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RESUMO

No Brasil ainda ndo ha nenhuma orientacdo oficial sobre o controle de
qualidade de produtos nutracéuticos. Considerando o risco potencial de
utilizacao de nutracéuticos com ma qualidade higiénico-sanitaria, esse trabalho
avaliou a qualidade microbiolégica de diferentes nutracéuticos comercializados
na cidade de Brasilia. Foram coletadas seis amostras de produtos
nutracéuticos (berinjela, roma&, graviola, guarana com acai e levedo de cerveja)
de cinco marcas diferentes em quatro estabelecimentos que comercializam
produtos naturais na cidade de Brasilia, DF. As analises microbiol6gicas
realizadas foram: contagem total dos microrganismos mesofilos, contagem total
de fungos, determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
e de coliformes termotolerantes e pesquisa de Staphylococcus aureus e de
Salmonella sp. Os resultados mostraram que as amostras de guarana com acai
e de levedo de cerveja apresentaram contagens de bactérias mesofilas acima
do permitido pela farmacopeia brasileira (>1,0x10* UFC/g) para matérias primas
de origem natural usadas em preparacao para uso oral. E das seis amostras
analisadas, quatro amostras (berinjela marca 1, graviola, guarand com acai e
levedo de cerveja) mostraram contagens de fungos acima do limite permitido
pela farmacopeia brasileira (>1,0x102 UFC/g). A amostra de guarana com agai
também apresentou enumeracdo de enterobactérias (coliformes totais) acima
do limite permitido pela farmacopeia brasileira (>1,0x102 NMP/g) e apresentou
elevada enumeragdo de coliformes termotolerantes (3,7x102 NMP/g).
Considerando as recomendac¢fes da Farmacopeia Brasileira, quatro amostras
(berinjela marca 1, graviola, guarana com acai e levedo de cerveja) foram
consideradas insatisfatérias para o consumo. Os resultados indicam a
necessidade de um controle microbiolégico mais rigoroso dos produtos

nutracéuticos.

Palavras chave: nutracéuticos; qualidade; contaminag&o microbiol6gica



ABSTRACT

In Brazil there is still no official guidance on the quality control of nutraceutical
products. Considering the potential risk of using nutraceuticals with poor
hygienic-sanitary quality, this work evaluated the microbiological quality of
different nutraceuticals marketed in the city of Brasilia. Six samples of
nutraceutical products (eggplant, pomegranate, graviola, guarana with acai and
beer yeast) were collected from five different brands in four establishments that
commercialize natural products in the city of Brasilia, DF. The microbiological
analyzes were: total counting of mesophilic bacteria, total fungal counts,
determination of the MPN of total coliforms and of thermotolerant coliforms and
detection of Staphylococcus aureus and Salmonella sp. The results showed
that the samples of guarana with acai and beer yeast presented mesophilic
bacterial counts above the Brazilian pharmacopoeia (> 1.0x10* UFC / g) for raw
materials of natural origin used in preparation for oral use. Of the six samples
analyzed, four samples (eggplant brand 1, graviola, guarana with acai and beer
yeast) showed fungal counts above the limit allowed by the Brazilian
pharmacopoeia (> 1.0x102 CFU / g). The sample guarana with acai also
presented enumeration of enterobacteria (total coliforms) above the limit
allowed by the Brazilian pharmacopoeia (> 1.0x10> MPN / g) and presented
high enumeration of thermotolerant coliforms (3,7x102 NMP / g). Considering
the recommendations of the Brazilian Pharmacopoeia, four samples (eggplant
brand 1, graviola, guarana with acai and beer yeast) were considered
unsatisfactory for consumption. The results indicate the need for a more

rigorous microbiological control of nutraceutical products.

Key words: nutraceutical products; quality; microbiological contamination
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1. INTRODUCAO
1.1. Nutracéuticos: definicao e legislacao

Os alimentos funcionais e o0s nutracéuticos comumente tém sido
considerados sinbnimos, no entanto, os alimentos funcionais sao definidos
como aqueles alimentos comuns, que quando consumidos como parte da dieta
convencional, além da funcao nutricional, sdo capazes de produzir beneficios a
salde, tais como a reducdo do risco de diversas doencas. Nesta definicdo
enquadram-se, por exemplo, alimentos que contribuem para o equilibrio da
flora intestinal, como leites fermentados contendo bifidobactérias
(BALDISSERA et al., 2011; PEDROSA, 2015).

Os nutracéuticos podem ser definidos como produtos concentrados,
isolados ou purificados de alimentos e que demonstrem ter beneficios
fisiologicos e a saude, incluindo a prevencdo e o tratamento de doencgas.
Geralmente sdo comercializados na forma de produtos farmacéuticos, como
capsulas, comprimidos, tabletes, pos, granulados, pastilhas, suspensfes e
solugbes. Essa variedade de produtos ndo pode ser classificada como
alimentos, sendo entdo um termo hibrido entre nutrientes e medicamentos. A
palavra nutracéutico nasceu da fusdo entre “nutricdo” e “farmacéutico” com o
intuito de distinguir os compostos bioativos dos alimentos dos medicamentos
(LIRA et al., 2009; PEDROSA, 2015). No entanto, varios 6rgaos regulatorios de
diferentes paises ndo reconhecem a definicdo de nutracéutico, enquadrando
estes compostos de diferentes formas (LIRA et al., 2009).

