo. O leite € uma das principais fontes alimentares de magnésio, tendo em
media 11mg no leite e 8mg no soro do leite. Algumas empresas adicionam 0 magnésio
na pasteurizacdo do leite para auxiliar na reducdo da contaminacdo bacteriana e a
deterioracdo (CARDOSO0,2013).

O célcio é o elemento inorganico em maior quantidade no leite, no soro do leite

estd presente com 47mg/100mg. E um mineral essencial para a construcdo e
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manutencdo dos 0ssos e dos dentes, além de ser muito importante para a contracdo
muscular e transmissao dos impulsos nervosos ( AVILA,2017).

Alguns metais séo classificados como importantes para o bom funcionamento do
corpo, sdo apenas adquiridos por alimentacdo. O ferro, zinco, cobre, cobalto e selénio
sao alguns destes exemplos, sendo que entre estes mencionados apenas o ferro nao
possui limite de acordo com a ANVISA.

Outros metais, mais pesados, podem ser detectados no soro do leite, mesmo
nao estando presentes na alimentacdo por racdo ou suplementacdo do gado. Sao
estes o cromo, cadmio, estréncio, manganés e molibdénio. Se estes metais séo
encontrados em concentracdes de tracos, muito menores que o limite legal, é
recomendado o estudo complementar da agua e do solo em que estes animais fazem

uso, para identificacdo de contaminacao cruzada. (AVILA, 2017).
1.11 Cafeina

1.11.1 Definigéo

A cafeina € um composto organico da familia dos alcaléides de nomenclatura
oficiall,3,7-trimetil-3,7-dihidro-1H-purina-2,6-diona, pertencente a classe de metil-
xantinas, sendo que a cafeina € um dos mais potentes dessa classe que incluem a
teobromina e a teofilina.

A cafeina é, de acordo com a revista New Scientist, € a "droga psicoativa" mais
popular. Nos Estados Unidos, estima-se que mais de 90% dos adultos a usam todos os
dias. Em moderacdo, a cafeina pode ter alguns efeitos positivos, mas em excesso
causa 0s mesmos problemas que qualquer outra droga ilegal, inclusive a abstinéncia
(ALVES,2002).

Muitos consumidores de suplementos alimentares do tipo Whey Protein também
fazem uso de cafeina comprimido como estimulante para a realizacdo do treino o que
somado as quantidades de cafeina de produtos diarios podem ultrapassar o limite

indicado como seguro pela ANVISA.
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Figura 44- Representacdo da molécula de cafeina (ALVES, 2002).

1.11.2 Estudo da cafeina no corpo humano

Um estudo sobre os efeitos da cafeina na salde humana indicou que seu
consumo moderado (maximo de 4,6 mg/kg de peso), praticado por adultos saudaveis
em idade reprodutiva, ndo esta associado a efeitos adversos. (ALVES,2012).

Em regulamentacédo brasileira a adicdo de cafeina em produtos alimentares nao
€ proibida desde que a informacéo da quantidade do produto esteja explicita no rotulo
nutricional e na embalagem, ndo podendo exceder a quantidade limite de 240mg de
cafeina por porcéo de alimento.

Os efeitos mais relatados da ingestdo da cafeina podem ser descritos como
aumento da capacidade de alerta e reducdo da fadiga, melhora no desempenho de
atividades fisicas, controle motor descontrolado, baixa qualidade do sono, irritabilidade,
surtos de ansiedade e aumento da pressdao arterial e  arritmia
cardiaca(BRENELLI,2003).

1.11.3 Quantificacéo

A quantificacdo e identificacdo da cafeina, por métodos oficiais, séo realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método de extracdo e quantificagdo por
solvente organico e com técnica gravimétrica s6 € recomendado para os casos de
farmacos. (SAITO,2006).

As andlises recentes da ANVISA detectaram a presenca de cafeina em
suplemento de Whey Protein concentrado, o que nao era relatado em nenhum rétulo,

por isso a importancia em realizar esse teste. (IMETRO,2017)
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2 Objetivo

Realizar o estudo de cinco marcas diferentes de Whey Protein concentrado e
verificar suas adequagbes com a nova resolucdo da diretoria (RDC) N° 239,
verificando carboidratos, proteinas, lipidios, fibras e presenca de cafeina.

3 Metodologia

Para realizar um estudo representativo de Whey Protein, foram selecionas cinco
marcas entre as quinze marcas mais consumida de suplemento no Brasil de acordo
com a pesquisa de (BRITO 2012).

A escolha do método de analise para cada classe de substancia presente no
suplemento considerou a disponibilidade de equipamentos e padrdes para obtencéo
de resultados representativos que respeitassem os métodos oficiais de andlise em
alimentos.

Para escolha de cada método também foi considerado a quantidade relativa do
componente analisado, composicdo quimica da amostra, especificidade e sensibilidade
dentre os métodos considerados oficiais de analise de alimento disponiveis no
laboratario.

A analise com repeticdo para cada amostra € aconselhavel como uma margem
de seguranca entre os resultados. A realizacdo de experimentos em triplicata foi
escolhida por ser um numero aceitavel entre a precisao e o tempo de trabalho. O valor
médio da triplicata € a melhor estimativa do teor do analito na amostra, enquanto que o
desvio padrdo € a estimativa do erro experimental em uma determinacdo, sendo que o

erro padrdo no valor médio da triplicata € menor pelo fator de 1/73.( PASSARI ,2011).

3.1 Pesquisade Campo

O consumo de suplemento alimentar é crescente no pais, a regulamentacéo de
distribuicdo e compra é livre, ndo sendo necessario um receituario.

Considerando a lei 8.234 somente nutricionistas, nutrélogos e endocrinogistas
poderiam indicar a quantidade e o formato de consumo de suplemento alimentar do

tipo Whey Protein.



31

Para a avaliacdo sobre a relevancia do projeto, foi desenvolvido umquestionério
online com seis perguntas (sexo, idade, praticante de atividade fisica regular,
consumidor de suplemento alimentar, consumidor de suplemento alimentar do tipo
Whey Protein e indicagdao do consumo de suplemento), com respostas andnimas
devendo ser respondido no prazo de duas semanas em diferentes academias na

cidade do Rio de Janeiro.
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Figura 45- Representagao do questionario realizado neste trabalho
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3.2 Umidade

Seguindo o método gravimétrico indireto,metodologia oficial Instituto Adolfo Lutz,
foi utilizada uma estufa com termostato calibrado em 105°C, as amostras em triplicatas
com 1g aproximadamente cada devendo permanecer por 6-8h em estufa ou até atingir
peso constante.

Para a realizacdo dessa andlise foi necessario o uso de cadinhos de vidros,
balanca analitica, estufa com controle de temperatura e dessecador para descanso da
amostra até poder ser pesada.

