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RESUMO GERAL

Elementos metalicos, como cadmio e chumbo, uma vez absorvidos pelo
organismo, nao sao completamente eliminados, provocando alteragbes
metabdlicas com redugao do tempo de vida e da capacidade de trabalho nos
individuos expostos. Bebés e criangas pequenas constituem a parcela da
populagdo que inspira preocupacgdo, do ponto de vista toxicolégico, por
apresentarem maior absorgao que os adultos, em razdo de seus organismos nao
estarem completamente desenvolvidos.

Sabe-se que a maior fonte de exposicdo ao cadmio e ao chumbo, para
individuos sem exposicdo ocupacional e ndo fumantes, € a dieta. Nos primeiros
anos de vida, o ser humano possui uma dieta baseada principalmente no leite
materno e em alimentos como formulagdes lacteas, formulagbes a base de soja,
cereais e alimentos na forma de puré. Por esse motivo, levantamentos da
contaminagao por cadmio ou chumbo nestes alimentos destinados ao publico
infantil possuem grande importancia.

O presente trabalho visou obter dados sobre a incidéncia de cadmio e
chumbo em leite humano em seis cidades do Estado de Sao Paulo (Bauru,
Campinas, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo e Votuporanga), em
alimentos infantis como formulagdes lacteas, formulagbes a base de soja, cereais
infantis e alimentos em forma de puré comercializados na cidade de Campinas,
SP.

A técnica de analise utilizada foi a espectrometria de absorgéo atdmica com
atomizagao eletrotérmica em forno de grafite. O modificador quimico empregado

foi NH4H,PO4 4% e o tensoativo Triton® X-100 foi utilizado na proporgéo de 1:1
Xiii



(amostra: Triton® X-100) na concentragdo de 0,5% (v/v). Solugdo aquosa de acido
nitrico 0,2% foi utilizada como solvente para todos os reagentes. Os limites de
deteccdo do meétodo foram 0,2 ug/L para cadmio e 0,4 pg/L para chumbo. Apds a
validacdo do método, 529 amostras foram analisadas, entre elas 371 de leite
humano, 36 de formulacbes lacteas e 15 formulagbes a base de soja, 68 de
alimentos infantis em forma de puré e 39 de cereais infantis. Foram analisadas
trés amostras diferentes de todos os alimentos comerciais disponiveis no
mercado. As amostras, quando contaminadas, foram analisadas em triplicata e
cada replicata analisada em dias diferentes.

Das 371 amostras de leite humano analisadas, 71 eram de doadoras de
clinicas e hospitais de Campinas e estas pertenciam a trés grupos diferentes de
nutrizes: Adolescente (<19 anos) de baixa condigdo socioeconémica (AdBCS);
Adultas (>19 anos) de baixa condi¢gdo socioeconémica (ABCS) e Adultas de alta
condigdo socioeconbmica (AACS). Destas amostras, nenhuma estava
contaminada com cadmio e apenas duas apresentaram residuo de chumbo nas
concentragbes de 44 e 53 ug/L. Outras 300 amostras de leite humano
provenientes de bancos de leite humano das cidades mencionadas anteriormente
foram analisadas e dentre essas apenas uma estava contaminada com cadmio
(1,5 ng/L) e quatro com chumbo (9,0 a 26 ug/L).

Cinco amostras de formulagdes a base de soja estavam contaminadas com
cadmio em concentracbes que variaram de 24 + 0,3 a 52 + 1,3 ug/L
(18 £ 2 a 41 + 10 pg/kg férmula seca). Nenhuma das amostras analisadas estava

contaminada com chumbo.
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Nas amostras de alimento infantil em forma de puré doce, a contaminacgao
por chumbo variou de 10 a 119 nug/kg e para cadmio variou de 5 a 18 ug/kg. Entre
nos alimentos em forma de puré salgado, os niveis de contaminagcdo foram
bastante baixos tanto para cadmio, variando de 7 a 27 ug/kg, como para chumbo,
variando de 13 a 44 ng/kg.

Os cereais infantis analisados apresentaram baixa contaminagao tanto por
cadmio como por chumbo, mas duas marcas pertencentes ao mesmo fabricante e
contendo como ingrediente principal a farinha de arroz, estavam contaminadas
com cadmio nos trés lotes analisados. Os niveis de contaminacido variaram de
17 a 37 ng/kg.

Apesar da contaminagao por cadmio ou chumbo em algumas amostras de
alimentos infantis (formulacbes a base de leite, formulacbes a base de soja, puré
doce, puré salgado e cereais), estas nao colocariam em risco a saude de bebés e
criangas pequenas, pois em quase todas as amostras os niveis de contaminagao
foram baixos e nao atingiriam os niveis tolerados pela OMS (Organizagdo Mundial

de Saude).
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GENERAL SUMMARY

Metallic elements, such as cadmium and lead, are not entirely eliminated
once absorbed by the body. Cadmium and lead are responsible for undesirable
metabolic alterations that cause reduction in life span and work capabilities of
exposed individuals. Infants and small children cause the greatest concern due to
the fact that their physiological function are not fully developed and thus absorb a
higher proportion of these metals than adults.

The most important source of exposure to cadmium and lead for non-
smoking individuals without occupational hazards is the diet. During the first years
the human being diet is based mostly in the mother’s milk and foods such as baby
formulas, cereals and purees. It follows that surveys of cadmium and lead in
human milk and baby foods acquires the utmost importance.

The present work aimed at acquiring data about the concentrations of
cadmium and lead in human milk from the six cities located in the state of Sdo
Paulo (Bauru, Campinas, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo and
Votuporanga) and in baby formulas, cereals and purees commercialized in the city
of Campinas, SP.

The analytical technique used was atomic absorption spectrometry with
eletrothermal atomization. The optimized method used NH4sH,PO,4 4% as modifier
and a tensoactive compound, 0.5% Triton® X-100, was mixed with the fluid
samples in 1:1 proportion (sample: Triton® X-100). All reagents were prepared with
0.2% nitric acid. The detection limits of the optimized method were 0.2 ng/L for

cadmium and 0.4 ug/L for lead. A total of 529 samples analyzed were thus divided:
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371 human milk, 36 milk formula, 15 soy formula, 68 baby purées, and 39 baby
cereal. Three different samples of each commercial food were analyzed. The
contaminated samples were analyzed in triplicates and each ftriplicate in a different
day.

Among the human milk samples (371) analyzed, 71 were from donors from
hospitals and clinics located at Campinas, SP, and the donors were classified into
three groups: Adolescents (< 19 years old) of low socioeconomic condition
(AdBCS), Adults (> 19 years old) of low socioeconomic condition (ABCS), Adults of
high socioeconomic condition (AACS). Among these samples none was
contaminated with cadmium and only two were contaminated with lead with
concentrations of 44 and 53 ug/L. The others 300 samples were from milk banks
from the cities mentioned above. Only one sample was found contaminated with
cadmium (1.5 pg/L) and four with lead (9.0 — 26 pg/L).

Five samples of the soy based formulae were contaminated with cadmium
at levels from 2.4 + 0.3 to 5.2 + 1.3 pug/L Cd (18 + 2 to 41 + 10 ug/kg Cd dry
formulae). None of the analyzed samples contained lead.

In the samples of sweet puree, the contamination by lead varied from 10 to
119 ng/kg and for cadmium they varied from 5 to 18 ug/kg. Among the samples of
salted puree, the levels of contamination were low for cadmium and lead varying
from 7 to 17 pug/kg and from 13 to 44 ug/kg, respectively.

The baby cereals analyzed showed a low incidence of contamination by

cadmium as well as by lead. Two samples from the same company and having rice
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flour as the main ingredient were contaminated with cadmium in all three lots
analyzed. Contamination levels ranged from 17 to 37 ug/kg.

In spite of the contamination found in some samples of baby food (milk
based formulae, soy based formulae, sweet puree, salted puree, and cereals)
babies and small children would not be at risk due to the low levels of cadmium
and lead found, all bellow the tolerance levels advised by WHO (World Health

Organization).
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INTRODUGAO GERAL

Existem cerca de 20 elementos considerados toxicos para seres humanos,
incluindo mercurio (Hg), cadmio (Cd), chumbo (Pb), arsénio (As), manganés (Mn),
talio (TI), cromo (Cr), niquel (Ni), selénio (Se), telurio (Te), antimbnio (Sb), berilio
(Be), cobalto (Co), molibdénio (Mo), estanho (Sn), tungsténio (W), e vanadio (V).
Alguns sdo essenciais e sua toxicidade depende da quantidade de ingestdo. Os
10 primeiros citados s&o os de maior utilizagdo industrial e tém sido os mais
estudados sob o ponto de vista toxicolégico. Tais elementos agem com ligantes
difusores, com macromoléculas e com ligantes presentes em membranas. Este
comportamento provoca sua bioacumulacdo e biomagnificacdo na cadeia
alimentar, sua persisténcia no ambiente e disturbios nos processos metabdlicos
dos seres vivos. A bioacumulagcdo e a biomagnificagcdo sao responsaveis pela

transformacao de concentragdes consideradas normais em concentragdes toxicas

para diferentes espécies da biota e também para o ser humano.

As principais fontes antropogénicas de elementos metalicos, como Cd e Pb,
no ambiente séo fertilizantes, pesticidas, agua de irrigagdo contaminada, queima
de biomassa na zona rural, combustdo de carvéo e 6leo, emissdes de veiculos,
incineracdo de residuos urbanos e industriais e, principalmente, mineragao e
fundicao.

A variacédo na ingestdo de Cd e Pb, através de alimentos, é resultado de

diferentes habitos alimentares. Quando se avalia a ingestdo destes elementos



através da dieta, a exposi¢gao ambiental, a exposi¢ado ocupacional e o tabagismo
devem ser levados em consideragao.

Durante a gestacdo e a lactacdo, o cadmio e o chumbo podem ser
transferidos da mae para a progénie através da placenta ou do leite. A absorcao
de chumbo, cadmio e mercurio, este ultimo sob a forma de metil mercurio, € maior
a partir de dietas liquidas do que através de dietas sodlidas. A imaturidade do trato
digestivo de bebés e criangas pequenas, por sua vez, promove uma maior
absorgao destes elementos do que em individuos adultos ou criangas mais velhas.
O rim imaturo excreta estes elementos com menor eficiéncia. Assim, uma maior
proporcdo da dose administrada pode se acumular no organismo de criangas
menores e bebés, do que em criangas maiores ou adultos. O desenvolvimento
incompleto da barreira sanguinea-cerebral também reduz a capacidade do cérebro
de criangas pequenas e recém-nascidas em restringir o acimulo de elementos
metalicos. A consequéncia imediata de tal acumulo e a possibilidade de que
podem perturbar a maturacdo de tecidos, tais como o sistema nervoso central,
levaram a suspeitas fortes que a vulnerabilidade aos efeitos da exposi¢cdo a
elementos metalicos é particularmente alta em estagios iniciais de crescimento e
desenvolvimento. A absorcdo e a retencdo de chumbo, cadmio e mercurio sao
intensificadas em animais experimentais que recebem dietas liquidas como unica
fonte de alimento. Este fenbmeno ocorre apenas se a dieta total estiver na forma
liquida e ndo é observado quando a alimentacdo € mista. Estes estudos foram
realizados em animais experimentais e ainda nao foram adequadamente
quantificados. Ha, no entanto, fortes motivos para crer que tais efeitos podem

colocar em risco a saude de bebés que recebem leite ou seus substitutos liquidos
2



em ambientes contaminados com chumbo, cadmio ou mercurio. Com o aumento
dos poluentes ambientais, torna-se necessario conduzir levantamentos sobre a
exposigao da populagdo ao cadmio e ao chumbo.

O JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)
estabeleceu a ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) para cadmio como
sendo 7 ug/kg de peso corpéreo (p.c.)) semana e para o chumbo
25 ug/kg de peso corporeo (p.c.)/ semana, aplicavel tanto para adultos como para
bebés e criangas.

Levantamentos sobre contaminacédo por Cd e Pb em leite humano e
alimentos destinados a recém nascidos, bebés e criancas pequenas sao de
grande utilidade por fornecerem informagdes as agéncias governamentais ligadas
a saude publica. No Brasil, ndo existem até o momento dados com relacdo a
incidéncia destes elementos metalicos em leite materno e em alimentos infantis.

Este trabalho teve como objetivos: (a) validar um método para a
determinacao de cadmio e chumbo em varias matrizes alimentares destinadas ao
publico infantil; (b) avaliar a incidéncia de cadmio e chumbo em leite humano de
bancos de leite de algumas cidades do Estado de Sao Paulo como indicagao de
exposicao das maes aos contaminantes; (c) avaliar a incidéncia de cadmio e
chumbo em alimentos infantis como formulagdes lacteas, formulagcdes a base de
soja, cereais infantis e alimentos em forma de puré; (d) calcular a contribuicdo na
ingestao de cadmio e chumbo por parte do leite materno e dos alimentos infantis

consumidos por lactentes e criangas pequenas (até 2 anos).
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1.1. Cadmio

O cadmio é um elemento difundido na crosta terrestre onde ocorre em
concentragbes muito baixas (0,2 mg/kg de crosta terrestre). O cadmio somente
comegou a ser produzido industrialmente no século XX. Ele & sub-produto da
industria do zinco. Antes da Primeira Guerra Mundial, o cadmio ndo era
recuperado das plantas de zinco ou outras plantas de metais nao ferrosos, o que
resultou em uma descontrolada contaminagdo ambiental por décadas. A média
anual de produgao de cadmio no mundo aumentou de apenas 20 toneladas (t) nos
anos 1920 para cerca de 12.000 t no periodo de 1960-1969, 17.000 t no periodo
de 1970-1984, e desde 1987 flutuam perto de 20.000 t (WHO, 2000).

O metal puro é usado em diversos processos industriais tais como
componente de coberturas anticorrosivas, ligas metalicas, pigmentos e
estabilizantes e ainda na manufatura de PVC e em baterias. O cadmio ainda pode
ser encontrado em fertilizantes para a agricultura a base de fosfato e em esgotos
industriais (ANGERER, 1988). As principais formas de exposi¢do ao cadmio sao
ar, agua e alimentos.

O cadmio ja foi descrito como um dos elementos trago mais perigosos para
o homem (REILLY, 1991). Os riscos para a saude sdao maiores quando ha
inalagcao desta espécie a partir de fontes ocupacionais e esta resulta diretamente
em lesdo pulmonar. Assumindo uma inalagdo diaria de 20 m® de ar e que a
concentragao é similar em ambientes fechados e abertos, a quantidade média de
cadmio inalado por dia por um ser humano na zona rural, urbana ou

industrializada nao deve exceder 0,01, 0,2 e 0,4 ng, respectivamente. A



deposi¢cao do cadmio inalado nos pulmdes varia de 10% a 50 % dependendo do
tamanho das particulas no ar. A absor¢ado do cadmio nos pulmdes também vai
depender da natureza quimica da particula depositada. O tabagismo pode
representar uma fonte adicional de cadmio que pode ser igual ou maior que a da
dieta (WHO, 2000).

A agua contém concentragcbes relativamente baixas de cadmio,
normalmente entre 0,01 — 1 ug/L. Concentragdo de até 5 ug/L ja foi relatada
ocasionalmente e, em raras ocasides, até 10 ug/L. Em areas poluidas, a
concentragcao de cadmio pode ultrapassar 25 ug/L (WHO, 2000).

As menores concentragdes sdo encontradas em leite (perto de 1 pg/kg). A
concentracao de cadmio esta na faixa de 1 — 150 pg/kg em carne, peixe e frutas
e, na faixa de 10 — 300 ug/kg em alimentos como trigo, arroz e batata. As maiores
concentragdes (100 — 1000 ug/kg) sao encontradas em figado e rins de mamiferos
e em certas espécies de mexilhdes, vieiras e ostras. Quando crescem em solo
poluido com cadmio, algumas plantas, como o arroz, podem acumular grandes
concentragdes do metal (maior que 1000 ug/kg). Assim, para os néo fumantes, os
alimentos constituem a principal fonte ambiental de cadmio (WHO, 2000).

A ingestao diaria média através dos alimentos em paises europeus € nos
Estados Unidos esta entre 15 — 25 ug, podendo variar de acordo com a idade e
habitos alimentares. No Japdo, a média de ingestdo esta entre 40 — 50 ug, mas
pode ser bem maior em areas contaminadas (WHO 2000).

Foi demonstrado que 50% dos ions cadmio presente no organismo humano

se localizam nos rins, 15% no figado e 20% nos musculos. O rim é o 6rgao alvo e
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o efeito principal do cadmio é a lesao renal (TAVARES & CARVALHO, 1992). Os
efeitos de exposicdo sub-aguda, através da dieta ou de fontes ambientais,
normalmente refletem sobre o rim como efeito de uma alta carga toxica, e
possivelmente também sobre o esqueleto. A retengdo de cadmio nos tecidos
corpéreos esta relacionada com a formacdo de cadmio-metalotioneina, um
complexo de cadmio-proteina de baixo peso molecular (OMS, 1998). Um exemplo
do potencial toxico do cadmio esta na doenca “ltai-itai”, sindrome observada em
mulheres antes e apds a Segunda Guerra Mundial no Japao (OMS, 1998). A
ingestdao de cadmio através dos alimentos e bebidas pode resultar rapidamente
em sintomas como nausea, dores abdominais e de cabeca. Diarréia e choque
podem ocorrer. Cerca de 15 mg/L de cadmio em um liquido sdo suficientes para
causar tais sintomas. Além dos danos renais, o envenenamento por cadmio pode
levar a uma doenga nos 0ssos que os tornam quebradigos, podendo causar
colapso do esqueleto. Evidéncias indicam que a exposicdo ao cadmio pode
resultar em niveis mais elevados de cancer na populagdo que o normal. Efeitos
teratogénicos tém sido relatados (REILLY, 1991). Em 1993, a IARC (International
Agency for Research on Cancer) classificou o0 cadmio e seus compostos como
grupo 1 de carcinbgenos humanos, tendo concluido que existiam evidéncias
suficientes de que o cadmio é cancerigeno para humanos e animais. A evidéncia
da carcinogenicidade em humanos foi baseada principalmente na observacgao da
excessiva mortalidade por cancer no pulméao entre trabalhadores de uma industria
“recuperadora” de cadmio nos Estados Unidos e em industrias de processamento

de cadmio no Reino Unido (WHO, 2000).



