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RESUMO

As formulas infantis constituem importante fonte de nutrientes para as criangas e em
casos em que o aleitamento materno ndo é possivel ou é insuficiente para garantir o devido
aporte nutricional. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos que
podem estar presentes em varios alimentos, inclusive nas formulas infantis, além disso,
possuem em sua composicdo macro e microelementos essenciais para o desenvolvimento da
crianca, porém pode conter metais pesados que sdo prejudiciais a saude. Assim como todo o
alimento, as formulagdes infantis possuem propriedades termicas que dependem da
temperatura e interferem na qualidade e tempo de prateleira. Diante do exposto, este
trabalho teve por objetivo verificar a presenca de aflatoxinas utilizando Cromatdgrafo
Liquido de Ultra Alta Eficiéncia (Ultra-High Performance Liquid Chromatography —
UHPLC ou UPLC), asinm como quantificar metais e metaloides através de espectrometria
de emissdo atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP OES), e estudar as
propriedades térmicas utilizando analises termogravimétricas. Foram analisadas 87
amostras de formulas infantis de partida e seguimento, coletadas em 21 municipios do
Estado de Mato Grosso do Sul no periodo de abril de 2021 a maio de 2022. De acordo com
os resultados, nove (9) amostras apresentaram niveis detectaveis das aflatoxinas, sendo 5
amostras do tipo B2 e 4 amostras do tipo G2. Os seguintes elementos foram quantificados
nas amostras infantis: Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn. Os
valores de estimativa de ingestdo diaria excederam os valores das dose de referencia
(RfDs). Além disso, o As e Pb foram quantificados em varias amostras analisadas. Com
execdo do As, alguns elementos apresentam risco ndo cancerigeno significativo para a
salde. Segundo os resultados termogravimétricos, o comportamento de degradacdo das
amostras ndo sdo iguais devido as suas composicOes. Tais resultados apresentados neste
trabalho sdo preocupantes e demonstram a importancia do monitoramento do 6rgaos
regulatérios continua de aflatoxinas, metais pesados, propriedades térmicas em férmulas
infantis para a garantia da qualidade e preservacdo da satde dos lactentes.

Palavras-chave: Aflatoxinas; Formula infantil; LC-MS/MS; metal pesado e metaloide.



ABSTRACT

Infant formulas are an important source of nutrients for children when breastfeeding
is not possible or insufficient to ensure adequate nutritional support. However, mycotoxins
are secondary metabolites produced by fungi that may be present in various foods,
including infant formulas, in addition, they have essential macro- and microelements in
their composition for the child's development. Like all foods, infant formulations have
thermal properties that depend on temperature and interfere with quality and shelf life. In
view of the above, this work aimed to verify the presence of aflatoxins using an Ultra High
Performance Liquid Chromatograph (Ultra-High Performance Liquid Chromatography -
UHPLC or UPLC), as well as to quantify metals and metalloids through inductively
coupled plasma atomic emission spectrometry (ICP OES), and study the thermal properties
using thermogravimetric analysis. 87 samples of starting and follow-up infant formulas
were analyzed, collected in 21 municipalities in the State of Mato Grosso do Sul from April
2021 to May 2022. According to the results, nine (9) samples showed detectable levels of
aflatoxins , being 5 samples of type B2 and 4 samples of type G2. In addition, the following
elements were quantified in infant samples: Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo,
Ni, Pb, Se, V and Zn. The estimated daily intake values exceeded the Reference Intake
Values (RfDs). Furthermore, As and Pb were quantified in several analyzed samples. With
the exception of As, some elements pose a significant non-carcinogenic health risk.
According to the thermogravimetric results, the degradation behavior of the samples is not
the same due to their compositions. The results presented in this work are worrying and
demonstrate the importance of continuous monitoring by regulatory authorities on
aflatoxins, heavy metals, thermal properties in infant formulas in order to guarantee the
quality and preserve the health of infants.

Keywords: Aflatoxins; Infant formula; LC-MS/MS; heavy metal and metalloid.



SIGLAS E ABREVIATURAS

ACN Acetonitrila

AGPICL Acidos graxos de cadeia longa

ANVIS Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil
AFs Aflatoxinas

AFM1 Aflatoxina M1

AFB1 Aflatoxina B1

AFB2 Aflatoxina B2

AFG1 Aflatoxina G1

AFG2 Aflatoxina G2

Al Aluminio

As Arsenio

Be Berilio

B Bismuto

Ba Bario

CCD Cromatografia em Camada Delgada

Cd Cadmio

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CE Comissdo Européia

Co Cobalto

CoT Comité de Toxicidade de Produtos Quimicos em Alimentos, Produtos de

Consumo e Meio Ambiente

Cr Cromo
CRENs Centros de Recuperacédo e Educacdo Nutricional
Cu Cobre

DTA Doencas Transmitidas por Alimentos



DNSIYC Diet and Nutrition Survey of Infants and Young Children

EUA Estados Unidos da america

FDA Food and Drug Administration

Fe Ferro

g Grama

ICP-OES Acronimo do inglés para Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma

Indutivamente Acoplado

kg Quilograma

L Litro

mg Miligrama

mL Mililitro

min Minuto

Mg Magnésio

Mn Manganés

Mo Molibdneio

M Molar

mM Milimol

ng Nanograma

nm Nanbmetro

N2 Nitrogénio

Nb Niobio

Ni Niquel

OTA Ocratoxina A

OMS Organizacdo Mundial da Saude
pH Potencial Hidrogenidnico

Pb Chumbo



ppb Parte por Bilhdo

ug Micrograma

Se Selénio

seg Segundo

rpm Rotacgéo por Minuto

R? Coeficiente de Correlagéo

RN Recém nascido

RDI Recomendacdes diarias de ingestdo

NBCAL Norma Brasileira para Comercializacdo de Alimentos para Lactentes
Sb Antimonio

TDAH Transtorno do Déficit de Atengdo com Hiperatividade

Te Telurio

UL Limite Superior Toleravel de Ingestdo (Tolerable Upper Intake Level)
uv Ultravioleta

USDA Servico de Inspe¢éo de Graos e Plantas do Departamento de Agricultura

dos Estados Unidos

\ Vanadio

WHO World Health Organization
wW Tungstenio

Zr Zirconio

Zn Zinco
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1. INTRODUCAO

De acordo com o relatdrio global da Organizacdo das Na¢des Unidas (WHO, 2015)
sobredoencas transmitidas por alimentos (DTA), varias pessoas adoecem todos 0s anos por
consumir alimentos contaminados, e em alguns casos pode ocorrer morte como resultado da
intoxicacdo. Além disso, neste relatorio, énfase é dada as criangas menores de 5 anos de
idade, uma vez que sdo mais frageis e correm um risco particularmente alto de morte
causada por DTA todos os anos. De fato, quase um terco (30%) de todas as mortes por DTA
ocorre em criangas menores de 5 anos, apesar de representarem apenas 9% da populacéo
global.

O relatério da WHO estima que a carga de DTA causadas por 31 agentes — bactérias,
virus, parasitas, toxinas e produtos quimicos — afirma que a cada ano até 600 milhdes, ou
quase 1 em cada 10 pessoas no mundo, adoecem ap0s consumir alimentos contaminados.
Destes, 420.000 pessoas morrem, incluindo 125.000 criancas menores de 5 anos (WHO,
2022).

Segundo a WHO (2022), o que mais preocupa a salde sdo as toxinas que ocorrem
naturalmente e os poluentes ambientais. Neste cenario, embora as "Estimativas da carga
globalde doengas transmitidas por alimentos™ da OMS sejam realizadas ao longo dos anos,
sd0 necessarios mais estudos atuais e abrangente sobre o impacto de alimentos
contaminados na satde e no bem-estar.

As toxinas que ocorrem naturalmente incluem micotoxinas, biotoxinas marinhas,
glicosideos cianogénicos e toxinas que ocorrem em cogumelos venenosos. Alimentos
basicos como milho ou cereais podem conter altos niveis de micotoxinas, como aflatoxina e
ocratoxina, produzidas pelo mofo nos grdos. Neste caso, uma exposicdo prolongada pode
afetar o sistema imunoldgicoe o desenvolvimento normal ou causar cancer. Das aflatoxinas
presentes em alimentos, as de grande importancia e conhecidas em termos toxicolégicos sdo
as B1, B2, G1 e G2 ( ASGHAR, M. A. ; AHMED, A. ; ZAHIR, E, 2017; SARTORI, A. V.;
MATTOS, J. S.; MORAES, M. H, 2015;WARE et al., 2017).

Os perigos quimicos nos alimentos provém de fatores antropogénicos sendo
portanto liberados no meio ambiente por indastrias, operacGes em lavouras de grande ou
pequeno porte, alérgenos alimentares, residuos de drogas e outros contaminantes
incorporados nos alimentos durante o processo. De fato, a contaminagdo por metais pesados
em alimentos ocorre principalmente pela polui¢do da 4gua e do solo. Metais pesados como o

chumbo, cadmioe mercurio, assim como metaloides como As podem afetar o cérebro em
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desenvolvimento de criangas, mesmo em niveis baixos, e tém sido associados ao Transtorno
do Déficit de Atencdo com Hiperatividade (TDAH) e ao autismo (NEME et al., 2020).
Assim como a carencia de acidos graxos de cadeia longa (AGPICL) estdo associados a
algumas desordens neuropsiquidtricas, tais como esquizofrenia, depressdo e TDAH.
(DAVIS-BRUNO e TASSINARI, 2011).

Nos Ultimos anos, o plano da Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos da america (EUA), Closer to Zero (FDA, 2022), foi identificar as agdes para reduzir
ao minimo possivel a exposicdo ao arsénio, chumbo, cddmio e mercdrio de alimentos
consumidos por bebés e criancas pequenas. Priorizar os bebés e criangas pequenas €
importante porque seus corpos e metabolismo menores 0s tornam mais vulneraveis aos
efeitosnocivos desses contaminantes (FDA, 2021).

No Brasil, Seguranga Alimentar e Nutricional é a garantia a todo cidad&o do direito
ao acesso regular e permanente a alimentos com qualidade biologica, sanitaria, nutricional e
tecnoldgica (BRASIL, 2019). Segundo a WHO, a seguranca alimentar é uma
responsabilidade compartilhada entre governos, produtores e consumidores, e tem como
objetivo garantir que os alimentos que consumimos sejam Seguros e saudaveis com a
reducdo da carga de doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo (WHO, 2021).
Desse modo, é imprescindivel a garantia da inocuidade de produtos de origem animal ou
vegetal por meio do controle de residuos, garantindo o direito universal a saide do ser
humano. O leite assim como muitos cereais constituem uma importante fonte de nutrientes
para criangas e adultos. Entretanto, qualquer alimento pode conter micro-organismos como
aflatoxinas, metais pesados e metaldides que podem comprometer a sua qualidade
nutricional, propriedades quimicas e fisicas (ALVITO et al., 2017; ASTOLFI et al., 2021).

Em relacdo as propriedades quimicas e fisicas, as propriedades térmicas do leite tém
sido estudadas nos altimos anos através do uso da calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) e termogravimetria (TG) para a avaliacdo das mudancas na qualidade dos alimentos
durante processamento e armazenamento, uma vez que as mesmas foram propostas com
sucesso (ROOS, 2003; RAEMY, 2003). Além disso, as técnicas DSC e TGA também tem
sido consideradas ferramentas poderosas para registrar as mudancas fisicas que ocorrem
durante a desidratacdo do leite por secagem, por pulverizacdo e durante o armazenamento
(ROOS, 2002; VUATAZ, 2002).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo identificar aflatoxinas em
amostra de formula infantil para bebes e criancas pequenas na faixa de idade de 0 a 6 meses,

6 a 12 meses e de 1 a 3 anos; quantificar macro e microelementos nas formulas infantis;
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identificar se estdo dentro das recomendacOes diarias de ingestdo (RDI) ou se acima do
potencial Nivel M&ximo Toleravel de Ingestdo (UL) e realizar os célculos de estimativa de

risco ndo carcinogénico e carcinogénico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Férmula infantil

O aleitamento materno é a mais importante e eficaz estratégia para a saude da
crianca, reforcando vinculo, afeto e protecdo, além de garantir a nutricio adequada.
Constitui a maior emais econdmica intervencdo para reducdo da morbimortalidade infantil.
Além disso, permite um grandioso impacto na promocdo da saude integral da mae e do
bebé, repercutindo nos indicadores de salde de toda a sociedade. A OMS recomenda que o
aleitamento materno exclusivo (AME) ocorra até os seis meses e recomenda a prorrogacao
por dois anos de vida ou mais (WHO, 2003). Este alimento promove uma nutrigdo
adequada, sendo considerado completo em nutrientes e componentes que atendem as
necessidades especificas do recém-nascido, influenciando em sua habilidade de defesa as
infeccdes, no desenvolvimento cognitivo, e ainda com implicacbes na saude da mae
(SILVA; CRUZ, 2018).

A influéncia do marketing utilizado pelas industrias sobre as praticas de alimentacao
infantil e suas consequéncias sobre o desmame precoce, a desnutricdo e a mortalidade
infantil tem se tornado uma preocupacdo da OMS e o UNICEF desde 1979, onde na
Reunido Conjunta sobre “Alimentagdo do Lactente e Criangas Pequenas” em Genebra foi
recomendada a criacdo de um conjunto de normas, fundamentadas em principios éticos,
para nortear apromocdo comercial de substitutos do leite materno. A partir de entdo, o
Caodigo Internacionalde Comercializacdo de Substitutos do Leite Materno foi desenvolvido e
aprovado em 1981 pelaAssembleia Mundial de Saude (AMS) (ARAUJO et al., 2006).

Em uma situacdo de impossibilidade de a crianca receber leite materno, a férmula
infantil é indicada, por ser modificada especialmente para atender as necessidades
nutricionais e as condic@es fisioldgicas do lactente no primeiro ano de vida. No entanto, é
importante considerar que os produtos industrializados destinados a lactentes néo
apresentam dois beneficios fundamentais, somente supridos pelo leite materno: o
imunoldgico e o emocional (ARAUJO et al., 2004). As fases iniciais da vida sdo sensiveis a
fatores nutricionais e metabdlicos, determinantes para a salde e o bem-estar do individuo,
acarretando consequéncias inclusive na vida adulta (ALVES, 2017). Atualmente, a opcao
recomendada para suplementagdo alimentar de criangas nascidas a termo saudavel (recém-

nascido cuja idade gestacional foi entre 37 semanas e 41 semanas e 6 dias) € a formula
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infantil, que desempenha um papel indispensavel na nutricdo infantil (FIORAVANTI,
2020). A formula infantil é considerada um substituto do leite materno e pode ser
adquirida tanto na forma liquida concentrada ou em p6, a qual tem que ser
reconstituida com &agua antes de sua ingestdo, ou na formulacdo liquida pronta para o
consumo (ZINA, 2009).

Entre os motivos que levam a complementagdo alimentar precoce, isto é, antes dos
seisprimeiros meses, estdo os fatores econdmicos, culturais, baixa idade materna e uso de
tabaco se destacam entre eles. Nesse contexto, as diferentes situacGes, nas quais ha
impossibilidade de se realizar o aleitamento materno, indica-se uso de férmulas lacteas
infantis, que possui composicdo nutricional adaptada a velocidade de crescimento da
crianca. Todavia, o leite de vaca em sua forma integral é contraindicado até os 12 meses de
vida, em razdo ao seu alto potencial alergénico e o excessivo conteudo proteico. A ingestéo
de proteinas acima do recomendado pode trazer prejuizos a crianga, dado que o0 excesso desse
nutriente causa elevacdo da carga renal e hepéatica de soluto, onde sua metabolizagcdo &
realizada pelos rins e figado e sendo excretada na urina e fezes (BASTOS et al., 2020).
Assim como, o alto teor de gordura (3,25%) contido no leite integral podera contribuir para
o risco de obesidade infantil( VANDERHOUT et al., 2020).

A vigilancia continua de monitoramentos é importante para manter as regras
sanitarias essenciais, desta forma buscando garantir que os substitutos da amamentacaoe do
leite materno sejam comercializados dentro de principios éticos (JUNQUEIRA et al.,
2019). Em 1992, foi aprovada a Norma Brasileira para Comercializacdo de Alimentos para
Lactentes (NBCAL), que regulamenta a comercializacdo desses alimentos. Em 2002, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a resolucdo da diretoria
colegiada (RDC)n° 727 de 1° de julho de 2022, que normatiza a promocao, comercializacdo
e rotulagem dos alimentos para lactentese criangas de primeira infancia. Legislacbes que
visam a protecdo e ao incentivo a amamentacdo representam avancgo significativo para a
salde deste pablico. Contudo, sabe-se que o contingente de fiscais da Vigilancia Sanitaria é
pequeno para a realizacdo da fiscalizacdo de todos esses produtos (SILVA; DIAS;
FERREIRA, 2008).

A RDC 360/03, norma da ANVISA sobre rotulagem, foi publicada em 23 de
dezembrode 2003, com atualizacdo 27 de marco de 2020, mantém a informag&o nutricional
obrigatdria em todos os alimentos e bebidas embalados. Dessa maneira, as empresas teriam

até 31 de julho de 2006 para se adequar as novas regras. Sendo assim, os fabricantes desses
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produtos deveriam se atentar a determinadas condigOes para rotular sua producdo de forma
adequada (ANVISA, 2020).

Além da questdo de rotulagem em produtos comercializados que envolvem as
formulas infantis, existem os contaminantes como as aflatoxinas B1 e B2, produzidas por
animais e geralmente excretadas no leite e urina de gado e de outras espécies de mamiferos
que consumiram alimento ou racdo contaminada por essas aflatoxinas (IQBAL, S.; ASl,
M.R.; MALIK, N, 2017; KUMAR et al., 2017).