O Canada é um dos poucos paises que faz uma diferenciacédo legal
entre alimentos funcionais e nutracéuticos. De acordo com o Ministério da
Saude canadense, alimento funcional é “similar em aparéncia ou pode ser um
alimento convencional, consumido como parte da dieta normal que demonstrou
possuir beneficios fisioldgicos ou reduzir o risco de doencas crbnicas, além de
suas funcdes nutricionais basicas”, enquanto que nutracéutico é “um produto
isolado ou purificado de alimentos que é geralmente vendido na forma
medicinal ndo normalmente associado com alimento, que tenha demonstrado
possuir um beneficio fisiolégico ou prover protecdo contra uma doenca cronica”
(CANADA, 1998).
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Nos Estados Unidos, o termo nutracéutico n&o € reconhecido
oficialmente, no entanto, por suas caracteristicas, um nutracéutico poderia ser
enquadrado, parcialmente, como um suplemento dietético. Suplemento
dietético é definido como “um alimento, na sua forma nédo convencional, que
prové um componente para suplementar a dieta, através do aumento total da
ingestao diaria deste componente”. O 6rgdo regulatério dos EUA, Food and
Drug Administration (FDA), permite que o0s suplementos dietéticos sejam
comercializados sem a necessidade de serem submetidos a aprovacédo do
FDA. Como consequéncia, muitos produtos que contém substancias com
potencial efeito farmacolégico, tém sido vendidos livremente como ingredientes
de suplementos dietéticos nos Estados Unidos (LIRA et al., 2009).

A legislacao brasileira ndo reconhece oficialmente o termo nutracéutico,
entretanto, define substancia bioativa, que é a defini¢cdo oficial mais compativel
com o termo nutracéutico (LIRA et al. 2009). No Brasil, a legislacdo define
substancia bioativa como o nutriente com acdo metabdlica ou fisiol6gica
especifica no organismo, devendo estar presente em fontes alimentares, seja
de origem natural ou sintética, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica. O
produto deve ser seguro para 0 consumo humano, sem necessidade de
orientacdo e ou acompanhamento meédico. Excluem-se desta categoria: chas;
alimentos para praticantes de atividade fisica; produtos cuja finalidade de uso
indigue acdo terapéutica ou medicamentosa; produtos fitoterapicos;
suplemento vitaminico e ou de mineral; alimentos para nutrigdo enteral
(BRASIL, 2002).

Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 1999), os alimentos
comercializados em forma de capsulas, comprimidos ou outras férmulas
farmacéuticas e que nado apresentem alegacéo de propriedade funcional ou de
saude cientificamente comprovada, deverdo trazer no rétulo a seguinte
informacao: “O Ministério da Saude adverte: Ndo existem evidéncias cientificas
comprovadas de que este alimento previna, trate ou cure doengas”. Esses
alimentos devem ser registrados na categoria de Novos Alimentos, caso néo
tragam alegacOes de propriedade funcional e ou de saude (BRASIL 1999;
BRASIL, 2008). Na lista de novos ingredientes aprovados nas formas de
capsulas, comprimidos e tabletes estdo acai, berinjela, guarana e levedo de
cerveja (BRASIL, 2008).
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1.2. Consumo de berinjela e beneficios a saude

A berinjela (Solanum melongena L.) vem sendo amplamente consumida
no Brasil e em outros paises por ter efeito hipocolesterolémico. Varios efeitos
benéficos a saude séo atribuidos ao consumo da berinjela como: reducédo do
peso corpoéreo, acdo diurética, hipoglicemiante e hipolipemiante. Essas
propriedades funcionais da berinjela sdo devidas aos elevados teores de fibras
alimentares e compostos antioxidantes em sua composicdo (CARVALHO &
LINO, 2014; GONCALVES et al., 2006 a; ROSA et al., 2011).

Fibra alimentar € um composto que resiste total ou parcialmente a
digestdo no trato digestério de humanos. Dessa forma a fibra alimentar serve
de substrato para a microbiota normalmente presente no intestino grosso,
modula a velocidade de digestédo e absor¢cdo dos nutrientes e também promove
um aumento do transito intestinal prevenindo a constipacdo. Os efeitos das
fibras alimentares no trato gastrintestinal tém importantes consequéncias
metabdlicas que podem resultar em reducdo do risco de doencas
cardiovasculares, de certos tipos de céancer e de diabetes mellitus (Tipo 2)
(CARVALHO & LINO, 2014; GONCALVES et al., 2007).

Assim, por seu elevado teor de fibras, a berinjela € uma boa opcéo a ser
introduzida no cardéapio, podendo ser consumida in natura (100 g de berinjela in
natura contém 2,9 g de fibras alimentares). Outra opcdo de consumo da
berinjela é na forma seca (farinha ou p6 de berinjela), onde 100 g da farinha
contem 44,1% de fibras alimentares (DAS et al., 2011; PEREZ & GERMANI,
2004; SANTOS et al. 2002).