As pesagens devem ser realizadas com balanca analitica e com as amostras em
temperatura ambiente. As amostras devem permanecer em dessecadores até
atingirem a temperatura ambiente, para que nao sofram interferéncia pelo ambiente. (
INSTITUTO ADOLFO LUTZ,2008)

3.3 Carboidratos

Para a realizacéo da analise por DNS é necessario realizar uma curva padrdo de
algum acucar redutor, sendo recomendada glicose ou frutose, em cinco concentracées
diferentes. (0,2- 0,4- 0,6- 0,8 e 1,0 Mol/L).

Devera ser preparada uma solu¢cdo do suplemento, para cada triplicata,
contendo 0,59 do suplemento para 250 ml de &gua Millig. A solucdo deve ser
homogeneizada, devendo ser retirada uma aliquota de 2,00ml para um tubo de ensaio.

No tubo de ensaio com amostra de volume de 2,00ml, adicionar 1,00ml de
solucdo de NaOH 30% e 5,00ml de DNS. O tubo deve ser aquecido em banho Maria
por 5 minutos e resfriados. Deve-se adicionar 7,00ml de agua ultra pura fria. O mesmo
procedimento deve ser seguido para a curva padrao e para o branco.

As amostras devem ser lidas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
490 nm, sendo anotado o valor de absorbéncia. (FERNANDES, 2009).

3.4 Fibras
A fibra alimentar € composta, majoritariamente,de polissacarideos de origem
vegetal interligados entre si formando uma rede tridimensional. Teoricamente,

compostos do tipo Whey Protein ndo possuem fibras devido ao seu processo de
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producdo, mas podem ser encontradas fibras caso seja utilizada para aumentar o
volume do produto, resultado em uma adulteracao.

Existem fibras insoluveis (celulose, hemicelulose, pectina e ligninas) e fibras
soluveis (pectinas, B-glicanos, gomas, mucilagense algumas hemiceluloses).

A andlise indicada para determinacdo de fibra soluvel, insolivel e total € o
método enzimico-gravimétrico.

O processo comeca com a hidrolise do amido e proteinas utilizando enzimas. As

fibras vao precipitar e devem ser filtradas, secas em estufa e pesadas.

3.5 Lipidios

O conteddo lipidico é tradicionalmente determinado por métodos gravimétricos
através da extracdo com solventes. Existem varios métodos para extracdo de lipidios,
dentre eles, Soxhlet, hidrélise acida e Bligh; Dyer sdo os métodos de extracdo
dominantes para a avaliagdo do teor de lipidios em alimentos e ingredientes
alimenticios (FREITAS,2017)(HYVONEN, 1996; XIAO et al., 2012).

Os tratamentos quimicos e fisicos utilizados para extracdo de lipidios devem
remové-los de seus locais de ligacdo como membranas celulares, lipoproteinas e
glicolipideos. Além disso, os solventes utilizados para extracdo da gordura devem ter
uma elevada solubilidade para todos os compostos lipidicos e ser suficientemente
polar.

A extracdo com solvente a quente pode ser realizada com o equipamento de
Soxhlet ou com o extrator de lipidios acoplado. O baldo de fundo chato deve ser
pesado em balanca analitica junto com as bolas de vidro. Foi pesado proximo de 3g de
amostra na capsula de extracédo e o solvente utilizado é o éter de petréleo. A amostra
completou um ciclo (cerca de 90 mintos de extracdo), parte do solvente pode ser
recuperado. O excesso de solvente no baldo foi retirado por evaporagdo em capela.

Os balbes foram resfriados e pesados. A quantidade de lipidios corresponde a
diferenca entre as massas dos balbes vazios e a massa depois da extracao.
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ,2008)

3.6  Proteinas
O meétodo de Kjeldahl baseia-se na transformacéo do nitrogénio da amostra em

sulfato de amdnio através da digestdo com acido sulfarico e posterior destilacdo com
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liberacéo da amonia, que é fixada em solugéo &cida e titulada. Este método é dividido
em trés etapas principais: a digestéo, destilacao e titulagdo (MENDES, 2017).

Digestdo: Agquecimento da amostra (0,59) com acido sulfarico
concentrado (5 ml) até que todo o carbono e hidrogénio sejam oxidados, utilizando o
sal de sulfato de sodio ( eliminacdo da umidade da amostra) e sulfato de cobre penta
hidratado (aumentar a velocidade da reacado) como catalisador da reac&o. O nitrogénio

da proteina € reduzido e transformado em sulfato de amonio.
H,SO,
Matéria organica SOST + SOZT+ COZT +H,0+ (NH,), SO,

A

Destilacdo: Transformacao do nitrogénio presente na solucédo na forma de

sulfato de amonio (NH;") para NHz gasoso. Com adi¢cdo de NaOH concentrado e
aquecimento, ocorre a liberacdo do amoniaco , que é separada da mistura por

destilacdo. O gas entdo reage com uma solucdo de acido borico, formando borato de

amonio, que na presenca do indicador Tashiro torna a solugao azul-esverdeada.
(NH,),SO, +2NaOH ———>Na,SO0, + 2NH, I H.0

Titulagcdo: A etapa final consiste na titulagdo do borato de aménio com uma
solucdo de &cido sulfarico ou cloridrico padronizada. Nao € necesséario adicdo de
indicador, pois a solucdo azul-esverdeada deve passar para roxo quando o ponto de

equivaléncia da titulacado for atingido.
2NH4HZBO3 + HZSO4 - (NH4)ZSO4 + 2H3BO3

3.7 Inorganicos

O estudo e quantificagdo dos inorganicos presentes nas amostras foram
realizados em equipamento do tipo ICP-OES, devido a concentracéo ser de traco para
muitos dos constituintes.

A primeira parte do processo é a abertura da amostra. Em um sistema de
triplicatas, as amostra foram mensuradas com valores proximos de 2g cada em copos
de digestores. Foram adicionados 5,00 mL de acido nitrico concentrado e acido

cloridrico concentrado (1:1) e o sistema foi posto em aquecimento constante ate que
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toda a matéria organica seja oxidada. Quando necessario, foi adicionado uma
quantidade equivalente de &cidos nitrico e cloridrico na amostra.

A solucéo final apresentou coloracdo verde clara, neste caso levei a amostra até
guase a secura e adicionei apenas 2,00 mL de acido nitrico e retirei do aquecimento.

A solucao presente em cada copo de digestor foi transferida para um balédo
volumétrico de 250 mL quantitativamente.

A amostra presente no baldo foi injetada no equipamento de ICP-OES sob as

seguintes condicoes:

Potencia de Radiofrequéncia 150 W
Orientagdo da Tocha Modo Duo ( Axial e Radial)
Rotac¢édo da bomba 25 rpm
Vazdo do gas de nebulizacao 0,57 L.min™
Vazdo do gas auxiliar 1,0 L.min™
Vazéo do gas do plasma 12 L.min™
Tempo de integracéo 15s
Cémara de expansao Ciclbnica resistente a HF
Nebulizador Burgener Mira Mist

Para o controle séo realizados trés positivos contendo sais de nitritos ou cloretos
dos cétions que serdo analisados para verificar possiveis perdas durante a abertura.
Também foram realizadas uma triplicata de branco para analisar uma possivel

contaminacao dos solventes (ASMES, 2015).