2.2 Caracteristicas particulares das criancas

Recém nascidos (RN) e criangas pequenas sdo considerados a populacdo mais
suscetivel a aflatoxina devido as suas diferentes capacidades para eliminar a aflatoxina por
processos bioquimicos. Muitos fatores nutricionais também tendem a ter influéncia na
toxicidade das aflatoxinas, por exemplo, a exposicao a aflatoxina provavelmente atrasara a
recuperacdo em criancas da desnutricdo protéica (BLANKSON; MILL-ROBERTSON,
2015; OUESLATI et al., 2018).

Em virtude de sua imaturidade imunologica, o0 RN se torna mais vulneravel a
infeccdes, sendo imprescindivel a protecdo conferida pelo aleitamento materno. Essa
fragilidade torna-os ainda mais expostos a possiveis contaminagdes em formulas, que por
ser fonte exclusiva de nutricdo nos primeiros seis meses, € consumida em elevada
quantidade, criando a possibilidade de que uma pequena quantidade de microorganismos
(MO) cause

alguma patologia (MELLO; ROSA, 2018).

O desenvolvimento da desnutricdo infantil geralmente coincide com a introducéao
de alimentos complementares durante o desmame. Entretanto, esses alimentos
complementares também podem estar contaminados por agentes microbiologicos (bactérias
e fungos) e toxinas ambientais (toxinas bacterianas, toxinas fungais, como micotoxinas,
metais e seus complexose produtos quimicos organicos) (ACHAGLINKAME; OPOKU;
AMAGLOH, 2017). Portanto, a ingestdo de alimentos contaminados representa uma
importante via de exposicdo a riscos quimicos, em particular, para as criangas. Os lactentes e
as criancas pequenas sdo mais susceptiveis as toxinas do que os adultos devido ao menor

peso corporal, maior taxa metabolica, menor capacidade de desintoxicacdo do que os
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adultos e devido ao desenvolvimento incompleto de alguns 6rgéos e tecidos, tal como, o
sistema nervoso central (ALVITO et al., 2010, WHO, 2007).

A aflatoxina, dependendo do nivel de exposicdo, além de contribuir para o baixo
pesoao nascer e comprometimento do crescimento, alterar a imunidade e provocar retardo
mental em criancas, induz mudancas no fator da proteina de crescimento semelhante a
insulina e na inibicdo da biodisponibilidade mineral. Segundo uma pesquisa americana,
existem fortes associacdes entre a exposicdo a aflatoxina e reducdes significativas do
crescimento em criangasconforme avaliacdo da altura e peso para idade (GROOPMAN et
al., 2014).

2.3 Aflatoxinas

Aflatoxinas (AFs) sdo metabolitos secundarios carcinogénicos (STASIEWICZ et
al., 2017), produzidos principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus (ARROYO-
MANZANARES et al., 2015; RAMA et al., 2015) em alimentos como amendoim, gréos de
milho, cereais e alimentos para animais (WACOQOO et al., 2014). Foram descobertas em
1960, apo6s a morte de perus na Europa, causada pela alimentacdo com torta de amendoim
contaminada por A. flavus (RAMOS; BRASIL; GERALDINE, 2008). Além disso, as
aflatoxinas foram estruturalmente identificadas no inicio da década de 1960 e nos ultimos
40 anos, a toxicologia destes compostos tem sido amplamente estudadas (WILD;
TURNER, 2002). Conforme estudos, as aflatoxinas representam um grupo de
aproximadamente 20 metabdlitos, embora normalmente somente as aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 (PINTO VIEIRA et al., 2007) sejam encontradas como contaminantes diretos em
alimentos (DU et al., 2017). Os tipos mais importantes de aflatoxinas ocorrem naturalmente
em produtos agricolas sdo aflatoxina B1 (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2), aflatoxina G1
(AFG1) e aflatoxina G2 (AFG2) (WU et al., 2016). Portatanto, tais alflatoxinas constituem-
se as a mais conhecidas e estudadas do ponto de vista toxicologico (GONCALEZ et al.,
2004).

As aflatoxinas tornam-se uma preocupacao em termos de salde humana, pois a
exposicdo prolongada a esses compostos toxicos pode ser relacionados a uma ampla gama
de efeitos adversos para a salude, como a dilatacdo dos vasos sanguineos periféricos,
hipotensdo, urticéria, redugdo da imunidade, e promocdo de alguns tipos de céncer,
especialmente carcinomahepatocelular (SHAHBAZI; NIKOUSEFAT; KARAMI, 2017). O
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A. flavus produz apenas aflatoxina B1 e B2, enquanto as A. parasiticus e A. nomius
produzem Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, que sdo classificadas como cancerigenas do grupo
1 (NIDHIANA et al., 2017). Além disso, segundo classificagcdo da Agéncia International de
Pesquisa sobre o cancer, as aflatoxinas que apresenta o maior potencial cancerigeno para o
figado em mamiferos é a aflatoxina B1 (AFB1), sendo portanto consideradas como
cancerigena do Grupo 1 (PLEADIN et al., 2015, NIAN et al., 2018).

A aflatoxina M1 (AFM1) é o metabolito hidroxilado de AFB1, e pode ser
encontrado especialmente no leite e outros produtos lacteos quando os animais lactantes sdo
alimentados com ragdo contaminada. As aflatoxinas ligam-se covalentemente ao DNA
podendo causar mutacdes nos genes supressores tumorais (por exemplo no gene P53) ou
proto-oncogenes, originando assim um hepatocarcinoma (CRISTO et al., 2015).

A presenca de AFM1 em leite e produtos lacteos comercialmente disponibilizados e
a elevada ingestdo destes produtos pela populacdo humana pode ter implicagdes negativas
para asaude dos consumidores, especialmente para lactentes e criancas (GOLGE, 2014). De
fato, conforme estudos realizados no Zimbabwe, a reducdo de cerca de 40% da expectativa
de vida esta relacionada a presenca de micotoxinas nos alimentos consumidos pela
populacdo (MURASHIKI et al., 2017).

A AFB1 ¢ rapidamente absorvida no trato digestivo e principalmente metabolizado
porseres vivos, convertendo-o em AFM1, que por sua vez é excretado no leite bovino
(RAMA et al., 2016). A AFM1 é muito estavel em relacdo ao processamento normal do
leite e métodos como a pasteurizacao e 0 aquecimento de temperaturas ultra-altas ou outros
procedimentos da industria de laticinios, e se presente no leite cru, a molécula AFM1 nédo
pode ser inativada e pode persistir no produto final, destinado ao consumo humano (ROMA
et al., 2017; DIMITRIESKA-STOJKOVIC et al., 2013). Portanto, devido a sua elevada
estabilidade a varios tipos tratamentos térmicos, tais como tratamento de pasteurizacdo e
ultra-alta temperatura (UHT), apresenca de AFM1 em leite e produtos lacteos é uma séria
preocupacao (IQBAL; ASI; MALIK, 2017).

A ingestdo de AFBL esta associada a uma alta incidéncia de canceres de figado,
mama, prostata e gastrointestinal em humanos; a desnutricdo protéico- energética em
criancas; bem como ligado a progressao da infeccdo pelo HIV, especialmente em paises de
baixa renda (SINEQUE; MACUAMULE; DOS ANJOS, 2017). A ocorréncia de varias
micotoxinas potencializam seus efeitos de danos a saide (BOLECHOVA et al., 2015). Até

a presente data, 18 AFS foram identificadas, incluindo a AFB1, do grupo toxico (ZHENGet
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al., 2017; ANFOSSI et al., 2015) mais importante, o qual é muitas vezes encontrado na
alimentacdo animal (ZHENG et al., 2017). De acordo com a Organizagdo das Nacdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), 25% das culturas alimentares mundiais
podem ser afetadas por micotoxinas a cada ano (HUONG et al., 2016).

Desde 1985, a Agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) restringiu
a quantidade de micotoxinas permitida em produtos alimentares. O Servico de Inspecdo de
Gréose Plantas do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), implantou
um laboratério de servicos para Inspecdo de micotoxinas em grdos. Além disso, a
Organizacdo dasNag6es Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) e a Organizagéo
Mundial da Satude (OMS) reconheceram muitas toxinas presentes em produtos agricolas
(KUMAR et al., 2017).

O maior problema decorre da agéo cronica das aflatoxinas no homem, pois alem da
alteracdo do crescimento em jovens e criangas, ocasionam distirbios neuroldgicos,
imunologicos e o aparecimento de cancer hepatico (DO AMARAL et al., 2006). O milho é
umdos cereais mais vulneraveis ao desenvolvimento de fungos toxigénicos. As micotoxinas
passiveis de serem encontradas em milho sdo produzidas principalmente por espécies dos
géneros Fusarium (fumonisinas e zearalenona), Aspergillus (aflatoxinas e ocratoxina) e
Penicillium (ocratoxina) (OLIVEIRA, 2016). A exposicdo dos humanos as aflatoxinas
carcinogénicas sdo elevadas e a exposicdo crbnica a aflatoxinas atingiu 4,5 bilhdes de
pessoas (MOORE et al.,, 2017). No entanto, a intensidade das doencas depende do
mecanismo de acdo para cada tipo de AF, a extensdo da exposicdo, idade e estado
nutricional (ASGHAR et al., 2017).

A estimativa da exposicdo é um dos elementos de avaliacdo de risco e leva em
consideracdo a ocorréncia e concentracdes de micotoxinas na dieta, os padrées consumo,
bem como o valor de consumo correlacionado com os alimentos contendo micotoxinas. Com
valores estimados da exposicdo dietética as avaliacbes poderiam ser determinadas para
diminuir os riscos em humanos (HESHMATI et al., 2017).

2.3.1 Limites maximos toleraveis de aflatoxinas

Devido a sua toxicidade e ao seu efeito especialmente para as criancas, a Comissao
Européia (CE) definiu o nivel maximo permitido para AFM1 em 0,05 pg. kg e 0,025 pg.

kg! em leite e formula infantil, respectivamente (SHUIB et al., 2017). O International
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Agency for Research on Cancer (IARC) classificou as aflatoxinas como uma substancia
natural que reconhecidamente podem causar cancer (GLORIA et al., 2006).

Segundo levantamentos, existem mais de 500 milhdes de pessoas, principalmente
na Africa subsaariana, bem como em partes da América Latina e a Asia que estdo expostas
a aflatoxina B1 em concentracbes que aumentam substancialmente a mortalidade e
morbidade. ExposicGes entre 20 e 120 pg/kg de peso corporal por dia resulta em aflatoxicosis
aguda quandoconsumida durante um periodo de 1-3 semanas. Os sintomas incluem vomitos
e dor abdominal, resultando na morte, especialmente em criangas (MCMILLANA et al.,
2018).

Em decorréncia dos efeitos tdxicos e cancerigenos da aflatoxina em alimentos
contaminados, o departamento de agricultura dos EUA (USDA) e Food and Drug
Administration (FDA) estabeleceram o limite de tolerancia de 20 ppb em alimentos. Paises
daUnido Europeia (UE) permitem concentracdo de ppb muito menor de aflatoxinas. Neste
caso, € visivel que os niveis aceitos de toxinas sdo variaveis para cada alimento em diferentes
paises (SARMAL et al., 2017).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 88, de 2021, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, estabeleceu o limite maximo tolerado (LMT) de aflatoxina B1, B2, G1
e G2, em formulas infantis para lactentes e formulas infantis de seguimento para lactantes e
criangas de primeira infancia, de lug/kg no alimento tal como ofertado ao consumidor
(ANVISA, 2021).

Embora exista normativa quanto a qualidade de alimentos como férmulas infantis,
uma vigilancia adequada e verificagdes frequentes sdo fundamentais para garantir padrdes
de qualidade e seguranca para matérias-primas destinadas ao consumo direto ou aos
processos industriais. Como um resultado, as autoridades publicas e as agéncias reguladoras
estdo levando produtores, fabricantes e pesquisadores a prestar séria atencdo para 0S
processos de producdo alimentar e desenvolvendo politicas abrangentes de qualidade e
sistemas de gestdo paramelhorar a seguranca alimentar e tentar aumentar a informacéo do
consumidor para recuperar a confianca dos consumidores nos alimentos. Para atender aos
requisitos regulamentares, industriais, profissionais de controle oficial de alimentos e os
pesquisadores no campo devem enfrentar cada vez mais a evolucdo continua dos aspectos

regulamentares na UE e em nivel nacional (CHELI et al., 2014).
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2.3.2 Pesquisa de aflatoxinas em alimentos infantis

Nos ultimos anos, estudos abordaram a presenca de aflatoxinas em alimentos
destinados ao publico infantil, como resultados, em alguns paises foi constatado a presenca
de  micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxina A e fumonisinas em 248 formulas infantis
produzidas pelos Centros de Recuperacdo e Educagdo Nutricional (CRENS) e vendidas nos
mercados de Burkina Faso (WERE et al., 2017).

Oveisi e colaboradores determinaram a ocorréncia natural e os niveis de AFM1 em
amostras de leite liquido pasteurizado, férmula infantil e alimentos de desmame a base de
leite consumidos em Teerd, Ird. Os resultados foram obtidos através testes ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay), os quais indicaram que de total um total de 328 amostras
pesquisadas, 96,3% correspodenu a presenca de AFM1. Em geral, a quantidade de AFM1
em 100 (78%) amostras de leite liquido e 24 (33%) de alimentos a base de leite foi superior
ao limite maximo de tolerado pela legislacdo Europeia, mas em todas as amostras de
formula infantil foi inferior Comunidades Européias e Codex Alimentarius prescreveu um
limite de 50 ng/kg para AFML1 no leite e 25 ng/kg em produtos lacteos infantis (OVEISI,
2007).

Nasir e colaboradores (2021) investigaram a exposi¢do de criangas com idade de 3 a
5 anos a aflatoxinas pertencentes de diferentes classes socioeconbmicas da cidade de
Multan, no Paquistdo, no qual utilizaram biomarcadores urinarios para aflatoxinas através
do método de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Além disso, foram realizadas medidas
antropometricas, hemograma completo e testes de funcdo hepéatica dos mesmos grupos de
criangas. Os resultadosdemonstraram que 11% das amostras de urina foram positivas para
aflatoxinas. A presenca deaflatoxinas nas amostras de urina e 0 mau estado de saude das
criancas legitimaram a necessidade de vigilancia da contaminagdo por aflatoxinas dos
alimentos para recém-nascidos e o desenvolvimento de intervengdes centradas
principalmente na sensibilizacdo para as questBes particularmente relacionadas com a

seguranca alimentar (NASIR et al., 2021).

Na China, um estudo considerando 820 alimentos infantis & base de cereais
comercializados e utilizando o método de cromatografia liquida de ultra performance e
deteccdocom espectrometria de massa (UPLC-MS/MS), detectou 12 micotoxinas, incluindo
desoxinivalenol (DON), &cido tenuazdnico (TeA), enniatina A (ENA), zearalenona (ZEN),

enniatina B1 (ENB1), alternariol (AOH), enniatina B (ENB), alternariol nonometil éter
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(AME), enniatina Al (ENAL), fumonisina B1 (FB1), ocratoxina A (OTA) e fumonisina B2
(FB2). Umaou mais micotoxinas foram encontradas em 73,7% de todas as amostras, 71,2%
em alimentos infantis industrializados (cereais infantis, bolachas infantis e macarrdo
infantil) e 82,3% em cereais comuns (farinha de trigo, arroz e milheto) para consumo
infantil. Alimentos infantis a base de trigo estavam contaminados com mais variedades de
micotoxinas do que os alimentosinfantis a base de arroz. No geral, a exposi¢do dietética de
DON, ZEN, FBL1, FB2, OTA e TeApor ingestdo de alimentos infantis a base de cereais foi
considerada aceitavel (quociente de risco

<1). No entanto, a exposi¢cdo dietética estimada de AME e AOH ultrapassou o limite de
preocupacao toxicoldgica de 0,0025 ug/kg peso corporal/dia, o que confirmou a necessidade
demais estudos para avaliar os riscos potenciais a satde dos lactentes (JI et al., 2022).

Em paises como a Nigéria, um estudo avaliou 0s riscos micotoxicolégicos do
consumode alimentos complementares por bebés e criangcas pequenas. Vinte oito principais
micotoxinase derivados, e outros 109 metabolitos microbianos, incluindo cloranfenicol (um
metabolito bacteriano), foram quantificados em 137 amostras de alimentos por
Cromotografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS). Aflatoxinas e
fumonisinas apareceram simultaneamente em 42% das amostras de alimentos a base de
cereaise nozes, em concentracGes médias para alimentos infantis processados superiores aos
limites da UE de 0,1 e 200 ug/kg em 300 e seis vezes, respectivamente. Além disso,
amostras de leite continha principalmente vericina, cloranfenicol e zearalenona. Os
tricotecenos, toxinas T-2 e HT-2, foram quantificados apenas em férmula infantil e em
niveis trés vezes acima do nivel recomendado pela UE de 15 pg/kg em alimentos para
bebés. Por outro lado, a exposicdo cronica a estimativa para aflatoxina carcinogénica foi
alta, causando baixa margem de exposicdo (MOE). Exposicdes a outras micotoxinas
excederam os valores de referéncia estabelecidos em varias vezes ou revelaram MOEs
baixas, apontando para riscos de salde importantes nesta populacdo altamente vulneravel.
As misturas de micotoxinas observadas podem aumentar ainda mais riscos de resultados
adversos a salde da exposicdo, 0 que deixa claro a necessidade urgente e intervencdes
regulatérias (OJURI et al., 2018).

