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Resumo

Nos dias atuais, o uso de suplementos alimentares se faz cada vez mais presente devido a mudangas nos habitos alimentares.
Sendo assim, se tornou cada vez mais necessario a inclusdo de suplementos alimentares na dieta de criangas, em especial os
recém-nascidos. Considerando a fragilidade da populagéo alvo, é importante realizar estudos para a avaliagao dos possiveis perigos
microbiolégicos e toxicoldgicos aos quais os consumidores estao expostos. As analises microbioldgicas foram realizadas utilizando
meios especificos para enumeragéo fungica e as concentragdes de micotoxinas detectadas através de fluorimetria associada
com métodos imuno enzimaticos. As analises revelaram valores médios (UFC/mL): fungos filamentosos e xerofilicos 8,14 x 102
e 2,34 x 103, respectivamente. Os valores de contagem obtidos nesse estudo sdo um reflexo de falhas durante o processamento
do produto, escolha da matéria prima e manipulagao durante a sua reconstituicdo. Porém, as amostras analisadas apresentaram
valores de contagem dentro do preconizado pela legislagdo estando assim em conformidade e seguras para o consumo.
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Introducao

O leite humano é o unico alimento ingerido em quantidades
suficientes por recém-nascidos apresentando um elevado
valor nutricional, energético e imunoldgico. O leite materno é
importante par o crescimento e desenvolvimento do recém-
nascido, além de auxiliar a formagéo do sistema imune, do
sistema nervoso e facilitar o desenvolvimento emocional e
cognitivo (WHO, 2018).

A pratica do aleitamento materno teve uma redugao a partir da
décadade 40 até adécada de 70. Essatendénciacomegou aser
atenuada em meados da década de 80, quando tiveram inicio os
programas de incentivo ao aleitamento materno (WHO, 2009).
Com aredugao dessa pratica, tem sido necessario a utilizagdo de
suplementos alimentares para suprir a necessidade nutricional
dos recém-nascidos.

As formulas utilizadas na suplementagédo de recém-nascidos
podem ser definidas como produto, em forma liquida ou em pé,
utilizado quando indicado, para lactentes sadios a partir do sexto
més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e
29 dias) e para criangas de primeira infancia sadias, constituindo-
se o principal elemento liquido de uma dieta progressivamente
diversificada (BRASIL, 2011a). A legislagéo brasileira ainda
prevé os padrdes de identidade e qualidade das férmulas infantis
(BRASIL, 2011a), padréo de qualidade microbiolégico (BRASIL,
2001), assim como os limites maximos de micotoxinas no produto
final (BRASIL, 2011b). No entanto, a legislagédo brasileira nao
apresenta limites para presencga de fungos em férmulas infantis.

Os suplementos alimentares, podem estar associados a diversos
tipos de contaminagcdo microbioldgicas provenientes dos

ingredientes utilizados em suas formulagdes, como é o caso da
utilizacao de proteina do soro de leite como principal fonte de
proteina, que pode estar associada a diversos microrganismos,
incluindo as bactérias do grupo dos coliformes, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. A presenga de fungos, em geral
0 género Aspergillus, como contaminantes nessas amostras
estdo associadas aos componentes de origem vegetal,
frequentemente relacionado a produgao de toxinas (GERMANO;
GERMANO, 2011).

Micotoxinas sdo metabodlitos secundarios de fungos filamentosos
que se desenvolvem em diversos produtos de origem agricola,
ainda na lavoura e também no periodo de estocagem. As
micotoxinas em formulas infantis, estdo associadas aos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium, originarias tanto de produtos
de origem vegetal quanto animal e, apesar de ndo apresentarem
quadros agudos, a ingestao prolongada esta relacionada com
infecgdes crénicas (FORSYTHE, 2002).