3.8 Cafeina

Para ser analisada € necessaria a realizacdo da extracdo da cafeina do
suplemento alimentar. Foram pesadas amostras, em triplicatas de 0,02g
aproximadamente, em tubos de ensaio. Para o padrao, 0,01g em um tubo de ensaio
identificado como padrdo e um tubo de ensaio foi identificado como branco que nao
sera adicionado nenhum solido.

Em todos os tudo de ensaio foram adicionados 5,00mL de agua Millig, 1,00 mL
de solucéo de hidréxido de potassio 2M e 2,00 mL de TBME. (éter metil terc butilico).

As amostras devem ser centrifugadas por 20 minutos com 4000rpm. A fase
organica deve ser transferida para um tubo seco com pipeta de Pasteur e ser
evaporado em fluxo de nitrogénio por 15min. A amostra foi ressuspensa com 60 ul de
metanol: &gua (70:30)(V:V) para fazer a injecdo no HPLC

O HPLC foi utilizado seguindo os seguintes parametros :
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Condicdes cromatograficas

Coluna C18
Comprimento de onda 272nm
Volume de inje¢éo 20 pL
Vazéo da fase moével 1 mL/ min
Fase movel Metanol:agua (70:30)
Tempo de analise 15 min

A determinacéo da concentracdo da amostra foi dada pela integracao dos picos
utiizando uma solucdo padrdo como referéncia para o célculo da area.
(AOAC,1997)(Welter,2018).

4 Resultados e discussoes

4.1 Pesquisa de Campo

A pesquisa de mercado, quanto ao consumo do suplemento alimentar do topo
Whey Protein, foi realizada nas academias do Rio de Janeiro, llha do Governador,
entre os dias 7-10 de agosto de 2018. O questionario online foi preenchido por 1154
pessoas maiores de idade que frequentaram as academias durante este periodo como
alunos, professores ou visitantes.

Os dados recolhidos foram estudados e compuseram 0s seguintes graficos:

Identificagao sexual

M Feminino

B Masculino

\ @ Prefiro nao dizer

Gréfico 7-Identidade Sexual de consumidores de Whey Protein
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Idade de frequentadores de academia

M 18-25 anos
H 26-35 anos
[ 36-45 anos
l 45-60anos
@ Mais que 61 anos

Grafico 8-Relacdo daidade de frequentadores de academia

Consumo de suplemento alimentar

21,49%

W Sim, faz uso de
suplemnto

Gréfico 9- Relagcdo da porcentagem de consumidores de suplemento alimentar em
academias

Consumo do suplemento Whey
protein

51,99%

B Sim, consumidor de
Whey protein

® N3o é consumidor
deste produto

49,01 %

Gréafico 10- Relacdo de consumidores que fazem uso de suplemento do tipo Whey Protein
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Indicagao para o consumo de suplemento

14,38%
M Nutricionista/Endocrino/Médi
co

M Treinador/Professor de
academia

B Amigos/Familiares
B Vendedor

M Auto-indicagao
19,58%
[l Nao fago uso de nenhum
suplemento

Grafico 11- Relacdo daindicagdo para o consumo de Whey Protein

A pesquisa realizada para este trabalho vai ao encontro dos dados recolhido em
bibliografia, em que a grande maioria dos consumidores de suplementos alimentares
(63,26%) nao faz uso por recomendacdo médica, como prevé a legislacdo brasileira,
gréfico 5.

A maior parte de frequientadores de academia sdo mulheres e o publico alvo
majoritario é entre 18-35 anos.

Mais de 70% dos frequentadores de academia fazem uso de algum tipo de
suplemento alimentar, podendo ser cafeina, vitaminas, pds treinos entre outros. Entre
0os consumidores de suplementos alimentares variados (905 respostas), 49,01% é
consumidor de suplemento alimentar do tipo Whey Protein.

O investimento financeiro aplicado para o consumo do Whey Protein varia entre
85-473 reais, dependo da marca escolhida e o tipo de proteina (WPC, WPH, WPI).

4.2 Umidade
N&do é obrigatéria a indicacdo de umidade nos rotulos de produtos
industrializados. A umidade é importante para aumentar a conservagao de alimentos, o

recomendado € que os alimentos tenham menos de 15% de umidade em sua
constituicdo, (ANVISA, 2012).
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No teste de umidade ocorre a perda de produtos volateis e agua. Alguns volateis
podem ser determinados com uma abertura da amostra em recipiente fechado e a
agua ligada sera determinada por diferenca de porcentagem no produto final, sendo
guantificado somente a agua livre e a agua de adsorcéo.

Na regulamentacdo da ANVISA a agua livre e a agua de adsorgdo ndo sao
diferenciadas. O ensaio de atividade de agua nédo foi realizado por falta de
equipamento e por falta de necessidade desse tipo de analise para este trabalho. A
atividade de agua (Aw) corresponde a agua disponivel para que microrganismos
possam crescer e se desenvolver, portanto € uma andlise essencial para o estudo de
conservacao do alimento, mas € opcional para o estudo de constituicdo do alimento.

As cinco marcas diferentes de suplemento foram identificadas como A, B, C, D,
e E, Sendo que para cada marca foi realizado um ensaio em triplicatas sendo referidas
no contexto como A-1, A-2,A-3,B-1,B-2.B-3,C-1,C-2,C-3,D-1,D-2,D-3,E-1,E-2 e E-3.

Para realizar o calculo de umidade utilizamos da equacdo 3 e 4. A amostra em
seu estado natural, como é comercializada, € dita como amostra Umida, enquanto que

a massa depois do processo de estufa é dita como amostra seca.

Equacéo 16- porcentagem de umidade na amostra

Umidade (%) = (Massa seca — Massa umida)x100

Massa Umida

Equacéo 17- Massa da amostra volatilizada no processo de determinacédo de umidade

Massa seca — Massa Umida = Massa da Amostra Volatilizada

Tabela 1- Teste de umidade

Amostra Massa de amostra Massa de amostra Umidade (%) da
Uumida (g) volatilizada (g) amostra
A-1 1,0022 0,0581 5,80
A-2 1,0020 0,0582 5,81
A-3 1,0020 0,0579 5,78
B-1 1,0004 0,0699 6,99
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B-2 1,0016 0,0694 6,93
B-3 1,0014 0,0696 6,95
C-1 1,001 0,0687 6,86
C-2 1,0016 0,0632 6,31
C-3 1,0013 0,064 6,39
D-1 1,0008 0,0669 6,68
D-2 1,0017 0,0706 7,05
D-3 1,0008 0,0667 6,66
E-1 1,0014 0,0589 5,88
E-2 1,0012 0,0592 591
E-3 1,0012 0,0591 5,90

Entre os suplementos alimentares estudados, todas as amostras apresentaram
porcentagens de umidade proximas a valores encontrados em produtos lacteos
liofilizados. Entre as triplicadas somente as marcas C e D apresentaram valores
divergentes (C1 e D2) considerando a legislacggo RCD N° 232 que indica que a
diferenca porcentual entre as amostra ndo deve ser maior do que 5%, portanto

deveriam ser descartadas.

