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RESUMO

Atletas e praticantes de atividades fisicas associam o consumo de suplementos
proteicos a pratica de atividades fisicas para obter mais rapidamente melhores resultados. A
comercializacao de suplementos proteicos tem crescido bastante no Brasil, devido ao desejo
de obtencao de musculos e melhores desempenhos em atividades fisicas. Tendo em vista a
variedade de suplementos proteicos no mercado, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a fidedignidade do teor de proteinas rotulado por meio do doseamento de proteinas
totais, pelo método do Biutreto. Foram utilizadas doze amostras de suplementos a base de
proteinas do soro do leite, provenientes de diferentes fabricantes, obtidas por doagdo de
consumidores denominadas de A a L. Os resultados obtidos revelam que as amostras A, Ke L
apresentaram nao conformidade, por apresentarem teor de proteina fora dos limites permitidos
(=20 %). Os suplementos B, C, D, E, F, G, H, I e J apresentaram resultados dentro do teor
permitido para comercializagdo. A partir dos dados obtidos das andlises pelo método de
biureto pdde se concluir que 25% das amostras de whey protein apresentaram resultados que
refletem a falta de controle das industrias produtoras de whey protein, principalmente as
industrias que apresentam falta de comprometimento na producao de seus suplementos, onde
se pode ver que dois produtos da mesma marca apresentaram qualidade de solubilidade
diferente, sendo o caso do suplemento C (melhor resultado) e K, esta reprovada e com
problemas de solubilidade. Diante da necessidade dos usudrios de produtos proteicos, o
desenvolvimento de métodos confidveis para determinagdo e quantificacdo das proteinas
totais nos alimentos € essencial para a garantia da qualidade e seguranca dos suplementos

proteicos comercializados.

Palavras-chave: proteinas, suplementos proteicos, método de quantificacao.



ABSTRACT

Athletes and physical activity practitioners associate consumption of protein
supplements with physical activity to achieve better results faster. The commercialization of
protein supplements has grown significantly in Brazil, due to the desire to obtain muscles and
better performances in physical activities. In view of the variety of protein supplements on the
market, the present work had as objective to evaluate the reliability of the protein content
labeled by the total protein assay, using the Biutride method. Twelve samples of whey protein
supplements from different manufacturers obtained by donation of consumers known as A to
L. The results obtained show that samples A, K and L were non-compliant because they had a
content of protein outside the allowed limits (= 20%). The results showed that 25% of the
samples of whey protein were obtained from the data obtained from the biuret method,
Presented results that reflect the lack of control of the whey protein producing industries,
mainly the industries that present lack of commitment in the production of their supplements,
where it can be seen that two products of the same brand presented different solubility quality,
being the case of the supplement C (best result) and K, this one fails and solubility problems.
In view of the need of users of protein products, the development of reliable methods for
determination and quantification of total proteins in foods is essential to guarantee the quality

and safety of marketed protein supplements.

Keywords: Proteins, protein supplements, quantification method.
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1. INTRODUCAO

Na busca por uma melhor aparéncia fisica e por melhor qualidade de vida, atletas e
praticantes de atividades fisicas associam o consumo de suplementos proteicos a pratica de
atividades fisicas para obter mais rapidamente melhores resultados (ALVES et al., 2012).
Utilizam-se esses suplementos para substituicdo de proteinas da dieta, aumento do valor
bioldgico das proteinas da refeicdo e principalmente por seus efeitos anticatabolizantes e
anabolizante (MARANGON; MELOQO, 2012).

Dentre as fontes nutritivas mais completas, estdo as proteinas que t€ém um papel
fundamental no organismo, agindo na reparagdo e constru¢do de tecidos. Sdo essenciais em
dietas para perder gordura e em exercicios fisicos. Corresponde a aproximadamente 75% da
matéria sélida do corpo (STANGARLIN et al., 2011).

O consumo de proteinas, quando aliada a atividade fisica ocasiona um aumento da
performance, ganho de peso hipertrofia e prevencao da fadiga muscular, sendo que o whey
protein, um produto composto pelo concentrado do soro do leite é a fonte mais consumida
pelos praticantes de atividades fisicas (LOVATO et al., 2014).

A comercializacdo de suplementos proteicos tem crescido bastante no Brasil, devido
ao desejo de obtencdo de misculos e melhores desempenhos em atividades fisicas, em
particular, os frequentadores de academia, sendo hoje o principal publico a consumir esses
produtos. Pesquisas mostram que mais de 70% dos atletas de academias fazem uso de
suplementos alimentares sem qualquer orientacdo profissional, o que pode gerar riscos a
saide ao invés de beneficios. No Brasil, os usos abusivos de suplementos alimentares e
drogas tém aumentado, sem qualquer prescricdo médica ou orientagdo nutricional,
profissionais qualificados para atuarem nesse contexto (SCHNEIDER et al.,2008.)

Hallak; Fabrine; Peluzio. (2012) salientam que as industrias de suplementos proteicos
apresentam seus produtos aos consumidores como uma forma de alcancar os resultados
desejados em menor tempo, o que estimula uma maior procura desses produtos pelos atletas,
0 que gera maior uso indevido desses suplementos. A ingestdo de proteinas é fundamental
para o funcionamento do corpo, porém o excesso da proteina pode resultar em sérios
problemas de saide, como disfun¢des hepaticas e renais.