Além das fibras, a berinjela apresenta compostos que exercem funcéo
antioxidante como as saponinas, as niacinas e os flavondides. Os antioxidantes
sdo substancias que ajudam a combater os radicais livres, 0 que restringe os
efeitos maléficos destes no organismo humano (CARVALHO & LINO, 2014).

Alguns estudos avaliaram o efeito hipolipemiante da berinjela (DAS et
al., 2011; GONCALVES et al., 2006 b; ROSA et al., 2011). Gongalves et al.
(2006 b) estudaram o efeito de capsulas de berinjela (Solanum melongena L.),
administradas a mulheres com dislipidemias. As capsulas foram preparadas
com 360 mg de berinjela seca, cuja posologia foi: 3 cdpsulas ao dia, ingeridas

antes das refeicdes, por 90 dias. As pacientes também foram submetidas a um
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controle nutricional através da prescricdo de uma orientacdo dietoterapica
individual, pobre em gordura saturada e colesterol. Ao comparar os valores
médios do colesterol e suas fragbes (LDL, VLDL e TG), apdés 90 dias,
observou-se no grupo experimental, reducdo em todos o0s parametros

analisados.

1.3. Consumo de frutas como rom4, graviola, acai e beneficios a saude

A roma (Punica granatum L.) é uma fruta originaria do Oriente Médio. O
suco da roma apresenta em sua composicdo compostos fendlicos como:
antocianinas (delfinidina, cianidina e pelargonidina), quercetina, acidos
fendlicos (caféico, catequinico, clorogénico, orto e paracumarico, elagico, gélico
e quinico) e taninos. Os compostos fendlicos presentes na roma além de
atuarem como antioxidantes naturais s80 0s responsaveis pela intensa
coloracdo avermelhada do suco, a qual € um dos parametros de qualidade que
mais influencia na aceitacdo sensorial dos consumidores (JARDINI & FILHO,
2007).

O potencial antioxidante de um composto € determinado pela reatividade
dele como um doador de elétrons ou hidrogénio, capacidade de deslocar ou
estabilizar um elétron desemparelhado, reatividade com outro antioxidante e
reatividade com oxigénio molecular. Os antioxidantes sao agentes
responsaveis pela inibicdo e reducéo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células (MORAES & COLLA, 2006).

A formacdo de radicais livres esta associada com o metabolismo normal
de células aerdbicas. O consumo de oxigénio inerente a multiplicacdo celular
leva a geracdo de uma série de radicais livres. A interacdo destas espécies
com moléculas de natureza lipidica em excesso produz novos radicais:
hidroperoxidos e diferentes peréxidos. Estes grupos de radicais podem interagir
com os sistemas biolégicos de formas citotoxicas (MORAES & COLLA, 2006).
Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela
acdo destes antioxidantes, séo relativamente estaveis devido a ressonancia do

anel aromatico apresentada por estas substancias (SOARES, 2002).

13



Trabalhos experimentais demonstraram que os compostos fendlicos da
roma mostram capacidade de atenuagdo de fatores aterogénicos como
diminuicdo do LDL, diminuigdo da presséao arterial e diminuicdo da agregacéo
plaguetaria (AVIRAN et al., 2000; AVIRAN & DORNFELD, 2001), modulacdo
das respostas anti-inflamatoérias (ROSS et al., 2001) e modulacéo de enzimas
do sistema de defesa antioxidante enddégeno (superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase). O sistema de defesa antioxidante tem a func&o de inibir
e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos radicais livres.
(AJAIKUMAR et al., 2005).

A gravioleira € uma planta tropical originaria das Américas central e do
sul que produz os frutos popularmente conhecidos como graviola (Annona
muricata L.). Na medicina natural, partes da gravioleira (cascas, raizes, folhas,
polpa e sementes) ricas em compostos bioativos tém sido utilizadas para fins
terapéuticos e estudos recentes discutem sua promissora acao anticancerigena
(HAMIZAH et al., 2012; HANSRA et al., 2014; MOGHADAMTOUSI et al., 2015;
TORRES et al., 2012).

Pesquisas vém apontando que a polpa da graviola e seus residuos sao
excelentes fontes de minerais e de compostos bioativos, com destaque para os
compostos fendlicos. Atualmente foi descrita uma nova propriedade
relacionada ao fruto: sua acéo contra células cancerigenas, devido a presenca
das acetogeninas resultante da combinacdo de acidos graxos de larga cadeia
(C32 e C34) com uma unidade 2-propanol no carbono 2 para formar uma
lactona terminal, que inibem o crescimento das células cancerosas, mantendo
a integridade das células dos tecidos saudaveis (HANSRA et al., 2014).