Em outro estudo, cinquenta produtos a base de cereais destinados a bebés e criancas
foram adquiridos no varejo na regido da Grande Acra em Accra Metropolis, distrito de Gana
no periodo de junho a setembro de 2013, nos quais incluiram arroz, milho, trigo, aveia,

milheto & base de leguminosas e grdos mistos. Foi utilizado o procedimento de extracao
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envolvendo mistura solvente de acetonitrila-agua seguida de etapa de limpeza da coluna de
imunoafinidade e HPLC com detec¢do de fluorescéncia e derivatizagcdo pds-coluna (sistema
de células Kobra). Das amostras de alimentos processados a base de cereais testadas, 72%
estavam contaminadas com todos os quatro tipos de aflatoxina, ou seja, aflatoxina B1, B2,
G1 e G2. No geral, os valores médios de aflatoxina foram registrados nas amostras de grdos
a base de arroz, a base de milho,a base de trigo, a base de milho, a base de leguminosas e
gréos mistos. Os resultados mostraram que 96% dos alimentos processados destinados a
lactentes continham niveis de AFB1 superiores aos limites permitidos da Unido Europeia,
enquanto 52% dos alimentos & base de cereais excederam o limite maximo para AFB1 e
para aflatoxinas totais (BLANKSON; MILL-ROBERTSON, 2015).

Uma vez que os leites sintéticos provem de outros produtos, principalmente aqueles
naturais, 0 mesmo pode ser contaminado por micotoxinas e até mesmo por medicamentos
veterinarios. De fato, um estudo constatou a presenca de micotoxinas e residuos de
medicamentos veterinarios em varias formulas infantis, alem de 337 contaminantes,
incluindo pesticidas. O método foi validado de acordo com os regulamentos europeus e
aplicado na analise de 54 amostras de férmulas infantis. A zearalenona foi encontrada em
55,5% das amostras ¢ a-zearalenol em 16,6% das amostras. Mais de 49 agrotoxicos, 11
residuos de medicamentos veterinarios e 5 micotoxinas foram provisoriamente identificadas
via andlise retrospectivas baseadas em uma biblioteca de espectros de massas. Esses
resultados destacaram a necessidade de uma avaliacdo cuidadosa de contaminantes em
formulas infantis, considerando que se destinam a uma parte vulneravel da populacédo
(1ZZ0 et al., 2022).

Um estudo brasileiro avaliou o risco a saude da populacdo infantil pela ocorréncia
de AFM1 em leite UHT, leite em p6 e férmulas infantis. Neste caso, a determinacéo de
AFML1 foirealizada em 60 amostras e a avaliacdo da exposicdo a micotoxina foi realizada
através da determinacdo da ingestdo diaria estimada (IDE), enquanto a caracterizacdo de
risco foi avaliada com o calculo do risco. Segundo autores, os valores obtido devido a
exposicdo para AFM1 foram considerados abaixo da margem de seguranca. Porém, esses
resultados apontam para umpotencial risco a saude da populacdo infantil brasileira exposta a
AFM1 em produtos lacteos (CONTECOTTO et al., 2021). Pesquisa realizada pelo pais
vizinho ao Brasil, o Paraguai, no qual Arrda e colaboradores em uma area metropolitana de
Asuncién (Paraguai) encontram que 100 % das amostras de formulas para leite foram

positivas para AFM1. Ja as formulas na forma em p6 para criangas de 0 a 6 meses e para
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criancas de 6 a 12 meses apresentaram 9,75% e 2% de resultados positivos,

respectivamente, para a presenca de AFM1 (ARRUA et al., 2021).

2.4 Metais toxicos em férmulas infantis

Os metais e outros elementos podem estar presentes nos alimentos naturalmente ou
como resultado de atividades humanas, como préaticas agricolas e processos industriais.
Alguns desses elementos sdo nutrientes essenciais que precisamos obter de nossa dieta,
enquanto outrospodem ser prejudiciais a saude. Os alimentos infantis (formulas, alimentos
para desmame, bebidas, etc.) sdo comercializados para consumo por um grupo
particularmente sensivel da populacdo e muitos novos produtos e férmulas aparecem
frequentemente nas prateleiras. Assim, a concentracdo de metais e outros elementos em
alimentos infantis devem ser monitorada através de pesquisas para garantir a seguridade
daqueles que os consomem (EFESA,2023).

Desde 2006 que alguns estudos tém sido realizados monitorando a concentracao de
elementos quimicos nas formulas infantis (FOOD STANDARDS AGENCY, 2006). Na
época, o Comité de Toxicidade de Produtos Quimicos em Alimentos, Produtos de Consumo
e Meio Ambiente (COT) concluiu que os niveis encontrados ndo preocupavam a saude de
criangas. No entanto, a combinacdo de um mercado em rapida mudanca e uma populagéo-
alvo sensivel significa que ha necessidade de atualizar as informacGes existentes sobre a
composicao desses produtos.

Em estudos realizados no Reino Unido em 2014, envolvendo uma parcela
representativado mercado de formulas infantis e alimentos para desmame (247 amostras)
adquiridas em diferentes locais e varejistas, assim como 50 alimentos que ndo sdo
especificamente fabricadosou destinados a lactentes, mas sdo frequentemente consumidos
por lactentes (os chamados “alimentos ndo especificos para lactentes”), como pao e
banana, também foram analisados quanto aos mesmos elementos na pesquisa. Os alimentos
selecionados pela Agéncia de Normas Alimentares foram baseados naqueles que fazem a
maior contribuicdo para a dieta infantil, conforme registrado na Pesquisa de Dieta e
Nutricdo de Lactentes e Criancas Pequenas (Diet and Nutrition Survey of Infants and Young
Children, DNSIYC), juntamente com o0s primeiros alimentos recomendados pelo
Departamento de Salde, considerando os alimentos para a faixade 8-9 meses e 12 meses. De
acordo com os resultados da pesquisa, todas as amostras analisadas continham Aluminio

(Al), Antiménio (Sb), Arsenio (As) total, As inorganico (nas amostras que continham >10
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Hg/kg de arsénio total), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre (Cu), lodo (1), Ferro (Fe),
Chumbo (Pb), Manganes (Mn), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Selenio (Se), Estanho (Sn) e
Zinco (Zn) (BRERETON, 2014).

Um estudo realizado em 2014, Sipahi e coloaboradores, mostrou através de tecnicas
analiticas que existe a presenca de elementos como Al, Pb e Ca em 63 formulas infantis.
Além disso, o0s niveis desses metais nas amostras do estudo foram comparados com o0s
limites aceitaveis de metais pesados téxicos e as doses diarias recomendadas (RDAS) de
oligoelementos essenciais. De acordo com  0s resultados, 0s niveis de metais toxicos
quantificados nas formulas estavam dentro dos limites aceitaveis, com exce¢do dos niveis de
Al em 8 das 63 amostras. Em 16 amostras, 0s niveis de Mn excederam 600 pg/dia, e o teor
de Cr em 7 amostras foi superior a 5,5 pg/dia, sendo esses valores 0s niveis de ingestéo
adequados para lactentes. Os niveis de cobalto (Co) em 10 férmulas foram superiores ao
RDA. Portanto, segundo estes achados, existem indicios que indicam que  0s niveis de
metais nestas formulas infantis sdo mais elevados do que os encontrados no leite materno, o
qual deve ser o preferido para a alimentagdo infantil. Baseado em tais resultados, os autores
enfatizam que uma vez que o0s bebés sdo potencialmente mais suscetiveis a metais, 0s
alimentos infantis devem ser monitorados regularmente e verificados quanto a
contaminacdo por metais toxicos, bem como para os niveis de oligoelementos essenciais
(SIPAHI et al., 2014).

Estudos realizados na Turquia utilizando Espectrometria de massa por plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) revelaram que algumas marcas de formulas infantis
contém metais pesados como o Pb, Cd, As e Hg em 36 amostras, assim como o calculo do
indice de perigo também foi realizado. Neste trabalho, os dados de consumo de formula
infantil de 268 bebés foram considerados na faixa etaria de 0 a 24 meses e considerando o
método de recordatorio alimentar de 24 horas. Além disso, calculou-se a ingestdo diaria
estimada (EDI), o quociente de risco-alvo (THQ) e o indice de risco (HI). Segundo
resultados, 0s niveis médios de Pb, Cd, As, e Hg da férmula infantil foram determinados
em 0,025, 0,002,0,021 e 0,0001 mg/kg, respectivamente. As exposicdes médias de As, Cd,
Hg e Pb para todas as faixas etarias foram calculadas como 0,29, 0,03, 0,001 e 0,04 pg/kg
pc/dia, respectivamente. De acordo com os valores de HI, os resultados indicam a
possibilidade de possiveis problemas de salde para bebés na faixa etaria de 0 a 6 meses
(BASARAN, 2022).
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Embora alguns estudos como destacamos anteriormente quantifiquem elementos
como o arsénio outros ndo o fazem, o motivo muitas vezes devido a metodologia, ou a
baixa concentragdo deste elemento na amostra. Em um estudo realizado por pesquisadores
italianos, foram analisados 40 elementos em férmulas infantis em pd autorizadas e
comercializadas na Itélia, além disso uma estimativa devido a ingestdo de alguns metais
pesados toxicos pelos lactentes foi realizada para avaliar possiveis riscos a saude. Dentre 0s
elementos, podemos destacar a quantificacdo da Be, B, Al, Zr, Nb, Sb, Te, W, V, Cr e As 0s
quais estavam abaixo do limite de deteccdo em mais de 30% das amostras. Os niveis dos
outros elementos mostraram- se muito varidveis. Os resultados foram semelhantes aos
relatados por outros estudos da Uni&o Europeia (UE), mas diferentes daqueles recuperados
fora da UE. Essas diferencas devem ser eliminadas para garantir o direito a saude em todo o
mundo. As concentragdes de Cd, Mn, Ni, Pb e Zn nas formulas infantis estudadas estiveram
sempre abaixo dos limites considerados. No entanto, é importante verificar se ha elementos
potencialmente toxicos nas formulas infantis para proteger a satde dessa populagéo sensivel
(ASTOLFI et al., 2021).

Diante deste exposto, estudos envolvendo a quantificacdo de Al, As, Cd, Sn, Hg, Pbe
U em formulas infantis  brasileiras sdo uma preocupacdo. Segundo estudo realizado por
Almeida et al., (2022a), a presenca de Al, As, Cd, Sn, Hg, Pb e U em férmulas infantis
comercializadas no Brasil, e baseado nos calculos de quociente de risco (target hazard
quotients, THQ) e Risco de Cancer Alvo (TCR) para avaliar o risco potencial de toxicidade
para criancas que consomem, o contetdo de arsénio nas férmulas infantis mostrou um THQ
> 1, indicando possiveis riscos a saude de recém-nascidos ou criancas. Riscos
carcinogénicos minimos foram observados para os elementos considerados carcinogénicos,
assim como as interac6es metabdlicas e nutricionaistambém foram discutidas. Portanto, os
autores deixam claro que existe a necessidade de melhorar a vigilancia da formula infantil
em relacdo a contaminacdo por elementos potencialmente toxicos e carcinogénicos
(ALMEIDA et al., 2022a). Além disso, em outro estudo realizado por Almeida et al.,
(2022b), foi quantificado a presenca de elementos como Ca, Mn, Mg, Na, K, P, Fe, Zn, Cu,
Cr, Mo, Se, I e Co.

De acordo com Dominguez e colaboradores, 2017, considerando férmulas infantis
para criancas de 6 a 12 meses quantificaram 9 minerais (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Cr, B,
Ba, Ni, L, V, Sr, Mo, Mn, Al, Cd e Pb) em um total de 30 amostras de férmulas infantis

de 15 marcas diferentes por espectroscopia 6ptica de emissdo atdmica com plasma
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acoplado indutivamente (ICP-OES). De acordo com os resultados, elementos como o Ca foi
majoritario com concentracdo meédia de 4544 mg/kg de peso Umido. Quanto aos
oligoelementos, destaca-se o Fe (55,9 mg/kg). A concentracdo média encontrada para Pb
(0,07 mg/kg) supera o limite maximo estabelecido na legislacdo europeia. As férmulas
analisadas cobrem as necessidades diarias de quase todos os elementos essenciais. A
ingestdo de Pb a partir do consumo recomendado pelo fabricante significa que o Pb
contribui com 233% da Ingestdo Diaria Toleravel (TDI). As formulas infantis atendem as
necessidades nutricionais das criangas, embora a concentragdo de Pb possa representar um
risco a sadde infantil (DOMINGUEZ et al., 2017).

O excesso de metais pesados em alimentos pode causar danos a salde, além disso, a
presenca de varios metais em alimentos pode influenciar em sua estabilidade e qualidade,
assimcomo a presenca de acidos graxos saturados e insaturados podem também interferir na
estabilidade térmica. (ANVISA, 2010; TAVARES, 2010; FARIA et al., 2002) Diante do
exposto, se faz necessarios estudos que realizem tais pesquisas para termos conhecimento
do papel de cada composto na salde e qualidade de alimentos.

Embora existam trabalhos em diversos paises que quantificaram metais pesados e
metaloides em formulas infantis, ainda sdo escassos estudos envolvendo outras faixas de
idade como de 1 a 3 anos, e principalmente estudos que associem a composi¢do minerais

destasformulas com a decomposicdo térmica e composicdo de acidos graxos.

2.5 Andlise térmica

As propriedades ou adulteraces de farmacos, produtos quimicos, bioamateriais e
principalmente alimentos podem ser estudadas utilizando técnicas como a andlise termica.
De certa forma, podemos conceituar a analise térmica como um termo que abrange um
grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica ou quimica de uma amostra, ou de seus
produtos de reacdo, € monitorada em funcdo do tempo ou temperatura estabelecidos pelo
operador, enquanto a temperatura da amostra, sob uma atmosfera especifica (ar sintético ou
nitrogénio), também é submetida a uma programacdo controlada (MATOS; FELSNER,
1998). Estas técnicas permitem obter informacBes com respeito a variacdo de massa, assim
como a estabilidade térmica que na quimica de alimento podemos relacionar com o tempo de
prateleira; agua livre; dgua ligada; pureza, ponto de fusdo, ponto de ebulicdo, calores de
transicdo, calores especificos, diagramas de fase, cinética da reagdo, estudos de

catalisadores, transicdes vitreas, entre outras (ANDRADE JR, 2015).
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Em uma pesquisa utilizando a anélise térmica para estudar o comportamento térmico
dediversas férmulas infantis (leite em pd para bebés) em decorréncia da decomposicéo,
assim como analises dos componentes que se formariam, e principalmente os processos
quimicos queocorrem em decorréncia da perda de massa, 0s graficos termogravimétricos
(TG) podem fornecer tais informagdes com grande precisdo. Além disso, tais resultados
podem ser correlacionados com os efeitos térmicos nas curvas DTA (Analise Térmica
Diferencial). Neste contexto, o estudo da decomposicdo térmica de proteinas, caseina,
lactose e acidos graxos podem ser estudados, onde correlagbes podem ser realizadas, ou
seja, envolvendo a massa residual resultante como produto final da decomposicéo térmica
controlada com os residuos obtidos por calcinagdo na determinacdo de cinzas. Assim, a
analise térmica dos sortidos de leiteem pd tem potencial de mostrar as diferencas entre o
teor de agua que evaporou na primeira etapa da analise térmica, a quantidade de lactose,
proteina e acidos graxos (DIPPONG et al., 2015).

Vale lembrar que as formulas enriquecidas em acido docosahexaendico
(docosahexaenoic acid, DHA) séo extremamente propensas a oxidacdo, o que representa o
riscode expor o lactente a produtos nocivos de degradacdo. N&o apenas os Acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFAS) presentes tém um alto grau de insaturagédo
(VENKATARAMAN et al., 2004), mas a adicdo de pro-oxidantes como o ferro para
atender aos requisitos nutricionais (COMMISSION DELEGATED REGULATION, 2015)
também representa um desafio para a estabilidade do produto final. Os hidroperdxidos sao
os primeiros produtos de oxidacdo e sdo muito reativos, decompondo-se rapidamente em
aldeidos, cetonas e outros volateis. Vale lembrar que esses produtos secundarios da
oxidacao lipidica sdo responsaveis pela rancidez e sabores indesejaveis (CLARKE et al.,
2020). Por outro lado, os sabores oxidados sdo perceptiveis no leite armazenado em baixos
niveis de oxidacdo (valor de peroxido <l meq.O2/kg de o6leo). Os atributos “peixe” e
“metalico” sao correlacionados com concentracGes aumentadas de hexanal e heptanal e
demonstraram ser particularmente evidentesna formula de leite infantil enriquecida com LC-
PUFA (CESA et al., 2015). Além disso, variosprodutos da oxidacéo lipidica (como radicais
livres, espécies reativas de oxigénio e aldeidos) podem exercer efeitos prejudiciais em
processos bioldgicos vitais, potencialmente levando a lesdes teciduais e aumentando o risco
de doencas degenerativas (DAOUD et al., 2020).

Como citamos anteriormente, as férmulas infantis sdo produtos a base de leite,

adaptados a composicdo do leite humano. Portanto, para garantir a seguranga
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microbioldgica e longa vida util, as formulas infantis geralmente passam por tratamento
térmico rigido. Como consequéncia da composicdo especial e do regime de aquecimento,

as formulas infantis séo

mais propensas a reacdes de degradacao induzidas termicamente do que os produtos lacteos
comuns. As reacOes de degradacdo observadas durante o processamento do leite
compreendema lactosilacdo produzindo o produto de Amadori (lactosil-lisina), a formagéo
de produtos finaisde glicacdo avancada (AGESs) e produtos de degradacdo de aclcar sem
proteina, bem como oxida¢do de proteinas ou lipidios.

