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Resumo

O leite de vaca tem vindo a ser cada vez mais substituido pelas bebidas de soja na alimentacao
portuguesa. Esta substituicdo deve-se muito a intolerancia a lactose, a crescente procura,
principalmente pela populagéo mais jovem, de produtos alimentares de origem ndo animal, menor
valor calérico e menor teor de gordura e colesterol. Devido a isso, as bebidas de soja tornaram-se
uma alternativa popular ao leite, contribuindo para a prevencdo do aparecimento de doengas
cardiacas, o cancro, a diabetes, a osteoporose e a obesidade. Contudo, as bebidas de soja e o leite
de vaca apresentam caracteristicas muito diferentes, pelo que s6 é possivel tomar uma decisao
consciente, tendo por base essas diferengas.

O leite e os produtos lacteos, para além de serem constituidos por proteinas, lipidos, vitaminas e
minerais, podem conter contaminantes quimicos, que constituem um fator de risco para a satde
do consumidor, principalmente criancas, por consumirem mais leite em compara¢do com o seu
peso, do que os adultos.

No que diz respeito a contaminantes, a concentracdo de metais no leite pode ser influenciada por
diversos fatores, como: o tipo de leite, as caracteristicas do solo de que se alimenta a vaca (a
alimentacdo da vaca interfere na composicdo do leite que esta produz), a composi¢do mineral da
agua de irrigacdo, condicBes atmosféricas e etapas de processamento e armazenamento na
producéo do leite.

Os metais sdo o grupo mais abundante de elementos na crosta terrestre. Alguns elementos sao
essenciais, como 0 manganés (Mn), o ferro (Fe) e 0 zinco (Zn), e outros sdo ndo essenciais, como
0 chumbo (Pb), o cddmio (Cd) e o arsénio (As), sendo toxicos mesmo quando presentes em baixas
concentracfes. Os efeitos adversos causados na saude pelos metais toxicos dependem de diversos
fatores, como a via de exposicdo (inalacdo, oral ou dérmica), do local de exposicdo, da duracio
da exposicao e dos érgdos alvo. Por isso, a determinacdo de metais toxicos € uma componente
importante na seguranca e qualidade dos produtos lacteos.

O principal objetivo deste estudo foi determinar as concentracdes de Pb, Cd e Mn em leites de
vaca e bebidas de soja de diversas marcas adquiridas no mercado portugués. Os resultados obtidos
para esses metais foram comparados entre si, com as ingestdes didrias toleraveis estabelecidas/
recomendadas por agéncias reguladoras e com valores publicados em estudos semelhantes.

O Pb e 0 Cd nas suas formas cationicas e quando ligados a cadeias curtas de tomos de carbono
podem levar ao desenvolvimento de doencas do sistema cardiovascular, rins, sistema nervoso,
sangue e sistema esquelético. O Painel CONTAM da EFSA realizou uma avalia¢éo de risco do
chumbo e cadmio nos alimentos, estabelecendo um PTWI de 25 e 2.5 ug / kg de peso corporal,
respetivamente.

O Mn é um oligoelemento essencial que esta presente em todas as células vivas e é essencial para
0 desenvolvimento normal. A Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA)
propds uma ingestdo adequada de Mn, como 3 mg / dia para adultos. Concentragdes mais elevadas
de Mn podem tornar-se toxicas, levando a danos neurodegenerativos progressivos que podem
provocar sintomas semelhantes a doenca de Parkinson.



O Pb, Cd e Mn como estéo presentes nos alimentos em baixas concentragdes, na ordem das partes
por bilido (ppb), a sua quantificagdo requer um método analitico preciso com uma sensibilidade
adequada, tendo, por isso, sido usado a Espectrofotometria de Absorcdo Atémica em Forno de
Grafite (GFAAS).

Para demonstrar o grau de confianca dos resultados obtidos foi testada a linearidade, a gama de
trabalho, os limites analiticos (limite de detecéo e de quantificacdo), a precisdo (repetibilidade e
precisdo intermedidria), a exatiddo e a recuperagdo pés-digestdo, testes de validacdo indicados
para este tipo de determinacao.

As estimativas das quantidades de Pb, Cd e Mn ingeridas pelo consumo das amostras de leite de
vaca e bebida de soja analisadas tiveram em conta as recomendacdes das diretrizes dietéticas dos
EUA. As diretrizes dietéticas dos EUA recomendam o equivalente a 720 ml de leite por dia para
adultos e criancas/adolescentes dos 9 aos 17 anos. Para as criangas dos 4 aos 8 anos, recomenda-
se uma ingestdo diaria de 600 ml de leite e dos 2 aos 3 anos de idade, o valor adequado é de 480
ml.

Os resultados obtidos mostram que os leites de vaca tém uma concentracdo de Pb (média = 193
ug / L) superior a das bebidas de soja (média = 134 ug / L), apesar de ndo haver uma diferenca
significativa (p > 0.05).

De acordo com a previsao de ingestdo diaria toleravel de Pb para adultos de 65 Kg e a estimativa
da quantidade de Pb consumida por dia pelos adultos através da ingestao dos leites de vaca e das
bebidas de soja analisados, observou-se em duas das amostras de leite de vaca analisadas e uma
amostra de bebida de soja valores de Pb superiores a ingestdo diaria toleravel de 232.14 pg.

Para o cadmio, a concentracdo de Cd nas bebidas de soja (média = 56 ug / L) é superior a
encontrada nos leites de vaca (média = 25 pg / L), havendo uma diferenca significativa (p < 0.05).
De acordo com a previsdo de ingestao diéria toleravel de Cd para um adulto de 65 kg e a estimativa
da quantidade de Cd consumida por dia pelos adultos através do consumo dos leites de vaca e
bebidas de soja analisados, observa-se que trés amostras de leite de vaca e doze amostras de
bebida de soja tém valores de Cd superiores ao valor da ingestao diaria toleravel de 21.43 ug.

Em relacdo a quantificagdo do Mn, a concentracdo de Mn nas bebidas de soja (média = 1161 pg
/ L) é cerca de 20 vezes superior & encontrada nos leites de vaca (média = 58 pg / L), havendo
uma diferenca significativa (p < 0.05).

Pela ingestdo diaria recomendada de Mn pela EFSA e a estimativa da quantidade de Mn
consumida por dia pelas criancas e adultos que consomem os leites de soja e leites de vaca
analisados, os resultados para as amostras de leite de vaca mostram valores inferiores a dose
recomendada por dia para adultos e criangas/adolescentes dos 2 aos 17 anos. No entanto, nas
amostras de bebidas de soja, as concentragcbes de Mn sdo superiores, principalmente para as
criangas dos 2 aos 8 anos, sendo preocupante ao nivel da sua formagao, uma vez que o 6rgao mais
sensivel a elevadas concentragdes de manganés € o cerebro.

Para além da comparacdo com os valores de ingestdo diaria toleravel ou recomendada, fez-se uma
comparacao entre os resultados obtidos neste estudo e os valores de outros estudos semelhantes
disponiveis na literatura. Foi observada uma discrepancia entre os valores obtidos nos varios
estudos, possivelmente, influenciada por fatores como, a diferente proveniéncia dos produtos
analisados, o que implica grandes diferencas ambientais (temperatura, humidade, solo), préaticas



de cultivo e pastoreio diferentes e a estacdo do ano em que é obtida a amostra ser também
diferente.

A fim de evitar a contaminacdo ambiental com metais pesados, que é reconhecido como um
perigo de salde publica para todo 0 mundo, sugere-se uma monotorizagao dos metais pesados na
agua potavel, uma vez que a agua potavel é uma das possiveis principais fontes de contaminagdo
do leite.

Neste estudo, os valores obtidos para a ingestdo diaria de Pb, Cd e Mn, através de amostras de
leite de vaca e bebidas de soja foram calculados assumindo as exigéncias de consumo diario de
leite proposto pelas diretrizes alimentares para os americanos. No entanto, o valor recomendado
inclui outros produtos lacteos (como o iogurte e 0 queijo) e, por isso, 0s resultados obtidos sdo
apenas aproximacdes, uma vez que outros produtos lacteos podem ter concentragdes menores ou
maiores desses metais. Além disso, considerou-se a ingestdo diaria recomendada de Mn por dia,
pela EFSA, correspondente a concentracdo de Mn proveniente por todas as fontes deste metal e
ndo apenas pelo leite. Para além de ter sido calculada uma ingestdo diaria toleravel de Pb e Cd
para um adulto de 65 Kg, excluindo adultos com outro peso (a ingestdo diaria toleravel depende
do peso corporal da crianga/adulto). Assim, consumir uma quantidade de leite que exceda estes
valores ndo implica necessariamente um risco aumentado para a satde. Porém, este tipo de estudo
é essencial para garantir a seguranca dos alimentos, por permitir fazer uma estimativa da ingestéo
de metais através da alimentacao.

Palavras-Chave: leite de vaca, bebidas de soja, metais, Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica.



Abstrat

Cow's milk has been increasingly replaced by soy drinks by Portuguese people. This substitution
is largely due to lactose intolerance, the excessive consumption of products of animal origin and
the lower caloric value, lower fat and cholesterol content of soy drinks Hence, soy drinks have
become a popular alternative to milk, contributing to the prevention of heart disease, cancer,
diabetes, osteoporosis and obesity. However, soy drinks and milk have very different
characteristics, so it is only possible to make a conscious decision, based on these differences.

Milk and dairy products, in addition to being made up of proteins, lipids, vitamins and minerals,
can contain chemical contaminants, such as metals, may constituting a risk factor for consumer’s
health, especially children as they consume more milk in comparison with their weight, than
adults.

The concentration of metals in milk can be influenced by several factors, such as: the type of milk,
the characteristics of the soil from which it originated, the mineral composition of the irrigation
water, atmospheric conditions and processing and storage steps in the production of milk.

Metals are the most abundant group of elements in the earth's crust. Some elements are essential,
such as manganese (Mn), iron (Fe) and zinc (Zn), and others are non-essential, such as lead (Pb),
cadmium (Cd) and arsenic (As), being toxic even when present in low concentrations. The adverse
health effects of toxic metals depend on a number of factors, such as the route of exposure
(inhalation, oral or dermal), the exposure site, the duration of exposure, and the target organs.
Therefore, the determination of toxic metals is an important component to the safety and quality
of dairy products.

The main objective of this study was to determine the concentrations of Pb, Cd and Mn in cow
milks and soy beverages, from different brands in the Portuguese market. The results obtained
were compared with each other, with the tolerable daily intake established/ recommended by
regulatory agencies and with values published in similar studies.

Pb and Cd in their cationic forms and when attached to short chains of carbon atoms can lead to
the development of diseases of the cardiovascular system, kidneys, nervous system, blood and
skeletal system. The EFSA CONTAM Panel carried out a risk assessment of Pb and Cd in food,
establishing a PTWI of 25 and 2.5 pg/kg of body weight, respectively.

Mn is an essential trace element that is present in all living cells and is essential for normal
development. The European Food Safety Authority (EFSA) has proposed an appropriate intake
of Mn of 3 mg per day for adults. Higher concentrations of Mn can become toxic, leading to
progressive neurodegenerative damage that can cause symptoms similar to Parkinson's disease.

Pb, Cd and Mn, as they are present in foods in low amounts, in the order of parts per billion (ppb),
their quantification requires a precise analytical method with an adequate sensitivity, having
therefore been used in Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrophotometry (GFAAS).

To guarantee the reliability of analytical data, a validation method was carried out that includes
linearity, the working range, analytical limits (limit of detection and quantification), precision
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(repeatability and intermediate precision), accuracy, specificity / selectivity and post-digestion
recovery.

Those loaded with the amounts of Pb, Cd and Mn ingested by consuming the analyzed amounts
of cow's milk and soy drink took into account the recommendations of the US dietary guidelines.
US dietary guidelines recommend the equivalent of 720 ml of milk per day for adults and children
/ adolescents aged 9 to 17. For children aged 4 to 8 years, a daily intake of 600 ml of milk is
recommended and from 2 to 3 years of age, the appropriate amount is 480 ml.

The results found show that cow's milk has a Pb concentration (mean = 193 pg / L) higher than
soy drinks (average = 134 pug /L), although there is no significant difference (p > 0.05). According
to tolerable daily intake of Pb for adults of 65 kg and the estimate of the amount of Pb consumed
per day by adults through the intake of cow's milk and the expected by soy drinks, it was observed
in two of the cow milk of analyzed cow and a sample of soy drink with an equal value, all of these
Pb values being higher than the tolerable daily intake of 232.14 pg.

Concentration of Cd in soy drinks (mean = 56 pg / L) is significantly higher (p < 0.05) than that
found in cow's milk (average =25 pug/L).

According to the tolerable daily intake of Cd for an adult of 65 kg and the estimate of the amount
of Cd consumed per day by adults, through the consumption of cow's milk and soy drinks, it is
observed that three of milk from cow's milk and twelve soy drink drinks have Cd values higher
than the tolerable daily intake value of 21.43 pg.

Regarding the quantification of Mn, the concentration of this metal in soy drinks (mean = 1161
ug /L) is about 20 times higher than that found in cow's milk (mean = 58 pg / L), with significant
difference (p < 0.05).

A cording to EFSA's recommended daily intake of Mn and the estimated amount of Mn consumed
per day by children and adults who consume the estimated soymilk and cow's milk, the results for
calculating cow's milk values below the recommended dose per day for adults and children /
teenagers from 2 to 17 years old. However, in the administrations of soy drinks, as they are from
Mn, they are superior, mainly for children from 2 to 8 years old, being of concern in terms of their
formation, since the organ most sensitive to high manganese is the brain.

A comparison was also made between the results obtained in this study and the values of other
similar studies available in the literature. A discrepancy was observed between the values chosen
in the various studies, possibly influenced by factors such as the different origin of the products,
which may implies large differences (temperature, humidity, soil), different cultivation and
grazing practices and the season of the year.

In order to avoid environmental contamination with heavy metals, which is recognized as a public
health hazard for the whole world, they must be monitored, mainly in terms of drinking water,
since drinking water is one of the main possible sources of contamination in cow milk and soy
beverages.

Keywords: cow's milk, soy milk, metals, Atomic Absorption Spectrometry.
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1. Introducéo

1.1. Seguranca Alimentar

Na Europa, as crises alimentares que emergiram a partir da década de 90 constituiram um ponto
de viragem da politica em matéria da defesa dos consumidores e da seguranca dos alimentos. Em
1981, por exemplo, foi consumido 6leo de colza industrial com anilina (sindrome do azeite toxico
em Espanha) e em 1989 e 1999, na Bélgica, houve contaminacao de leite com dioxinas e de porcos
e galinhas com PCBs (Bifenilos Policlorados) (DRAP Centro, 2018).

Além disso, devido ao aumento das trocas comerciais de alimentos, qualquer incidente podia
rapidamente ter um impacto global (WHO/Europe, 2009).

A comissdo Europeia apercebeu-se, entdo, da necessidade de estabelecer e de fazer cumprir
normas de seguranga mais rigorosas para o conjunto da cadeia alimentar (European Union, 2019).

O Livro Branco, publicado em Janeiro de 2000 sobre a seguranca dos alimentos, prevé a criacao
de uma Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar, sublinhando a necessidade de uma
harmonizagdo dos sistemas nacionais de controlos e de os alargar as fronteiras externas da Unido
Europeia (UE). Preconiza igualmente o estabelecimento de um didlogo permanente com 0s
consumidores e 0s profissionais do sector, com vista a recuperacao da confianca matua e o colocar
a disposicdo dos cidaddos uma informacéo clara e precisa sobre a qualidade, 0s riscos eventuais
e a composicéo dos alimentos (DRAP Centro, 2018).

Assim, em 2002, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) foi oficialmente
criada como parte de um programa abrangente para melhorar a seguranca alimentar da UE, sendo
uma fonte independente de aconselhamento cientifico e comunicagdo sobre 0s riscos associados
a cadeia alimentar (EFSA, 2002).

A politica da UE em matéria de seguranca e intervencao no dominio alimentar incide em quatro
grandes areas de protecdo, como a higiene dos produtos alimentares, a salde animal, a
fitossanidade e os contaminantes e residuos.

A cooperagdo cientifica em questdes relacionadas aos projetos sobre Cooperacao Cientifica em
Temas relativos aos Alimentos (SCOOP), coordenado pela EFSA, é responsavel por coletar
dados sobre os contaminantes nos alimentos. Esses dados servem para ajudar a aplicar limites
maximos aceitaveis aos alimentos para consumo humano e animal produzidos e importados na
UE, de forma a haver uma vigilancia dos alimentos e protecdo dos consumidores (European
Union, 2019).

1.2. Contaminantes



Os produtos quimicos de origem antropogénica e natural entram na alimentacdo animal, na
alimentagdo humana e na dgua como contaminantes indesejaveis ou como parte dos componentes
de uma dieta (Dorne et al., 2003).

A contaminacdo dos alimentos pode ser de origem industrial e ambiental (a industria produz uma
enorme quantidade de produtos quimicos e subprodutos que podem contaminar o ambiente, ser
absorvidos pelas cadeias alimentares e contaminar os alimentos para consumo humano), de
origem bioldgica (pode resultar de processos naturais, que envolvem a existéncia de toxinas
produzidas pelos préprios produtos alimentares ou por outros organismos vivos) e podem resultar
do processamento dos alimentos (envolve tecnologia baseada em elevadas temperaturas que
podem conduzir a alteracdes indesejaveis nos alimentos) (Franco and Cozzolino, 2010).