A espécie vegetal Euterpe oleracea Mart, popularmente conhecida como
acaizeiro, € uma palmeira que ocorre de forma espontanea na regido
amazobnica, amplamente distribuida na floresta de véarzea, estendendo-se
desde o Brasil até a Venezuela e Guianas. O acai, fruto da palmeira do
acaizeiro, tem recebido muita atengdo nos ultimos anos, devido aos beneficios
a saude associado com a alta capacidade antioxidante dos seus compostos
bioativos. O Brasil se posiciona como 0 maior produtor, consumidor e
exportador de polpa de acai (ALMEIDA et al., 2004; MENEZES et al., 2008).
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A polpa de acai apresenta elevado valor energético por conter alto teor
de lipideos como Omegas 6 e 9, além de carboidratos, fibras, vitamina E,
proteinas, minerais (Mn, Fe, Zn, Cu, Cr) e grande quantidade de antioxidantes.
Antocianinas, proantocianidina e outros flavondides sdo os fitoquimicos
predominantes, mas as antocianinas sdo 0s compostos que mais contribuem
com a capacidade antioxidante da polpa do acai. No estudo de Menezes et al.
(2008) a polpa do acai liofilizada mostrou alto valor calorico (489,39 kcal/100g),
devido principalmente ao elevado conteudo lipidico (40,75%) dos quais 52,70%
representados pelo acido oleico (bmega 9) e 25,56% pelo acido palmitico. Os
carboidratos totais somaram 42,53% e o teor de proteinas foi de 8,13% na
polpa liofilizada. Os minerais observados em maior abundéancia foram potassio
(900 mg), calcio (330 mg) e magnésio (124,4 mg) em 100 g de polpa liofilizada.

A polpa do acai possui varios antioxidantes, mas as antocianinas,
proantocianidina e outros flavondides sdo o0s compostos bioativos
predominantes. As antocianinas sdo pigmentos hidrossollveis responsaveis
pela cor vermelha escura (violacea) caracteristica da polpa do acai. Quanto
mais escura a polpa do acai, maior sera a concentracdo de antocianinas (DEL
POZO-INSFRAN et al., 2004; SANTOS et al., 2008).

Trabalhos experimentais demonstraram que as antocianinas da polpa de
acai mostram capacidade antioxidante (LICHTENTHALER et al., 2005),
antiinflamatéria  (SCHAUSS et al, 2009), acdo imunomoduladora
(HOLDERNESS et al. 2011) e melhora do perfil lipidico (SOUZA et al., 2010).
Souza et al. (2010) investigaram o efeito hipocolesterolémico da ingestdo de
polpa de acai seca na proporcdo de 2% em ratos alimentados com dieta
hipercolesterolémica durante seis semanas. Os resultados mostraram que 0s
animais que receberam a dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento
nos niveis de colesterol total (CT) e LDL. A suplementacdo deste grupo com

acai causou um efeito hipocolesterolémico, reduzindo os niveis de CT e LDL.

1.4. Consumo de guarana e beneficios a saude

O guarana (Paullinia cupana Kunth) é uma planta trepadeira originaria
da Amazobnia, podendo atingir 10 m de altura, gerando cachos com até 50

frutos, cada qual possuindo de uma a trés sementes, sendo um produto
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legitimamente brasileiro. A semente € a parte utilizavel da planta, a qual é seca
e moida para a obtencdo do pé de guarand. O guarana em poO possui alto
conteltdo de cafeina (de 2,5 a 6,0%). Possui também propriedades
antioxidantes, devido a presenca de taninos do tipo catequina e/ou
epicatequinas (RIBEIRO et al., 2012). O conteudo de cafeina do guarana é 4
vezes maior que o do café e 30 vezes maior do que o do cacau (EDWARDS et
al., 2005).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € a droga mais consumida mundialmente
por adultos, podendo ser encontrada em inumeros alimentos e bebidas como
no chocolate, café, refrigerantes e outros. Em termos fisioldgicos, a cafeina age
como estimulante, aumentando a atividade do sistema nervoso central
(AGUIAR et al., 2012).

Os efeitos comportamentais mais notaveis da cafeina ocorrem apos a
ingestdo de doses baixas a moderadas (50 a 300 mg) deste composto,
verificando-se uma melhoria na performance cognitiva e psicomotora do
consumidor (melhoria do estado de alerta, da energia, da capacidade de
concentracdo, do desempenho em tarefas simples, da vigilancia auditiva, do
tempo de retencdo visual e diminuicdo da sonoléncia e do cansaco). Até o
momento ndo foi provado que o consumo moderado de cafeina
(aproximadamente 300mg/dia) possa acarretar em riscos para a saude. Porém,
doses elevadas de cafeina podem induzir efeitos negativos, tais como:
taquicardia, ins6nia, ansiedade, tremores, dores de cabeca e nauseas
(HIGDON & FREI, 2006).

1.5. Consumo de levedo de cerveja e beneficios a saude

O levedo de cerveja é composto por células inteiras e secas de
Saccharomyces cerevisiae e deve conter, no minimo, 40% de proteinas, e em
cada grama, o equivalente de, no minimo, 0,12 mg de cloridrato de tiamina
(vitamina B1), 0,04mg de riboflavina (vitamina B2) e 0,25 mg de niacina
(vitamina B3). O levedo de cerveja € um complemento nutricional de proteinas
e vitaminas do complexo B (B1, B2 e B3) e a sugestdo de uso sdode 6a8g

diarias do p6 ou o equivalente em comprimidos (PINTO, 2011).

