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Resumo

Neste trabalho foram determinadas as concentracdes dos elementos Cu, Fe, Zn e Ni,
em diversas matrizes (solo, vinho, urina, cabelo e unhas), utilizando trés teécnicas
espetrométricas, a Espetrometria de Emissdo Atdmica com Plasma Indutivamente
Acoplado, a Espetrometria de Absor¢do Atdmica com Atomizacdo em Camara de Grafite e
também a Espetrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacdo em Chama.

O objetivo principal deste trabalho é verificar se existe uma relacdo entre as
concentragdes de alguns elementos encontrados no solo da regido de Macedo de Cavaleiros
e os individuos que vivem nessa zona. Para estabelecer essa relacdo foi também analisado o
vinho, admitindo que os metais existentes no solo séo transferidos para o ser humano
através do consumo de vinho, e assumindo também que o Cu, Fe, Zn e Ni podem acumular-
se em certos tecidos bioldgicos, de modo a que esses metais possam ser constituidos
marcadores da regido considerada.

Sabendo que a partida podera haver uma relacdo entre a composi¢do do vinho e a
composicdo do solo, questiona-se cada vez mais se havera também relacdo destes com a
ingestdo significativa de metais por parte do Homem, podendo causar problemas de saude.
Assim, a necessidade de monitorizacdo bioldgica obriga a analise de matrizes bioldgicas
como urina, cabelo e unhas para a determinacdo das concentracdes de metais com fins de

diagnostico nutricional, clinico, toxicoldgico ou forense.
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Abstract

In this study were determined the concentrations of Cu, Fe, Zn and Ni in different
matrices (soil, wine, hair, nails and urine), using three spectrometric techniques, Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry, Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry and Flame Atomic Absorption Spectrometry.

The aim of this study is to check whether there is a relationship between the
concentrations of some elements found in the soil from Macedo de Cavaleiros and the
individuals who live in this region. To establish this relationship, wine was also analyzed,
assuming that the metals in the soil are transferred to humans through the consumption of
wine, and also assuming that Cu, Fe, Zn and Ni can accumulate in certain biological
tissues, so that these metals can be constituted markers of the considered region.

Knowing from the start it may be a relationship between wine composition and soil
composition, the question is whether there will be also a relationship of these with the
significant intake of metals by humans and can cause serious health problems. Thus, the
need for biological monitoring requires the analysis of biological matrices such as urine,
hair and nails for determination of metals concentration with the purposes of nutritional

diagnostic, clinical, toxicological and forensic.
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CAPITULO 1-INTRODUCAO
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Neste capitulo sdo abordados aspetos gerais importantes para esta dissertacdo. E o
caso das diversas matrizes e metais que foram analisados, uma breve descricdo das técnicas
analiticas utilizadas e, por altimo, a descri¢do da regido onde foram recolhidas as amostras
analisadas neste projeto cientifico.

1.1.  Introducéo geral

A seguranca alimentar e o controlo de qualidade dos alimentos e bebidas sdo uma
das areas abrangidas pela Quimica Forense sendo uma forma de avaliar a qualidade, detetar
adulteragdes e verificar a autenticidade dos produtos.

As sociedades modernas consumem grandes quantidades de vinho, por vezes
aumentando a ingestdo didria de metais, podendo levar a casos de intoxicacdo (Galani-
Nikolakaki, S. et al., 2002). Controlos meticulosos sdo necessarios para avaliar fatores,
como a origem geogréfica e praticas enoldgicas, como uma forma de avaliar a qualidade do
vinho (Saurina, J., 2010).

A qualidade do vinho e as suas caracteristicas organoléticas estdo diretamente
relacionadas com a sua composicao, e por sua vez a composicao mineral do vinho reflete a
composi¢do mineral do solo de origem e as suas caracteristicas. No entanto, a composi¢édo
mineral do vinho também depende de outros fatores, como a variedade da uva, as condi¢es
climaticas, a composicdo de pesticidas e fertilizantes utilizados, os métodos e equipamentos
de vinificagdo, etc. (Fiket, Z. et al., 2011).

Os metais sdo um dos poluentes mais graves no ambiente e, por isso, € cada vez
maior a preocupacdo com os efeitos adversos na saude humana (Melaku, S. et al., 2005).
Assim, ha uma crescente necessidade de analisar metais em matrizes ambientais, como o
solo, nos alimentos e bebidas, como é o caso do vinho, e também em matrizes bioldgicas,

de forma a identificar possiveis fontes de contaminag&o por metais no Homem.

1.2. Matrizes

Este ponto aborda os diferentes tipos de amostras que foram analisadas neste projeto
cientifico, como é o caso do solo, do vinho e das matrizes bioldgicas como a urina, cabelo e

unhas.
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1.2.1. Solo

O solo ¢ definido como a camada superficial da crosta terrestre. A formacéo e a
evolucdo do solo s@o um fendmeno de genese fisica, quimica e biologica e depende de
diversos fatores, como o clima, a permeabilidade da rocha-mae, a vegetacdo e tipo de
matéria organica produzida, o relevo e a intervencdo humana (Afonso, J., 2009).

A viticultura, ou seja, a prética da producdo de uvas, é considerada um dos usos do
solo que faz com que a deterioracdo deste seja mais intensa (Fernandez-Calvifio, D. et al.,
2009). O solo tem grande importancia nesta pratica, uma vez que, sustenta ndo so a raiz da
videira mas também fornece os minerais e nutrientes necessarios, e assim a qualidade do
vinho depende da composicao fisica, quimica e bioldgica do solo das vinhas.

O solo é constituido essencialmente por matéria mineral proveniente da
desagregacdo das rochas, por matéria organica, agua e ar (Reichert, J. M., 2007). Os
elementos encontrados com maior frequéncia no solo sdo: Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Co, Ni, Al,
Cd e Cr. Um nutriente essencial é aquele sem o qual a planta ndo cresce normalmente. C,
O, H, N, P, K, Ca, Mg e S sdo designados por macronutrientes, por serem necessarios em
guantidades mais elevadas, enquanto o Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, B, Mo e Cl sdo designados
micronutrientes, sendo todos eles elementos essenciais para o crescimento das plantas. Os
micronutrientes também sdo chamados de elementos menores ou elementos vestigiais. A
videira tem necessidades nutritivas baixas, necessitando principalmente de N, K e P em
quantidades moderadas e quantidades residuais de Mg, Fe, Mn, Zn, Cu e B (Afonso, J.,
2009).

Os solos distinguem-se pelas suas caracteristicas fisicas (cor, textura, estrutura,
porosidade, permeabilidade), quimicas (poder de absor¢do, pH, composi¢do quimica) e
biolégicas (Reichert, J. M., 2007). As caracteristicas fisicas e quimicas dos solos
condicionam o crescimento vegetal, ao fazer variar a capacidade de retencdo da agua, a
solubilidade dos elementos minerais, a lixiviagdo dos nutrientes e o pH.

Em Portugal, os solos sdo em geral acidos. Os valores de pH frequentes nos solos
variam entre 4 e 8,5, sendo considerados neutros, na pratica, aqueles cujo pH varia entre 6,6
e 7,3 (Freitas, F., 1984). Existem fatores que condicionam a intensa acidificacdo do solo,

como a elevada precipitacdo, a natureza do material originario (rochas igneas acidas) e os
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elevados teores de matéria organica (Freitas, F., 1984). Diferencas entre 0s solos séo
visiveis de norte a sul do pais e justificam-se pelas grandes diferencas na topografia e
geologia que, por sua vez, influenciam as préticas agricolas, nomeadamente o cultivo da
vinha.

Altos niveis de metais no solo, e por meio de processos de transferéncia, na agua e
nas plantas, podem ter um efeito negativo sobre o ambiente e na salide humana (Sastre, J.,
et al., 2002). Ou seja, a intensa atividade humana estéa a gerar um forte impacto que pode ter
repercussoes negativas sobre os solos, bem como efeitos negativos sobre a qualidade dos

produtos agricolas, nomeadamente o vinho.

1.2.2. Vinho

O vinho é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas em todo o mundo. Este
resulta da fermentacdo alcodlica do sumo das uvas, em que 0s aglUcares por acdo de
leveduras sdo transformados em alcool com libertagdo de CO, (Fiket, Z. et al., 2011; Pedro,
J., 1991).

Portugal é um dos principais produtores de vinho a nivel mundial (Marques, A. S.,
et al.). A vinha encontra-se implantada em quase todo o territério nacional, sendo que a
videira mais cultivada em Portugal é da espécie Vitis vinifera (Marques, A. S., et al.). As
castas sdo variedades da videira e distinguem-se consoante a coloracdo das uvas, em
brancas, rosadas ou tintas, e de um modo geral, os vinhos delas derivados designam-se por
brancos, rosados ou tintos (Pedro, J., 1991).

Do ponto de vista quimico, o vinho, além de agua, contém uma grande variedade de
componentes organicos (&lcoois, agucares, proteinas, aminoacidos e polissacarideos) e
inorganicos (minerais e outros compostos vestigiais) (Grindlay, G. et al., 2009).
Representando cerca de 1,5 a 3 g/L no seu total, os elementos minerais presentes no vinho,
sdo importantes para a fermentacdo alcodlica deste e para as suas propriedades
organoléticas (cor, sabor e aroma) (Pohl, P., 2007).

A presenca de elementos no vinho esta geralmente relacionada com a composigédo
mineral do solo bem como com o0s processos de absorcdo das videiras, embora possa ser

alterada pelas praticas vitivinicolas e enologicas (Mira de Ordufia, R., 2010; Villiers, A. et
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al., 2012). Podem também ocorrer contaminacdes de origem diversa: atmosférica, atraves
de aditivos e fungicidas, equipamentos utilizados na vinificacdo, estabilizacdo e
conservacao (Catarino, S. et al., 2008).

Entre a multiplicidade de componentes do vinho, o contetdo mineral apresenta
grande interesse devido a sua implicacdo em trés d&reas principais: caracteristicas
organoléticas, risco toxicoldgico e origem geografica (Alvarez, M. et al., 2012).

Um dos muitos interesses da andlise de vinhos é utilizar o contedo em metais para
caraterizar os vinhos pela sua origem geografica tendo em conta a relagdo entre o contetido
metalico das amostras de vinho e a composicdo do solo (Grindlay, G. et al., 2009). Isto €
baseado no principio de que os elementos presentes no vinho séo derivados do solo (Unico
para um determinado local geogréfico) e que as concentracbes da maioria dos elementos
ndo sao significativamente alteradas durante a producdo, transporte e armazenamento do
vinho (Grindlay, G. et al., 2009). Contudo, outros fatores como os anteriormente falados
podem também ter efeito na composi¢do do vinho (Moreno, I. M. et al., 2007).

O consumo diario de vinho em quantidades moderadas contribui significativamente
para as necessidades do organismo humano em elementos essenciais como Ca, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Se, Mg, Mn, Mo, Ni e Zn (Alvarez, M. et al., 2012). No entanto, o consumo de
grandes quantidades de vinho pode levar a absorcdo diaria elevada destes elementos
(Grindlay, G. et al., 2009). Deve notar-se que a biodisponibilidade e a toxicidade dos
metais estdo relacionadas com as formas fisico-quimicas destes (Catarino, S. et al., 2008;
Galani-Nikolakaki, S. et al., 2002).

1.2.3. Urina

O organismo encarrega-se de eliminar os produtos residuais do organismo,
expelindo-os sob a forma de suor (através da pele), da urina e das fezes. Também podem
ser incorporados no cabelo, em 0ssos ou outros tecidos quando a exposicdo for excessiva
ou continua.

A urina normalmente é um liquido transparente, de cor amarelada, é produzida
pelos rins, excretada através das vias urindrias e desempenha um papel importante na

regulacdo do balanco de liquidos e no equilibrio entre acidos e bases.
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A urina humana € constituida principalmente por dgua (cerca de 95%), com solutos
organicos dissolvidos incluindo ureia, &cido drico, pequenas quantidades de enzimas,
hidratos de carbono, hormonas e ides inorganicos, como Na, K, Cl, Mg, Ca, SO4* e PO,
que formam os restantes 5% (Koolman, J. and Roehm, K. H., 2005).

Os elementos essenciais (Cu, Fe, Zn, Ba, B, Ca, Cr, Co, Li, Mn, Mo, P, Se, etc.)
estdo envolvidos em praticamente todos os processos metabolicos e biogquimicos, e as
concentragdes destes na urina sdo geralmente reflexivos da ingestdo recente.
Consequentemente, analises de urina para os elementos essenciais podem ser usadas para
avaliar o estado nutricional.

A regido de residéncia e muitos outros fatores, como a alimentacdo, consumo de
bebidas (por exemplo, o vinho), estado de salde, medicamentos, etc. podem afetar as
concentragOes de elementos, sejam tdxicos ou vestigiais, no corpo humano (Cornelis, R. et
al., 1996). A funcdo renal desordenada pode conduzir a uma mudanca no volume da urina
excretada por dia, juntamente com alteracdes nas suas propriedades fisicas e quimicas.

A urina é facilmente recolhida e fornece um indicador Gtil da exposicdo a metais
(Horng, C.-J., et al., 2002). As amostras de urina sdo excelentes para mostrar as exposi¢oes
atuais a metais, porque refletem o nivel destes na corrente sanguinea nas horas
imediatamente antes do esvaziamento da bexiga (Crinnion, W. J., 2009).

As concentragdes de metais na urina tém sido comummente utilizadas para fins de
diagndstico clinico e para avaliagdo da retencdo de metais no organismo (Bermejo-Barrera,
P., et al., 2002). Em toxicologia clinica e forense, a quantificacdo de metais na urina é o
mais importante para a monitorizacdo da exposi¢do a metais pesados, como Pb e Hg
(Goulle, J. P. et al., 2005). Alguns outros metais também sdo de interesse clinico ou
forense, como Al, Mn, Cr, Co, Ni, Cu, Se, entre outros (Goulle, J. P. et al., 2005).

1.2.4. Cabelo

O cabelo, além de ser um adorno, tem a funcdo de proteger a cabeca dos raios
solares e também proporciona um certo isolamento térmico, através da retencdo de agua e
diminuicdo da perda de calor (Pozebon, D. et al., 1999). Do que se pode ler na literatura, a

taxa de crescimento médio do cabelo humano é de cerca de 1 cm por més.
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Na constituicdo do fio de cabelo encontramos proteinas (80%), como o colagénio e
a elastina. Outros componentes do cabelo sdo a agua (15%), lipidos, pigmentos e elementos
como Zn, Fe, Cu, etc. (Pozebon, D. et al., 1999). Os elementos presentes no cabelo séo
divididos em macrominerais (Ca, O, Mg, Na, K e Cl) e microminerais ou elementos
vestigiais (Chojnacka, K. et al., 2006). O dltimo grupo é dividido em elementos vestigiais
essenciais e elementos vestigiais toxicos, em que o0 grupo dos elementos vestigiais
essenciais € distinguido entre maiores (Fe, Zn, Cu) e menores (Ni, Mn, Se, Cr, Co)
(Chojnacka, K. et al., 2006; Pozebon, D. et al., 1999).