4.3 Carboidratos

A analise por espectrofotometria de UV-Vis necessita de uma curva de
calibracdo. O ideal é utilizar um produto similar ao que esperamos encontrar na analise,
no caso a glicose.

Em teoria a lactose é a substancia mais abundante que deveria ser encontrada
na classe de carboidrato do Whey Protein concentrado, porém o método de anélise se
baseia na reacdo em que a lactose em meio béasico sofre uma reacdo, gerando uma
molécula de glicose e galactose. (MORRISON,2011).

A curva analitica foi realizada utilizando o reagente de glicose padrdo, com

pureza de 99,9%, nas concentracfes pré-determinadas na metodologia.

Tabela 2- Curva da solucao de glicose
Curva Analitica
Amostra Concentracdo(Mol/L) Absorbancia Absorbéncia real
Branco 0 0,054 0
1 0,2 0,209 0,155
2 0,4 0,397 0,343
3 0,6 0,595 0,541
4 0,8 0,731 0,677
5 1 0,908 0,854
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Curva de calibragao - Glicose
1
- _A
£’ /
E 0,6 /
§ 04 / X3
Ke)
< 0,2 y = 0,8584x
R2? = 0,9965
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentragdo (Mol/L)

Gréfico 12- Curva de calibragcdo da solucéo de glicose, comprimento de onda em 490nm:

Tendo como equacdo de reta;

Equacédo 18- Equacao da reta referente a curva da solugéo de glicose

Y= 0,08584x R?=0,9965

O valor da absortividade molar é Unico para cada substancia e deve ser

calculado utilizando a equagéo 6.

Equacéo 19- Férmula de absortividade molar

A me-c- L

O tamanho da cubeta foi mantido durante toda a analise (1,00 cm) do material
guartzo, portanto a absortividade sera dada como o coeficiente angular da reta —
0,8584 (L/mol. cm).

A concentracdo das amostras € calcula pela equacéo 7. A equacdo 8 € com o
valor da absortividade e tamanho da cubeta ajustados e que o valor de absorcgao,
detectado no equipamento descontado o valor do branco( absor¢cao real), deve ser

substituido para que a concentracéo de carboidratos seja conhecida.

Equacao 20- Concentracéao pratica de carboidratos da amostra

Concentracéo Prética = A
Lx E
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Equacdo 21- concentracdo pratica de carboidratos da amostra com o valor de
absortividade.

Concentracao Experimental = A

0,8584 (L/mol*cm)

Equacédo 22- Porcentagem de carboidratos na amostra

Carboidratos (%) =Concentracdo Experimental x 0,25 x 100
Massa da amostra analisada

Sendo que na equacéo 8, temos 0,25 como o volume do baldo utilizado para o
preparo da solucdo das amostras de carboidratos.

Os testes de acucares sao baseados em reacfes de 6xido— reducédo pelo grupo
hidroxilico hemiacetélico do monossacarideo, que pode reagir com ions e formar
complexos coloridos ou por reacdes coloridas provenientes da condensacdo de
produtos de degradacdo dos acuUcares em acidos fortes com varios compostos
organicos como fenol e antrona.

Os monossacarideos sdo acucares redutores, o teste de DNS (acido
dinitrossalicilico) baseia-se na reacdo entre o acucar redutor e o &cido 3,5-
dinitrossalicilico (cor amarelo), que é reduzido a um composto colorido avermelhado, o

acido 3-amino5-nitrosalicilico, oxidando o monossacarideo redutor.



H—?io H-ﬁ:OH ?EOH
H—? OH ¢ OH —f—

Ho—rﬂ HO—f—H = HO f—H
H—C—OH HO—f';—H H—?—OH
H—¢™— OH H—¢™OH H=EON
H—C—OH CH20H CH20H
D-GUCOSE ENEDIOL coo - DFRUTOSE

+ NaOH em excesso
NO2 NO2

ALTERACAD DA COR
DO REAGENTE DNS

3 Scintrosalicibco
(AMARELD PARA LARANJA) g
"SI0

NO2 NH2

?00 Jamuno-Snitro saicilion
H—?_OH
Ho—f—H
H—? —OH
H —? —OH
CH20H
GLUCONATO

Figura 47- Reacéo de identificagdo do agucar com DNS

Figura: Yolanda Boza
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Figura 48- Imagem da curva de calibracdo da solucéo de glicose antes de ser analisada
em espectrofotometro.

Tabela 3- Resultados experimentais de carboidratos

Carboidratos

Amostra  Absorbancia Absorbancia pH Concentragéo Carboidratos
real préatica (%)
Branco 0,055 - 6,92 - -
A-1 0,492 0,437 6,09 0,5091 63,01
A-2 0,496 0,441 6,09 0,5137 63,18
A-3 0,491 0,436 6,1 0,5079 63,49
B-1 0,549 0,494 6,2 0,4310 53,29
B-2 0,533 0,478 6,2 0,4287 53,27
B-3 0,531 0,476 6,3 0,4287 53,08
C-1 0,536 0,481 6,01 0,4438 54,80
C-2 0,536 0,481 6,05 0,4438 54,72
C-3 0,532 0,477 6,05 0,4392 54,65
D-1 0,581 0,526 6,31 0,4963 61,15
D-2 0,581 0,526 6,32 0,4963 61,09
D-3 0,58 0,525 6,35 0,4951 61,12
/E-1 0,527 0,472 6,00 0,4334 52,82
E-2 0,532 0,477 6,01 0,4392 52,86
E-3 0,519 0,464 6,05 0,4240 52,77

4.4 Fibras
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Tabela 3- Resultados da analise de Fibras

N&o foi qualificado detectado nem quantificado em nenhuma amostra, estando de
acordo com o rétulo dos produtos.

Sua analise é importante para a verificacdo de amido presente na amostra. Em
casos de amostras que sado vendidas por peso do produto a adicdo de produtos com
uma maior massa e sem nenhum fim alimentar € comum em alimentos. (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

4.5 Lipidios

A quantidade de amostra proximo de 3 g deve ser pesada em capsula de
algodao em balanca analitica. Essa cépsula foi anexada no equipamento de extracao
lipidica. Por ser um estudo gravimétrico o copo de extracdo também deve ser pesado,
pois é uma técnica de diferenga de massas.