No entanto, tendo em vista a grande variedade de suplementos proteicos no mercado,
devido a comercializacdo indiscriminada, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria

(ANVISA) promoveu em 2014 o monitoramento desses produtos, com o intuito de observar
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se as proteinas comercializadas estavam dentro dos paramentos, proibindo a distribui¢io e
comercializacdo de 14 das 15 diferentes marcas analisadas de suplementos proteicos devido a
diversos tipos de fraudes, onde os valores obtidos pelos testes de doseamento de proteinas se
contradiziam com os valores encontrados nos rétulos dos produtos proteicos ou até mesmo
presenca de carboidratos em suplementos que acusavam ndo conter essa substancia (BRASIL,
2014).

E relevante a importancia de existir questionamentos sobre os suplementos proteicos
comercializados no Brasil, com finalidade de conferir a fidedignidade das informacgdes
nutricionais contidas na rotulagem desses produtos, além dos monitoramentos da qualidade
desses alimentos para que sejam atendidas as condi¢des necessdrias para a comercializacdo e
consumo seguro dos suplementos (CRUZ, 2013).

Diante a necessidade dos usudrios de produtos proteicos, o desenvolvimento de
métodos confidveis para determinacdo e quantificacdo das proteinas totais nos alimentos é
essencial para a garantia da qualidade e seguranca dos suplementos proteicos comercializados
ou qualquer outro produto.

O intuito deste estudo foi de quantificar proteinas totais em suplementos proteicos
consumidos por praticantes de atividades fisicas, que foi realizado com 12 amostras de whey
protein comercializados no Brasil. Todas as andlises foram feitas em triplicatas, para
assegurar um resultado preciso, visando comparar com os valores que foram encontrados nos
rétulos de cada produto e assim observar a veracidade dos valores declarados nas suas

embalagens.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a autenticidade da rotulagem de suplementos alimentares proteicos,

comercializados no Brasil, segundo a legislacdo brasileira vigente.

2.2.  Objetivos especificos

. Avaliar a concentracdo de proteinas nos rétulos dos suplementos proteicos a
base de proteinas do soro do leite, comercializados no Brasil, segundo a resolucdo n.18 de
2010 da ANVISA;

. Fazer o doseamento de proteinas totais em diferentes amostras de Whey
Protein pelo método de biureto;

. Comparar os resultados encontrados com as informagdes impressas na

rotulagem dos suplementos proteicos a base de proteinas do soro do leite.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Proteinas

As proteinas se caracterizam por ser o grupo mais abundante de macromoléculas,
encontradas dentro e fora das células, e de importancia vital aos seres vivos. Suas fungdes vao
desde catalise de reacOes quimicas, transporte de outras moléculas, transmissdo de impulsos
nervosos, prote¢ao imunitdria e funcdo hormonal, entre outras. As proteinas sdo componentes
essenciais a todos as células vivas e estdo relacionadas a praticamente a todas as fungdes
fisioldgicas sdo necessdrias na formagdo no crescimento € no desenvolvimento de tecidos
corporais, na formacdo de enzimas que regulam a producio e a geracao de energia (LOVATO
et al., 2014).

Apresentam fungdes e estruturas diversificadas e sdo sintetizadas a partir de apenas 20
aminodcidos essenciais. Sdo formados por conjuntos de 100 ou mais aminodcidos, que podem
repetir entre si. Formam os hormonios, anticorpos, as enzimas (catalisam reagdes quimicas) e
os componentes estruturais das células. Encontram-se no tecido muscular, nos 0ssos, no
sangue e outros fluidos orgénicos. As proteinas devem estar presentes na alimentacdo didria

na faixa de 10 a 15% das calorias totais (BRASIL, 2008).

3.2. Suplementos proteicos

Os suplementos proteicos devem ser constituidos de, no minimo, 65% de proteinas de
qualidade nutricional equivalente as proteinas de alto valor bioldgico, sendo estas formuladas
a partir da proteina intacta e/ou hidrolisada. Estes produtos podem conter vitaminas e ou
minerais, além de carboidratos e gorduras, desde que a soma dos percentuais do valor caldrico
total de ambos nao supere o percentual de proteinas (KUBOTANI, 2012).

A legislagdo vigente preconiza que o produto pronto para consumo deve conter, no
minimo, 10 g de proteina na por¢ao e um limite de variacao de 20% para mais ou para menos
nas quantidades, segundo a Resolucdo n.18 de 27 de abril de 2010 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010).

Entretanto, ha ainda, uma deficiéncia de uma legislacdo rigorosa em relacdo aos
suplementos alimentares que autorizam a sua venda sem receita médica falta de fiscalizacdo

periddica desses produtos e limites de variacdo mais estreitos em relacdo aos produtos
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certificados pela ANVISA que hoje admite uma variagdo de 20% frente ao descrito no rétulo
(LOVATO et al., 2014).

Ainda segundo a Resolucdo n° 18 de 27 de abril de 2010 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 2010) os alimentos proteicos devem obedecer alguns
requisitos, ou seja, obter no minimo 50% das calorias oriundas de proteinas; minimo de 65%
de proteina de alto valor biolgico. E permitida adicio de aminodcidos especificos para a
corre¢do do valor biologico. Opcionalmente, podem conter vitaminas e/ou minerais, além de
poder conter carboidratos e gorduras desde que o somatério energético de ambos ndo
ultrapasse o das proteinas (BRASIL, 2010).