O cabelo ¢ originado a partir do foliculo piloso localizado 3 a 5 mm abaixo da
superficie da pele (LeBeau, M. A. et al., 2011; Pragst, F. and Balikova, M. A., 2006). E
basicamente constituido por trés camadas: cuticula (camada externa), cortex (parte
intermédia, formada por um conjunto de células denominado de matriz, local onde fica
situada a queratina e outras proteinas) e medula (camada mais interna) (Pozebon, D. et al.,
1999; Pragst, F. and Balikova, M. A., 2006).

Uma proteina de forma espiralada (a a-queratina) é que da sustentacdo ao cabelo, a
qual fica imersa na matriz (Pozebon, D. et al., 1999). A a-queratina é constituida por uma
sequéncia de 15 a 22 tipos de aminodacidos, principalmente cisteina.

O cabelo humano é um sistema de acumulacdo de elementos vestigiais, em que a
absorcdo dos elementos da-se a partir da raiz, cuja quantidade incorporada depende da
concentracdo nos fluidos bioldgicos circundantes (sangue, linfa e fluido extracelular)
(Almeida, A. et al., 1999; Pozebon, D. et al., 1999). Os elementos vestigiais irdo fixar-se a
queratina do cabelo ligados a atomos de enxofre em cisteinas, ou em alguns casos, a
membrana das celulas por ligagdo com os grupos SH (Chojnacka, K. et al., 2005;
Senofonte, O., et al., 2001). Um periodo de aproximadamente trinta dias decorre entre a
absorcdo e o equilibrio dos elementos vestigiais no cabelo.

As concentracOes de elementos vestigiais no cabelo séo afetadas pela exposicéo
ambiental, mas também variam com diversos fatores, incluindo habitos alimentares, os
processos metabdlicos, doencgas, consumo de drogas, utilizacdo de cosmeéticos, a regido
geogréfica, a concentracdo dos elementos nos alimentos e bebidas (como por exemplo, na
agua e no vinho) (Gil, F. et al., 2011; Olmedo, P. et al., 2010). Assim, quando se analisa

uma determinada amostra de cabelo é necessario ter em conta todos 0s habitos e
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informacdes sobre a pessoa em questao.

O interesse na andlise de cabelo humano para a determinacdo de elementos
vestigiais tem aumentado devido a certas vantagens oferecidas por esta amostra em relacéo
a outras: (i) as concentraces da maioria dos elementos s&o maiores no cabelo do que em
outras matrizes bioldgicas; (ii) as amostras de cabelo sdo mais simples de recolher,
transportar e armazenar; (iii) o carater menos invasivo dos procedimentos de recolha de
cabelo; e (iv) a capacidade de acumular metais no cabelo durante periodos prolongados
(Pragst, F. and Balikova, M. A., 2006; Rao, K., et al., 2002).

A determinacdo de elementos vestigiais no cabelo mostra caracteristicas
interessantes para a detecdo precoce de efeitos adversos sobre a saude humana, resultando
numa ferramenta de diagndstico clinico (Senofonte, O., et al., 2001). Outros estudos sobre a
determinacdo de elementos vestigiais em cabelo tém demonstrado relagdes entre um certo
estado nutricional em funcdo dos habitos alimentares e as concentracdes dos elementos no
cabelo (Bermejo-Barrera, P., et al., 2002; Chojnacka, K. et al., 2005).

A andlise de cabelo é particularmente importante em investigacGes forenses para
demonstrar estados de intoxicacdo ou envenenamento, seja em individuos vivos ou em
cadaveres (Morton, J. et al., 2002).

O cabelo é considerado pela EPA e pela IAEA um dos materiais biolégicos mais
importantes para a monitorizagdo ambiental, nutricional e ocupacional de metais (Gil, F. et
al., 2011).

1.2.5. Unhas

Apesar de atualmente ser atribuido um papel basicamente estético as unhas, estas
desempenham vérias fungdes importantes, sendo umas delas proteger as pontas dos dedos
das méos e dos pés de todo o tipo de agressdes (Brown, M. B. et al., 2009). Servem ainda a
outro importante proposito, funcionando como uma especie de sistema de alerta, pois
muitas vezes é nelas que 0s sinais exteriores de doengas se podem desenvolver.

Ainda que a taxa de crescimento das unhas seja variavel entre os individuos, as
unhas das maos crescem a uma média de 0,1 mm por dia e estima-se que as unhas dos pes

crescam 0,03 a 0,05 mm por dia, no entanto, varios fatores, fisiologicos ou outros,
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influenciam o crescimento (Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O., 2006).

A 4agua faz parte da constituicdo das unhas, embora em baixa quantidade (18%)
(Bega, A., 2006). O conteudo lipidico da unha também € baixo (0,1-1%), sendo o colesterol
o principal lipido encontrado (Walters, K. A. et al., 2012). Os minerais também séo
componentes importantes das unhas, em que elementos como Ca, Mg, Na, Fe, Cu e Zn séo
encontrados nelas (Walters, K. A. et al., 2012).

As unhas sdo compostas por camadas de queratina, proteina rica em cisteina
também encontrada no cabelo e na pele (Walters, K. A. et al.,, 2012). O enxofre esta
presente principalmente nas ligacbes SH das cisteinas, ligando as fibras de queratina
(Walters, K. A. etal., 2012).

O interesse em utilizar unhas humanas como biomarcadores da exposi¢do a metais,
baseia-se no facto de que, muitos elementos se ligam a queratina, as proteinas que contém
ligacGes SH presentes nas unhas (Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O., 2006).

A janela de tempo de exposicao refletida pelas unhas é dependente do comprimento
do corte e da taxa de crescimento das mesmas (Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O., 2006).
Assim, dependendo da taxa de crescimento e do comprimento, as unhas refletem
exposicdes que tenham ocorrido durante os Gltimos 6 a 12 meses antes do corte e ao
contréario da urina, e tal como o cabelo € um marcador de periodos de exposicdo mais
longos (Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O., 2006).

Sdo varios os fatores que afetam o contelido dos elementos nessa matriz, tais como
os habitos alimentares, 0 metabolismo, o estilo de vida, 0 meio ambiente, idade, sexo, 0
consumo de tabaco, etc. (Hussein Were, F. et al., 2008; Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O.,
2006). E assim dificil estabelecer valores de referéncia para os elementos nas unhas, pois 0s
fatores acima imp&em restrigdes sobre a interpretacdo dos resultados.

As unhas sdo uma ferramenta de diagndstico interessante para avaliar a exposi¢do a
metais, especialmente porque a amostragem é simples e ndo-invasiva e devido ao seu facil
armazenamento (Batista, B. L. et al., 2008; Hussein Were, F. et al., 2008). Também é um
substrato interessante devido a sua taxa de crescimento lento, tornando-as Uteis para a
analise retrospetiva (Daniel, C. R. et al., 2004).

A analise quimica das unhas € realizada principalmente em medicina forense, para

determinar intoxicagdo por metais, mas também em medicina geral e ambiental, para
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diagnostico e prevencdo de doengas (Daniel, C. R. et al., 2004; Mehra, R. and Juneja, M.,
2005; Sukumar, A. and Subramanian, R., 2007).

1.3. Metais

Os metais sdo provavelmente o grupo de substancias toxicas conhecidas mais
antigas (Goulle, J. P. et al., 2005). Estes elementos estdo presentes no planeta como
constituintes naturais dos solos, bem como em muitos produtos e utensilios que
manuseamos (Souza, M., et al., 2009). A industrializacdo, o trafego de veiculos, a
incineracdo de residuos e o uso de fertilizantes e pesticidas resultaram no aumento de
metais no meio ambiente, podendo contaminar o ar, a agua, o solo e as plantas e, por
conseguinte, os animais e o proprio Homem (Mehra, R. and Juneja, M., 2005; Souza, M., et
al., 2009).

Alguns elementos essenciais aos organismos vivos (Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se,
entre outros) sdo necessarios em quantidades vestigiais para diversos processos
fisioldgicos, mas em concentracdes mais elevadas, tendem a ser toxicos (Amaral, A. F. et
al., 2008; Catarino, S. et al., 2008; Mehra, R. and Juneja, M., 2005). No entanto, a
essencialidade ou toxicidade de um elemento esta diretamente relacionada com a

concentracdo em que este se apresenta (Catarino, S. et al., 2008).

1.3.1. Cobre

Sendo o Cu o terceiro mineral mais abundante do nosso organismo, este é
considerado um elemento vestigial essencial necessario para a sintese de hemoglobina, no
metabolismo de enzimas e essencial para a absor¢do de Fe (Katuza, J. et al., 2001).
Todavia, 0 Cu em excesso pode ser extremamente toxico, sendo que a acumulacdo em
demasia deste nos tecidos pode causar uma disfungdo genética conhecida como doenca de
Wilson, caracterizada por degeneracgdo do figado e alteragdes cerebrais.

A toxicidade de Cu ocorre mais frequentemente pelo consumo de alimentos
contaminados com este elemento, a partir da exposicdo a excesso de Cu em fontes
ambientais, como 4gua e solo e a partir de exposi¢cdo ocupacional. Os sintomas de

intoxicagdo por Cu incluem nauseas, vomitos, diarreia, dores musculares e abdominais,
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danos no figado, rins e danos cerebrais (Provenzano, M. R. et al., 2010).

O Cu é absorvido principalmente através do trato gastrointestinal e, é excretado
parcialmente através das fezes e da urina (Provenzano, M. R. et al., 2010). Outra parte é
armazenada no figado, cérebro, unhas, cabelo e ossos (Garcia-Esparza, M. A. et al., 2006).
Os niveis de Cu no organismo séo influenciados por diversas condi¢des, principalmente
condicdes fisiologicas e patoldgicas, como gravidez, disfuncéo renal e doencas hepaticas
(Cornelis, R. et al., 1996).

Este € um elemento que pode facilmente acumular-se no solo e isto resulta em
grande parte da poluicdo antropogénica, como por exemplo a utilizacdo de fertilizantes e
pesticidas, residuos urbanos, atividades industriais e mineiras, podendo também estar
associado a incéndios florestais (Reimann, C. and Caritat, P., 1998).

Os teores elevados de Cu estdo essencialmente presentes em alguns tipos de rochas,
como argilitos e xistos (Reimann, C. and Caritat, P., 1998). A disponibilidade deste
elemento nos solos € influenciada por diversos fatores, incluindo o pH, o teor em matéria
orgénica e a interacdo com outros elementos, como o Fe. Dentre os micronutrientes, o Cu é
0 que apresenta menor mobilidade no solo, tendo portanto tendéncia para se acumular nas
camadas superficiais (Ribeiro, A., 1992).

O Cu é considerado um micronutriente essencial para as plantas, no entanto, o
excesso de Cu nos solos pode ser prejudicial para as mesmas (Cruz, N., 2011). I6es de Cu
sdo fortemente absorvidos pelas raizes, inibindo a absorcdo de elementos vestigiais,
principalmente de Fe. Um excesso de Cu no solo pode também provocar deficiéncias em
Zn e vice-versa.

A presenca deste metal nos vinhos pode ter origem exdgena e enddgena. Deve-se a
prépria constituicdo das uvas e do solo, mas também devido a tratamentos cupricos,
refletindo-se na predominancia do elemento sob a forma idnica, que podera explicar a
elevada capacidade deste ser assimilado (Catarino, S. et al., 2008; Provenzano, M. R. et al.,
2010). Altos niveis de Cu podem deteriorar a qualidade do vinho (Garcia-Esparza, M. A. et
al., 2006).

Como visto anteriormente, tanto a deficiéncia em Cu como o0 excesso produzem
efeitos adversos, e por isso a monitorizagdo das concentracdes de Cu no ambiente (agua,

solo, alimentos, etc.) e em matrizes bioldgicas € de importancia crucial.
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1.3.2. Ferro

O Fe tem variadas fungdes no organismo, por exemplo, a hemoglobina, que contém
Fe, permite o transporte de oxigénio através do sistema circulatério (Harrison, P. and
Arosio, P., 1996; Pinto, G., 2008). A homeostase do Fe é dependente da quantidade que é
absorvida, sendo que este pode acumular-se em diversos tecidos (Harrison, P. and Arosio,
P., 1996).

Concentracbes de Fe em excesso no organismo, seja devido a dieta demasiado rica
em Fe ou contaminacdo ambiental ou ocupacional, podem causar intoxica¢fes. Como
efeitos toxicos pode causar diarreia, vomitos, lesdes hepaticas, insuficiéncia renal, podendo
evoluir para coma e morte (Pinto, G., 2008). O Fe é também um potencial cancerigeno,
sendo associado com o cancro do figado (Toyokuni, S., 2009).

O Fe, dentre os metais, é o elemento mais abundante nos solos. Esta associado a
todos os tipos de rocha mas é particularmente abundante em rochas ultraméficas e maficas
(muito ricas ou ricas em Fe e Mg) (Almeida, L., 2005). A presenca de Fe no solo tem
origem natural mas também tem origem antropogénica. Entre as fontes antropogénicas de
Fe estdo as emissdes pelas atividades industriais, os efluentes de esgotos municipais e
industriais, e 0 uso de fertilizantes.

O estado de oxidacdo, Fe (II) ou Fe (Ill) e a forma fisico-quimica determinam o
comportamento do Fe no meio ambiente e a sua biodisponibilidade. O crescimento das
plantas é sensivel as alteracdes do solo no que respeita a disponibilidade do Fe, acrescido
do facto desse fendmeno estar dependente do pH, da concentracdo em fosfatos e em certos
metais, entre os quais o Co.

O Fe € encontrado em quantidades substanciais em todas as variedades de uvas e de
vinhos (Fiket, Z. et al., 2011; Riganakosa, K. and Veltsistas, P., 2003). A concentragio
deste elemento nas uvas e vinhos depende de diversos fatores, sendo o mais importante o
solo das vinhas. Assim, o elemento Fe pode ser um possivel marcador da origem geografica
da proveniéncia dos vinhos (Lara, R. et al., 2005).

A baixas concentragdes, o Fe desempenha um importante papel nos processos de
fermentacao dos vinhos (Catarino, S. et al., 2008; Stafilov, T. and Karadjova, 1., 2009). Por

outro lado, grandes quantidades deste elemento podem causar formacdo de turvacdes e
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precipitados (Baysal, A. and Akman, S., 2011). Por isso, a avaliacdo das concentracdes de
Fe em vinhos é de grande importancia devido as alteracBes na qualidade que este pode
causar (Fiket, Z. et al., 2011).

1.3.3. Niquel

A populacdo em geral pode ser exposta ao Ni através do solo, do ar, da &gua, dos
alimentos, implantes dentarios, cosméticos, consumo de tabaco, fertilizantes e incineracéo
de residuos (Michalak, 1. et al., 2012; Reimann, C. and Caritat, P., 1998).

O Ni e os seus compostos sdo absorvidos pelo corpo humano por diferentes vias -
inalacdo, ingestdo e via dérmica e sdo excretados através da urina, ou acumulados nos
ossos, figado, rins e cabelo (Cornelis, R. et al., 1996; Michalak, I. et al., 2012). A
acumulacdo em excesso de Ni no organismo representa um sério risco a saude humana,
uma vez que pode causar alergias, diarreia, vomitos, fibrose pulmonar e necrose do figado
(Horng, C.-J., et al., 2002). O maior perigo da exposi¢do cronica a este elemento € o cancro
do pulméo, nasal ou da laringe (Horng, C.-J., et al., 2002).