Em relagdo a contaminacdo quimica de origem industrial e ambiental os metais pesados (chumbo,
mercurio, cadmio), os PCBs e as dioxinas do grupo dos POP (Poluentes Organicos Persistentes)
tém sido os contaminantes mais referidos.

Relativamente aos metais pesados, 0 chumbo e o cadmio sdo dos que apresentam maiores riscos
ao nivel da seguranca alimentar, sendo a exposicdo humana por via alimentar, principalmente
devido ao consumo de vegetais, frutos, peixe ou marisco contaminados.

Foram estabelecidos valores limite de consumo para 0s aditivos e 0s contaminantes quimicos,
abaixo dos quais o risco para a saude é infimo. Estes niveis de ingestdo diaria aceitavel (ADI) e
de ingestdo semanal toleravel provisdria (PTWI) sdo expressos pela quantidade em miligramas
da substancia quimica que pode ser consumida pelo Homem, sem prejuizo para a saude, por
quilograma do seu peso corporal.

A contaminacdo dos alimentos leva a presenca de contaminantes quimicos, isto é, de substancias
gue ndo foram adicionadas intencionalmente aos alimentos, mas que estao presentes nos mesmaos,
como residuos da producéo, transformacéo, acondicionamento, transporte e conservagdo. Nestes
incluem-se 0s contaminantes de origens industriais (dioxinas, metais pesados), as toxinas
produzidas por organismos vivos, como fungos, algas e algumas plantas e frutos, e 0s
contaminantes resultantes do processamento alimentar. A contaminagdo quimica, também, pode
levar a presenca de residuos de pesticidas e medicamentos veterinarios e produtos que migram
dos materiais que se encontram em contacto com os alimentos (ASAE, 2019).

Pelos dados SCOOP de 2004 sobre niveis médios de ingestdo de chumbo, mercario, cadmio e
arsénio na dieta dos adultos em 13 paises europeus (Bélgica, Dinamarca, Finlandia, Franca,
Alemanha, Grécia, Irlanda, Italia, Holanda, Noruega, Portugal, Suécia e Reino Unido), observou-
se que os niveis de ingestdo de metais pesados pelos adultos foram de 10 a 30% dos niveis de
PTWI, enquanto os dados sobre a ingestdo entre criangas foram muito irregulares.

Estes dados irregulares devem-se ao facto das criangas consumirem mais alimentos por unidade
de peso corporal do que os adultos, para além de ainda terem érgédos e tecidos a desenvolverem-
se, 0 que faz com que sejam mais suscetiveis aos efeitos toxicos de certos quimicos (Pronczuk de
Garbino J, 2005).

Para minimizar os problemas de salde dos consumidores resultantes do consumo de alimentos
contaminados, o controlo e monitorizagao s&o obrigatérios em todos os paises da Unido Europeia
(ASAE, 2019).

A avaliacdo do risco de produtos quimicos para a saude humana tem sido alvo de estudo por parte
dos organismos internacionais de seguranca alimentar, como a Comité Conjunto de Peritos em
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Aditivos Alimentares (JECFA) da Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO) / Organizagdo Mundial da Saide (OMS), a Agéncia de Protegdo Ambiental
(EPA) e a Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos, a Autoridade Europeia de
Seguranga Alimentar (EFSA) e muitas autoridades nacionais, como a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Econdmica (ASAE) (Dorne et al., 2003).

1.3. Leite de vaca e bebida de soja - aspetos nutritivos e contaminantes

O leite de vaca tem vindo a ser cada vez mais substituido pelas bebidas de soja na alimentacdo
portuguesa. Esta substituicdo deve-se muito a intolerancia a lactose, ao consumo exagerado de
produtos de origem animal e ao menor valor calérico, menor teor de gordura e inexisténcia de
colesterol. Face a estes argumentos, as bebidas de soja parecem ser uma melhor opcéo. Contudo,
ambos os leites apresentam caracteristicas muito diferentes, pelo que sé é possivel tomar uma
deciséo consciente, tendo por base essas diferencas (Pereira et al., 2017).

A industrializacdo dos paises faz com que 0s metais pesados sejam uma das contaminacdes mais
importantes do leite e produtos lacteos. Assim, é necessario controlar a presenca desses metais no
leite, uma vez que este constitui um alimento de elevado consumo, principalmente em recém-
nascidos e criancas (Meshref et al., 2014).

A concentracdo de metais toxicos em leite ndo contaminado € preciso, mas o seu contetdo pode
sofrer uma variagdo consideravel através dos processos de producao e embalagem (Ziarati et al,
2018).

Metais pesados, como o chumbo, cddmio, crémio, niquel e cobalto podem contaminar os solos e
serem absorvidos pelas raizes das plantas ou poluir os len¢ois freaticos e aquiferos. Os humanos
e 0s animais ao ingerirem plantas contaminadas por esses metais pesados, podem,
consequentemente, ficar contaminados com esses metais (Paganini, 2004).

1.3.1. Leite de vaca

O leite e os produtos lacteos sdo importantes componentes da dieta humana. Do ponto de vista
nutricional, o leite é composto principalmente por agua, onde sdo encontrados dispersos os
componentes sélidos, denominados so6lidos totais (ST), constituidos de proteinas, lipidos, lactose,
vitaminas e minerais. E considerado uma boa fonte de proteina, por conter todos os aminoacidos
essenciais, e célcio, um dos minerais que é reduzido do consumo humano, quando o leite é
excluido da alimentacdo. No entanto, o leite e os produtos lacteos, também, podem conter
contaminantes quimicos, que podem constituir um risco para a saide do consumidor (Pereira et
al., 2017; Licata et al., 2004).



Os metais presentes no leite e nos produtos lacteos podem ser agrupados em elementos essenciais
(ferro, cobre, zinco, manganés, entre outros) em doses baixas, e em ndo essenciais, toxicos
(nomeadamente, chumbo e cddmio). A presenca destes Ultimos, mesmo em baixas concentracdes,
leva a desordens metabolicas com consequéncias extremamente graves (Khan et al., 2008).

A dose destes elementos influencia na sua toxicidade, pelo que até os elementos essenciais podem
ser toxicos, se absorvidos acima dos limites toleraveis para um normal funcionamento dos seres
vivos. Para além disso, o excesso de um elemento num organismo pode causar a deficiéncia de
outro (s) elemento (s). Por exemplo, um excesso de chumbo no organismo interfere na absorcéao
de célcio, ferro, cobre e zinco (Baird, 2002; Melo et al., 2003).

Os elementos essenciais, como o ferro, cobre, zinco e manganés contribuem para muitas fungées
bioldgicas, pelo que a sua deficiéncia pode levar a efeitos adversos na satde. Por outro lado, se
estiverem presentes em niveis excessivos possam resultar em efeitos negativos sobre a salde
humana (Kazi et al., 2009).

O cadmio e o chumbo apesar de ndo serem particularmente téxicos nas suas formas de elementos
livres condensados, nas suas formas catidnicas e quando ligados a cadeias curtas de atomos de
carbono, tornam-se perigosos. Estdo associados a etiologia de um nimero de doencas do sistema
cardiovascular, rins, sistema nervoso, sangue e sistema esquelético. Por isso, torna-se
particularmente preocupante a existéncia de residuos de Cd e Pb no leite e produtos lacteos, uma
vez que sdo largamente consumidos por lactentes e criangas (Salah et al., 2013; Zhuang et al.,
2009).

A concentracdo de Cd no leite tem tendéncia a aumentar com o avancar da idade animal. Porém,
alguns estudos demonstram que as concentra¢fes de cddmio no leite de vaca s@o mais altas nos
animais que crescem em areas industriais ou gue consomem alimentos contaminados com metais
pesados do gue nos que crescem em areas menos poluidas (Ziarati et al., 2018).

A presenca de metais pesados em produtos lacteos pode ser devido a contaminacdo do leite
priméario da vaca, por sua vez exposta a0 meio ambiente ou ao consumo de alimentos e dgua
contaminados; apesar do leite ndo pasteurizado poder, também, ser contaminado durante a sua
producdo. Assim, o conteldo de elementos no leite e produtos lacteos depende do estagio de
lactacdo, do estado nutricional do animal, fatores ambientais e factores genéticos, préaticas de
fabrico e possivel contaminacéo de equipamentos durante o processamento (Salah et al., 2013;
Cashman, 2011).

Neste estudo, um dos objetivos foi analisar o leite de vaca de diversas marcas do mercado
portugués relativamente & concentracdo dos metais pesados Pb e Cd e do metal essencial Mn.

1.3.2. Bebida de soja

As bebidas a base de extratos vegetais, como a soja, arroz, milho, améndoa e castanha séo
chamadas também de “leites vegetais” ou bebidas vegetais. A constatacdo cientifica dos
beneficios da soja, para além do reconhecido valor nutricional, aumentou o interesse pelo
consumo dos graos dessa leguminosa.



A soja foi estudada, e reconhecida em 1999 como um alimento funcional por conter um baixo
valor de gorduras saturadas e colesterol, prevenindo doencas do coracéo, o cancro, a diabetes, a
osteoporose e a obesidade (Pereira et al., 2017).

A bebida de soja € tipicamente produzida pela moagem da soja embebida em agua, sendo uma
das bebidas tradicionais e mais amplamente consumidas em paises asiaticos, incluindo a China,
Japdo, Coreia, Singapura e Tailandia.

Nas Ultimas décadas, o consumo de produtos a base de soja tem aumentado de forma constante.
Nos Estados Unidos, a percentagem de pessoas que consomem produtos de soja pelo menos uma
vez por semana aumentou de 27%, em 2012, para 35%, em 2019, sendo que o produto de soja
mais consumido € o “leite” de soja (Shurtleff and Aoyagi, 2019; Soyconnection.com, 2019).

Este crescimento de consumo foi em parte devido a sua aprovacdo pela Food and Drug
Administration nos Estados Unidos, que afirma que 25 gramas de proteina de soja por dia em
conjunto com uma dieta pobre em gordura saturada e colesterol podem reduzir o risco de doengas
cardiacas. Outros fatores que levaram ao crescimento do consumo de bebidas de soja foram a
inovacdo em novos produtos para atender as necessidades dos consumidores (melhorias de sabor
e custos mais baixos) e a sua expansdo para novas areas (lojas de conveniéncia e cafés) (Anon,
2019).

Nas Diretrizes Dietéticas de 2015-2020 para 0s americanos estdo incluidas as bebidas de soja
como substituto do leite de vaca. Este documento inclui as bebidas de soja como parte do grupo
dos laticinios, citando-as como uma alternativa ao leite, devido a sua similaridade na composicao
de nutrientes (célcio, vitaminas A e D) e a recomendacao de uma ingestao diaria de bebidas/ leite
de soja de duas a trés chavenas por dia, dependendo dos requisitos de calorias.

O documento afirma, também, que os produtos vendidos como "leites", mas provindos de plantas,
por exemplo, os leites de améndoa, arroz, coco e canhamo, podem ser consumidos como fonte de
calcio, apesar de ndo serem incluidos no grupo dos laticinios, dado o seu contetdo nutricional
geral ndo ser semelhante ao leite e as bebidas fortificadas de soja.

Estas diretrizes afirmam, ainda, que aqueles que sdo incapazes ou optam por ndao consumir
lacticinios devem consumir alimentos que fornecam os nutrientes que sdo habitualmente obtidos
a partir do consumo de laticinios, mencionando os produtos de soja (incluindo as bebidas de soja)
como alternativa (USDHH and USDA, 2015; Thorning et al., 2016).

Em resposta a um aumento gradual no consumo de bebidas de soja, varios novos produtos foram
introduzidos no mercado deste tipo de bebida. Por exemplo, o sabor a feijdo caracteristico da soja
é indesejavel para a maioria dos consumidores nos paises ocidentais, pelo que foram introduzidas
mudancas ao nivel do seu sabor. No entanto, as inovagdes mais recentes estdo focadas na
producgdo de um "leite de soja funcional”, ou seja, num leite que contém componentes bioativos
extras que pode ajudar a melhorar a satde ou a diminuir o risco de doengas (Anon, 2019).

A soja tem um importante papel na industria alimentar, devido ao seu elevado valor proteico, mas
também, porque os seus grdos sdao uma boa fonte de compostos fenolicos, com propriedades
antioxidantes e de isoflavonas, um grupo de fitoestrogénios com a capacidade de provocar uma
resposta semelhante ao estrogénio, diminuindo o risco de doengas hormonais e relacionadas com
a idade, conferindo, assim, importantes beneficios para a saide humana (Genovese et al., 2003).



No entanto, a presenca de antinutrientes naturais, como inibidores de tripsina (T1), lectinas, &cidos
fiticos e oligossacarideos indigestiveis, limita o seu consumo. Por esse motivo, no processo de
aquecimento durante a producéo convencional de bebida de soja se destroem a maior parte dos
seus antinutrientes, melhorando a digestibilidade da proteina de soja. No entanto, compostos,
como o 4cido fitico, que interfere na disponibilidade de célcio, ndo sdo reduzidos (Jiang et al.,
2013).

Segundo Montarini (2009), a semente de soja contém, em média, 40% de proteinas, 20% de
lipidos, 35% de hidratos de carbono e 5% de minerais, sendo, também, uma fonte de vitamina E,
K e de vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavina) e B9 (&cido folico). Dentro dos minerais, é rica
em magnésio, fosforo, zinco, cobre e ferro. O seu contetdo em célcio é de apenas 29,3%, menor
gue o do leite de vaca (Tashima and Cardello et al., 2003).

Tabela 1.1 - Composi¢éo do leite de soja e do leite de vaca por 100 ml de leite (Dutra de Oliveira et al. 1982).

Componente Leite de Soja (g) Leite de Vaca (g)
Agua 91,8 88
Proteina 3 3.0
Gordura 1,4 3
Carboidrato 38 49
Fibras 0 0
Calorias 38 6l
Calcio (mg) 36 123
Fésforo (mg) 30 96
Ferro (mg) 0.4 0,1
Sédio (mg) - -
Vitamina A 10 Tr*
Vitamina Bl 0,05 0,04
Vitamina B2 0,04 0,18
Niacina 0,2 0,1
Vitamina C 0 l
*Tr: Tragos

Como podemos ver na tabela 1, o leite de soja contém uma combinag&o equilibrada de nutrientes,
semelhante ao leite de vaca. Para além disso, pelos baixos niveis ou mesmo auséncia de colesterol,
gluten e lactose, torna-se uma 6tima alternativa ao leite de vaca, especialmente entre alguns
vegetarianos e veganos, pessoas alérgicas ao leite ou intolerantes a lactose (Jiang et al., 2013).

Segundo Bojinova et al., 1994, alimentos como a soja podem acumular mais metais pesados do
gue outros. Os metais pesados nos solos podem ser derivados de fontes naturais (geogénicas) e
de contaminacdo antropogénica. O rapido desenvolvimento econémico nos Ultimos anos de
inimeras atividades humanas, como a mineracéao, fundicao, agricultura, tratamento de residuos e
transportes provocaram a libertacdo de quantidades significativas de metais pesados no meio
ambiente, havendo uma maior contribuicho dos metais nos solos provindos de fontes
antropogénicas do que de fontes naturais (Sadrabad, 2018; Bojinova et al., 1994).



A captacdo de metais pesados do solo contaminado, através das raizes das plantas, pela deposicdo
direta de contaminantes da atmosfera ou particulas do solo nas superficies das plantas sdo dois
dos principais contribuintes para o acumular de metais pesados na parte comestivel das culturas
alimentares. A ingestdo de alimentos tem sido, por isso, considerada a principal via de exposi¢ado
humana aos metais pesados (Bojinova et al., 1994; Zhuang et al., 2013).

Neste estudo, outro dos objetivos foi analisar a bebida de soja de diversas marcas do mercado
portugués, relativamente a concentragdo dos metais pesados Pb e Cd e do metal essencial Mn.

1.4. Metais Selecionados

Os metais sdo o0 grupo de elementos mais abundante na crosta terrestres e a sua importancia
toxicoldgica ou nutricional é diferente (Anastacio, M. et al., 2018).

Sdo reconhecidos como essenciais a vida humana, cerca de 30 elementos. Alguns sdo necessarios
em quantidades maiores, como Ca, K, Mg e Na, enguanto outros, como Cu, Fe, Ni, Zn e Mn,
desempenham um papel importante nos sistemas biolégicos, uma vez que participam em
inimeros processos bioquimicos no organismo, quando a sua ingestdo é a adequada. No entanto,
em guantidades elevadas, esses metais sdo toxicos e podem causar efeitos nocivos no organismo.
Por outro lado, metais como o Pb, Cd e 0 Hg, elementos ndo essenciais sdo toxicos, causando
efeitos adversos mesmo quando presentes em quantidades menores (Cindri¢ et al., 2011).

A toxicidade dos metais manifesta-se por interromperem o0s processos celulares normais, levando
a toxicidade em vérios 6rgdos. Para além disso, podem acumular-se nos tecidos bioldgicos,
processo conhecido como bioacumulagdo, isto porque uma vez absorvidos pelo organismo,
podem ser armazenados em determinados 6rgéos, como o figado e o rim, sendo, posteriormente,
excretados a uma taxa lenta em comparagdo com a sua absorgdo (FSAI, 2009).

Nos altimos anos, 0 uso excessivo de fertilizantes e pesticidas na agricultura, a poluicdo ambiental
e a industrializacdo e urbanizacdo tém atraido a atencéo publica para a contaminagdo da cadeia
alimentar por metais pesados (Sadrabad, 2018).