Como observamos anteriormente, varios métodos foram desenvolvidos para estimar o
impacto do calor aplicado durante a fabricacdo de férmulas infantis, incluindo métodos
indiretos, como andlise de fluorescéncia, bem como a andlise de produtos de reacdo
definidos (BRANDAO, DOS ANJOS, BELL, 2017). A maioria dos estudos confirma um
maior grau de danos nas formulas infantis em comparagdo com os produtos lacteos comuns
(BRANDAO, DOS ANJOS, BELL, 2017). As diferencas entre varios tipos de formulas
infantis, como férmulas liquidas, em p6 ou hipoalergénicas, dependem dos marcadores e
marcas analisados. Uma porc¢do consideravel de produtos de degradacdo de proteinas em
formulas infantis pode ser evitada quando os parametros do processo e a qualidade dos
ingredientes sdo cuidadosamente controlados (VENKATARAMAN et al., 2004;
COMMISSION DELEGATED REGULATION, 2015; CLARKE et al., 2020; ). Nos
altimos anos, novas formulas estdo surgindo, dentro deste contexto, as consequéncias
nutricionais dos produtos de degradacdo térmica em formulas infantis sdo amplamente

desconhecidas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a presenca de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, metais pesados e comportamento térmico
de férmulas infantis comercializadas no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil.

3.2 Especificos

e Quantificar as aflatoxinas encontradas nas formulas infantis utilizando
cromatografialiquida acoplada a espectrometria de massa,;

e Indicar os teores das aflatoxinas em amostras de formulas infantis;

e Quantificar Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn nas
formulasinfantis utilizando espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado;

e Realizar a estimativa de risco de ingestao diaria e risco carcinogénico;

e Comparar os resultados da estimativa de risco com os valores estabelecidos para
RfD,RDI, UL e TDI;

e Avaliar o comportamento térmico das formulas infantis por meio de métodos de
analisetérmica.

e Implantar método multiresiduos para o0 monitoramento das afaltoxinas no
Laboratdrio Central de Mato Grosso do Sul.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostra

Um total de 87 amostras de formula infantil foram coletadas em estabelecimentos
comerciais do Mato Grosso do Sul (supermercados e farmécias) no periodo de abril de 2021
amaio de 2022 pela Vigilancia Sanitaria do Estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. As
amostras coletadas foram embaladas e transportadas para o Laboratério Central
(Lacen/MS). As amostras de formulas infantis foram coletadas de acordo com o
regulamento n°® 401/2006 (Comissdo Européia), que estabelece métodos de amostragem e
andalise para o controle oficial dos niveis de micotoxinas em alimentos.

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados os produtos designados como
formula infantil de segmento para lactente e crianca de primeira infancia (0 a 6 meses),
formula infantil de segmento para lactente e criangca de primeira infancia (6 a 12 meses),
formula infantil de segmento para crianca de primeira infancia (1 a 3 anos), de diferentes
marcas.

O total de 87 amostras foram utilizadas para a quantificacdo e monitoramento de
aflatoxinas. Essas mesmas amostras foram classificadas por marca e faixa etaria, por meio
da realizacdo de pool de amostras de mesma marca e mesma faixa etaria, formando assim um
novogrupo amostral denominados de Al a A10. Essas amostras (A1-A10) foram utilizadas
para a realizacdo da quantificacdo de macro e microelementos por ICP OES e analise

térmica.

4.2 Quantificacdo de aflatoxinas em formulas infantis

As solucbes padrdes foram preparadas diluindo 0,005 g dos materiais de referéncia
em acetonitrila grau HPLC a uma concentracdo de 500 pg/mL. SolucGes estoque (SE) das
aflatoxinas B1 (99,3% de pureza), B2 (99,3% de pureza), G1 (98% de pureza) e G2 (99,2%
de pureza) (Supelco - Sigma-Aldrich) foram preparadas individualmente em diferentes
concentracdes. Em seguida, preparou-se uma solucéo estoque na concentracdo de 10 pg/mL
em acetonitrila. As concentracdes das solucdes estoque foram determinadas por
espectroscopia UV/Vis (UV-2600i, Shimadzu) usando o AOAC International Standard
(2005).Posteriormente, foram realizadas dilui¢cdes das solugdes padronizadas para obtencédo

de uma concentragdo intermediaria de 200 ng/mL.
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Todas as solucBes estoque foram armazenadas a -20 °C. Aliquotas dessas solucbes
(200 ng/mL) foram diluidas e completadas para 20 ng/mL. Portanto, diluicbes dessas
solugdes foramusadas para preparar as curvas de calibracdo para cada aflatoxina. A
determinacdo de aflatoxinas em formulas infantis foi realizada pelo método analitico
multiresiduo que empregao método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe) para extracdo de micotoxinas. O procedimento foi realizado de acordo com as
etapas de extracdo de Quechers utilizadas por Sartori et al. (2015), com modificacdes.

A aflatoxina B1, aflatoxina B2, aflatoxina G1 e aflatoxina G2 foram determinadas
usando Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Alemanha, modelo Ultimate 3000) e Q Exactive Orbitrap Mass Spectrometers
(MS) (Thermo-Fisher, Estados Unidos). O UltiMate 3000 opera em taxas de fluxo de 20
mL/min a 10 mL/min e possui uma fonte de ionizacdo por eletropulverizagdo aquecida
(HESI) operandono modo positivo. A pressdo méaxima foi de 1000 bar com vazdes de até 8
mL/min; Ajustes foram realizados conforme o fabricante quanto a utilizacdo das bombas
binarias, quaternarias ede duplo gradiente, e taxa de aquisicdo de sinal de 200 Hz. Como os
UltiMate 3000 XRS sao sistemas UHPLC-MS quaternarios projetados para otimizar o
desempenho de pequenas colunasde particulas por serem capazes de trabalhar com pressdes
de até 1250 bar, uma coluna C18 foiutilizada no processo de separagdo cromatografica de
aflatoxinas (150 mm x 4,6 mm x 80 A) etamanho de particula 5 um (11% de carbono). A
temperatura da coluna foi mantida a 35°C durante toda a corrida cromatogréafica. A fase
movel utilizada foi composta por uma solucdo aquosa de formato de amdnio 5 mM/1% de
acido acético (fase A) e metanol (fase B). O gradiente de eluicdo comecou com 25% da fase
maével B, aumentando para 100% em 4 min e mantido em 100% por 1,5 min. O sistema foi
reequilibrado por 2 min em 25% da fase movel
B. A vazio foi mantida em 0,3 mL min. O volume de inje¢do foi de 100 pL usando o loop

no“modo complete”.

4.3 Etapa de extracdo de aflatoxina

Pesou-se 1,5 g de férmula infantil em um tubo de centrifugacdo de 50 mL, foi
adicionado 15 mL de agua ultrapura e o tubo foi agitado por 30s. A seguir, 10 mL de
hexano e 15 mL de acetonitrila (1% acido acético, v/v) foi adicionado, e foi novamente
agitado por 30s. Uma mistura de 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sodio foi

adicionado, e o tubo foi imediatamente agitado vigorosamente utilizando um vortéx por 1
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minuto e centrifugado a 3000 rpm por 7 minutos. A camada superior hexanica foi
removida. Todo o procedimento foi executado conforme etapas de extracdo Quechers
utilizado por SARTORI et al.(2015), com modificaces.

Como etapa final, uma aliquota de 5 mL da fase acetonitrila foi evaporado até
secura em evaporador a 50 °C sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi dissolvido em 1 mL de
agua acidificada (&cido formico 0,5%, v/v) e mantido em banho de ultrassom por 2min. A
seguir, a solucéo foi filtrada diretamente em vial, utilizando filtro de polietileno com grau
de filtracdo de 0,22 micras, para posterior injecdo no cromatégrafo.

4.4 Macro e microelementos nas formulas infantis

4.4.1 Digestao acida da amostra para quantificacdo de macro e microelementos

Uma massa de 300 mg de cada amostra de leite, foi pesada diretamente em tubo de
borosilicato de 25 mm e adicionado 2 mL de &cido nitrico (Merck - Darmstadt, Alemanha)
a 65%, 1 mL de perdxido de hidrogénio a 30% (Merck - Darmstadt, Alemanha) e 1 mL de
H20 ultrapura (Tabela 1). Os tubos foram homogeneizados em agitador do tipo vortex
(Biomixer QL-901), tampados com um funil de borosilicato de 50 mm (dedo frio) e inseridos
em um blocodigestor (Tecnal). As condicGes de tempo e temperatura estdo demonstradas na
Tabela 2. A digestdo foi realizada em triplicata para as amostras de leite, branco e para o
teste de adicdo e recuperacdo (spike). Apos a digestao, as amostras foram transferidas para

um tubo de polietileno e reconstituidas para um volume final de 10 mL com agua ultrapura.

Tabela 1. Condicdes de digestdo do leite.

Reagente Massa / Volume

Amostra 03¢
HNOs3 2 mL
H20:2 1mL

H20 1mL
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Tabela 2. Programa de digestao das férmulas infantis em bloco.

Estagio Temperat Tempo (min)
ura (°C)
1 80 30
2 100 30
3 150 60
4 200 30

4.4.2 Quantificacdo de macro e microelementos por espectroscopia de emissao optica
complasma indutivamente acoplado (ICP-OES)

A quantificacdo dos macro e microelementos nas amostras de leite foram realizadas
através da espectroscopia de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado - ICP
OES (modelo iCAP 6300, Thermo Scientific), utilizando uma visao axial para Al, As, Ba,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, V e Zn e radial para Mg, utilizando gas argdnio
com 99.999% de pureza.

Os elementos avaliados neste estudo e seus respectivos comprimentos de onda
utilizadosestdo descritos abaixo na Tabela 3. As condi¢cdes de operacdo do ICP-OES estdo

resumidas naTabela 4.

Tabela 3. Macro e microelementos avaliados nas formulas infantis.

Elementos =~ Comprimento de onda (nm)

Al 167,079
As 189,042
Ba 455,403
Cd 228,802
Co 228,616
Cr 283,563

Cu 324,754
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Fe 259,940
Mg 279,553
Mn 257,610
Mo 202,030
Ni 221,647
Pb 220,353
Se 196,090
Vv 309,311
Zn 213,856

Tabela 4 . Condigdes instrumentais e de operacéo do ICP OES.

Parametros Configuracao
Poténcia da radio frequéncia 1150 W
Fluxo do plasma 12 L min-?
Taxa de fluxo da amostra 0,30 L min-*
Fluxo auxiliar 0,5 L min-*
Nebulizador 20 psi
Integracao 15 (s)
Estabilizacédo 20 ()
Numero de repeticoes 3

A curva de calibracdo externa foi construida com cinco concentracfes diferentes de
cadaum dos elementos: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0 mg/L. A curva foi preparada a partir da
diluicdo de uma solucdo padrdo estoque (SpecSol, Quimlab) contendo 100 mg/L de cada
elemento.

A exatiddo do método de quantificacdo de minerais por ICP-OES, foi validado por
testede adicdo e recuperacgdo, no qual 0,5 mg/Kg de cada um dos elementos analisados foi

adicionado a uma amostra e a recuperac¢do calculada apds a quantificacdo (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de adicdo e recuperacao.

Elementos Recuperacéo (%)
Al 94
As 90
Ba 92
Cd 91
Co 84
Cr 86
Cu 90
Fe 92
Mg 99
Mn 85
Mo 94
Ni 84
Pb 88
Se 89
Vv 90
Zn 89

Os limites de deteccgéo, quantificacdo e coeficiente de correlagdo obtidos séo listados
na tabela 6. Com relagdo a validacdo, o limite de deteccdo (LOD) foi calculado
considerando trés vezes o desvio padrdo do branco e dividido pela inclinacdo da curva
analitica, além disso, o limite de quantificacdo (LOQ) foi obtido considerando dez equacGes
de calibragéo externa e seus respectivos coeficientes de correlagdo (R?) sdo apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6. Figuras de mérito do método de ICP OES.

Elementos LD (mg/kg) LQ (mg/kg) (R?)
Al 0,0075 0,0249 0,9970
As 0,0055 0,0184 0,9996

Ba 0,0023 0,0077 0,9997
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Cd 0,0006 0,0019 0,9990
Co 0,0009 0,0029 0,9996
Cr 0,0034 0,0113 0,9994
Cu 0,0056 0,0187 0,9995
Fe 0,0109 0,0364 0,9997
Mg 0,0010 0,0034 0,9995
Mn 0,0008 0,0025 0,9997
Mo 0,0011 0,0037 0,9996
Ni 0,0010 0,0033 0,9996
Pb 0,0045 0,0151 0,9991
Se 0,0033 0,0108 0,9997
\Y, 0,0029 0,0095 0,9997
Zn 0,0031 0,0102 0,9996

LD - limite de detecgéo; LQ - limite de quantificagdo e R? - coeficiente de correlacio.

4.5 Estimativa de risco ndo carcinogénico (RNC)

4.5.1 Estimativa de ingestao diaria (EDI)

A estimativa de ingestdo diaria (EDI) de metais pesados nas férmulas infantis
expressa em mg/kg/peso corporal/dia, foi calculada para a exposicdo via ingestdo oral,
considerando 0 peso medio de meninos e meninas nas faixas etarias de 0-6 meses, 6-12
meses e 1-3 anos (Tabela 7). Assumimos que o leite era fornecido exclusivamente por

formulas infantis. A EDI foi calculada de acordo com a Eq. 1.

CxID

- w22 Eq. (1
EDI - a. (1)

Onde:

C = concentracdo maxima do metal pesado na formula infantil (mg/kg);

ID = ingestdo diaria (kg/dia). Estipulada com base nas informac6es constantes no rétulo das
formulas infantis e apresentada na Tabela 8 (capacidade de massa de uma colher,

multiplicado pelo ndmero de colheres necessarias para o preparo de 1 mamadeira,
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multiplicado pelo nimero maximo de mamadeiras recomendadas por dia pelo fabricante
para cada faixa etéria);
Pc = peso corporal (kg) .

Tabela 7. Peso corporal de criancas em diferentes faixas etéarias.

Faixa etaria  Meninos Meninas
Peso médio (kg) Peso médio (kg)
6 meses 7,9 7,3
1 ano 9,6 8,9
3 anos 14,61 14,42

Fonte: OMS, 2023.

Tabela 8. Informagbes constantes na tabela de alimentacdo e dosagens recomendadas

pelosfabricantes, utilizadas para o célculo da taxa de ingestéo.

Amostra F6}i>§a Massa correspondente NQmero de Nl’m_1ero de
etaria a 1 colher (kg) medidas rasas mamadeiras por dia
Al 0-6 0,00436 7 5
A2 0-6 0,00450 7 5
A3 0-6 0,00443 7 5
Ad 0-6 0,00460 7 4
A5 6-12 0,00490 7 4
A6 6-12 0,00470 7 5
A7 6-12 0,00470 7 5
A8 1-3 0,00490 7 4
A9 1-3 0,00470 7 3
A10 1-3 0,00460 7 3

Fonte: Rétulos das embalagens das férmulas infantis.

Na Tabela 9, é apresentado um exemplo de rétulo com as informacgdes nutricionais de
formulas infantis utilizadas na pesquisa. O produto foi a formula infantil para lactentes (para criancas

de 0 a 6 meses).



Tabela 9 — Informacéo nutricional de formula infantil.
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Por 100 g de po Por 100 mL de formula
reconstituida

Valor energético 472K cal 67 K cal
Carboidratos 58 g 8,349
Lactose 44 g 6,29
Proteinas 119 159
Gorduras totais 229 3,19
Gorduras saturadas 8,0¢g 1,19
Gorduras trans 0g O0g
Acido linoleico 31g 049
Acido a-linolénico 380 mg 54 mg
Fibra alimentar 2949 0449
Fruto-oligossacarideos (FOS) 0,299 0,049
Galacto-oligossacarideos 2,6 ¢ 0449
Sodio 240 mg 34 mg
Célcio 550 mg 78 mg
Ferro 7,8 mg 1,1 mg
Potéassio 625 mg 89 mg
Cloreto 320 mg 45 mg
Faésforo 310 mg 44 mg
Magnésio 60 mg 8,5 ug
Manganés 60 ug 8,5 ug
lodo 150 pg 21 ug
Cobre 360 ug 21 ug
Selénio 11 ug 1,6 ug
Zinco 5,6 mg 0,80 mg
Vitamina A 570 ug RE 81 ug RE
Vitamina D 11 ug 1,5ug
Vitamina E 11 mg o TE 1,5mga TE
Vitamina K 45 ug 6,4 ug
Vitamina C 75 ug 11 mg
Vitamina B1 1,0 ug 0,14 mg
Vitamina B2 1,2mg 0,17 mg
Niacina 5,0 mg 0,71 mg
Vitamina B6 0,58 mg 0,08 mg



Vitamina B12
Acido flico
Acido Pantoténico
Biotina

Colina

Inositol

159
130 pg
6,4 mg
24 g
80 mg
35 mg

0,21 pg
18 g
0,91 mg
3,4 mg
11 mg
5,0 mg
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Fonte: Rotulo da embalagem formula infantil para criancas de 0 a 6 meses.

4.5.2 Quociente de risco (HQ)

O HQ corresponde ao risco de satde ndo cancerigeno representado pela exposicao a

um determinado metal pesado e pode ser definido como a razdo de exposi¢cdo ao metal

pesado e a dose de referéncia de ndo carcinogenicidade do metal (RfD), que é o nivel mais

alto no qual ndo sdo esperados efeitos adversos a saude. Para interpretacdo, considera-se:

HQ < 1, ndo sdo esperados efeitos adversos a saude; HQ > 1, existe a possibilidade de

efeitos ndo cancerigenosa saude. O HQ foi calculado de acordo com a Eq. 2, estabelecida

pela USEPA (2001).