O Ni ocorre naturalmente em varios tipos de solos e rochas. E um metal pesado, que
é particularmente abundante em rochas ultramaficas (Almeida, L., 2005). A concentracao
de Ni pode sofrer um acréscimo em solos que se encontrem sujeitos a inimeras atividades
humanas, como emissdes industriais, deposicdo de residuos urbanos, trafego automdvel,
aplicacdo de fertilizantes fosfatados e pesticidas (Cruz, N., 2011).

A mobilidade do Ni nos solos é inversa ao valor do pH, dai que solos com valores
de pH menores apresentem uma maior mobilidade deste elemento (Cruz, N., 2011). A
disponibilidade deste elemento nos solos para as plantas pode também ser afetada por
propriedades como o teor em matéria organica (Cruz, N., 2011).

A presenca de Ni nos vinhos pode ter origem endogena e exdgena, sendo que a
presenca endogena de Ni deve-se a absorcdo radicular (Catarino, S. et al., 2008). Potenciais
fontes exodgenas de Ni sdo a contaminacdo atmosférica, equipamentos utilizados na
producdo e armazenamento do vinho e a conservacdo em garrafa (devido aos pigmentos

que podem conter Ni) (Catarino, S. et al., 2008).
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1.3.4. Zinco

O Zn é um elemento vestigial que se apresenta distribuido no meio ambiente, sendo
encontrado no ar, solo, agua e alimentos. Este € um elemento metélico de extrema
importancia para as fungdes bioldgicas dos seres vivos. Nos humanos, o Zn ¢ essencial para
0 bom funcionamento dos sistemas imunolégico, digestivo e nervoso (Cruz, N., 2011).

A absorcéo excessiva de Zn pelo organismo pode levar a um quadro de intoxicacao,
resultando em sintomas como vémitos, diarreia, célicas, anemia, edema pulmonar e danos
no figado ou nos rins, podendo também ser neurotdxico (Senofonte, O., et al., 2001).

O Zn esta naturalmente associado a todos os tipos de rocha mas é particularmente
importante nos basaltos, argilitos e xistos (Almeida, L., 2005; Reimann, C. and Caritat, P.,
1998). Algumas fontes de contaminacdo de Zn, como o trafego automovel, as emissdes
industriais, os efluentes urbanos, fertilizantes e pesticidas, sdo apontadas como as principais
responsaveis pelo aumento da sua concentracdo no solo (Almeida, L., 2005; Cruz, N.,
2011).

No solo, 0 Zn é um dos metais mais moveis e a sua acumulacdo parece nao ser
significativa (Catarino, S. et al., 2008). Quanto ao seu comportamento no solo, é referido
em alguns estudos que a sua adsor¢do esta dependente de diversos fatores, entre 0s quais o
pH, o teor de matéria orgéanica e de argila (Cruz, N., 2011). A mobilidade do Zn é elevada
sob condicGes de oxidacdo em meio &cido e muito baixa em ambiente neutro e alcalino
(Reimann, C. and Caritat, P., 1998).

O Zn é considerado um nutriente essencial para o crescimento das videiras e,
consequentemente, presente no vinho em concentracGes relativamente elevadas (Galani-
Nikolakaki, S. et al., 2002). Para além da natureza enddgena, € também de referir, como
significativa, a resultante do contacto com materiais contendo Zn, durante as fases de
processamento e envelhecimento do vinho e ainda a resultante da aplicacdo de fungicidas
(Catarino, S. et al., 2008; Galani-Nikolakaki, S. et al., 2002).

N&o obstante os teores de Zn normalmente encontrados no vinho serem demasiado
reduzidos para provocar intoxicagdes, este metal € reconhecido pela sua potencial acdo
toxica sobre o organismo humano e por se encontrar na origem de acidentes de estabilidade

fisico-quimicos do vinho, sendo assim importante a sua analise quimica (Catarino, S. et al.,
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2002; Catarino, S. et al., 2008).

1.4.  Andlise quantitativa de metais

Tem havido um progresso constante na metodologia de diversas técnicas analiticas,
para determinacéo e quantificacdo de metais, numa grande variedade de amostras (Sardans,
J. etal., 2010).

Em geral, as amostras ndo podem ser analisadas sem uma preparacéao preliminar. No
caso dos metais, um tratamento da amostra € frequentemente necessario. O tratamento da
amostra é utilizado para destruir a matéria organica, de modo a reduzir interferéncias
causadas por esta e para extrair os iGes metalicos ligados a complexos organicos e
inorganicos (Eaton, A. D., et al., 2005; Stafilov, T. and Karadjova, 1., 2009). Os métodos
mais utilizados na decomposicdo das amostras sdo a digestdo na placa e a digestdo no
micro-ondas, sendo a digestdo acida a mais comummente utilizada.

Vérias técnicas analiticas estdo disponiveis e, selecionar a mais adequada é a chave
para alcancar resultados precisos, fiaveis e reais (Eaton, A. D., et al., 2005). A selecdo
apropriada requer um conhecimento basico de cada técnica, assim como dos seus pontos
fortes e limitacGes (PerkinElmer, 2009).

Os métodos mais comuns usados atualmente na determinagdo de metais envolvem
técnicas espetrométricas altamente sensiveis como ICP-AES e a Espetrometria de Absorcao
Atomica (FAAS, GFAAS, etc.) (Sastre, J., et al., 2002).

1.4.1. ICP-AES

Na Espetrometria de Emissdo Atdmica a amostra é submetida a altas temperaturas,
causando a dissociacdo e a excitacdo (ou ionizac¢do) dos atomos da amostra (Boss, C. B.
and Fredeen, K. J., 1989; Csuros, M. and Csuros, C., 2000). Como 0s 4&tomos se encontram
num estado de energia superior (estado excitado), a tendéncia € voltar ao estado de energia
mais baixo (estado fundamental), emitindo energia, que ¢ detetada (Csuros, M. and Csuros,
C., 2000). A intensidade da radiagdo, emitida num comprimento de onda especifico por
esses atomos ou ides, é proporcional & concentracdo do elemento na amostra (Krull, U. J.,
et al.; Thermo Elemental, 2001).
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A grande maioria das analises em ICP-AES é realizada em amostras liquidas e a
fonte de energia que assegura a passagem das amostras liquidas ao estado de vapor atomico
é o0 plasma, sendo este um gas inerte parcialmente ionizado, o &rgon (Lindon, J. et al., 2000;
Murray, R. W. et al., 2000). No plasma, as amostras sdo transportadas sob a forma de
aerossol, que consiste em pequenas goticulas (Lindon, J. et al., 2000). Para que as amostras
cheguem ao plasma na forma de aerossol, é necessaria a utilizacdo de um nebulizador, cuja
funcdo é converter a amostra aquosa hum aerossol, com a ajuda de um gas de arraste, 0
argon (Charana, A. P. M., 2008; Dean, J. R., 1997). A amostra é entdo transportada até ao
plasma no topo da torch pelo argon, em que a ionizacdo deste é iniciada por uma faisca
(Analytik Jena AG). No plasma, os atomos e, particularmente, os ides sdo excitados por
emissdo. Em seguida, a luz que é emitida é dirigida para as redes de difracdo, as quais
dispersam o feixe policroméatico de luz nos comprimentos de onda que o constituem
(Boumans, P. W., 1987). O espetrometro vai separar a radiacdo em linhas espetrais, onde
cada linha espetral ¢ atribuida a um elemento presente na amostra (Boumans, P. W., 1987,
Skoog, D. A. et al., 2000). Medindo a intensidade das linhas espetrais selecionadas, o
espetrometro da informacdo quantitativa da concentracdo de cada elemento presente na
amostra (Boumans, P. W., 1987).

Para a andlise de elementos metalicos, ICP-AES é uma das técnicas eleitas,
apresentando diversas vantagens: capacidade multi-elementar, boa gama de linearidade,
baixos limites de detecdo para a maioria dos elementos, elevada preciséo, alta sensibilidade,
rapidez de resposta e possibilidade de automatizacdo (Santos, E. J. and Oliveira, E., 2001;
Senofonte, O. et al., 2000; Thermo Elemental, 2001).

O procedimento de introducdo/nebulizacdo da amostra no plasma pode produzir
interferéncias ndo-espetrais, sendo estas largamente limitadas a interferéncias de transporte
(Analytik Jena AG). Uma outra desvantagem da técnica de ICP-AES ¢ a nivel econémico,
uma vez que o custo da instrumentacdo é elevado e o sistema de operacgdo é bastante mais
dispendioso do que qualquer instrumento AAS, principalmente devido ao consumo de
argon.

O ICP-AES é uma técnica excelente para a determinacdo de elementos maiores,
menores e vestigiais, numa grande variedade de amostras, como amostras organicas,

geoldgicas, ambientais e alimentos (Santos, E. J. and Oliveira, E., 2001). A capacidade

Pesquisa de uma correlacdo entre elementos do solo e matrizes biol6gicas de uma populagéo 16



desta técnica detetar varios elementos ao mesmo tempo melhora a sua utilidade na analise
forense (Krull, U. J., et al.).

1.4.2. FAAS

A Espetrometria de Absor¢do Atémica com Atomizacdo em Chama, FAAS, pode
ser utilizada para determinar a concentracdo da maioria dos metais.

A absor¢do atdbmica mede a concentracdo dos atomos de um elemento passando luz,
emitida por uma lampada de catodo oco desse elemento, por meio de uma nuvem de
atomos formada a partir da amostra (Thermo Elemental, 2001). A lampada de catodo oco é
uma fonte de luz usada para gerar radiacdo no comprimento de onda caracteristico de cada
elemento. Assim, a absorcdo atdmica ocorre quando um atomo no estado fundamental
absorve energia de um comprimento de onda especifico e é elevado a um estado excitado
(Thermo Elemental, 2001). A absor¢do atomica fornece a medida de unidade Optica
(unidades de absorvancia), posteriormente convertida em unidades de concentracdo, de
forma a obter-se um resultado analitico, existindo assim uma relacdo linear entre a
absorvancia e a concentracdo (Catarino, S. et al., 2002).

O principio da técnica de FAAS baseia-se em que a irradiacdo da chama por um
feixe de energia especifico, proveniente de uma lampada de catodo oco, provoca a transicao
eletronica dos a&tomos do analito levando a sua excitacdo eletronica, permitindo a leitura da
absorvancia, correspondente a energia absorvida pelos atomos (Brown, R. J. C. and Milton,
M. J. T., 2005).

Em FAAS, a amostra € introduzida como um aerossol na chama (PerkinElmer,
2009). A chama mais frequentemente utilizada € a chama de ar/acetileno, que é utilizada
para evaporar o0 solvente e dissociar a amostra nos atomos que a compdem (Thermo
Elemental, 2001). Com um nebulizador, operando pela ac¢do do fluxo de gas comprimido, a
solugdo da amostra é aspirada e nebulizada na forma de um aerossol numa camara de
nebulizacdo (Eaton, A. D, et al., 2005; Krug, F. et al., 2004). A evaporacao do solvente das
goticulas na chama é denominada dessolvatacdo, produzindo um aerossol seco (suspensdo
de particulas sélidas) (Krug, F. et al., 2004). Sob elevadas temperaturas no ambiente da

chama, segue-se a volatilizacdo destas particulas (Krug, F. et al., 2004). Em seguida, um
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feixe de luz é dirigido através da chama, para um monocromador, que isola 0 comprimento
de onda especifico de luz a ser medida, e para um detetor, que mede a quantidade de luz
absorvida pelo elemento atomizado na chama (Eaton, A. D., et al., 2005; Thermo
Elemental, 2001). A quantidade de energia, no comprimento de onda caracteristico,
absorvida pela chama, é proporcional a concentracdo do elemento na amostra (Eaton, A. D.,
et al., 2005).

A técnica de FAAS apesar de ser uma técnica rapida, de baixo custo e ter boa
precisdo apresenta algumas limitagdes, que incluem: limites de detecdo moderados/altos,
baixa sensibilidade, analise mono-elemento, baixa eficiéncia (apenas uma pequena parte da
amostra atinge a chama) e sdo necessarios volumes de amostra relativamente grandes
(PerkinElmer, 2009; Thermo Elemental, 2001).

Multiplas fontes de interferéncia podem causar inexatiddo na determinacdo de
elementos por FAAS, podendo ocorrer interferéncias fisicas, quimicas, espetrais, de
ionizacdo, de transporte e interferéncias de fundo. O tipo mais problematico de
interferéncia é a interferéncia quimica e pode ocorrer quando a chama ndo é
suficientemente quente para dissociar as moléculas (Eaton, A. D., et al., 2005).

A técnica de FAAS pode ser utilizada na determinacdo de metais em produtos

farmacéuticos, agua, matrizes bioldgicas, entre muitas outras.

1.4.3. GFAAS

A Espetrometria de Absor¢do Atomica em Camara de Grafite (GFAAS), também
designada Espetrometria de Absorcdo Atomica Eletrotérmica (ETAAS) é uma técnica
altamente sensivel para a determinacéo de metais (Sardans, J. et al., 2010).

GFAAS funciona com o mesmo principio da técnica de FAAS, excepto que uma
camara de grafite é aquecida. A irradiacdo da camara de grafite por um feixe de energia
especifica, proveniente de uma lampada de catodo oco, fornece a energia térmica para
quebrar ligagbes quimicas dentro da amostra e produzir atomos livres no estado
fundamental. Os 4&tomos no estado fundamental sdo capazes de absorver energia, na forma
de luz, e sdo conduzidos a um estado excitado, permitindo a leitura da absorvancia,

correspondente a energia absorvida pelos atomos.
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Depois de o instrumento ter sido calibrado, uma pequena aliquota de amostra no
estado liquido é introduzida na abertura da camara de grafite. A amostra é vaporizada na
camara de grafite aquecida e a quantidade de energia luminosa absorvida na forma de vapor
é proporcional as concentragdes atomicas (Krull, U. J., et al.). A andlise de cada amostra
leva cerca de um a cinco minutos e os resultados de uma amostra sdo a média das analises
realizadas.

Como ja dito, a cdmara de grafite € submetida a um aguecimento progressivo
previamente programado (PerkinElmer, 2009). O programa de temperaturas tem de ser
otimizado para cada analito e para cada tipo de matriz e geralmente consiste nas seguintes
fases (Analytik Jena AG):

1) Secagem, para a evaporacao do solvente;

2) Pirolise, pre-tratamento térmico. A finalidade desta etapa é remover 0s
componentes da matriz, que sdo mais volateis do que 0os compostos quimicos do
analito, de modo a reduzir ou eliminar interferéncias;

3) Atomizacdo, nesta etapa determina-se a energia que € necessaria para 0S
atomos passarem do estado fundamental ao estado excitado;

4) Limpeza da camara de grafite, a fim de volatilizar residuos que tenham
ficado no tubo de grafite.

As vantagens de GFAAS incluem: baixos limites de detecéo, pequenas quantidades
de amostra, possibilidade de automatizacio e menos interferéncias que em FAAS (Stupar,
J. and Dolinsek, F., 1996; Thermo Elemental, 2001). Apresenta também algumas
desvantagens: analise mono-elemento, gama de linearidade reduzida, tempo de analise mais
longo que em FAAS e ICP-AES e altas interferéncias de matriz (Thermo Elemental, 2001).