16



1.6. Controle de qualidade em produtos nutracéuticos

Em relacdo ao controle de qualidade, no Brasil ainda ndo ha nenhuma
orientacdo oficial sobre os procedimentos de controle de qualidade de
nutracéuticos (LIRA et al., 2009). Ao considerar os produtos nutracéuticos de
origem vegetal, verifica-se a importancia da qualidade microbiol6gica, pois
fatores como poluicdo da agua de irrigacdo, solo contaminado com material
fecal, condicbes de colheita, manipulacdo, secagem e armazenamento
determinam a qualidade das matérias-primas e influenciam a qualidade
microbiolégica dos nutracéuticos (FRAGOSO et al., 2008; OKUNLOLA et al.,
2007).

No Brasil, os limites microbianos para matérias primas de origem natural
(vegetal, mineral ou animal) usadas em preparacdo para uso oral sao:
bactérias totais aer6bias no maximo 1,0x10* UFC/g, leveduras e fungos no
maximo 1,0x102 UFC/g, enterobactérias e outros microrganismos Gram
negativos no maximo 1,0x10° UFC/g, sendo que microrganismos
potencialmente patogénicos como E. coli, S. aureus e Salmonella devem estar
ausentes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Considerando o risco potencial de aquisicdo e utlizacdo de
nutracéuticos com ma qualidade higiénico-sanitaria, esse trabalho através das
analises microbiologicas de diferentes nutracéuticos comercializados na cidade
de Brasilia visou determinar se esses produtos estdo sendo comercializados

com seguranca alimentar para o consumidor.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as condi¢cdes microbiologicas de
diferentes produtos nutracéuticos comercializados na cidade de Brasilia e
assim determinar se esses produtos estdo sendo comercializados com

seguranca alimentar para o consumidor.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar nas amostras as analises microbiolégicas: contagem total dos
microrganismos mesofilos, contagem total de fungos, determinacdo do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes
termotolerantes, contagem de Staphylococcus aureus e pesquisa de

Salmonella sp.
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3. Justificativa

O aumento de interesse dos consumidores por nutracéuticos incentiva
cada vez mais o desenvolvimento e a entrada de novos produtos no mercado.
O uso dos nutracéuticos cresce a medida que esses produtos chegam ao
mercado com a promessa de serem eficazes e seguros. Entretanto, no Brasil
ainda ndo hd nenhuma orientacdo oficial sobre os procedimentos de controle
de qualidade de nutracéuticos. Sem uma legislacdo especifica, ndo ha como
garantir um produto de qualidade aos consumidores. Assim, 0 presente
trabalho é importante para avaliar as condi¢des microbiolégicas de diferentes
nutracéuticos comercializados na cidade de Brasilia e assim determinar se
esses produtos estdo sendo comercializados com seguranca alimentar para o

consumidor.
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4. Métodos
4.1. Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas seis amostras de produtos nutracéuticos (berinjela,
roma, graviola, guarana com acai e levedo de cerveja) de cinco marcas
diferentes em quatro estabelecimentos que comercializam produtos naturais na
cidade de Brasilia, DF, no periodo de fevereiro a abril de 2017. A tabela 1

apresenta a descricdo dos produtos nutracéuticos declarada nos rétulos das

embalagens:

Tabela 1. Descricdo dos produtos nutracéuticos

Amostras Ingredientes Apresentacao
Berinjela Berinjela em p6 e amido de milho Cépsulas de
marca 1 gelatina de 400 mg
Berinjela Berinjela em p6 Cépsulas de
marca 2 gelatina de 450 mg

Roma em po e maltodextrina. Colorido Cépsulas de
Roma artificialmente (corantes vermelho 40, azul gelatina de 350 mg
marca 3 brilhante e dioxido de titanio
Graviola Graviola em p6 e maltodextrina Capsulas de
marca 3 gelatina de 500 mg
Guarana em po, acai em po e gelatina. Colorido Cépsulas de

Guarana artificialmente (corantes oxido de ferro gelatina de 500 mg

com acai | vermelho, azul brilhante, eritrosina e diéxido de

marca 4 titAnio

Levedo | Levedo de cerveja (Saccharomyces cerevisiae), | Comprimidos de
cerveja antiumectantes celulose e diéxido de silicio e 400 mg
marca 5 lubrificante estearato de magnésio

Para o preparo das amostras, as capsulas foram abertas em 225 mL de
agua peptonada 0,1% (p/v) estéril, obtendo-se assim a diluicdo (101). No caso
do levedo de cerveja distribuiu-se o total de comprimidos em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v) estéril, em triplicata. A partir desta primeira diluicao,
foram realizadas as demais diluicbes decimais seriadas em agua peptonada
0,1% (p/v) até a diluicdo 104

As analises microbiologicas realizadas foram: contagem total dos

microrganismos mesofilos, contagem total de fungos, determinagdo do NUmero
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Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, e
pesquisa de Staphylococcus aureus e de Salmonella sp. As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média e desvio

padrao.