O solvente é evaporado do baldo e a gordura por ser ndo ser volatil permanece
no recipiente, para a realizacdo da analise utilizou-se o solvente etoxietano com ciclo

de 90 minutos para cada etapa do procedimento (extracao e refluxo).



Figura 49- Equipamento de extracao de lipidios
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Utilizando a equacgéo 10, podemos calcular a porcentagem de lipidios presente

na amostra inicial.

Equacéo 23-Porcentagem de lipidios da amostra

Lipidios (%) =Massa de lipidios x 100
Massa da amostra

Tabela 4- Resultados da analise de lipidios

Lipidios

Amostra Massa inicial(g) Massa de lipidios(g) Lipidios (%)

Branco 0 0,0001 0
A-1 3,024 0,1106 3,66
A-2 3,0238 0,1114 3,68
A-3 3,0269 0,1125 3,72
B-1 3,0037 0,527 17,55
B-2 3,0073 0,522 17,36
B-3 3,001 0,528 17,59
C-1 3,0057 0,1264 4,21
C-2 3,0004 0,1264 4,21
C-3 3,0011 0,1275 4,25
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D-1 3,0017 0,168 5,60
D-2 3,0038 0,179 5,96
D-3 3,0008 0,181 6,03
E-1 3,0012 0,481 16,03
E-2 3,0063 0,482 16,03
E-3 3,0009 0,479 15,96

Somente a primeira triplicata da amostra D (D1), possui um desvio significativo
quanto a porcentagem de lipidios, sendo superior a de 5% e ndo podendo ser utilizada
para comparag¢do com os valores tedricos de analise de acordo com a legislagdo RDC
N° 232.

4.6 Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas constituidas por uma cadeia ou mais de
aminoacidos. Existem 23 tipos de aminoacidos que séo classificados em grupos, sendo
0S aminoacidos essenciais 0s obtidos exclusivamente por alimentacdo de proteinas
gue os contenham.

A unido estabelecida entre dois aminoacidos adjacentes numa molécula recebe
0 nome de ligacao peptidica. Esse
tipo de ligacdo ocorre sempre por meio da reacdo entre o grupo amina de um
aminoécido e o grupo carboxila do outro.

No momento em que a proteina esta sendo sintetizada e as ligacdes peptidicas
estdo se formando, o radical carboxila perde um grupamento —OH (hidroxila), deixando
uma ligacéo livre. Simultaneamente, o radical amina de outro aminoacido perde um
atomo de hidrogénio (-H), ficando, também, com uma ligacao livre. Ja que existem
duas ligacdes livres, os aminoacidos tendem a se unir gerando uma molécula de agua.

A reacdo de condensacdo (ou sintese por desidratacdo) para a formacao da
proteina ocorre efetivamente entre o carbono (C) de um aminoacido e o nitrogénio (N)

do aminoacido vizinho, classificada como ligagédo covalente (C-N).


https://www.infoescola.com/bioquimica/aminoacidos/
https://www.infoescola.com/quimica/aminas/
https://www.infoescola.com/quimica/carboxila/
https://www.infoescola.com/quimica/hidroxila/
https://www.infoescola.com/elementos-quimicos/hidrogenio/
https://www.infoescola.com/elementos-quimicos/nitrogenio/
https://www.infoescola.com/quimica/ligacao-covalente/
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H->N C C H->N C C
L T, il e ™
R1 R2
Amino Acid Amino Acid
H (® H o
H>N C C N C C\
I I I OH
R4 H R
Amino Acid Amino Acid

Figura 50- Formacéao de uma ligacdo peptidica (Purgatto, 2014).

A ligacdo peptidica apresenta uma estrutura planar. Para romper uma ligacdo
peptidica, € necessario ocorrer uma hidrélise, dessa forma € possivel identificar e
guantificar os aminodacidos presentes nesta ligacao.

Na reacdo de quantificacdo de proteina total opta-se por estudar a quantidade
de nitrogénio na amostra e utilizar um fator de conversdo para determinar a
porcentagem de proteinas.

No método de Kjedhal, durante a digestdo da amostra como indica a figura 27,
elimina-se quase que por completo a matéria organica, restando apenas amoénio que
formara um sal, sulfato de aménio, sendo que o nitrogénio do sulfato de amoénio é
proveniente das moléculas de aminoacidos. Em meio basico e com aquecimento ocorre
o rompimento da protonacdo do o aménio, convertendo-se em amoniaco (NH3) que é
um gas, sendo utilizado o equipamento da figura 29.

A reacdo do gas amoniaco em acido bérico produz borato de amoénio, que em
contato com o indicador Tashiro visualmente apresenta uma cor verde.Durante a
titulacdo com &cido cloridrico a solugdo torna-se roxa indicando o ponto de
equivaléncia, como é exemplificado na figura 28. (Purgatto, 2014).

O indicador Tashiro pode ser adquirido pronto ou pode ser feito. O indicador é a

mistura 2:1 dos indicadores vermelho de metil e azul de metileno. O indicador é


https://www.infoescola.com/reacoes-quimicas/hidrolise/
https://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2012/03/ligacao-peptidica.jpg
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sensivel para as varia¢cdes de pH, sendo da cor verde para valores 5,8 ou maiores e
roxo para pHs iguais ou menores que 4,4.

Figura 51- Digestdo da amostra para analise de proteina
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Figura 52- Faixa de cores do indicador Tashiro

Figura 53- Equipamento de destilagdo utilizado na técnica de proteinas
O &cido cloridrico padronizado (0,347Mol/L) reage com 0 aménio na propor¢céo

1:1, portanto com base na concentracdo do acido cloridrico e na estequiometria da
reacdo € possivel estimar a concentragcdo de aménio. O calculo da porcentagem de
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7

nitrogénio é realizado de forma direta por meio da equagédo 11, que contempla o
volume de acido utilizado, o fator do nitrogénio de 0,014 e a massa inicial da amostra,

engquanto que a porcentagem de proteina é dada pela equacéo 12.

Equacao 24- Determinacao da porcentagem de nitrogénio nas amostras

Nitrogénio (%) = Volume de HCI x Concentracao HCI x 0,014 x 100
Massa da amostra

Equacéo 25- Determinacao da porcentagem do teor de proteinas nas amostras

Teor de proteinas (%) = Fator de nitrogénio x Nitrogénio (%)

O fator de nitrogénio escolhido foi de 6,35, o mesmo utilizado para outros
produtos lacteo em relatérios oficiais da ANVISA e Chemical Food.De acordo com a
legislagdo vigente, podemos ter uma diferenga porcentual no alimento em cada
categoria de 12% sem gque 0 mesmo seja considerado irregular de acordo com RDC N°
232. Entre as marcas estudadas, apenas a amostra A encontra-se dentro da variacao
permitida por legislacdo. As demais marcas apresentam porcentagens muito inferiores
com relacdo a dosagem de proteinas.