Suplementos alimentares sdo considerados géneros alimenticios indicados apenas em
circunstancias em que hd impossibilidade de obter, a partir da dieta, um ou mais nutrientes em
quantidade e disponibilidade necessdria ao bom desenvolvimento ou manutengdo da saudde.
Sao facilmente encontrados em farmdcias, academias, internet e lojas especializadas e,
dependendo de sua categoria, podem ou ndo apresentar obrigatoriedade de registro na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e Ministério da Saude (MS)
(DALQUANO, 2006).

3.3. Consumo de proteinas

O mercado de suplementos alimentares e nutricionais no Brasil e no mundo tem
crescido solidamente, em ritmo muito mais acelerado do que o de outros setores econdmicos.
Mesmo durante a crise econdmica global iniciada em 2009, o setor de suplementos
alimentares manteve ritmo acelerado de crescimento (ALMEIDA, 2014).

O consumo de suplementos alimentares tornou-se um fendmeno, as promessas de
aumentar a for¢ca muscular, aumentar o desempenho, ou reduzir os excessos de gordura
fizeram com que o consumo fosse otimizado, em treinamentos de forca ou de atividades
aerdbicas ciclicas os suplementos alimentares estdo sempre presentes (PAGNONCELLI,
GRIGOLLO; GRIGOLO, 2014).

O aumento do uso de suplementos proteicos cresce a cada dia devido a pressdo da
sociedade e da midia em relacdo ao corpo padrao. As academias sdo os locais que favorecem
a disseminacdo desses padrdes estéticos estereotipados, como o corpo magro, com baixo

percentual de gordura ou com elevado volume e tonus muscular (KUBOTANI, 2012).
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Valendo destacar ainda que o consumo de suplementos ocorre, em sua maioria, pela indicacao
de professores de educacao fisica, amigos ou pelo acesso a internet.

As proteinas presentes no mercado brasileiro de suplementos esportivos sao
normalmente compostas pelo concentrado proteico do soro, um produto com alto valor
nutricional cuja concentracdo de proteinas varia entre 25 e 89%. (LOVATO et al., 2014).

O interesse da populacdo por uma vida mais sauddvel vem crescendo nos ultimos
anos. Esta tendéncia estd acompanhada do aumento da procura por alimentos com
propriedades funcionais. Entre os mais recentes, encontram-se os suplementos nutricionais a
base da proteina do soro do leite e da carne bovina, cujo efeito, segundo alguns autores,
ocorre através do estimulo a sintese proteica devido ao maior aporte de aminodcidos
essenciais (ALMEIDA et al., 2013).

A qualidade nutricional de uma proteina depende da sua composicao, digestibilidade,
absor¢do, biodisponibilidade de aminodcidos essenciais e de nitrogé€nios totais, sendo a
digestibilidade o primeiro fator que reflete a eficiéncia da utilizagdo proteica na dieta
considerado um condicionante de qualidade (PIRES et al., 2006).

As principais funcdes bioldgicas das proteinas do soro do leite bovino incluem:
reparagdo celular, construcdo e reparacao de musculos e 0ssos, geram energia, essencial para
quem pratica atividades fisicas, além de outros beneficios que estdo ligados a processos
metabdlicos do corpo, como atividade imunoestimulante, prote¢do ao sistema cardiovascular
e atividade antimicrobiana e antiviral (ALMEIDA et al., 2013).

A proteina tem sido consumida em altas quantidades por atletas de vdarias
modalidades, um fato preocupante em vista dos riscos que o consumo excessivo pode trazer 4
saude, uma vez que acreditam que o maior consumo de suplementos proteicos esta
relacionado com a aceleracdo do desempenho muscular e o seu melhoramento (OLIVEIRA,
2010). Mas, segundo Dalquano (2006), até o momento nao ha um consenso de que existe uma
relacdo direta entre o consumo de proteinas e desempenho do atleta, pois € observado que a
pequena quantidade de proteina necessdria para o desenvolvimento muscular durante o
treinamento € facilmente atingida por uma alimentagdo balanceada regular.

Os promissores resultados que os fabricantes de suplementos protéticos tém
encorajado o uso e aumentado a oferta de tais produtos no mercado, sem que haja uma
legislacao adequada para controlar esse mercado. A atuacdo dos profissionais de saude e a
educacdo do publico em geral contribuem grandiosamente para que haja o uso seguro e

eficiente desses produtos (ANVISA, 2014).
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Para os fisiculturistas ou pessoas interessadas em aumentar a massa corporal, a
mitologia das necessidades aumentadas de proteinas na dieta € assustadora. Os levantadores
de peso consomem algo ente 1 g e 3,5 g de proteina por quilograma de peso corporal por dia e
a maioria desta proteina estd na forma de suplemento (ALMEIDA, 2014).

A utilizagdo de suplementos com proteinas e aminodcidos comerciais tem aumentado
entre os atletas e esportistas, tendo como objetivo a substitui¢do de proteinas da dieta, o uso
para aumentar o valor bioldgico das proteinas da refeicdo e, ainda, por seus efeitos
anticatabolizantes e anabolizantes (MENON; SANTOS, 2012).

Os principais objetivos do consumo de suplementos entre os praticantes de atividades
fisicas € aumento do desempenho, ganho de peso, hipertrofia, definicdo e preven¢do da fadiga
muscular devido ao estresse oxidativo, sendo que o whey protein € a fonte consumida por
mais de 60% dos consumidores (LOVATO et al., 2014).

Os suplementos dietéticos proteicos sao classificados como alimentos para praticantes
de atividade fisica, segundo a RDC 18/2010 (BRASIL, 2010). Nesse novo grupo foram
incluidos, além da proteina, os suplementos energéticos, hidroeletroliticos, substitutos parciais
de refeicdes, creatina, cafeina e outros que podem ser autorizadas desde que haja seguranga
no uso e eficicia cientificamente comprovada (BRASIL, 2010).