4.2 Contagem total de bactérias mesofilas e fungos

Para contagem total de bactérias mesofilas, inoculou-se 0,1 mL de cada
diluicdo na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar Padréao para
Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas para bactérias
mesofilas. Para contagem total de fungos, inoculou-se 0,1 mL de cada diluicdo
na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar Sabouraud Dextrose.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 5-7 dias. Apoés
incubagéo, as coldonias foram contadas, multiplicando-se o valor encontrado
pelo fator de diluicdo correspondente, e expressando o resultado em Unidades

Formadoras de Colbnias (UFC) por grama de amostra (UFC/g).

4.3. Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes

totais e de coliformes termotolerantes

Para a determinacdo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 mL de cada
diluicho em uma série de 3 tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose
0,5% (p/v), peptona bacteriolégica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v)) e
tubos de Durham invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. Apés a
incubacéo foi verificado os tubos positivos (com turvacdo e producdo de gas
nos tubos de Durham) e estes foram considerados prova presuntiva positiva
para coliformes totais.

Aliquotas de 1 mL dos tubos positivos no caldo lactosado foram
transferidas, concomitantemente, para o caldo verde brilhante bile lactose 2%
(caldo VB, para a confirmacao de coliformes totais) e para o caldo Escherichia
coli (caldo EC, para a confirmacéo de coliformes termotolerantes). Os tubos
contendo caldo VB foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas
indicou prova confirmatoria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo

caldo EC foram incubados em banho-maria a 45°C por 24 horas. A presenca
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de gas indicou prova confirmatéria positiva para coliformes termotolerantes.

Através da Tabela 2 foi obtido o NMP de coliformes totais e de coliformes

termotolerantes por grama da amostra (NMP/qg).

Tabela 2. NUmero mais provavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os

indculos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml e os respectivos intervalos de confianca a

95%.

Tabela para 3 tubos, cada um com inoculo de 0.1, 0.01 e 0.001 ml, os
NMPs por grama e os intervalos de confianga a 95%.

Limite de

0.100.01 0.001

0

NN DN DN NN P PIPIRFP PP PP O OC OO O

FONTE:

Tubos
positivos

0

PP PO OO W N DNPFP P O OO WNMN F|Fk O

0

N P O NP OO PFRPIOIFP ODNPFPIOO O FL,| O

NMP/g | confianga
Baixo Alto 0.100.01 0.001

<3.0
3.0
3.0
6.1
6.2
9.4
3.6
7.2
11
7.4
11
11
15
16
9.2
14
20
15
20
27

0.15

0.15
1.2
1.2
3.6

0.17
1.3
3.6
1.3
3.6
3.6
4.5
4.5
1.4
3.6
4.5
3.7
4.5
8.7

9.5
9.6
11
18
18
38
18
18
38
20
38
42
42
42
38
42
42
42
42
94

2

W W W W W wWw Ww W W W W W WwWw w NN

Tubos
positivos

2

W W W W NNDNDNDN PP PP OOOWwWINNDN

0

1
2
0
1
0
1
2
0
1
2
3
0
1
2
3
0
1
2
3

Limite de
NMP/g  confianca
Baixo | Alto

21 45 | 42
28 8.7 | 9%
35 87 | 94
29 87 | 94
36 8.7 | 9
23 46 @ 94
38 8.7 | 110
64 17 | 180
43 9 180
75 17 | 200
120 37 | 420
160 40 | 420
93 18 | 420
150 37 420
210 40 | 430
290 90 1,000
240 42 11,000
460 90 2,000
1100 | 180 4,100
>1100 @ 420 & -

http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

22


http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

4.4 Pesquisa de Salmonella sp.

Para a pesquisa de Salmonella sp., a diluicdo 10! das amostras foi
incubada a 37°C por 24 horas. Esta fase € caracterizada como pré-
enriquecimento geral. Apds a incubacéo, aliquotas de 1 mL foram transferidas
para caldo de enriquecimento selenito-cistina e incubadas a 37°C por 24 horas.
Esta fase é caracterizada como enriquecimento seletivo. ApGs a incubacéao,
procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de cada tubo, semeou-se
em esgotamento em estrias para isolamento em placas de Petri, contendo o
meio agar Salmonella Shigella (Agar SS).

As colbnias ndo fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro
foram reisoladas em agar Salmonella Shigella para obtencdo de colbnias puras
e entdo estas foram transferidas para meio de cultivo contendo agar TSI (trés
acucares e ferro). Este meio contém trés agucares: glicose (0,1%), lactose (1%)
e sacarose (1%), além do indicador vermelho de fenol para deteccdo da
fermentacdo de carboidratos. A fermentacdo de carboidratos é indicada pela
mudanca da cor do meio de vermelho para amarelo. Se o microrganismo em
estudo for capaz de produzir sulfeto de hidrogénio (H2S), este se conjuga com
um composto de ferro existente no meio, dando origem a sulfeto de ferro que,
sendo insoluvel, precipita e tem cor negra (indicado pela cor preta na base do
tubo) (ANVISA, 2010).