Metais pesados como o cddmio, o chumbo e o mercurio sdo elementos quimicos que ocorrem
naturalmente, através de processos naturais de erosdo das formacGes rochosas que os libertam
para o ambiente, surgindo nos solos e aguas (EFSA, 2012).

Por outro lado, as atividades industriais, como a combustéo industrial de carvao, as fundi¢des e
incineragdo de residuos, contribuem para aumentar as emissdes de metais pesados na atmosfera.
Os metais pesados, por ndo poderem ser degradados ou destruidos, sdo estaveis e contaminantes
persistentes no ambiente, tendo tendéncia a acumular-se nos solos (ASAE, 2019).



Os efeitos adversos causados na saide pelos metais toxicos dependem da via de exposi¢do
(inalagdo, oral ou dérmica), do local de exposicdo e da duracdo da exposi¢do, podendo haver
exposicdes agudas, subagudas, subcrénicas e cronicas (Uva and Faria, 2000; Klassen, 2013).
Apos a absorc¢do destes metais os danos por eles causados podem recair no local de contacto com
0 organismo ou em diversos 6rgdos por efeito sistémico, ou seja, quando 0s metais sdo
transportados para diversos 0Orgdos antes de exercerem um efeito adverso (figura 1.1)
(Mohammadi and Ziarati, 2015).

A exposicao do ser humano a esses metais pode ocorrer, por exemplo, pela ingestdo de alimentos
(sobretudo vegetais, frutos, peixe e marisco) e agua contaminados (EFSA, 2012).

Relativamente ao cadmio e ao chumbo, a principal fonte destes metais na populacdo em geral sao
os alimentos, embora o ar possa desempenhar um papel importante em areas muito contaminadas.

O cédmio é carcinogénico e o chumbo um provavel carcinogénico, estando ambos associados a
varias doencas do sistema cardiovascular, rins, sistema nervoso, sangue e sistema esquelético
(Ziarati, 2018).

O manganés é considerado um elemento essencial, no entanto em elevadas concentracdes pode
causar danos neurodegenerativos progressivos, resultando em sintomas semelhantes aos da
doenga de Parkinson, bem como alterar a funcdo cardiovascular em animais e humanos (Jiang
and Zheng, 2005).

Os metais selecionados para este estudo foram o chumbo, o cadmio e 0 manganés, sendo as suas
carateristicas e propriedades referidas nas seguintes seccdes.
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Figura 1.1 - Visdo geral da toxicologia de metais (Klaassen, 2013).



1.4.1. Chumbo

O chumbo é usado pelo ser humano ha pelo menos 7000 anos, porque é maleavel, dictil e facil
de extrair e fundir, apesar de ser listado como uma substancia toxica.

O chumbo metalico (Pb) é resistente a corrosdo e pode-se combinar com outros metais para formar
ligas em baterias, escudos de radiagcdo, canos de agua e munices. Os compostos de chumbo
organicos existem, inicialmente, na forma divalente, podendo formar compostos Pb** que sio
utilizados como pigmentos em tintas, corantes, ceramicas e esmaltes (ATSDR, 2005).

Na Europa, desde a década de 1970, foram tomadas medidas para regular os niveis de chumbo na
gasolina, nas tintas e nas latas de alimentos que tiveram um efeito consideravel na reducdo da
exposi¢cdo. No entanto, dada a sua persisténcia ambiental, permanece a preocupacdo de que o
chumbo possa entrar na cadeia alimentar (EFSA, 2010b).

A contaminagdo dos alimentos com chumbo surge das emissGes para 0 ambiente, como a
mineracao e o0 uso de gasolina com chumbo, pratica, atualmente, drasticamente diminuida.

O painel de peritos em contaminantes da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(Painel CONTAM) publicou um parecer cientifico em Abril de 2010 sobre os possiveis riscos da
presenca de chumbo nos alimentos para a satde humana. Nesse parecer considerou-se que 0s
cereais, 0s vegetais e a agua potavel sdo os alimentos que contém mais chumbo na Europa.

Outras fontes de chumbo na dieta sdo os recipientes para alimentos, como as latas soldadas com
chumbo e os recipientes de ceramica com esmaltes e cristais de chumbo (FSAI, 2009).

Segundo o Painel CONTAM a exposicdo cumulativa de todas estas fontes ndo deve exceder a
ingestdo semanal tolerdvel proviséria (PTWI) do chumbo de 25 pg / kg peso corporal (EFSA,
2010b).

Os Regulamentos (CE) n° 1881/2006 e n° 629/2008 da comissdo citaram o limite maximo de
chumbo para o leite ndo pasteurizado, o leite tratado termicamente e os produtos a base de leite
de 20 ug /kg peso hdmido e para as gorduras e 6leos, incluindo a gordura do leite de 100 pg/kg
peso himido (FSAI, 2009).

Exposicao

Uma das principais vias de exposi¢do ao chumbo na populacgdo é a oral, atraveés da ingestéo de
alimentos e agua, apesar de, nos Gltimos anos, a sua ingestao dietética ter diminuido para bebés e
criangas (< 5 pg por dia) (Manton et al., 2005).

Os dados do relatério SCOOP mostraram que a quantidade de chumbo nos alimentos é geralmente
baixa, e que este metal pode acumular-se em peixes e crustaceos, encontrando-se em
concentragfes mais elevados nas visceras (figado e rim). Assim, os consumidores de dietas ricas
nestes alimentos, bem como de frutas e legumes podem estar expostos a quantidades elevadas de
chumbo (FSAI, 2009).

Outras fontes potenciais de exposi¢do ao chumbo séo a municdo de carregamento manual, solda,
fabricacdo de joias, cerdmica, armeiro, polimento de vidro, pintura e elaboracédo vitral. As ervas
medicinais também podem ser fontes potenciais desta exposi¢éo. Por exemplo, certos produtos



fitoterdpicos ayurvédicos foram encontrados contaminados com chumbo (variando até 37 mg / g)
e mais de 55 casos de envenenamentos com chumbo foram associados & ingestdo desses produtos
(Levin et al., 2008; Patrick, 2006).

Para os adultos ha uma menor exposi¢ado ao chumbo pelo ar, sendo a poeira doméstica e 0 solo as
fontes de maior exposi¢éo para as criangas (ATSDR, 2005; EFSA, 2010b).

Toxicocinética

O chumbo é absorvido mais em criangas do que em adultos. Enquanto os adultos absorvem 5% a
15% do chumbo ingerido e geralmente retém menos de 5% do que é absorvido, as criancas
absorvem 42% de chumbo ingerido com uma retencdo de 32% (Ziegler et al., 1978). A absorc¢ao
de chumbo pode ser aumentada pela baixa ingestao dietética de zinco, manganés, ferro e célcio,
particularmente em criancas (Mahaffey, 1985; Wu et al., 2011).

Apesar de haver uma menor exposicao ao chumbo que é transportado pelo ar, quando particulas
de chumbo do ar sdo inaladas, aproximadamente, 90% sdo pequenas o suficiente para ficarem
retidas nos alvéolos, sendo absorvidas eficientemente (ATSDR, 2005).

O chumbo, depois de absorvido, ¢ distribuido, inicialmente, para tecidos moles, como o rim e 0
figado e, ao longo do tempo, para 0s 0ssos e cabelo (EFSA, 2010b). O chumbo libertado dos 0ssos
pode contribuir até 50% do chumbo no sangue, podendo ser uma fonte significativa de exposicao
enddgena. Por exemplo, a reabsorcdo Ossea que se observa durante a gravidez, a lactagdo e a
menopausa pode contribuir para uma exposi¢do significativa ao chumbo nas mulheres (Silbergeld
et al., 1993; Gulson et al., 2003).

As meias-vidas do chumbo no sangue e nos 0ssos sdo de aproximadamente 30 dias e 10-30 anos,
respetivamente, e a principal via de excre¢do do chumbo absorvido é através do rim. A excrecao
renal de chumbo ¢ feita, geralmente, através do filtrado glomerular, com alguma reabsor¢édo
tubular renal, embora a excre¢do fecal via trato biliar represente um terco da excrecdo total de
chumbo absorvido (EFSA, 2010b; ATSDR, 2005).

Toxicidade

A toxicidade do chumbo é um problema de salde publica nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, devido aos efeitos adversos que pode causar nos humanos, dependendo da dose
ou duracdo da sua exposicdo (Goyer, 1990).

A exposi¢do aguda e cronica ao chumbo pode causar muitos efeitos sistematicos deletérios,
incluindo a hipertensdo, anemia, défices cognitivos, infertilidade, desequilibrios imunoldgicos,
atraso no desenvolvimento dentario esquelético, deficiéncia de vitamina D e efeitos
gastrointestinais. Apesar de ainda ndo terem sido descobertos completamente 0s mecanismos
subjacentes para esses efeitos sistémicos, a causa mais plausivel é o dano induzido por radicais
livres. Além disso, o chumbo sendo um catido divalente pode substituir o célcio, afetando,
consequentemente, varias vias de sinalizacdo celular (Mitra et al. 2017).

O chumbo é um dos quimicos mais perigosos para as criangas, sendo o sistema nervoso central o
mais afetado, enquanto nos adultos, os efeitos cardiovasculares (hipertenséo) e a nefrotoxicidade
(neuropatia periférica e nefropatia cronica) sdo as maiores preocupacdes (Klaassen, 2013). Como
nas criancas o efeito da exposi¢do ao chumbo, a longo prazo, é a neurotoxicidade, durante o
periodo dos 2 aos 3 anos de idade, aumenta o risco de transtornos mentais, défice de atencéo e
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hiperatividade, devido ao importante desenvolvimento do sistema nervoso central, nestas idades
(EFSA, 2010b).

1.4.2. CAdmio

O cadmio (Cd) é um metal de transicdo toxico descoberto em 1817 como uma impureza da
“calamina” (carbonato de zinco), sendo classificado de uma substancia toxica principal, tal como
0 chumbo.

Este metal é encontrado, maioritariamente, em minérios com outros metais, e € produzido
comercialmente como um subproduto do zinco e chumbo fundidos, considerados fontes de
cadmio ambiental. Aproximadamente, 75% do cadmio produzido é utilizado em baterias
(especialmente as de niquel - cadmio), para além de ser usado em soldas como estabilizador do
plastico e pigmento para tintas, plasticos e ligas de galvanizacao, devido as suas propriedades ndo
corrosivas (Nordberg et al., 2007; ATSDR, 2008).

Em 2009, o Painel CONTAM da EFSA realizou uma avaliacao de risco do cadmio nos alimentos,
estabelecendo um PTWI de 2,5 ug / kg de peso corporal.

Em 2011, apds uma avaliacdo pelo Comité Conjunto de Especialistas em Aditivos Alimentares
da FAO / OMS (JECFA), o Painel CONTAM reavaliou 0 PTWI do cadmio e reafirmou as suas
conclusdes anteriores de que é improvavel que ocorram efeitos adversos num individuo com
exposicdo ao cadmio na dieta, apesar de existir necessidade de reduzir a sua exposicao ao nivel
da populagdo (EFSA, 2012).

Atualmente, pelo Painel CONTAM o PTWI adequada para o Cadmio é de 2,5 ug /kg (EFSA,
2011). Os Regulamentos (EC) n°1881/2006 e n° 629/2008 da comissdo citaram o limite maximo
de cadmio para as bebidas de soja de 200 pg /kg peso humido (FSAI, 2009).

Exposicédo

Para a populacédo no geral ndo fumante, a principal fonte de exposi¢do ao cadmio s&o os alimentos.
As concentra¢fes mais altas de cadmio sdo encontradas nos rins e figados de mamiferos e em
mexilhdes, ostras e vieiras. Alguns cogumelos selvagens, também, podem conter elevadas
concentragbes de cadmio, tal como o arroz cultivado em certas areas geologicas onde o solo é
rico neste metal (Jarup et al., 1998).

No entanto, estes géneros alimenticios sdo menores contribuintes para a ingestdo total de cadmio,
dado serem consumidos em quantidades relativamente pequenas e 0s dados analisados pelos
projetos SCOOP indicarem a baixa probabilidade da populacdo da UE exceder a DDA (dose
diaria aconselhavel) do cadmio. No entanto, ao longo dos anos houve um aumento da quantidade
de cadmio nos vegetais, devido & contaminacdo do solo por fontes naturais e antropogeénicas,
como as emissdes industriais, alguns fertilizantes e uso de dgua para irrigagédo contendo cadmio
(FSALI, 2009).

11



O marisco acumula concentracOes elevadas de cadmio (100 — 200 pg/kg), o figado e o rim de
animais podem ter concentragdes superiores a 50 pg/kg e o tabaco e os cereais (arroz, trigo)
contém concentragdes de 10 a 150 pg/kg (Satarug and Moore, 2004).

Uma importante fonte de exposi¢do ao cadmio por via inalatéria é o tabaco. A planta do tabaco
tem a capacidade de absorver o cadmio dos solos e de o concentrar nas folhas. Um fumador tera
uma inalacdo adicional de 1 a 3 pg de cadmio por cada maco de cigarros que fume. Esses valores
sdo semelhantes a quantidade ingerida através da dieta, pelo que a inalacdo diaria de cadmio de
um individuo que fume um macgo de cigarros por dia é sensivelmente o dobro do de um nao
fumador. Consequentemente, as concentracdes de cadmio no sangue em individuos fumadores
séo superiores aos dos ndo fumadores (Fernandes et al., 2006).

Toxicocinética

A absorcao de cadmio é geralmente maior ap6s a sua inalagao, variando de 10 a 60%, dependendo
do composto, local de deposicao e tamanho da particula Por exemplo, 50% do cadmio que provém
do fumo do cigarro pode ser absorvido através dos pulmdes (Satarug and Moore, 2004).

A absorcao de cadmio pode ser aumentada por deficiéncias alimentares em calcio ou ferro e dietas
pobres em proteina. Na maior parte dos casos, as mulheres tém concentracdes de cadmio
superiores aos dos homens no sangue, possivelmente devido as mulheres em idade fértil terem
reservas de ferro relativamente baixas, provocando o aumento da absor¢do do cadmio (Ryu et al.,
2004).

A relacdo entre o metabolismo e a toxicidade do cadmio € representada na figura 1.2. O cddmio
é transportado no sangue pela ligagdo a albumina e outras proteinas de maior peso molecular.
Sendo principalmente depositado no figado e em menor concentracdo no rim.

No figado, rim e outros tecidos, o cadmio induz a sintese de metalotioneina (MT), uma proteina
de baixo peso molecular que se liga a metais como o cadmio e o ferro (Klaassen et al., 1999). O
Cédmio é armazenado no figado principalmente como cadmio - MT, que pode ser libertado e
transportado via sanguinea para o rim, onde é reabsorvido nos tubulos e degradado nos lisossomas
do rim, provocando a libertacdo de cddmio para formacgdo de mais complexo cadmio - MT ou
toxicidade renal (Klaassen, 2013).
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Figura 1.2 - Transporte de cadmio, ligacéo de proteinas e toxicidade. GSH, glutationa; MT, metalotioneina; aa,
aminoacidos; Cd-Alb, Cd-albumina; Cd-LMWPr, Cd associado a proteinas de baixo peso molecular (Klaassen,
2013).

Aproximadamente, 50 a 75 % do cadmio é encontrado no figado e nos rins e estima-se que a sua
meia-vida seja na faixa dos 10 aos 30 anos (Nordberg et al., 2007).

Ao nivel da excrecdo, apenas 0,001% do cadmio absorvido é excretado por dia (Satarug and
Moore, 2004; ATSDR, 2008). No entanto, como o cadmio € nefrotoxico, quando existe uma
patologia renal, a sua excrecdo urinaria é aumentada, devido a uma diminuicdo da absorc¢do renal
de cadmio filtrado (Zalpus and Ahmad, 2003).

Toxicidade

A toxicidade aguda induzida pela ingestdo de elevadas concentra¢fes de cadmio, através das
bebidas ou alimentos, provoca uma irritacdo grave no epitélio do sistema gastrointestinal, como
vomitos, diarreia e dor abdominal; embora, atualmente, seja raro acontecer uma toxicidade aguda
provocada pela ingestdo de elevadas concentragdes de cddmio em humanos (Klaassen, 2013). Por
exemplo, a doenca do itai — itai que ocorre no Japdo, é provocada pela toxicidade do caddmio em
combinagdo com deficiéncias nutricionais, nomeadamente de zinco e célcio, que levam a uma ma
formagdo dos 0ssos nesses doentes. No entanto, observa-se que o0s doentes com itai — itai tém
uma dieta em que a ingestdo de cadmio esta dentro dos limites toleraveis provisoérios (Satarug and
Moore, 2004).

A toxicidade aguda do cadmio depende da solubilidade dos compostos de cadmio. Por exemplo,
exposicdes agudas por inalagdo de cloreto de cadmio, Oxido de etileno e carbonato sdo mais
soluveis e, consequentemente, sdo mais toxicos do que os sulfitos menos soldveis. A inalagdo de
elevadas concentragdes de cadmio na forma de vapores ou compostos de materiais aquecidos
pode levar ao surgimento de pneumonias agudas com edema, podendo mesmo ser letal (ATSDR,
2008; Klimisch, 1993).

A maior parte do cadmio acumula-se em tecidos como o figado e os rins, causando ao longo do
tempo, anemia, doenca pulmonar obstrutiva, osteoporose e doengas cardiovasculares. Os efeitos
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toxicos crénicos do cadmio sdo mais preocupantes do que as raras exposic¢oes toxicas agudas,
porque 0s pacientes cronicamente expostos ao cddmio tém danos renais, perturbacoes ao nivel do
fésforo e do metabolismo do célcio, para além de aumentar o risco de virem a ter calculos nos
rins.