O género Aspergillus € mundialmente conhecido como
produtor de toxinas, principalmente em regides de climas
mais quentes, onde a estocagem de graos nao é feita de
forma adequada, favorecendo a proliferacdo do fungo e
a producgéo de aflatoxina do tipo B. Esses grdos, quando
utilizados na fabricagéo de ragdes para animais, acabam por
contaminar os animais. A aflatoxina B1 é entdo metabolizada
e excretada no leite como aflatoxina M1 (AFM1), capaz de
produzir efeitos toxicos agudos e carcinogénicos em diversas
espécies animais. Ha a possibilidade da AFM1 se ligar de
forma irreversivel acaseinado leite, resistindo a pasteurizagéo
e outros processos para a produgao de derivados lacteos
(GERMANO; GERMANO, 2011).
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Tendo em vista os componentes usualmente utilizados no
preparo das férmulas infantis, podemos classificar o grupo das
aflatoxinas como mais importantes de se avaliar no produto final.
Uma vez que o principal componente das formulas infantis é
a proteina do soro do leite, a aflatoxina M1 é principal toxina
envolvida nos quadros de intoxicagdo por micotoxinas. Os
limites maximos para essa toxina em leite cru estdo descritos no
Codexalimentarius (FAO, 2014). Alegislacéo brasileira apresenta
valores similares quanto ao leite cru, além de apresentar limites
permitidos para leite em pd, enquadrando assim as férmulas
infantis (0,5 pg/L). Devido a utilizagdo de componentes de origem
vegetal na formulagéo, ainda estdo descritos os valores para
outros tipos de aflatoxinas (BRASIL, 2011b).

Estudos que avaliem e monitorem essas matrizes, quanto
aos riscos e contaminantes, atestam nao apenas o padrédo de
identidade e qualidade dos produtos, mas também, subsidiam a
comunidade de dados importantes quando a produtos de amplo
consumo. Considerando a fragilidade da populagéo alvo, o
presente estudo tem como objetivo estudar e avaliar a qualidade
microbiologica dos produtos oferecidos em unidades neonatais a
fim de conhecé-los e avalia-los dentro dos limites de seguridade
para a populagao alvo.

Material e Métodos

As amostras de formulas infantis para a primeira infancia foram
fornecidas pelo lactario do Hospital Universitario Anténio Pedro
(HUAP). Foram analisadas 36 amostras, sendo um total de seis
lotes de duas marcas reconhecidas no mercado, avaliadas em
trés formas: formula na forma sélida, coletada no momento da
abertura da embalagem primaria (T1); formula na forma liquida
reconstituida no momento da reconstituicdo da amostra (T2)
e a féormula na forma liquida reconstituida apés 24 horas de
manutencao da refrigeragao (T3). As amostras foram avaliadas
em duplicatas.

As amostras avaliadas foram coletadas assepticamente em
tubos estéreis. As amostras solidas (T1) foram coletadas em
tubos de centrifuga estéreis que foram abertos no momento
da coleta e as demais amostras (T2 e T3) em mamadeiras
esterilizadas autoclavadas utilizadas pelo lactario para oferta de
formulas infantis, bem como os demais utensilios utilizados no
manuseio e preparagao dos produtos.

As amostras foram preparadas seguindo os protocolos
operacionais de manuseio do HUAP para poder avaliar
corretamente a qualidade dos produtos oferecidos aos pacientes.
A amostra T3 foi mantida refrigerada na prépria unidade de
lactario para avaliagdo do comportamento da amostra nas
condi¢cbes de armazenamento da unidade.

Por serem as amostras T1 um produto em pé, ndo foi necessario
transporta-las sob refrigeracéo. As amostras apos aressuspensao
foram transportadas sob refrigeragdo imediatamente para o
laboratério onde foram realizadas as analises, visando manter
as caracteristicas das amostras. Amostras T3 de cada lote
foram transportadas nas mesmas condigbes de refrigeragéo
apos 24 horas.

Para a contagem de fungos, foi realizada a diluicao decimal
seriada em placas, com inoculagao de aliquotas de 0,1 mL de
cada uma das diluigbes em agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) para estimar o total de fungos (ABARCA
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et al., 1994). As placas foram incubadas a 25° C por sete dias.
Todas as andlises foram realizadas com duplicatas analiticas.

A amostras foram extraidas utilizando o método de extragédo
baseado no QUEChERS modificado, seguindo metodologia
descrita no manual de métodos oficiais de analises da AOAC
(2007). A triagem das amostras foi realizada utilizando kits
imunoenzimaticos comerciais para AFM1 (Aflatest®, Vicam,
Watertown, MA, EUA), seguindo instru¢des do fabricante. Para
quantificacéo e analise foi realizada avaliagdo em fluorimetro
VICAM® Series-4EX (Watertown, MA, EUA). Os padrdes
de AFM1 (5 mg) foram adquiridos com a Sigma (St. Louis,
MO, USA). A solugédo estoque (50ug mL™") e as solugdes de
trabalho (2ug mL™") foram preparados em metanol e suas
concentragdes confirmadas por absorg¢ao de luz UV utilizando
um espectofotdmetro Shimadzu UV-1201 (Kyoto, Japan) (AOAC
2007), estocadas em frascos dmbar a -10°C por um periodo de
trés meses. Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagéo (LOQ)
foram encontrados pela adigdo, decrescente, de concentragdes
da solucdo padrdo e submetidas a extragdo e quantificagédo
até a menor concentragdo detectavel (LOD) e a menor
concentracéo quantificavel (LOQ), sob condi¢des adequadas
de repetitividade (n =5, RSD < 15%). Os limites de detecgéo e
quantificagdo encontrados foram 0,013ug kg™' e 0,055ug kg™,
respectivamente.