Em 1988, o “Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives”
(JECFA) estabeleceu a ingestado semanal toleravel provisoria (PTWI) para cadmio
como sendo 7 pg/ kg de peso corporeo (p.c.)/ semana, aplicavel tanto para adultos
como para bebés e criangas. Em adigdo, o JECFA estimou a ingestdo de cadmio,
pela dieta, sendo aproximadamente 1 - 4 ug/ kg p.c./ semana e reconheceu que
‘existe somente uma pequena margem de seguranga entre a exposi¢ao normal
pela dieta e a exposigcdao que produz efeitos deletérios”. Consequentemente, o
JECFA recomendou que niveis de cadmio nos alimentos e o total na dieta
deveriam ser continuamente monitorados e nao poderiam aumentar (GALAL-
GORCHEV, 1993). O mesmo valor de PTWI tem sido mantido até o presente

(WHO, 2004)

1.2. Chumbo

No século XVI, Georgius Agricola, em “De Re Metallica”’, descreveu o
chumbo como um metal “mortal e nocivo”. Em 400 a.C., Hipdcrates descreveu
uma doenca a qual chamou de saturnismo, com sintomas que iam de cdlica a
paralisia, que ocorreu em homens que trabalhavam com chumbo (REILLY, 1991).

O chumbo é um elemento poluente comum principalmente devido a sua
abundancia natural e sua ampla utilizagdo industrial (FALOMIR et al., 1999). A
utilizagdo do chumbo pode ser classificada em dois grupos: primeiro como metal e

segundo como composto quimico. Exemplos da utilizagdo mundial deste elemento



sdo as baterias de chumbo (acumuladores elétricos para carros), luzes de
emergéncia, tintas e esmaltes para ceramicas (REILLY, 1991).

A presenca de chumbo nos encanamentos de agua de casas antigas foi
considerada fonte importante de exposicdo para o homem, particularmente em
regides com “agua mole” (pH baixo). Em certas areas, casas pintadas com tintas
contendo chumbo em sua composicdo poderiam ser uma fonte a mais de
exposicao, assim como soldas, ceramicas esmaltadas, cosméticos e
medicamentos (WHO, 2000).

As principais fontes de exposicdo ao chumbo para o homem sao o ar, a
agua e os alimentos. Cerca de 30 — 50 % das particulas inaladas séo retidas no
sistema respiratorio. A concentracdo de chumbo em agua potavel e de lengdis
freaticos varia de 1 pg/L a 60 ug/L. Esta exposi¢cao € considerada baixa quando
comparada com a exposi¢cao através dos alimentos. Muitos estudos mostraram
que a ingestdao de chumbo pelo homem através dos alimentos varia entre 100 —
500 ug/dia para um adulto. O principal “passo” onde o chumbo atmosférico entra
na cadeia alimentar é através de contaminagao foliar das plantas (deposigao)

(WHO, 2000).

Os sintomas de envenenamento por chumbo compreendem danos aos
sistemas hematopoético, nervoso, gastro-intestinal e renal. Os sintomas sub-
cronicos incluem a interferéncia na sintese de hemoglobina. No sistema nervoso
central ocorre deterioragdo acompanhada de comportamento agressivo ou

hipercinético. Condigdo renal crénica pode resultar de exposigdo regular e



prolongada em consequéncia de pequenas, porém frequentes, ingestdes de
chumbo (REILLY, 1991).

A encefalopatia causada pelo chumbo pode ocorrer em criangas com alta
exposicdo ao chumbo, provavelmente com niveis sanguineos de 80 ug/dL ou
maiores. Os sintomas iniciais incluem letargia, vOmito, irritabilidade, perda de
apetite e tontura, progredindo para uma condi¢do denominada ataxia e em um
nivel reduzido de consciéncia que pode levar ao coma e a morte. As criangas que
se recuperam de uma encefalopatia causada pelo chumbo apresentam com
frequéncia sequelas tais como retardamento mental, epilepsia e neuropatia 6tica
com cegueira em alguns casos (PERLSTEIN & ATALA, 1966). Uma correlagdo
altamente significativa foi relatada entre a presenga de chumbo na faixa de
5 — 20 ug/dL de sangue de criangas e a reducao na resposta a testes cognitivos. O
mais preocupante nestes estudos é o fato de que mesmo em concentragdes
baixas no sangue, 10 pg/dL Pb, efeitos danosos por parte deste metal séo
observados (BELLINGER et al, 1986; NEEDLEMAN & GATSONIS, 1990;
WINNEKE et al., 1990).

Os efeitos téxicos do chumbo sobre o rim s&o de dois tipos: (a) disfungéo
tubular renal reversivel que ocorre principalmente em criangas com exposi¢cao
aguda ao chumbo e normalmente associada a efeitos no sistema nervoso central,
(b) nefropatia intersticial crénica irreversivel. A nefropatia cronica causada pelo
chumbo é mais comum apds periodos prolongados de exposigdo industrial
(GOYER & RHYNE, 1973). A anemia causada pelo envenenamento por chumbo

resulta de dois efeitos basicos: ciclo de vida do eritrocito diminuido e prejuizo da
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sintese de heme. O ciclo de vida diminuido da hemacia é provavelmente
consequéncia da fragilidade mecéanica aumentada da membrana celular (OMS,
1998).

A maior parte do chumbo acumulado no corpo humano esta localizada nos
ossos (esqueleto), um sitio que permite longa estocagem do chumbo, com tempo
de vida médio de 20 anos. Trés principais condi¢des fisioldgicas podem ocasionar
a desmineralizagdo dos 0ssos: a gestacao, a lactagao e a osteoporose. Durante a
gestacéao e a lactagdo a mulher sofre uma perda de mais de 10% do conteudo dos
0ssos e pode ocorrer a liberagao do chumbo (SALEH et al., 1996). Um organismo
com baixos niveis de calcio e ferro sofre os efeitos toxicos do chumbo com mais
intensidade que um organismo bem nutrido, por permitir uma maior difusdo do
chumbo através dos tecidos moles do corpo. O chumbo, por sua vez, atravessa a
barreira placentaria, podendo, portanto, atingir o feto (IDF, 1992; WHO, 2000).

Ha indicagbes particularmente fortes de que bebés e criangas pequenas
devam ser considerados grupos de alto risco se a exposi¢ado ambiental ao chumbo
for excessiva (LIN-FU, 1973). Segundo a WHO (2000), criangas de até 6 anos de
idade constituem a populagdo de maior risco de exposigdo ao chumbo por uma
série de motivos. Entre os fatores de exposi¢cao estdo habitos comportamentais
(levarem a boca méo suja e objetos), ingestdo de maior quantidade de agua por
unidade de peso corpéreo que os adultos e grande prevaléncia de deficiéncia de
vitamina D a qual aumenta a absor¢do de chumbo. Os estudos em criangas
pequenas, com uma histéria de exposigcdo constante, mostraram que elas
absorvem e retém substancialmente mais chumbo ingerido do que adultos, cerca

de 40 a 50% quando comparado com uma absor¢ao de 10 a 50% nos ultimos
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(ALEXANDER et al., 1973 e 1974; EPA, 1986). Comparagdes no metabolismo de
chumbo em animais experimentais imaturos e adultos mostram fendmenos
idénticos e também indicam diferencas na distribuicdo de chumbo nos animais
jovens, onde a retengdo no cérebro € pelo menos 10 vezes maior do que em
adultos (WHO, 1977; KOSTIAL, 1983).

Em 1972, o JECFA estabeleceu a ingestdo semanal toleravel provisoria
para chumbo como sendo 50 ug/ kg peso corpéreo/ semana para adultos. Esta foi
re-confirmada pelo JECFA em 1978. Em virtude do especial interesse em bebés e
criancas, o JECFA mais tarde avaliou o risco a saude deste segmento da
populagao e a reduziu para 25 ug/ kg peso corporeo/ semana (GALAL-GORCHEV,

1993). Este valor foi reavaliado em 1999 e é mantido até hoje (WHO, 1999).

1.3. A contaminagao do leite humano e de alimentos infantis por elementos

metalicos, especialmente por cadmio e chumbo

Compostos metalo-orgénicos e inorganicos sao encontrados na fragéo
aquosa do leite. Em contraste, residuos de pesticidas estdo associados com a
fracao lipidica do leite humano. Os valores médios para chumbo em leite humano
em paises industrializados estédo entre 5 e 20 ug/L (JENSEN & SLORACH, 1991).
No entanto, em regides com poluicdo ambiental, valores 20 vezes mais altos
podem ser observados. Dados sobre a concentracdo de cadmio, no entanto, séo

mais raros e tém indicado uma meédia inferior a 2 ug/L (JENSEN & SLORACH,
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1991). Em 1999, o JECFA produziu um estudo sobre chumbo onde recomenda um
limite maximo de 20 ug/kg de chumbo para leite e seus produtos (FAO, 1999).
SALEH et al. (1996) investigaram a quantidade de chumbo no leite de
mulheres que viviam em 20 regides diferentes do Egito. As amostras que se
mostraram mais contaminadas eram de mulheres que residiam nas cidades de
Alexandria, Assiut e Cairo. A concentracdo média de chumbo foi 49,2 ug/L em
Alexandria, 101,4 ug/L em Assiut e 66 ug/L na cidade do Cairo. Os autores
atribuiram as altas concentragdes de chumbo a utilizacdo de anti-detonante a
base de chumbo na gasolina, ao consumo de agua contaminada e a inalagcéo de
poeira e fumaga de cigarro. Note-se que a gasolina como fonte de chumbo tem
desaparecido a medida que os paises vém proibindo seu uso no combustivel.
TRIPATHI et al. (1999) avaliaram a incidéncia de cadmio e chumbo em leite
humano, em produtos derivados do leite e em alimentos infantis na india. Os
valores encontrados para cadmio foram bem baixos (0,07- 0,10 npg/L) e a
concentragdo média de chumbo nas amostras de leite bovino foi menor (1,70 ug/L)
que a encontrada nas amostras de leite humano (1,90 pg/L). As concentragdes
encontradas em alimentos infantis variaram entre 39,5 e 77,77 pg/kg para o
chumbo e entre 0,45 e 17,7 ug/kg para o cadmio. Os autores ainda estimaram a
ingestao diaria de Cd e Pb para bebés (de 6 a 12 meses de idade) da cidade de
Mumbai (india) que consumiam leite e alimentos infantis. Os valores estimados
foram 1,1 ug/kg peso corpoéreo/dia para chumbo e 0,01 ug/kg peso corporeo/dia

para cadmio.
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CONI et al. (2000) realizaram um estudo determinando a concentracéo de
elementos tracos, entre eles Cd e Pb, em leite maduro de mulheres residindo na
cidade de Turim, Italia. Os valores médios encontrados foram 0,8 ng/mL (ug/L) e
13 ng/mL (ng/L) para cadmio e chumbo, respectivamente. Os valores encontrados
sdo mais altos que os encontrados por TRIPATHI et al. (1999) em leite de
mulheres da india.

Nenhuma correlagao foi encontrada entre a ingestao de alcool, fumo, idade
materna e numero de filhos com o nivel de chumbo no leite. Por outro lado, uma
correlagao significativa foi encontrada entre niveis de chumbo encontrados no
sangue de bebés e os niveis encontrados no leite de suas maes (RABINOWITZ et
al., 1985).

Um estudo conduzido durante oito anos em paises europeus (Polbnia,
Alemanha e Inglaterra) mostrou que a ingestdo de chumbo por bebés e criangas
de até 12 anos excedia a ingestdo semanal toleravel provisoria (PTWI)
recomendada pelo JECFA (25 ug/ kg peso corpoéreo (p.c)./semana) na Alemanha
(27 ng/ kg p.c./semana) e na Polbénia (28 ug/ kg p.c./semana), mas ndo na
Inglaterra (12 ug/ kg p.c./semana). O estudo conclui que a ingestdo de chumbo
por criangas pequenas e bebés foi devido principalmente a contaminagao da agua,
ao uso de alimentos enlatados com solda contendo chumbo ou residéncia em
areas industriais (GALAL-GORCHEYV, 1993).

No Brasil ndo existem dados sobre os niveis de cadmio e chumbo em leite
humano. Em alimentos infantis, os dados existentes s&o extremamente escassos.

Por outro lado, os niveis de cadmio e chumbo em alimentos consumidos por
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adultos, tem sido objeto de estudo (SAKUMA et al., 1989; FAVARO et al., 1994).
Os niveis de chumbo e cadmio foram dosados em 218 amostras de leite in natura
e pasteurizado, no Vale do Paraiba (SP), em virtude da contaminacdo ambiental
existente naquela area. Quarenta e trés amostras apresentaram concentragdes de
chumbo acima do limite da legislacao brasileira que € 0,05 mg/kg (OKADA et al.,

1997).

1.4. Métodos analiticos para determinagao de cadmio e chumbo

Elementos metdlicos, como o cadmio e o chumbo, sdo encontrados
normalmente ao nivel de tragos. Determinagcbes ao nivel de sub ug/mL ou ug/L
caem fora dos limites de deteccdo dos métodos que empregam espectrometria de
absorgcao atbmica com atomizagdo em chama (FAAS), de emissdo em chama ou
mesmo de emissdo em plasma induzido (ICP), sem uma etapa de concentragéo
prévia da amostra. A espectrometria de absor¢cdo atbmica com atomizacao
eletrotérmica (ETAAS) oferece, no entanto, uma sensibilidade adequada para
determinacgdes de elementos metalicos presentes ao nivel de tragcos em amostras
biolégicas, sem necessidade de uma etapa prévia de concentragdo (MILLER-IHLI,
1988 e 1989; TAYLOR et al., 1993). Outras técnicas, como ativagdo de néutrons
(NAA) e fluorescéncia na faixa de raios-X (XRF), apesar de sensiveis, ndo chegam
a atingir os limites de detec¢cdo de ETAA (TAYLOR et al., 2000). A espectrometria
de massas com fonte de plasma indutivamente acoplada tem mostrado

sensibilidade ao nivel de pg/g e abaixo (MURR, 2003-2005) Além disso, a
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instrumentacdo envolvida e sua operagao sido muito mais dispendiosas que a

ETAAS e raras nos laboratorios brasileiros.

1.4.1. Espectrometria de absorcao atdbmica com atomizacao eletrotérmica

(ETAAS) em forno de grafite

A atomizacéao eletrotérmica em forno de grafite exige a otimizagdo de uma
série de condigdes que incluem aquecimento rapido, atomizagdo em plataforma,
interrupcédo do fluxo de gas inerte durante a atomizagdo, um periodo de
resfriamento da plataforma antes da atomizagdo, o emprego de modificadores
quimicos, o uso de corretor com efeito Zeeman para a absorgédo nao especifica e
integracdo da absorbancia em relagdo ao tempo (WELTZ, 1985; ELLEN & VAN
LOON, 1990; HASWELL, 1991).

A determinacdo de elementos metalicos em amostras complexas por
espectrometria de absorgdo atdémica (AAS) geralmente requer a destruicdo da
matriz da amostra para a obtengdo de uma solugdo do analito apropriada para a
analise. A anadlise direta da amostra por ETAAS oferece muitas vantagens sobre
os procedimentos convencionais de abertura de amostras por via umida ou seca,
tais como, reducdo do tempo de preparo da amostra, eliminagdo de possiveis
perdas do analito através de volatilizagdo previamente a analise, eliminagado de
perdas devidas a retengao por residuos insoluveis e, finalmente, eliminagcado de
contaminagao da amostra durante seu preparo (FALOMIR et al., 1999).

A determinacéao direta em forno de grafite de elementos metalicos em leite,
como o cadmio e o chumbo, tem sido relatada por alguns autores (NARRES et al.,

1985; FALOMIR et al., 1999). Nestes casos, devido a facilidade de separagao das
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fases lipidica e aquosa do leite ndo pasteurizado, o uso de um tensoativo como
Triton® X-100 tem sido recomendado pelos autores para garantir a
homogeneidade da amostra durante sua introdugdo na plataforma de L'vov. Em
leite e alimentos lacteos, o uso de suspensdes (“slurries”) combinando agua
oxigenada, acido nitrico, fosfatos e etanol tem sido relatado (VINAS et al., 1999).
Elementos metalicos como cadmio, chumbo e fluor foram determinados em leite e
em férmulas lacteas para bebés por ETAAS apdés digestao parcial com HNO3 com
adicao prévia de acido citrico (DABEKA & McKENZIE et al., 1992).

Entre os modificadores quimicos para cadmio e chumbo estdo o paladio e
misturas deste com nitrato de aménio ou nitrato de magnésio. Estes modificadores
foram usados em alimentos e matrizes biolégicas diversas (MOREIRA et al., 1995;
LIMA et al., 1998). Um melhor desempenho tem sido atribuido a combinagdes de
paladio e nitrato de magnésio (MOREIRA et al., 1995), resultados que coincidem
com os de SOARES & MORAES (2003) para cadmio e chumbo em cerveja. Na
analise de leite humano, o uso de paladio puro foi relatado por FALOMIR et al.
(1999).