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) classifica o cadmio como um agente
cancerigeno do grupo 1 (carcinogénico para os humanos), sendo o cancro nos pulmdes e na
préstata a principal preocupacdo em grupos ocupacionalmente expostos (Klaassen, 2013).

1.4.3. Manganés

O manganés é o 12° metal mais abundante da crosta terrestre, sendo classificado como um metal
essencial e imprescindivel para muitas funcbes metabolicas e celulares, como a regulacdo da
glicose no sangue e energia celular, reproducdo, digestdo, crescimento 6sseo, coagulacao
sanguinea e hemostasia e defesa contra espécies reativas de oxigénio.

Os efeitos benéficos do manganés devem-se a sua funcdo de cofator para varias reacGes
enzimaticas, incorporando enzimas como o arginase, glutamina sintetase, fosfoenolpiruvato
descarboxilase e superoxido dismutase (SOD) de manganés (Aschner et al., 2007; Aschner et.al,
2005; Aschner and Erikson, 2017).

Atualmente, ha uma expansdo no uso industrial do manganés. Na industria de siderurgia é
utilizado como componente das ligas usadas na soldagem (por exemplo, as ferroligas).

O organismo é capaz de adaptar-se a uma ampla gama de ingestdo de manganés, regulando a
eficiéncia da absorcdo no intestino e quantidade excretada via bilis (Klaassen, 2013).

A Comissdo Europeia pediu ao Painel de Produtos Dietéticos, Nutricdo e Alergias (NDA) que
estabelecesse Valores de Referéncia Dietéticos (DRVs) para 0 manganés. No entanto, como néo
ha evidéncias suficientes disponiveis para derivar um valor de referéncia na ingestdo de
manganés, é proposta uma ingestdo adequada (IA), apresentado na tabela 1.2. A ingestdo média
de manganés para adultos, incluindo mulheres gravidas e lactentes, é de, aproximadamente, 3 mg
/ dia. Enquanto, para criangas dos 7 aos 11 meses € proposto uma IA de 0,02 — 0,5 mg / dia, que
reflete a ampla variedade de concentra¢fes de manganés que parecem adequadas para consumo
nessa faixa etaria (EFSA, 2013).
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Tabela 1.2 - Resumo da ingestdo adequada de manganés (EFSA, 2013).

Age Adequate intake
(mg/day)
7=11 months 0.02-0.5'™
| -3 years 0.5
46 years 1.0
710 years 1.5
| 1-14 vears 20
15-17 vears 30
_= 18 vears " 3.0

(a) Tendo em conta a ampla variedade de concentragcdes de manganés que parecem ser adequadas para
consumo, é estabelecida uma faixa para a IA dessa faixa etaria.

(b) Incluindo mulheres gravidas e lactentes.

Exposicdo

Os alimentos sdo a principal fonte de ingestdo do manganés. A maioria provém dos graos integrais
(gérmen de trigo, aveia e farelo), arroz e nozes, embora o chocolate, 0 cha, os mexilhdes, o
marisco, os legumes, as frutas, as sementes (linho, gergelim, abdbora, girassol e pinhdo) e as
especiarias (pimenta em pg, cravo e acgafrdo) também sejam ricos neste metal.

As fabricas de ligas de aco de manganés, bobinas elétricas, baterias, vidro e varas de solda e a
producdo de permanganato de potassio (KMnQOs) podem contribuir para uma exposicao
ocupacional a elevadas concentracGes de manganés (Crossgrove and Zheng, 2004).

As exposicdes ambientais a este metal sdo associadas a pesticidas organometalicos, como o
maneb e o mancozeb. E recentemente, tem havido um aumento no interesse da toxicologia dos
aditivos nos combustiveis contendo Metilciclopentadienil Tricarbonil de Manganés (MMT) e dos
compostos de manganés (por exemplo, 0 mangafodipir), e como intensificadores de ressonancia
magnética em técnicas de imagem clinica (Crossgrove and Zheng, 2004; ATSDR, 2008).

Toxicinética

As interacOes entre manganés e ferro interferem na toxicocinética do manganés, uma vez que
podem competir pela mesma proteina de ligagdo no soro (transferrina) e nos mesmos sistemas de
transporte (DMT1) (Roth and Garrick, 2003).

O manganés encontrasse em maiores concentracdes nos tecidos com um elevado nimero de
mitocOndrias, como o pancreas, figado, rins e intestino. Podendo, também, acumular-se em
regibes cerebrais especificas, devido a sua facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica
(Crossgrove and Zheng, 2004).

Do manganés que é ingerido, apenas, 1 a 5 % é absorvido e a sua principal via de excrec¢do sdo as
fezes, ap0s a sua reabsor¢do no intestino através da bilis. A excrecdo biliar € pouco desenvolvida
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em criancas recém-nascidas, havendo um aumento do manganés no cérebro e noutros tecidos
(Roth and Garrick, 2003; Aschner et.al, 2005).

Toxicidade

A exposigdo ao manganés pode alterar a funcéo cardiovascular em animais e humanos, dilatando
0s vasos sanguineos e induzindo hipotensdo, apesar do cérebro ser o 6rgdo mais sensivel ao
manganés e poder ocorrer 0 surgimento do manganismo (neurotoxicidade crénica induzida pelo
manganés) (Guilarte, 2010; Jiang and Zheng, 2005).

O manganismo esta associado a concentragdes elevadas de manganés no cérebro, principalmente
em zonas com elevadas concentraces de ferro ndo - heme, como a substantia nigra. As interaces
entre 0 manganés e o ferro sdo muito importantes na toxicidade do manganés. A co-acumulacdo
de ferro com manganés no globus pallidus permite que o ferro contribua para a perda de células
neuronais. A exposicao cronica ao manganés altera as concentracoes de ferro no sangue e liquido
cefalorraquidiano, provavelmente devido a interagdo ferro-manganés em certas proteinas
contendo ferro-enxofre que regulam a homeostase do ferro (Aschner et al., 2005; Aschner et al.,
2007; Roth and Garrick, 2003; Crossgrove and Zheng, 2004).

O manganismo gera sintomas como a dor de cabega, insonias, perda de memoria e instabilidade
emocional que ao evoluir pode provocar contracBes musculares prolongadas (distonia),
diminuicdo do movimento muscular (hipocinesia), rigidez, tremor de maos e distdrbios da fala
(Crossgrove and Zheng, 2004; Aschner et al., 2005).

A principal fonte de exposicdo ocupacional ao manganés é o ar, sendo frequente 0 manganismo
em trabalhadores expostos a aerossois que contém concentracdes extremamente elevadas de
manganés (> 1 — 5 mg Mn / m®). Embora, essa neurotoxicidade, também, possa ser devida &
ingestdo de substancias contaminadas com manganés (Klaassen, 2013).

1.5. Métodos de determinacdo de metais

Para determinar a quantidade de metais pesados podem ser usados diferentes métodos, que
incluem a Espectrometria de Absor¢do Atdmica, Voltametria, Potenciometria, Eletroforese
Capilar, Espectrometria de Emissdo Atémica com Plasma de Acoplamento Indutivo, Analise por
Injecdo em Fluxo e a Espectrometria de Fluorescéncia Atomica.

Um método muito utilizado para a determinagdo de metais € o da Espectrometria de Absorcéo
Atomica (AAS), devido a sua sensibilidade e menor custo comparativamente com outras técnicas.
Apesar da Espectrofotometria de Massa com Plasma de Acoplamento Indutivo (ICP-MS) ter um
campo de aplicacdo maior e apresentar uma maior sensibilidade do que a AAS, tem a
desvantagem de um custo mais elevado e uma operagdo mais complexa, pelo que a sua selecéo
deve ser objetivamente justificada (Ziarati et al., 2018).
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1.5.1. Digestao das amostras

O método de preparacdo de amostras é uma etapa de extrema importancia na analise do leite e
bebidas de soja. O leite consiste numa mistura complexa de hidratos de carbono, proteinas e
lipidos que ndo sdo completamente sollveis em agua ou em solventes organicos. Por isso, sao
usados métodos de digestdo de amostra para decompor a matéria organica e libertar os metais da
matriz da amostra (Korn et al., 2008).

A maioria dos procedimentos de digestdo usados envolve 0 uso de agentes oxidantes fortes, como
0 HNOs;. Estes permitem a decomposi¢cdo da matriz organica da amostra e a libertacdo e
solubilizacdo dos analitos em analise de forma a evitar a perda de elementos - alvo e a haver um
melhor rendimento analitico (Lamble and Hill, 1998; Cindri¢ et al., 2011).

Apesar do uso de um método de digestdo adequado seja um pré-requisito crucial para uma analise
precisa, a digestdo das amostras é uma das etapas mais demoradas e também uma das principais
fontes de contaminacdo num procedimento analitico (Lamble and Hill, 1998).

A digestdo por microondas foi iniciada por Abu Samra et al. em 1975. Desde entdo, tornou-se
uma técnica cada vez mais popular para a preparacdo de amostras antes da analise de metais,
sendo, nos estudos recentes, 0 método selecionado para a digestdo acida de muitas amostras de
alimentos, em alternativa a outros procedimentos classicos de digestdo, como as cinzas humida e
seca (Abu-Samra et al., 1975; Berghof, 2014).

A digestdo acida pode ser realizada em sistemas de pressdo abertos ou fechados.

Neste estudo, foi utilizada a técnica de digestdo por microondas em vasos fechados. A vantagem
da digestdo em sistema fechado em comparacdo com a digestdo em sistema aberto reside nas
temperaturas de trabalho significativamente mais altas que podem ser alcancadas, enquanto em
sistemas abertos as temperaturas sdo limitadas pelo ponto de ebuli¢do do acido em solugédo
(Lamble and Hill, 1998).

As amostras digeridas por microondas sdo aquecidas diretamente pela absorcdo da radiacdo de
microondas, permitindo um aquecimento simultaneo rapido. As temperaturas mais altas dao
origem a um aumento na cinética da reac¢do, que por sua vez diminui o tempo de digestéo,
permitindo que seja concluido mais rapidamente (Korn et al. 2008; Berghof, 2014).

O equipamento usado neste estudo (Berghof, Speedwave Two) permite que a temperatura de cada
amostra seja medida em tempo real e sem contato. Cada vez que o prato giratério gira, todas as
temperaturas da amostra sdo registadas separadamente e a intensidade da radiacéo € ajustada de
acordo com a temperatura medida. Este controlo constante da temperatura no interior de cada
vaso garante a seguranga, curvas de aquecimento reprodutiveis e, consequentemente, resultados
de digestdo também mais reprodutiveis (Berghof, 2014).

Geralmente, as amostras devem ser introduzidas no espectrofotometro de absor¢do atémica na
forma liquida e sem a presenca de qualquer matéria orgénica. A digestdo &cida, por microondas,
permite a transferéncia dos analitos para a solugdo e a decomposicdo da matriz, evitando a perda
ou contaminagdo dos analitos dentro do tempo minimo de manuseio. Para este processo é usado
uma grande variedade de reagentes, como os &cidos nitrico (HNOs) e cloridrico (HCL), peréxido
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de hidrogénio (H.0,), sulfato de potéssio (K2SO.) e acido bdrico (HsBOs). Esses reagentes devem
ser selecionados de acordo com a amostra a ser digerida (Marques et al., 2017; Lamble and Hill,
1998).

Os é&cidos concentrados fazem com que os valores do branco sejam elevados e causem um
aumento excessivo da pressdo nos vasos de digestdo. Quando acidos oxidantes fortes (como o
H,S0.0u HCIO,) sdo usados, 0 aumento da pressao interna pode até exceder o nivel de tolerancia
de alguns sistemas de digestdo. Outro fator critico ao uso de acido concentrado é o das amostras
digeridas requererem diluigdo antes da determinacdo dos seus analitos para evitar a deterioracdo
do equipamento analitico (Wong et. al, 1997).

Em alternativa, a digestdo com acidos diluidos é uma técnica mais segura e aplicada com sucesso
na determinacdo de uma série de elementos em varios estudos. Outras vantagens do seu uso sao
uma grande reducdo na contaminacdo de metais com tracos de metais, uma reducdo de acidos
concentrados como efluentes de laboratério, os desvios-padrdo serem mais baixos e 0 ndo serem
necessarios elevados fatores de diluicdo das amostras antes da medicédo dos seus analitos. Apesar
do poder oxidante dos acidos diluidos ser mais fraco do que o dos acidos concentrados, os acidos
diluidos podem absorver mais energia de microondas, devido a existéncia de uma maior
quantidade de dgua em solucdo que torna a digestdo da amostra mais eficiente (Bizzi et al., 2010;
Gonzalez et al., 2009; Wong et al., 1997).

Neste estudo foi usado acido nitrico diluido.

O 4cido nitrico é usado com frequéncia em processos de decomposi¢cdo de amostras, por ser
associado a uma manipulacdo simples, facil purificacdo e eficiéncia na oxida¢do de compostos
organicos presentes em amostras bioldgicas.

Os diferentes 6xidos hidrossoltveis que podem ser produzidos com a decomposi¢do térmica do
acido nitrico sdo NO, NO,, NOsz, N20, N2Os, N2Os4, N20s, N2Os, HNO e HNO;, com
caracteristicas oxidantes. O NO que € volatilizado a partir da solucdo aquecida reage com o0 O; na
fase gasosa presente no vaso de digestdo. Consequentemente, é gerado o gas NO, que é
reabsorvido na solucéo.

Assim, ocorre uma reacdo que leva a formacdo de NO3s e NO, repetindo-se até esgotar todo o O;
na fase gasosa dentro do vaso fechado.

As reagdes que se dao dentro do vaso de digestdo sdo as seguintes:
(CHz)n+ HNOs @) — CO2(g) + NO (g + H20 ¢y (Eq.1)

2 NOg) + Oz — 2 NO2() (Eq.2)

2NOz g + Hz20 o) = HNO3 ey + HNO2 o) (E.3)

2 HNO2 ag) — H20 (aq) + NO2 g + NO (g (EQ.4)

Os vasos usados podem ter volume para conter oxigénio suficiente que promova a regeneragao
do &cido nitrico, através das reagdes apresentadas acima (Bizzi et al., 2010; Gonzalez et al., 2009;
Bizzi et al., 2011).
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Uma das vantagens da técnica de digestdo por microondas em sistema fechado é a elevada
eficiéncia de aquecimento. No entanto, 0 excesso de pressdo durante a digestdo das amostras com
elevado contetido orgénico, pode levar a uma rutura dos vasos selados. Pelo que a maioria das
bombas de digestdo é equipada com valvulas de alivio de pressao, projetadas para abrir quando a
pressao se torna muito alta e, assim, permitir a seguranca do procedimento.

A amostra € ainda pré-digerida antes do inicio do método de digestdo por microondas, para que
0s gases produzidos a partir da decomposi¢do da matéria organica facilmente oxidada escapem e
haja uma menor pressdo (Lamble and Hill, 1998).

A outra vantagem do método utilizado é a necessidade reduzida de reagentes. A rapida dissolucao,
minimiza o consumo de &cido e, consequentemente, o risco de contaminagdo da amostra e a perda
de elementos volateis, sendo, por isso, considerada uma técnica simples e de baixo custo.

Uma limitacdo deste equipamento é o tempo necessario para a pré-digestdo e o arrefecimento
(depois da digestdo concluida e antes da abertura dos vasos) (Korn et al., 2008).

1.5.2. Espectrometria de Absorgdo Atomica

A espectrometria de absorcdo atémica (AAS) é uma das técnicas mais utilizadas para
guantificacdo de metais, sendo de aplicagdo muito mais ampla. Pode utilizar trés processos
diferentes de atomizacdo: Espectrometria de Absorcdo Atdémica em Chama (FAAS),
Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite (GFAAS) e Espectrometria de
Absorcdo Atdmica com Geracdo de Vapor Quimico (CVG-AAS). No entanto, a escolha da
técnica ideal € determinada pela composi¢cdo quimica da amostra e 0 seu estado fisico (Amorim
et al., 2008; Perkin Elmer, 2013a).

A Espectrometria de Absorcdo Atémica é uma técnica na qual os atomos gasosos livres absorvem
a radiacdo eletromagnética de um comprimento de onda especifico para produzir um sinal que é
proporcional & concentracdo desses atomos absorventes livres no percurso ético. Para isso, é
necessaria uma fonte de radiacdo (lampada catddica) que emite as linhas atdmicas nitidas do
elemento a ser determinado (Amorim et al., 2008).

A fonte de radiagdo mais utilizada na Espectrometria de Absor¢do Atomica é a lampada de HCL.
Esta lampada consiste num catodo cilindrico oco (contendo o elemento de interesse no seu
interior) e num anodo, estando ambos dentro de um tubo de vidro fechado, preenchido com um
gas inerte, geralmente de néon ou de argon.

A aplicagdo de uma diferenca de potencial na lampada permite a formacéo de ides Ar que colidem
com o catodo, levando & excitacdo dos 4&tomos do analito. Através destas colisGes, os &tomos do
analito sdo excitados e emitem radiacdo com o comprimento de onda caracteristico do elemento,
aquando relaxam para o seu estado fundamental. Assim, a lampada de catodo oco fornece uma
radiacdo caracteristica do elemento de interesse (Fernandez, 2018).