Onde:

__EDI

RfD

Eq. (2)

EDI = é a estimativa de ingestao diaria de metais pesados (mg/kg/dia) obtido na Eq. 1;

ROD = dose de referéncia (mg/kg/dia) (Tabela 9).

Tabela 10. Valores de referéncia de toxicidade (RfD) para a via de exposicéo oral.

Elemento RfD (mg/kg/dia) Referéncia
As 3x10* USEPA (2022)
Cu 0,04 USEPA (2022)
Fe 0,7 USEPA (2022)
Mn 0,24 USEPA (2022)
Pb 35x10% De Miguel et al. (2007)
Se 5x 1073 USEPA (2022)



46

Zn 0,3 USEPA (2022)

4.5.3 Indice de perigo (HI)

O indice de perigo (HI), é definido como a soma dos HQs dos elementos avaliados
(adimensional). Mesmo que os HQs individuais para os elementos sejam inferiores a
unidade individualmente, o efeito cumulativo do consumo pode resultar em efeitos adversos
a salde. Assim considera-se que se o HI for >1, existe o potencial de efeitos adversos ndo
cancerigenospara a satude (USEPA, 2001). O célculo de HI foi realizado de acordo com a
Eq. 3.

HI = (HQqs + HQcy + HQpe + HQuyn + HQpp + HQse + HQzn)  Eq. (3)

4.6 Estimativa de risco carcinogénico (CR)

O risco carcinogénico (CR) é usado para avaliar o risco potencial associado a
exposicdoa agentes cancerigenos durante todo o periodo de exposic¢do ao longo da vida. Os
valores estabelecidos para SF de As é 1,5 (mg/kg/dia) e de Pb é de 0,0085 (mg/kg/dia). Os
demais elementos avaliados neste estudo (Cu, Fe, Mn, Se e Zn), ndo possuem valor de SF
definidos. O valor do risco cancerigeno aceitavel varia de 10° a 10, sendo valores com
concentragdes maiores que 10 é considerado inaceitavel, pois indica risco significativo de

desenvolvimento

de cancer e abaixo de 10 representa um risco insignificante para a satde (USEPA, 1989).
Ovalor de CR ¢é obtido a partir da Eq. 4.

CR = EDI x SF
Eq. (4)

Onde:

EDI = dose de ingestdo diaria cronica de metais pesados (mg/kg/dia) obtido na Equacéo

1;SF = fator de inclinac&o oral carcinogénico (mg/kg/dia).
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4.7 Andlise térmica

Aproximadamente 10 mg de cada amostra de formula infantil foram aquecidos de
25 a750 °C sob fluxo de ar sintético (50 ml/min), taxa de aquecimento de 10 °C/min. As
curvas de Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) foram realizadas utilizando equipamentos TGA Q-50 (TA
Instruments, NewCastle, DE, EUA) e equipamentos DSC-Q20, acoplados a um sistema de
refrigeracdo RCS90 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA). A analise termogravimétrica
e as curvas de calorimetria exploratoria diferencial foram obtidas simultaneamente em um
analisador térmico STA 449 F3 Jupter, Netzsch, Selb Alemanha. Além disso, os graficos

foram obtidos usando o Universal Analysis Software.

4.8 Andlise estatistica

Diferencas significativas nas concentracfes entre as formulas foram acessadas
utilizando analise de variancia (ANOVA). Um estudo de analise de componente principal
(PCA) foi realizado. Todo o estudo foi realizado utilizando o Software Origin 9.2. Todo o

procedimento estatistico foi realizado conforme manual de instrucdes do software.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificaticdo de Aflatoxinas em férmulas infantis
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A Figura 1 mostra os cromatogramas padrfes obtidos a partir das aflatoxinas B1,
B2, G1 e G2 nos tempos de retencdo de 5,37 min, 5,27 min, 516 min e 5,04 min,
respectivamente. Além disso, na Figura 2, apresentamos o cromatograma das formulas

infantis de duas aflatoxinas quantificadas. Foram quantificados dois tipos de aflatoxinas com

base nos padrdes. Na Figura 2, temos como informacgédo que as energias de colisdo (CE) foi
de 15, 25, 35 e 50 eV. Condi¢es do HRMS: Polaridade positiva, resolu¢do 35000 FWHM,

fluxo do gas principal 35u, fluxo do gas auxiliar10 u, sem fluxo para o contra gas, voltagem

do spray 3,50 kV, temperatura do capilar 320°C, temperatura do gas auxiliar 350 °C, e

voltagem das lentes S 50V. Outros cromatogramas para as amostras estudadas estdo

disponiveis no Apéndice.

RT:0.00-8.01 SM:58

5.37
100 NL: Q865
80 mz=
60 313.06900-31307223
40 B1 F:FTNS + pESI Full ms
20 [120.00-500.00] MB
0 pad1 210225160922
5.27
, 100 N 3795
§ 80 mz=
2 60 315.08473-315.06789
a5 40 B2 F: FTMS +pESI Full ms
5 20 < [120.00-500.00] MBS
5 pad1 210225160922
4 0 516 ST
e 100 A
80 |\
60
40 G1
20
Il I.
0
5.04
100 NL: 5.08E5
80 mz=
60 331.07957-331.06269
40 Gy [ FTMS+pESIFulms
20 < [120.00-500.00] VS
2 pad1 210225160022

0 TTrrrrrrsr

Figura 1. Cromatogramas no modo Full Scan com os tempos de retencdo das aflatoxinas

B1,B2,G1 e G2. Condi¢Ges do HRMS: Polaridade positiva, resolucdo 35000 FWHM, fluxo
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do gas principal 35u, fluxo do gés auxiliar 10 u, sem fluxo para o contra gés, voltagem do
spray 3,50 kV, temperatura do capilar 320 °C, temperatura do gas auxiliar 350 °C, e
voltagem das lentes S 50V. A figura representa 0os cromatogramas dos padrdes das
AFB1,AB2,AFG1 e AFG2.
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Relahvesbundans
B R8s & B R B R A B

Figura 2. Cromatograma obtido por Q Exactive Orbitrap Mass Spectrometers (MS) para
uma amostra de formula infantil: a ) tempo de retencdo de uma amostra de aflatoxina G2; b)

tempo de retencdo de uma amostra de aflatoxina B2.
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Vale destacar que a area de um pico na Figura 2 é proporcional & concentracdo da
substancia. Neste caso, o software de gerenciamento de dados de cromatografia (Xcalibur,
Thermo) calculou a concentracdo da amostra por integracdo. O nimero de amostras, bem

como os tipos de aflatoxinas e sua concentracdo séo apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11. Numero da amostra, tipos de aflatoxinas e concentracdo nas formulas infantis.

Amostra  Aflatoxina Concentracdo (pg/kg)

15 G2 0,050
33 B2 0,030
54 G2 0,025
56 B2 0,200
57 G2 0,020
73 G2 0,020
74 B2 0,150
75 B2 0,070
86 B2 0,200

Na Tabela 12 apresentamos os resultados obtidos para os parametros limites de detec¢édo (LD)
e quantificacdo (LQ) utilizando-se a metodologia usada nesse trabalho para a determinacdo das
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Tabela 12. Aflatoxinas, limite de deteccdo e limites de quantificacdo

Aflatoxina  Limite de Deteccdo  Limite de Quantificacéo

Bl 0,08 ng/mL 0,25 ng/mL
B2 0,09 ng/mL 0,30 ng/mL
Gl 0,17 ng/mL 0,53 ng/mL
G2 0,01 ng/mL 0,06 ng/mL

Baseados entdo nestes limites anteriormente estabelecidos foram detectadas as
aflatoxinas B2 e G2 em 09 (10,3%) das 87 amostras examinadas. Os valores de AFB2
foram determinados como minimo de 0,03 pg/kg, maximo de 0,07 pg/kg e média de

0,0184+0,10 pg/kg. Ja& para a aflatoxina AFG2 foram determinados como minimo de 0,02
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pg/kg, maximo de 0,05 pg/kg e média de 0,03+0,01 pg/kg. Como resultado das andlises, foi
determinado que ndo haviam amostras excedendo o Limite Maximo Tolerado estabelecido
para férmulas infantis de 1,0 pg/kg. Todas as amostras nas quais foram detectadas as
aflatoxinas B2 e G2 sdo designadas como férmula infantil de segmento para lactente e
crianca de primeira infancia (0 a 6 meses). Nas formulas infantis de segmento para lactente e
crianca de primeira infancia (6 a 12 meses), formula infantil de segmento para crianga de
primeira infancia (1 a 3 anos), ndo foram detectadas a presenca das aflatoxinas.

H& um namero limitado de estudos recentes na literatura cujo objetivo tenha sido
investigar o nivel de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em formulas infantis de diferentes
marcas. Destacamos aqui 0 estudo que investigou a presenca das aflatoxinas M1, M2, G1,
G2, Bl e B2 e ocratoxina A em 123 formulas infantis da regido metropolitana do Rio de
Janeirol. Um método usando QUEChERS e a espectrometria de massas em tandem de
cromatografia liquida de ultra-alta performance (UHPLC-MS/MS) foram validados para
aplicagdo na analise destas amostras. A ocratoxina A e as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 ndo
foram detectadas nas amostras analisadas. Aflatoxina M1 foi detectada em 18 (14,6%) das
amostras analisadas e quantificadas em oito (6,5%), em niveis de concentragdo variando de
0,016 a 0,057 pg/kg e uma média concentracdo de 0,031 pg/kg. As concentragdes de
aflatoxina M1 encontradas em trés das amostras analisadas (0,040, 0,044 e 0,057 ug/kg)
excede o limite estabelecido pelos regulamentos da Unido Européia (0,025 pg/kg). A
ingestdo diaria estimada (EDI) de aflatoxina M1 para lactentes até 12 meses variou de 0,39
a 1,53 ng/kg dia de peso corporal (SARTORI et al., 2023).

Em outro estudo realizado no Chile, a ocorréncia de aflatoxina M1 (AFM1) no leite
em pé ou fluido e a exposicdo a aflatoxina do consumo de leite no Chile em diferentes
faixas etarias. Para a pesquisa, foram coletados um total de 50 lotes dos leites mais
consumidos: 24 formulas infantis e 26 embalagens de leite em pd ou fluido. Os niveis de
AFM1 foram analisados por ELISA usando um kit comercial (RIDASCREEN, faixa de
deteccdo de 5 a 80 ng/L). A ocorréncia de AFML1 no leite foi de 42% (21/50), das quais 14
amostras puderam ser quantificadas, com nivel médio de 7,5 (£1,7) ng/L. A ocorréncia de
AFML1 nas férmulas infantis foi de 63%, contra 23% no leite. Embora as concentracGes de
AFML1 encontradas no leite estivessem dentro dos limites regulatorios chilenos, a AFML1 foi
considerada um problema de satde publica em criangas entre 0 e 13 anos de idade, sendo 0s
lactentes particularmente vulneraveis (FOERSTER; MONSOLVE; RIOS-GAJARDO,
2023).
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Destacamos tambem este cujo objetivo foi determinar a presenca da aflatoxina M1
(AFM1) em amostras de formulas infantis na Turquia e avaliar o risco de exposi¢do de
bebés a contaminacdo de alimentos por aflatoxinas. Um total de 72 amostras de formulas
infantis (prematuro, hipoalergénico, 0-6, 6-9 ,9-12 e 12-36 meses) foram analisados para a
presenca de AFM1 usando o método Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). 49%
das amostras (35 amostras) estavam contaminadas com AFM1 e o grupo mais altamente
contaminado com AFML1 foi o das férmulas infantis de 12-36 (8 amostras) meses. Além
disso, este estudo teve como objetivo avaliar os niveis de AFML1 especialmente acima dos
padrdes internacionais (Comissdo Européia) (0,025 ug/kg) e locais (Tirkiye Food Codex
Regulation) (0,025 pg/kg) e os riscos de cancer associados a ingestdo de formula infantil.
Cinco amostras de formula infantil apresentaram concentragdo de AFM1 acima da
concentragdo maxima permitida de acordo com os padres. As avaliagdes de risco de
AFM1 para bebés variaram entre 0,002-0,035 ng/kg de peso corporal/dia e >100.000-
5263,15, respectivamente, para Ingestdo Diaria Estimada (EDI) e Margem de Exposicao
(MOE). O grupo de maior risco foi determinado nas amostras de 9-12 meses. Os resultados
do estudo indicaram um alto risco de exposicdo de bebés, que estdo em estagio inicial de

desenvolvimento e vulneraveis a contaminantes toxicos (DEMIR; AGAOGLU,2023).

5.2 Macro e microelementos em formulas infantis

Os resultados da quantificacdo de macro e microelementos do grupo amostral Al-
Al10 das formulas infantis que representam as marcas e as faixas etarias avaliadas sdo
apresentadosna Tabela 13. Podemos observar que apenas na A6 foi quantificado o elemento
Al, enquanto Ba, foi quantificado apenas nas A6 e A9. Os elementos Cd, Co, Cr e Ni
apresentaram concentracao inferior ao limite de deteccdo (0,0006 ppm; 0,0009 ppm; 0,003
ppm 4; 0,0010 ppm) em todas as amostras de formula infantil analisadas.

A concentracdo dos elementos em Al decresce na seguinte ordem: Mg > Fe > Zn >
Cu > Se > As >V > Mn. Por outro em A2: Mg > Fe > Zn > Cu > Se > As> Mn > Pb >V,
para A3,A4 e A5, temos Mg > Fe > Zn > Cu > Se > As > Mn >V > Pb. Para A6: Mg > Fe
> Zn> Cu > Al > Se >V > Mn > Ph. A ordem da concentra¢do em A7 foi de Mg > Fe > Zn
> Cu>Se>As>V >Pb>MoeA8 Mg>Fe>2Zn>Cu>Se>As>Pb>V>Mo. Em
adicdo para A9, temos a seguinte ordem decrescente: Mg >Fe >Mn>Cu>Se > As>Ba>V
> Pb e finalmente, para A10: Mg > Fe > Cu > Mn > Se > As > V > Pb > Mo.



Tabela 13. Concentragdo de elementos quantificados (mg/kg) nas amostras de formulas infantis brasileiras.
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Elementos
Amostras Al As Ba Cd Co Cr Cu Fe
Al <LD 0,7619+0,0542 <LD <LD <LD <LD 3,1912+0,1284 42,8241+0,9205
A2 <LD 0,5583+0,0691 <LD <LD <LD <LD 2,2331+0,0510 33,3556+0,5109
A3 <LD 0,8385%0,0341 <LD <LD <LD <LD 3,0611+0,0725 35,9940+0,2886
A4 <LD 0,8457+0,0460 <LD <LD <LD <LD 2,6897+0,0729 39,3049+0,4568
Ab <LD 0,8534+0,0638 <LD <LD <LD <LD 2,6944+0,0338 58,0848+0,5283
A6 1,3578 £0,1030 0,9497+0,0734 <LD <LD <LD <LD 2,8968+0,0609 52,8722+0,2481
A7 <LD 0,9528+0,0977 <LD <LD <LD <LD 2,9071+0,0663 52,1815+0,3669
A8 <LD 1,1503+0,0954 <LD <LD <LD <LD 2,7083x£0,0636 64,4759+0,9266
A9 <LD 1,3101+0,0433  1,0478+0,0297 <LD <LD <LD 3,2508+0,0727 72,5833+1,0187
A 10 <LD 1,1880+0,0565 0,4421+0,0262 <LD <LD <LD 2,7530£0,1001 55,8850+1,6265
Mg Mn Mo Ni Pb Se \% Zn
Al 333,9200+9,6509  0,3548+0,0140 <LD <LD <LD 0,9004+0,1261  0,4026%0,0408 37,9339+0,5665
A2 355,4417+2,8870  0,3193+0,0109 <LD <LD 0,1437+0,1276  0,6862+0,1061  0,1192+0,0203 29,0980+0,4753
A3 433,0074+8,7727  0,2824+0,0085 <LD <LD 0,2141+0,0675 1,0451+0,0524 0,4165+0,0210 36,0587+0,0897
A4 281,0268+4,4845  0,3569+0,0089 <LD <LD 0,0847+0,0506  0,9536+0,0922  0,0888+0,0236 27,1423+0,0981
Ab 220,2207+1,4152 <LD 0,0108+0,0113 <LD 0,1118+0,0849  0,9330+0,0625 0,0149+0,0095 36,7941+0,3511
A6 468,1305+3,2037  0,2786+0,0095 <LD <LD 0,1785+0,0957 0,9733+£0,0900 0,4854+0,0314 33,4097+0,1785
AT 424,8040+6,2271 <LD 0,0188+0,0241 <LD 0,2402+0,1478 1,0166%0,1245 0,4497+0,0235 36,1019+0,7126
A8 249,5743+3,8036 <LD 0,0724+0,0306 <LD 0,2270+£0,1387 1,1849+0,1421 0,0966+0,0252 47,6392+0,2695
A9 450,5910+11,1598 4,5055+0,0704 0,0247+0,0191 <LD 0,2588+0,0958 1,3678+0,0773 0,6727+0,0307 42,5326+0,3046
A 10 337,9849+7,6793  1,5535+0,0576  0,0990+0,0235 <LD 0,2586+0,0973 1,2611+0,1034  0,2940+0,0339 38,1208+0,9929

LD = abaixo do limite de deteccdo
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As concentragdes de elementos As, Cu, Fe, Mg, Pb, Se, V e Zn para as amostras de
formulas infantis ndo apresentam distribuicdo normal. Para o referido teste, a hipotese nula
considerada foi HO: A amostra foi retirada de uma populagdo com distribuicdo normal. Por
outro lado, o p(normal) fornecido foi menor que 0,05, portanto, a distribuicdo normal foi
rejeitada. Para tanto, um teste ndo paramétrico foi utilizado, assim, o teste de Kruskal-Wallis
revelou que ndo ha diferenca entre as medianas da amostra. Porém, analise de componentes
principais foram utilizadas para averiguar quais elementos tem maior destaque em relagcéo a
todas as amostras estudadas.