VINAS et al. (2000) determinaram Se, Pb e Cd em alimentos infantis em
forma de puré por ETAAS. As amostras foram analisadas na forma de suspensodes
contendo 0,1 % (m/v) de Triton® X-100, 1 % (v/v) de &cido nitrico e 30 % (v/v) de
peréxido de hidrogénio. As suspensdes foram homogeneizadas por 5 minutos.
Uma aliquota de 20 uL foi injetada no forno de grafite e o modificador utilizado foi
o fosfato de amobnio bi-acido (NH4H,PO.) com diferentes porcentagens de

niquel (II). A linearidade das curvas de calibragcdo variou de 0 a 5 ng/mL para
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cadmio e de 0 a 60 ng/mL para chumbo. Os limites de detecgcado obtidos foram
0,4 ng/g para Cd e 3,4 ng/g para Pb. Chumbo nao foi encontrado em nenhumas
das amostras e os valores de cadmio variaram entre 5 e 10 ng/g.

ROCA de TOGORES et al. (1999) determinaram Cd e Pb em amostras de
cereais infantis por ETAAS. As amostras sofreram digestao por via seca a 450°C
por 24 — 48 horas. Uma aliquota de 20 uL foi injetada no forno de grafite sem
modificador quimico. Os valores de limite de detecgao foram 0,33 ug/kg para o Cd
e 14,9 ug/kg para o Pb. A linearidade das curvas de calibragdo para o cadmio foi
de 2 — 40 pg/L e para o chumbo 40 — 400 ug/L. A contaminagéo por chumbo
variou nas amostras de 26 a 306 ng/kg e para o cadmio variou de 4 a 36 ng/kg.

COLOGNESI et al. (1997) utilizaram um sistema de inje¢cao em fluxo para
pré-concentrar Cd e Pb com base na complexagao destes elementos com acido
1,2-dihidroxi-3,5-benzodissulfénico (Tiron®), formando um complexo carregado
negativamente, o qual foi retido em uma resina macroporosa trocadora de anions.
A determinacao de cadmio e chumbo em agua da cidade de Turim, Italia, agua de
mar e de lago da Antartida foi feita por ETAAS. O limite de detecgéo obtido para o
cadmio foi de 7 ng/L e para o chumbo de 9 ng/L. Os resultados obtidos para
amostras de agua da cidade de Turim foram de 218 ng/L para o chumbo e de
51 ng/L para o cadmio. Nas amostras provenientes da Antartida foram
encontrados 22 ng/L Pb enquanto o cadmio nao foi detectado nestas amostras.

LIMA et al. (1998) utilizaram ETAAS para determinar chumbo em amostras
de bebidas a base de frutas, mel e xaropes (70-75 % acgucar total e 30-25% de
umidade). Uma aliquota de 20 pL de amostra foi injetada no forno de grafite
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juntamente com o modificador (5 ug de paladio e 3 ug de Mg(NO3), ). O limite de
deteccédo obtido foi 7 ug/kg e a linearidade da curva de calibragdo extendeu-se até
20 pg/L. A amostra de suco em po que se apresentou mais contaminada foi a de
manga (69 ug/kg) e a menos contaminada foi a de limdo (< 7 ug/kg). Duas
amostras de mel foram analisadas, uma delas estava contaminada com 54 ug/kg e
a outra com < 7 ug/kg. Ja as duas amostras de xarope analisadas apresentaram
contaminacgao de 29 e 45 ug/kg.

VINAS et al. (1999) determinaram Pb e Cu em laticinios. As amostras foram
analisadas na forma de suspensdes contendo 50% de perdxido de hidrogénio, 1%
de acido nitrico, 0,5% de NH4H.PO, e 20% de etanol. Os limites de deteccao
foram 0,4 ug/L para o Cu e 2,4 ug/L para o Pb. A calibragdo com padrdées aquosos
foi utilizada para a quantificacdo destes elementos nas amostras. O nivel de

chumbo encontrado nas amostras variou de 9 a 237 ug/kg.

1.4.2. Analise por ativagao de néutrons

A técnica analitica de analise por ativacdo de néutrons (NAA) é utilizada
para a determinacao de elementos metalicos ao nivel de tragos em varios tipos de
amostras, entre elas, alimentos. A NAA requer o emprego de um reator nuclear
para sua utilizagdo. As amostras (secas e seladas em ampolas de quartzo) séo
irradiadas com um fluxo de néutrons térmicos no reator nuclear. Uma parte dos
elementos presentes nas amostras € convertida em radioisétopos. O tipo e a

energia da radiacdo e a velocidade de “decaimentos” sdo caracteristicas
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especificas de identificacdo. A quantidade da radioatividade induzida ¢é
relacionada a quantidade dos elementos presentes nas amostras (REILLY, 1991).

FAVARO et al. (1994) determinaram elementos metélicos como arsénio,
cadmio, cromo, cobre, mercurio, antimbénio e selénio em diferentes dietas
regionais do Brasil por ativacdo de néutrons. Foram analisadas refeigcbes, como
almogo e jantar, do restaurante universitario da Universidade de Sao Paulo,
alimentos adquiridos em supermercados e feiras da cidade de Manaus e duas
regides do Estado de Santa Catarina. As amostras analisadas foram irradiadas por
8 horas sob um fluxo de néutrons térmicos de 10" n cm™s™. Apos a irradiacdo, as
amostras passaram por procedimentos diferentes, dependendo dos elementos
metalicos que iriam ser determinados. Para a determinacdo de cadmio, as
amostras foram transferidas para frascos Parr para digestdo com acido nitrico.
Apoés a digestdo, as amostras foram passadas por coluna de resina trocadora de
ions a base de diéxido de magnésio hidratado e submetidas a extragao de cadmio
na forma de complexos com dietilditiocarbamato. As concentragbes médias, em
base seca, apods 4 determinagdes, de cadmio foram < 30 ug/g para amostras do
restaurante universitario, < 73 ug/g para amostras da cidade de Manaus,
21 + 4 ng/g para Santa Catarina 1 e 24 + 5 ug/g para Santa Catarina 2. O trabalho
avaliou a ingestédo diaria de todos os elementos metalicos determinados. Para
cadmio o valor mais elevado de ingestdo diaria foi o da cidade de Manaus,
31,5 pg/dia.

GARG et al. (1993) realizaram um estudo comparando os niveis de

elementos metalicos constituintes e contaminantes em leite humano (colostro),
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leite de animais (vaca, bufala e cabra) e leite em pd destinado a criangas e
adultos. Todas as amostras foram irradiadas sob fluxo de 10" ncm?s™. Apés a
irradiacdo, estas passaram por extracdo radioquimica. Os valores médios de
cadmio em colostro variaram entre 0,40 e 0,50 ng/g. A concentracdao média de
cadmio foi de 0,81 ng/g em leite de vaca, 0,76 ng/g em leite de bufala e de
0,54 ng/g em leite de cabra. Para leite em p6 para criangas os valores médios de

cadmio foram de 0,61 ng/g e para leite destinado a adultos, 0,62 ng/g.

1.4.3. Espectrometria de absor¢ao atdomica com atomizagdao em chama

Os métodos que empregam espectrometria de absorgdo atdmica com
atomizacdo em chama apresentam limites de deteccdo altos e por isso ndo sido
indicados para determinagdes de elementos metalicos ao nivel de sub ug/mL ou
ug/L. Portanto, € necessaria uma etapa prévia de concentragdo dos elementos.
Uma das técnicas mais utilizadas para esta etapa de concentragao é o sistema de
injecdo em fluxo com pré-concentracdo em colunas com resinas trocadoras de
ions ou quelantes.

ALEIXO et al. (2004) desenvolveram e validaram um método empregando a
injecdo em fluxo e a espectrometria de absorgdo atbmica com atomizagdo em
chama na determinagdao de cadmio e chumbo em alimentos. As amostras foram
analisadas na forma de suspensao a 2% (m/v), preparadas através de extragao

assistida por ultrassom. Os limites de detecg¢ao obtidos foram 0,65 ug/L para o

cadmio e 32 ug/L para o chumbo, correspondendo a 0,033 ng/g e 1,6 ug/g de
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cadmio e chumbo, respectivamente nas suspensdes. A faixa linear se extendeu
até 50 ug/L e 1,0 mg/L para cadmio e chumbo, respectivamente.
ENRIQUEZ-DOMINGUEZ et al. (1998) utilizaram um sistema de injecéo em
fluxo com pré-concentracdo em resina quelante (acido poliaminofosfénico) na
determinacdo de cadmio em mexilhdes por espectrometria de absorcdo atébmica
com atomizagcdo em chama. Esta combinagdo de técnicas resultou em limite de

deteccédo de 0,56 ug/L para 3,4 mL de amostra digerida.

1.4.4. Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplada

A combinacgéo das técnicas de emissao atdmica em plasma induzido (ICP)
e espectrometria de massas (MS) tem sido muito utilizada na determinagédo de
elementos metalicos em varias matrizes alimentares e fluidos bioldgicos.

A técnica de ICP-MS é uma das técnicas mais empregadas na
determinacdo de elementos metalicos presentes em tragos, oferecendo uma
analise multi-elementar além de excelente sensibilidade e exatiddo. A técnica, no
entanto, esta sujeita a interferéncias espectrais e ndo espectrais que nado podem
ser resolvidas com um quadrupolo de baixa resolucao e que levam a valores altos
de “background” equivalentes muitas vezes as concentragdes de muitos
elementos como Fe, Co, As, Cr, Se e V. Isto se torna crucial quando as
interferéncias espectrais variam com mudang¢a de matriz de amostra. O emprego
de espectrébmetro de massas com setor de campo de alta resolugédo (HR-ICP-

SFMS) permite alta resolugdo para cada elemento sob investigagdo e com
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separagao adequada dos picos de interesse e interferéncia separados
(PROHASKA et al., 2000).

CONI et al. (2000) analisaram leite de mulheres residindo na cidade de
Turim, Italia, e vizinhanga. Estes autores combinaram cromatografia por exclusao
e ICP-MS com quadrupolo de alta detec¢ao (Q-ICP-MS) para a especiagao de
elementos tracos em leite humano. A combinagdo de técnicas possibilitou a
obtencao de limites de detecgéo de 0,02 ng/mL para cadmio e chumbo. Os valores
médios encontrados nas 30 amostras analisadas foram 0,8 ng/mL para cadmio e
13 ng/mL para chumbo.

PROHASKA et al. (2000) determinaram elementos tragos, entre eles Cd e
Pb, em leite humano e formulagdes infantis por HR-ICP-SFMS. Ainda empregaram
um nebulizador microconcéntrico em combinagdo com uma membrana de
desolvatagcdo para aumentar o sinal de interesse e diminuir as interferéncias. Os
limites de detec¢cdo em leite humano foram 0,07 ng/g e 0,27 ng/g para cadmio e
chumbo, respectivamente. Ja em leite em pd (formulagdes infantis), o limite de
deteccdo para cadmio foi 0,33 ng/g e para o chumbo 1,3 ng/g. As amostras
analisadas neste trabalho ndo apresentaram contaminagdo por cadmio ou
chumbo.

HO & JIANG (2002) determinaram Cr, Zn, Cd e Pb em leite em p6. Os
autores introduziram a amostra na forma de suspensao e utilizaram vaporizagao
eletrotérmica da amostra, a qual € comumente associada a ICP-MS. A suspenséao
das amostras possuia em sua concentragao final 0,5% (m/v) de acido ascérbico,

0,5% (v/v) de Triton® X-100 e 1% (v/v) de &cido nitrico. A suspensdo passou por
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uma cela de reacgao, foi vaporizada eletrotermicamente e a seguir introduzida no
ICP-MS. Os limites de deteccao obtidos foram 0,2 ng/g e 2 ng/g para cadmio e
chumbo, respectivamente.

RIVERO MARTINO et al. (2001) empregaram ICP-MS com focagem dupla
para investigar como os elementos metalicos, constituintes e contaminantes, se
distribuiam em leite humano, em leite bovino UHT, em leite bovino sem tratamento
térmico e em formulagdes lacteas. O limite de detec¢ao do cadmio foi 0,25 ug/L e
do chumbo 0,92 ng/L. A amostra de formulagdo com contaminagdo mais elevada
continha 0,71 ug/L de cadmio e 5,6 pug/L de chumbo. Os autores determinaram
ainda elementos metalicos em leite desnatado e soro de leite das mesmas
amostras. De acordo com os dados obtidos, o processo de desnatacido dos varios
tipos de leite diminui a concentragdo de cadmio e chumbo. O soro de leite

proveniente de cada tipo de amostra ndo apresentou cadmio e/ou chumbo.

1.4.5. Voltametria de pulso diferencial

As técnicas voltamétricas como voltametria de varredura anddica (ASV),
voltametria de varredura catédica (CSV), polarografia de pulso diferencial (DPP) e
mais recentemente a voltametria de absor¢do (AV) empregam instrumentagéo
relativamente barata e sdo capazes de determinar elementos tragos e ultra tragos
com exatid&do, além de demonstrar habilidade para determinagdes multi-elementar
(INAM & SOMER, 2000).

QUEIROLO et al. (2000) realizaram um trabalho bastante amplo

determinando arsénio, cadmio e chumbo em vegetais cultivados nos vales
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Andinos do norte do Chile. Esta regido foi estudada por possuir forte atividade
vulcanica. Cadmio e chumbo foram determinados por voltametria de varredura
anddica com pulso diferencial (DPASV) e arsénio foi determinado por ativagao de
néutrons. Os resultados demonstraram alta contaminagao por Pb (94,4 ng/g) e
cadmio (40 ng/g) em casca de batata. Arsénio foi encontrado em altas
concentragdes em milho (1848 ng/g) e em batata (864 ng/g) na regido de Socaire,
local de maior produgao agricola da regido estudada.

INAM & SOMER (2000) determinaram chumbo e selénio em amostras de
leite bovino, por DPASV, provenientes de trés cidades (Ankara, Samsun e lzmir)
da Turquia. Os niveis médios encontrados para chumbo foram 32,4 ug/L em
Ankara, 59,2 ng/L em Samsun e 22,1 ug/L em Izmir. Os autores relatam que o
leite da cidade de Samsum foi amostrado em uma fazenda préxima a uma rodovia
de grande trafego, por isso seu valor maior de Pb.

LOCATELLI & TORSI (2003) determinaram Cu, Pb, Cd e Sb em amostras
de farinhas de trigo e milho. As amostras foram digeridas com HCI por 3 horas, a
130°C e analisadas por DPASV. Os limites de deteccao obtidos foram 0,009 ug/g
para o cadmio e 0,032 ug/g para o chumbo. Os valores médios encontrados nas
amostras variam de 0,05 a 0,08 ug/g para cadmio e 0,24 a 0,77 pg/g para

chumbo.
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Capitulo 2

OTIMIZAGAO DAS CONDIGOES DE DETERMINAGAO DE CADMIO E
CHUMBO EM LEITE HUMANO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO
ATOMICA COM ATOMIZAGAO ELETROTERMICA E LEVANTAMENTO DA
INCIDENCIA DESSES ELEMENTOS METALICOS EM LEITE HUMANO DA

CIDADE DE CAMPINAS, SP.
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RESUMO

Para a determinagdo de chumbo e cadmio em leite humano por
espectrometria de absorcdo com atomizagao eletrotérmica em forno de grafite
foram estudadas as seguintes variaveis: tipo de modificador quimico, proporcéo e
concentracdo do tensoativo Triton® X-100 e programacao de temperatura do forno
de grafite. Maior sensibilidade foi obtida com o modificador NH4sH,PO4 4% e o
tensoativo Triton® X-100 na proporcdo de 1:1 (amostra:Triton® X-100) na
concentragcdo de 0,5% (v/v). Nestas condicbes e com a programacgao de
temperatura otimizada, os limites de deteccdo foram 0,2 ug/L para cadmio e
0,4 ug/L para chumbo, a recuperagao foi de 102% para o chumbo e 94% para o
cadmio e a repetibilidade foi de 10% e 13% para o chumbo e para o cadmio,
respectivamente. Setenta e uma amostras de leite humano, provenientes de
doadoras da cidade de Campinas, SP, foram analisadas. Destas amostras,
nenhuma estava contaminada com cadmio e apenas duas estavam contaminadas

com chumbo, nas concentragdes de 44 + 5 e 53 + 4 ug/L.
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2.1. INTRODUGCAO

Elementos metalicos, como o cadmio e o chumbo, uma vez absorvidos pelo
organismo, nao sao completamente eliminados, provocando alteragbes
metabdlicas com redugao de tempo de vida e de capacidade de trabalho nos
individuos expostos.

A variagao na ingestao de contaminantes através de alimentos é resultado
de diferentes habitos alimentares e de varios tipos de exposicdo ambiental. O
tabagismo e o ar urbano aumentam a exposi¢ao ao chumbo e ao cadmio e este
fato deve ser levado em consideracdo quando se avalia a ingestdao destes
elementos através da alimentacdo (PATRIARCA et al., 2000; LOUEKARI et al.,
1989).

Durante a gestacdo e a lactacdo, o cadmio e o chumbo podem ser
transferidos da mé&e para a progénie através da placenta ou do leite. O leite
humano, por sua vez, reveste-se de importancia crucial por servir de alimento a
recém-nascidos (OMS, 1998).