No atomizador, que pode ser um sistema de chama ou elétrico em forno de grafite, é introduzida
a amostra para que se gere um vapor atomico sobre o qual incidird o feixe de luz que vem da
fonte. De seguida, 0 monocromador é usado para dispersar 0s varios comprimentos de onda da
radiacdo emitidos pela fonte e para isolar a linha de interesse. O comprimento de onda da radiacdo
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que € isolado pelo monocromador é direcionado para o detector. Normalmente, o detetor € um
tubo fotomultiplicador que produz uma corrente elétrica (dependente da intensidade da luz) que
é processada por um processador de sinal. (Fernandez et al., 2018; Beaty and Kerber, 1993).

|  Lign Source | sampiecen | Specitic Light Measurement |

: I | |
|

=T | &)—>—1awan] |

I Bourca Monochromator Detector Readout I

I Choppar I - I Electronics I
I {or Fur:fon} I I

Figura 1.3 - Espectrometro de absorcédo atémica basico de feixe Unico (adaptado de Beaty and Kerber, 1993).

Os beneficios da utilizacdo da AAS sdo o baixo custo e o permitir uma detecdo rapida e fécil,
sendo um dos métodos mais utilizados na medicdo dos metais pesados no leite (Ziarati et al.,
2018).

Neste estudo foi utilizada a técnica de Espectrometria de Absorcdo Atomica em Forno de Grafite
(descrita abaixo) com lampadas de catodo oco (HCL), especificas para cada elemento, para a
quantificacdo de Cd, Pb e Mn nas amostras de leite selecionadas.

1.5.2.1. Espectrometria de Absorcdo Atomica em Forno de Grafite

Na Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Forno de Grafite (GFAAS) a amostra € introduzida
diretamente num tubo de grafite que é aquecido numa série programada de etapas para remover
o solvente e 0s principais componentes da matriz de forma a atomizar a amostra restante. O analito
é, entdo, atomizado e os 4tomos séo retidos dentro do tubo (local de passagem da radiacéo
proveniente da fonte de radiacdo) por um tempo superior ao da chama (alguns segundos). Como
resultado, possui uma maior sensibilidade e limites de dete¢do geralmente de 100 a 1000 vezes
melhores do que a Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Chama (FAAS).

A GFAAS, para além de analisar mais de 40 elementos, e apresentar um baixo consumo de
amostra (poucos microlitros), permite também analisar soluges aquosas, liquidos viscosos e
solidos (Holcombe and Borges, 2010; Perkin Elmer, 2013a).
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Na GFAAS, o forno de grafite permite a eliminacdo da matriz, cuja presenca pode diminuir a
performance analitica, e a atomizacdo da amostra que ocorre em etapas distintas, através de um
programa de temperatura do forno.

Mesmo com etapas distintas podem ocorrer perdas de analito na etapa de pirdlise ou interferéncias
causadas pela presenca de concomitantes da amostra ainda ndo eliminados na etapa de atomizacéao
(Froes et al., 2006).

A modificacdo quimica é uma pratica comum em determinacdes por GFAAS cuja funcédo é
aumentar a estabilidade térmica do analito, diminuindo a sua volatilidade e perda durante o pré-
tratamento térmico e/ou a eficiéncia da etapa de pirdlise pelo aumento da volatilizacdo dos
componentes da matriz. Os modificadores quimicos permitem a aplicacdo de temperaturas mais
altas de pre-tratamento para uma melhor remocéo da matriz antes da etapa da atomizagéo, para
gue se elimine as interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na amostra.

Assim, os modificadores quimicos podem atuar de duas formas: combinando-se com o analito,
aumentando a sua estabilidade térmica ou combinando-se com a matriz, aumentando a sua
volatilidade (Froes et al., 2006; Perkin Elmer, 2013b).

No entanto, os modificadores podem apresentar alguns problemas para as analises de amostras,
causando interferéncia espectral. Estes podem exigir o uso de uma temperatura de atomizacéo
mais alta, que pode levar a uma reducdo na massa caracteristica do analito provocada pela maior
taxa de difusdo no tubo. Além disso, o analito pode condensar em regies frias do tubo de grafite.
Os modificadores de matriz mais comuns séo o nitrato de magnésio (usado neste estudo para 0
Mn), dihidrogeno fosfato de amdnio e hidrogenofosfato diaménio, nitrato de niquel e nitrato de
paladio isoladamente ou em combinacdo (Bader, 2011).
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a contaminagdo por metais pesados, Pb, Cd e Mn,
em leites de vaca e em bebidas de soja, comercializadas no mercado Portugués.

Os objetivos especificos consistiram:

= Na otimizacdo e validacdo de métodos de digestdo e de métodos analiticos para a
determinacdo de metais nas matrizes referidas;

= Nacomparagdo de leites de vaca com bebidas de soja no que concerne a niveis de Pb, Cd
e Mn;

= Tirar ilacOes respeitantes a seguranca para o consumidor, dos produtos analisados em
termos de exposicdo a estes metais, com base nas ingestdes diarias toleraveis

estabelecidas/recomendadas por agéncias reguladoras;

= Comparar as concentracGes dos metais Pb, Cd e Mn nos leites de vaca e bebidas de soja
com dados semelhantes de estudos publicados por outros autores.
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3. Material e Métodos

3.1. Caraterizagdo das amostras

Foram selecionados e recolhidos no total 28 leites de vaca e bebidas de soja, de diferentes marcas
do mercado portugués, entre Fevereiro e Maio de 2019, de forma a quantificar a sua concentragdo
em cadmio, chumbo e manganés, os metais selecionados.

Tabela 3.1 — Tipos de bebidas selecionadas para o estudo: cada amostra é designada por uma letra de A a B; as
amostras foram agrupadas de acordo com o tipo de bebida, em que cada amostra representa uma marca diferente de

bebida.
Amostras Tipo
A BCDEFGH,IJK, Leite de vaca
L,M,N
O,P,QRS T, U VW, X, Bebida de soja
Y,Z 0, B

3.2. Reagentes

Solucéo de Acido Nitrico (HNOs) 67%; Normaton, for trace metal analysis
Peroxido de Hidrogénio (H20.) 30%; AnalaR Normapur, for traces analysis
Agua desionizada 18,2 MQ.cm

Modificador de Nitrato de Magnésio (Mg (NOs) 2) 2% Mg; SCP Science
Solucédo Padrdo de Manganés (1g/L)

Solugéo Padréo de Chumbo (1g/L)

Solugéo Padréo de Cadmio (1g/L)

3.3. Material e equipamento
Para evitar qualquer possivel contaminacao extra de metais, todo o material usado foi mantido 24

horas numa solucdo de HNOs (15%). Apds este periodo, o material foi lavado 3 vezes com agua
desionizada a 18,2 MQcm, seco e armazenado num local protegido do po.
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Tabela 3.2 - Material e equipamento utilizados na preparacéo das amostras e nos métodos de analise.

Equipamento

Marca

Sistema de purificacdo de agua

Direct-Q UV3, Millipore — Bedford

Digestor de Microondas

Berghof Speedwave Two

Espectrofotometro de Absorgdo Atdémica

PerkinElmer Instruments Analyst 700

equipado com corrector de fundo de deutério

Amostrador Automatico de Forno de Grafite

Perkin EImer Analyst 800

Cémaras de Grafite com plataforma L’vov

PerkinElmer

Lampada de Chumbo (A = 283,3 nm)

Lampada Catodica — PerkinElmer

Lampada de Cadmio (A = 228,8 nm)

Lampada Catodica — PerkinElmer

Lampada de Manganés (A = 279,5 nm)

Lampada Catodica — PerkinElmer

3.4. Preparacgdo das amostras

Antes da quantificacdo dos metais, foi realizado um procedimento de digestdo por microondas
(Berghof Speedwave Two) (figura 3.1) de modo a obter uma digestéo total num curto intervalo
de tempo, evitando a perda de metais por volatilizacdo e minimizando a quantidade de &cido

adicionado.

O procedimento de digestdo foi o seguinte: medir 0,5 mL da amostra num vaso de digestdo de
politetrafluoroetileno (PTFE-Teflon), adicionar 6 mL de 4cido nitrico 2N e 1 mL de per6xido de
hidrogénio 30%. De seguida, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante 3h para
garantir sua homogeneizagéo e digestéo lenta. Por fim, os vasos foram fechados e o programa de
digestdo foi realizado com o programa de temperatura apresentado na tabela 3.3.
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Figura 3.1 - Digestor de microondas (Berghof Speedwave Two): Equipamento usado para a digestdo das amostras.
Este modelo tem capacidade para 10 vasos.

Tabela 3.3 - Programa de temperatura de digestdo de microondas: A rampa expressa 0 tempo (minutos) necessario
para atingir a temperatura do passo seguinte; O tempo representa 0s minutos na mesma temperatura e a poténcia
indica a poténcia em percentagem utilizada para os 10 vasos.

Etapa 1 2 3 4 5
Rampa (min) 10 5 0 2 0
Tempo (min) 10 15 10 15 0
Temperatura 170 200 200 100 75

(°C)
Poténcia (%) 90

Todos os vasos de PTFE-Teflon foram deixados fechados durante a noite para arrefecimento. No
dia seguinte, o contetdo de cada vaso foi transferido para um baldo volumétrico de 15 mL. Para
garantir perdas minimas de amostra, 0s vasos foram lavados trés vezes com agua desionizada.
ApoOs este passo, as solugdes incolores resultantes foram diluidas com agua desionizada até
completar os 15 mL do baldo volumétrico e transferidas para tubos para serem posteriormente
analisadas por GFAAS.

3.5. Quantificacao dos metais
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As quantificaces de Cd, Pb e Mn nas amostras foram realizadas por Espectrometria de Absor¢éo
Atomica (PerkinElmer Instruments Analyst 700) com amostrador automatico de Forno de Grafite
(Perkin Elmer Analyst 800) (representado na figura 3.2).

Primeiramente, ligou-se o equipamento de GFAAS e a intensidade da lampada do catodo (uma
para cada metal) até esta ficar estavel, depois, criou-se a curva de calibracdo, seguida pela anélise
das amostras.

Para a analise dos metais Pb e Cd ndo se diluiram as amostras digeridas, devido as suas
concentragOes nas amostras de leite de vaca e leite de soja serem baixas. No entanto, para a analise
do Mn foi necessario diluir as amostras de leite de Soja digeridas, por conterem elevadas
concentracfes de Mn.

Para a analise do Mn nas amostras de leite de vaca, leite de soja e solucdo padrdo foi, ainda,
adicionado modificador de nitrato de magnésio (Mg (NOs) 2) 2% Mg.

O programa de temperatura usado para a quantificacdo de cada metal é apresentado na tabela 3.4.

Figura 3.2 - Espectrofotometro de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (PerkinElmer Instruments Analyst 700)
com amostrador automatico (Perkin EImer Analyst 800).

Tabela 3.4 - Condigdes analiticas do chumbo, cadmio e manganés: Comprimento de onda, Temperatura de pirélise e
Temperatura de atomizagéo selecionados para metais quantificados por GFAAS.

Metal Comprimento de Temperatura de Temperatura de
onda (nm) pirolise (° C) atomizagéo (° C)
Pb 283,3 1100 1600
Cd 228,8 850 1650
Mn 279,5 1400 2200
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3.6. Método de Validagéo

A validacdo é uma etapa importante em todo procedimento analitico, pois é uma maneira dos
laboratérios demonstrarem que os seus métodos internos de ensaio levam a resultados crediveis.
Como os métodos de ensaio sdo geralmente associados a erros de manipulacdo cumulativos
(sistematicos e/ou aleatérios) que podem alterar significativamente os resultados finais, é
essencial que os laboratérios possuam critérios uniformizados que permitam a obtencdo de
resultados com a qualidade pretendida (RELACRE, 2000).

O processo de validagdo incorpora o estudo de pardmetros por meio de uma avaliacdo direta e
indireta. Neste estudo, a determinacdo desses parametros para cada metal foi realizada de acordo
com o “Guia Relacre 13 - Validagdo de métodos internos de ensaio em analise quimica”.

3.6.1. Avaliacéo Indireta

A validacgdo indireta é feita pela determinacdo e evidéncia dos seus parametros caracteristicos
(linearidade, gama de trabalho, limiares analiticos, precisdo, especificidade/ seletividade,
recuperacdo pés-digestao).

3.6.1.1. Linearidade

A linearidade pode ser avaliada por um modelo estatistico, de acordo com a norma 1SO 8466-1.
A calibracdo, na andlise quantitativa, indica a relacdo entre uma resposta de um sistema de
medicdo com uma substancia de concentracdo conhecida.

Num método analitico, a linearidade da curva de calibracéo utilizada devera ser sempre avaliada
através da sua representacdo gréafica, juntamente com a analise do seu coeficiente de correlagéo

(R?).

Neste estudo, as curvas de calibragdo foram realizadas para cada metal, cada vez que se fazia uma
serie de analises. Foram preparadas uma série de solugdes padrdo com concentragdes conhecidas
do elemento a ser quantificado. Uma curva de calibragéo foi estabelecida (sinal vs concentracéo)
e a concentragdo do elemento nas amostras foi determinada por interpolagao.

A partir de uma curva de calibracdo, podem ser calculadas fungdes de calibragdo linear e ndo
linear, usando um conjunto de pares ordenados e 0s respetivos desvios padréo residuais, Syixe Syz.

A diferenca das variancias (DS?) é dada pela equag&o:

3.1. DS? = (N — 2). S3— (N — 3). S
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em que o N corresponde ao nimero de padrdes de calibracao.

O valor de teste PG é calculado por:

3.2. PG = DS? I§%),

Este valor de PG é comparado com o valor tabelado da distribuicdo Fisher-Snedecor:
- Se PG < F: a funcdo de calibracéo ¢ linear.

- Se PG > F: a funcdo de calibracéo néo é linear.

3.6.1.2. Gama de trabalho

Na gama de trabalho, devem estar incluidos os valores padrédo de calibracéo.

Para modelos de calibracdo lineares recomenda-se a norma ISO 8466-1, em que sao
recomendados cinco a dez pontos de calibracdo, igualmente distribuidos na gama de trabalho. Os
primeiro e Gltimo padrdes séo analisados 10 vezes, de forma independente.

A gama de trabalho pode ser analisada através do teste de homogeneidade das variancias,
calculando as variancias associadas ao primeiro e ao ultimo padréo (S e S%):

3.3. Szi = le=01 (yi,j - y_i)Z/ ni—1

Onde:

3.4. }Z = Z]1=01 Vi, j I ni

Para i=1 e i=10.
Onde:

i - NUmero padrédo (neste caso vai de 1 a 10);
j - NUmero de repetigdo para cada padréo.

As variancias sdo testadas para analisar se existem diferencas significativas entre elas, calculando-
se o valor do teste PG:

3.6. PG = §% /5%
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Quando S%>S?

3.7.PG = 521 /5210

Quando S?% > S%,

O valor do teste de PG é, entdo, comparado com o valor tabelado da distribui¢do de Fisher-
Snedecor, para n-1 graus de liberdade:

- Se PG < F: as diferengas de variancia ndo sdo significativas ¢ a faixa de trabalho estd bem
ajustada.

- Se PG > F: as diferencas de variancia séo significativas e a faixa de trabalho deve ser reduzida
até que a diferenca entre as variancias em relagdo ao primeiro e Gltimo padrdo permita que se
obtenha PG <F.

3.6.1.3. Limiares analiticos

O limite de detecdo (LD) é a menor quantidade medida a partir do qual é possivel detetar a
presenca do analito com alguma certeza estatistica. Corresponde a mais pequena quantidade de
substéancia a ser analisada que pode ser detetada numa amostra, mas ndo quantificada como um
valor exato. E de referir que um resultado inferior ao limite de detecio n&o significa auséncia do
analito a medir. Em termos qualitativos, LD corresponde a concentra¢cdo minima que € possivel
distinguir do branco, ou seja, de uma amostra com a mesma matriz, mas sem analito.

Neste estudo, como o método de quantificacdo envolve uma calibracdo linear, o limite de detecédo
pode ser obtido por meio da seguinte equacao:

3.7. LD = [3, 3. Sy/x] / b

Onde:

- S yx € 0 desvio padréo residual da curva de calibragdo;

- b é o declive da mesma.

Em caso geral, o LD é calculado pela seguinte equacao:

3.8.LD=X0+ 3,309
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Onde:

- Xo é a média aritmética do contedo medido de uma série de brancos ou padrfes vestigio (entre
10 e 20 leituras), preparados de forma independente e analisados ao longo de vérios dias de
trabalho;

- 6 representa o desvio padréo associado a Xo.

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor concentracdo medida, a partir da qual é
possivel quantificar o analito, com exatiddo e precisdo aceitaveis. Geralmente corresponde ao
padrdo de calibracdo de menor concentracdo (excluindo o branco).

Neste estudo, como o0 método de quantificacdo envolve a utilizacdo de uma calibracao linear, o
LQ pode ser obtido através da seguinte equagao:

3.9.LQ=[10.S,x1/b

No entanto, em caso geral, o LQ é determinado por:

3.10. LQ = Xo + 1009

3.6.1.4. Precisao

A precisdo pretende avaliar a dispersdo dos resultados entre ensaios independentes repetidos
numa mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢Oes definidas. Geralmente, a
precisdo difere de acordo com a gama de concentragdes. Para avaliar esta dispersdo existem dois
métodos extremos, denominados por repetibilidade e reprodutibilidade. Existe, ainda, um método
intermediario, entre eles, designado por precisdo intermediaria.