Tabela 54- Resultados da analise de proteinas

Amostra Massa nicial(g) Volume de HCI (mL) Nitrogénio (%) Proteinas (%)

Branco 0 0,1 0 0
A-1 0,5030 31,3 3,4586 22,0656
A-2 0,5026 31,5 3,4834 22,2243
A-3 0,5067 31,5 3,4552 22,0444
B-1 0,5006 38,1 4,2301 26,9882
B-2 0,5030 37,3 4,1215 26,2954
B-3 0,5006 37,3 4,1413 26,4215
C-1 0,5017 45,4 5,0296 32,0886
C-2 0,5001 45,4 5,0457 32,1913
C-3 0,5049 45,8 5,0417 32,1662
D-1 0,5000 38,3 4,2574 27,1624
D-2 0,5030 38,7 4,2762 27,2824
D-3 0,5002 38,3 4,2557 27,1515
E-1 0,5005 38,1 4,2310 26,9936
E-2 0,5002 38,4 4,2668 27,2224
E-3 0,5001 38,4 4,2677 27,2279
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4.7 Inorganicos

Uma amostra para ser determinada no equipamento ICP OES é necessario um
pré-tratamento, que recebe o nome de abertura, para que ndao haja acumulo de
material organico no equipamento.

Neste estudo foi utilizada uma abertura com uma mistura de &acido nitrico e
cloridrico concentrado. A digestdo com aquecimento faz com que toda a matéria
organica transforme-se em gas e agua, mantendo somente os analitos inorganicos em
uma solucédo acida.

Durante a abertura h4 um risco consideravel de contaminacdo ou perda do
analito, conduzindo assim a resultados inexatos ou “suspeitos” . Para este controle,foi
realizada uma abertura com uma mistura de sais que continham os analitos de
interesse em concentracdo conhecida nomeadas de ” P+”.

A andlise em ICP-OES fornece os resultados em concentracdo de miligramas
por litro, na tabela 6 compreendem os resultados do branco em triplicata(Br- teste dos
reagentes utilizados), os valores das triplicatas de amostra positiva (P+, amostras com
0 acréscimo intencional de sais) e os resultados das amostras.

No anexo 4, temos os resultados tratados. O tratamento de dados consiste em
descontar das amostras os valores das médias dos brancos e multiplicar a
concentracdo da amostra pela porcentagem média de perda dos analitos, como
indicado na equacdo 13. Sendo CRA a concentracdo real de analitos, CAE a
concentracdo do analitos experimentais, MCTB a meda da concentracdo das triplicatas

do branco e o PMP porcentagem média dos positivos.

Equacéo 26- Concentracéo real dos analitos

CRA =(CAE — MCTB )X PMP + (CAE — MCTB)

A tabela 6 apresenta os valores em miligramas indicado no rétulo dos

suplementos e o redimensionamento para a quantidade de amostra que foi utilizado
para esta analise.

Os resultados finais sdo indicados na tabela 8, em que sé&o apresentadas as
porcentagens das diferencas entre o tedrico (rétulo dos suplementos) e os valores

encontrados durante a andlise em ICP-OES.



7

55

Em algumas amostras a diferenca € maior do que 300%, porém nenhuma

amostra apresentou em sua constituicdo valores superiores aos limites de metais

pesados da legislacéo vigente. (ANVISA, 2012).

Tabela 6- Dados tedéricos da analise de ICP-OES

Valores teodricos A B cC D E
Mg (mg) 0,0383 0,2702 0,3549 0,1715 0,2251
Ca (mg) 5,6008 17,4157 10,71289 15,896 12,5682
Cd (mg) 0 0 0 0 0
Co (mg) 0 0 0 0 0
Cr(mg) 0,0917 0,2803 0,335585 0,183 0,3439
Cu (mQ) 0,0017 0,0038 0,00871 0,0065 0,0067
Fe(mg) 0,0867 0,2152 0,1484316 0,1029 0,1688
K(mg) 1,3502 3,2029 3,355845 2,4016 2,3135
Mn(mg) 0,006 0,0155 0,02259 0,02 0,0231
Mo(mg) 0,0001 0,0003 0,0004324 0,0004 0
Na(mg) 7,4678 1,126 3,0331 1,4867 1,3131
Se(mg) 0,0001 0,0004 0,000329 0,0002 0,0002
Sr(mg) 0,0001 0,0002 0,0002 0,0002 0,0002
Zn(mg) 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0002
Tabela 7- Dados experimentais tratados
Mg (mg) 0,1721 0,3466 0,3349 0,2685 0,2704
Ca (mg) 37,1438 36,7949 34,375 38,0937 33,5434
Cd (mg) 0 0,0011 0 0,0004 0,001
Co (mg) 0 0 0 0 0
Cr(mg) 0,0106 0,0162 0,0184 0,0187 0,0152
Cu (mg) 0,0227 0,031 0,0275 0,0129 0,0285
Fe(mg) 0,4002 0,1817 0,305 0,1226 0,26
K(mg) 45,2845 54,4051 67,3388 52,0203 45,6326
Mn(mg) 0,0498 0,0148 0,0267 0,0023 0,0027
Mo(mg) 0,0033 0,002 0,0053 0,0038 0,0003
Na(mg) 30,5764 21,3909 43,1892 23,0983 16,6076
Se(mg) 0,4729 0,0731 0,0351 0,0284 0,0318
Sr(mg) 0,0484 0,0356 0,0446 0,0277 0,0366
Zn(mg) 0,244 0,085 0,1206 0,0822 0,2311




Tabela 8- Diferenca entre os dados tedricos e experimentais

Diferenca (%) A B C D E
Mg (mg) 348,9952 28250253  -5,6474249  56,505902  20,139537
Ca (mg) 563,182 111,2751 220,8747 139,6425 166,8919
Cd (mg) 0 0 0 0 0
Co (mg) 0 0 0 0 0
Cr(mg) -88,4606 -94,2105 -94,5283 -89,7772 -95,5659
Cu (mg) 1220,4 726,192 215,505 98,3866 326,33
Fe(mg) 361,75129  -15,577126 105,5101 19,084106 54,023689
K(mg) 3253,906 1598,63 1906,613 2066,104 1872,415
Mn(mg) 729,702 -4,4276 18,3194 -88,632 -88,358
Mo(mg) 2810,1722 500,51923 1121,6581 962,18055 1572,7636
Na(mg) 309,44397 1799,7068 1323,896 1453,6802 1164,7693
Se(mg) 545489 20180,87 10568,09 14113,86 14452,39
Sr(mg) 60340,2 17716,8 22184.,4 13759 18199,8
Zn(mag) 406571 141647 120508,6 102598,2 115458,3
4.8 Cafeina
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Para ser analisada em HPLC,com os parametros definidos em metodologia, a
cafeina precisa ser extraida da amostra por desprotonacdo com solucdo de hidroxido
de potassio e posterior extracdo com o solvente TBME.