As proteinas industrializadas sdo os suplementos alimentares mais consumidos por
praticantes de atividade fisicas, deve haver um controle efetivo das indistrias para que haja a
conformidade com a legislacdo. Os consumidores que procuram uma maneira rdpida e facil
para perder peso, ganhar massa muscular, melhorar a aparéncia ou mesmo obter outros
beneficios a saide devem ficar atentos a publicidade, pois em geral esses produtos nao
cumprem os beneficios anunciados e podem causar danos graves a saide por conterem
ingredientes que nao sdo seguros para serem consumidos como alimentos ou, ainda, conter
substancias com propriedades terapéuticas, que ndo podem ser consumidas sem

acompanhamento médico (ANVISA, 2014).
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3.4. Tipos de proteinas — whey protein

O soro do leite € o liquido residual extraido a partir da coagulagdo do leite destinado a
fabricacdo de queijos ou de caseina e pode ser obtido através de trés processos principais:
coagulagdo enzimatica, resultando na precipitacdo de caseinas, matéria-prima para a produgio
de queijos; precipitacdo 4cida ao atingir o pH isoelétrico da caseina; separacdo fisica das
micelas de caseina por microfiltracio (ALMEIDA et al., 2014).

Possuem alto valor nutricional, contendo alto teor de aminoacidos essenciais,
especialmente os de cadeia ramificada. Entre os diferentes procedimentos de extracdo de
proteinas do soro do leite, o whey protein pode ser classificado como Whey Protein
Concentrate (WPC), produto processado por ultra filtracdo e composto de 35 a 80% de
proteina; o Whey Protein Isolate (WPI), formulag@o proteica com mais de 90% de proteina
em sua composi¢cdo, obtido por troca idnica e diafiltracdo; e o Whey Protein Hydrolyzate
(WPH), em sua composi¢do apresenta cadeias de proteinas quebradas em menores segmentos,

chamados peptideos (OLIVEIRA et al., 2015).

3.4.1. Classificacoes do whey protein

Segundo Haraguchi; Abreu; Paula (2009) Carrilho (2013); Oliveira (2015); Vloger

(2015) os diferentes tipos de whey protein podem ser classificados em:

. Proteina de soro de leite concentrada: ndo € considerada a proteina mais pura
por passar por um processo minimo de filtragem durante o seu processamento. Ela contém
lactose, gorduras, carboidratos e minerais. Devido ao processo minimo de filtragem,
conservam-se mais fracdes benéficas da proteina do soro. E recomendada para quem estd em
dieta de reducdo caldrica e foco em ganho de massa muscular. Quanto ao valor, é mais

econdmica entre as demais.

. Proteina de soro de leite isolada: apresenta praticamente 100% de pureza. Para
se obter esse tipo de proteina, o soro € passado por processos mais rigidos de filtracdo, onde é
eliminado o colesterol, gorduras, lactose e hidratos de carbono, aumentando assim o nivel de
proteina. Considerada uma proteina completa, possui todos os aminodcidos necessarios para

uma dieta, é isenta de carboidratos (lactose), auxilia na definicdo e na constru¢do muscular.
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Proteina funcional isolada, ideal para fortificacdo em nutricdo clinica e esportiva. Apresenta

alta estabilidade no aquecimento e forma solucgdes claras.

. Proteina de soro de leite hidrolisada: Tanto as Proteinas Concentradas quando
as Isoladas podem ser Hidrolisadas. O processo de hidrélise consiste na quebra das moléculas
de proteinas em peptideos menores por processos quimicos ou enzimdticos, 0 que torna a
absorcdo mais facil e completa pelo organismo. As proteinas Lacprodan WPH DI 3071 e
Lacprodan Hydro 365 se destacam, ambas de alto valor nutricional, adequadas para nutricao
clinica e esportiva, formam solucdes de baixa viscosidade e possuem alta estabilidade
térmica. Com destaque para Lacprodan Hydro 365, nova geracdo de hidrolisados, que é

composta de pepitideos de cadeia curta, alto contetido de di e tripeptideos e de sabor neutro.

3.5. Rotulagem dos suplementos proteicos

A rotulagem nutricional facilita ao consumidor conhecer as propriedades nutricionais
dos alimentos, contribuindo para um consumo adequado dos mesmos. Devido a isso, as
industrias responsdveis pelos suplementos proteicos comercializados no Brasil devem se
adequar de acordo com as leis vigentes no pais, seguindo rigorosamente os regulamentos da
ANVISA para que as quantidades declaradas na rotulagem sejam realmente veridicas com as
quantidades encontradas no produto (LEITE, 2015).

A composi¢do de rotulagem € considerada um elemento fundamental para a satde
publica, pois identifica a origem, as caracteristicas nutricionais e composicoes dos produtos,
meios pelos quais o consumidor € orientado sobre a qualidade e quantidade de nutrientes do
alimento, o que propicia ao consumidor escolha mais apropriada, sendo indispensavel a
fidedignidade das informagOes apresentadas nos rétulos dos produtos (BRASIL, 2003).

A rotulagem dos alimentos permite ao consumidor, o acesso as informacdes
nutricionais obrigatérias e aos parametros indicativos de qualidade e seguranca de seu
consumo. Bem como, o acesso a essa informacdo atende as exigéncias da legislacdo sanitaria
vigente e impulsiona investimento, por parte da indudstria, na melhoria do perfil nutricional
dos produtos, cuja composi¢do declarada pode influenciar o consumidor quanto a sua
aquisicao (BRONZATTO et al., 2014).