A repetibilidade expressa a precisdo de um método de ensaio executado em condicOes idénticas.
Essas condicoes, realizadas em ensaios de uma mesma amostra, devem ser as mais estaveis quanto
possivel, tais como: o mesmo laboratério, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmos
reagentes e curtos periodos de tempo. De forma a definir a repetibilidade de um método no proprio
Laboratorio, realizam-se uma série de analises sobre uma mesma amostra ou padrdes (n > 10),
em condigdes de repetibilidade.

Neste estudo, a repetibilidade foi estudada analisando 10 vezes uma amostra (A) para cada um
dos metais em anélise.
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A reprodutibilidade refere-se a precisdo de um método realizado em diferentes condi¢fes (como
laboratérios diferentes, operadores diferentes, equipamentos diferentes e dias diferentes),
utilizando a mesma técnica e a mesma amostra.

A precisédo intermediaria € uma precisdo avaliada sobre uma mesma amostra, amostras idénticas
ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério ou em outros, mas define as
condicdes a variar, como: analistas diferentes, equipamentos diferentes, dias diferentes, com /
sem verificacdo de calibracdo. Esta medida de precisdo € a mais representativa da variabilidade
dos resultados num laboratério, sendo a medida mais recomendada. Para determinar a preciséo
intermedidria, sobre a amostra, sao realizadas n medic6es em réplica, em duplicado ou em ensaio
Unico, nas condicGes pré-definidas.

Neste estudo, a precisdo intermediaria foi obtida anteriormente no laboratério, analisando-se 10
vezes 0 primeiro padréo de calibragdo da curva de calibragdo de cada metal, em 3 dias ndo
consecutivos. Foi selecionada a concentracdo mais baixa para este calculo por ser a mais sensivel
a pequenas variagoes.

3.6.1.5. Especificidade/ Seletividade

A seletividade de um método é a capacidade de identificar e distinguir um analito em particular
numa mistura complexa sem interferéncias de outros componentes.

A especificidade de um metodo verifica-se quando é possivel discriminar o analito de outras
substancias que possam estar presentes na amostra analisada. Por isso, é necessario analisar uma
amostra complexa (multi-componente) para comprovar que ndo héa interferéncias de outras
substancias eventualmente presentes na amostra.

Neste estudo, a seletividade do método foi avaliada, tendo em conta os valores obtidos
anteriormente em laboratorio, por meio da analise do material de referéncia certificado (MRC),
gue contém uma ou mais caracteristicas com valores bem estabelecidos por um processo
tecnicamente valido.

3.6.1.6. Estudo da variacdo do método de digestdo

Para estimar a ocorréncia de possiveis interferéncias na quantificacdo dos metais analisados
devido apenas ao procedimento de digestdo das amostras por microondas, foi realizado um estudo
sobre a variagdo do método de digestdo, através da recuperacdo pos digestdo. Este estudo foi
realizado em cinco vasos com uma amostra (A) e 0 mesmo programa de temperatura de digestéo
(apresentado na tabela 3.3). Os volumes de amostra, HNO3 e H,O, foram os j& referidos, tendo
sido, ainda, adicionado 1000 pL de solucGes padrdo Pb e Mn e 200 pL de solugéo padréo Cd.
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3.6.2. Avaliacéo Direta

A avaliacdo direta pretende determinar a exatiddo dos metodos de ensaio, sendo definido como a
concordancia entre o resultado experimental e o wvalor de referéncia aceite como
convencionalmente verdadeiro.

O termo exatiddo, quando é aplicado a uma série de resultados experimentais, implica uma
combinagdo de componentes de erros aleatorios e erros sistematicos.

Os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) devem ser usados para avaliar a exatiddo de um
método de ensaio, assim, como de ensaios interlaboratoriais e testes comparativos. Um MRC
possui um valor de concentragdo e uma incerteza associada para cada elemento, e a sua aquisi¢do
deve ser feita por meio de uma entidade fornecedora reconhecida e credivel.

Neste estudo, a avaliagdo direta foi calculada tendo em conta os valores obtidos anteriormente no
laboratério.

O uso adequado destes materiais de referéncia certificados reside na sua anélise para avaliar o
desempenho do laboratério, em que o valor obtido experimentalmente de um MRC deve ser
comparado com o valor certificado, calculando o erro e exatiddo da anélise. Quando o valor obtido
ndo estiver dentro dos valores de incerteza indicados para o valor certificado, o Laboratério deve
procurar as causas desse desvio e tentar exclui-las ou aceita-las. De acordo com o rigor definido
para os resultados, o laboratorio pode adotar diversos critérios para aceitar os resultados do MRC.
Para avaliar os resultados do MRC recorre-se a alguns processos, como: o erro relativo, teste de
hipbteses (teste t), fator de desempenho Z (“Z-score”) e erro normalizado.

O teste utilizado anteriormente no nosso laboratério foi o fator de desempenho, que é calculado
por meio da seguinte equacgao (“Z-score”):

3.11. Z = (Xlab—Xv)/ S

Onde:
Xlab — Valor obtido em Laboratério;
Xv — Valor certificado por MRC;

S — Unidade de desvio.

A avaliacdo pode ser feita de acordo com a seguinte escala de classificagdo:

- |Z| <2 — Satisfatdrio.

- 2 <|Z| <3 — Questionavel.
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- |Z| > 3 — Incorreto.

3.7. Tratamento Estatistico

Os graficos e o tratamento estatistico, incluindo a ANOVA: fator Gnico com um nivel de
significancia a = 0,05, foram realizados com as ferramentas do Excel Microsoft 365.
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4, Resultados e discussao

4.1. Validacdo do Método
4.1.1. Avaliagéo Indireta
4.1.1.1. Linearidade

A linearidade foi verificada usando curvas de calibracdo para o Pb, Cd e Mn, 0s metais analisados.
Cada resultado é a média de duas medicdes.

De forma a facilitar a apresentacao dos resultados sdo apresentadas nas figuras 4.1, 4.2 e 4.3 (em
baixo) as curvas de calibragdo para cada metal analisado. Cada curva foi realizada com cinco

pontos.

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

Absorvancia

0,01 ."'.

Curva de calibracédo Pb

y =0,0189x - 0,0010

R2 =0,9985

2 3 4
Concentragéo (ug/L)

Figura 4.1 - Curva de calibracdo Pb (Concentragdo vs Absorvancia): As concentracdes sdo apresentadas em pg / L.

Cada ponto da curva representa uma média.

34



Curva de calibracédo Cd
012

01 y = 0,0135x + 0,0026
' R2 = 0,9983

o
o
[e5)

o
o
[}

Absorvancia

o
[
S
®

0,02

0 1 2 3 4 5 6
Concentracédo (ug/L)

Figura 4.2 - Curva de calibracdo Cd (Concentragdo vs Absorvancia): As concentracdes sdo apresentadas em pg / L.

Cada ponto da curva representa uma média.

Curva de calibracdo Mn

0,9

0,8 y = 0,0428x - 0,0787
R2=0,0948 _..-®

0,7

0,6 .

05 -

0]4 .'..._....

03

0,2

Absorvancia

o1 © i 5 10 15 20
’ Concentrag&o (ug/L)

25

Figura 4.3 - Curva de calibragdo Mn (Concentracdo vs Absorvancia): As concentracdes sdo apresentadas em pg / L.

Cada ponto da curva representa uma média.

A Tabela 4.1 apresenta os parametros lineares para cada metal analisado.
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Tabela 4.1 — Os parametros lineares do chumbo, cadmio e manganés: a - declive da reta; b - ordenada na origem; r? -
coeficiente de determinagdo; Sy - desvio padréo residual; Sy2 - erro padréo; N - nimero de pontos da curva de
calibracdo; DS? - diferenca das variancias; PG - valor teste; Teste F - valor tabelado da distribuicdo de Fisher-

Snedecor com um nivel de significancia a = 0,01.

Metais Pb Cd Mn
a 0,0189 0,0135 0,0428
b - 0,0010 0,0026 - 0,0787
r? 0,9985 0,9983 0,9948
Sy 2,8863 4,3278 15,9571
S,2 1,2908 1,9355 7,1362
N 5 5 5
DS? 21,6597 48,7064 662,0363
PG 12,9995 13,0175 13
Teste F

(1099 85030 985030 985030

Linearidade Confirmada Confirmada Confirmada

A linearidade das curvas de calibracdo dos metais estudados € comprovada, se os valores do PG
forem menores (PG <F) do que o valor tabelado da distribuicdo de Fisher-Snedecor.

Como podemos observar na tabela 4.1 a linearidade dos metais é confirmada, uma vez que para
cada metal PG <F.

4.1.1.2. Gama de trabalho

Os valores dos padrdes da calibracdo devem estar incluidos na gama de trabalho. Por isso, foram
analisados o primeiro e Ultimo padrdo 10 vezes, de forma independente. Os resultados, bem como
0 desvio padrdo relativo, sdo apresentados na tabela 4.2 e foram anteriormente obtidos no
laboratdrio, nas mesmas condigBes analiticas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 4.2 — Gama de trabalho do cddmio, chumbo e manganés: foram analisados o primeiro e Ultimo padréo da
curva de calibracdo. Cada valor médio é o resultado de dez medicdes (n = 10).

Curva de Absorvancia Concentracgéo (ug/L)
calibracao
Metais das
padréo
- 5 ug/L 0,02 2,61 4,16 2,63

25 pg/L 0,09 1,74 25,43 1,73
1 pg/L 0,14 5,40 0,88 5,53
5 pag/L 0,89 2,10 5,65 2,11
5 uo/L 0,13 3,37 5,14 3,32
25 pg/L 0,86 1,93 22,41 1,93

As séries de andlises apresentaram um desvio padréo relativo inferior a 5%, com excecdo do
primeiro padrédo de calibragdo de cadmio.

De forma a verificar se a gama de trabalho foi bem ajustada, realizou-se um teste de
homogeneidade de varidncia para cada metal, onde o valor do teste de PG foi comparado com o
valor tabelado da distribuicdo de Fisher-Snedecor. Os resultados encontram-se na tabela 4.3 e
foram obtidos anteriormente no laboratorio.

Tabela 4.3 - Teste de homogeneidade de variancia para o chumbo, cddmio e manganés:
PG - valor do teste; Teste F - valor tabelado da distribuicéo de Fisher-Snedecor com um nivel de significancia o =

0,01.
Metais Pb Cd Mn
PG 0,108 0,153 0,071
Teste F 0,187 0,187 0,187
Gama de Bem Bem Bem
Trabalho ajustado ajustado ajustado

Conforme indicado na Tabela 4.3 o valor do teste PG é menor que o valor tabelado da distribuigdo
Fisher-Snedecor, o que significa que a gama de trabalho estd bem ajustada para todos os metais
analisados.

4.1.1.3. Limiares analiticos
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O LD e o LQ para os metais Pb, Cd e Mn foram calculados pelo método da curva de calibragdo
(Equacdes 3.7. e 3.9.) e pela leitura de 10 brancos (Equacdes 3.8. e 3.10.).

Os resultados obtidos s@o apresentados na tabela 4.4, tendo os valores (do método da curva de
calibracdo e leitura de 10 brancos) sido obtidos anteriormente no laboratério, com as mesmas
condices analiticas utilizadas nas nossas determinacoes.

Tabela 4.4 — O limite de detecdo e o limite de quantificacdo do chumbo, cadmio e manganés: LD e LQ foram
calculados pelo método da curva de calibracéo e pela leitura de 10 brancos.

Metais Pb Cd Mn
Método da
curva de 0,77 0,29 1,38
LD (ug/L) calibragéo
Leitura de 10 0.16 0.47 141
brancos
Meétodo da
curva de 2,33 0,89 417
LQ (ug/L) calibragéo
Leitura de 10 0.31 0,69 365
brancos

Ao observar a tabela 4.4 verificamos que para todos 0s metais analisados, 0 LQ é menor que 0
primeiro ponto da curva de calibracdo correspondente, quando calculado pelo método da curva
de calibracéo.

Em relacdo ao calculo através dos 10 brancos, o LQ tem um valor abaixo do primeiro ponto da
curva de calibracdo correspondente para todos 0s metais analisados.

Assim, pode ser demonstrado que todas as concentracBes mais baixas das solucdes dos padrdes
sdo gquantificaveis.

4.1.1.4. Repetibilidade

Para avaliar a repetibilidade do método usado no Laboratdrio efetuaram-se 10 medic¢Ges de uma
mesma amostra (A), em condi¢des de repetibilidade. Os resultados obtidos sdo apresentados na
tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Concentracéo dos metais (ug/L) Pb, Cd e Mn para uma amostra (A) medida 10 vezes (n=10). O Desvio
Padrdo Relativo para as concentracdes de cada metal analisado na amostra é representado por RSD %.

Concentracdo dos Metais

Amostras (ug/L)
Pb cd Mn
Al
7,01 1,56 16,06
A2
5,97 1,41 15,57
A3
6,94 1,22 15,36
Ad
5,59 1,52 16,06
A5
2,23 1,58 14,39
A6
3,11 1,25 16,62
A7
2,83 1,35 13,67
A8
3,52 1,46 13,78
A9
2,93 1,37 15,17
A10
4,21 1,19 16,33
RSD (%) 40,44 10,20 6,84

O RSD (%) para cada metal analisado na amostra A é superior a 10% para o0 Pb (~ 40 %),
ligeiramente superior para o Cd (~10 %), e inferior para 0 Mn (aproximadamente, 7 %). Pode-se,
assim, afirmar que este estudo possui condicdes aceitaveis de repetibilidade, sendo maiores para
0 Mn, seguido do Cd e por ltimo o Pb.

4.1.1.5. Precisdo intermediaria

A preciséo intermediaria foi determinada ao analisar 10 vezes o primeiro padréo de calibracdo de
cada curva de calibragdo dos metais, em 3 dias ndo consecutivos. Foi selecionada a menor
concentracdo por ser de todas as concentragdes a mais critica. Os resultados da analise sdo
apresentados na tabela 4.6 e foram anteriormente obtidos no laboratério.
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Tabela 4.6 - Valores médios de precisdo intermediéria para 0 chumbo, cadmio e manganés em trés dias diferentes e
0s seus RSD (%): Cada valor médio de dias diferentes é o resultado de 10 medicdes (n = 10).

Metais Pb (ug/L) Cd (ug/L) Mn (ug/L)

Medlla Dia 4,29 0,88 5,28
MédiaDia 445 0,78 5,14
2
Media Dia 4,32 0,85 4,82
3
Média 4,26 0,84 5,08
RSD (%) 2,05 6,59 4,66

Ao observar a tabela 4.6, verifica-se que o desvio padrdo relativo é inferior a 10% para cada metal,
indicando que a preciséo intermediaria é aceitavel para todos os elementos analisados.

4.1.1.6. Especificidade / Seletividade

Se for possivel discriminar um analito de outras substancias que possam estar presentes na
amostra analisada, o método € considerado especifico. Dado os MRCs conterem uma mistura
complexa de substancias e ser possivel distinguir e quantificar o analito de interesse dessa mistura
(como é observado na tabela 4.8), a especificidade/seletividade do método pode ser afirmada.

4.1.1.7. Estudo da variacao do método de digestao

O estudo da variagdo do método de digestdo foi feito através de uma recuperagdo pos digestdo
gue seguiu 0 mesmo programa de temperatura de digestdo apresentado na tabela 3.3. Nos cincos
vasos usados adicionou-se uma amostra (A), HNO; e H,O,, nas mesmas quantidades usadas para
esta técnica e solugdes padréo de Pb, Cd e Mn, de forma a fortificar as amostras antes da digest&o.
Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 4.7.
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Tabela 4.7 — Recuperagdo pos digestéo para a quantificagcdo do chumbo, cddmio e manganés: A média da
concentracdo de metal nas amostras fortificadas antes da digestéo (R) é o resultado de 5 medicdes.

Concentracdo dos Metais

Amostras (hg/L)
Pb Cd Mn

R1

14,33 4,47 12,73
R2

9,67 2,73 13,17
R3

11,94 2,21 13,73
R4

11,20 1,73 14,88
R5

9,40 1,73 14,48

Meédia (ng/L
(hg/L) 11,30 2,60 13,80

RSD (%)
17,76 44,19 6,46

Pelos resultados acima apresentados, € possivel afirmar que as quantificacbes de Pb, Cd e Mn
sofreram possiveis interferéncias. Pode-se concluir que se observou uma maior variabilidade para
0 Cd e menor para o0 Mn.

4.1.2. Avaliagdo Direta

A avaliacdo direta pretende determinar a exatiddo do método de andlise. Neste estudo, os valores
para a avaliacdo direta, obtidos anteriormente no laboratorio, foram avaliados através de materiais
de referéncia certificados adquiridos de uma entidade fornecedora reconhecida e confiavel
(Environment Canada).

Na tabela 4.8, em baixo, sdo apresentadas para cada metal a analise dos MRCs utilizados e a sua
avaliacao.
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Tabela 4.8 - Analise de material de referéncia certificado para o chumbo, cadmio e manganés: TM-24.3 e TM-26.3
foram os MRCs utilizados.

Valor certificado

Metais (ng/L) Valor experimental (ng/L) Z-score
Pb 5,82 £ 0,45 (TM-24.3) 6,48 1,47
Cd 3,97 £ 0,37 (TM-24.3) 4,22 0,68
Mn 17 + 1,4 (TM-26.3) 14,26 1,95

Ao analisar a tabela 4.8, observa-se que os valores experimentais, obtidos anteriormente no
laboratério, estdo dentro do intervalo de valores esperados, uma vez que o respetivo Z-score é
inferior a 2, valor considerado satisfatorio.