Em GFAAS, as interferéncias podem ser classificadas em fisicas e quimicas.
AlteracGes na introdugdo da amostra, absor¢do de fundo e efeitos de memoria podem
originar efeitos de interferéncias fisicas e as interferéncias quimicas podem ser causadas
por reacdo do analito com os componentes da matriz (Thermo Elemental, 2001).

Uma pesquisa na literatura sobre a determinacdo de elementos como Cu, Fe, Ni e
Zn por GFAAS, indica uma grande popularidade desta técnica na analise de amostras

bioldgicas, alimentos, 4gua, etc.
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1.5.  Descricdo da regido de recolha das amostras

A regido escolhida para a recolha das amostras utilizadas neste projeto foi a cidade
de Macedo de Cavaleiros e algumas aldeias pertencentes ao concelho - Grijo, Morais e
Sobreda. A escolha desta regido foi feita com base nesta ser a minha terra natal, sendo uma
vantagem na recolha das amostras e também porque esta regido apresenta um grande
cultivo de vinha e producdo de vinho caseiro, 0 que tornaria mais facil a ligacdo com os
solos e com as pessoas.

Macedo de Cavaleiros e as aldeias de Grijo, Morais e Sobreda situadas no centro do
nordeste transmontano, pertencem ao distrito de Braganca e a regido de Tras-o0s-Montes, na
zona Norte de Portugal.

No concelho de Macedo de Cavaleiros a agricultura continua a ser a maior fonte de
subsisténcia da populacdo dos meios rurais, € embora com menor expressao, a pecuaria e a
silvicultura também se praticam (Berliner, A., et al., 2004). Existem ainda pequenas
unidades como minas, pedreiras e serrac@es, que apesar de um bom contributo econémico

para a regidao, podem causar impactos negativos no ambiente (Berliner, A., et al., 2004).
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Figura 1 - Mapa de freguesias do concelho de Macedo de Cavaleiros e freguesias assinaladas onde
foram recolhidas as amostras (Adaptado de AMTQT (2004)).

{

O territorio de Macedo de Cavaleiros encontra-se em pleno planalto transmontano,
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com altitudes compreendidas entre 400 e 800 m (Pires, A., 1963). As condicdes climaticas
e a fertilidade do solo fazem do concelho um bom produtor de excelentes vinhos, cereais,
azeite e castanha.

O concelho de Macedo de Cavaleiros € uma zona de solos acidos essencialmente
formados por xistos pré-cambricos, com algumas zonas graniticas, existindo numa pequena
area manchas calcarias (Instituto da Vinha e do Vinho; Marques, A. S., et al.). Esta regido
tem das formagfes geoldgicas mais importantes de Portugal, o Maci¢o de Morais (Pereira,
E.). A historia geoldgica deste local remonta ao periodo de 300 milhGes de anos, muito
anterior a extincdo dos dinossauros, quando os dois enormes continentes Gondwana e
Laurassia chocaram, fechando o oceano Rheic (Pereira, E.). Em termos geologicos, tem
rochas de grande diversidade, permitindo a nivel ecolégico uma multiplicidade de
organismos e seres vivos, com elevada adaptacdo a solos ricos em metais pesados e pobre
em matéria organica. O Macico de Morais compreende rochas ultramaficas e méaficas com
solos ricos em Cr, Fe e Ni (Berliner, A, et al., 2004; Pereira, E.).

Na regido de Tras-os-Montes o cultivo da vinha é secular. Em geral, ndo ha
plantacbes em grande escala, mas todas as exploracbes visam pelo menos o seu
autoabastecimento (Pires, A., 1963).

No que respeita ao caracter dos vinhos de Tras-os-Montes sdo, em geral, macios,
aromaticos e mais ou menos acidulos e o teor alcoélico dos vinhos da regido oscila entre os
11,7 e 16,7% Vol. (Pires, A., 1963). HA mesmo algumas zonas de Tréas-os-Montes que

produzem vinhos de excecional qualidade.
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CAPITULO 2 - APRESENTACAO
DE RESULTADOS E
DISCUSSAO
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Para andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o programa estatistico IBM
SPSS Statistics - versao 21.0.

2.1. Caracterizacdo da amostra

Neste estudo, composto por quarenta e cinco pessoas, vinte e uma bebem vinho e
vinte e quatro pessoas ndo bebem vinho. Segundo 0s questionarios e como se pode observar
pelo Grafico 1, a maioria das pessoas que bebem vinho sdo homens e a maioria das pessoas

gue ndo bebem vinho sdo mulheres.

Gréfico 1 - Grafico que apresenta a estatistica das pessoas que bebem vinho e que ndo bebem vinho

relacionada com o sexo dos mesmos.
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A maioria das pessoas deste estudo é reformada (44,4%), mas praticamente todas as
pessoas (86,7%) tem uma atividade agricola, produzindo produtos horticolas para consumo
préprio.

Das pessoas a que foi feita a recolha de cabelo nenhuma delas pinta o cabelo. Em
termos de pintar as unhas, 15,6% das pessoas pintam. Apenas uma pessoa fuma, sendo que
esta ndo bebe vinho.

Por anélise dos questionarios realizados, verifica-se que a maioria das pessoas deste
estudo tem doencas (60%), independentemente de beberem ou nédo vinho, sendo que 22,2%
das pessoas sofrem de hipertensdo, 17,8% das pessoas tém diabetes e 15,6% tém colesterol
elevado, sendo estas trés as doencas que predominam na amostra de estudo. Também a
maioria das pessoas toma medicamentos (71,1%).

Um dos pontos importantes deste estudo é que para estabelecer uma correlacéo
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entre 0 solo, o vinho e o ser humano, € fundamental que as pessoas consumissem
regularmente 0 mesmo vinho. A maioria das pessoas que bebe vinho ingere esta bebida,
duas ou mais vezes por dia (76,2%), principalmente as refeicGes e cerca de um copo
(52,4%).

Todas as pessoas deste estudo que bebem vinho tém vinhas e produzem o proprio
vinho, requisito essencial para que se pudesse recolher o solo das vinhas e o vinho
produzido. A excecdo de apenas uma das vinhas que se situa na cidade perto de estradas
com algum trafego automdvel, as restantes situam-se no campo, longe de meios poluidos.
Dos tratamentos feitos as vinhas, das vinte e uma pessoas, todas elas efetuam lavragens,
dezoito fazem tratamentos com pesticidas (incluindo inseticidas e fungicidas, como calda
bordalesa e enxofre), dezasseis adubam e onze estrumam as vinhas.

Uma outra questdo é a proveniéncia da dgua que as pessoas bebem, ao que 53,3%
das pessoas respondeu que é agua da torneira.

Todas as informacdes dos questionarios sdo importantes para avaliar os fatores que
poderdo influenciar as concentracdes de metais encontradas na analise quimica das

amostras recolhidas.

2.2. Solo
2.2.1. pH

Os valores obtidos para 0 pH das amostras de solo encontram-se em anexo (Anexo
I1). O zero pH medido foi de 6,772 e a sensibilidade foi de 98,3%, o que significa que o
elétrodo de pH tem boa performance.

O Gréfico 2 apresenta o pH obtido para as amostras de solo a superficie (0 cm) e em
profundidade (40 cm).
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Gréfico 2 - Valores de pH obtidos para as amostras de solo, a superficie e em profundidade.

- ®m0cm
7 i 40 cm

2 7 9 101213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Amostra

pH
O R, N WA OO N ©
]

Por observacéo do grafico anterior e da Tabela 1 pode comparar-se o0 pH dos solos a
superficie e em profundidade e pode concluir-se que, ndo se observam diferencas relevantes
do pH entre as duas profundidades de solo mas em termos gerais, o pH € ligeiramente
superior a superficie do que em profundidade no solo das vinhas. O pH mais baixo obtido
foi de 4,0 e o pH mais elevado foi de 8,1. Podemos classificar a maior parte dos solos deste

estudo em &cidos, apresentando de forma geral pH inferiores a 7.

Tabela 1 - Valores de pH dos solos.

n Minimo Méaximo Média

pHsoloOcm | 21 4,4 8,1 5,6

pHsolo40cm | 21 4,0 8,0 54

De acordo com a distribuicdo geografica de classes de pH dos solos em Portugal
descrita por Freitas, F. (1984), a regido norte do pais, onde se inclui a area de estudo,
apresenta valores de pH entre 4 e 8,5, 0 que vai de encontro aos resultados obtidos neste
trabalho. E tal como visto na descricdo da regido de recolha das amostras, os solos da
regido de Macedo de Cavaleiros sdo em geral &cidos, formados por rochas maficas e
ultraméficas. Contudo, o pH do solo, além de depender do material originério, da textura do

solo, da quantidade e composicdo da matéria organica, € condicionado por fatores que
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afetam estas caracteristicas, como o clima, a vegetacdo, o relevo e a atividade humana
(Freitas, F., 1984).

2.2.2. Concentragdes dos elementos no solo

O método de digestdo no micro-ondas utilizado para tratamento das amostras de
solo com adicdo de HNO3; e H,0, mostrou ser um método rapido, adequado e eficiente na
digestdo destas amostras, destruindo por completo a matéria organica.

As percentagens de recuperacdo obtidas para as amostras fortificadas de Ni foram
entre 89% e 117% e para os elementos Cu, Fe e Zn foram entre 90 e 122%. Os desvios
duplicados obtidos foram inferiores a 15%, como pretendido.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as concentracdes obtidas para os elementos Zn, Cu,

Fe e Ni nas amostras de solo analisadas.

Tabela 2 - Concentragdes de Zn, Cu, Fe e Ni obtidas para as amostras de solo.

Concentragdo (mg/kQg)
Amostra | Profundidade (cm) Zn Cu Fe Ni
” 0 <LQ <LQ 41896 91
40 <LQ <LQ 37800 120 *
7 0 <LQ <LQ 36198 83 *
40 <LQ 31 34560 91*
9 0 <LQ 59 * 15119 <LQ
40 <LQ 357 * 15001 14
10 0 <LQ 225 * 13543 <LQ
40 <LQ 35 18136 14
12 0 <LQ 69 * 17027 17
40 <LQ 45 20963 20
13 0 73 26 31676 38*
40 <LQ 23 30465 39*
14 0 <LQ 23 38735 127 *
40 <LQ 25 37255 141 *
15 0 125 56 * 44112 65 *
40 <LQ 24 26113 32*
16 0 <LQ <LQ 40706 70
40 <LQ <LQ 30589 62
17 0 <LQ <LQ 17125 <LQ
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40 <LQ 25 32641 18
18 0 <LQ <LQ 9670 16
40 <LQ <LQ 14764 17
19 0 <LQ 23 17657 20
40 <LQ <LQ 8225 <LQ
20 0 <LQ <LQ 26320 42
40 100 34 38841 43 *
21 0 <LQ <LQ 36091 <LQ
40 <LQ <LQ 31311 <LQ
29 0 <LQ <LQ 37724 42
40 <LQ <LQ 52643 59
23 0 <LQ <LQ 17481 26
40 <LQ <LQ 11190 16
o 0 <LQ <LQ 27211 706 *
40 <LQ <LQ 78679 2142 *
o5 0 <LQ <LQ 27214 37*
40 <LQ <LQ 34292 45 *
26 0 <LQ <LQ 67456 99 *
40 89 29 52551 57 *
97 0 <LQ 31 34743 36 *
40 <LQ <LQ 25375 27
28 0 <LQ <LQ 24775 21
40 <LQ <LQ 21464 21

LQ - Limite de quantificacdo (mg/kg): Zn - 2,0; Cu - 2,0; Fe - 2,0; Ni - 0,5.

* Valores que ultrapassam os limites maximos admitidos por lei, segundo a Tabela 4.

Pode constatar-se que, para a maior parte das amostras, o elemento Zn apresenta

valores inferiores ao LQ.
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Tabela 3 - Estatistica descritiva das concentra¢Ges de Cu, Fe, Zn e Ni nas amostras de solo obtidas

neste estudo.

Solo 0 cm (mg/kg) Solo 40 cm (mg/kg)
Elemento | n Média Gama n Média Gama
Cu 8 64 + 67,5 23-225 10 62,8 + 103,6 23 - 357
Fe 21 | 29641,9 + 13596,7 | 9760 - 67456 | 21 | 31088,5 + 16160,1 | 8225 - 78679
Zn 2 99,0 + 36,8 73-125 2 945+78 89 - 100
Ni 17 90,4 + 161,9 16 - 706 19 156,7 + 482,1 14 - 2142

Por andlise da tabela anterior, vemos que em geral as concentracdes ndo diferem
muito entre as duas camadas de solo. Verifica-se que para o Cu e para 0 Zn as
concentracdes sdo ligeiramente superiores nas amostras de solo a superficie (solo 0 cm), e
para 0 Fe e para o Ni as concentracBes sdo maiores nas amostras de solo em profundidade
(solo 40 cm). Tal como conclui Cruz, N. (2011), constata-se que a concentracdo de Ni no
solo aumenta com a profundidade, o que demonstra a alta mobilidade deste elemento.

Como referido no Procedimento Experimental, as diluicdes das amostras de solo
foram feitas de acordo com o pH obtido para cada amostra (Anexo 1) e os limites maximos
admitidos por lei para cada elemento no solo (Tabela 4). Tal como indicado o limite
maximo admissivel para cada elemento depende do pH de cada solo.

Tabela 4 - Valores limite da concentracdo de metais nos solos em funcéo do seu pH (Adaptado do
Decreto-Lei n.° 276/2009).

pH<55|55<pH<7|pH>7
Parémetro
mg/kg de matéria seca
Cobre 50 100 200
Niquel 30 75 110
Zinco 150 300 450
Ferro Nao existe limite
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Tal como indicado, as concentracGes dos elementos Cu e Ni ultrapassam os limites
legais, para algumas das amostras. Por exemplo, o resultado da amostra 24 em
profundidade para o elemento Ni foi de 2142 mg/kg e esta amostra apresenta um pH de 7,5,
ou seja, o limite maximo para este solo é de 110 mg/kg. Assim, este solo ultrapassa muito o
limite maximo estabelecido por lei.

Pode também comparar-se os resultados obtidos neste estudo com as concentracdes
meédias encontradas em outros estudos.

A concentracdo média de Cu nos solos a nivel mundial é de 20 mg/kg (Mackie, K.
A. et al., 2012). Contudo, nos solos superficiais portugueses, o valor para 0 Cu é de 16
mg/kg (Ferreira, 1., 2004). Dias, R. M. S., et al. (2007) descreve no seu estudo que, nos
solos agricolas, as concentragdes de Cu se situam abaixo de 20 mg/kg mas em solos de
vinhas observa-se um enriquecimento dos solos com este metal (> 30 mg/kg), e que nos
solos mais ricos em Cu, essa acumulacdo se da na camada superficial, podendo ser um sinal
de contaminacdo antropogeénica. Outros estudos indicam que valores de Cu passiveis de ser
encontrados em solos situam-se entre 2 e 250 mg Cu/kg (Ribeiro, A., 1992).