O cadmio e o chumbo sido encontrados normalmente em tracos.
Determinagdes ao nivel de sub ug/mL ou ug/L ficam fora dos limites de detecgao
dos métodos que empregam espectrometria de absorgao atbmica com atomizagao
em chama, emissdo em chama ou mesmo emissdo em plasma induzido, sem uma
etapa de concentracédo prévia da amostra. A espectrometria de absor¢cdo atémica
com atomizagao eletrotérmica (ETAAS) oferece, no entanto, uma sensibilidade
adequada para determinagcdes de elementos metalicos presentes em baixas

concentragbes em amostras bioldgicas, sem necessidade de uma etapa prévia de
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concentracao (MILLER-IHLI, 1988 e 1989; TAYLOR et al., 1993). Além disso, a
instrumentacao envolvida em ETAAS € menos dispendiosa e mais comum
laboratérios nos brasileiros que outras técnicas como emissdo em plasma induzido
acoplado a espectrometria de massas (ICP-MS), ativacdo de néutrons (NAA) e
fluorescéncia de raios-X (XRF) (TAYLOR et al., 2000).

Em amostras complexas, como alimentos, a determinacdo de elementos
metalicos por espectrometria de absorgdo atdmica (AAS) normalmente requer
uma etapa prévia de destruicdo da matriz da amostra para a obtengcdo de uma
solugéo do analito apropriada para a analise. A ETAAS oferece vantagens como a
analise direta da amostra, a redugao no tempo de preparado da amostra, a nao
volatilizacdo do analito previamente a analise, a nao retengcdo por residuos
insoluveis e a eliminacédo do risco de possivel contaminagdo da amostra durante
seu preparo (FALOMIR et al., 1999).

FALOMIR et al. (1999) e VINAS et al. (1999) realizaram analise direta de
elementos metalicos por ETAAS em leite (humano e bovino) e produtos lacteos.
Na analise de leite, devido a facilidade de separagao das fases lipidica e aquosa
do leite ndo pasteurizado, o uso de um tensoativo como Triton® X-100 &
recomendado para garantir a homogeneidade da amostra durante sua introdugéo
na plataforma de L'vov. O uso de suspensdes (“slurries”) combinando
agua-oxigenada-acido nitrico-fosfatos-etanol tém sido utilizadas na determinagéo
de cadmio e chumbo em leite e em alguns alimentos (VINAS et al., 1999). Outros

elementos metalicos foram determinados em leite e formulas lacteas para bebés
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por ETAAS apés digestdo parcial com HNO3; com adigao prévia de acido citrico
(DABEKA & McKENZIE, 1992).

Entre os modificadores quimicos para cadmio e chumbo estdo o paladio e
misturas deste com nitrato de aménio ou nitrato de magnésio. Um melhor
desempenho tem sido atribuido a combinag¢des de paladio e nitrato de magnésio
(MOREIRA et al., 1995), resultados coincidem com os de SOARES & MORAES
(2003) para cadmio e chumbo em cerveja. Na analise de leite humano, o uso de
paladio puro foi relatado por FALOMIR e colaboradores (1999). O modificador
mais popular e considerado quase que universal em ETAAS é o fosfato de aménio
monobasico (NH4sH,PO,) por ajudar a remover haletos e por estabilizar elementos
como o cadmio e o chumbo (SCHLEMMER & RADZIUK, 1999).

Os objetivos do presente trabalho foram otimizar um método para a
determinacdo de cadmio e chumbo em leite humano e avaliar a incidéncia de
cadmio e chumbo em leite humano de doadoras de clinicas e hospitais da cidade

de Campinas, SP.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Amostras

As amostras utilizadas foram obtidas através de hospitais e clinicas da
cidade de Campinas, SP, com permissao das nutrizes.

Participaram do estudo 71 nutrizes primiparas com idade entre 14 e 39
anos com pelo menos 30 dias de lactagdo e no maximo 90 dias, em regime de

aleitamento materno exclusivo e que preencheram os seguintes critérios: auséncia
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de intercorréncias importantes durante a gestacido, parto e puerpério; periodo
gestacional entre 38 e 42 semanas; gestacdo com concépto unico; peso do recém
nascido superior a 2500g; nao fumante; sem uso de medicamentos e suplementos
vitaminicos e eutréfica de acordo com o indice de Massa Corporal (>19 Kg /m?).
As nutrizes foram classificadas em trés grupos: Adolescentes (<19 anos)
de baixa condigdo socioecondmica (AdBCS); Adultas (>19 anos) de baixa
condigdo socioeconbmica; (ABCS) Adultas de alta condicdo socioecondmica
(AACS). Foram consideradas como de baixa condigdo socioeconémica (BCS), as
maes selecionadas em instituicbes publicas que atendem a populacdo carente e
de alta condicdo socioeconbmica (ACS), aquelas recrutadas em instituicoes

particulares.

Tabela 2.1: Amostras de clinicas e hospitais da cidade de Campinas.

Populagao Numero de
amostras
Nutriz adulta de alta condi¢do socioeconémica (AACS) 18
Nutriz adulta de baixa condigéo socioeconémica (ABCS) 24
Nutriz adolescente de baixa condigdo socioecondmica (AdBCS) 29

2.2.2. Coleta das amostras
As amostras de leite maduro (30 dias a trés meses poés-parto) foram
coletadas por expressdo manual de ambas as mamas, em diversos momentos, no

periodo da tarde para evitar variagdes promovidas pelo periodo do dia, obtendo-se
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assim um pool de leite com volume aproximado de 15 a 20 mL. A coleta foi feita
diretamente em frascos de polipropileno com tampa de rosca, previamente
lavados e imersos por 24 horas em detergente Extran® neutro, enxaguados com
agua deionizada e colocados em solugao de acido nitrico 10% por 24 horas. Apos
esse periodo, foram enxaguados repetidas vezes com agua deionizada e secos
em estufa a 40°C. As amostras foram conservadas a —20°C até o momento das

analises.

2.2.3. Reagentes

Padrdao de Cadmio (grau absor¢cdo atbmica, Carlo Erba), padrdao de
Chumbo (grau absorgdo atdbmica, Carlo Erba), acido nitrico 65% (Suprapur,
Merck), &cido cloridrico 37% (Merck), Triton® X-100 (J.T. Baker), fosfato de
amonio monobasico - NH4H,PO4 (Nuclear), cloreto de paladio (II) 99,99%
(Aldrich), acetato de magnésio tetraidratado 99,99% (Aldrich), hidroxido de amdnio

- NH4OH (Merck).

2.2.4. Equipamento

- Espectrometro de Absor¢cao Atémica: marca Perkin Elmer, modelo PC Zeeman
5100, com forno de grafite (modelo HGA 600) e amostrador automatico (modelo
HG 60). Nitrogénio ultra puro foi utilizado como gas de fluxo interno. A lampada
utilizada para cadmio foi a de catodo oco (HCL) com linha de ressonancia principal
228,8 nm. Para a determinagdo de chumbo, uma lampada de descarga sem

eletrodo (EDL) com linha de ressonancia principal 283,3 nm foi empregada.
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- Digestor infra-vermelho: modelo MA 4025 (Marconi)

- Potencidometro: modelo 320 pH meter (Mettler Toledo)

- Pipetas automaticas: Finnpipett de 40-200uL e 200-1000uL (Labsystem)
- Banho ultra-som: modelo SX 20 (Microssonic)

- Purificador de agua: Milli-Q Plus (Millipore)

2.2.5. Padroes

Os padrbées de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foram preparados com agua
deionizada (18 MQ cm, MilliQ), conforme a indicagdo do fabricante. A
concentragéo final dos padrdes foi de 1000 mg/L.

Diariamente, eram preparadas as solugdes trabalho de Cd (10 e 20 ug/L) e
Pb (20, 40 e 80 ug/L) a partir de uma solugéo de concentragéo intermediaria de
10 pg/mL dos padrées mencionados acima. O diluente destas solugdes era HNO3

0,2%.

2.2.6. Modificadores quimicos

Solugdo 4% de fosfato de amdbnio monobasico - NH4H,PO4 - em HNO;
0,2%. Este modificador foi testado pois € um dos mais utilizados na determinacao
de varios elementos metalicos, inclusive Cd e Pb, sozinho ou em mistura com
outros reagentes.

Paladio-Nitrato de magnésio (FALOMIR et al., 1999): 150 mg de paladio
foram dissolvidos em 350 uL de HNO3 65% e entdo 150uL de HCI 37% foram

adicionados (solucédo A). Cem miligramas de acetato de magnésio tetraidratado
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foram dissolvidos em 500uL de agua deionizada (solugédo B). As solugdes foram
entdo combinadas em 60mL de agua deionizada, o pH foi ajustado a 7,0 com

NH4OH 25%. Levou-se ao volume de 100mL com agua deionizada.

2.2.7. Tensoativos

Foram testadas solugdes com concentracbes de 0,5% e 10% de
Triton® X-100 em HNOs 0,2% (NARRES et al., 1985). Estas solugdes de Triton®
foram utilizadas para se obter solugdes de amostras que ndo apresentassem
separacao de fases, problema muito comum em amostras de leite humano nao
pasteurizado. Também foram avaliadas as propor¢oes (1:5), (1:3) e (1:1) de

amostra:Triton® X-100.

2.2.8. Avaliagcao da programacgao do forno de grafite

Esta etapa do estudo fez-se necessaria, pois a programagao do forno
indicada pelo fabricante do equipamento ndo se mostrou adequada. Observou-se
que se a amostra ndo secasse antes da etapa de pirdlise, a mesma espirrava em
todo o forno, atingindo inclusive as janelas de quartzo. Em consequéncia da nao
adequacao da programacao de temperatura do forno de grafite, foram testadas
diferentes combinagdes de temperatura e tempo para as etapas de secagem e
atomizagdo da amostra. A Tabela 2.2 traz a programagao do forno de grafite
recomendada pelo fabricante do equipamento para a determinagao de cadmio

(Cd) e chumbo (Pb).
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Tabela 2.2: Programacgao do forno de grafite (recomendada pelo fabricante
do equipamento) para cadmio e chumbo

Etapa Temperatura Rampa | Tempo Fluxo de gas
(°C) (s) (s) interno (mL/min)

Secagem 120 1 60 300
Pirdlise 850 1 30 300
Resfriamento 20 1 15 300
Atomizacgao

Cd 1600 0 5

Pb 1800 0 5
Limpeza 2600 1 5 300

As combinagdes de tempo e temperatura testadas para a etapa de
secagem foram: 130°C por 80 s, 140°C por 80 s, 130°C por 90 s e 140°C por 90 s.

Apos os testes de programagao de temperatura na etapa de secagem,
verificou-se qual a melhor temperatura de atomizacao. O critério utilizado foi a
obtencdo da melhor (menor) massa caracteristica, ou seja, a que mais se
aproximava do valor sugerido pelo fabricante, e consequentemente a que gerasse
a melhor (maior) inclinagdo da reta. As temperaturas de atomizagdo do cadmio
testadas foram 1700, 1800 e 2000°C. O tempo de atomizagédo foi mantido o
mesmo para as temperaturas testadas, sendo o mesmo de 5 segundos.

Para a determinacdo de chumbo foram utilizadas as mesmas combinacdes
de temperatura e tempo na etapa secagem descritas para o cadmio. As demais

etapas foram mantidas, com excegdao da atomizacdo. As temperaturas de
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atomizagao testadas foram 1800 (recomendada pelo fabricante do equipamento),

2000 e 2200°C.

2.2.9. Controle de qualidade analitico

O controle de qualidade das analises empregou materiais de referéncia,
brancos e amostras contaminadas artificialmente. Cada série de amostras
analisada incluiu um branco, uma amostra contaminada artificialmente e uma
amostra de referéncia doméstica. Material de referéncia adquirido do “National
Institute of Standards and Technology” (antigo NBS), EUA, também foi utilizado
para validacdo do procedimento analitico. As amostras contaminadas
artificialmente permitiram monitorar possiveis perdas durante o tratamento das
amostras (recuperacgdo). O material de referéncia preparado no laboratoério foi
empregado para determinar a variagéo diaria nas medicoes.

Os materiais de referéncia certificados sofreram abertura convencional.
Foram analisados em triplicata e cada replicata foi acompanhada de branco
correspondente. Um grama do material certificado, Peach Leaves (NIST 1547) foi
pesado em tubo de 25 cm X 25 mm de borda reforgada. Foram adicionados 2 mL
de acido nitrico Suprapure (Merck) e a mistura foi deixada em repouso por uma
noite, apds leve agitacdo para misturar. No dia seguinte, a amostra foi deixada a
100 °C até a espuma desaparecer (cerca de 2 horas) no digestor por
infravermelho. A temperatura foi elevada para 150°C e a mistura foi digerida até
ficar clara. O tubo foi agitado periodicamente para a limpeza das paredes. Acido

nitrico foi reposto sempre que a amostra secava e enquanto a digestdo ainda n&o
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estava completa. Assim que a digestdo estava completa (solugdo clara e
transparente), a temperatura foi elevada para 200°C para secar a amostra. O
residuo foi dissolvido com acido nitrico 0,2%, transferido quantitativamente para
baldo volumétrico de 5 mL e o volume completado. As condi¢cdes de determinacao
de cadmio e chumbo nestas amostras foi a mesma utilizada para as amostras de

leite humano.

2.2.10. Limpeza de vidraria, recipientes plasticos e demais utensilios que
entram em contato com a amostra

Quando sujo, todo material era deixado de molho em solugédo de detergente
de laboratério por pelo menos 3 horas. Em seguida, este era enxaguado com agua
de torneira e depois agua destilada por 3 vezes. O material era entdo imerso em
solugdo de HNO3 10% (v/v) por 24 horas. Apds enxague por no minimo 7 vezes
com agua deionizada, o material era colocado para secar em posi¢éo invertida e

ao abrigo de poeira.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. Modificadores quimicos

Os modificadores quimicos, fosfato de amdnio e paladio-magnésio, foram
testados com solugdes padrdo de cadmio e chumbo. Nesta etapa do trabalho,
varias curvas de calibragdo foram sendo geradas para cada um dos
modificadores. Para a escolha do modificador quimico foram levados em

consideragdo: menor massa caracteristica, maior inclinagdo da curva de
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calibragdo e maior area integrada do pico de absorgcdo. Trés repeticoes foram
obtidas para cada ponto da curva.

Para o elemento chumbo, o fosfato de aménio gerou valores médios de
massa caracteristica de 16 pg (12 pg, valor tedrico) e para o cadmio 1 pg (0,5 pg,
valor tedrico). O uso de paladio-magnésio resultou em valores de massa
caracteristica de 22 pg e 1,5 pg para chumbo e cadmio, respectivamente. A area
integrada do pico de absorgéo dos elementos foi menor no segundo caso que no
primeiro. Consequentemente, as inclinagdes das curvas para paladio-magnésio
foram menores quando comparadas com as obtidas com fosfato de aménio. Além
do fosfato de amdnio produzir melhores resultados, este apresentou maior
facilidade no preparo e menor custo quando comparado ao paladio-magnésio.
Portanto, o fosfato de amédnio foi escolhido como modificador quimico no presente
trabalho.

Algumas dificuldades foram encontradas no preparo do modificador
paladio-magnésio. Primeiro, no preparo da solugdo A nem todo o metal, o paladio,
dissolveu e foi obtida um mistura de coloragdo marrom com precipitado. Ao
misturar as solugdes A e B, a solugdo resultante adquiriu coloragdo vermelho-
terra. O pH inicial dessa solugéo era 1,26 e foi acertado para pH 7 com NH,OH

25%. Apbs acerto do pH a coloragao da mistura passou para rosa translucido.
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2.3.2. Tensoativos

Duas concentragbes do tensoativo Triton® X-100 foram testadas, 0,5%
(SOARES & MORAES, 2003) e 10% (NARRES et al., 1985). A concentracao de
0,5% ja foi bastante utilizada em nosso laboratério em trabalhos anteriores.
Testou-se a concentragao relatada por NARRES e colaboradores (1985), por ter
sido usada especialmente em leite. Os ultimos autores n&o utilizaram modificador
quimico na determinagéo de elementos metalicos em leite.

As diferentes concentracdes 0,5% e 10% foram combinadas com as
diferentes proporgdes (1:5), (1:3) e (1:1) de amostra e tensoativo. Amostras
contaminadas artificialmente tanto com cadmio como com chumbo foram
empregadas, a fim de se verificar os efeitos sobre a atomizagéo (pico do padréo e
“background”). Apés a combinagdo da amostra contaminada artificialmente com as
solugdes de Triton® X-100, estas foram agitadas manualmente, com vigor, por 30
segundos. Depois eram colocadas nos tubos do amostrador e entdo analisadas.

Ambas as solugbes de tensoativo geraram resultados parecidos, mas a
solugdo de Triton® X-100 a 10% gerou um valor de background maior que o
gerado pela solugéo a 0,5%. A espuma que era formada durante a agitagao das
amostras demorava mais para desaparecer na solucdo de 10% que em 0,5%, o
que implicava em demora para iniciar a analise.

Diferentes proporgdes de amostra e tensoativo foram testadas em termos
da menor quantidade de tensoativo capaz de manter a amostra homogénea, sem
separacao das fases aquosa e lipidica. As trés proporgdes testadas (1:5), (1:3) e

(1:1) produziram resultados satisfatérios e todas mantiveram a amostra
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homogénea durante todo o tempo de analise. A repetibilidade foi verificada para
as trés leituras efetuadas em cada teste.

Os fatores menor diluigdo da amostra, desaparecimento mais rapido da
espuma formada e economia de reagente indicaram a concentragao de 0,5% de
Triton® X-100 em HNO3 0,2% na proporgédo de 1:1 (amostra:Triton® X-100) como
melhor opcao.

No procedimento otimizado, 1 mL de amostra (referéncia doméstica, ou
leite humano, ou referéncia certificada) foi pipetado e diluido com 1 mL de
Triton® X-100 0,5% em HNO3 0,2%. A mistura foi entdo agitada manualmente,
com vigor e colocada no tubo do autoamostrador. No autoamostrador, o
modificador NH4H,PO4 e a amostras eram aspirados e injetados no forno de

grafite. A programacao de temperatura utilizada esta descrita na Tabela 2.3.