As analises de componentes principais mostram que a componente PC1 explica a
variancia em 92,99% e PC2 4,1987%, ou seja, 0os autovalores na Tabela 14 fornecem uma
medida da variancia contabilizada pelos autovetores (componentes) correspondentes. As
porcentagens de variacdo contabilizadas por esses componentes sdo também apresentadas na
Tabela 14. Vale lembrar que quando a maior parte da variacdo for explicada pelo primeiro ou

dois primeiros componentes (Figura 3), obtivemos sucesso na aplicacdo do método.

Tabela 14. Anélise de PCA contendo as principais componentes (PC1 e PC2) de formulas

infantis.
Componente Autovalor Variancia (%)
Principal
PC1 2,00813 92,99
PC2 0,090675 4,1987
PC3 0,0454226 2,1034
PC4 0,0133708 0,61916
PC5 0,0016028 0,074221

PC6 0,0003098 0,014346
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Figura 3. Autovalores (%) em funcdo do nimero de componentes principais.

Podemos observar na Tabela 15 que na componente PC1 estdo associados aos elementos
com maiores valores como As, Cu e Mn, e em relacdo a componente PC2, os elementos As, Cu,
Se e V. Ou seja em todas as amostras das formulas, tais elementos como As e Cu sdo 0s mais

significativos.

Tabela 15. Carregamentos (Loadings): Valores dos componentes principais PC1, PC2 e PC3.

PC1 PC 2 PC3 PC4 PC5 PC6
As 0,10496  0,22508  0,70102 0,068079 -0,58197 0,32181
Cu 0,10109  0,82828 -0,21525  -0,42508 0,15608 0,22878
Mn 0,97961 -0,1739 -0,085618 -0,047447 0,01179 0,019981
Pb 0,025565 0,013399 0,23389 0,45403  0,65328 0,55816
Se 0,0977239 0,23022  0,55841  -0,032603 0,39773 -0,68298
\% 0,094952  0,4241 -0,29729 0,77796  -0,22767 -0,25631

A Figura 4 revela as relagbes entre as varidveis no espaco dos dois primeiros

componentes. Onde podemos ver que A9 e A10 tém cargas positivas para o PCAL. Porém, parao
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Mn tem valores negativos para A10 conforme explicito na Figura 4 para o PCA2. Ou seja, a
maior concentragdo de As, Cu, Se, Mn e V associadas ao PC1 pertencem a AO9.
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Figura 4. Gréafico de pontuacdo das componentes PC1 versus PC2: As, Cu, Mn Pb, See V.

5.3 Avaliacao de risco a metal pesado devido o consumo de formula infantil

Os resultados da EDI calculados para os lactentes por meio da Eq. (1), considerando a
ingestdo de As, Cu, Fe, Mn, Pb, Se, V e Zn presentes nas formulas infantis, sdo apresentados na
Tabela 16. Os valores de EDI ndo foram calculados para Al, Ba e Mo pois pelo menos 50% das
amostras apresentaram concentracdo menores que o LD para esses elementos. Assim como Cd,
Co, Cr e Ni que apresentaram 100% das amostras com concentracdo menores que o LD. Para 0s
elementos como Mg e V ndo possuem valores estabelecidos para RfD. Os valores totais de EDI
para as diferentes faixas de idade de lactente e crianca de primeira infancia diminuiram na
seguinte ordem: Fe > Zn > Cu > Se > As > Mn > Pbh.

Os valores de EDI dos elementos foram maiores do que os RfDs correspondentes de As(3 x
10* mg/Kg/dia), Cu (0,04 mg/Kg/dia), Fe (0,7 mg/Kg/dia), Mn (0,24 mg/Kg/dia), Pb (3,5x 103
mg/Kg/dia), Se (5 x 10 mg/Kg/dia) e Zn (0,3 mg/Kg/dia) para a maioria das amostras,tanto para
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meninos como para meninas, com excec¢do de Cu para a amostra A8, A9 e A10, Mn para todas
as amostras, Pb para as amostras A4, A5, A8, A9 e Al10 e Zn para as amostras A9 e Al10, o que
indica que pode ser suficiente para provocar efeitos toxicos a salde para meninos e meninas na
faixa etéaria de 0-6 meses, 6-12 meses e de 1-3 anos de idade. No entanto, de acordocom Su et al.
(2020) é essencial garantir a qualidade e a seguranca das formulas infantis, pois representam a
principal ou a Unica fonte de nutrientes para lactentes quando a amamentacdo com o leite
materno ndo é possivel ou é insuficiente para garantir o devido aporte nutricional ea presenca de
elementos potencialmente toxicos nas formulas infantis podem representar um importante fator
de risco para 0s bebés, pois 0s elementos tdxicos sdo absorvidos e acumuladosem tecidos moles e
posteriormente nos 0ssos (OKPASHI, 2022; BASARAN, 2022). Nesse sentido € fundamental
determinar a ingestdo alimentar desses metais e compara-la com os valores de referéncia

permitidos estabelecidos por agéncias reguladoras.

Tabela 16. Estimativa de ingestao diaria (EDI) de metais pesados presentes em formulainfantil.

EDI (mg/Kg peso corporal/dia)
As Cu Fe Mn Pb Se \Y Zn

Amostra Geénero

Al Men@ 0,016—0; - - \ 0,020—0; 44
Menina 0,017 0,069 0,914 0,008 ND 0,021 0,009 0,805
Menino 0,013 0,046 0,675 0,007 0,005 0,016 0,003 0,590

A2 Menina 0,014 0,049 0,731 0,007 0,006 0,017 0,003 0,638

A3 Men!no 0,017 0,062 0,712 0,006 0,006 0,022 0,009 0,709
Menina _0,019 0,067 0,771 0,006 0,006 0,023 0,009 0,768
Menino 0,015 0,045 0,648 0,006 0,002 0,017 0,002 0,444

Ad Menina 0,016 0,049 0,702 0,006 0,002 0,018 0,002 0,481
Menino 0,013 0,039 0,838 ND 0,003 0,014 ND 0,531

AS Menina 0,014 0,042 0,904 ND 0,003 0,015 ND 0,573
Menino 0,018 0,051 0,910 0,005 0,005 0,018 0,009 0,576

A Menina 0,019 0,055 0,982 0,005 0,005 0,020 0,010 0,621
Menino 0,018 0,051 0,900 ND 0,007 0,020 0,008 0,631

AT Menina 0,019 0,055 0,971 ND 0,007 0,021 0,009 0,680
Menino 0,012 0,026 0,614 ND 0,003 0,012 0,001 0,450

A8 Menina 0,012 0,026 0,622 ND 0,003 0,013 0,001 0,456

AQ Men@no 0,007 0,020 0,359 0,002 0,002 0,007 0,003 0,227
Menina _0,007 0,020 0,364 0,002 0,002 0,007 0,004 0,230

A0 Menino 0,008 0,019 0,380 0,011 0,002 0,009 0,002 0,259

Menina 0,008 0,019 0,385 0,011 0,002 0,009 0,002 0,262
ND — Néo determinado em decorréncia da concentracdo do eleDmento estar abaixo do limite de deteccao(LD).
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Na Tabela 17 séo apresentados os valores de referéncia estabelecidos para RDI, Al,
UL e TDI, os quais sdo utilizados para a comparagéo com os valores de EDI. Conforme a
Tabela 17, constata-se a presenca de elementos como As e Pb o0s quais ndo sdo
recomendadas para ingestdo diaria, por se tratar de elementos toxicos e que causam sérios
danos a saide humana em qualquer concentracdo, principalmente de criancas que sdo mais
vulneréveis devido seu menor tamanhocorporal e ao desenvolvimento dos 6rgéos, incluindo
o desenvolvimento do sistema nervoso (ETICHA et al., 2018; MISIC et al., 2022), além
disso, ndo existe valor de UL estabelecido para esses elementos. A estimativa de ingestéo
diéria (EDI) de Cu (toda a faixa etéria), e Mn (faixa etaria de 0-6 meses), Fe (faixa etéria de
0-6 meses) presentes nas formulas infantis sdo menores que os valores estabelecidos pela
RDI/AI. Por outro lado, os valores de EDI para Fe ( faixa etarial-3 anos), Mn (faixa etaria
7-12 meses e 1-3 anos), sdo maiores que os valores de RDA/AI. Entretanto, apenas o EDI
para Se na amostra 8 € proximo ao valores de RDA/AI para a faixa etaria de 0-6 meses,
poréem, os EDIs para as amostras A1-A7 sd&o menores que os valores de RDI/AI para a
faixa de 1-3 anos. Os valores de EDI encontrados para meninos e meninas Sdo menores que
o TDI para As, Cu e Pb respectivamente, estabelecido por BAARS (2001). Porém, os
valores de EDI para Zn s@o menores que aqueles apresentados para RDI na Tabela 16.
Achados semelhantes foram encontrados por Eticha et al. (2018) ao avaliar férmulas
infantis que se destinam ao consumo de bebés de seis meses a um ano oriundas da Etiopia.
Em relacdo a comparacao dos resultados obtidos na Tabela 16 com os valores de ingestao
maxima toleraveis (Tabela 17), observa-se que todos os valores de EDI para Fe, Pb e Se
estdo abaixo dos valores de UL. Para o Cu e 0 Mn ¢ considerado como UL (Tabela 17) a
quantidade normalmente recebida do leite materno para lactentes de 0 a 6 meses e como a
quantidade recebida do leite materno e dos alimentos para a faixa etaria de 6 a 12 meses
(NHMRC, 2017). No entanto, ndo existe ressalva referente aos lactentes que ndo obtém
seus nutrientes a partir do leite materno e fazem uso exclusivamente de formula infantil.
Para os lactentes de 1 a 3 anos, o Cu apresenta EDI menor que a UL (1 mg/dia) e Mn nao

possui valor definido para essa faixa etaria.



Tabela 17. Valores de referéncia para RDI, Al, UL e TDI.
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Faixa etaria Parametro As Cu Fe Mn Pb Se  Zn Referéncia
RDI/AI* (mg/dia) NE 0,2* 0,2* 0,003* NE 0,012* 2* NHMRC, 2017
0-6 meses
UL (mg/dia) NE BM 20 BM NE 0,045 4 NHMRC,2017
RDI/AI* (mg/dia) NE 0,22* 11 0,6* NE 0,015* 3 NHMRC, 2017
7-12 meses
UL (mg/dia) NE B/F 20 BIF NE 006 5 NHMRC,?2017
RDI/AI* (mg/dia) NE 0,7 9 2 NE 0,025* 3 NHMRC, 2017
1-3 anos
UL (mg/dia) NE 1 20 NP NE 009 7 NHMRC,2017
criancae TDI (mg/Kg de BAARS et al.,
adulto peso corporal/dia) 1 140 NE NE 36 NE 500 2001

RDI - Ingestdo dietética recomendada; Al* - Ingestdo adequada; As recomendacdes para lactentes baseiam-se

emquantidades no leite materno; TDI - Ingestdo diaria toleravel; UL - Limite toleravel de ingestdo; NP - Néo é

possivel definir - pode haver evidéncia insuficiente ou nenhum nivel claro de efeitos adversos; BM -

Quantidade normalmente recebida do leite materno; B/F - Quantidade no leite materno e nos alimentos; MPL -

Limite maximopermitido; NE - N&o estabelecido.

Os valores referentes as contribuicdes dos quociente de risco (HQs) obtidos pelas

Eqg. (2) para o indice de perigo (HI) Eg. (3) sdo apresentados na Figura 5. Os resultados

demonstram que aexposicdo de lactentes de diferentes faixas etarias, aos metais pesados

Cu, Fe, Se e Zn presentesna maioria das formulas infantis avaliadas, representa risco ndo

cancerigeno significativo paraa saude, pois tanto HQ como HI foram maiores que um.
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Figura 5. Contribuicdo dos HQs dos elementos As, Cu, Fe, Mn, Pb, Se e Zn para 0s

valores de HI, devido ao consumo de formula infantilpor meninos e meninas.

Entre as formulas infantis, podemos destacar que apenas as amostras A9 e Al0
desenvolvidas para lactentesde 1 a 3 anos apresentaram HQ < 1 para 5 dos 7 elementos
analisados (Cu, Fe, Mn, Pb e Zn). Além disso, todas as férmulas infantis em que o Mn foi
detectado, apresentaram HQ < 1. O valor de HI foi maior para as meninas do que para 0s
meninos, em todas as formulas analisadas e esse fato se deve ao menor peso corporal de
meninas.

O Pb apresentou HQ > 1 em 70% das amostras analisadas e As em 100%, tanto para
meninos quanto para meninas, indicando que pode haver impactos adversos a salde dos
bebésque consomem as formulas infantis regularmente, devido ao potencial toxico de As
que dependendo da dose ingerida, pode induzir toxicidade aguda ou crénica e o Pb que
devido sua elevada toxicidade pode afetar os hormdnios sexuais, esgotar as enzimas
antioxidantes, induzira escassez de minerais e até mesmo causar a morte em casos extremos
(OKPASHI, 2022).

Os valores de HQ de As e Pb encontrados nesse estudo foram superiores ao relatado
naChina para criancas de 1 e 3 anos (SU et al., 2020) e na Turquia para criancas de 0 a 6
meses e7 a 12 meses (BASARAN, 2022). O HQ de Pb foi superior também aos resultados
de outro estudo realizado no Brasil (ALMEIDA et al., 2022a) em que o HQ variou entre
0,0846 a 0,2138 para formulas infantis da fase 1 (0-6 meses) e 0,0461 a 0,1003 para
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formulas da fase 2 (7-12 meses). Assim como 0 HQ de As que variou de 0,07714 a 2,0472
(fase 1) e 0,4957 a 1,8267 (ALMEIDA et al., 2022a).

Okpashi, (2022) destaca que a alta quantidade de As encontrada em amostras de
leite enlatado quando comparado com o limite permitido de As em produtos comestiveis,
pode ser atribuida a contaminacdo do alimento dos animais produtores do leite, além do uso
deconservantes e contaminacgdo do ambiente onde os leites s&o armazenados. Destaque deve
ser dado ao elevado valor de HQ encontrado para As que variou entre 23,03 e 64,72 e
representou o elemento com maior contribuigdo para o valor calculado de HI, seguido de
Se, Zn, Pb, Fe, Cu e Mn. Assim, um HI > 1 sugere que 0s usuarios desses produtoslacteos,
provavelmente venham a ter impactos adversos ndo cancerigenos significativos na salude ao
longo da vida. Esse fato ressalta a importancia do monitoramento do teor de metais pesados
em férmulas infantis, para garantir que seu indice de perigo permaneca abaixo de um
(OKPASHI, 2022).

O risco carcinogénico (CR) previsto ao longo da vida de criancas, calculados com
base na exposicdo oral a metais pesados devido ao consumo de formulas infantis, sdo
apresentados na Tabela 18. Os valores determinados neste estudo para a exposicdo a As,
foram superiores a1,00 x 10, com variacdo de 1,04 x 10 na formula A9 e 2,91 x 107 para
A7. Ja o Pb apresentou valores de CR dentro do intervalo minimo aceitavel de 1,00 x 10° a
1,00 x 10, querepresenta a chance de desenvolvimento de cancer de 1 em 1.000.000 e 1
em 10.000, respectivamente (OKPASHI, 2022). Mesmo em baixas concentracfes de
exposicdo, os metaispesados podem bioacumular em 6rgéos vitais e persistir na idade adulta
(ETICHA et al., 2018).

Tabela 18. Risco carcinogénico de As e Pb para lactentes de 0 a 6 meses, 6 a 12 meses e
1 a 3anos.

A t Gé CR
mostra énero AS =
menino 2,36 x 10 ND
Al _
menina 2,56 x 1072 ND
menino 1,88 x 102 4,6 x10°
A2 _
menina 2,03 x 10% 4,98 x 10°
menino 2,57 x 10 4,7x10°
A3

menina 2,78 x 10* 5,08 x 10°
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menino 2,18 x 102 1,88 x 10°
A4

menina 2,36 x 107 2,03x10°

menino 1,97 x 102 2,39 x 10°
A5 _

menina 2,12 x 10 2,58 x 10°

menino 1,75 x 10 2,92 x10°
A6 _

menina 1,78 x 102 2,96 x 10°

menino 2,70 x 102 5,65 x 10
A7

menina 2,91 x 10 6,1x10°

menino 2,63 x 1072 3,99 x 10°
A8 _

menina 2,84 x 107 4,31x10°

menino 1,04 x 107 1,57 x 10
A9 _

menina 1,05 x 10 1,6 x 10°

menino 1,23 x 1072 2,0x 10%
Al10

menina 1,25 x 1072 2,03x10°

ND — N&o determinado em decorréncia da concentracdo do elemento estar abaixo do limite
dedeteccdo (LD).