O Regulamento Técnico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA)

estabelece a obrigatoriedade de declaracdo da quantidade do valor energético e de alguns
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nutrientes, como carboidratos, proteinas, gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans,
fibra alimentar e sodio nos rétulos de suplementos proteicos (BRASIL, 2014).

Segundo a Resolugdo - RDC n°® 360, de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003)
rotulagem nutricional é toda descri¢do destinada a informar ao consumidor sobre as
propriedades nutricionais de um alimento. A rotulagem nutricional compreende: a declaracao
de valor energético e nutriente e a declaracdo de propriedades nutricionais.

Além do mais, nos rétulos de todos os produtos previstos neste regulamento deve
constar a seguinte frase em destaque e negrito: "Este produto nao substitui uma alimentagao

equilibrada e seu consumo deve ser orientado por nutricionista ou médico” (BRASIL, 2010).

3.6. PRINCIPAIS METODOS DE QUANTIFICACAO DE PROTEIAS

Existem vérios métodos para a determinacdo de proteinas totais, que foram
desenvolvidos para diferentes amostras, tais como células bacterianas (Biureto), proteinas
dissolvidas (Bradford), alimentos (Biureto, Lowry, Bradford), plasma sanguineo (Biureto,
Lowry, Bradford), plantas (Lowry), entre outras (MIWA; FALCO; CALIJURI, 2008).

O método de Lowry se baseia numa mistura de molibdato, tungstato e dcido fosférico
(reagente de Folin Ciocalteau) que sofre uma reducdo quando reage com protefnas, na
presenca do catalisador Cu+2 e produz um composto em absor¢cado maxima de 750 nm. Os
aminodcidos cromdgenos sao tirosina e triptofano. O método de Lowry é altamente sensivel,
consome uma menor quantidade de amostras e dependendo do caso estd menos suscetivel a
alguns tipos de interferentes (ZAIA; ZAIA; LICHIG, 1998).

Apesar dessas vantagens, o método apresenta longo tempo de andlise, possui
absortividade especifica altamente varidvel para diferentes proteinas e segue a lei de Lambert-
Beer apenas numa pequena faixa de concentracdo de proteinas (LOWRY, 1951). Outra
desvantagem do método seria a interferéncia dos ifons magnésio (Mg2+) e célcio (Ca2+). A
hipdtese para a interferéncia do cdlcio ndo estd muito bem definida, mas a do magnésio seria
que o fon magnésio liga-se a proteina e a alguns constituintes do reagente B de Lowry e assim
reduz a sua sensibilidade ao reagente de Folin (XIE; BURNELL, 1994).

No método de Bradford, as leituras sdo feitas a 595 nm e o limite de deteccdo é de
2x10-5 mg.L-1 (WILSON; WALKER, 2000). Ocorre ligacao do corante azul de Coomassie
BG-250 com grupos funcionais basicos ou aromadticos das proteinas. Para isto ocorrer, a

proteina deve ter estrutura macromolecular, ou seja, de 8-9 liga¢cdes peptidicas no minimo. A
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ligacdao ocorre em dois minutos e esta dura aproximadamente duas horas (BRADFORD,
1976).

Segundo Zaia; Zaia; Lichig (1998), no pH de reagdo, a interacdo entre a proteina de
alto peso molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma
anidnica, que absorve fortemente em 595 nm.

O método de Bradford, é mais rdpido e sensivel que o de Lowry e tem sido utilizado
para a determinagdo de proteinas totais em diversos meios: plasma ou soro sanguineo, liquor,
saliva humana, produtos alimenticios, leite humano, tecidos de plantas, suspensdes de células,

avidina e estreptavidina, urina e detergentes (ZAIA; ZAIA; LICHIG, 1998).

3.6.1. Método de biureto

O método se baseia na reacdo do reativo do biureto, que é constituido de uma mistura
de cobre e hidréxido de sédio com um complexante que estabiliza o cobre em solugdo.
(GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949). O cobre, em meio alcalino, reage com
proteinas formando um complexo quadrado planar com a ligagdo peptidica. O produto de
reacdo apresenta duas bandas de absor¢do, uma em 270 nm e outra em 540 nm. Apesar da
banda na regido de 270 nm aumentar em seis vezes a sensibilidade do método do biureto, a
banda na regido de 540 nm € a mais utilizada para fins analiticos, porque diversas substancias,
normalmente presentes na maioria dos meios analisados, absorvem na regido de 270 nm
causando muita interferéncia no método (ITZHAKI; GILL, 1964).

O método de biureto tem sido aplicado para determinar a concentragdo de proteinas
totais em diversos meios, sendo eles: soro ou plasma sanguineo, liquido cérebro espinhal
(liquor), urina, alimentos, saliva, fibrinogénio e tecido animal. O método de biureto tem sido
também, utilizado em andlise por inje¢do em fluxo, assim como em alguns métodos cinéticos.
Apesar de ser répido, utilizar reagentes de baixo custo e ndo apresentar grande variacdo da
absortividade especifica para diferentes proteinas, este método ndo € muito sensivel,
colocando-o em grande desvantagem, em relagdo a outras metodologias, e por isto tem sido,
ao longo dos anos, substituido por métodos mais sensiveis. Mesmo assim, o método de
biureto continua sendo recomendado para a determinagao da concentragio de proteinas totais
em plasma sanguineo pela Associacdo Americana de Andlises Clinicas e por diversos autores,
bem como para a determinag@o de proteinas totais em saliva e leite, quando comparado com

outros métodos (ZAIA; ZAIA; LICHIG, 1998).
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Observa-se que o método de biureto estd sujeito a interferéncia de substancias que

possam reagir com os fons cobre (II).

