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Abstract
The food supplement market is expanding worldwide, whey protein being the most consumed by exercisers, but most of the time its indication is not performed by nutritionists. The aim of this study was to analyze the quality of protein supplements for athletes (whey protein) marketed in individualized package or sachets in Teresina, PI. The following analyses were performed counts of: Staphylococcus coagulase positive, mesophilic heterotrophic bacteria and filamentous and yeast fungi, water activity; isolation and identification of these filamentous fungi; research of: dirt, caffeine and aflatoxins. The maximum counts obtained for the microorganisms researched were: coagulase positive Staphylococcus 2.73 CFU/g in log10; mesophilic heterotrophic bacteria 1.21 CFU/g in log10; filamentous and yeast fungi 1.64 CFU/g in log10. Fungi such as Aspergillus flavus, A. parasiticus and Aspergillus niger aggregates were isolated from the analyzed samples, although the results for water activity (between 0.30 and 0.60) did not favor the multiplication of fungi and other microorganisms present in the package. The sachets had the following foreign matter indicative of good practice failures: fragments, feces and insect eggs; hyphae; plastic threads and wood fragments. The two (100%) brands of chocolate flavored samples contained caffeine between 329.0 and 851.8 µg per 25 g serving. The B2 and D4 samples had AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2, the highest amount found in B2 was AFG2 with 177.6 µg/25g, in D4 AFG1 76.1 µg/25g. Consumers of whey protein sachets are exposed to amounts of aflatoxins that make them susceptible to mycotoxicosis, teratogenic, mutagenic and carcinogenic effects.
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INTRODUÇÃO
Entre os suplementos mais comercializados, o whey protein é o de maior aceitação entre os frequentadores de academias de musculação, por ser um produto que em geral é anunciado com um grande aporte proteico e níveis baixíssimos de gordura, sugestiona o indivíduo a crer que o consumo do próprio fará com que os resultados sejam potencializados principalmente quando o objetivo é hipertrofia muscular.
Diante do grande interesse das pessoas em consumir o whey protein, e por este ser um produto que passa por um longo processo de produção até chegar ao consumidor final, podendo, portanto, adquirir sujidades, micro-organismos e suas toxinas, surgiu o interesse em investigar as condições higiênicas e sanitárias desse produto exposto à venda na cidade de Teresina, PI. Para tanto, com este trabalho objetivou-se quantificar micro-organismos indicadores higiênico-sanitários (bactérias heterotróficas mesófilas, fungos filamentosos, leveduras e Staphylococcus coagulase positiva) isolar e identificar fungos filamentosos, pesquisar sujidades, aflatoxinas e cafeína em suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializados em embalagem individualizada ou sachês com dose única.
MATERIAL E MÉTODOS
Em julho de 2017 foram adquiridas em três estabelecimentos selecionados aleatoriamente, seis marcas de whey protein na forma de sachê ou embalagem individualizada com os sabores disponíveis em Teresina, PI. Para efeito de pesquisa, as marcas formam denominadas da seguinte forma: A (caramelo); B, C e D (baunilha); E e F (chocolate). Desta forma, o experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 4 (seis marcas e quatro repetições), totalizando 24 amostras. Após a compra, os sachês foram transportados em caixas isotérmicas até o Laboratório de Controle Microbiológico de Alimentos do Núcleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA), pertencente ao Centro de Ciências Agrárias, da Universidade Federal do Piauí (UFPI). 
Para realização da contagem de bactérias heterotróficas mesófilas utilizou-se o método de plaqueamento em profundidade ou pour plate (SILVA et al., 2017), em que foram transferidas alíquotas de 1,0 mL das diluições 10-1 a 10-3 para placas de Petri esterilizadas, em seguida adicionou-se ágar padrão para contagem (PCA) fundido. 	Na contagem de estafilococos coagulase positiva utilizou-se o método de contagem direta em placas. Já a contagem de fungos filamentosos e de leveduras em unidades formadoras de colônias por grama de whey protein foi realizada segundo metodologia de diluição decimal seriada em placas, descrita por Pitt et al., (2009). A identificação do gênero das colônias foi realizada segundo Samson et al. (2004) conforme as suas características macro e microscópicas.
[bookmark: _Hlk517335258]Foi realizada a determinação de atividade de água em ponto de orvalho em aparelho portátil marca Decagon, modelo Pawkit série PO 3413 conforme recomendação do fabricante, realizou-se ainda a análise do método de pesquisa de sujidades por digestão enzimática (WILDMAN), conforme descrito em Villela et al., (2004), para alimentos em pó. E foi feita a detecção e quantificação de Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1) e Cafeína por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Acoplada à Espectrometria de Massas (CLAE-EM).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O resultado das análises microbiológicas das amostras de sachês de whey protein está apresentado na Tab, 01, as amostras da marca C apresentaram as maiores contagens de Staphlylococcus coagulase positiva (ECP) dentre as marcas pesquisadas (P< 0,05). Em experimento realizado com whey protein na Arábia, Saudita Aljaloud e Ibrahim (2013) encontraram 5,54 UFC/g em log10 de ECP nas amostras, esta contaminação geralmente está associada aos manipuladores de alimentos, porém em leite e derivados pode ocorrer também em consequência da ordenha de vacas com mastite estafilocócica.