A desprotonacao da cafeina faz com que a molécula se torne quase que

insolivel em agua e altamente solluvel no solvente organico.

(@] CH;
0 CHz H;C ~N
HaC ot 1& + KOH - )\ .> + H2Oq
> o N N
)\ 4 |
fe] N NH* CHj
bu,

Figura 54- Reacéo de desprotonacéao.

Classes de substancias com efeitos similares a cafeina (metilxantinas) também

sdo extraidas para o solvente organico, vista que sofrem a mesma reagéo.
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1-Cafeina: R=R;=R,=CH,
2-Xantina: R=R;=R,=H
3-Teofilina: R=R;=CH;;R=H
4-Teobromina: R=H; R,=R,=CHj4

Figura 55- Estruturas de metilxantinas
Por ser uma andlise comparativa é necessario utilizar uma solugéo padrédo para
gue se possa estabelecer uma relacdo entre area do pico gerado pela analise em
HPLC e a concentracdo real da amostra.
Na a injecao foi escolhido um padrdo da marca Haber, que gerou os seguintes

dados do cromatograma:

Tabela 9- Resultados do cromatograma da injecdo do padrdo cafeina, teofilina e
teobromina.

Pico Tempo (min) Area Concentracéo (ppm)
1 3.324 355453 10
2 4171 325531 10
5.931 259389 10

Sendo o pico 1 a teobromina, pico 2 teofilina e o pico 3 a cafeina, figura 32.Cada
pico no cromatograma possui um espectro de absor¢do Unico, sendo o espectro de

absorcédo da cafeina em 272nm sendo representado na figura 33.



Figura 56- Cromatograma do padréo

Figura 57- Espectro de absorc¢ao do pico de padréo de cafeina no comprimento de onda 272nm

4.8.1 Tabela de resultados

Tabela 10- Valores do cromatograma das amostras

Amostra Presenca de Area do pico Tempo Concentragéao
cafeina (minuto) (ppm)

Branco - - - -
Padréo + 259389 5,931 10
A-1 + 16258626 6,156 626,8048
A-2 + 17054593 5,935 657,4910
A-3 - - - -
B-1 - - - -
B-2 + 9094516 6,091 350,6130
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B-3 + 9336574 9,213 359,9449
C-1 + 129312 5,965 4,9853
C-2 + 131888 5,884 5,0846
C-3 + 128948 10,337 4,9712
D-1 - - - -

D-2 + 126790 5,28 4,8880
D-3 + 127466 9,541 4,9141
E-1 + 19226141 5,672 741,2088
E-2 + 19597010 8,758 755,5066
E-3 + 19230153 7,208 741,3635

4.8.2 Cromatogramas



A-1

A-2

B-1

B-2

B-3

C-1

Figura 58- Cromatograma das amostras (1)
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Figura 59- Cromatograma das amostras (2)

A amostra A-3, B-1 e D-1 ndo apresentaram picos definidos ou que tivessem
espectros de absorcdo compativeis com o da cafeina, portanto ndo foi realizada a
integracao da area de nenhum pico.

Amostras A-1,A-2,B-2,B-3,E-1,E-2 e E-3, apresentaram cromatogramas com
picos unicos, bem formados e com espectros totalmente compativeis entre si e com o
padrao.

O pico da amostra B-1 nao foi integrado pois a analise terminou antes que 0 pico

fosse completamente formado. A extrapolacdo da integracdo da sua é&rea nao
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representaria adequadamente a concentracdo de cafeina nessa amostra. A amostra A-
3 foi desconsidera por apresentar um cromatograma e um espectro de absor¢cdo nao
definidos para a cafeina.

C-1, C-2, D-1,D-2 e D-3 apresentaram cromatogramas compativeis entre si,
porem bem diferentes das demais amostras. Os espectros de absorgéo referentes ao
altimo pico foram iguais aos do padrdo. Provavelmente a amostra apresenta uma
mistura de metilxantinas ou outra substancia por isso a presenca dos primeiros picos

do cromatograma.

4.9 Quantificagao geral da amostra

Tabela 11- comparacédo tedrica e experimental de carboidratos

Carboidrato (%) Carboidrato (%) teédrico Diferenca
experimental
A 63,22 63,31 9,00
B 53,21 9,75 445,74
C 54,72 12,90 324,18
D 61,12 11,71 421,94
E 52,82 10,31 412,32

Tabela 12- Comparacdo entre a porcentagem tedrica e experimental de proteina nas
amostras

Amostra Proteinas(%) Proteinas (%) tedricas Diferenca
experimental
A 22,11 25,83 14,40
B 26,56 77,9 65,90
C 32,15 77,41 58,46
D 27,19 71,42 61,92
E 27,15 75,00 63,80

Tabela 13- Comparacdao entre a porcentagem teorica e experimental de lipidios

Amostra Lipidios(%) Lipidios (%) tedrica Diferenca
Experimental
A 3,69 2,83 30,38
B 17,50 11,00 59,09
C 4,22 6,45 34,57
D 5,86 6,57 10,80
E 16,00 11,56 38,40

Tabela 145- Valores do rétulo dos produtos

Amostra  Proteinas Lipidios  Carboidratos Inorgénicos Umidade Total
A 25,83 2,83 63,31 0,000878 - 91,97
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B 77,90 11,00 9,75 0,00045 - 98,65
C 77,41 6,45 12,90 0,000279 - 96,76
D 71,42 6,57 11,71 0,000354 - 89,70 abela
E 75,00 11,56 10,31 0,000271 - 96,87 15-

Valores médios do produto considerando as analises realizadas

Amostra Proteinas Lipidios Carboidratos Inorgénicos Umidade Total

A 22,11 3,69 63,22 0,0007 5,79 94,81
B 26,56 17,50 53,21 0,0011 6,95 104,22
C 32,15 4,22 54,72 0,0009 6,35 97,44
D 27,19 5,86 61,12 0,0010 6,67 100,84
E 27,15 16 52,82 0,0008 5,89 101,86

4.10 Embalagem do produto

Para que a embalagem esteja de acordo com a legislacdo brasileira deve
apresentar todas as informacdes nutricionais, informacao de substancias coadjuvantes,
indicacdo de corante, ingredientes, responsavel técnico, nome da empresa, data de
validade, lote, modo de conservagao do produto, modo de uso do produto, nimero de
contado da empresa e localizacdo da industria (ANVISA, 2012).

Quando gualquer um destes itens esta em desacordo com a legislagéo o produto
pode ser confiscado pela vigilancia sanitaria, além da empresa e do comerciante

poderem receber uma multa.