4. 2. Quantificacdo e comparagdo das concentracdes dos metais Pb, Cd e Mn nas
diferentes marcas de leite de vaca e bebida de soja

Apo0s a otimizagdo das condicBes para digestdo da amostra e quantificacdo de metais, todas as
amostras foram analisadas por GFAAS para 0s metais em estudo, conforme explicado nas sec¢des
1521e35.

Nas tabelas 4.9 e 4.10 sdo apresentadas as concentra¢cdes médias (ug/L) dos metais Pb, Cd e Mn
para as amostras de leite de vaca e de bebida de soja, respetivamente, resultado de duas medicGes
independentes.
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Tabela 4.9- Quantificacdo de metais (ug/L) em amostras de leite de vaca (n = 14): Os valores correspondem a uma

média (n = 2).
Amostras Metais (ng/L)

Pb Cd Mn

A 303 42 71
B 398 68 89
C 399 89 72
D 56 7 56
E 97 20 67
F 122 14 66
G 251 23 54
H 95 9 50
I 67 20 54
J 159 12 52
K 156 13 47
L 297 17 51
M 237 7 46
N 67 6 55

Tabela 4.10 - Quantificacdo de metais (ug/L) em amostras de bebida de soja (n = 14): Os valores correspondem a
uma média (n = 2).

Amostras Metais (ng/L)

Pb Cd Mn
@) 417 156 1266
P 214 59 1219
Q 173 113 1065
R 171 115 1354
S 80 64 1779
T 69 30 1042
U 54 9 1773
\% 62 39 861
W 182 31 1104
X 99 44 963
Y 119 32 723
y4 103 33 1223
o 78 48 1086
B 61 17 797

Ao observar as tabelas 4.9 e 4.10, identificam-se diferencas significativas nas concentragdes de
Pb, Cd e Mn entre as diversas marcas de leite de vaca e bebidas de soja.

Nas amostras de leite de vaca, as concentractes de Pb encontram-se entre os valores 100 e 400
ug / L, exceto nas amostras D, com 56 ug /L, E, com 97 ug/L, H,com95 ug/L, I, com 67 ug/
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L eN, com 67 ug/ L. As amostras B e C, sdo as que contém uma maior concentracao de Pb igual
a398 ug /L e399 ug/ L, respetivamente.

Nas amostras de bebida de soja os teores de Pb sdo abaixo ou igual a 214 ug / L nas amostras P,
QRS TV,WXY,Z aep, comexcecdo da amostra O que tem uma concentragdo de 417
ug / L, superior a de todas as outras amostras de leite de vaca e de bebida de soja analisadas. A
amostra U € a que tem a menor concentracdo de Pb, com o valor de 54 ug / L.

As concentracdes de Cd nas amostras de leite de vaca encontram-se situadas entre os 6 ug/ L e
0s 23 ug / L, exceto nas amostras A, B e C que possuem valores maiores, 42, 68 e 89 ug / L,
respetivamente.

No entanto, nas amostras de bebida de soja as concentracbes de Cd sdo superiores as do leite de
vaca, encontrando-se entre os valores 30 e 156 pg / L. Existem duas excecfes para as amostras
U,com9pug/Lep, com17 ug /L que tém concentracdes inferiores as restantes amostras. A
amostra O, com 156 pg / L é a que tem uma maior concentracdo de Cd, em relacdo a todas as
outras amostras de bebida de soja e leite de vaca.

Ao nivel da concentracdo do Mn, as amostras de leite de vaca tém concentracdes compreendidas
entre 0s 46 ug / L e 0s 89 ug / L. Em contrapartida, as amostras de bebida de soja possuem teores
maiores de Mn e acima dos 1000 ug / L, com excecdo das amostras V, X, Y e  que possuem
valores inferiores, 861, 963, 723 e 797 ug / L, respetivamente.

A amostra S (bebida de soja) é a que contém o maior teor de Mn dentro de todas as amostras
analisadas, com 1779 ug / L e a amostra M (leite de vaca), a que contém o menor teor de Mn,
com46 ug/ L.

Media da concentragédo Pb (ng/L)
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Figura 4.4 - A média da concentragdo Pb (ug / L) nas amostras de bebidas de soja (n = 14) é de 134 pg/ L e nas
amostras de leite de vaca (n = 14) € de 193 pg / L. O desvio padréo nas amostras de bebida de sojaéde 97 pg/L e
121 ug / L nas amostras de leite de vaca. (p > 0.05).
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Figura 4.5 - A média da concentragdo Cd (ug/ L) nas amostras de bebidas de soja (n = 14) é de 56 pg / L e nas
amostras de leite de vaca (n = 14) é de 25 ug / L. O desvio padrdo nas amostras de bebidas de soja é de 43 ug/ L e 25
ug / L nas amostras de leite de vaca. (* p <0.05). *: significa que houve uma diferenca significativa com p < 0.05.
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Figura 4.6 - A média da concentracdo Mn (ug / L) nas amostras de bebidas de soja (n = 14) é de 1161 ug/ L e nas
amostras de leite de vaca (n = 14) é de 58 ug / L. O desvio padrdo nas amostras de bebidas de soja é de 316 pg/ L e
12 pg / L nas amostras de leite de vaca. (* p < 0.05). *: significa que houve uma diferenca significativa com p < 0.05.

Ao analisar a figura 4.4, em que estdo representadas as médias das concentragdes de Pb obtidas
nos 14 leites de vaca e nas 14 bebidas de soja analisados, observou-se que ndo houve uma
diferenca significativa (p > 0.05) entre esses dois grupos de amostras. Os leites de vaca tém uma
média de concentracdo de Pb igual a 193 pg / L, superior a nas bebidas de soja de 134 ug/ L.
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De acordo com a figura 4.5, onde se encontram as médias das concentragdes de Cd para os 14
leites de vaca e as 14 bebidas de soja analisados, evidencia-se uma diferenca significativa (p <
0.05) entre esses dois grupos de amostras. As bebidas de soja tém uma média de concentracdo de
Cd igual a 56 pg/ L, enquanto os leites de vaca tém de 25 pug / L.

Na figura 4.6, encontram-se representadas as médias das concentracGes de Mn para os 14 leites
de vaca e as 14 bebidas de soja analisados, observando-se uma diferenca significativa (p < 0.05)
entre esses dois grupos de amostras. As bebidas de soja tém uma média de concentracdo de Mn
igual a 1161 pg/ L, cerca de 20 vezes superior a concentracdo de Mn igual a 58 pg / L nos leites
de vaca.

4.3. Comparacao dos resultados experimentais com os valores de ingestdo diaria
recomendada para o Pb, Cd e Mn

As diretrizes dietéticas para os americanos 2015-2020 recomendam uma ingestdo diaria de
laticinios. Pelo que para determinar a quantidade de laticinios adequada para as criangas com
idades compreendidas entre 0s 2 e 3 anos e 0s 4 e 8 anos, usaram os dados do Instituto Nacional
do coracgdo, pulmao e sangue. Embora, esses valores correspondam a ingestdo diaria recomendada
de laticinios, neste estudo, assumimos que esses valores correspondem, exclusivamente, ao
consumo de leite.

Assim, as Diretrizes Dietéticas dos EUA aconselham a ingestdo de 480 mL de leite por dia,
correspondente a 2 chavenas para criancas com idades entre 0s 2 e 3 anos, enquanto para as
criancas dos 4 aos 8 anos a dose adequada é de 600 mL por dia, equivalente a 2,5 chavenas.

Por outro lado, para os adolescentes dos 9 aos 17 anos e adultos, recomendam o equivalente a 3
chavenas de leite por dia, correspondente a 720 mL de leite (USDHHS and USDA, 2015).

#Considerando um consumo de 0,480 L de leite por dia
® Considerando um consumo de 0,600 L de leite por dia
¢ Considerando um consumo de 0,720 L de leite por dia

De forma a comparar a concentracdo de Pb obtida nas amostras de leite de vaca e bebida de soja
analisadas com o PTWI do Pb foi estimado um consumo diario de Pb pelos dois tipos de amostra.
Os resultados encontram-se na tabela 4.11. Os valores de Pb ingeridos por dia pelo consumo de
leite de vaca e bebida de soja foram calculados através da multiplicagdo da concentracéo de Pb
obtida para cada amostra analisada com a ingestao diaria recomendada de leite para adultos °.
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Tabela 4.11 — Ingestdo diaria de Pb pelo consumo de leite de vaca ou bebida de soja. Os valores para a ingestdo de
leite recomendada para adultos foram adquiridos nas diretrizes dietéticas para americanos 2015-2020 (USDHHS and
USDA, 2015). Os valores a negrito estdo acima do limite da ingestéo diéria toleravel de Pb para um adulto de 65 Kg.

Amostra | Tipo | [Pb] leite Ingestdo de
de (ng /L) Pb por dia
leite (ng) para
adultos ©

A Vaca 303 218,16
B Vaca 398 287,56
C Vaca 399 287,28
D Vaca 56 40,32
E Vaca 97 69,84
F Vaca 122 87,84
G Vaca 251 180,72
H Vaca 95 68,40

| Vaca 67 48,24

J Vaca 159 114,48
K Vaca 156 112,32
L Vaca 297 213,84
M Vaca 237 170,64
N Vaca 67 48,24
(@) Soja 417 300,24
P Soja 214 154,08
Q Soja 173 124,56
R Soja 171 123,12
S Soja 80 57,60
T Soja 69 49,68
U Soja 54 38,88
\ Soja 62 44,64
W Soja 182 131,04
X Soja 99 71,28
Y Soja 119 85,68
YA Soja 103 74,16
[} Soja 78 56,16

B Soja 61 43,92

Para um PTWI do chumbo de 25 ug/ kg peso corporal por semana (EFSA, 2010b) e considerando
um adulto de 65 kg, obtém-se uma previsdo de ingestdo diaria toleravel de Pb igual a 232,14 ug

(25 ng / kg x 65 kg / 7 dias = 232,14 ug).
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De acordo com a previsdo de ingestdo diaria toleravel de Pb para adultos com 65 Kg (232,14 pg)
e analisando a tabela 4.11, as quantidades de Pb ingeridas por dia através do consumo de leites
de vaca e bebidas de soja de diferentes marcas sdo, na sua maior parte, inferiores a ingestao diéria
de Pb recomendada para adultos. No entanto, as amostras B e C de leite de vaca com valores de
287,56 e 287,28 g, respetivamente, e a amostra O de bebida de soja com um valor igual a 300,24
pg tenham valores superiores a da ingestdo diaria recomendada.

Para comparar a concentracdo de Cd obtida nas amostras de leite de vaca e bebidas de soja
analisadas com o PTWI do Cd foi estimado um consumo diario de Cd pelos dois tipos de amostra.
Os resultados apresentam-se na tabela 4.12.

Relativamente a estimativa dos valores de Cd ingeridos por dia pelos dois tipos de amostra, fez-

se uma multiplicacdo da concentracdo de Cd obtida para cada amostra analisada com a ingestdo
diaria recomendada de leite para adultos °.
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Tabela 4.12 — Ingestdo diaria de Cd pelo consumo de leite de vaca ou bebida de soja. Os valores recomendados da
ingestéo de leite para adultos foram adquiridos nas diretrizes dietéticas para americanos 2015-2020 (USDHHS and
USDA, 2015). Os valores a negrito estdo acima do limite da ingestéo diéria toleravel de Cd para um adulto de 65 Kg.

Amostra | Tipo | [Cd] leite Ingestdo de
de (ng /L) Cd por dia
leite (ng) para
adultos ©

A Vaca 42 30,24
B Vaca 68 48,96
C Vaca 89 64,08
D Vaca 7 5,04

E Vaca 20 14,40
F Vaca 14 10,08
G Vaca 23 16,56
H Vaca 9 6,48

| Vaca 20 14,40

J Vaca 12 8,64

K Vaca 13 9,36

L Vaca 17 12,24
M Vaca 7 5,04

N Vaca 6 4,32
(@) Soja 156 112,32
P Soja 59 42,48
Q Soja 113 81,36
R Soja 115 82,80
S Soja 64 46,08
T Soja 30 21,60
U Soja 9 6,48
\Y Soja 39 28,08
W Soja 31 22,32
X Soja 44 31,68
Y Soja 32 23,04
YA Soja 33 23,76
[} Soja 48 34,56

B Soja 17 12,24

Para um PTWI do cadmio de 2,5 ug / kg peso corporal por semana (EFSA, 2011) e considerando
um adulto de 65 kg, obtém-se uma previsdo de ingestéo diaria toleravel de Cd igual a 21,43 ug

(2,5ng/ kg x 65 kg /7 dias = 21,43 pg).
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De acordo com a previsao de ingestdo diaria toleravel de Cd para um adulto com 65 kg (21,43
Q) e analisando a tabela 4.12, observa-se que a maior parte das quantidades de Cd ingeridas por
dia através do consumo de leite de vaca, das amostras analisadas, s&o inferiores a ingestdo diaria
recomendada de Cd para adultos. No entanto, as amostras A, B e C de leite de vaca contém valores
superiores de Cd (30,24; 48,96 e 64,08 ug, respetivamente) a ingestao diaria recomendada.

As quantidades de Cd para a bebida de soja s@o em média superiores as encontradas no leite de
vaca.

As amostras O, P, Q, R, S, T, V, W, X, Y, Z e a de bebida de soja, com 112,32; 42,48; 81,36;
82,80; 46,08; 21,60; 28,08; 22,32; 31,68; 23,04; 23,76 e 34,56 ug, respetivamente, tém valores
superiores a ingestdo diaria recomendada de Cd para adultos com 65 Kg, tendo apenas as amostras
U, com 6,48 ug e B, com 12,24 ug valores inferiores a este.

De forma a comparar a concentracdo de Mn obtida nas amostras de leite analisadas com a ingestdo
de Mn recomendada por dia, pela Autoridade Europeia para a seguranca dos Alimentos (EFSA)
foi estimado um consumo diario de Mn pelo leite. Os resultados encontram-se na tabela 4.13. Os
valores de Mn ingeridos por dia pelos dois tipos de amostra foram calculados através da
multiplicacdo da concentracdo de Mn obtida para cada amostra analisada com a ingestdo diaria
recomendada de leite para criancas entre 0s 2 e 3 anos 4, criancas dos 4 aos 8 anos ° e adolescentes
dos 9 aos 17 anos e adultos °, dividindo por 1000.
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Tabela 4.13 - Ingestéo diéria de Mn pelo consumo de leite de vaca ou bebida de soja. Os valores recomendados da
ingestéo de leite foram adquiridos nas diretrizes dietéticas para americanos 2015-2020 (USDHHS and USDA, 2015),
usando dados do instituto nacional do corag&o, pulmé&o e sangue (USDHHS PHS and ATSDR, 2012) para determinar
a quantidade de leite adequada para criangas com idades entre os 2 a 3 e 4 a 8 anos. Os valores a negrito estdo acima
dos valores recomendados pela EFSA.

Amostra | Tipo [Mn] Ingestao Ingestao Ingestdo | Ingestdo | Ingestdo | Ingestéo
de leite de Mn por | de Mn por | de Mn de Mn de Mn de Mn
leite (ng/L) dia (ng) dia (mg) por dia por dia por dia | por dia
para para (ng) para | (mg) para |  (ng) (mg)
criancas criancas criancas | criangas para para
com com com com idades > | idades >
idades idades idades idades 9anos® | 9anos*®
entreos2 | entreos?2 | entreos4 | entreos 4
e3anos® | e3anos® | e8anos® | e8anos®
A Vaca 71 34,08 0,034 42,60 0,043 51,12 0,051
B Vaca 89 42,72 0,043 53,40 0,053 64,08 0,064
C Vaca 72 34,56 0,035 43,20 0,043 51,84 0,052
D Vaca 56 26,88 0,027 33,60 0,034 40,32 0,040
E Vaca 67 32,16 0,032 40,20 0,040 48,24 0,048
F Vaca 66 31,68 0,032 39,60 0,040 47,52 0,048
G Vaca 54 25,92 0,026 32,40 0,032 38,88 0,039
H Vaca 50 24,00 0,024 30,00 0,030 36,00 0,036
| Vaca 54 25,92 0,026 32,40 0,032 38,88 0,039
J Vaca 52 24,96 0,025 31,20 0,031 37,44 0,037
K Vaca 47 22,56 0,023 28,20 0,028 33,84 0,034
L Vaca 51 24,48 0,024 30,60 0,031 36,72 0,037
M Vaca 46 22,08 0,022 27,60 0,028 33,12 0,033
N Vaca 55 26,40 0,026 33,00 0,033 39,60 0,040
(@) Soja 1266 607,68 0,61 759,60 0,76 911,52 0,91
P Soja 1219 585,12 0,59 731,40 0,73 877,68 0,88
Q Soja 1065 511,20 0,51 639,00 0,64 766,80 0,77
R Soja 1354 649,92 0,65 812,40 0,81 974,88 0,97
S Soja 1779 853,92 0,85 1067,40 1,07 1280,88 1,28
T Soja 1042 500,16 0,50 625,20 0,63 750,24 0,75
U Soja 1773 851,04 0,85 1063,80 1,06 1276,56 1,28
V Soja 861 413,28 0,41 516,60 0,52 619,92 0,62
W Soja 1104 529,92 0,53 662,40 0,66 794,88 0,79
X Soja 963 462,24 0,46 577,80 0,58 693,36 0,69
Y Soja 723 347,04 0,35 433,80 0,43 520,56 0,52
Z Soja 1223 587,04 0,59 733,80 0,73 880,56 0,88
A Soja 1086 521,28 0,52 651,60 0,65 781,92 0,78
B Soja 797 382.56 0,38 478,20 0,48 573,84 0,57

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) recomenda uma ingestdo de Mn
diéria apropriada para criangas com idades entre 0s 2 e 17 anos e adultos (EFSA, 2013). Os valores
estdo representados na tabela 4.14.
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Tabela 4.14 — A ingestéo adequada de Mn, tendo em conta a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos

(EFSA) (adaptado de EFSA, 2013).