Tabela 1. Resultados médios das análises microbiológicas e da atividade de água nas amostras de embalagens individualizadas ou sachês dos suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, PI.
	Marca de whey
	ECP
	CBH
	CFL
	Atividade de água

	A
	0,00c ± 0,00
	2,72a,b± 0,35
	1,04a,b± 0,00
	-

	B
	0,00c ± 0,00
	0,00c ± 0,00
	1,04a,b± 0,00
	0,58

	C
	1,21a ± 0,15
	2,43a,b± 0,18
	1,64a ± 0,44
	0,48

	D
	1,04b ± 0,00
	2,15b ± 0,28
	0,61a,b± 0,18
	0,41

	E
	1,04b ± 0,00
	1,41b ± 0,33
	0,26b ± 2,00
	0,30

	F
	1,04b ± 0,00
	3,38a ± 0,96
	0,52a,b± 1,15
	0,60

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


(P< 0,05) CBH = Contagem de bactérias heterotróficas mesófilas por grama em logaritmo de base 10; ECP = Contagem de estafilococos coagulase positiva por grama em logaritmo de base 10; CFL = Contagem de Fungos filamentosos e leveduriformes por grama em logaritmo de base 10.
Podem ser utilizados por similaridade os parâmetros para ECP relativos ao leite em pó e ao soro de leite: destinado ao consumo máximo 1,00 UFC/g em log10 (IMPRESSA NACIONAL et al., 2020) para comparação de resultados podendo-se perceber que os valores obtidos nas amostras de whey protein não estão em conformidade visto que a maior quantidade encontrada foi 1,21 UFC/g em log10. Embora as contagens de CBH e CFL não sejam indicadores seguros para informar sobre a presença de patógenos ou toxinas em um alimento (SILVA et al., 2017), estes parâmetros servem como indicador da contaminação bacteriana em geral referente as condições de qualidade, vida de prateleira, higiene no preparo e no processamento do produto. 
Embora tenha-se constatado a presença de fungos filamentosos em todas as marcas, ao analisar a atividade de água (aw) das amostras de whey (Tab. 01) pode-se perceber valores incompatíveis com a multiplicação da maioria dos fungos filamentosos e de leveduriformes (aw mínimo de 0,80 e de 088, respectivamente), sendo incompatíveis também com a multiplicação de fungos xerofílicos que necessitam de valores mínimos de 0,66 (JAY, 2005; SILVA et al 2017). Nas amostras analisadas, não foram encontrados fungos dos gêneros Penicillium nem Fusarium (Tab. 02), entretanto, o gênero Aspergillus estava presente três marcas pesquisadas. Os fungos isolados são potencialmente produtores de aflatoxinas, substâncias hepatotóxicas, mutagênicas, teratogênicas e carcinogênicas, constituindo-se um para perigo potencial para o consumidor. Porém, as espécies isoladas de Aspergillus (Tab. 02) necessitam no mínimo de 0,78 de aw (SAMSON et al., 2004) e não teriam condições de se multiplicar nem de produzir micotoxinas nas amostras de whey protein, entretanto, em embalagens caso haja um aumento na umidade após embalagens abertas e utilizadas por tempo prolongado, que ocorre comumente em embalagens em potes e sacos até 2.200kg, o whey protein torna-se um substrato para desenvolvimento destes fungos e produção dos seus metabólitos. 

Tabela 2. Espécies de fungos filamentosos isolados e identificados nas amostras de embalagens individualizadas ou sachês dos suplementos proteicos para atletas (whey protein) comercializadas em Teresina, PI.
	Marca
	Espécies fúngicas isoladas nas amostras de whey

	
	Aspergillus
	Penicillium
	Fusarium

	A
	Aspergillus flavus 
	-
	-

	B
	Aspergillus parasiticus/ Aspergillus flavus 
	-
	-

	C
	-
	-
	-

	D
	Aspergillus parasiticus/ Aspergillus agregados Niger 
	-
	-

	E
	-
	-
	-

	F
	-
	-
	-



Foram capturados 141 fragmentos de sujidades e identificados por embalagem individualizada de whey protein. As marcas A, D e F possuíram maiores quantidades de sujidades em geral do que as demais, seguidas pelas marcas B e C, sendo a que apresentou menor registros foi a marca E. Foi possível identificar estruturas alheias aos componentes da whey como fragmentos e larva de artrópodes, fragmentos de fios plásticos, hifas, fragmentos de madeira e resíduos de fezes de insetos. A presença destas sujidades sugere descontrole nas boas práticas de fabricação especialmente ao que se refere ao controle integrado de pragas. Deste modo, a contaminação dos produtos por essas sujidades pode ter ocorrido em qualquer etapa do processo de produção desde a obtenção da matéria prima até o envase. Também pode ser consequência da utilização de embalagens que não estivessem adequadamente armazenadas. 

CONCLUSÕES
Bactérias heterotróficas mesófilas, fungos filamentosos e leveduras e Staphylococcus coagulase positiva estão presentes em embalagens individualizadas ou sachês suplementos proteicos para atletas (whey protein) em quantidades superiores da permitida. 
Embora fungos dos gêneros Penicillium e Fusarium não tenham sido isolados, as embalagens individualizadas de suplementos proteicos para atletas podem conter Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus agregados niger. A atividade de água do whey protein não favorece a multiplicação de Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger e os demais micro-organismos presentes na embalagem individualizada.
As marcas de suplementos proteicos para atletas (whey protein) disponíveis em embalagens individualizadas ou sachês estão em desacordo por possuírem as seguintes matérias estranhas indicativas de falhas das Boas Práticas: fragmentos e fezes de insetos, hifas e fios de plástico, ovos de insetos e fragmentos de madeira. Além que estão expostos quantidades de aflatoxinas que os tornam susceptíveis a micotoxicoses, efeitos teratogênicos, mutagênicos e carcinogênicos. 
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