Quadro 1. Algumas substincias que interferem na determinagdo de proteinas totais pelo método de biureto.

Interferentes Comentarios
Bilirrubina Absorve em 540 nm, sério interferente acima de 70 mg/L.
Amonio Sulfato de am6nio usado como precipitante de
proteinas; em meio alcalino amo6nia complexa cobre.
Lipidios Provoca turbidez nas amostras, com consequente
aumento da absorcdo das mesmas.
Hemoglobina Aumenta a absor¢do das amostras.
Causa turbidez nas amostras, em meio alcalino
Dextran -40 e 70 com tartarato, devido a formacdo de um complexo insoluivel
entre o dextran e cobre.
Peptideos e Reagem com cobre, sendo interferentes em métodos baseados em

aminodcidos livres | cinética de reagdo.
(His, Ser, Thr)

Melanina Provoca falso positivo
Tampao tris-HCL e | Reage com o cobre presente no reativo de biureto.
glicose
Lactose Provoca falso positivo.
Amido Provoca falso positivo.

Fonte: ZAIA; ZAIA.; LICHIG, 1998.

Dessa forma, o método de biureto foi a metodologia utilizada para a quantificacdo de
proteinas totais nos suplementos proteicos vindos do soro do leite, pretendendo-se chegar nos

resultados mais fidedignos possiveis.
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4. METODOLOGIA
4.1. Amostras
Foram utilizadas doze amostras de suplementos a base de proteinas do soro do leite,
provenientes de diferentes fabricantes, sendo utilizada trés por¢des (5 g cada), obtidas por
doacao de consumidores e denominadas de A a L.

4.2. Equipamentos:

° Balanca analitica, mod. AY 220, Marte, Minas Gerais — BR;
o Espectrofotometro UV-Vis Biospectro SP-220.

4.3. Vidrarias

. Baldo volumétrico de, 100 mL, 10 mL, 5 mL
) Béquer de 1000 mL;

. Funil de vidro;
. Bastao de vidro;
. Micropipetador.

4.4. Método de quantificacao de proteinas totais pelo método de biureto

A metodologia da andlise estabelece que as amostras dos suplementos proteicos para
atletas foram avaliadas quanto ao teor de proteinas totais pelo método de Biureto. Para esse
método, foi utilizado o Kit reagente de proteinas totais (solu¢do padrdo proteinas totais 5,0
g/dL e reagente de Biureto) da marca Biotécnica, seguindo-se a técnica de uso a qual
acompanha o kit.

Foi construido o grifico da linearidade (concentracdo da solucdo x absorbancia),
através da média de trés curvas de calibracdo utilizando concentracdes de 1,0, 1,5, 2,0, 2,5,
3,0 mg/mL do padrdo de proteinas totais. Apos o tempo de 10 minutos, foi realizada a leitura

em espectofotometro visivel no comprimento de onda de 550 nm, conforme especificado no
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kit. A partir da equacdo da reta obtida por regressdo linear, foi realizado o célculo do teor de

proteinas totais das amostras.

4.4.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

. Todas as amostras foram analisadas em triplicata;
. Foi preparada uma solucao estoque de concentragdo de 50 mg/mL;
o Houve a etapa de filtracdo e a partir do filtrado foi coletado 200 uL e diluido e

5 mL em reagente biureto;
o Foi deixado reagir por 10 minutos, como indicado no Kkit;

. Em seguida foi levada a solucao para leitura no espectrofotdmetro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo da concentra¢do acusada nos rétulos dos suplementos a base de soro do
leite foi realizada pelo método de biureto. Foram utilizadas 12 amostras, algumas com marcas
em comum, de abrangéncia nacional, obtidas por meio de doa¢des de praticantes de atividades

fisicas. Foram identificadas como amostras A, B, C, D, E, F, G, H, I, Ke L (figura 1).

Figura 1. Aspecto visual das 12 amostras de suplemento de Whey Protein analisadas.

Fonte: Proprio autor, 2017.

5.1. Curva de Calibracao

A curva de calibracdo utilizada para determinagdo do teor de proteinas nas amostras
analisadas estd representada na Figura 2. Foi obtida empregando se solucdes de padrido de
proteina total nas concentragdes de 1 a 3 mg/mL, tendo apresentado coeficiente de correlacao

(r2) superior a 0,99 e Coeficiente de Variacdo de 2,31%, o que demonstra linearidade e
p ¢ q
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precisdo aceitdveis na faixa estudada, conforme especificado pela Resolu¢do 899 (BRASIL,

2003).

Figura 2. Grafico representativo da curva de calibracio do padrio de proteina em reativo de biureto a

partir de dados obtidos em triplicata (£ = 550 nm).
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os dados encontrados a partir das andlises feitas nas 12 amostras de suplementos de

whey protein estdo expressos na tabela a seguir:

Tabela 1. Avaliacio entre o teor rotulado de proteinas com resultados obtidos pelo método de biureto.