2.3.3. Programacao do forno de grafite
Apos a realizagdo de todos os testes descritos no item 2.2.8., a melhor
programacgao do forno de grafite para a determinagao de cadmio (Cd) e chumbo

(Pb) esta descrita na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3: Programacao do forno de grafite para a determinacao de cadmio
e chumbo em amostras (referéncia doméstica, leite humano e
referéncia certificada)

Etapa Temperatura Rampa | Tempo Fluxo de gas
(°C) (s) (s) interno (mL/min)
Secagem 140 1 90 300
Pirdlise 850 1 30 300
Resfriamento 20 1 15 300
Atomizacéao
Cd 2000
Pb 1800
Limpeza 2600 1 5 300

Para escolha da melhor programacdo do forno de grafite visando
determinar cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em leite humano, foram conduzidos testes
utilizando primeiramente solucdes de padrdao. No caso de solucdo aquosa
(padrbes) a temperatura de 120°C foi adequada na etapa de secagem. No caso
das amostras, a secagem né&o foi eficiente e na etapa de pirdlise, a 850°C, a
amostra espirrava por todo o tubo de grafite, inclusive atingindo as janelas de
quartzo. Estas janelas, quando sujas, além de prejudicarem a repetibilidade das
analises, provocam aumento na absorcdo da radiagdo, super estimando os
valores de leitura. Nesta etapa da programacao, a melhor combinagédo foi a
temperatura de secagem 140°C e um tempo 90 segundos. As temperaturas de
atomizagdo foram testadas para verificar qual a melhor programagao

(temperatura x tempo) para o equipamento. Como mostra a Tabela 2.2, a melhor
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temperatura de atomizacgao para o Cd foi 2000°C. Esta temperatura € mais alta
que a especificada pelo fabricante que € de 1600°C. Ja para o chumbo n&o houve
aumento da sensibilidade aumentando a temperatura de atomizagdo e a
temperatura de atomizacao, indicada pelo fabricante, 1800°C, foi mantida.

Com a mudancga na temperatura de atomizagao dos elementos, foi testada
mais uma vez a eficiéncia dos modificadores para verificar se havia diferenga nos
resultados ja obtidos. Foi constatado que mesmo modificando a programacao de
temperatura do forno de grafite, o NH4sH,PO,4 continuou apresentando melhores

resultados que o modificador paladio-magnésio.

2.3.4. Controle de qualidade analitico

A amostra de leite bovino UHT sem adigdo de padrdo e ndo contaminada
naturalmente foi usada como amostra de referéncia doméstica. Esta amostra foi
analisada por dez dias consecutivos para a quantificacdo de Cd e Pb.

A recuperacao e a repetibilidade foram testadas na amostra de referéncia
doméstica artificialmente contaminada com cadmio (Cd) e chumbo (Pb). Para o
cadmio o nivel testado foi 6 pug/L e para o chumbo foi 80 pg/L. Os limites de
detecgcao e quantificacdo do meétodo foram calculados de acordo com as
recomendagdes da “AMERICAN CHEMICAL SOCIETY” (1980). A amostra de leite
bovino ndo contaminada e fortificada com padrao de Cd e Pb foi analisada 5 vezes
no forno de grafite. O desvio padrdo (SD) destas 5 leituras foi entdo calculado. O
limite de detecgao de cada elemento foi determinado como a menor quantidade

que gerasse um sinal trés vezes maior que o ruido (SD). O limite de quantificagdo
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foi determinado como a menor concentragdao que produzisse um sinal cinco vezes

maior que o limite de detecg¢do. Curvas de calibracdo externa foram construidas

para cada um dos elementos avaliados. Os resultados obtidos no controle de

qualidade analitico estao dispostos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Resultados do controle de qualidade analitico

Parametros Chumbo Cadmio
Linearidade (ug/L) 0-120 0-9
Limite de detecgao (ug/L) 0,4 0,2
Limite de quantificagdo (ng/L) 2,0 1,0
Recuperagéao (%) 80 ug/L 6 ug/L

102% 94%
Repetibilidade (%) 80 ng/L 6 ug/L

10% 13%
Massa caracteristica (pg) 16 1

A tabela 3, em ANEXOS, traz todos os valores de recuperagéo, para os niveis de 6 ug/L para

Cd e 80 ug/L para Pb, obtidos durante os testes e analise das amostras de leite humano.

A determinacdo de Cd e Pb na amostra de referéncia certificada Peach

leaves (NIST 1547) seguiu como descrito anteriormente no item 2.2.9. e os

resultados sdo mostrados na Tabela 2.5.

52



Tabela 2.5: Teores de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em amostra de referéncia
certificada (ARC)

ARC Valor encontrado (ug/g) Valor certificado (ug/g)
Cd Pb Cd Pb

Peach leaves 0,019 + 0,006 0,81+ 0,09 0,026 + 0,003 0,87 £0,03
(NIST 1547)

Todos os valores que geraram esta tabela estdo dispostos nas tabelas 1 e 2 em ANEXOS.

2.3.5. Avaliagao da presenca de cadmio e chumbo em leite humano

Setenta e uma amostras de leite humano maduro foram analisadas pelo
método descrito anteriormente. Um mililitro de cada amostra foi diluido com 1 mL
de Triton® X-100 0,5% em HNOs 0,2%. A mistura foi agitada manualmente, com
vigor, e colocada nos tubos do autoamostrador. No autoamostrador, 20 pL da
amostra eram colhidos juntamente com 10 uL de modificador e injetados no forno
de grafite. A programacao de temperatura do forno de grafite esta descrita na
Tabela 2.3. As amostras naturalmente contaminadas foram analisadas em
triplicata e cada replicata analisada em dias diferentes. Em cada série de amostras
foram utilizados branco dos padrdes, branco das amostras, amostra de referéncia
doméstica e um teste de recuperagao.

Nenhuma das amostras analisadas estava contaminada com cadmio e
apenas duas estavam contaminadas com chumbo, uma delas com 44 = 5 pg/L e
outra com 53 + 4 ug/L, ambas pertencentes a nutrizes adultas de baixa condigao
sécio-econdmica (ABCS). As duas doadoras eram empregadas domésticas, uma

delas possuia indice de massa corporal acima de 25 (sobrepeso) e outra na faixa
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de 20 — 25 (normal). A figura 2.1 traz os graficos de absorbancia com relagao ao

tempo dos padrdes e das amostras contaminadas.
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Figura 2.1: Graficos de absorbancia versus tempo. A) padrao de cadmio (Cd) 6 pg/L; B)
padrdo de chumbo (Pb) 80 nug/L; C) amostra de leite humano contaminada
com 44 ug/L Pb; D) amostra de leite humano contaminada com 53 ug/L Pb.

Segundo o JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) a
ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) para chumbo é de
25 ng/ kg de peso corpéreo/ semana (WHO, 1999) e para o cadmio é de
7 ng/ kg peso corpoéreo/ semana (WHO, 2004). Levando em consideragado que um
bebé de 6 meses pese em torno de 7 kg, a ingestdo semanal toleravel seria de

175 pg para o chumbo e de 49 ug para o cadmio.
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Considerando também que um bebé de 7 kg ingira cerca de 1000 mL de
leite por dia, foi calculada a contribuigcdo do leite humano na ingestdo de cadmio e
chumbo para um bebé& que consumisse as amostras contaminadas. Para a
amostra contaminada com 44 nug/L, o bebé estaria ingerindo por semana cerca de
308 ug de Pb e para a amostra contaminada com 53 ug/L estaria consumindo
424 ng Pb por semana. Estes valores sdo estdo bem acima dos valores
estabelecidos pelo JECFA (WHO, 1999) e poderiam representar risco para a

salde dos bebés.

2.4. CONCLUSAO

ApoOs os testes realizados foram escolhidos o modificador de matriz o
NHsH,POs 4%, o tensoativo Triton® X-100 0,5% na proporcdo de
1:1 (amostra: Triton® X-100) e as temperaturas de atomizagdo de 2000°C para o
cadmio e de 1800°C para o chumbo. O limite de deteccdo do método foi de
0,2 ug/L e 0,4 ug/L para cadmio e chumbo, respectivamente. A recuperagao média
para cadmio foi de 94% na concentragéo de 6 pg/L e para o chumbo foi de 102%
na concentragao de 80 ug/L. Os valores de repetibilidade, para as concentragdes
ja citadas, foram de 13% para o cadmio e de 10% para o chumbo. As curvas de
calibragdo mostraram-se lineares para o chumbo na faixa de 0 — 120 ug/L e para o
cadmio de 0 — 9 ug/L.

Das setenta e uma amostras analisadas, nenhuma estava contaminada

com cadmio e apenas duas contaminadas com chumbo. Ambas as amostras
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faziam parte do grupo de nutrizes adultas de baixa condigdo socio-econdmica.
Estas maes estariam expondo semanalmente seus filhos a 308 e 424 ug de

chumbo.
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Capitulo 3

CADMIO E CHUMBO EM LEITE HUMANO DO ESTADO DE SAO PAULO
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RESUMO

Avaliou-se a incidéncia de cadmio e chumbo em amostras de leite humano
proveniente de cidades do Estado de Sao Paulo. As cidades participantes do
estudo foram Campinas, Bauru, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Sao Paulo e
Votuporanga. A técnica analitica empregada foi a espectrometria de absorcao
atbmica com atomizacgao eletrotérmica em forno de grafite. A incidéncia de cadmio
e chumbo no leite humano foi bastante baixa e ndo se concentrou em nenhuma
cidade. Entre as trezentas amostras de leite humano analisadas, apenas 4
amostras estavam contaminadas com chumbo (9 a 26 ug/L) e apenas uma
contaminada com cadmio (1,5 ug/L). Os resultados indicam que as cidades
amostradas nao sofrem com significativa contaminacdo ambiental ou de
alimentos, o que se refletiria nos fluidos biolégicos da populagao, no caso, no leite

de nutrizes.
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3.1. INTRODUGAO

A lactacdo, do ponto de vista energético, € a maneira mais eficiente de
atender as necessidades alimentares dos mamiferos jovens, sendo o leite materno
ativamente protetor, imunomodulador e ideal para suas necessidades (AKRE,
1994).

O leite materno e seu precursor, o colostro, permitem a adaptagéo do
recém nascido e sua transigcdo bem sucedida para a vida pds-natal independente.
O colostro evolui para leite maduro entre 3 e 14 dias apés o parto. O leite maduro
possui dezenas de componentes conhecidos (carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas e sais minerais). Sua composi¢ao varia ndo apenas entre maes, como
na mesma mae entre mamas, entre mamadas diferentes e até no decurso da
mesma mamada (AKRE,1994).

O aleitamento materno é importante até o sexto més de vida e incentivado
até os dois anos de idade. O Brasil € reconhecido pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) como na vanguarda em bancos de leite humano, tendo a maior e
mais complexa rede do mundo. E um dos paises com mais consciéncia da
importancia do aleitamento. O Estado de S&o Paulo lidera a rede nacional em
quantidade de bancos de leite. O Hospital Maternidade Leonor Mendes de Barros
e o0 Hospital das Clinicas da Ribeirdo Preto sdo as duas referéncias estaduais
(ALEITAMENTO, 2004).

Apesar dos beneficios do aleitamento materno, possiveis riscos de
contaminagao no leite por cadmio, chumbo, residuos de pesticidas e dioxinas
devem ser considerados (WAPPELHORST et al., 2002). Estes contaminantes

podem entrar no organismo das maes através de exposigdo ocupacional,
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exposicao ambiental ou ingestao através da dieta. Portanto, como a principal fonte
de exposicdo a xenobidticos, durante os periodos neonatal e infancia, é o leite
materno, estudos que avaliem estes contaminantes no leite humano devem ser
realizados (TURAN et al., 2001; OSKARSSON et al., 1998)

A exposicao cronica ao chumbo em baixas concentragdes esta associada a
efeitos adversos na saude, especialmente em fetos e criangas jovens. A
neurotoxicidade do chumbo resulta do fato de que a placenta nao representa uma
barreira para o transporte do chumbo do sangue da méae para o feto, enquanto
que ao mesmo tempo o cadmio € retido em cerca de 40-50%. Além disso, durante
a gestagao e a lactagdo a mobilizagdo do chumbo dos ossos parece ocorrer,
resultando no aumento da concentragdo de chumbo no sangue e no leite com
potentes efeitos toxicos no feto e na mae. A toxidade do cadmio € menos clara,
embora muitos estudos com animais indiguem mudangas no mecanismo de
defesa do cérebro, durante a gestagcédo, que pode resultar em sérias implicagdes
na saude posterior do bebé (FRKOVIC et al., 1997).

Um estudo realizado na Croacia por FRKOVIC et al. (1997) avaliou a
incidéncia de cadmio e chumbo em leite humano. Os valores encontrados para
chumbo foram de 10,4 + 13,1 ug/L para mulheres com menos de 25 anos e
5,7 £ 3,5 ng/L para mulheres com mais de 25 anos. Os niveis de contaminacéo de
cadmio variaram de 2,95 + 2,72 ug/L para mulheres com menos de 25 anos e
2,32 + 1,67 pg/L para mulheres com mais de 25 anos. Estes autores investigaram
a existéncia de correlagao entre a contaminagao por estes elementos metalicos e

a idade da mée, o local de residéncia e o tabagismo. A Unica correlagao
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estatisticamente significativa foi o local onde as maes residiam. Mulheres que
moravam em grandes cidades possuiam concentragdo maior de chumbo em seu
leite, quando comparadas com mulheres que residiam em cidades menores ou em
colonias. Neste trabalho, a contaminacdo por chumbo nas grandes cidades foi
atribuida ao grande trafego de veiculos nas grandes cidades.

HONDA et al. (2003) avaliaram a incidéncia de cadmio em leite e na urina
de 68 mulheres com idades entre 19 e 38 anos da cidade de Toyama, Japao.
Todas as mulheres residiam em area nao industrializada e 70% delas eram donas
de casa. Este estudo avaliou também as inter-relacbes entre os elementos
nutricionais majoritarios (calcio, magnésio, fésforo, sdédio e potassio) e os
elementos traco cobre, zinco e cadmio no leite humano. As concentracdes de
cadmio no leite variaram de 0,07 a 1,23ug/L. Os resultados indicaram uma
correlagao inversa entre a concentragdo de cadmio e calcio (r = - 0,248, P < 0,05)
no leite e que a presenga de cadmio possivelmente afetava a secrecao de calcio
pelas glandulas mamarias.

No estudo realizado na Austria por GUNDACKER et al. (2002), foram
determinados os niveis de chumbo (Pb) e mercurio (Hg) em leite humano, em leite
bovino e em formulacdes lacteas. Foram analisadas amostras de leite humano
proveniente de Viena (urbana; n = §9), Linz (industrial; n = 47) e Tulln (rural; n =
59). As concentragbes de chumbo encontradas no leite humano foram baixas, a
média foi de 1,63 ng/L. Os autores investigaram a correlagéo entre os niveis de
chumbo e mercurio no leite materno com a idade, peso corporal, estado

nutricional, area residencial, suplementacdo com vitaminas, obturagdo dentaria,
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tabagismo e prematuridade do feto. Os resultados indicaram que os fatores
significativos na presenga de metais no leite humano foram area residencial (Hg e
Pb), prematuridade do feto (Hg), consumo de peixe (Hg) e cereais (Pb),
suplementagao com vitaminas (Hg) e tabagismo (Pb).

CONI et al. (2000) avaliaram, entre outros elementos metalicos, cadmio e
chumbo em trinta amostras de leite de mulheres residentes em Turim, Italia. As
concentragdes médias encontradas foram 0,8 ug/L para o cadmio e 13 ug/L para
o chumbo.

No Brasil, a maioria dos estudos realizados para levantamento de dados
sobre contaminagdo de alimentos por cadmio e chumbo se concentra em
alimentos destinados a populagcdo adulta. Os trabalhos realizados com leite
humano normalmente focalizam carga microbiologica, minerais constituintes, e
contaminantes como as dioxinas e residuos de pesticidas. Em virtude da falta de
dados sobre a presenca de elementos metalicos, como cadmio e chumbo, em leite
humano, os objetivos deste trabalho foram: (a) verificar os niveis de cadmio e
chumbo no leite humano proveniente de bancos de leite humano de cidades do
Estado de Sao Paulo, pertencentes a diferentes regides do Estado; (b) verificar se
havia diferenca significativa entre o leite doado para os bancos de leite nas
diversas cidades como indicagdo de exposicdo das maes aos contaminantes; (c)
calcular a contribuicdo do leite humano na ingestdo de chumbo e cadmio por

lactentes nas diversas cidades.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Amostras

As amostras de leite humano maduro (30 a 90 dias de lactagao) foram
doadas pelos bancos de leite da Maternidade de Campinas, do Hospital
Maternidade Leonor Mendes de Barros (centro de referéncia localizado em Séao
Paulo, capital), do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, da Secretaria Municipal de Saude de Votuporanga, da Secretaria Municipal
de Saude de Bauru e da Secretaria Municipal de Saude de Presidente Prudente.

Cada banco forneceu o leite de 50 doadoras diferentes.