Tabela 16- Conformidade do Rotulo dos produtos

Requisitos A B C D E
Informacdo nutricional - - - - -
Substancia coadjuvantes - - - - -
Corante + + + - +
Ingredientes - - - - -
Responsavel técnico + + + + +
Nome da empresa + + + + +
Data de validade + + + + +
Lote + + + + +

Modo de conservagao + - - + +
Modo de uso do produto - - - - -
Contato da empresa + + + + +
Localizagdo da empresa + + + - -

5 Concluséao
O estudp do perfil de frequentadores de academia, demonstrou uma maior
proporcdo de mulheres, sendo que a faixa de idade de freqiientadores é maior entre

18-35 anos. O perfil de consumidores de algum tipo de sueplemento alimentar supera
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0os 70% =, sendo que 49,01% destes consumidores fazem uso de algum tipo de
suplemento do tipo Whey Protein. Assim como nas pesquisas de BRITO entre 2013 e
2016, a indicacdo incorreta de consumo de suplemento alimentar € muito superior ao

da indicacdo médica, estando entdo de desacordo com a lei 8.234.

Todas as amostram apresentaram irregularidades no minimo em um quesito

analisado neste trabalho.

Em relacdo as quantidades de proteinas, que é o principal motivo do consumo
deste produto, as amostras se apresentaram inadequadas, pois apresentaram valores
muito menores em porcentagem de proteina do que as informadas nas embalagens,
sendo a excecdo a marca A.

Como era o esperado, a diferenca negativa encontrada na classe de proteinas,
foi quase que o mesmo encontrado na diferenca positiva da quantidade de carboidratos
nas amostras. Essa diferenca ndo pode ser considerada adulteragdo somente com
base na analise destes lotes, pois todas as aliqguotas pertencem ao mesmo lote. A
guantidade de carboidrato fora da referéncia pode ser um erro durante as filtracdes do
processo de producéo do suplemento.

Para caracterizar adulteracdo de produtos, varios lotes do mesmo deveriam ser
estudados e sendo encontrados valores padronizados entre as analises. Quando é
realizada uma analise e irregularidades sdo encontradas a empresa recebe um aviso,
se as irregularidades persistirem a empresa devera ser multada sendo 6érgao
responsavel por isso o IMETRO respeitando a legislagdo imposta pela ANVISA.

A quantidade de lipidios teve pequenas flutuacdes em relacdo ao esperado,
também podem estar ligadas a um erro no processo de separacdo de proteinas,
gordura e &gua da producdo de Whey Protein ou na producdo do soro leite. A
identificagcéo de lipidios presentes na amostra, analise em HPLC, poderia fornecer uma
indicacao de onde ocorreu o erro na producéo do suplemento.

O estudo de fibras durante este trabalho foi ao encontro do declarado no rotulo
dos produtos, ou seja, ndo apresentaram quantidades significativas de sua presenca no
suplemento utilizando a técnica de enzimo-gravimetrica.

A analise de inorgénicos apresentou resultados alarmantes. Amostras com mais
de 300% de variacdo em relacdo a descri¢cao do rétulo. Mesmo extrapolando os valores
encontrados para a quantidade indicada de consumo deste suplemento (60g/dia),
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nenhum analito de nenhuma amostra ultrapassa valores descritos como limites pela
ANVISA, nédo sendo prejudiciais para a saude.

Alguns analitos apresentaram valores mais discrepantes, como o0 sodio,
potassio, zinco e molibdénio.

O saodio e o potassio sdo importantes reguladores no organismo humano, muitas
empresas diminuem a presenca de sodio em seus alimentos devido a grande
popularidade negativa do mesmo, porém para compensar o efeito de conservante o
sédio € substituido por potassio.

O potassio teve uma das maiores variacbes entre os valores tedricos e 0s
praticos. A maior parte da populacdo desconhece os efeitos malignos deste analito na
corrente sanguinea, passando assim, despercebido a grande massa de consumidores.

O molibdénio possui limite de consumo por ser um metal potencialmente téxico,
mas também é importante para metabolismo humano. E presente em solos e plantas,
podem compor racdes de animais devido a sua importancia de diminuir o acumulo de
sulfitos e toxinas, importantes para a qualidade do leite bovino.

A presenca de cafeina néo € proibida em alimentos e suplementos alimentares,
tdo pouco se exige receita médica para 0 seu consumo, mas existe a obrigacdo de
indicacao visual e descritiva na embalagem e rotulo do produto, respectivamente,
guando presente.

Foram utilizados Whey Protein com base de baunilha, evitando qualquer
possibilidade de positivo de teobromina devido a presenca de cacau nas amostras,
mesmo assim as amostras em quantidades bem diferentes indicaram a presenca de
cafeina durante o estudo no HPLC.

As concentracdes de cafeina, determinadas pela anélise em HPLC, variaram de
5ppm até 300ppm entre as amostras avaliadas.

A divergéncia dos tempos entre os picos de uma mesma amostra foi um erro do
equipamento que apresentou variacao de fluxo de solvente durante a analise, erro que
pode ser corrigido utilizando outro equipamento, mas que nhao compromete a
identificacdo da cafeina, visto que sua identificacdo utilizou além da correspondéncia
do cromatrograma, a correspondéncia do espectro de absor¢cdo no comprimento de
onda 272 nm.

De acordo com a pesquisa (ZANARDO, 2018), 6,4% de usuarios de

suplementos fazem uso de cafeina. O consumo combinado do suplemento de cafeina e
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do suplemento de Whey Protein com cafeina podem causar arritmia cardiaca,
descontrole emocional e fisico, irregularidades de sono entre outros.
Na tabela 17 pode-se observar que nenhuma amostra esta em conformidade

total, sendo o sinal negativo inconformidade e o positivo conformidade.

Tabela 17- Conformidade geral das amostras

Amostra Carboidratos Proteinas Lipidios Fibras Inorganicos Cafeina
A + + - + - -
B - - - + - -
C - - + + - -
D - - + + - -
E - - - + - -

Entre as marcas analisadas e 0s seus resultados experimentais a amostra A &
mais indicada para o consumo, por apresentar maior regularidade entre o indicado no
rétulo do produto e os resultados determinados neste estudo.

O aumento do consumo de alimentos do tipo Whey Protein cresceu na mesma
propor¢ao que a sua producdo. Marcas novas surgem todos os dias no mercado e o
controle destas vendas e qualidade dos produtos sao ineficientes.

A legislacdo criada em julho de 2018 para a classe de suplementos foi de grande
importancia, mas € necessario que o0 seu controle seja rigido para que tenha efeitos
positivos. As marcas que produzem ou revendem suplementos alimentares, devem
condicionar os seus produtos as novas regras até julho de 2023, para que ndo sejam
multadas ou proibidas temporariamente de realizar a distribuicAo do produto,

garantindo o direito ao consumo de produtos sem adulteragdes.
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