Por observacdo da Tabela 3 verifica-se que, em todas as amostras de solo que foi
possivel quantificar o elemento Cu, as concentraces deste sdo superiores a 23 mg/kg. No
entanto para as amostras 9, 10, 12 e 15, as concentracdes deste elemento sdo bastante mais
elevadas, ultrapassando até os limites legais, o que justifica os grandes desvios padrdo. De
facto, a elevada concentracdo de Cu que por vezes é encontrada nos solos de vinhas, esta
sobretudo associada com a utilizacdo de fungicidas a base de Cu, como a calda bordalesa
(Ca(OH), + CuS0O,4) (Fernandez-Calvifio, D., et al., 2009; Komarek, M. et al., 2008;
Ribeiro, A., 1992). Cu, originado a partir da aplicacdo de pesticidas, concentra-se
principalmente nas camadas superficiais do solo e perto das videiras, devido a sua baixa
mobilidade no solo, o que representa o facto de que o Cu é fortemente imobilizado pela
matéria organica (Komarek, M. et al., 2008).

O Fe, dentre os metais, € o elemento mais abundante nos solos, variando de 10 a
100 g/kg, sendo a concentragdo média de 38 g/kg, o que pode ser verificado pelos
resultados obtidos para as amostras de solo analisadas neste estudo.

Nos solos superficiais portugueses, o valor para o Zn é de 54,5 mg/kg (Ferreira, .,
2004). Este elemento apresenta uma concentragdo média nos solos a nivel mundial de 63

Pesquisa de uma correlacdo entre elementos do solo e matrizes biol6gicas de uma populagéo 29



mg/kg (Cruz, N., 2011). Um outro autor, Krauskopf, K. B. (1972) indica que a
concentracdo de Zn em solos varia de 10 a 300 mg/kg, sendo que os poucos resultados
obtidos neste trabalho se situam dentro desta gama. Contudo, foram muitas as amostras de
solo que ndo quantificaram o elemento Zn, o que mostra que h& uma deficiéncia em Zn na
maior parte dos solos analisados. Como referido no estudo de Kalis, E. J. J. et al. (2007), o
Zn pode encontrar-se ligado a matéria organica ou pode estabelecer ligacbes a outros
minerais presentes nos solos, fazendo com que os solos apresentem baixas concentragdes
deste elemento.

De acordo com Pais, I. and Jones Junior, J. B. (1997), as concentracdes de Ni nos
solos variam de 1 a 200 mg/kg, o que vai de encontro a maior parte dos resultados
conseguidos neste estudo para o elemento Ni. No entanto, Freitas, F. (1984) indica que nos
solos superficiais portugueses, a concentracdo para o Ni é de 16 mg/kg, o que estad
relativamente abaixo dos valores obtidos.

A quase totalidade dos solos estudados apresenta concentracfes de Ni que nédo
diferem entre as duas camadas de solo. No entanto, os solos mais ricos neste elemento tém
maiores concentracdes a 40 cm de profundidade, relativamente a camada superficial, o que
sugere uma riqueza proveniente do material originario que deu origem ao solo e ndo
contaminacdo antropogénica, justificacdo sugerida por Dias, R. M. S., et al. (2007).

Uma vez que tal como descrito anteriormente, os solos da regido estudada sé&o
constituidos por rochas maficas e ultramaficas e portanto ricos em Fe e Ni, os resultados

vao de encontro ao esperado.

2.3.  Vinho

A digestdo acida das amostras de vinho para analise de Cu, Fe e Zn por ICP-AES
mostrou ser eficiente na digestdo destas amostras. A simples diluicdo com HNO3; 0,5%
efetuada para analise do elemento Ni por GFAAS mostrou também ser suficiente.

Para as amostras fortificadas, as percentagens de recuperacdo obtidas foram entre 86

e 118% e os desvios das amostras analisadas em duplicado foram inferiores a 15%.
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Tabela 5 - Concentragdes de Zn, Cu, Fe e Ni obtidas na analise das amostras de vinho.

Concentragédo (mg/L)

Amostra Zn Cu Fe Ni
2 <LQ <LQ 3,6 <LQ
7 <LQ <LQ 3,3 <LQ
9 4,9 <LQ 4,1 <LQ
10 51* <LQ 4.4 <LQ
12 <LQ <LQ 2,8 <LQ
13 <LQ <LQ 51 <LQ
14 <LQ <LQ 3,4 <LQ
15 <LQ <LQ 2,9 <LQ
16 <LQ <LQ 53 <LQ
17 <LQ <LQ 2,1 <LQ
18 0,7 <LQ 5,2 <LQ
19 2,1 <LQ 5,4 <LQ
20 55* 19%* 2,9 0,3
21 <LQ <LQ 1,6 <LQ
22 <LQ <LQ 15 <LQ
23 <LQ <LQ 12,9 <LQ
24 <LQ <LQ 0,8 <LQ
25 1,1 <LQ 2,1 <LQ
26 <LQ <LQ 5,2 <LQ
27 <LQ <LQ 2,8 <LQ
28 <LQ 0,7 1,9 <LQ

LQ - Limite de quantificacdo (mg/L): Zn - 0,5; Cu - 0,5; Fe - 0,5; Ni - 0,1.

* Valores que ultrapassam os limites maximos admitidos por lei, segundo a Tabela 6.

Como se pode ver pela Tabela 5, praticamente todas as amostras de vinho ndo
quantificaram para os elementos Zn, Cu e Ni. Isto deve-se as baixas concentraces que
estes elementos se apresentam na generalidade dos vinhos e também porque a técnica de
ICP-AES, apesar de ser referida na literatura para analise de vinhos, apresenta contudo
dificuldades na determinagdo de alguns elementos devido aos seus limites analiticos
(Catarino, S. et al., 2008).
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Tabela 6 - Limites maximos admissiveis de metais no vinho (O1V, 2011).

Parametro Limite m&ximo
admissivel (mg/L)
Cobre 1
Zinco 5
Ferro Nao tem
Niquel Né&o tem

Observa-se que existem alguns vinhos que ultrapassam os limites legais
estabelecidos pelo OIV (Tabela 6), que sdo os mesmos limites maximos que a legislacéo
nacional adoptou.

Tabela 7 - Estatistica descritiva das concentra¢Ges de Cu, Fe, Zn e Ni nas amostras de vinho

obtidas neste estudo.

Vinho (mg/L)
Elemento| n Média Gama
Cu 2 1,3+085] 0,7-1,9
Fe 21 | 38+25 | 0,8-129
Zn 6 | 32+22 | 0,7-55
Ni 1 0,3 0,3

Pode comparar-se as concentracdes obtidas com as concentracbes encontradas na
literatura. Para o elemento Cu, os niveis de ocorréncia situam-se entre 0,02 e 3,0 mg/L,
embora geralmente a concentragdo de Cu em vinhos considerada segura seja abaixo de 0,3-
0,5 mg/L (Catarino, S. et al., 2008; Provenzano, M. R. et al., 2010). Como se pode verificar
a exce¢do da amostra 20, todos os vinhos cumprem a legislagédo e encontram-se dentro dos
niveis médios de ocorréncia. As possiveis fontes de Cu nos vinhos séo a presenca de Cu
nos solos, o tratamento das videiras com fungicidas cupricos, por exemplo, a calda
bordalesa, equipamentos utilizados na vinificacdo, entre outros (Catarino, S. et al., 2008).

Em relacdo ao Fe, todas as amostras quantificaram este elemento, situando-se as

concentracdes entre 0,8 e 12,9 mg/L, o que vai de encontro as concentracdes deste
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elemento encontradas normalmente nos vinhos, entre 0,5 e 20 mg/L, valores referidos por
Riganakosa, K. and Veltsistas, P. (2003). A presenca de Fe no vinho € essencialmente de
natureza endogena, sendo funcdo da natureza do solo e também da propria casta (Catarino,
S. et al., 2008). Para enriquecimento dos vinhos em Fe, de natureza exdgena, contribuem os
processos de vinificacdo e os diversos equipamentos utilizados, como equipamentos em acgo
inoxidavel, pipas e cubas de metal (Baysal, A. and Akman, S., 2010; Catarino, S. et al.,
2008; Garcia-Esparza, M. A. et al., 2006). No entanto, pode haver perdas significativas do
contetdo de Fe durante o processo de producdo, como resultado da sua utilizacdo pelas
leveduras e dependendo das condi¢cbes de oxidacdo-reducdo (Catarino, S. et al., 2008;
Riganakosa, K. and Veltsistas, P., 2003). Até a presente data nao existe limite legal
estabelecido a nivel nacional ou internacional para a concentracdo de Fe nos vinhos.

Para o elemento Zn, a maioria das amostras de vinho mostrou ter concentracfes
inferiores ao LQ, e para as restantes amostras as concentracdes variam entre 0,7 e 5,5 mg/L.
Contudo, duas amostras ultrapassam o limite maximo admissivel (5 mg/L). Conforme
indica Fabani, M. P. et al. (2010), a gama de Zn normalmente encontrada em vinhos € entre
0,06 e 5,5 mg/L, o que vai de encontro aos valores obtidos neste trabalho. As videiras
absorvem Zn a partir do solo em pequenas quantidades, sendo assim 0 Zn é um constituinte
natural das uvas e dos vinhos (Catarino, S. et al., 2002; Lado, L. R. et al., 2008). Contudo, a
presenca de Zn no vinho também estd relacionada com a utilizagdo de fungicidas e
materiais metalicos. No entanto, parte significativa deste metal é eliminada naturalmente
durante a fermentacdo (Galani-Nikolakaki, S. et al., 2002; Lara, R. et al., 2005).

Por ultimo, apenas uma amostra quantificou Ni nas amostras de vinho (0,3 mg/L),
que fica abaixo dos niveis de ocorréncia deste elemento nos vinhos (entre 1 a 510 mg/L)
indicados por Catarino, S. et al. (2008). Para a concentra¢do de Ni nos vinhos, nao existe
limite legal estabelecido a nivel nacional ou internacional até a presente data. A presenca de
Ni nos vinhos pode ter origem enddgena e exdgena. A presenca endogena de Ni nos vinhos
deve-se a absorcdo radicular, ou seja, depende da concentracdo de Ni no solo mas a
utilizacdo de equipamentos em ago inoxidavel e o uso de garrafas de vidro para armazenar
0 vinho séo apontadas como as principais fontes de contaminagdo exdgena (Catarino, S. et
al., 2008). A origem de Ni nos vinhos estd também ligada a poluicdo atmosférica e ha

tendéncia para vinhas proximas de vias rodoviarias apresentarem maiores concentragoes de
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Ni.

Um ponto que deve ser focado € que as amostras de solo que mostraram ter altas
concentragfes de Ni, como é o caso da amostra 24, ndo se refletem no vinho da mesma
amostra, tal como acontece para outras amostras. Isto pode significar que a videira ndo
absorve grande parte do Ni acumulado no solo, o que pode estar relacionado com o pH do
mesmo, tornando o elemento indisponivel para absorcdo pela videira ou esta tem
mecanismos de retencdo dos elementos, ndo os passando para as uvas e por sua vez, para o

vinho.

2.4. Urina

As percentagens de recuperacdo obtidas para as amostras de urina fortificadas foram

entre 98 e 113%, e quanto aos desvios duplicados das amostras rondaram os 6%.

Tabela 8 - Concentragdes de Zn, Cu e Fe obtidas na analise das amostras de urina.

Concentragao (ug/L)
Amostra Zn Cu Fe
1 1060 <LQ <LQ
2 <LQ <LQ <LQ
3 974 <LQ <LQ
4 <LQ <LQ <LQ
5 <LQ <LQ <LQ
6 <LQ <LQ <LQ
8 <LQ <LQ <LQ
10 <LQ <LQ <LQ
11 <LQ <LQ <LQ
12 <LQ <LQ <LQ
13 <LQ <LQ <LQ
14 <LQ <LQ <LQ
15 458 <LQ <LQ
17 602 <LQ <LQ
18 <LQ <LQ <LQ
19 <LQ <LQ <LQ
20 <LQ <LQ <LQ
21 <LQ <LQ <LQ
22 <LQ <LQ <LQ
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24 <LQ <LQ <LQ
26 <LQ <LQ <LQ
27 <LQ <LQ <LQ
28 <LQ <LQ <LQ
29 <LQ <LQ <LQ
30 698 <LQ <LQ
31 <LQ <LQ <LQ
32 <LQ <LQ <LQ
33 410 <LQ <LQ
34 <LQ <LQ <LQ
35 <LQ <LQ <LQ
36 <LQ <LQ <LQ
38 <LQ <LQ <LQ
39 <LQ <LQ <LQ
40 <LQ <LQ <LQ
41 <LQ <LQ <LQ
42 588 <LQ <LQ
43 <LQ <LQ <LQ
44 <LQ <LQ <LQ
45 <LQ <LQ <LQ
46 1014 <LQ <LQ

LQ - Limite de quantificacdo (ug/L): Zn - 400; Cu - 400; Fe - 400.

Por observacdo da Tabela 8, pode ver-se que nenhuma das amostras de urina
quantificou Fe e Cu e poucas amostras quantificaram Zn. Isto deveu-se aos LQ demasiado
altos para estes elementos no equipamento de FAAS. Devido a sobrecarga de trabalho que
ocorreu nos laboratorios da AEMITEQ, ndo foi possivel determinar o elemento Ni nas
amostras de urina.

De acordo com Cornelis, R. et al. (1996), as concentracGes medias esperadas de Cu
na urina s&o entre 15 e 36 pg/L. Em relacdo ao Fe ndo foi possivel encontrar na literatura as
concentragfes medias deste elemento que ocorrem na urina.

Os resultados obtidos neste estudo em relacéo as concentracdes médias do elemento
Zn nas amostras de urina (725,5 pug/L + 257,2) vao de encontro aos dados de Cornelis, R. et
al. (1996), que indica que as concentragcdes de Zn nesta matriz podem variar entre 50 a
1000 pg/L, dependendo da ingestdo de Zn. Uma observagdo importante € que maioria das

amostras de urina que quantifica Zn sdo amostras de urina de pessoas que ndo bebem vinho.
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Mesmo néo sendo possivel analisar o elemento Ni nas amostras de urina pode ver-se
na literatura que os valores de referéncia deste elemento na urina sdo inferiores a 3 pg/L
(Cornelis, R. et al., 1996). Numa populagcdo sem exposi¢cdo ocupacional significativa, a
ingestdo atraves da dieta € a maior fonte de exposicdo a Ni, dependendo também do estilo
de vida, fatores dietéticos, caracteristicas individuais, doencas, etc. (Cornelis, R. et al.,
1996; Michalak, I. et al., 2012).

2.5. Cabelo

O método recomendado pela IAEA para lavagem das amostras de cabelo parece ser
adequado para a remocdo de sujidade. Morton, J. et al. (2002) diz que ndao h& nenhuma
evidéncia de que sO remova elementos vestigiais exogenamente ligados ao cabelo.
Contudo, Baysal, A. and Akman, S. (2011) indicam que, uma vez que os elementos estdo
vinculados a grupos funcionais no cabelo, por exemplo a atomos de enxofre em cisteinas
e/ou a grupos SH, estes elementos ndo podem ser removidos por sucessivas lavagens e
portanto, o procedimento de lavagem remove fisicamente os elementos vinculados ao invés
de elementos quimicamente ligados.

O tratamento das amostras de cabelo foi feito através de digestdo no micro-ondas, e

tal como para o solo, esta digestdo mostrou ser adequada e eficiente.

Tabela 9 - Concentragdes de Zn, Cu, Fe e Ni obtidas na analise das amostras de cabelo.