3.2.2. Coleta das amostras

As doadoras retiraram o leite excedente ao longo do dia, num periodo
minimo de 7 (sete) e de no maximo 15 (quinze) dias, € armazenaram em
congelador ou freezer. O leite foi guardado em frasco de vidro (borosilicato) com
tampa rosqueavel, lavado com detergente, bem enxaguado e esterilizado em
autoclave e marcado PESQUISA, que foi distribuido para as maes. A mae
doadora foi orientada a lavar bem as maos antes de retirar o leite, prender os
cabelos ou usar gorro para evitar contaminacgéao por fio de cabelo, a ndo conversar
ou usar mascara quando estivesse fazendo a ordenha, a desprezar os primeiros
jatos do leite para reduzir a presenga de flora saprofita no produto, a guardar este
leite no congelador imediatamente apds a sua coleta, para impedir a proliferagéo
de microrganismos que eventualmente tivessem conseguido se instalar no leite,
apesar de todas estas medidas higiénicas. Os frascos de vidro PESQUISA foram

transportados da casa da doadora até os Bancos de Leite, conforme rotina
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adotada pelos mesmos. As amostras foram transportadas dos Bancos de leite
para o laboratério de Espectrometria Aplicada a Analise de Alimentos/
FEA/UNICAMP em caixa térmica contendo gelo reciclavel. Estas foram
conservadas a -18°C até o momento das analises.

Os frascos de vidro PESQUISA foram previamente lavados e imersos por
24 horas em detergente Extran neutro, enxaguados com agua deionizada e
colocados em solugdo de acido nitrico 10% por 24 horas. Apds esse periodo,
foram enxaguados repetidas vezes com agua deionizada e secos em estufa a
40°C. Este tipo de lavagem é necessario, pois € preciso garantir que esta sendo
entregue a mae doadora um frasco sem nenhuma contaminagao prévia de cadmio

ou chumbo.

3.2.3. Reagentes e padroes

Padrdao de Cadmio (grau absor¢céo atébmica, Carlo Erba), padrdao de
Chumbo (grau absorcdo atébmica, Carlo Erba), acido nitrico 65% (Suprapure,
Merck), Triton® X-100 (J.T. Baker), fosfato de aménio monobasico- NH4H,PO,
(Nuclear).

Os padrbées de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foram preparados com agua
deionizada (18 MQ cm, MilliQ) conforme a indicac&o do fabricante. A concentragdo
final dos padrdes foi de 1000 mg/L.

Diariamente, foram preparadas as solugdes trabalho de Cd (10 e 20 ug/L) e

Pb (20, 40 e 80 ug/L) a partir de uma solugéo de concentragéo intermediaria de
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10 ug/mL dos padrées mencionados acima. O diluente destas solugdes foi HNO3

0,2%.

3.2.4 Modificador quimico: Solucdo 4% de fosfato de amdbnio monobasico

(NHsH,PO.) em HNO;3 0,2%.

3.2.5. Tensoativo: Solucdo de Triton® X-100 na concentracdo de 0,5% em HNOs

0,2%.

3.2.6. Equipamento

- Espectrémetro de Absorgdo Atémica: marca Perkin Elmer, modelo PC Zeeman
5100, com forno de grafite (modelo HGA 600) e amostrador automatico (modelo
HG 60). Nitrogénio ultra puro foi utilizado como gas de fluxo interno. A lampada
utilizada para cadmio foi a de catodo oco (HCL) com linha de ressonancia principal
228,8 nm. Para a determinagdo de chumbo uma lampada de descarga elétrica
(EDL) com linha de ressonancia principal 283,3 nm foi empregada.

- Pipetas automaticas: Finnpipett de 40-200uL e 200-1000uL (Labsystem).

- Banho ultra-som: modelo SX 20 (Microssonic)

- Purificador de agua: Milli-Q Plus (Millipore).

- Balanga analitica: modelo HR-320 (A & D)

- Digestor infravermelho: modelo MA-4025 (Marconi)
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3.2.7. Determinacao de cadmio e chumbo

Um mililitro de cada uma das amostras foi misturado com 1 mL de
Triton® X-100 0,5%, agitado manualmente com vigor e colocado em frasco do
auto-amostrador. No auto-amostrador, o modificador quimico NH4H.PO, 4%
(10 uL) foi depositado juntamente com a amostra (20 uL) no tubo de grafite e
iniciada a programacao do forno de grafite dotado de plataforma de L’vov,
conforme a Tabela 3.1. Trés aliquotas de cada amostra foram injetadas e
submetidas a programagao de maneira a fornecer trés leituras para cada amostra.
As amostras, quando contaminadas, eram analisadas em ftriplicata e cada

replicata analisada em dias diferentes.

Tabela 3.1: Programacao do forno de grafite para a determinagao de cadmio

e chumbo.
Etapa Temperatura Rampa | Tempo Fluxo de gas
(°C) (s) (s) interno (mL/min)
Secagem 140 1 90 300
Pirdlise 850 1 30 300
Resfriamento 20 1 15 300
Atomizacgao
Cd 2000 0 5
Pb 1800 0 5
Limpeza 2600 1 5 300
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3.2.8. Controle de qualidade analitico

Cada série de amostras analisada incluiu um branco, uma amostra
contaminada artificialmente e uma amostra de referéncia doméstica. Material de
referéncia adquirido do “National Institute of Standards and Technology” (antigo
NBS), EUA, também foi utilizado para validacao do procedimento analitico. As
amostras enriquecidas permitiram monitorar possiveis perdas durante o
tratamento das amostras (recuperagdo). O material de referéncia preparado no
laboratério foi empregado para determinar a variagdo diaria nas medigbes. As
amostras de referéncia certificadas foram abertas de maneira convencional, o que
foi feito por digestdo com acido nitrico em tubo aberto em digestor infravermelho.

A amostra de referéncia certificada foi analisada em ftriplicata e cada
replicata possuia um branco correspondente. Um grama do material de referéncia,
Peach leaves (NIST 1547) foi pesado em tubo de 25 cm X 25 mm de borda
reforcada. Foram adicionados 2 mL de &cido nitrico Suprapure (Merck). A mistura
foi agitada e deixada em repouso até o dia seguinte, quando foi levada para o
digestor infravermelho. A mistura ficou a 100 °C até a espuma desaparecer (cerca
de 2 horas). A temperatura foi aumentada para 150°C e a mistura foi digerida até
ficar clara. O tubo foi agitado periodicamente para limpeza das paredes do tubo.
Sempre que necessario, acido nitrico foi adicionado para completar a digestao. A
temperatura foi elevada para 200°C para secar a amostra. O residuo foi dissolvido
em acido nitrico 0,2% e transferido quantitativamente para baldo volumétrico de

5 mL. O volume foi completado com acido nitrico 0,2%. Cadmio e chumbo foram
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determinados nestas amostras da mesma maneira que a usada para as amostras

de leite humano, como descrito no item 3.2.7.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Controle de qualidade analitico

Uma amostra de leite bovino UHT sem adicdo de padrao e néao
contaminada naturalmente foi usada como amostra de referéncia doméstica. Esta
amostra foi analisada por dez dias consecutivos para a quantificagcao de Cd e Pb,
e assim caracterizada como amostra de referéncia doméstica.

A recuperacao e a repetibilidade foram testadas na amostra de referéncia
doméstica artificialmente contaminada com solugdo padrdo de cadmio (Cd) e
chumbo (Pb). Os niveis testados foram 6 ug/L para o cadmio e 80 ug/L para o
chumbo. Os limites de deteccdo e de quantificagdo do método foram calculados
de acordo com as recomendagdes da “AMERICAN CHEMICAL SOCIETY” (1980).
A amostra de leite bovino contaminada artificialmente com padrdo Cd e Pb foi
analisada 5 vezes no forno de grafite.e o desvio padrdao (SD) das 5 leituras foi
calculado. O limite de deteccdo de cada metal foi determinado como a menor
quantidade que gerasse um sinal trés vezes maior que o ruido (SD). O limite de
quantificacdo foi determinado como a menor concentracdo que produzisse um
sinal cinco vezes maior que o limite de deteccdo. Curvas de calibragdo externa

foram construidas para cada um dos metais avaliados.
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Os resultados obtidos no controle de qualidade analitico estdo dispostos na

Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Resultados do controle de qualidade analitico

Parametros Chumbo Cadmio
Linearidade (ug/L) 0-120 0-8
Limite de deteccgéo (ug/L) 0,4 0,2
Limite de quantificagéo (ug/L) 2,0 1,0
Recuperagao (%) 93 (n=20) 79 (n=17)
Repetibilidade (%) 8 (n20) 12 (o1
Massa caracteristica (pg) 16 1

A tabela 4 em ANEXOS traz os valores de recuperagdo que geraram os desta tabela

durante a analise das amostras

Os valores encontrados na Tabela 3.3 sdo da determinacdo de Cd e Pb em

amostras de referéncia certificada Peach leaves (NIST 1547).

Tabela 3.3: Teores de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em amostra de referéncia
certificada (ARC)

ARC Valor encontrado (ug/g) Valor certificado (ug/g)
Cd Pb Cd Pb
Peach leaves | 0,019 +0,006 | 0,81+0,09 | 0,026 +0,003 | 0,87 + 0,03

(NIST 1547)

Todos os valores que geraram esta tabela estdo dispostos nas tabelas 1 e 2 em ANEXQOS.
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3.3.2. Incidéncia de cadmio e chumbo em leite humano e calculo da ingestao

provavel por lactentes

Das trezentas amostras de leite humano analisadas neste trabalho, apenas
4 estavam contaminadas com chumbo e 1 com cadmio.

Nenhuma das amostras oriundas das cidades de Votuporanga, Presidente
Pudente e Sao Paulo apresentaram contaminagao por cadmio ou chumbo.

O JECFA estabeleceu a ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) de
25 ug/ kg de peso corporeo/ semana para o chumbo (WHO, 1999) e
de 7ug/ kg peso corpéreo/ semana para o cadmio (WHO, 2004). Portanto, para um
bebé de 7 quilos, a ingestdo semanal toleravel de chumbo seria de
175 png/ semana e de cadmio seria de 49 ug/ semana.

Levando em consideracao os valores de PTWI e o consumo de um litro de
leite por um bebé de 7 quilos, calculou-se a contribuicdo do leite materno na
ingestdo de cadmio e chumbo por lactentes através das amostras que se

apresentaram contaminadas, nas seguintes cidades:

Bauru

A cidade de Bauru foi escolhida, porque em 2002, uma empresa fabricante
de acumuladores de automodveis foi, provisoriamente, interditada pela CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) por estar langando no meio
ambiente grande quantidade de residuos liquidos, sélidos e gasosos contendo
chumbo. A interdigdo da fabrica se deu depois que anadlises do ar, solo e agua
confirmaram a alta concentracdo de chumbo no interior e fora dos limites da

fabrica, provocando elevada contaminagédo e envenenamento por esse metal em 4
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(quatro) criancas. A concentragdo de chumbo no sangue das 4 criangas chegou a
27 ug/dL, enquanto o indice aceitavel € de 10 pug/dL (CETESB, 2002; CAMPANILI,
2002)

Das cinquenta amostras de leite humano analisadas no presente trabalho,
uma estava contaminada com cadmio (1,5 pg/L) e outra com chumbo (22 ug/L).

Se um bebé (7 kg) consumisse um litro por dia do leite contaminado com
22 ug/L de chumbo , durante uma semana, sua ingestao semanal de chumbo seria
de 154 ug/ semana. Este valor representa cerca de 88% da PTWI, ou seja quase
atinge o valor estabelecido pelo JECFA (WHO, 1999). Considerando o caso
hipotético de um bebé de 7 quilos e que mame 1 litro de leite por dia, o consumo
de leite contaminado com 1,5 ug/L de cadmio, acarretaria uma ingestdao de 10,5
ug ao final de uma semana. Este valor representa 21% da PTWI.

A amostra contaminada com cadmio (1,5 pg/L) pertencia a uma doadora de
25 anos, atendente de loja e moradora em bairro de classe média alta. A amostra
contaminada com chumbo (22 ug/L) era de uma doadora de 35 anos, empregada
domestica e residente em bairro de classe média. Ambos os bairros eram centrais,
distantes da regido onde se deu o problema de contaminagdo ambiental da

cidade.

Campinas

Dentre as 50 amostras analisadas, apenas uma amostra estava

contaminada com chumbo no nivel de 26 ug/L.
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Na hipotese de um bebé (7 kg) consumir um litro por dia do leite
contaminado com 26 ug/L uma semana, sua ingestdo semanal de chumbo seria
de 182 ug. Este valor é cerca de 104 % da PTWI.

A amostra contaminada pertencia a uma doadora de 33 anos, psicologa,

residente em bairro de classe média.

Ribeirdo Preto

Em Ribeirdo Preto, duas amostras estavam contaminadas com chumbo,
uma com 9 ug/L e outra com 14 ug/L. A amostra com menor contaminagao
pertencia a uma doadora com 23 anos de idade, cabeleireira e habitante de um
bairro de classe média da cidade. Ja a amostra com maior nivel de contaminacao
era de uma doadora de 33 anos de idade, arquiteta e residente em bairro de
classe média alta.

Se um bebé consumisse um litro por dia do leite contaminado com 9 ng/L
sua ingestado seria de 63 ug/ semana. Este valor é cerca de 36% da PTWI. Caso
este mesmo bebé consumisse, por dia, um litro do leite contaminado com 14 pg/L,
ao final de uma semana sua ingestao seria de 98 ng. Este valor corresponde a
56% da PTWI.

Nenhuma correlagdo pode ser feita quanto a regido do Estado, idade,
profissao e localizagao da residéncia da doadora com a contaminagéo por cadmio

ou chumbo.
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3.4. CONCLUSAO

A incidéncia de cadmio e chumbo no leite humano foi bastante baixa nas
cidades amostradas e ndo se concentrou em nenhuma cidade. Dentre as 300
amostras analisadas, apenas 4 amostras estavam contaminadas com chumbo (9 a
26 ng/L) e apenas uma contaminada com cadmio (1,5 pg/L). As amostras
contaminadas pertenciam a maes com idades variando entre 23 e 33 anos, com
diferentes profissdes e localizacdo residencial em &reas sem problema de
contaminagao ambiental.

Nos poucos casos de leite contaminado encontrado, os bebés que
ingerissem o leite ndo estariam correndo risco em raz&o da ingestdo estimada
estar abaixo do valor considerado seguro pelo JECFA, exceto em um caso, do
leite com concentragao de 26 ug/L de chumbo.

A presenca de elementos metalicos, como o cadmio € o chumbo, no meio
ambiente ou nos alimentos € uma das causas de contaminagdao de fluidos
bioldgicos. O presente trabalho ao revelar a baixa incidéncia e baixos teores de
cadmio e chumbo em leite humano indica paralelamente a auséncia de

contaminagao ambiental e em alimentos nas cidades amostradas.
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Capitulo 4

AVALIAGAO DA INCIDENCIA DE CADMIO E CHUMBO EM ALIMENTOS

INFANTIS COMERCIALIZADOS NA CIDADE DE CAMPINAS, SP.
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RESUMO

A incidéncia de cadmio e chumbo em alimentos infantis como formulagdes
lacteas (36 amostras), formulagdes a base de soja (15 amostras), alimentos em
forma de puré (68 amostras) e cereais infantis (39 amostras) comercializados em
mercados e supermercados na cidade de Campinas, SP, foi avaliada. A
determinacao de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foi realizada por espectrometria de
absorcao atdmica com atomizagdo em forno de grafite. O modificador empregado
foi NH4HoPO, 4%. O tensoativo Triton® X-100 foi utilizado na proporcéo de 1:1
(amostra:Triton® X-100) na concentracdo de 0,5%. Os limites de deteccdo foram
0,2 ug/L para cadmio e 0,4 ug/L para chumbo. Nenhuma das formulagdes lacteas
e das a base de soja estava contaminada com chumbo e 5 amostras, a base de
soja, estavam contaminadas com cadmio em concentragdes de 2,4 a 5,2 ug/L (18
a 41 ug/kg na férmula seca). Nas amostras de alimento infantil em forma de puré
doce, a contaminagao por Pb variou de 10 a 119 ug/kg e para Cd variou de 5 a
18 nug/kg. Ja nos alimentos em forma de puré salgado, os niveis de contaminagao
foram baixos tanto para cadmio, variando de 7 a 17 ug/kg, como para chumbo,
variando de 13 a 44 ug/kg. Os cereais infantis analisados apresentaram baixa
contaminacgao tanto por cadmio como por chumbo, mas duas marcas pertencentes
ao mesmo fabricante e constando como ingrediente principal a farinha de arroz,
estavam contaminadas com cadmio nos trés lotes analisados. Os niveis de
contaminagao variaram de 17 a 37 ug/kg. Todas as amostras contaminadas nao

ofereciam risco a saude de bebés e criangas pequenas.
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4.1. INTRODUGAO

A alimentagdo merece estar no topo de prioridades de qualquer programa
que tem como objetivo a saude e o bem estar da crianga. Uma alimentagao
adequada pode prevenir milhdes de mortes causadas pela gastroenterite infantil e
ma nutricdo. O leite é o principal alimento para bebés e criangcas. A mais natural e
melhor fonte é o aleitamento materno e ele é encorajado até os primeiros 6 meses
de vida e deve, quando possivel, ser mantido até os dois anos de idade. Para a
mulher da zona urbana, as preparacdes prontas de leite comercializadas sao
convenientes na alimentagao infantil. O leite integral cru proveniente de vacas ou
de bufalas é um substituinte natural do leite materno para o lactente. Os leites em
po sao leites preparados pela secagem de leites concentrados. Estes apresentam
maior estabilidade e contém proteina desnaturada, além de serem indicados para
uma ampla faixa etaria (TRIPATHI et al., 1999).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que alimentos
complementares sejam introduzidos a partir dos 4-6 meses de idade. Por alimento
complementar entende-se qualquer alimento, solido ou liquido, diferente do leite
humano oferecido a crianga amamentada. A tendéncia atual é a de recomendar
alimentos complementares em torno dos 6 meses. Muitos paises ja adotam
oficialmente esta recomendacéo, inclusive o Brasil, baseados em evidéncias de
que a introdugdo dos alimentos complementares antes dos 6 meses (salvo em
alguns casos) ndo oferece vantagens e pode ser prejudicial a saude da crianga
(GIUGLIANI & VICTORA, 2000; MONTE & GIUGLIANI, 2004).