R = =D =" =m0 aw >

100
90
90
38
74,07
83,33
77,5
75
37,5
76,67
80
63,33

74,16
70,27
88,89
53,23
84,03
78,67
88,43
76,53
46,06
84,48
59,49
29,19

2,29
2,52
1,91
5,33
3,93
2,62
6,19
6,15
6,06
4,41

2,42
5,72

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

- 25,84
- 19,73
- 1,11
+15,23
+9,96
- 4,66
+10,93
+1,53
+8,56
+7,81
- 20,51
-34,14
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De acordo com a metodologia empregada neste trabalho, os resultados das amostras A,
K e L apresentaram teor de proteinas totais abaixo do permitido (+ 20 %), sendo essas whey
proteins consideradas reprovadas.

Apesar da presenga de interferentes na composicdo das amostras, tais como, lipidios,
lactose ou amido, os quais podem levar a um aumento da absorc¢do espectrofotométrica pelo
método de Biureto, os dados obtidos no presente estudo, revelaram teores de proteinas, tanto
abaixo como acima dos valores rotulados, nas mesmas condi¢des de andlise. Contudo, sugere-
se a realizacdo de estudos adicionais comparativos utilizando outras metodologias para
determinac¢do de proteinas totais.

Os valores de coeficiente de variacdo das amostras F, G, H e K, nas mesmas condi¢des
de andlise das demais amostras, apresentaram-se acima de 5 %, o que pode refletir um
problema de homogeneidade das amostras, pois diferem dos valores de repeticao obtidos tanto
para a curva de calibrac¢do, quando para as demais amostras.

A anélise dos suplementos proteicos foi realizada com o objetivo comparativo entre os
resultados obtidos e os resultados apresentados nos rotulos. 75 % dos suplementos proteicos
analisados foram aprovados, com diferenca de teor variando de 1,1 % a 19,73%. Sendo que 6
amostras (D, E, G, H, I e J), com teor acima do rotulado variando de 1,53 % a 15,23 % e 3
amostras (B, C e F), apresentando teor abaixo do rotulado variando de 1,11 a 19,73 de
diferenca. Apesar dessa variacdo tdo divergente, as nove amostras encontravam-se dentro do
teor permitido para comercializacdo, estando de acordo com a variacdo da Resolucdo n° 360
da ANVISA estabelece que a diferenca entre os valores declarados e aqueles efetivamente
presentes deve ser de no maximo 20%, para mais ou para menos (BRASIL, 2010). Os
suplementos C, F e H apresentaram os melhores resultados entres amostras aprovadas, com
variacao respectiva de 1,1%, 4,66% e 1,53% da concentragdo acusada no rétulo, dando maior
destaque a amostra C, devido a sua maior fidedignidade com o valor rotulado.

Em relacdo as proteinas recusadas no teste, as amostras A, K e L (25 %), os valores
declarados pelo fabricante e a quantidade efetiva encontrada, apresentaram diferenca de teor
inferior ao expresso no rotulo e fora do limite de 20 % permitido, salientando que o
suplemento L foi a amostra com pior resultado no estudo (34,14 %) estando assim fora dos
parametros estabelecidos pela resolucao n® 360 da ANVISA.

Dessa forma, os produtos continham menos ou mais proteinas do que o apresentado no

rétulo ao consumidor, conforme apresentado na figura 3.
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Figura 3. Representacao grafica da diferenca entre o teor de proteina rotulado x teor encontrado nas

amostras de suplemento de Whey Protein analisadas.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Durante a realizacao deste estudo, foram observados problemas de solubilidade nas
amostras de suplementos D e K, pois foram as unicas que apresentavam dificuldade de
filtragdo, durando até trés vezes mais tempo que os outros suplementos.

Outra observacao importante foi que entre todas as amostras de suplementos, duas
eram da mesma marca (C e K), mas apenas a amostra mais popular, ou seja, a de menor custo
apresentou problemas de solubilidade. O filtrado dessa proteina era quase incolor, muito
diferente das outras que sempre apresentavam cor semelhante a solu¢do estoque antes da
filtragem. A leitura dessas amostras confirmou a suspeita de que tais amostras de proteinas
estavam com problemas de solubilidade, pois foram as Unicas que ndo reagiram com o biureto
e que tiveram valores quase nulos no espectrofotdmetro. Para resolver esse problema, houve
uma alteracdo no método, tornando esses dois suplementos peculiares em relagdo a
metodologia empregada, pela alteragdo da sequéncia da etapa de filtracdo, que foi realizada
somente apos a etapa de reagdo com o biureto, etapa que antecede a leitura. Essas alteracdes
possibilitaram a obten¢do de resultados adequados, solucionando, o problema de solubilidade
apresentado nas amostras C e K.

Problemas na solubilidade de suplementos proteicos comprometem sua
funcionalidade, o que pode acarretar em resultados desfavordvel para o usudrio, devido a uma
ma absorcdo provocada por esses problemas. A baixa solubilidade das proteinas em pH
estomacal € importante para o processo de coagulacdo. Devem-se formar codgulos firmes,

mas suficientemente macios para uma apropriada digestdo no intestino delgado. A formacao
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inapropriada de codgulos pode causar crescimento descontrolado de bactérias e desordens
intestinais (OLIVEIRA, 2010).

Segundo Pelegrine e Gasparetto (2003) a diminuic¢do na solubilidade proteica afeta de
maneira desfavordvel a sua funcionalidade. Por exemplo, a gelatinizacdo e a viscosidade
resultam das propriedades hidrodindmicas das proteinas, que por sua vez sdo afetadas pelo
tamanho e forma da proteina e s3o independentes da composi¢do e distribuicdo dos
aminodcidos.