Concentragéo (1g/q)
Amostra Zn Cu Fe Ni
2 87 13 55 1,43
4 145 11 10 0,27
6 343 28 10 3,18

LQ - Limite de quantificagdo (ug/g): Zn-0,8; Cu-0,8; Fe - 0,8; Ni - 0,2.

Apesar de terem sido conseguidas apenas trés amostras de cabelo, todas as amostras
quantificaram para todos os elementos analisados.

Sendo que a amostra 2 pertence a um individuo que bebe vinho e as restantes duas
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amostras a pessoas que ndo bebem vinho, pode observar-se pela Tabela 10 que, as duas
amostras de pessoas que ndo bebem apresentam maior concentracdo de Zn. A amostra da
pessoa que bebe vinho apresenta uma maior concentragdo de Fe em relagdo as amostras das
pessoas que ndo bebem. O Unico pardmetro que talvez possa ser relacionado entre as trés
amostras serd a marca de champd, uma vez que os individuos 2 e 4 usam a mesma marca de
champd enquanto a pessoa 6 usa um champd anticaspa, 0 que pode contribuir para as
elevadas concentracdes de Zn no cabelo deste individuo.

Comparando as concentragdes de Cu, Fe e Zn nas amostras de cabelo com as
concentracdes obtidas para 0os mesmos elementos nas amostras de urina observa-se que
estas ultimas ndo quantificaram os varios elementos, o que é devido aos LQ que sdo
bastante mais elevados em FAAS (técnica utilizada na anélise das amostras de urina) mas
também porque, segundo Gil, F. et al. (2011), as concentragdes dos elementos no cabelo
sdo superiores do gque as concentracdes encontradas na urina.

A tabela seguinte mostra gamas de concentracdo consideradas normais para 0S
elementos analisados no cabelo, sendo estas apresentadas a partir de dados encontrados na

literatura.

Tabela 10 - Gamas de concentragdes de Cu, Fe, Zn e Ni consideradas normais para o cabelo

humano.
Concentragdes normais (.g/g)
Elemento Miekeley, N. et | Pozebon, D. et Rodushkin, I. and
al. (1998) al. (1999) Axelsson, M. D. (2000)
Cu 13-35 6,0 - 293 0,3-293
Fe 6,0 - 15 10 - 900 3-900
Zn 125 - 165 53,7 - 327 40 - 327
Ni <16 0,002 - 4,05 0,002 - 28

Comparando entdo os resultados obtidos com as gamas de valores consideradas
normais, pode ver-se que as concentraces de Cu e Ni situam-se entre as gamas de
concentragfes encontradas na literatura. O Fe apresenta gamas de concentracdo

consideradas normais alargadas, e as concentragdes obtidas situam-se dentro das gamas de
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concentracdes consideradas por Pozebon, D. et al. (1999) e Rodushkin, I. and Axelsson, M.
D. (2000). Em relacdo ao Zn, as amostras 2 e 4 situam-se dentro das gamas de
concentragdes normais indicadas na tabela anterior enquanto a concentracdo para a amostra
6 é um pouco superior aos valores apontados.

A presenca destes elementos no cabelo indica que houve absor¢édo e exposicdo dos
individuos a estes elementos. Contudo, € necessario ter atencdo na interpretacdo dos
resultados obtidos, uma vez que estes podem ser significativamente influenciados por
fatores externos, como a idade, sexo, habitos alimentares, consumo de tabaco, localizacéo
geografica, ocupacdo profissional, cosméticos utilizados, entre outros (Daniel, C. R. et al.,
2004; Schramm, K. W., 2008). Consequentemente, a informacdo sobre os habitos
alimentares e todos os dados da pessoa em estudo sdo de extrema importancia.

Embora o cabelo seja mais susceptivel a contaminacdo externa, é preferido em
relacdo a pelos de outras partes do corpo porque é menos afetado pela excrecdo natural, no
entanto, pelos de outras zonas do corpo podem ser Uteis para distinguir entre contaminacéo
exogena e endogena (Pozebon, D. et al., 1999; Senofonte, O, et al., 2001).

Ao contrério de outras amostras biolégicas, como por exemplo a urina, os elementos
vestigiais no cabelo refletem a exposicao a longo prazo dos individuos (Ashraf, W., et al.,
1995). Devido as suas muitas vantagens, as amostras de cabelo sdo largamente utilizadas

para avaliar a exposi¢do humana a diversos elementos (Rodrigues, J. L. et al., 2008).

2.6. Unhas

Para eliminar possiveis contaminantes externos das unhas, a técnica de lavagem
deve remover apenas a contaminacdo da superficie externa das amostras sem a extracao de
metais e sem que deposite metais na amostra. No entanto, e de acordo com Samanta, G. et
al. (2004), os procedimentos de lavagem ndo influenciam as concentra¢fes dos elementos,
devido a forte ligacdo entre estes e os grupos SH na queratina.

A digestdo 4cida utilizada na digestdo das amostras de unhas foi eficaz na destruigédo
da matéria organica, resultando uma solucdo limpida.

Quanto as percentagens de recuperacdo obtidas para as amostras de unhas

analisadas variaram entre 83% e 101% (um pouco mais abaixo do esperado, entre 85% e
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125%) e os desvios duplicados das amostras de unhas foram inferiores a 15%.

Tabela 11 - ConcentracGes de Zn, Cu, Fe e Ni obtidas na analise das amostras de unhas.

Concentracao (ug/g)

Amostra Zn Cu Fe Ni
2 116,3 7,5 1397,0 <LQ
3 71,5 4,9 38,3 <LQ
4 99,1 7,6 85,8 <LQ
6 87,2 4,1 37,2 <LQ
9 135,5 6,2 1275,5 <LQ
10 91,0 3,0 100,8 <LQ
13 112,0 4,0 184,6 <LQ
14 137,5 5,0 231,5 <LQ
16 97,9 2,5 3453,9 <LQ
17 106,2 52 62,5 <LQ
18 127,7 7,0 1015,6 <LQ
19 160,1 7,0 367,3 <LQ
20 166,2 4,1 449,7 <LQ
21 108,5 4,9 71,5 <LQ
22 103,3 4,0 352,8 <LQ
24 133,8 3,0 161,9 <LQ
25 131,8 6,6 317,3 <LQ
27 90,1 6,3 708,5 <LQ
28 147,7 57 120,3 <LQ
29 161,5 53 125,8 <LQ
31 143,0 3,2 264,7 <LQ
32 171,1 <LQ 456,6 <LQ
33 108,4 3,2 61,4 <LQ
35 236,6 5,2 349,1 <LQ
36 65,8 <LQ 44,3 <LQ
38 142,8 3,6 289,3 <LQ
39 144.8 4,9 245,6 <LQ
40 145,0 4.4 27,3 <LQ
41 91,4 3,6 61,9 19,1
44 120,9 3,6 23,2 <LQ
46 389,7 5,7 199,4 <LQ

LQ - Limite de quantificagcdo (ug/g): Zn - 1,0; Cu - 1,0; Fe - 1,0; Ni - 5,0.
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Como se pode observar pela tabela anterior todas as amostras de unhas quantificam
os elementos Zn e Fe, praticamente todas as amostras quantificam Cu mas apenas uma
amostra quantifica Ni. A amostra de unhas que quantifica Ni (19,1 pg/g), ndo quantifica Ni
na amostra de urina, pertence a uma pessoa que ndo bebe vinho e a partida ndo apresenta
nenhuma caracteristica em especial que justifique este valor.

Na Tabela 12 é apresentada a média e a gama de valores das concentracfes de Cu,
Fe, Zn e Ni obtidas na analise das amostras de unhas.

Tabela 12 - Estatistica descritiva das concentracdes de Cu, Fe, Zn e Ni nas amostras de unhas
obtidas neste estudo.

Unhas (1g/g)

Elemento| n Média Gama
Cu 29 49+14 25-76
Fe 31 | 405,8 +665,0 23,2 - 3453,9
Zn 31 133,7 + 58,7 65,8 - 389,7
Ni 1 19,1 19,1

A andlise de unhas é geralmente baseada numa comparacdo com gamas de
concentracdo consideradas normais, como a que é apresentada na Tabela 13. Verifica-se
que para o Cu, as concentracdes obtidas sdo mais baixas que a gama de concentracdes.
Quanto ao Fe e ao Zn encontram-se dentro das gamas de concentracGes consideradas
normais, que sdo gamas bastante alargadas. Em relacdo ao Ni, a concentracdo da Unica

amostra que quantifica, situa-se bastante acima da gama de concentracdes.
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Tabela 13 - Gama de concentracGes de Cu, Fe, Zn e Ni consideradas normais nas unhas
(adaptado de Rodushkin, I. and Axelsson, M. D. (2000)).

Elementos Gama de concentracdes (Ug/g)
Cu 9,4-81
Fe 14 - 7300
Zn 73 - 3080
Ni 0,14 -6

A bioacumulagdo de metais nas unhas € um processo complexo e influenciado por
diversos fatores, como o0s habitos alimentares, metabolismo individual, atividade
ocupacional, produtos de cosmética, idade, sexo, consumo de tabaco, 0 meio ambiente, etc.
(Hussein Were, F. et al., 2008; Rodushkin, I. and Axelsson, M. D., 2000; Slotnick, M. J.
and Nriagu, J. O., 2006). E assim dificil estabelecer valores de referéncia para os
elementos, pois os fatores acima imp&em restricBes sobre a interpretacdo dos resultados.
Portanto, a inclusdo de informacdes pessoais € importante e pode ajudar a perceber a
contribuicdo de vérias vias de exposigao.

Na recolha das unhas pdde ver-se que as amostras tinham bastante sujidade e 0s
procedimentos de lavagem efetuados podem néo ter sido totalmente eficazes na remocao da
sujidade. Logo, a presenca de metais nas amostras de unhas analisadas pode também dever-
se a contaminacdo externa, uma vez que grande parte das pessoas envolvidas no estudo sao
agricultoras ou cultivam produtos horticolas, o que faz com que tenham um grande contacto
com o solo.

Embora tanto as unhas das mdos como as dos pés possam ser utilizadas, alguns
autores consideram que a analise das unhas dos pés é melhor do que as unhas das méaos
porgue as unhas dos pés sdo menos expostas a contaminacdo externa e tém uma taxa de
crescimento mais lenta do que as unhas das maos e, portanto, podem proporcionar uma
maior integracdo da exposi¢éo (Adair, B. M. et al., 2006; Esteban, M. and Castano, A.,
2009). Outros autores preferem as unhas das méos porque estas ndo estdo tdo sujeitas a
infecdes fungicas e a outro tipo de infegdes.

Batista, B. L. et al. (2008) afirma que as unhas sdo menos afetadas pela

contamina¢do ambiental exdgena do que o cabelo, e por isso estas sdo preferidas para
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determinar a exposicao a metais.

2.7. Relag0es entre as variaveis estudadas

Como visto anteriormente, as amostras de cabelo sdo apenas trés e apesar de
quantificarem para todos os elementos, ¢ um nimero demasiado reduzido para utilizar esta
matriz na realizacdo de andlises estatisticas entre varidveis. Quanto a urina, como esta
amostra quantificou concentracfes de Zn apenas para algumas amostras, também néo sera
uma matriz indicada para fazer analises estatisticas. Assim, a melhor matriz bioldgica para

correlacionar as varias variaveis sera as unhas.

= Correlacéo entre o pH e as concentrac6es dos elementos no solo

A Tabela 14 apresenta os coeficientes de correlacdo entre o pH obtido para os solos
analisados e as concentracfes dos varios elementos nos solos a diferentes profundidades.
Para 0 Zn ndo sdo indicados os valores de correlacdo, uma vez que s6 havia duas amostras

que quantificavam este elemento.

Tabela 14 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre o pH do solo a superficie (pH solo 0 cm)

e em profundidade (pH solo 40 cm) e as concentragdes de Cu, Fe e Ni no solo.

Elemento pH solo 0 cm pH solo 40 cm
Cu -0,715* (n=8) -0,138 (n=10)
Fe 0,432 (n=21) 0,466* (n=21)
Ni 0,611** (n=17) 0,828** (n=19)

*A correlacdo € estatisticamente significativa (p < 0,05).

** A correlacdo € estatisticamente significativa (p < 0,01).

Neste caso, pode constatar-se que existe uma correlacdo negativa forte entre o pH a
superficie e as concentragdes do Cu nesta camada de solo. Verifica-se também que existe
uma correlagéo positiva entre o pH em profundidade e as concentragGes de Fe. Quanto ao

elemento Ni, existem correlacGes fortemente positivas entre o pH e as concentracfes deste
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elemento em ambas as camadas de solo analisadas, ou seja, a medida que o pH aumenta as
concentracdes de Ni também aumentam.

Gastalho, C. et al. (2009) indica que, com o aumento do pH, a presenca dos
micronutrientes Cu e Zn diminui no solo, o que de acordo com os resultados obtidos se
verifica para o Cu. Como verificado anteriormente, o solo da regido é muito rico em Fe e
como tal, a presenca excessiva de ides metalicos, como Fe, pode reduzir a disponibilidade
de Cu para as plantas. Os resultados do estudo de Rodrigues, S. M. et al. (2010) explicam o
aumento das concentracdes de Fe e Ni com o aumento do pH, dizendo que em solos onde a
gama de pH esté entre 3 e 7 ocorrem processos de competicdo catidnica, motivo pelo qual
o0s catifes presentes na fase sélida do solo se irdo encontrar mais disponiveis para serem

absorvidos pelas plantas.

= Correlacéo entre as concentracdes de Cu, Fe, Zn e Ni no solo, vinho, urina,

cabelo e unhas

A andlise estatistica através de correlacbes é feita de modo a encontrar possiveis
relacfes entre as concentracBes dos varios elementos analisados nas varias matrizes. Para
demonstrar estatisticamente as possiveis correlacdes foi utilizado o teste de Spearman.

Como visto anteriormente, as amostras de cabelo sdo poucas e como tal ndo é
possivel fazer correlac@es utilizando esta matriz. Para o Cu e para 0 Zn nao foram indicados
os coeficientes de correlacdo, uma vez que também ndo havia amostras suficientes que
quantificassem estes elementos.

As matrizes de correlacdo apresentadas nas Tabelas 15 e 16 indicam o grau de
correlacdo entre as concentracGes dos varios elementos nas diferentes matrizes e se essas

correlagdes sdo estatisticamente significativas.
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solo, vinho e unhas.

Tabela 15 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as concentracdes de Fe nas amostras de

Fe solo (0 cm) | Fe solo (40 cm) Fe vinho Fe unhas
Fe solo (0 cm) 1,000 0,627** (n=21) | -0,079 (n=21) | 0,244 (n=16)
Fe solo (40 cm) | 0,627** (n=21) 1,000 -0,495* (n=21) | -0,118 (n=16)
Fe vinho -0,079 (n=21) | -0,495* (n=21) 1,000 0,511* (n=16)
Fe unhas 0,244 (n=16) -0,118 (n=16) | 0,511* (n=16) 1,000

*A correlacdo é estatisticamente significativa (p < 0,05).

** A correlacdo é estatisticamente significativa (p < 0,01).

Por analise da tabela anterior pode observar-se que existem algumas correlacGes
entre o elemento Fe e as matrizes analisadas. Ha correlacdo positiva entre as concentracoes
de Fe no solo a 0 cm e a 40 cm. As concentracdes deste elemento estdo correlacionadas
negativamente nas amostras de solo a 40 cm e nas amostras de vinho. E verifica-se também
uma correlacdo positiva entre as concentrac6es de Fe no vinho e as concentracdes de Fe nas

unhas.