5.4 Andlise térmica

A técnica de calorimetria de fluxo de calor foi utilizada para estudar o
comportamento térmico de diferentes leites em pdé acima de 30 °C. Na Figura 6, é
apresentado o comportamentoda lactose nas formulas infantis usando termogravimetria
(TG) e na Figura 7, a andlise de calorimetria exploratoria de varredura (DSC). De acordo
com as curvas calorimétricas obtidas, sugere-se que essas reacdes correspondem a
cristalizacdo da lactose amorfa, Reacdo de Maillard entre proteinas do leite e lactose,
oxidacao da gordura do leite e decomposicao da lactose. Na Figura 6 também esta incluso a

presenca de gorduras totais e saturadas, carboidratos e proteinas.
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Figura 6. Curvas TG da decomposicdo térmica das férmulas infantis. Os picos de
decomposicdo de Al a A5 sdo indicados em a) e de A6 a A10 em b).
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Figura 7. Curvas de analise de calorimetria exploratéria de varredura (DSC) das

amostras de formula infantil sob atmosfera de ar. Os picos principais de Al a A5 sdo

indicados em a) e de A6 a A10 em b).

A a-lactose € um dos principais constituintes da formula infantil e é altamente
higroscdpica. Neste sentido, quando o leite em po for armazenado em um recipiente aberto,
ele ficara empelotado devido a absorcéo de umidade. Ou seja, a lactose presente no leite em po
também pode cristalizar devido ao aumento do teor de agua. Isso pode levar a alteragdes no

aroma e no sabor dos produtos que contém leite em pd. De acordo com Raemy (1983), em
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seus estudos envolvendo formulas infantis, o processo de cristalizagdo da lactose cristalina
em formulas de leites, envolve acristalizacdo da p-lactose que inicia-se a partir do intervalo
de temperatura de 225 °C a 300 °C, no caso da o-lactose inicia no intervalo de 215 °C até
300°C e a-lactosesH20 (lactose mono- hidratada) a 150 °C, ou seja, em todos 0S casos
considerando uma atmosfera de oxigénio e taxade aquecimento de 1°C/min (Figura 8). Em
relagdo a a-lactose amorfa, o pico exotérmico que aparece em temperaturas em torno de 70
a 120°C é devido a cristalizacdo da lactose amorfa em [J--lactose anidra (Figura 8).
Portanto, o primeiro pico exotérmico presente em cada curva calorimétrica da Figura 8b
pode, portanto de acordo com 0s autores e nossos resultados ser atribuido principalmente a
cristalizacdo da lactose. Portanto, os resultados obtidos para as formulas infantis de nosso
estudo (Figura 6) para um intervalo de temperatura de 35 °C - 150 °C, corroboram com
aquelespublicados por Raemy (1983), evidenciando que se trata da presenca da lactose, que
por sua vez esta presente na concentracdo de 41 mg/100g até 60 mg/100 g nas respectivas
formulas(Tabela 9).

a) Lactose cristalina
Processos
exotérmicos
B-lactose
o-lactose
o-lactosesH20
b) o-lactose amorfa
Processos
exotérmicos
| 1 1 1
100 150 200 250

Figura 8. Curva de calorimetria. a) lactose cristalina e b) a-lactose amorfa. Fonte:
Adaptada de Raemy (1983).
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De acordo com estudos experimentais realizados anteriormente, as curvas
calorimétricas mudam dependendo se a lactose estd nas formas alpha ou beta (amorfa ou
cristalina), inclusive a atmosfera é um dos fatores importante (RAEMY 1983). O segundo
pico na Figura 7 é plano e largo, certamente ndo pode ser atribuido a apenas um efeito,
ou seja, estudos tem demonstrado que efeitos a oxidacdo de lipidios estdo associados com
um fendmenoexotérmico no intervalo de temperatura de 100 °C a 170 °C, entretanto, para
melhor compreensdo, 0 correto seria 0 experimento proposto ser realizado em uma
atmosfera de argonio e ndo oxigénio (RAEMY, 1983).

Durante o aquecimento, além da presenca de gorduras, carboidratos, proteinas,
gorduras, &cidos e antioxidantes, varios produtos estdo presente ou podem se formar. Esses
produtos sdo inibidores de reacdes de oxidacdo e, portanto, neutralizam a degradagéo
oxidativasdos lipidios. Além disso, catalisadores pré-oxidantes que aceleram a reacao de
oxidacdo tambem podem estar presentes e interferir nas reacdes lipidicas (WACOO et al.,
2014). Além disso, as curvas termogravimétricas (TGs) ilustram o perfil termo analitico da
decomposicdo do leite em pd (Figura 6). Ou seja, as primeiras perdas também podem ser
atribuidas a perdas de adgua e outros constituintes como as proteinas, carboidratos, lipidios e
microelementos. Estes resultados estdo de acordo com os publicados por Macedo et al.
(1997)que também estudou a decomposicdo térmica do leite em po, ou seja, a curva TG da
amostra de leite em poO estudada evidenciou um processo de decomposicdo térmica
complexo, envolvendo varias etapas que iniciam a temperatura ambiente e finalizam
proximo a 600 °C. De acordo com Macedo et al. (1997), o produto final, termicamente
estavel a 600 °C corresponde as cinzas da amostra de leite em pd. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 19, no qual consta os respectivos tempos de decomposicao e suas

temperaturas estaveis.

Tabela 19. Amostras com seus respectivos Ti (temperatura inicial), Tf (temperatura final) e Tf
— Ti (intervalo de reacéo).

Ti - onset Tf - endset Tf-Ti
Amostra  Temperatura inicial  Temperatura final Intervalo de reacdo

(°C) (°C) (°C)

Al 150,00 546,443 396,443

A2 125,00 606,918 481,918

A3 150,00 559,275 409,275

A4 120,00 558,661 438,661

A5 155,00 576,203 421,203

A6 150,00 576,089 426,089
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AT 125,00 997,775 432,775
A8 150,00 565,678 415,678
A9 150,00 557,775 407,775
A10 100,00 569,937 469,937

Apesar da estabilidade de armazenamento e a qualidade da férmula infantil serem
significativamente afetadas pelo estado fisico da lactose, devemos lembrar que a lactose
existe frequentemente como um vidro amorfo (KARMAS; BUERA; KAREL, 1992;
VUATAZ, 1988) que ¢ estavel a temperaturas abaixo de sua temperatura de transicdo vitrea
(TG) (ROOS; KAREL, 1990; ROOS; KAREL, 1991). Neste estado vitreo, a lactose é
higroscopica e pode adsorver agua, o que resulta em plastificacdo e diminuicdo do TG,
(ROOS; KAREL, 1990). O armazenamento da lactose amorfa a uma temperatura acima de
TG aumenta a mobilidade molecular e diminui a viscosidade, causando viscosidade,
aglomeracgéo e cristalizagdo (SLADE; LEVINE, 1991; ROOS; KAREL, 1990). A lactose
cristaliza em temperaturas acimade TG e no estado de borracha a taxa aumenta a medida
que a diferenca de temperatura entre atemperatura ambiente e a TG aumenta. Diferenca de
temperatura excessiva entre a temperatura ambiente e a TG também pode facilitar o
escurecimento ndo enzimatico e a oxidacdo lipidica (SALTMARCH; VAGNINI-FERMI;
LABUZA, 1981; ROOS; KAREL, 1990). Os resultados publicados por Jouppila e Roos
(1994) no qual estudou a transicao vitrea e cristalizacdo do leiteem po utilizando TG e DSC
corroboram com 0s nossos resultados, ou seja, na Figura 7b, podemos observar nas curvas
de TG que as temperaturas de transicdo vitreas da lactose se iniciam a partir de 100 °C.
Entretanto, mesmo um ligeiro aumento no teor de agua no leite em p6 com lactose
hidrolisada pode diminuir a TG abaixo da temperatura normal de armazenamento de leite
em po que é de 101 °C. Segundo Jouppila e Roos (1994), a temperaturade transi¢do vitrea
(TG) do leite em po foi proxima a da lactose amorfa. Ou seja, na faixa de fusdo de gordura,
a TG de leite em p6 ndo pdde ser determinada para produtos contendo gordura. Neste
sentido, melhores estudos devem ser realizados para informar a composicdo de acidos

graxos.
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6. CONCLUSAO

A pesquisa demonstrou claramente a presenca regular de baixos niveis de
micotoxinas em formulas infantis. Considerando o potencial impacto negativo na salde da
presenca das toxinas analisadas, os alimentos para bebés devem ser controlados para
contribuir para uma avaliagdo mais ampla da exposi¢do dos efeitos a salde associados a
presenca de micotoxinas em alimentos fornecidos a bebés e criancas.

O método analitico multiresidual foi validado para trés diferentes apresentacGes de
alimentos infantis (em p6), obtendo acuracia e precisdo satisfatorias para as concentracdes
do analito/matriz estudadas, corroborando a aplicabilidade do método e considerando os
niveis maximos permitidos de micotoxinas estabelecidos pela ANVISA para esses
alimentos.

A pesquisa atual atinge a sensibilidade necessarias para AFB na analise de alimentos
para bebés, de acordo com os niveis de concentracdo muito baixos exigidos pela ANVISA.
Contribuindo para a implantacdo no LACEN/MS de um metodo multiresiduo para analise
de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1l e AFG2) em férmulas infantis para lactentes e
formulas infantis de seguimento para lactentes e criancas de primeira infancia; assim como
disponibilizar os dados para orgdos federais, estaduais e municipais para subsidiar a
fiscalizacdo e implementacdo com limites maximos tolerados.

Diante do exposto, € importante haver um monitoramento continuo da qualidade
dos alimentos derivados do leite em periodos sazonais, para avaliar as condicdes da
producdo, armazenamento, transporte até o consumo final garantindo a seguranca
alimentar. Tal monitoramento pode ser realizado através de projetos interinstitucionais, com
ganhos para as instituicdes participantes, professores e estudantes.

E importante ressaltar que ndo foram encontrados relatos de monitoramento de
formulas infantis em nosso estado e essa classe ainda ndo esta incluida nos programas de
monitoramentoem leite implementados pela ANVISA e pelo MAPA. Portanto, este trabalho
apresenta dados inéditos no Brasil sobre a ocorréncia de aflatoxinas neste produto de origem
animal, o que tornao presente trabalho inédito no &mbito nacional.

Em relacdo a quantificacdo de metal pesado, as formulas infantis apresentaram
oncentragdes variadas de As, Cu, Fe, Mg, Pb, Se, V e Zn e a estimativa de ingestdo
diariadesses elementos excederam os valores das RfDs. Os valores de EDI para Fe na faixa

etarial-3 anos, assim como para Mn nafaixa etéaria 7-12 meses e 1-3 anos, sdo maiores que
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os valores de RDA/AI. O As foi quantificado em 90% das todas as amostras analisadas,
porém para o Pb ndo existe valor de UL estabelecido.Os resultados demonstram ainda que
a exposicdo dos lactentes de diferentes faixas etérias, aos metais pesados presentes na
maioria das formulas infantis avaliadas, representa risco ndo cancerigeno significativo
para a saude e o As oferece risco carcinogénico, podendo acarretar impactos nocivos a
salde ao longo da vida. Tais fatos sdo preocupantes e ressaltam a importancia do
monitoramento constante do teor de metais pesados em formulas infantis para a garantia da
qualidade e preservacdo da satde dos lactentes que fazem uso das férmulas regularmente.

A técnica de calorimetria de fluxo de calor foi utilizada para estudar o
comportamento térmico de diferentes formulas infantis (leites em pd) acima de 30 °C. As
curvas calorimétricas, dessas reacdes correspondem a: cristalizacdo da lactose amorfa,
Reacdo de Maillard entre proteinas do leite e lactose, oxidacdo da gordura do leite e
decomposicdo da lactose. Sua importancia relativa € discutida. Além disso, a analise
térmica diferencial foi utilizada para estudar a ignicdo e combustdo espontanea de leite em
po, sob grande excesso de oxigénio. Assim, o papel da decomposicdo de gorduras,
carboidratos e proteinas € sublinhado, com alguns valores de temperatura de autoignigédo

foram fornecidos.
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Cromatogramas gerados a partir da analise de formulas infantis em HPLC.
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Amostra 28 - 3
cromatograma da Aflatoxina G2
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302.26770 316.21075 341.26462

365.10382 541 07707

413.26471 430.37598 453.34216 467.40829 495.43930

4.0
“Time (min)
Amostra_00054-2 #1 RT: 0,01 AV:1 NL:2.26E7T
FTMS + p 51 Full ms [80.0000-500.0000]
oo 12505504

0

as

30 49502809

25

20

149.02200
15
105 03351 160.13274
0 144.17424
88.05004 173.07802 204.12242
194.11705 274.27295
22412737
I 1 ‘ I . 261.12985
0 P IO T O PP o1 I TN [N I i
o

mrz
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Amostra 54 -3
cromatograma da Aflatoxina B2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100 NL: 1.04E10

o5 3 80.00000-500.00000
F: S +p ESI Ful

[80.0000-500.0000]
g Amostra, 000842

N
o
)
o
o
o
o,
o

X B3 7o 3 50
Time (min)

Extracdo: cromatograma da Aflatoxina B2

[50.0000-500.0000)

Time (min)

Espectro de massa

Amosira_00054-3 #1 RT: 0.01 AV:1 NL: 2.2067T
MS +p ESI Full ms [80.0000-500.0000)
J00 123.08507

85.02870

118.08616

149.0220
\ 160.13277

105.08354
10 \ 14417429

A

A TTTRTN ST
o

. > o

80 1
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Com tempo de retengdo

RT: 0.00- 801 SM: 58

100—, 6.40 NL: 1.98E5

miz=
315.08473-315.08789
F:FTMS +p ESI Full

ms
6.38| [80.0000-500.0000]
MS Amostra_00054-3

T
05 10 15 20 25 3.0 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 70 75 8.0
Time (min)



Amostra 55 -1
cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100

97

NL: 9.18E9
-

80.00000-500.00000
F: FTMS + p ESI Ful

[80.0000-500.0000]
Amostra. 00058-1

Time (min)

o5

[50.0000-500.00001

Espectro de massa

Amosira_00055-1 #1

NL: 2.43E

MS +p ESI Full ms [80.0000-500.0000)
123.05509

100

6502073 \

105.03356

89.05998
s

118.08620

7T

149.02208

144.17432

120.05199

160.13281

173.07809

19411713

217.10a13

Time (min)

274.27310

243.08694 261.12094 L

302.26776

aavz2318

365.10413

396.80042 413.26492 435.33115 45334225 467.40897

495.44080

oAbl bii o
e Lo

Hl/..h

|||
o

1
0

L

230 260

280

mrz

300

320

340

360

380

200

220

240

260

280 500



Amostra 55 -2
cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100

98

80.00000-500.00000
F: FTMS + p ESI Ful

0000)

[80.0000-500.
s Amestra 0008k-2

20
Time (min)

Extracdo: cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100 5

o5

%0

o5

Espectro de massa

Amosira_00055-2 #1 RT: 0.01 AV:1 NL: 2.35E7T
FTMS + b ESI Full ms [80.0000-500.0000]
100 123.05509

117.06986
85.02873 |
20 |

\ 149.02208

105.03357

1 136.07533 16013281
AR

27427310
24300000 20112001 |

173.07809 19411714 217.10424

|
Ll

302.26782

33122203

36510437 381.07788

413.26468 435.33154 453.34241 467.40771

NL: 2.60E4

miz=
531.07957-331.08289
FTMS + p ESIFul

[89:9000-500.0000]
M Amestra. 00058-2

495.44092

7JJ7_||7|7|J||I7 | "

100

120 160

320

340

360

380

az0

240

a60

a80

500



Amostra 55 -3
cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100

s

o

25 65

Time (min)

Extracdo: cromatograma da Aflatoxina G2

y
W 'NJM MQ
06 o5 o P B

99

NL: 9.39E9

80.00000-500.00000

F: FTMS + p ESI Ful

[80.0000-500.0000]
Amostra, 00085-3

[50.0000-500.00001

Time (min)

Espectro de massa

Amosira_00055-3 #1
TMS + p ESI Full ms [80.0000-500.001
123,

100

NL: 2.33E7T:
001

508

117.06984
\

105.03385 saair

136.07532

149.02296
430
07809

173
| [

7722008
N h s 1

204.12256
19421711

274,
26112007
1

27307

302.26785 317.13519 34126498 365.10406 381.07800

413.26468  430.37631 453.34207




Com tempo de retengdo

RT: 0.00- 801 SM: 58

10

NL: 3.16E4

100 5.2
miz=
9 331.07957-331.08289
5 F:FTMS +p ESI Full
ms
% [80.0000-500.0000]
MS Amostra_00055-1
85
80
75
70
65
60
55
50
5 3.80
40
26
35
30
2
20
15
10
5
0
g o e e e LA e v e T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 75 8.0
Time (min)
RT:0.00-8.01 SM: 5B
100 N 0.30E0
a5 55:60000-500.00000
EETIS + p ESt Fun
% ms
[80.0000-500.0000]
IS Am st 000sh-1
os
o
s
o
o5
0
55
s0
as
W
as
a0
25
20
15 __/‘H.—-.-
0
—
s
00 05 10 15 2.0 25 3.0 35 a5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

Extracdo: cromatograma da Aflatoxina G2

a0
Time (min)



[50.0000-500.00001

Espectro de massa

Amostra_00055-1 #1 R NL: 2.43E7T:
FTMS + p ES1 Full ms [80.0000-500.0000]
100 123.08500

118.08620

20 J85.02873 \

149.02208
105.03356

89.05998
s

B A TTTR P
e 200

217.10a13

L
e

10411713

"N
200

144.17432
120.08100 I 160.13281
i
o

‘J / j 173.07800
Ll T |
o T Teo

274.27310

24308604 26112094 |

302.26776

33122318

365.10413

39680042 413.26492 435.33115 453.34225 467.40897

495.4080

Amostra 55 -2
cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

S

260

280

300

320

340

360

380

200

220

230

260

280 500

NL: 9.45E9

80.00000-500.00000
MS +p ESI Full

[89.0000-500.0000]

NS Amostra. 00058-2

o5
%0
s
80
75
70
65
60
s
s0
as
a0
as
20
25
20
15 —
10

s

03

oo o5 10 15 2% 25 a

o

a0
Time (min)

o5



Extragdo: cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100

10

NL: 2.60E4

miz=

331.07957-331.08289
FTMS +p ESIFull

[89.0000-500.0000]
8 Amostra_ 00058-2

Espectro de massa

Amostra_00055-2 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:2.35E7T
TMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000)
100 123.05500

117.06986
85.02873 |
149.02208

105.03357
160.13281

136.07533
89.05998 \

217.10424

144.17430
173.07809 19411714

" JJ_I| ALbil I‘Iu|| HI. -.h Lol

274.27310

24300000 20112000 | s02.26782

33122203

365.10437 381.07788

413.26468 435.33154 453.34241 467.40771

495.44092
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Amostra 55 -3
cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

Time (min)

Extracdo: cromatograma da Aflatoxina G2

Time (miny

Espectro de massa

Amostra_00055-3 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:233E7T
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000]
J00 123.05508

30 Jes.02072

117.06984
\

NL: 9.39E9

os 30.00000-500.00000
FORTMS + p £91 Full
= [30.0000-500.00001
1S Aimestra, 000583
a5
80
s
7
os
0
ss
s0
s
10
as
20
25
20
15
10

[50.0000-500.0000)

20
B AN 10411711 22412740 274.27307
L L T — T — —




Com tempo de retengdo

RT: 0.00- 8.01 SM: 58
100

3.80

10

NL: 3.16E4

miz=
33107957-331.08289
F:FTMS + p ESI Full
ms
[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00055-1

Amostra 147 -1

cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-801 SM: 58
100

35 T4
Time (min)

.