No agar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 acgucares do meio)
tornando a base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente € possivel
detectar a presenca de gas (CO2) pela formacédo de bolhas e/ou fragmentacéo
do meio. Quando a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa
gue ocorreu fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose
sem fermentacao). Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose
em primeiro lugar, mas como este substrato est4 presente em concentracao
minima, a quantidade de acido produzida é limitada e é rapidamente oxidada
na superficie. Se houver producéo de sulfeto de ferro a base do meio torna-se
negra (Figura 1). Essa reacdo € caracteristica de enterobactérias néo
fermentadoras de lactose como Shigella e também produtoras de H2S como
Salmonella (ANVISA, 2010).

23
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ASM MicrobeLibrary.org@Chamberiain

Figura 1. Reacfes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no
Agar TSI

Fonte: ASM microbelibrary.org

4.5 Pesquisa de Staphylococcus aureus

Para a pesquisa de Staphylococcus aureus, as amostras foram
semeadas em meio de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de sodio
7,5% (p/v) e incubadas a 37°C por 48 h. Apos incubacao, as col6nias isoladas
foram semeadas em agar Sal Manitol e incubadas em 37°C por 48h. As
colénias fermentadoras de manitol foram contadas e posteriormente coradas

pelo método de Gram.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Informagdes contidas no rotulo dos produtos

Todas as amostras continham registro no Ministério da Saude (ANVISA),
sendo que 2 amostras foram produzidas em industrias farmacéuticas, 3
amostras foram produzidas em industrias de alimentos e 1 amostra foi
produzida em industria de produtos naturais. Nenhuma das industrias registrou
a alegacdo de propriedades funcionais e/ou de saude nos seus produtos,
portanto esses produtos foram registrados como Novos Alimentos, conforme a
legislagéo estabelece (BRASIL 1999; BRASIL, 2008).

A informacao obrigatoria: “O Ministério da Saude adverte: Nao existem
evidéncias cientificas comprovadas de que este alimento previna, trate ou cure
doencgas”, estava presente em todas as amostras. A informagéo: “Gestantes,
nutrizes e criangcas somente devem consumir este produto sob orientacdo de
nutricionista ou médico” estava presente em 4 amostras (roma, graviola,
guarana com acai e levedo de cerveja). Essa informacdo € obrigatéria para
produtos contendo guarana.

Todas as amostras continham tabela de informag&o nutricional, com o
valor energético dos produtos. Todas as amostras continham recomendacéo
diaria de consumo (berinjela marca 1 — 3 cépsulas; berinjela marca 2 — 8
capsulas; roma — 4 capsulas; graviola — 4 cépsulas; guarana com acai — 6
capsulas; levedo de cerveja — 9 cpsulas).

Segundo a legislacdo (BRASIL, 2008) produtos contendo guarana
devem declarar a quantidade de cafeina presente na por¢do recomendada pelo
fabricante, proximo a tabela de informacao nutricional. No rétulo foi declarado
que cada capsula contém 19 mg de cafeina e que a recomendacao diaria de
ingestdo de cépsulas fornece 57 a 114 mg de cafeina. O limite diario maximo
de consumo de cafeina recomendado € de 400 mg (HIGDON & FREI, 2006).
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5.2. Contagem total de bactérias mesofilas e fungos

A tabela 3 apresenta os resultados da contagem total de bactérias

mesodfilas e da contagem total de fungos nas amostras de nutracéuticos.

Tabela 3. Contagem total de bactérias mesofilas e contagem total de

fungos nas amostras de nutracéuticos

Amostras Bactérias Fungos
UFC/g UFCl/g
Beringela marca 1 ND 6,7 x 103
Beringela marca 2 1,1 x 103 2,0 x 104*
Roma 4,7 x 108 ND
Graviola 3,3x 103 9,0 x 103
Guarana com acai 1,9 x 10° 4,7 x 104
Levedo cerveja 4,1 x10% 4,0 x10°

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata
DP = desvio padréo

* somente 1 placa apresentou colonias

No Brasil, os limites microbianos para matérias primas de origem natural
(vegetal, mineral ou animal) usadas em preparacdo para uso oral sao:
bactérias totais aerébias no maximo 1,0x10* UFC/g e leveduras e fungos no
maximo 1,0x10? UFC/g (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Neste estudo,
as amostras de guarana com acai e de levedo de cerveja apresentaram
contagens de bactérias mesdfilas (1,9x10° e 4,1x10% UFC/g) acima do permitido
pela farmacopeia brasileira. E das seis amostras analisadas, quatro amostras
(berinjela marca 1, graviola, guarana com acai e levedo de cerveja) mostraram
contagens de fungos acima do limite permitido pela farmacopeia brasileira
(4,0x102 a 4,7x10* UFC/qg).

Algumas pesquisas com analises microbioldgicas de drogas vegetais
secas tém reportado contagens elevadas de bactérias e fungos (SCHUTZ et
al., 2008; ZARONI et al., 2004). No trabalho de ZARONI et al. (2004) foram
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analisadas 72 amostras de plantas medicinais secas, enviadas por produtores
de sete regides do Estado do Parana. Os niveis encontrados de contaminagao
por microrganismos aerdbios totais variaram de 2,0x10%? a 1,7x107 UFC/g,
sendo que 45,83% das amostras apresentaram cargas entre 10° e 10° UFC/g.
A contaminacéo por bolores e leveduras das drogas vegetais analisadas variou
de 1,0x10? a 8,4x10% UFC/g, com maior frequéncia de amostras com cargas de
10°UFC/g (36,11%). Contagens elevadas de fungos constituem um risco a
saude, em virtude da possibilidade desses serem produtores de micotoxinas,
como a aflatoxina, que é uma substancia cancerigena.