Tabela 16 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as concentracdes de Ni nas amostras de

solo.
Ni solo (0 cm) Ni solo (40 cm)
Ni solo (0 cm) 1,000 0,908** (n=16)

Ni solo (40 cm)

0,908** (n=16)

1,000

** A correlacdo é estatisticamente significativa (p < 0,01).

Em relacdo ao elemento Ni e por analise da Tabela 16, verifica-se que este elemento
apresenta uma correlacdo fortemente positiva entre as concentra¢des no solo a superficie e
as concentracOes deste elemento em profundidade. N&o foram feitas correlages entre as
matrizes vinho e unhas, porque poucas foram as amostras analisadas que quantificaram Ni.

Os graficos de dispersdo sdo uma ferramenta que ajuda a encontrar uma relagao
entre duas varidveis. Assim, por observacdo das Figuras 2, 3, 4 e 5 podem confirmar-se as
correlages significativas entre as varidveis observadas para os testes de Spearman (Tabelas
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15 e 16).
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Figura 2 - Gréfico de dispersdo que mostra a relacdo entre as concentragdes de Fe (mg/kg) no solo
a superficie (solo 0 cm) e em profundidade (40 cm).
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Figura 3 - Gréfico de dispersdo que mostra a relacéo entre as concentracdes de Fe (mg/L) nos

vinhos e as concentracgdes de Fe (mg/kg) nos solos em profundidade (solo 40 cm).
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Figura 4 - Gréfico de dispersdo que mostra a relacdo entre as concentragdes de Fe (mg/L) no vinho

e as concentracdes de Fe (g/g) nas unhas.
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Figura 5 - Gréafico de dispersdo que mostra a relacdo entre as concentragdes de Ni (mg/kg) no solo

a superficie (0 cm) e em profundidade (40 cm).

Justificando os resultados acima obtidos, pode dizer-se que era esperada uma
relacdo positiva entre as duas camadas de solo para os elementos Fe e Ni, e isto pode dever-

se a riqueza dos solos da regido nestes dois elementos. Quanto a relacdo negativa
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estabelecida entre o solo em profundidade e o vinho para o elemento Fe, pode justificar-se
da seguinte forma: € aproximadamente a 40 cm que as raizes das videiras comegam, e
portanto é nesta camada de solo que a videira vai buscar os seus nutrientes. Sabe-se que as
plantas se comportam tanto como mecanismo de transferéncia dos elementos do solo para
niveis mais elevados da cadeia tréfica, mas também como uma importante barreira nessa
transferéncia. Assim, a videira pode reter as elevadas concentracdes de Fe que absorve do
solo e ndo as transfere para as uvas e, por sua vez, para o vinho. Uma outra justificacdo é
que o processo de vinificacdo pode alterar consideravelmente o contetido mineral do vinho,
uma vez que, no decorrer da fermentacao, a concentracao de elementos como o Fe podem
diminuir, por precipitacéo, e por absorcao e adsorcdo por leveduras e bactérias (Catarino, S.
et al., 2008; Suhaj, M. and Korenovska, M., 2005). Durante 0 armazenamento do vinho, a
concentracdo de metais também pode diminuir (Grindlay, G. et al., 2009).

Os elementos enddgenos presentes no vinho sdo de origem natural e refletem a
geoquimica do solo onde as videiras crescem, providenciando a maior parte dos ides
presentes no vinho e também a capacidade das videiras assumirem as substancias minerais
(Fabani, M. P. et al., 2010; Kment, P. et al., 2005; Pohl, P., 2007). No entanto, os elementos
presentes no vinho também podem ter origem exdgena, surgindo de fontes antropogénicas e
sdo associados com a contaminacdo externa durante o crescimento da videira (originada da
fertilizacdo e utilizacdo de pesticidas) ou durante as diferentes etapas da producgéo de vinho
(equipamentos utilizado durante o processamento, conservacdo e engarrafamento) (Fabani,
M. P. et al., 2010; Pohl, P., 2007; Stafilov, T. and Karadjova, 1., 2009).

O solo desempenha como principal funcdo ser a fonte de nutrientes para as plantas
e, como tal, pode passar os elementos presentes no solo para as videiras e por sua vez, para
0 vinho. A absorcdo de elementos a partir da vinha depende da sua acumulacao, transporte
e solubilidade desses elementos que dependem fortemente das caracteristicas do solo, como
o pH (Alvarez, M. A. and Carrillo, G., 2012; Pohl, P., 2007).

Pode também verificar-se uma relagdo positiva entre as concentracdes de Fe no
vinho e nas unhas, ou seja, quando aumenta a concentracdo de Fe no vinho também
aumenta a concentracdo de Fe nas unhas. Isto é, quando as pessoas ingerem vinhos com

maiores concentrages em Fe, estas vao apresentar maiores concentragdes de Fe nas unhas.
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= Ha diferencas nas concentragdes de Cu, Fe, Zn e Ni entre as pessoas que

bebem vinho e que nao bebem vinho?

Para avaliar se ha diferencas estatisticamente significativas nas concentracfes de
Cu, Fe, Zn e Ni entre as pessoas que bebem e que ndo bebem vinho foram feitas anélises
estatisticas utilizando o teste de Mann-Whitney.

A hipdtese a testar é se existem diferencas nas concentracdes de Cu, Fe, Zn e Ni nas
matrizes bioldgicas (urina, cabelo e unhas) entre as pessoas que bebem e que ndo bebem
vinho.

Para as amostras de urina s6 se pode realizar os testes estatisticos para o elemento
Zn, uma vez que foi o Unico elemento que quantificou. Para este elemento nesta matriz ndo
se verificaram diferencas estatisticamente significativas nas concentragdes entre as pessoas
que bebem e que ndo bebem vinho, ou seja, beber vinho ndo influencia as concentragdes de
Zn na urina.

Em relacdo ao cabelo, observou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas nas concentracGes de Cu, Fe, Zn e Ni de quem bebe e de quem nédo bebe
vinho, embora sejam poucas as amostras analisadas.

Quanto as unhas, como ja dito o elemento Ni ndo foi analisado nesta matriz, por isso
guanto a este nada se pode dizer. Para o Cu e para 0 Zn, os testes estatisticos mostram que
ndo ha diferencas estatisticamente significativas nas concentracdes entre as pessoas que
bebem e que ndo bebem vinho. Constatou-se que existem diferencas estatisticamente
significativas (U=52, p=0,006) entre as concentraces de Fe nas unhas das pessoas que
bebem vinho (n=16) e das pessoas que ndo bebem (n=15).

Nas Figuras 6, 7 e 8 séo representados boxplots, que relacionam as concentragdes
dos elementos (Zn, Cu e Fe) que quantificaram para as amostras de unhas, de maneira a
comparar os resultados obtidos entre as pessoas que bebem vinho e as pessoas que nédo

bebem vinho.
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Figura 6 - Boxplots referentes as concentragdes de Zn (ug/g) nas unhas das pessoas que bebem
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Figura 7 - Boxplots referentes as concentragdes de Cu (jug/g) nas unhas das pessoas que bebem

vinho e que ndo bebem vinho.
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Figura 8 - Boxplots referentes as concentracoes de Fe (ug/g) nas unhas das pessoas que bebem

vinho e que ndo bebem vinho.

Verifica-se que as pessoas que ndo bebem vinho apresentam maior quantidade de
Zn nas unhas (concentracdo media 145,3 pg/g) do que as pessoas que bebem vinho
(concentracdo média de 122,9 ug/g). Em relacdo ao elemento Cu passa-se 0 oposto, ou seja,
as pessoas que bebem vinho apresentam maior concentragdo deste elemento nas unhas
(concentracdo média de 5,1 pg/g) enquanto as pessoas que ndo bebem vinho apresentam
concentracdes mais baixas (concentragdo media de 4,7 pg/g). Quanto ao Fe acontece o
mesmo que para o elemento Cu, sendo que as unhas das pessoas que bebem vinho
apresentam uma concentracdo média de 641,9 ug/g e as unhas das pessoas que ndao bebem
vinho apresentam uma concentracdo média de 154,0 pg/g de Fe.

Por observagdo das Figuras 6 e 8, pode ver-se que existem dois outliers, ou seja,
valores extremos que estdo muito descentrados. Para 0 Zn é a amostra 46 e para o Fe é a
amostra 16. Pelos dados obtidos nos questionéarios, a Unica caracteristica em relacdo ao
individuo 16 que possa ser diferente dos outros individuos deste estudo é que esta pessoa
tem depressdo e toma medicamentos para a doenga, o que talvez possa influenciar as
concentragfes de Fe nas unhas. Quanto ao individuo 46, este ndo apresenta nenhuma
caracteristica, pelo menos em relacdo aos fatores avaliados no questionario, que possa
contribuir para que este apresente tdo elevada concentracdo de Zn nas unhas em relacao aos

outros individuos deste estudo.
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Assim, através da andlise estatistica realizada anteriormente pode concluir-se que
beber vinho influencia a concentracdo de Fe nas unhas, sendo que as pessoas que bebem
vinho apresentam maior concentracdo de Fe nesta matriz. Pode também concluir-se que a
variavel “beber vinho” ndo influencia a concentra¢do de Fe no cabelo e na urina, isto
porque provavelmente os elementos vestigiais absorvidos sdo distribuidos de forma
heterogénea entre os 0Orgaos e tecidos, 0 que pode causar discrepancias entre as
concentragcdes dos elementos na urina, cabelo e unhas de um individuo numa dieta normal
(Munakata, M. et al., 2006).

Voica, C. et al. (2009) afirma que o consumo moderado de vinho contribui para o
aumento da ingestdo didria de metais, incluindo Cu, Fe, Ni e Zn. Frimpong, N. A. and
Louis-Charles, J. (1989) indicam que o consumo moderado de alcool aumenta as
concentracdes de Zn e Cu no organismo, todavia Schuhmacher, M. et al. (1994) ndo
encontrou diferencas entre os niveis de Cu e Fe na urina de pessoas que bebem e de pessoas
gue ndo bebem vinho. N&o foram encontrados estudos que mostrem se ha ou ndo diferencas

entre as concentracOes de Cu, Fe, Zn e Ni em cabelo ou nas unhas.

= Estudo de outras possiveis relacdes entre as variaveis

Testou-se a hipotese se havia diferencas significativas nas concentracdes de Cu, Fe,
Zn, Ni entre homens e mulheres e constatou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas nas concentracdes dos varios elementos entre os dois sexos. No entanto, as
concentracdes de Fe nas unhas dos homens (n=13, média=474,8 ug/g) sao mais elevadas do
que nas unhas das mulheres (n=18, media=356,0 ug/g) e 0 mesmo se verifica nas
concentragfes de Cu, sendo que os homens (n=12, média=5,3 pg/g) apresentam maior
concentracdo deste elemento nas unhas do que as mulheres (n=17, média=4,6 pg/g). Em
sentido contrario, as concentragcbes de Zn nas unhas das mulheres (n=18, média=143,0
Kg/g) sdo mais elevadas do que nas unhas dos homens (n=13, média=120,8 ug/g).

Uma outra hipdtese testada é se haveria diferencas nas concentragdes de Cu, Fe, Zn,
Ni entre homens e mulheres que bebem vinho. Os resultados obtidos indicaram que nédo
existem diferencas estatisticamente significativas, 0 que pode dever-se ao facto do estudo

comportar um namero reduzido de mulheres que bebem vinho.
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Pelos testes estatisticos realizados verifica-se que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas nas concentragdes dos varios elementos nas matrizes urina,
cabelo e unhas entre as pessoas que tem ou ndo doencas, ou seja, ter ou ndo doengas ndo
influencia as concentragdes de Cu, Fe e Zn nas véarias matrizes. Para o Ni ndo foi possivel
realizar esta analise estatistica.

Compararam-se as médias das concentracdes de Cu, Fe, Zn, Ni entre as pessoas que
tomam e que ndo tomam medicamentos. As concentragdes médias de Cu nas unhas das
pessoas que ndo tomam medicamentos (n=8, média=5,2 pg/g) sdo superiores as
encontradas nas unhas das pessoas que tomam medicamentos (n=21, média=4,8 ug/qg)
enguanto as concentracfes médias de Fe nas unhas das pessoas que tomam medicamentos
(n=22, média=512,8 pg/g) sdo superiores as encontradas nas unhas das pessoas que ndo
tomam medicamentos (n=9, média=144,3 pg/g). No mesmo sentido, verifica-se que as
concentracdes médias de Zn nas unhas das pessoas que tomam medicamentos (n=22,
média=143,1 ug/g) sdo superiores as encontradas nas unhas das pessoas que ndo tomam
medicamentos (n=9, média=110,6 pg/g). No entanto, constataram-se que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas nas concentracdes dos varios elementos entre as
pessoas que tomam e que ndo tomam medicamentos.

Uma das hipoteses testadas é se haveria diferencas nas concentracfes dos varios
elementos analisados nas unhas entre quem pinta e quem ndo pinta as mesmas. Nao se
testou para o Ni porque ndo havia amostras suficientes que quantificassem este elemento.
Pelos testes estatisticos constata-se que as pessoas que nao pintam as unhas (n=28,
média=444,5 ug/g) apresentam maior concentracdo de Fe nas unhas do que as pessoas que
pintam as unhas (n=3, média=45,3 ug/g), sendo essas diferencas estatisticamente
significativas (U=76, p=0,018). O mesmo ndo se verifica para 0s restantes elementos.
Contudo, estes resultados devem ser interpretados com alguma prudéncia, visto que existe
uma grande discrepancia entre o nimero de sujeitos que pinta e que ndo pinta as unhas.

Pelos testes estatisticos realizados, verifica-se também que existem diferencas
estatisticamente significativas (U=8,625, p=0,035) nas concentragdes de Fe nas unhas entre
as pessoas que bebem vinho com maior ou menor frequéncia. Assim, as pessoas que ndo
bebem vinho apresentam uma concentracdo média de 154,0 pg/g de Fe nas unhas (n=15).

Foi apenas encontrada uma pessoa que bebe vinho uma vez por semana, e esta apresenta
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uma concentracdo de 100,8 pg/g de Fe nas unhas. As pessoas que bebem vinho uma vez
por dia (n=4) possuem uma concentracdo média de Fe de 404,1 pug/g nas unhas e as pessoas
que bebem vinho duas ou mais vezes por dia (n=11) apresentam uma concentra¢cdo media
de Fe de 777,6 pg/g. Pode assim dizer-se que as pessoas que bebem vinho com maior
frequéncia apresentam maior concentracao de Fe nas unhas.

Para a hipotese de haver diferencas nas concentracdes de Cu, Fe, Zn e Ni no solo
com os diferentes tratamentos feitos as vinhas (lavragem, estrumagem, adubagem,
pesticidas) observa-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas nas
concentracdes dos varios elementos para os tratamentos lavragem e estrumagem. Para o
tratamento adubagem (n=15) verifica-se que existem diferencas estatisticamente
significativas nas concentracdes de Ni no solo a 40 cm de profundidade (U=53, p=0,020).
Em relacdo ao tratamento com pesticidas (n=15), como a calda bordalesa e enxofre,
constata-se que também existem diferencas estatisticamente significativas nas
concentracdes de Ni no solo a superficie (U=19, p=0,029). Ou seja, a adubagem e a
aplicagdo de pesticidas nas vinhas influencia as concentragdes de Ni nos solos e isto pode
ser justificado, uma vez que a maior parte dos adubos e dos pesticidas séo ricos neste
elemento. Para os restantes elementos nao se verificaram diferencas estatisticamente
significativas.