Resultados e Discussao

Apos a realizagdo das analises descritas, foram obtidos os
valores de contagem total de fungos encontrado apresentados
na tabela 1 e as frequéncias absolutas e percentual de cepas
fungicas isoladas apresentadas na tabela 2:

Tabela 1: Contagem total (UFC/g) para, fungos filamentosos
(DRBC) em formulas infantis

Amostras DRBC
T 1,39x10°+ 1,16 x 10° a
T2 5,17 x 102 £ 3,50 x 102 b
T3 5,33 x 102+ 4,93 x 10%¢

*LOD: £ 1,0 x 101 UFC/g; **a, b e c: Médias com mesma letra nas colunas
sdo equivalentes, de acordo com o teste Tukey (P < 0,05).

Tabela 2: Frequéncias absolutas e percentual de cepas fungicas
dos géneros isolados nas amostras de suplementos
para recém-nascidos

Numero absoluto
em UFC

Carga Fungica Total das Amostras Avaliadas

Género fungico Frequéncia (%)

Aspergillus sp. 42 53,16
Penicillium sp. 19 24,05
Cladosporium sp. 7,59
Mucor sp. 7,60
Fusarium sp. 7,60
Total 79 100,0

No primeiro ponto analisado (T1), foi observado um valor
médio de 1,39 x 10® UFC/g para fungos filamentosos. Uma
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vez que as embalagens foram abertas no momento da coleta,
a contaminagéo inicial observada pode ser oriunda da matéria
prima e manipulacdo durante o processamento tecnolégico.
Santos et al. (2014) atribuiram a contaminagao tanto a qualidade
inferior das matérias primas que compde o produto final, bem
como falhas no processamento do produto.

Fungos s&o conhecidos como contaminantes ambientais. Por
isso, o local aonde as amostras sdo manipuladas também séo
pontos criticos a serem analisados quanto a contaminacgéo
fungica. Devido a facilidade de dispersdo desses micro-
organismos e protocolos de limpeza ineficazes, fungos podem
ser encontrados em sistemas fechados de ventilagdo aderidos
aos filtros utilizados, sendo indicadores biolégicos com um limite
maximo de 7,50 x 102 UFC/m? (BRASIL, 2003).

Martins-Diniz et al. (2005) avaliaram a presencga de fungos
em ambientes hospitalares e obtiveram valores médios de
contagem de 3,33 x 103 UFC/m3 em unidade de terapia intensiva,
valores muito acima do preconizado pela legislacédo brasileira.
Em outros estudos foram observados valores elevados de
contaminagao fungicaemambientes hospitalares, considerando-
se principalmente a bandeja do sistema de ar condicionado
como principal fonte de proliferacdo microbiana e os géneros
Aspergillus spp. e Penicillium spp. como contaminante fungicos
de maior frequéncia. Confirmando assim a contaminagéo
devido ao controle ineficaz da sanitizagao do sistema de ar
condicionado (MOBIN; SALMITO, 2006). Corroborando os
achados apresentados na tabela 2.

Quando analisados o segundo tempo das amostras (T2),
observou-se declinio significativo da contagem apds a adicéo
de agua quente para a ressuspensio das amostras, atingindo
valores de 5,17 x 102 UFC/mL para fungos filamentosos.

Foi perceptivel que a adicdo de agua quente nas amostras,
para reconstituicdo das amostras, foi suficiente para causar a
inativagéo celular, reduzindo os valores de contagem fungica,
até que a amostra se encontre em condi¢gdes adequadas para
o crescimento de individuos menos afetados Groot et al. (2019)
corroboraram os resultados observados anteriormente referente
a utilizagéo da aplicagéo de aquecimento a 60°C para inativar
fungos do género Penicillium.
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