.

.

.

.

.

N

.

.

.

. A
10 —~—

NL: 1.06E10

80.00000-500.00000
FFTMS + p ESIFull

[89.0000-500.0000)
M Amostra 001471

a0
Time (min

60

o5



Extragdo: cromatograma da Aflatoxina G2

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

10

NL: 5.13E4
miz=
331.07957-331.08289
FFTMS + p ESIFull

[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00147-1

Espectro de massa

Amostra_00147-1#1 RT: 0.01 AV:
S + p ESI Full ms [30.0000-500.0000]
123.08509

100

117.05453

85.02869 I

10803351 |

98.98430

Amostra 147 —

1 NL:113E7T

144.17433

2

204.12251

14902205 163.03859
|

Iu:smsu 19411717
il

In]Jlln

217.10414
235.1684:

Time (min)

s
256.26242
i . Nl |

274.27295
30113074

50

32224771 342.24341

365.10403

|| 37028021 39680011 41320459

453.34201

47532462 499.27243

Aflatoxin G2 cromatograma

a80 500

-

Time (min)



Extragdo: Aflatoxin G2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

10

NL: 3.86E4

miz=

331.07957-331.08289
s +p ESIFUIl

[80.0000-500.0000]
tra_00147-2

Espectro de massa

Amostra_00147-2 #11 NL: 1.38E7T:
FTMS + p ES1 Full ms [80.0000-500.0000]
100 123.08503

85.02866 10503346
149.02289

204.12239
160.13272
144.17424

217.10400 pra 27280

il

mr 0 1 IR T 1 1

243.08676
4

| 20420940 30515561

5.0

55

7.0

396.80066 413.26456 44180011 464.33386 451.26169

320.17056 20510302

140 160

Amostra 147 -3
Aflatoxin G2 cromatograma

RT: 0.00-801 SM: 58
100

a80

NL: 1.02E10
miz=
80.00000-500.00000
FFTMS + p ESIFull
[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00147-3

——

00

-
%
o
w
7
7
o
w
s
s
.
wo
s
s
2
20 ff\
M

s

0.0 05 10 15 20 25 30

a0
Time (min)

6.0 65



Extragdo: Aflatoxin G2 cromatograma

10

Espectro de massa

Amostra_00147-3 #1 RT: 0.01
i

AV: 1 NL: 149E7T:
0]

o
FTMS + b E1 Full ms [80.0000-500.000

100

105.03351
85.02869

89.05994

3.05507

144.17429

149.02293

204.12251

160.13281

170.08075 194.11710 217.10416

1429 274.27301
\ 284.20364 305.15573

250.1
243.08688 320.17090 365.10397

396.80060 41326508 43533139 453.34253 475.32504 497.23367

Com tempo de retencédo

RT: 0.00- 801 SM: 5B
100

NL: 3.86E4

2=
331.07957-331.08289
F:FTMS +pESI Full

ms
[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00147-2

a0 45 50 55 60 65
Time (min)
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Amostra 148 -1
Aflatoxin B2 cromatograma

Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00148-1

Time (min)

Espectro de massa

Amostra_00148-1 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:228E7T:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000]

123.05482

35 Jos.02053

105.03333
s 149.02264

10 144.17308
89.05978 204.12208

Ll Jhat, 0 L

274.27240
26112027 | 30113922 322.24695 341.26413 365.10242 35107600 41226392 435.33130 453.34119 a77.22876

| 217.10356 543 08633
1 L

80 100 120 140




Amostra 148 - 2
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

10

80.00000-500.00000
s +p ESIFull

[80.0000-500.0000]

ME Amostra. 00148-2

Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100 5

Time (min)

NL: 7.94E5

515.08473-315.08789
S+ p ESIF
182 9000-500.0000
S Amostra. 00148-2

Espectro de massa

Amostra_00148-2 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 158E7 T:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000]
100 o 127.03834
80
s
70
109.02810
13207613
85.02852 |
|
4880
99.04394 | 204.12201
160.13243
|
|
Ll 17008035 194 11650 22417609 24200629
Ll I ottt il
Tao 760

7o
Time (min)

365.10327

381.07693

305.15500 __329.08228 349.12952

395.11429 413.26379_435.33047 453.34116 __477.22928
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Amostra 148 - 3
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.00 SM: 5B
100

NL: 9.31E9

os 30.00000-500.00000
FORTMS + p £91 Full
= [20.0000-500.00001
NS Amostra, 00148-3
a5
80
s
7
os
0
ss
s0
s
10
as
20
25
20
15
10

o

0.0 05 10 15 20 25 30 35 20 a5 50 55 60 65 7.0 75 sl

Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.00 SM: 58
100

NL: 8.49E5

iz
o5 515.08473-315.08789
pESIF

%0 [80.0000-500.0000]
MS Amostra_00145-3

00 o5 10 15 20 25 30 35

Time (min)

Espectro de massa

Amostra_00148-3 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:Z2.04E7T:

Frm

S +p ESI Full ms [80.0000-500.0000]
127,

100 832

365.10330

|
| 145.04880

|

| 381.07703

99.04304

|
|
T I A T |

1a0 160 180 200 220 240 260 280

22412001 24309032 2razraas
L

mrz
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Com tempo de retencéo

RT: 0.00- 8.00 SM: 58

100 177 NL: 8.49E5
miz=
31508473-315.08789
9% F:FTMS + p ESI Full
ms
9% R | PP 80.0000-500.0000]
160 a MS Amostra_00148-3
85
. 148
75
122
70
65
60
55
50 119
45
40
35
30
25 6.40
20
15 1.16
6.44
0 1.03
521
5 5.41 7
se0 R
A\III\II\\IIIII\II|III|\IIIIIlI|IIlIIIIII|\III|III\|I\II|I\ll\ll‘Il“\‘l‘\
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Time (min)
AT 000-5.01 SM: 58
100 N 92080
56.60000-500.00000
O FTMS <+ p S ull
[5.0000-500.00001
1220052209288 1
A % 5 i =5 P =5 Py 5 B B B B B P o

a0
Time (min)



Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100

112

NL: 8.43E5
miz=
315.08473-315.08789
FTMS +p ESI Full
[80.0000-500.0000]
ME Amostra. 00149-1

Espectro de massa

Amostra_00149-1 #1 RT: 0.01 AV:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.00
100

122.05965

o |

w0 |

w |
p p—
a0 I
as |

5 IJJJ.I |
ol Miwer
e 206

N
00)

L 23767

o3s27

13207600

|
|

|

/

|

| 145.0a871
|

204.12195

160.13235 195.01288
L al

243.08617

Time (mir)

27427222
I

305.15488

320.08228 347.09244

365.1

309

381.07681

395.11237 41109610

as1.79822

463.05679 479.06900

140

Amostra 149 -2
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-801 SM: 58
100

tzmm
I
o0 o T =

230

260 280

300

320

340

380

200

240

260

280 500

NL: 9.20E9
miz=
80.00000-500.00000
3 FFTMS + p ESIFull

[80.0000-500.0000)
MS Amostra_00149-1

703

65

s

a0

as 3

25 3

a0
Time (min

65



Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00
100

~8.01 sm:se

113

NL: 8.43E5

315.08473-315.08789
FTMS +p ESI Full

[80.0000-500.0000]
S Amostra_00149-1

35

20 a5
Time (min)

Espectro de massa

Amostra_00149-1 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.37E7T

FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.000
12

7.0

827

100

122.05965

10002803 |

| |szore00
|

\ I
|

[ ]

|
| | 145.04871

[ 20412195

85.02848
97.02829

16013235 195.01288
[ PP il

27427222 305.15488

365.10309

38107681

395.11237 411.09610 44179822  463.05679 479.06900

32008228 347.09244

Al L,
o 3Lub Lol Ll i
80 100 120

{ 2]2.01868
I‘ - 24308617
NN} O A "
140 180 200 220 240 260

160 280 300

miz

Amostra 149 - 3
Aflatoxin B2 cromatograma

320 340 380 400 420 440 460 480 500

L

Time (min)



Extragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.00 SM: 58
100

114

NL: 8.49E5

515.08473-315.08789
MS + p ESI Full

152:9990-500.0000
2 Anostra 001442

=
Time (mir)

Espectro de massa

Amostra_00148-3 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:2.04E7T:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000]
oasaz

365.10330

132.97608

|
99.04394 | s 0asso
| ss1.07703
| 21201875

f Lo 1oa1zom0 || 22dazens 240.00032 27427231
AN O 1 e Al WO A 1 | 1

_ 30515503 __ 329.08209 34912976

591.09888 _413.26422___ _ 44179568 _463.05725 477.22870

360 380

Com tempo de retencédo

RT: 0.00-8.00 SM: 58
100

236
2.65

118

2 116 3.12

3.26
3.28

3.36
344

15 3.63 4.40
0

3.8
10 105
5 l I h i i a1s 4.45 4.60 T 542
0 L ‘ 1 87
35 40 45 50 5

5 6.0 6.5 70 75

Time (min)

NL: 1.06E6

Vz=
315,08473-315.08789
F:FTMS +pESI Full

ms
[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00149-3
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Amostra 149 -1
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100 5

m

E

Am

Frm

NL: 9.20E9
3 miz=

o5 3 80.00000-500.00000
3 F:FTMS + p ESIFul

%0 ms

[80.0000-500.0000]

E! R Anostra 001481

s 3

0 3

7s 3

703

o5 3

ss 3

s0

a5

a0

as

30

25

20

t

o5 7o 3 B0

N
3
o
o
o
o
o
o

Zo
Time (min)

xtragdo: Aflatoxin B2 cromatograma

0.00-8.01 SM: 58
100 NL: 8.43E5

miz=
515.08473-315.08789
S+ p ESIF

[80.0000-500.0000]
MS Amostra. 00149-1
5

3'o""""o'a"' 10 20 25 30 35 ""ﬂ"a""ﬂnnIJHﬂm'ﬂ;g"""""'

Time (min)

spectro de massa

ostra_00149-1 #1 RT: 0.01 AV:1 NL:Z2.37E7T:
S + p ESI Full ms [80.0000-500.0000)

100 — 627

‘ 365.10300
|

| [1s2ope00

6502848

|
b

204.12195 38107681

|
| | ‘ 16010235 105.01288 243.08617 27427222
T AT et ctl g _

30515488 320.08228 347.09244 395.11237 411 09610 44179822 463.05679 479.06900




Amostra 149 - 2
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100 5

o5 3

T
[80.0000-500.0000]
MS A

116

NL: 9.20E9

80.00000-500.00000
MS +p ESI Full

mostra_00149-1

Extracdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 58
100

Time (mir)

NL: 8.43E5
miz=
5315.08473-315.08789
F:FTMS + p ESI Full
[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00149-1

Espectro de massa

Amostra_00149-1#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.37E7T:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500,0000]
100 127.03827

122.05965
|
\

10002309 |

| |szore00
|

|
| | 145.04871
97.02829 204.12195

|
[ |

|
| || ‘ 16013235 105.01288 2[2015_55
coldb il v M id bl

243.08617
Li

20
Time (min)

27427222
1

305.15488

N f .

365.10300

38107681

395.11237 41109610

32008228 347.09244 44179822 463.05679 479.06900

80 100 120 140 160 180 200 220 240

320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Amostra 149 - 3
Aflatoxin B2 cromatograma

[50.0000-500.0000)

Tima (min)
RT: 0.00-8.00 SM: 5B
100 NL: 8.49E5
3 miz=
os 515.08473-315.08789
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Com tempo de retencéo

RT: 0.00- 8.00 SM: 58
100 145 NL: 1.06E6

miz=
31508473-315.08789
F:FTMS +pESI Full
ms

9 [80.0000-500.0000]
MS Amostra_00149-3

157 1.92
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Amostra 386 -1
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 000-801 SM: 58
100 5 NL: 9.02E9
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o5 3 80.00000-500.00000
3 FTMS + p ESI Full
00 3 ms
3 [80.0000-500.0000]
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20
Time (min)

Extracdo: Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.01 SM: 5B
100 NL: 2.00E5
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F: FTMS +p ESI Full
s

m
[80.0000-500.0000]
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Espectro de massa

Amostra_00386-1 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.32E7 T:
FTMS + p ESI Full ms [80.0000-500.0000]
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75 |
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Amostra 386 — 2

Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-800 SM: 58
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240 260 280
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Extracdo: Aflatoxin B2 cromatograma

50

Espectro de massa
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Amostra 386 — 3
Aflatoxin B2 cromatograma

RT: 0.00-8.00 SM: 5B
100

NL: 8.65E9
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Extracdo: Aflatoxin B2 cromatograma
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Com

tempo de retengéo
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NL: L93E5
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[80.0000-500.0000]
MS Amostra_00386-3

00

35

Time (mir)



	UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM SAÚDE E DESENVOLVIMENTO NA REGIÃO CENTRO-OESTE
	AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE AFLATOXINAS B1, B2, G1 e G2, e METAIS PESADOS EM FÓRMULAS INFANTIS COMERCIALIZADAS NO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL, BRASIL
	AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE AFLATOXINAS B1, B2, G1 e G2 e METAIS PESADOS EM FÓRMULAS INFANTIS COMERCIALIZADAS NO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL, BRASIL
	CAMPO GRANDE 2023
	AVALIAÇÃO DA PRESENÇA DE AFLATOXINAS B1, B2, G1 e G2 e METAIS PESADOS EM FÓRMULAS INFANTIS COMERCIALIZADAS NO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL, BRASIL (1)
	Dedico esse trabalho aos meus pais, Romoaldo Reis  e Corina Mendes,  que tanto me apoiaram e se dedicaram, pela minha vida e formação. Aos meus irmãos Maria do Amparo e Romoaldo Mendes.
	O atrativo do conhecimento seria  pequeno se no caminho que a ele conduz nao houvesse que vencer tanto pudor. Assim, não é a força mas a constancia dos bons resultados que conduz os homens à felicidade.
	Friedrich Nietsche
	RESUMO
	ABSTRACT
	SIGLAS E ABREVIATURAS
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.2 Características particulares das crianças
	2.3 Aflatoxinas
	2.3.1 Limites máximos toleráveis de aflatoxinas
	2.3.2 Pesquisa de aflatoxinas em alimentos infantis
	2.4 Metais tóxicos em fórmulas infantis
	2.5 Análise térmica
	3. OBJETIVOS
	3.2 Específicos
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.2 Quantificação de aflatoxinas em fórmulas infantis
	4.3 Etapa de extração de aflatoxina
	4.4 Macro e microelementos nas fórmulas infantis
	4.4.2 Quantificação de macro e microelementos por espectroscopia de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
	4.5 Estimativa de risco não carcinogênico (RNC)
	Eq. (1)
	4.5.2 Quociente de risco (HQ)
	Eq. (2)
	4.5.3 Índice de perigo (HI)
	4.6 Estimativa de risco carcinogênico (CR)
	4.7 Análise térmica
	4.8 Análise estatística
	5.2 Macro e microelementos em fórmulas infantis
	5.3 Avaliação de risco a metal pesado devido o consumo de fórmula infantil
	5.4 Análise térmica
	REFERÊNCIAS
	ANVISA. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. RDC Nº 429, DE 08 DE OUTUBRO DE 2020 Dispõe sobre Rotulagem Nutricional dos Alimentos Embalados. Disponivel: https://www.in.gov.br/en/web/dou/-/resolucao-de-diretoria-colegiada-rdc-n-429-de-8-de-outubr...
	ANVISA. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. RDC Nº 52, DE 26 DE NOVEMBRO DE  2010  Dispõe sobre corantes em embalagens e equipamentos plásticos destinados a estar em contato  com alimentos. Disponivel: file:///C:/Users/User/Downloads/resolucao-r...
	APÊNDICE

	Com tempo de retenção
	Com tempo de retenção (1)
	Com tempo de retenção
	Com tempo de retenção (1)
	Com tempo de retenção (2)