Dentre os varios termos utilizados para designar a solubilidade proteica, encontram-se:
proteinas soliveis em dgua (WPS), proteinas dispersas em &4gua (WDP), indice de
dispensabilidade da proteina (PDI) e indice de solubilidade do nitrogénio (NSI)
(PELEGRINE; GASPARETTO, 2003)

E importante ratificar a questio das nio conformidades dos suplementos proteicos, ou
seja, a falta de nexo entre a concentracdo encontrada nos testes com a concentracdo de
proteinas acusada no rétulo. Uma das marcas afirmava que em uma por¢do do suplemento
continha 100% de proteinas, entrando em discordancia com os resultados obtidos, sendo
revelado que apresentava apenas 74,16%, esse é o exemplo do suplemento A. No caso do
suplemento D, o fabricante afirmava que em uma por¢do do suplemento continha 38% de
proteina, sendo encontrada uma quantidade superior ao declarado: 53,23%.

Com relacdo a divergéncia dentre a concentracao de proteinas rotulada e a encontrada
nas amostras, reflete um tipo de falha que pode comprometer tanto o resultado esperado de
um atleta por conter um percentual inferior ao necessario, como também levar a sérios danos
de saide ao consumidor, por conter mais proteinas que o necessario. Isso acaba tornando a
conduta do nutricionista complicada, pois esse profissional faz toda a anamnese do paciente e
chega a um resultado, sendo necessdrio prescrever um suplemento proteico para um paciente
que nao pode ultrapassar a quantidade necessaria didria. Mas, o papel das industrias nao
responsdveis podem comprometer tanto a conduta do profissional, quanto a saide ou
resultados estéticos que um atleta almeja.

Segundo Marchioni et al. (2004) a ingestdo proteica acima das necessidades organicas
leva ao aumento das reacdes catabdlicas de seus aminoécidos, desencadeando a produgdo de
subprodutos como ureia (H,NCONH,), trifosfato de adenosina (ATP), gis carbonico (CO»),
glicose (CgH;20g); acetil coenzima A e corpos cetonicos. Alguns destes subprodutos podem
resultar em efeitos adversos ao organismo. Proteinuria € a manifestacdo clinica mais comum

do dano glomerular, que frequentemente progride para niveis tdo altos quanto na sindrome
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nefrdtica e € descrita por uma circunstincia em que a urina contém uma quantidade anormal
de proteinas (MAGALHAES, 2007).

A perda da funcdo renal € diretamente relacionada a quantidade de proteindria e,
quando associada a hipertensao arterial e/ou diabetes mellitus, agrava o prognéstico da doenga
renal. Atualmente, tem sido também apontada como possivel biomarcador de doenca
cardiovascular. O aumento na ingestdo proteica pode ter relagdo direta ou indireta com o
diagndstico de proteintria, uma vez que esse aumento promove maior oferta de produtos
metabodlicos e das préprias proteinas disponiveis no organismo, no caso, na urina, além de
poder provocar também a acidose metabdlica, uremia e outras complicagdes. Além disso, é
recomendado valores entre 0,8 — 1,8g/kg de proteinas por dia. Esses valores abrangem a
necessidade desde pessoas sedentdrias até atletas de alto rendimento (MAGALHAES, 2007;
MENDES; BREGMAN, 2010).

A partir dos dados obtidos das andlises pelo método de biureto, pode-se observar que
25 9% das amostras de whey protein (3) apresentaram resultados que refletem a falta de
controle de qualidade das industrias produtoras de whey protein quanto a composi¢ao
centesimal dos produtos. Alertando para as indudstrias que apresentam falta de
comprometimento na producdo de seus suplementos, onde se pode ver que dois produtos da
mesma marca apresentaram qualidade de solubilidade diferente, sendo o caso do suplemento
C (melhor resultado) e K, observado que esta foi reprovada e com problemas de solubilidade.

E necessdrio que as industrias sigam a legislacio vigente de variacio rétulo/realidade
dos teores proteinas, uma vez que das 12 marcas analisadas, 5 delas se encontraram de acordo
com as concentragdes impressas nos rotulos. O nutricionista, portanto, deve ter uma visao
critica em relacdo a esses produtos, pois € esse profissional que prescreve com melhor
racionalidade para pacientes. Conhecer a composi¢do centesimal desses suplementos amplia a
visdo do profissional e também do consumidor, proporcionando através do conhecimento, a
escolha adequada de suplementos proteicos.

Dessa forma, é de grande importincia que as inddstrias tornem mais rigorosos seus
sistemas de produgdo e controle da qualidade para que entrem em acordo com a legislacao
vigente, aliado a uma fiscalizacdo mais efetiva da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria,
resultariam em produtos com uma melhor qualidade comprovada, resultando em maior

fidelidade e confiabilidade por parte dos consumidores.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos permitiram avaliar a autenticidade da rotulagem de suplementos

alimentares proteicos, comercializados no Brasil, segundo a legislacao brasileira vigente.

. Das 12 amostras analisadas, 3 (25 %), encontravam-se fora dos limites
permitidos pela legislacdo vigente;

. O doseamento de proteinas totais das amostras de Whey Protein pelo método
de Biureto apresentou resultados satisfatérios dentro das condi¢cdes experimentais empregadas
com = 0,9968 e CV = 2,31 %;

° Os resultados encontrados revelaram divergéncia variando de 1,11 a 34,14%
com relacdo as informacdes impressas na rotulagem, no entanto 75% das amostras (9)

encontravam-se dentro dos limites de variacao permitidos (+ 20 %).
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