No estudo de SCHUTZ et al. (2008) foram avaliadas 27 amostras de
trés espécies vegetais: ginko biloba (Ginkgo biloba), cascara sagrada
(Rhamnus purshiana) e sene (Cassia angustifolia). A contaminac¢ao bacteriana
variou de 0,5x10! a 9,0x10* UFC/g, estando 5 amostras (18,5%), acima dos
limites permitidos pela Farmacopeia Brasileira. A contaminacgéo fungica variou
de 0,5x10' a 8,45 x 10* UFC/g, com 9 amostras (33,3%) acima dos limites

permitidos pela Farmacopeia Brasileira.

5.2 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes

totais e de coliformes termotolerantes

A tabela 4 apresenta os resultados deste estudo para a determinacao do
ndmero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais e de coliformes
termotolerantes nas amostras de nutracéuticos. A Farmacopeia brasileira
estabelece para as matérias primas de origem natural (vegetal, mineral ou
animal) usadas em preparacdo para uso oral o limite de enterobactérias e
outros microrganismos Gram negativos de no maximo 1,0x10% UFC/g, sendo
gue microrganismos potencialmente patogénicos como E. coli devem estar
ausentes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Tabela 4. Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes

totais e de coliformes termotolerantes nas amostras de nutracéuticos

Amostras Coliformes totais Coliformes termotolerantes
NMP/g NMP/g
Beringela marca 1 ND ND
Beringela marca 2 ND ND
Roma 1,0 x 10? 0,7 x 10t
Graviola 0,9 x 10* 0,6 x 10*
Guarana com acai 4,2 x 102 3,7 x 102
Levedo cerveja ND ND

Os resultados foram expressos como média de analises em triplicata
DP = desvio padréo

* somente 1 bateria de tubos apresentou colbénias

Os coliformes totais sdo pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
bacilos gram-negativos, anaerébios facultativos, ndo esporulados, oxidase-
negativos, capazes de crescer na presenca de sais biliares, produtores de
acidos e gas a 35°C, em até 48 horas, a partir da fermentacdo da lactose.
Contagens elevadas de coliformes totais evidenciam possiveis problemas
higiénicos no processamento, possiveis contaminacdes pds-sanitizacdo ou
pos-processo (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Nas analises realizadas neste
trabalho, a amostra de guarand com acai apresentou enumeracdo de
enterobactérias (coliformes totais) acima do limite permitido pela farmacopeia
brasileira (4,2x102 NMP/g).

Os coliformes termotolerantes sdo pertencentes a microbiota intestinal
tanto humana quanto de outros animais homeotérmicos e atuam como
indicadores de poluicéo fecal. Os coliformes termotolerantes sao capazes de
fermentar lactose e produzir gas quando incubados em temperaturas mais
elevadas (45+0,5°C) e esse grupo é constituido majoritariamente por E. coli
(90%). A presenca de coliformes termotolerantes evidencia o risco da presenca
de microrganismos patogénicos de origem fecal (FRANCO & LANDGRAF,

2008). Nas analises deste estudo, seis amostras analisadas, trés amostras
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(rom&, graviola e guarana com acai) mostraram enumeracao de coliformes
termotolerantes, sendo que a amostra de guarand com acai apresentou
elevadas enumeracéo de coliformes termotolerantes (3,7x10%2 NMP/g).

No estudo de SCHUTZ et al. (2008) foram avaliadas 27 amostras de
drogas vegetais secas e foi confirmada a presenca de Escherichia coli em 2

amostras (7,4%) que foram consideradas insatisfatorias para o consumo.

5.3 Pesquisa de Salmonella sp. e de Staphylococcus aureus

Neste trabalho ndo houve deteccdo de Salmonella sp. e S. aureus nas

amostras de produtos nutracéuticos.
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6. Concluséo

Ao considerar os produtos nutracéuticos, verifica-se a importancia da
qualidade microbioldgica, pois fatores como falta de boas praticas agricolas e
falta de boas préticas de fabricacdo prejudicam a qualidade microbiolégica das
matérias-primas e dos nutracéuticos. Os produtos contaminados podem se
apresentar deteriorados e até serem capazes de transmitir bactérias
patogénicas causadoras de doencas (gastroenterites). Considerando as
recomendacdes da Farmacopeia Brasileira, neste estudo quatro amostras de
produtos nutracéuticos (berinjela marca 1, graviola, guarana com acai e levedo
de cerveja) foram consideradas insatisfatorias para o consumo. Assim, 0S
resultados desse estudo apontam para a necessidade de um controle
microbiolégico mais rigoroso dos produtos nutracéuticos comercializados na

cidade de Brasilia.
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