Para a maioria da populagao, o alimento é o usual e mais importante meio

de exposicdo a elementos metdlicos toxicos provenientes do meio ambiente.
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Neste contexto, a determinagdo de cadmio e chumbo em alimentos requer
particular atencdo. Mesmo em baixas concentragdes, podem produzir efeitos
adversos irreversiveis e sao consideravelmente acumulados no organismo
humano em érgaos especificos. Além disso, a resor¢ao de cadmio e chumbo no
trato digestivo é favorecida pelas ligacdes lipofilicas nos grupos S-S ou NH; das
proteinas (NARRES et al., 1985).

Com o aumento da poluicdo ambiental, um estudo avaliando as
quantidades de cadmio e chumbo em alimentos € necessario (TRIPATHI et al.,
1999). Em criangas, a absor¢do do chumbo e cadmio ingeridos é
proporcionalmente maior do que nos adultos e depende do tipo da dieta e do
estado nutricional do individuo. O efeito téxico em criangas € maior porque o
chumbo depositado nos ossos fica em estado de constante mobilidade em razao
do seu crescimento. O esqueleto, na primeira infancia, aumenta quarenta vezes
em relagdo a sua massa original, e durante esse periodo ha uma maior
capacidade de acumular chumbo. As criangas absorvem cerca de 40% do chumbo
ingerido, enquanto que os adultos absorvem somente 5 a 10 % (OKADA et al.,
1997).

Sabe-se que a composi¢ao de alimentos infantis requer rigoroso controle de
qualidade, com especial relevancia para o conteudo mineral (McKINSTRY et al.,
1999). Muitas técnicas tém sido utilizadas para a anélise elementar de uma grande
faixa de matrizes, incluindo colorimetria, polarimetria, voltametria, fluorescéncia de
raios-X, analise de ativacao de néutrons, eletroforese capilar e complexometria.

No Brasil, a maioria dos estudos de avaliagdo de cadmio e chumbo em

alimentos foi realizada em alimentos destinados a populacdo adulta. ELPO &
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FREITAS (1995) determinaram cadmio e chumbo nos treze tipos de alimentos da
cesta basica, representados por 3 ou 5 amostras de cada produto, de marcas e
procedéncias diferentes, obtidos no comércio da cidade de Curitiba — PR, em
1993. Os resultados mostraram que de modo geral as concentragdes de cadmio
nos alimentos analisados nao ultrapassavam o valor maximo permitido pela
legislagao brasileira que era de 1 ug/g. Estavam acima dos limites admissiveis as
amostras de batata, pao, leite pasteurizado tipo C, 6leo de soja e margarina e,
dentro dos niveis permitidos, a farinha de trigo e arroz, café torrado e moido,
tomate, banana, feijdo, carne e agucar refinado.

FAVARO et al. (1994) determinaram elementos metélicos constituintes e
contaminantes em dietas regionais do Brasil. Os autores estimaram uma ingestao
diaria de cadmio < 31,5 ug/dia para a populacédo de Manaus, 6,3 — 16,7 ug/dia
para habitantes de duas regides do Estado de Santa Catarina e < 13,5 ug/dia para
estudantes da Universidade de S&o Paulo.

Por ndo existirem dados no Brasil sobre a incidéncia de cadmio e chumbo
em alimentos infantis complementares, o presente trabalho teve como objetivos:
(a) avaliar a incidéncia de cadmio e chumbo em alimentos infantis como
formulagdes lacteas, formulagdes a base de soja, alimentos na forma de puré e
cereais infantis comercializadas na cidade de Campinas, SP, empregando
espectrometria de absorgdo atbmica com atomizagdo em forno de grafite como
técnica analitica; (b) calcular a contribuigdo dos alimentos complementares na

ingestado de chumbo e cadmio por bebés consumidores destes produtos.
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4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Amostras

Foram adquiridas 12 amostras de formulagdes lacteas e 5 amostras de
formulagdes a base de soja destinadas a bebés com idade de 6 a 12 meses.

As amostras de alimentos em forma de puré foram divididas em salgadas e
doces. As salgadas possuiam em sua composi¢ao legumes, vegetais, carnes,
macarrao, arroz e feijao. Foram adquiridas 13 diferentes amostras salgadas. As
amostras doces eram compostas de frutas, iogurte e cereais. Dezessete diferentes
amostras doces foram analisadas.

Os cereais infantis eram compostos de aveia, arroz, milho e frutas (maca,
banana e mamao). A composi¢gao variava quanto a combinagdo dos compostos
citados. Treze amostras foram adquiridas.

Foram adquiridos trés lotes de cada uma das amostras citadas. Quando
contaminadas, as amostras foram analisadas em triplicatas e as replicatas

analisadas em dias diferentes.

4.2.2. Preparo das amostras

Formulagébes lacteas e a base de soja: as amostras foram preparadas conforme
indicagao no roétulo. A massa de formulagao indicada para o preparo de 100 mL foi
pesada em copo béquer em balanga analitica e dissolvida com agua deionizada
morna. Apos resfriamento foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o

volume completado com agua deionizada na temperatura ambiente.
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Alimentos em forma de puré e cereais: as amostras de alimentos em forma de
puré e cereais infantis sofreram abertura de amostra por via umida em sistema

aberto, conforme descrito no item 4.2.6.

4.2.3. Preparo de padroes e solugdes

Reagentes: Padrdo de Cadmio (grau absorcao atdémica, Carlo Erba), padrao de
Chumbo (grau absorcdo atébmica, Carlo Erba), acido nitrico 65% (Suprapure,
Merck), Triton® X-100 (J.T. Baker), fosfato de aménio monobasico- NH4H,PO,

(Nuclear).

Padrées: Os padrdes de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foram preparados com agua
deionizada (18 MQ cm, MilliQ) conforme a indicac&o do fabricante. A concentragdo
final dos padrdes foi 1000 mg/L.

Diariamente foram preparadas as solugdes trabalho de Cd (10 e 20 ug/L) e
Pb (20, 40 e 80 ug/L) a partir de uma solugéo de concentragéo intermediaria de

10 pug/mL dos padrdes. O diluente destas solugdes foi HNO3 0,2%.

Modificador quimico: Solugdo 4% de fosfato de aménio monobasico (NH4H2PO4)

em HNO3 0,20/0.

Tensoativo: Solugdo de Triton® X-100 na concentragdo de 0,5% em HNO3 0,2%.
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4.2.4. Equipamento

- Espectrémetro de Absorgcdo Atémica: marca Perkin Elmer, modelo PC Zeeman
5100, com forno de grafite (modelo HGA 600) e amostrador automatico (modelo
HG 60). Nitrogénio ultra-puro foi utilizado como gas de fluxo interno. A lampada
utilizada para cadmio foi a de catodo oco (HCL) com linha de ressonancia principal
228,8 nm. Para a determinagdo de chumbo uma lampada de descarga elétrica
(EDL) com linha de ressonancia principal 283,3 nm foi empregada.

- Pipetas automaticas: Finnpipett de 40-200uL e 200-1000uL (Labsystem).

- Banho ultra-som: modelo SX 20 (Microssonic)

- Purificador de agua: Milli-Q Plus (Millipore).

- Balanga analitica: modelo HR-320 (A & D)

- Digestor infravermelho: modelo MA-4025 (Marconi)

4.2.5. Determinacao de cadmio e chumbo

Um mililitro de cada uma das amostras, preparadas conforme o item 4.2.2.,
foi misturado com 1 mL de Triton X-100 0,5%, agitado manualmente com vigor e
colocado em frasco do auto-amostrador. No auto-amostrador, o modificador
quimico NH4H2PO4 4% (10 uL) foi depositado juntamente com a amostra (20 plL)
no tubo de grafite e iniciada a programacdo do forno de grafite dotado de
plataforma de L’vov, conforme a Tabela 4.1. Trés aliquotas de cada amostra foram
injetadas e submetidas a programagdo de maneira a fornecer trés leituras para
cada amostra. As amostras contaminadas foram analisadas em triplicata e cada

replicata analisada em dias diferentes.
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Tabela 4.1: Programacao do forno de grafite para a determinagao de cadmio

e chumbo
Etapa Temperatura Rampa | Tempo Fluxo de gas
(°C) (s) (s) interno (mL/min)
Secagem 140 1 90 300
Pirdlise 850 1 30 300
Resfriamento 20 1 15 300
Atomizacéao
Cd 2000
Pb 1800
Limpeza 2600 1 5 300

4.2.6. Controle de qualidade analitico

Cada série de amostras que foi analisada incluiu um branco, uma amostra
contaminada artificialmente e uma amostra de referéncia doméstica. Material de
referéncia certificado adquirido do “National Institute of Standards and Technology”
(antigo NBS), EUA, também foi utilizado para validagdo do procedimento analitico
usado. As amostras contaminadas artificialmente permitiram monitorar possiveis
perdas durante o tratamento das amostras (recuperagao). O material de referéncia
preparado no laboratério foi empregado para determinar a variagdo diaria nas
medicgdes.

As amostras de referéncia certificadas sofreram abertura convencional,

foram analisadas em ftriplicata e cada replicata possuia um branco
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correspondente. Um grama do material de referéncia, Peach leaves (NIST 1547)
foi pesado em tubo de 25 cm X 25 mm de borda reforcada. Foram adicionados
2 mL de acido nitrico Suprapure (Merck) e a mistura foi deixada por uma noite em
repouso. A mistura foi agitada levemente e levada para o digestor infravermelho. A
temperatura ficou a 100 °C até a espuma desaparecer (cerca de 2 horas). A
temperatura foi aumentada para 150°C e a mistura foi digerida até ficar clara. Para
limpeza das paredes do tubo, periodicamente, o tubo foi agitado. Sempre que
necessario, foi adicionado 1 mL de acido nitrico para completar a digestdo. A
temperatura foi elevada para 200°C para secar a amostra. O residuo foi dissolvido
com acido nitrico 0,2% e transferido quantitativamente para baldo volumétrico de

5 mL. O volume foi completado com acido nitrico 0,2%.

4.2.7. Material de referéncia preparado no laboratério

Puré doce, puré salgado e cereais — Um grama de cada um destes
alimentos infantis foi artificialmente contaminado e analisado conforme descrito no
item 4.2.6. A amostra doce foi puré de goiaba e a salgada foi puré de galinha,
vegetais e macarrdo. A amostra de cereal possuia em sua composigcdo uma
mistura de cinco cereais. Em cada replicata foi adicionado 0,4 pug de chumbo ou
0,035 ug de cadmio. As concentragdes finais de chumbo (0,4 ug) e de cadmio
(0,035 ng) adicionados, correspondiam aos valores de concentragao 80 ug/L de
chumbo e 7 ug/L de cadmio. Cada tipo de amostra foi analisada 3 ou 4 vezes para
verificagcdo do procedimento de abertura e da leitura no espectrdmetro de

absorcao atbmica.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Controle de qualidade analitico

Uma amostra de leite bovino UHT sem adicdo de padrdao e néao
contaminada naturalmente foi usada como amostra de referéncia doméstica. Para
tanto, essa amostra foi analisada por dez dias consecutivos para a quantificagcao
de Cd e Pb.

A recuperacao e a repetibilidade foram testadas na amostra de referéncia
doméstica artificialmente contaminada com cadmio (Cd) e chumbo (Pb). Os niveis
testados foram 6 pg/L para o cadmio e 80 ug/L para o chumbo. Os limites de
deteccdo e quantificagdo do método foram calculados de acordo com as
recomendagdes da “AMERICAN CHEMICAL SOCIETY” (1980). A amostra de leite
bovino ndo contaminada e fortificada com padrao Cd e Pb foi analisada 5 vezes no
forno de grafite. O desvio padrdo (SD) destas 5 leituras foi entdo calculado. O
limite de deteccdo de cada metal foi determinado como a menor quantidade que
gerasse um sinal trés vezes maior que o ruido (SD). O limite de quantificagc&o foi
determinado como a menor concentracdo que produzisse um sinal cinco vezes
maior que o limite de deteccido. Curvas de calibracdo externa foram construidas
para cada um dos metais avaliados.

Os resultados obtidos no controle de qualidade analitico estdo dispostos na

Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Resultados do controle de qualidade analitico purés e cereais

Parametros Chumbo Cadmio
Linearidade (ug/L) 0-120 0-8
Limite de detecgao (ug/L) 0,4 0,2
Limite de quantificagdo (ug/L) 2,0 1,0
Recuperagéao (%) (n=16)* 98 84
Repetibilidade (%) 8,5 12
Massa caracteristica (pg) 16 1

Os valores de recuperagcédo que geraram esta tabela, estdo dispostos na tabela 5 em ANEXOS

Na determinacdo de Cd e Pb na amostra de referéncia certificada Peach

leaves (NIST 1547), os valores encontrados sdo mostrados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Teores de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em amostra de referéncia
certificada (ARC)

ARC Valor encontrado (ug/g) Valor certificado (ug/g)
Cd Pb Cd Pb

Peach leaves | 0,019+ 0,006 | 0,81+0,09 | 0,026 +£0,003 | 0,87 + 0,03
(NIST 1547)

Todos os valores que geraram esta tabela estdo dispostos nas tabelas 1 e 2 nos ANEXOS.
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Como descrito no item 4.2.7., testes de recuperacao foram realizados para
verificar se ocorria perda de cadmio o chumbo durante o processo de digestao das
amostras. Os dados obtidos estao dispostos na Tabela 4.4. Os resultados indicam
que durante o processo de digestdo que variou de 12 a 23 horas, dependendo do
tipo de amostra, o procedimento empregado nao implicava em perdas

consideraveis do analito.

Tabela 4.4: Recuperagao média (%) de chumbo e cadmio nos purés e

cereais infantis.

Amostra Elemento N Recuperagado média CV(%)
(%)
Puré doce Pb 4 98 2,5
Cd 4 95 4,8
Puré salgado Pb 4 97 4.5
Cd 4 93 5,6
Cereal Infantil Pb 3 92 6.1
Cd 3 94 4,3

n — numero de repeticbes realizadas em dias diferentes.
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4.3.2. Incidéncia de cadmio e chumbo nas amostras
Formulagées lacteas e a base de soja

Das 41 amostras analisadas, considerando os trés lotes, nenhuma estava
contaminada com chumbo. Cinco amostras (A4, By, Cq, A2 e B;) estavam
contaminadas com cadmio com niveis variando de 2,4 + 0,3 a 5,2 + 1,3 ug/L Cd,

como mostra a Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Concentragao de cadmio nas formulagoes a base de soja (n = 3)

Formulagao Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Preparada Seca Preparada Seca Preparada Seca
(nglL) (ng/kg) (nglL) (uglkg) | (ng/L) (ng/kg)

A 39+13 | 29+94 | 24+03 | 18+2,0 Nd Nd
(A1) (A1) (A2) (A2) (Aa) (As)

B 34+03 | 27£25 | 52+13 | 41+£10 Nd Nd

(B1) (B1) (B2) (B2) (Ba) (Bs)

C 46+1,0 | 32+6,6 Nd Nd Nd Nd
(C1) (C1) (C2) (C2) (Cs) (Cs)

n = numero de determinagbes

Nd = ngo detectado

A amostra seca refere-se a formulacdo como se apresenta na embalagem. A amostra preparada
refere-se a formulagdo preparada para consumo infantil de acordo com as instrugbes do fabricante.
A converséo de ug/L para ug/kg foi feita considerando a massa necessaria, conforme indicagdo do
fabricante, para o preparo de 1000 mL de cada formulagéo

A Tabela 6, em ANEXQOS, traz os valores de recuperagédo no periodo de realizacdo das analises
destas amostras.

As amostras 1, 2 e 3 correspondem a diferentes lotes da mesma formulagéo.

Como mostra a Tabela 4.5, as formulagbes A e B apresentaram

contaminagdo em duas amostras cada uma (A4, A2, B1 e By). Da formulacéo C,
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apenas a amostra C4 estava contaminada. A “amostra 3” de nenhuma das
formulagdes estava contaminada. Uma caracteristica comum a estes trés produtos
(formulacdes A, B e C) era a farinha de soja em sua composicdo. Este tipo de
produto € destinado a bebés que sao alérgicos ou ndo se adaptam a proteina do
leite.

Considerando que um bebé de 6 meses pese em média 7 quilos, a ingestao
toleravel seria de 49 ug de cadmio por semana, pois a PTWI para cadmio é de
7ng/ kg peso corporeo/ semana (WHO, 2004). Lembrando que estas formula¢des
(A, B e C) séo indicadas para bebés acima de seis meses de idade e que
consumam cerca de 1 litro por dia destes produtos, a contribuicdo das mesmas na
ingestao de cadmio estaria entre 15 e 46 ug por semana. O consumo da amostra
B2 poderia atingir o valor maximo tolerado pelo JECFA.

EKLUND & OSKARSSON (1999) avaliaram a incidéncia de cadmio em 59
amostras de alimentos infantis, incluido formulagbes a base de soja e a base de
leite comercializadas em duas cidades da Suécia. As concentragdes de cadmio
variaram de 1,10 a 23,5 ug/kg. As formulagbes a base de soja possuiam 6 vezes
mais cadmio que as formulagdes a base de leite. A ingestdo média semanal
estimada variou entre 0,10 e 3,05 ug/ kg peso corpéreo ou seja, para um bebé de
7 kg, a ingestdo semanal de cadmio variou de 0,70 a 21,4 nug.

DABEKA & McKENZIE (1987) determinaram cadmio e chumbo em 115
amostras formulagdes (a base de leite e soja) e em 58 amostras de leite
comercializadas em 7 cidades do Canada. As concentragdes de cadmio em

formulagbes a base de soja variaram de 1,1 a 35 ug/kg. Os valores encontrados
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no presente trabalho sdo mais elevados que os encontrados por DABEKA &
McKENZIE (1987) e EKLUND & OSKARSSON (1999), variando de 16 a 51 ug/kg,
mas estdo na mesma ordem de grandeza.