Idade, para Ingestéo de Mn
ambos 0S sexos por dia (mg)
2-3 anos 0,5
4-6 anos 1
7-10 anos 1,5
11-14 anos 2
15-17 anos 3
>18 anos 3

De acordo com a ingestdo recomendada de Mn pela Autoridade Europeia para a Seguranga dos
Alimentos (EFSA) (tabela 4.14) e analisando a tabela 4.13, as quantidades de Mn ingeridas por
dia através do consumo de leite de vaca sdo inferiores a dose recomendada para criancas e
adolescentes dos 2 aos 17 anos e adultos.

Porém, para a bebida de soja, as quantidades de Mn sdo muito superiores as encontradas no leite
de vaca. Para as criancas dos 2 aos 3 anos, observa-se que a maior parte das amostras de bebida
de soja tem um valor superior aos 0,5 mg propostos para a ingestdo de Mn por dia. Como é o caso
das amostras O, P, Q, R, S, T, U, W, Z e a, sendo as amostras S e U que contém o valor maior
(0,85 mg) para a ingestdo de Mn pelo consumo de bebidas de soja. Em contrapartida, as amostras
V, X, Y e B tém valores inferiores a dose recomendada para esse metal, pelo que as quantidades
de Mn se encontram dentro dos limites diarios de ingestdo, propostos pela EFSA, para esse metal.
Para as criancgas dos 4 aos 8 anos, apenas as amostras S e U tém valores superiores para a ingestao
de Mn pelo consumo de bebidas de soja (1,07 e 1,06 mg, respetivamente) quando comparados
com os limites de ingestdo propostos pela EFSA, de 1 mg / dia para as crian¢as dos 4 aos 6 anos
e 1, 5mg/ dia para as criancas dos 7 aos 10 anos.

No entanto, para as criangas e adultos com idades > 9, os valores de ingestdo de Mn através das
amostras de bebida de soja sdo muito abaixo do valor proposto pela EFSA, de 3 mg/ dia. Porém,
é de referir que 0 Mn ndo esta apenas presente no leite, pelo que se pode ingerir facilmente uma
maior quantidade diaria de Mn, pelo consumo de outros alimentos.

4.4. Comparacao dos resultados obtidos neste estudo com os resultados publicados
noutros estudos com o mesmo tipo de amostras

A concentracdo dos metais Pb, Cd e Mn para as amostras de leite de vaca e bebida de soja, neste

estudo, foi comparada com os valores de outros estudos semelhantes, disponiveis na literatura.
Os resultados dos estudos apresentam-se nas tabelas seguintes (tabela 4.15 e 4.16).
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Tabela 4.15 - Comparacdo da concentracéo dos metais (ug / L) Pb, Cd e Mn nas amostras de leite de vaca neste
estudo com valores publicados noutros estudos: N.A. - Ndo Analisado no estudo referido.

Andlises do leite de Concentragéo dos metais (pg/L)
vaca Pb Cd Mn
Neste estudo 193 25 58
Tripathi, et al., 1,70 0,07 N.A.
1999
Rodriguez et al., 10,25 4,30 N.A.
1999
Pechova et al., 2008 N.A. N.A. 20,1
Freschi et al., 2011 N.A. N.A. 2,25-4,08
Derakhshesh and 13,45 N.A. N.A.
Rahimi, 2012
Oliveira, T. et al., 2,12 - 37,36 N.A. N.A.
2017

Tabela 4.16 — Comparagéo da concentragdo dos metais (g / L) Pb, Cd e Mn nas amostras de bebida de soja neste
estudo com valores publicados noutros estudos: N.A. - Nao Analisado no estudo referido.

Analises da bebida Concentragédo de metais (ng/L)
de soja Pb Cd Mn
Neste estudo 134 56 1161
Cockell et al., 2004 N.A. N.A. 1820
Zhao et al., 2014 340 - 2830 110-910 N.A.
Sadrabad et al., 15-118 8 - 160 N.A.
2018

A concentracdo de metais pesados em produtos lacteos depende de muitos fatores, entre os quais
estdo a localizagdo geogréafica e a intensidade da atividade industrial nesses locais (J. Food and
Dairy Sci., 2018).

A presenca de chumbo e cddmio nas amostras de leite pode ser devido as condi¢bes dos solos,
uso de pesticidas, agua, condi¢es atmosféricas e etapas de processamento e armazenamento na
producgdo do leite. A agua é uma das mais importantes fontes de contaminagéo por chumbo no
leite de vaca. (Derakhshesh and Rahimi, 2012; Ziarati et al., 2018).

Ao comparar 0s valores obtidos para 0s metais de interesse nos outros estudos da literatura com
0 nosso estudo observa-se uma ampla faixa de variagdo entre os valores obtidos, principalmente
para os leites de vaca. Para a discrepancia destes valores contribui o facto dos leites de vaca e
bebidas de soja de outros estudos serem provenientes de varios paises (como, o Brasil ou o Ir&o)
com condicGes provavelmente muito diferentes. As concentragdes dos metais poderdo, entéo,
refletir as diferentes composicBes do solo (fatores ambientais), fatores genéticos e estados de
nutricdo e lactagdo do animal (neste caso, a vaca), donde provém esses leites (Tripathi et al., 1999;
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Rodriguez et al., 1999; Pechov4 et al., 2008; Freschi et al., 2011; Derakhshesh and Rahimi, 2012;
Oliveira et al., 2017; Zhao et al., 2014; Sadrabad et al., 2018).

Em contrapartida, se os elementos s&o menos moveis no sistema solo-planta, como é o caso do
chumbo, as fontes de contaminacdo do leite de vaca e da bebida de soja podem ser devido as
diferentes caracteristicas das praticas de fabrico e possiveis contaminagGes do equipamento
durante o processo de producéo do leite. Por exemplo, a qualidade da embalagem pode influenciar
0 teor de metais no leite por migragdo para o alimento (Ziarati et al., 2018).

Num dos estudos relatados verificou-se que, para os leites de vaca analisados, a concentracéo de
Mn aumentou com o0 avanco da lactacdo (Pechova et al., 2008).

Nos estudos da literatura obtiveram-se valores baixos para o Pb e Cd nos leites de vaca analisados,
0 que levou a concluir que estes ndo apresentavam risco a saude humana (lactentes e adultos)
(Tripathi et al., 1999; Rodriguez et al., 1999). Num dos estudos, concluiu-se, ainda, que a faixa
de concentracdo geral do chumbo nas amostras de leite de vaca analisadas se encontrava dentro
dos valores relatados na literatura de outros paises (Derakhshesh and Rahimi, 2012).

Relativamente as bebidas de soja verificou-se que num dos estudos referidos a concentracédo de
Mn era elevada (Cockell, 2004).

Num dos estudos observou-se que a soja nao era poluida por metais pesados, como o Pb e Cd.
Esse facto mostrou que os solos, em que a soja foi cultivada, tinham um baixo teor de metais
pesados, porgue se houvesse contaminag¢do por metais, estes seriam transferidos para as plantas
(Sadrabad et al., 2018). Em contrapartida, num outro estudo as concentra¢fes de Pb e Cd foram
elevadas na soja, fornecendo evidéncias de que estes metais sdo uma preocupacdo em solos
agricolas e na soja (Zhao et al., 2014).

O leite é um alimento importante na dieta humana pela sua composicao, sendo consumido a uma
taxa elevada pelas criancas e idosos. No entanto, € um alimento que contém metais toxicos,
tornando-se necessario monitorizar a contaminacdo do leite, devido a serem metais que
bioacumulam e causam danos na salde humana, mesmo quando em baixas concentracfes
(Oliveira et al., 2017).

Nos paises desenvolvidos ou em desenvolvimento encontram-se niveis elevados de metais
pesados no leite, quer devido a rapida urbanizacéo e industrializagdo, regulamentos menos rigidos
e implementagdes inadequadas ou ineficiéncia das agéncias de aplicagdo da lei.

Os niveis elevados de metais pesados em amostras de leite, particularmente de chumbo e cadmio,
exigem um controlo rigoroso pelos érgdos de protecdo da salude e meio ambiente.

Por isso, € necessaria uma avaliacdo mais rigorosa dos metais pesados no leite por parte dos
0rgdos de saude e protecdo ambiental, de forma a aumentar a atengdo sobre este problema de
salde pablica (Ismail et al., 2017).

Para monitorizar o nivel de metais pesados, a agua usada para dar de beber aos animais e a
forragem devem ser inspecionadas regularmente. Os animais e terras usadas para forragem animal
devem estar longe de &reas industriais e de um elevado tradfego, de forma a prevenir a
contaminacdo por metais toxicos (Ziarati et al., 2018).
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As bombas manuais e 0s pogos tubulares, que sdo usados para usos domésticos em &reas
contaminadas com chumbo, devem ser identificados para poderem ser removidos e controlados
ao nivel da corrosdo, uma vez que a maior parte do chumbo na &gua potavel provém do
encanamento de edificios (WHO, 2011). Em alternativa a esta disponibilizacdo de agua potavel
adequada para consumo humano, poderdo usar-se agua de superficie microbiologicamente segura
(por exemplo, agua da chuva coletada) ou outras fontes de dgua subterranea (WHO, 2010).

Ao nivel da contaminagdo de metais durante 0 manuseio, processamento e armazenamento de
leite e produtos lacteos, devem ser tomadas medidas de prevengdo, como, por exemplo, apenas
serem usados materiais para uso alimentar (Ziarati et al., 2018).

No nosso estudo, algumas amostras de leite de vaca e de bebidas de soja ultrapassaram os valores
da previsao de ingestdo diaria toleravel para o chumbo e o cddmio. No entanto, é importante
referir que os valores obtidos para a ingestdo didria de Pb, Cd e Mn, através das amostras
analisadas foram calculados assumindo as exigéncias de consumo diario de leite proposto pelas
diretrizes alimentares para 0s americanos. Porém, o valor recomendado inclui outros produtos
lacteos (como o iogurte e 0 queijo) e, por isso, os resultados obtidos sdo aproximagdes, uma vez
que os outros produtos lacteos podem ter concentragcGes menores ou maiores desses metais. Além
disso, no calculo da ingestdo diaria toleravel de Pb e Cd considerou-se um adulto de 65 Kg,
excluindo adultos com outro peso (a ingestdo diaria toleravel depende do peso corporal da
crianga/adulto).

Assim, consumir leite de vaca e bebidas de soja que excedam os valores maximos de metais nao
implica necessariamente um risco aumentado para a saide humana.

No nosso estudo e nos outros estudos da literatura, os valores de Mn no leite de vaca séo baixos,
guando comparados com a ingestdo didria recomendada de Mn para criangas e adultos.

No entanto é de referir que 0 Mn nédo se encontra apenas presente no leite, podendo ingerir -se
facilmente uma maior quantidade diaria de Mn, através do consumo de outros alimentos.

Em contrapartida, para as bebidas de soja, os valores de Mn sdo altos quando comparados com a
ingestdo diaria de Mn para criancas.
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5. Conclusoes

Neste estudo, foi realizada uma analise de concentragbes de metais em amostras de leite de vaca
e amostras de bebida de soja de marcas diferentes disponiveis no mercado portugués. Os metais
selecionados foram o chumbo, o cadmio e 0 manganés, cuja determinacao é importante do ponto
de vista toxicoldgico.

A quantificacdo dos metais foi realizada por Espectrometria de Absor¢do Atémica em Forno de
Grafite. Os resultados obtidos indicaram confianca satisfatéria através do estudo de parametros,
como a linearidade, gama de trabalho, limites analiticos, precisdo (repetibilidade, precisdo
intermediaria) e exatiddo. No entanto, os valores obtidos para a recuperagédo pés digestdo poderdo
indicar possiveis interferéncias, durante o método de digestdo por microondas.

Os resultados da quantificacdo de metais mostraram uma média de concentracdo de chumbo nas
amostras de leite de vaca maior a das amostras de bebida de soja, uma concentracdo média de
cadmio para as amostras de bebida de soja superior a das amostras de leite de vaca e uma
concentracdo média de manganés nas amostras de bebida de soja cerca de 20 vezes superior a nas
amostras de leite de vaca.

Comparando a estimativa da quantidade de Pb consumida por dia pelos adultos através da
ingestdo dos leites de vaca e bebidas de soja analisados, com a previsdo da ingestdo diaria
tolerdvel de Pb para adultos de 65 Kg, a concentracdo de Pb é superior ao valor maximo (232,14
g) em duas amostras de leite de vaca (B e C) e numa amostra de bebida de soja (O).

Comparando a estimativa da quantidade de Cd consumida por dia pelos adultos através da ingestdo
dos leites de vaca e bebidas de soja analisados com a previsdo da ingestdo diaria toleravel de Cd
para adultos de 65 Kg, a concentracdo de Cd é superior ao valor méximo (21,43 pug) em trés
amostras de leite de vaca (A, B e C) e em doze amostras de bebida de soja (O, P, Q, R, S, T, V, W,
X, Y, Zeo).

Comparando a estimativa da quantidade de Mn consumida por dia pelas criangas e adultos que
consomem as bebidas de soja e os leites de vaca analisados com a ingestao didria recomendada
de Mn pela EFSA, os resultados para as amostras de leites de vaca mostram valores inferiores a
dose recomendada por dia para adultos e criancas/adolescentes dos 2 aos 17 anos. No entanto, nas
bebidas de soja, as concentracbes de Mn sdo muito superiores, principalmente para as criangas
dos 2 aos 8 anos, sendo preocupante ao nivel da sua formagdo, uma vez que o 6rgéo mais sensivel
a elevadas concentragdes de manganés €é o cérebro.

Com este estudo, podemos concluir que os adultos que consomem leite de vaca estdo a ingerir
uma maior concentragdo de Pb. E que os adultos que consomem bebida de soja estdo a ingerir
maiores concentraces de Cd e Mn do que aqueles que optam pelo leite de vaca. No entanto, 0s
resultados obtidos do Mn para os adultos nas amostras de bebida de soja sdo inferiores a ingestao
didria recomendada para este metal. Em contrapartida, os resultados obtidos para criangas
mostram que estas ao consumirem bebida de soja s&o mais vulneréveis aos efeitos toxicos do Mn
do que os adultos, porque ao ingerirem o leite diario recomendado, estdo a consumir uma
concentragdo de Mn muito superior a recomendada. As criangas como tém um peso corporal
menor do que os adultos, ao consumirem a mesma concentracdo de Mn que estes, estardo expostas
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a uma concentracao superior de Mn por unidade de peso corporal. Dessa forma, a ingestéo diaria
recomendada de Mn para as crian¢as € menor do que a dos adultos.

Na comparacéo dos valores de metais obtidos nos leites de vaca e bebidas de soja analisados com
os valores publicados em estudos semelhantes da literatura, € possivel afirmar que os valores sdo
discrepantes ente si. Como existem varios fatores que influenciam a presenca de metais no leite,
como as composic¢des do solo e a intensidade da atividade industrial no local da sua origem, a
variacdo dos valores relatados na literatura estudados pode ser explicada pelos leites serem
provenientes de diferentes paises e, provavelmente, com condi¢des muito diferentes.

A fim de evitar a contaminacdo ambiental com metais pesados, que é reconhecido como um
perigo de saude publica para todo o mundo, sugere-se uma monotoriza¢do dos metais pesados,
por exemplo, nas bombas manuais e pocos tubulares, que sdo usados para usos doméstico, visando
a diminuicdo das quantidades de metais na agua potavel, ja que esta € uma das principais possiveis
fontes de contaminag&o no leite.

E, ainda, importante de referir, que neste estudo, os valores obtidos para a ingest&o diaria de Pb,
Cd e Mn, através de amostras de leite de vaca e bebidas de soja, foram calculados assumindo as
exigéncias de consumo diario de leite proposto pelas diretrizes alimentares para 0s americanos.
No entanto, o valor recomendado inclui outros produtos lacteos (como o iogurte e 0 queijo) e, por
isso, os resultados obtidos sdo apenas aproximacfes, uma vez que 0s outros produtos lacteos
podem ter concentra¢fes menores ou maiores desses metais. Além disso, considerou-se a ingestao
diaria recomendada de Mn por dia, pela EFSA, correspondente a concentracdo de Mn proveniente
por todas as fontes deste metal e ndo apenas pelo leite. Para além de ter sido calculada uma
ingestdo diéria toleravel de Pb e Cd para um adulto de 65 Kg, excluindo adultos com outro peso
(a ingestdo diaria toleravel depende do peso corporal da crianga/adulto). Assim, consumir uma
guantidade de leite que exceda estes valores ndo implica necessariamente um risco aumentado
para a salde. Porém, este tipo de estudo é essencial para garantir a seguranca dos alimentos, por
permitir fazer uma estimativa da ingestdo de metais através da alimentacao.
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7. Anexos

Tabela 7.1 - Distribuicdo de Fisher-Snedecor com um nivel de significancia a = 0,01.

Denominator Degrees of Freedom

o
S

L= I B R R

fEEE BRNE

df Numerator Degrees of Freedom
1 1 2 3 4 S 6 7 $ 9
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