Um fator que poderia estar causando a contaminacdo destas amostras é
sua matéria prima, a soja. Este fato também foi observado no trabalho de
DABEKA & McKENZIE (1987). Os autores relataram que a quantidade de cadmio
nas formulagdes a base de soja eram de 8 a 15 vezes maior que em formulagdes
a base de leite bovino.

Apesar de nao ter sido detectado chumbo nas formulag¢des investigadas
neste trabalho, a literatura mostra uma faixa de contaminagdo bastante ampla
para formulagdes infantis. DABEKA & McKIENZIE (1987) analisaram amostras de
formulagbes lacteas e a base de soja, coletadas em 7 cidades do Canada em
1980. As concentragdes de chumbo para as 25 amostras variaram de
9 a 532 ug/kg. THOMPSON (1993) encontrou valores bem mais baixos para

formulagbes a base de leite, 0,23 a 0,96 ug/kg Pb e para formulagdes a base de

soja, 1,18 a 1,89 ug/kg Pb.
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Alimentos em forma de puré salgado e doce

Para a digestdo das amostras doces, 3 mL de acido nitrico e um periodo de
12 horas foram necessarios para completa digestdo. Ja para as amostras
salgadas, 5 mL e 14 horas foram necessarias para a digestdo completa.

A Tabela 4.6 traz as concentragdes de chumbo (Pb) e cadmio (Cd)
encontrados nos alimentos infantis doces, na forma de puré. Como mostra esta
tabela, doze dos purés examinados possuiam suas “amostras 1’ contaminadas
com Pb em niveis que variaram de 22 a 119 ug/kg. Quatro dos purés
apresentaram suas “amostras 1” contaminadas com Cd em concentracdoes
variando de 15 a 18 ug/kg. As “amostras 2" dos produtos D, F, G, H, L e R
apresentaram contaminagdo por Pb, com concentragdes variando de 10 a
103 pg/kg e as dos produtos E, F, H e L apresentaram Cd nos niveis de 6 a
13 ng/kg. Ja as “amostras 3” dos produtos A, D, F, G e H estavam contaminadas
com Pb em concentragbes entre 21 e 101 ug/kg e as dos produtos E, F e H

contaminadas com Cd em concentra¢des que variaram de 5 a 9 pg/kg.
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Tabela 4.6: Niveis de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) em alimentos em forma de

purés doces

Produto Pb (ng/kg) Cd (ug/kg)
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 1 2 3
A Nd Nd 43 Nd Nd Nd
B 33 Nd Nd 5 Nd Nd
C Nd Nd Nd Nd Nd Nd
D 36 86 47 Nd Nd Nd
E 57 Nd Nd 8 6 5
F 119 97 101 18 7 9
G 30 17 21 Nd Nd Nd
H 95 103 78 8 13 6
| Nd Nd Nd Nd Nd Nd
J 22 Nd Nd Nd Nd Nd
L 113 90 LNE Nd 9 LNE
M 37 LNE LNE Nd LNE LNE
N 104 LNE LNE Nd LNE LNE
o Nd LNE LNE Nd LNE LNE
P Nd LNE LNE Nd LNE LNE
Q 104 LNE LNE Nd LNE LNE
R 23 10 LNE Nd Nd LNE

Nd = nao detectado,

LNE = lote ndo encontrado.

As amostras 1, 2 e 3 correspondem a diferentes lotes do mesmo produto.
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Como mostra a Tabela 4.6, os produtos que possuiam suas trés amostras
contaminadas tanto com cadmio como com chumbo eram F e H. A “amostra 1” do
produto F se mostrou a mais contaminada tanto com cadmio (18 pg/kg) como com
chumbo (119 ug/kg). Este produto possuia em sua composi¢ao frutas como maga,
mamao, suco de laranja e banana. Ja o produto H continha como ingredientes
iogurte, maca, ameixa e creme de leite e sua amostra mais contaminada com
chumbo (103 ng/kg) e cadmio (13 pg/kg) foi a “amostra 2”. Os produtos D e G
apresentaram contaminagdo apenas por chumbo nas suas trés amostras
analisadas. A amostra mais contaminada por Pb do produto D foi a “2” (86 ng/kg)
e a do alimento G foi a “1” (30ug/kg). O produto G possuia como ingredientes
banana e macga. O produto D era composto de ingredientes como cereais (farinha
de aveia, de cevada e de trigo), macad, mamao, maracuja e mel. O produto E
apresentou contaminagcdo com cadmio em suas trés amostras analisadas, mas as
concentracdes foram bastante baixas. Este produto era composto principalmente
de banana.

A ingestdo semanal toleravel provisoria (PTWI) para chumbo é de
25 ug/ kg de peso corpoéreo/ semana (WHO, 1999), ou seja, para um bebé de
7 quilos a ingestao toleravel seria de 175 ug de chumbo por semana. Tomando
como base a concentragado de chumbo (119 ug/kg) na “amostra 1” do produto F, a
quantidade do pote como sendo de 120 g (uma porgcao) e que este bebé
consumisse apenas 1 pote por dia desta amostra, calculou-se a contribuicdo desta
amostra na ingestdao de chumbo pelo bebé ao longo de uma semana. O valor
encontrado foi de 100 pug/ semana, ou seja, 57% da PTWI.
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A Tabela 4.7 traz os valores de concentragdao encontrados na determinacgao
de cadmio e chumbo em alimentos infantis na forma de puré salgado Como
mostra esta tabela, cinco produtos (B, C, E J e M) estavam com a “amostra 1”
contaminada com chumbo e os valores variaram de 13 a 27 pg/kg. As
“amostras 1” dos produtos C, L e N estavam contaminadas com cadmio em
concentragbes entre 11 e 27 ug/kg. Apenas duas “amostras 2” estavam
contaminadas com chumbo, as dos produtos D e M, com 24 e 44 ug/kg Pb,
respectivamente. Os produtos C, D e M apresentaram contaminag¢ao por cadmio
na “amostra 2” e valores foram 12, 7 e 9 ug/kg, respectivamente. O produto D
apresentou contaminacgao tanto por cadmio como por chumbo em sua “amostra 3"
Neste produto, as concentragdes foram 41 ug/kg de chumbo e 13 pg/kg de
cadmio. Os niveis encontrados em todas as amostras foram bastante baixos, ndo
apresentando risco a saude de bebés, com mais de 6 meses e criangas com

menos de 2 anos.
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Tabela 4.7: Niveis de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) em alimentos em forma de

puré salgado

Produto Pb (ng/kg) Cd (ng/kg)
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 2 3 1 2 3
A Nd Nd Nd Nd Nd Nd
B 20 LNE LNE Nd LNE LNE
Cc 25 Nd LNE 11 12 LNE
D Nd 24 41 Nd 7 13
E 13 Nd Nd Nd Nd Nd
F Nd Nd Nd Nd Nd Nd
G Nd Nd Nd Nd Nd Nd
H Nd Nd Nd Nd Nd Nd
I Nd Nd Nd Nd Nd Nd
J 23 LNE LNE Nd LNE LNE
L Nd LNE LNE 21 LNE LNE
M 27 44 LNE Nd 9 LNE
N Nd LNE LNE 27 LNE LNE

Nd = nao detectado.
LNE = lote ndo encontrado.

As amostras 1, 2 e 3 correspondem a diferentes lotes do mesmo produto.

Cereais infantis
Para a digestdo das amostras de cereais infantis foram necessarios 13 mL

de acido nitrico e um periodo de 23 horas para completa digestdo. Os valores de
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concentracdo de cadmio e chumbo nas amostras (1, 2 e 3) de cada cereal estao

dispostos na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Niveis de chumbo (Pb) e cadmio (Cd) em cereais infantis

Cereal Pb (ng/kg) Cd (ug/kg)
Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra

1 2 3 1 2 3
A Nd Nd Nd Nd 33 8
B Nd Nd 44 Nd Nd Nd
Cc Nd 165 97 Nd Nd Nd
D Nd Nd Nd Nd Nd Nd
E Nd Nd Nd Nd Nd Nd
F Nd Nd Nd 25 11 17
G Nd Nd Nd 20 Nd Nd
H Nd Nd Nd Nd Nd Nd
I Nd Nd Nd Nd Nd Nd
J Nd Nd Nd Nd Nd Nd
L Nd Nd Nd Nd Nd Nd
M 61 Nd Nd 23 27 37
N Nd Nd Nd Nd Nd Nd

Nd = ndo detectado.

As amostras 1, 2 e 3 correspondem a diferentes lotes do mesmo produto.
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ROCA de TOGORES et al. (1999) investigaram cadmio e chumbo em 29
amostras de cereais infantis comercializados na Espanha. As concentracbes de
cadmio nas amostras variaram de 6,6 a 35,8 ug/kg e as de chumbo variaram de
36,1 a 305,6 ug/kg. Os valores encontrados no presente trabalho variaram entre
11 e 37 ng/kg para cadmio e entre 61 e 165 ug/kg para chumbo. Portanto, a faixa
de concentragdes encontradas coincide com a faixa inferior encontrada nos
cereais infantis comercializados na Espanha.

Os cereais F e M apresentaram contaminagdo por cadmio em suas trés
amostras analisadas. As concentragcdes no cereal F variaram de 11 a 25 pg/kg. e
no cereal M variaram entre 23 e 37 ug/kg. O cereal M também apresentou
contaminagdo por chumbo, mas apenas na “amostra 17, com 61 ug/kg Pb. O
cereal C apresentou chumbo em duas amostras e os valores foram os maiores
encontrados, 165 e 97 ug/kg Pb, para as “amostras 2" e “amostras 37,
respectivamente.

Os cereais F e M, contaminados com cadmio nas trés amostras, possuiam
em sua composi¢cao farinha de arroz e pertenciam ao mesmo fabricante. O
cereal J também possuia em sua composicao farinha de arroz, mas nao
apresentou contaminacdo por Cd em nenhuma das amostras analisadas. Apesar
do arroz ser considerado um dos alimentos que mais contribui para a ingestao de
cadmio (WHO, 2005), ndo é possivel afirmar que a farinha de arroz seja a
responsavel pela a contaminagao por cadmio nestes cereais.

Considerando as indica¢des do fabricante dos cereais F e M, uma porgao

do mingau pode ser preparada 30 g destes cereais e 185 mL de leite ou agua
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devem ser adicionados. O nivel de contaminagdo mais alto na “amostra 3” do
cereal M (37 ug/kg Cd). Ao preparar o mingau, este cereal estaria fornecendo
1,1 ug de cadmio por porcdo. Considerando que um bebé consuma apenas uma
porcao deste mingau por dia, ao longo de uma semana a contribuicao deste na
ingestdo de cadmio seria de 7,8 pg de cadmio. Lembrando que a ingestédo
semanal toleravel de cadmio para um bebé de 7 quilos € de 49 ug, pode-se
considerar que a ingestdo de uma porgao de mingau nao colocaria em risco a
saude deste bebé, uma vez que representa 16% da PTWI de 7 ug/ kg peso
corporeo/ semana (WHO, 2004 e 2005).

A “amostra 2” do cereal C foi a que apresentou maior concentragdao de
chumbo, 165 ng/kg. Para o preparo de uma porgdo deste cereal, o fabricante
recomenda 25 g em 190 mL de leite. O alimento pronto contribuiria com 4,1 ug por
por¢cdo. Ao longo de uma semana, a contribuicdo na ingestdo de chumbo deste
alimento, para um bebé que consuma 1 porgéo por dia, seria de 29 pg/semana.
Este valor representaria 17% da PTWI (25 ug/ kg peso corpéreo/ semana) para

um bebé que pese 7 quilos.

4.4. CONCLUSAO

As amostras analisadas neste trabalho, apresentaram baixa incidéncia de
cadmio ou chumbo. Trinta e trés por cento das amostras de formulagédo a de soja
estavam contaminadas com cadmio. Quanto aos alimentos em forma de puré
doce, 56% das amostras estavam contaminadas com chumbo e 27% com cadmio.
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Ja nas amostras de puré salgado a porcentagem de contaminagao foi de 28%
para chumbo e 24% para cadmio. Finalmente, nas amostras de cereais infantis,
18% delas estavam contaminadas com chumbo e 23 % com cadmio.

Apenas uma amostra, de formulacbes a base de soja, se consumida
diariamente (1000 mL) no periodo de uma semana, poderia resultar em ingestao
equivalente a PTWI do cadmio. Nas demais amostras contaminadas o valor da
contribuicdo na ingestdo de cadmio ou chumbo ndo ultrapassaria 57% das
respectivas PTWI(s). Portanto, a maioria das amostras destinadas ao publico

infantil ndo ofereceria risco a saude desta parcela da populacao.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho mostraram que menos de 2% das
amostras de leite humano, das 371 amostras analisadas e colhidas nas principais
cidades das 5 regides do Estado de Sdo Paulo estavam contaminadas com
cadmio ou chumbo. Os niveis encontrados indicam que os bebés de 3 nutrizes
correriam risco de intoxicacdo por chumbo. Nenhuma correlagdo pbde ser
observada entre a incidéncia de cadmio ou chumbo e idade, local de residéncia e
profissdo das doadoras.

No levantamento realizado em alimentos infantis complementares
industrializados como cereais, formulagdes lacteas, formulagcbes a base de soja e
alimentos em forma de puré, observou-se que os teores de cadmio e chumbo
nestes alimentos eram baixos e que estes nao representariam risco a saude de

bebés e criangas pequenas (até dois anos de idade).
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Tabela 1: Determinagao de cadmio (ng/g) em material de referéncia
certificado (NIST 1547)

1 2 3 4 5 6 7
Replicata 1 0,012 0,024 | 0,018 0,014 0,010 0,023 0,022
Replicata 2 0,008 0,032 | 0,030 0,019 0,019 0,018 0,031
Replicata 3 0,013 0,029 | 0,021 0,015 0,013 0,015 0,022
Média 0,011 0,028 | 0,023 0,016 0,014 0,019 0,025
(ng/9)
c (ng/g) 0,0026 | 0,0040 | 0,0062 | 0,0026 | 0,0046| 0,0040| 0,0052
CV (%) 24 14 27 17 33 21 21
Somando todas as médias obtidas:
Concentracao = 0,019 (ug/g)
Desvio padréao = + 0,006
Tabela 2: Determinagao de chumbo (ng/g) em material de referéncia

certificado (NIST 1547)

1a 2a 3a 4a 53 63 7a
Replicata 1 0,72 0,84 0,88 0,83 0,96 0,89 0,90
Replicata 2 0,61 0,63 0,74 0,97 0,77 0,78 0,83
Replicata 3 0,62 0,76 0,81 0,89 0,89 0,98 0,78
Média 0,65 0,74 0,81 0,90 0,87 0,88 0,84
(ng/9)
c (ng/g) 0,0608 | 0,1060| 0,070| 0,0702| 0,0961| 0,1002| 0,0603
CV (%) 9,4 14 8,6 7,8 11 11 7,2

Somando todas as médias obtidas:

Concentracgao = 0,81 (ug/g)

Desvio padréo = + 0,09

109



Tabela 3: Recuperagao de cadmio e chumbo para o capitulo 2

N°. de Cadmio Chumbo
medidas (6 ug/L) (80 ug/L)
01 75,3 102
02 67,9 77,7
03 87,8 101
04 70,3 98,0
05 98,3 95,7
06 99,6 113
07 71,8 91,3
08 78,3 97,0
09 105 102
10 99,3 98,5
11 92,2 113
12 109 110
13 98,0 104
14 106 109
15 99,7 116
16 94,7 104
17 106 112
18 108 106
19 91,9 83,6
20 98,1 106
21 994 101
22 92,7 82,1
23 104 107
24 94,8 100
Média (%) 94 102
CV(%) 13 10
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Tabela 4: Recuperagao de cadmio e chumbo para o capitulo 3

(leite humano Sao Paulo)

N°. de Cadmio Chumbo
medidas (6 ng/L) (80 pgiL)
01 70,1 101,3
02 77,9 90,2
03 62,3 71,3
04 81,2 85,8
05 79,4 92,7
06 70,0 95,5
07 71,5 91,7
08 94,2 103
09 80,7 95,9
10 76,6 100
11 73,0 79,7
12 90,1 93,2
13 72,2 99,1
14 78,3 101
15 97,8 90,7
16 80,3 94,2
17 93,7 91,7
18 | - 89,4
19 | 95,8
20 | - 90,3
Média (%) 79 93
CV(%) 12 8,0
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Tabela 5: Recuperagdo de cadmio e chumbo para o capitulo 4

(purés e cereais)

N°. de Cadmio Chumbo
medidas (6 ng/L) (80 pgl/L)

01 83,6 105,9

02 70,3 90,6

03 98,6 86,0

04 75,1 95,5

05 72,8 113

06 85,7 83,7

07 70,9 92,8

08 93,0 109

09 81,4 98,6

10 102 100

11 70,1 95,3

12 93,2 98,2

13 88,6 110

14 79,7 93,3

15 83,0 96,3

16 89,3 97,6
Média (%) 84 98
CV(%) 12 8,5

Tabela 6: Recuperagao de cadmio e chumbo para o capitulo 4

(formulagodes lacteas e a base de soja)

N°. de Cadmio Chumbo
medidas (6 ng/L) (80 pgiL)
01 80,2 98,7
02 854 90,3
03 72,0 85,1
04 65,7 102
05 88,0 93,2
06 78,4 90,3
07 90,0 78,6
08 71,3 954
09 78,0 101
Média (%) 79 93
CV (%) 10 8,0

112