Para a hipotese testada de que ha diferencas nas concentracdes de Cu, Fe, Zn e Ni
no vinho com os diferentes tratamentos feitos as vinhas, constatou-se que ndo existem
diferencas estatisticamente significativas. Assim, os tratamentos efetuados as vinhas néo
influenciam as concentragc6es dos varios metais nos vinhos.

Por dltimo, verificou-se também que as diferentes proveniéncias da &gua consumida
(4gua da torneira, agua da fonte, agua engarrafada) ndo influenciavam as concentracdes de
Cu, Fe e Zn na urina, cabelo e unhas, uma vez que ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre estas variaveis. O Ni ndo pode ser utilizado para
analisar essas diferencas devido ao numero reduzido de amostras que quantificaram. Para
os elementos Cu e Zn as concentragdes médias mais elevadas foram observadas nas unhas
de pessoas que ingeriam agua engarrafada (n=11), tendo como valores obtidos, para o Cu
5,6 pg/g e para 0 Zn 170,2 pg/g. As maiores concentracBes medias de Fe (542,4 ug/g)
foram obtidas nas unhas de pessoas que consumiam &gua da fonte (n=6), o que pode ser
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justificado pelo facto de que os solos da regido séo ricos em Fe e assim as dguas das fontes
também poderdo ser ricas neste elemento. Com o consumo de aguas ricas em Fe, este

poderd acumular-se nas unhas do ser humano.

2.8.  Principais problemas e limita¢des no estudo

Ao longo deste trabalho surgiram algumas dificuldades e limitagbes que
eventualmente terdo prejudicado os resultados obtidos.

Neste estudo, a sonda de temperatura do micro-ondas, utilizado na digestdo das
amostras de solo e cabelo estava danificada e como tal, ndo se pode aplicar um programa de
temperaturas, o que poderia ter tornado as digestdes ainda mais eficientes.

Vale salientar que erros sistematicos sdo normalmente feitos durante a preparagédo
das amostras, de modo que a técnica analitica ndo pode ser responsabilizada. Muitas vezes,
o0s procedimentos de digestdo, a contaminagdo das amostras, quer através de reagentes ou
do material utilizado, erros manuais, perda de analito através de volatilizacdo, a incompleta
recuperacdo do analito ou interferéncias podem adicionar incerteza analitica.

Na determinacdo das concentracGes de metais, todo o material que entra em
contacto com as amostras pode ser uma fonte de interferéncia, interferéncia positiva por
dessorcdo das suas paredes ou interferéncia negativa por adsor¢do dos metais presentes na
amostra (EPA, 2004). A adequada preparacdo do material de amostragem e de
armazenamento bem como a adequada conservacao das amostras é fundamental para evitar
este tipo de contaminacdo (EPA, 2004). Por isso, todos os reagentes bem como todos 0s
padrdes utilizados deveriam ser também analisados, de forma a excluir a possibilidade de
contaminacgdo das amostras por estes.

A falta de procedimentos padréo para recolha, lavagem e tratamento de amostras,
tém levado a uma grande controveérsia em relacdo a confiabilidade dos resultados da analise
de amostras de cabelo e de unhas. A contaminagdo externa complica também a
interpretacdo dos resultados da andlise destas matrizes, tornando-se dificil determinar os
niveis enddgenos dos elementos no cabelo e nas unhas.

Uma enorme limitacao neste trabalho foram os LQ para os métodos utilizados, uma

vez que sdo limites demasiado altos para conseguir quantificar Ni nas amostras de unhas
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por ICP-AES e quantificar Fe, Cu e Zn nas amostras de urina por FAAS. Assim, uma
grande parte das amostras ndo quantificou os elementos analisados, o que fez com que 0s
resultados deste estudo sejam escassos.

Outra dificuldade neste estudo foi encontrar valores de referéncia recentes para as
concentracdes dos elementos Cu, Fe, Zn e Ni, com que se possam comparar 0s resultados
obtidos neste estudo nas varias matrizes analisadas.

O trabalho a desenvolver encontrava-se a partida limitado ao estudo de quatro
elementos, Cu, Fe, Zn e Ni, nas matrizes solo, vinho, cabelo, unhas e urina. No entanto,
devido a dificuldades de disponibilidade do equipamento, custos de analise e tempo, ndo foi
possivel determinar Ni nas amostras de urina, sendo este um grande ponto fraco, um vez
que assim ndo se pode fazer a correlacdo entre o solo, 0 vinho e as matrizes bioldgicas para
este elemento, utilizando esta matriz, o que seria uma mais-valia para este trabalho.

Assim, visto que foram conseguidas poucas amostras de cabelo, apenas um nimero
reduzido de amostras de urina quantificou os varios elementos analisados e também devido
ao pequeno numero total de amostras conseguidas, os resultados deste estudo deverdo ser

analisados com alguma precaucéo, tendo em conta as limitacdes anteriormente referidas.

Pesquisa de uma correlacdo entre elementos do solo e matrizes biol6gicas de uma populagéo 55



CAPITULO 3 - CONCLUSAO
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A influéncia da composicado quimica do solo na qualidade do vinho esta ainda por
descobrir ainda que, segundo inumeros estudos sugiram que 0S metais parecem ser a
melhor forma de identificar a origem geografica de um vinho devido a sua relagdo direta
com a composicdo do solo. Assim, a concentracdo de alguns elementos pode funcionar
como uma espécie de impresséo digital do vinho.

Pode concluir-se através deste estudo que o Fe € o elemento que melhor estabelece
correlagdes entre as matrizes solo/vinho/ser humano. Fabani, M. P. et al. (2010) e Kment,
P. et al. (2005) indicam que o elemento Fe é um possivel marcador em estudos da origem
da proveniéncia dos vinhos em paises europeus. Assim, este elemento pode ser utilizado
para estabelecer uma correlacdo entre a presenca de Fe em diferentes camadas de solo,
entre o solo e o vinho e também entre o vinho e as unhas, sendo possivel distinguir entre
quem bebe e quem ndo bebe vinho através das concentracBes deste elemento. No entanto
esta conclusdao ndo pode ser generalizada, uma vez que o tamanho da amostra do presente
estudo nao € significativa.

Quanto ao Ni, verifica-se apenas que existe uma relagcdo entre as concentragdes
deste elemento em ambas as camadas de solo, ndo havendo relacédo entre o solo e o vinho, e
entre este e 0 ser humano.

Nada se pode concluir em relacdo aos elementos Cu e Zn nas diversas matrizes
analisadas. O cabelo e a urina sdo matrizes que neste estudo ndo permitem a sua analise
estatistica e por isso quanto a estas também nada se pode dizer, constatando-se que as unhas
proporcionam um bom indicador da exposicao aos elementos vestigiais analisados.

Da literatura, o resultado esperado é que o vinho refletisse a geoquimica do solo,
uma vez que todos os elementos estudados resultam, em maior ou menor extensdo, da
natureza deste (Fiket, Z. et al., 2011). No entanto, varios fatores podem alterar
significativamente a composi¢do multi-elementar do vinho e p6r em risco a relacdo entre o
vinho e a composicgédo do solo. O uso de pesticidas, 0s processos de elaboracdo e todos 0s
equipamentos utilizados na producdo de vinho, séo outra fonte importante da presenca de
metais (Alvarez, M. et al., 2012; Fabani, M. P. et al., 2010; Lara, R. et al., 2005). Por sua
vez, diversos fatores influenciam também a absorcdo e acumulagdo de elementos vestigiais
no organismo humano.

Para desenvolvimento futuro deste trabalho, podera ser interessante analisar 0s
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metais nas uvas, 0 que sera uma mais-valia para perceber a relacdo solo/vinho, bem como
para compreender se 0s elementos que estdo presentes no vinho, provém do solo ou se
surgem de contaminacgdes ocorridas durante o processo de producdo. A andlise de outros
elementos podera também trazer informaces importantes. Por exemplo, o estudo de
isétopos de Sr, cuja composicao isotdpica varia naturalmente com a regido geogréafica, pode
ser um possivel marcador da origem geografica do vinho e também no ser humano, um
marcador do consumo de vinho.

A crescente preocupagdo com a seguranca alimentar do vinho e os efeitos na saide
tém vindo a aumentar. Por esta razdo sera importante ajustar os limites maximos
admissiveis de metais no vinho na legislacdo nacional, tendo em conta as concentracdes dos
elementos no solo em Portugal. A legislacdo deve ainda considerar um maior nimero de

elementos cujas concentragdes tem de ser monitorizadas, no solo e também no vinho.
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CAPITULO 4 - PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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O trabalho préatico deste projeto decorreu nos laboratérios da AEMITEQ e foram
utilizados os equipamentos e meios disponiveis nestas instalacdes. Algumas das solucdes
utilizadas neste trabalho laboratorial foram cedidas pelo Departamento de Quimica.

Neste capitulo sdo descritos 0s materiais, reagentes e equipamentos utilizados neste
trabalho. Também € descrita toda a metodologia, desde a recolha das amostras até a sua
analise.

Todo o material utilizado na realizacdo deste trabalho laboratorial foi devidamente
lavado, no minimo trés vezes, com agua bi-desionizada. Em seguida, deixou-se o material a
lixiviar durante 24 horas numa solucdo de HNO3; 50%. Retirou-se o material do acido,

lavou-se muito bem com agua bi-desionizada e, por fim, deixou-se a secar na estufa.

4.1. Materiais

- Sacos de plastico transparentes para recolha de solo;

- Sacos de plastico transparentes com fecho zip para recolha de cabelo;

- Recipientes de polipropileno com capacidade de 1 L para recolha de vinho;

- Recipientes de polipropileno com capacidade de 50 ml para recolha de urina;
- Excisador com agente secante, silica;

- Capsulas de porcelana, capazes de permanecer a 105° C;

- Filtros de papel, de 90 mm, equivalentes aos filtros de papel da Whatman de 40

mm de didmetro e 7-14 um de porosidade;

- Material volumétrico e graduado para medicdo rigorosa de volumes.

4.2. Reagentes

- Agua ultrapura produzida no sistema Millipore, condutividade 18,2 pA/cm;

- Solugdes tampéo para a determinagdo de pH:
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- Solucgéo tampado 4,0 (citrato), Radiometer analytical,
- Solucéo tampdo 7,0 (fosfato), Radiometer analytical;
- Solucgéo tampdo 10,0 (carbonato), Radiometer analytical;
- Solugéo tampdo 7,413 + 0,010, Radiometer analytical.
- Peroxido de hidrogénio, H,0,, Panreac, 30% (w/v) (100 vol.);
- Acido nitrico, HNO3, 65%, Panreac, d=1,39;
- Acido perclérico, HCIO4, 60%, Panreac;
- Triton X-100, Merck;
- Acetona, C3HgO, José Manuel Gomes dos Santos LDA, 99,6%;

- Solucdo padrdao multi-elemento XIII ICP da Certipur (101 mg/L de Cobre; 100
mg/L de Ferro; 102 mg/L de Niquel; 102 mg/L de Zinco);

- Solug@o mae de Cobre 1000 pg/L, Merck;
- Solucdo mae de Ferro 998 pg/L, Merck;

- Solucdo mée de Zinco 1000 mg/L, VHG;

- Solucdo mae de Niquel 1002 mg/L, Merck;
- Argon de elevada pureza, 99,999%;

- Acetileno dissolvido.

4.3.  Equipamentos

- Balanga analitica, Marca: Kern, Modelo: 770, que garanta a precisdo de, pelo

menos, 0,1 mg;

- Micro-ondas, Marca: Milestone, Modelo: 1200 mega;
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- Medidor de pH, Marca: Radiometer, Modelo: 371-12-009;

- Espetrometro de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado, Marca:
Unicam, Modelo: 701;

- Computador, no qual esta instalado o software 701 ICP Systems que controla o
ICP;

- Espetrometro de Absorcdo Atomica, Marca: Unicam, Modelo: M Series;

- Computador, no qual esta instalado o software Solaar que controla a camara de

grafite e o espetrémetro;

- Camara de grafite, que opera com cuvetes de grafite do tipo ELC (Extended Life

Cuvete) acoplado ao injetor automético modelo FS 95, Marca: Unicam;
- Espetrometro de Absor¢cdo Atdémica, Marca: Unicam, Modelo: 939;

- Computador, no qual esta instalado o software Solaar que controla a chama e o

espetrometro;
- LAmpada de catodo oco de Cobre, Ferro, Zinco e Niquel;

- Lampada de deutério, Marca: Unicam.

4.4,  Amostragem

Neste estudo foram recolhidas amostras de solo, vinho, urina, cabelo e unhas de
pessoas que consumiam vinho frequentemente (vinho produzido pelos préprios e de forma
caseira), e foram recolhidas amostras de urina, cabelo e unhas de pessoas que nao
consumiam vinho, fazendo estas pessoas parte do grupo controlo. Os locais de recolha das
amostras foram a cidade de Macedo de Cavaleiros e as aldeias de Grijo, Morais e Sobreda.

No momento da recolha foi preenchido um questionario por todas as pessoas que
cederam as amostras. No questionario eram pedidos dados pessoais como idade, sexo,
doencas, e questdes sobre os habitos pessoais e alimentares como a profissdo, medicacao,

consumo de vinho, entre outras questfes. Este questionario encontra-se no Anexo I.
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Cada amostra e cada questionario receberam o mesmo codigo. Depois da recolha de
todas as amostras, estas foram transportadas para o laboratério devidamente

acondicionadas.

a) Recolha de solo: Por cada pessoa que bebia o préprio vinho, ou seja, vinho

produzido pelas uvas das proprias vinhas, foram recolhidas duas amostras de solo dessas
vinhas, com peso aproximado de 1 kg cada uma das amostras. Uma amostra de solo foi
recolhida a superficie (0O cm) e outra amostra foi recolhida a cerca de 40 cm de
profundidade, uma vez que as raizes das videiras comecam, mais ou menos, a esta
profundidade. Foi utilizada uma pa para escavar o solo, sendo rejeitado o solo que esteve
em contacto com a pa. Um total de quarenta e duas amostras de solo foram recolhidas,
correspondentes a solos de vinte e uma pessoas que bebem vinho.

Os locais de amostragem foram selecionados de modo a evitar qualquer distirbio
antropogénico do solo. A camada organica (a camada fina de vegetacdo) foi previamente
removida e evitou-se a recolha de solo em locais encharcados, proximos de caminhos,
ocupados com montes de estrume, adubos, cinzas ou outros produtos.

As amostras de solo foram guardadas separadamente em sacos de plastico,
devidamente etiquetados. Foram transportadas para o laboratério e guardadas em local seco

e fresco. Os sacos foram mantidos fechados, de modo a conservar a humidade dos solos.

b) Recolha de vinho: Cada pessoa cedeu uma amostra de vinho produzido pelo

préprio, num total de vinte e uma amostras de vinho. Todos os vinhos recolhidos foram
vinhos tintos, uma vez que a maioria das pessoas da regido de recolha produz este tipo de
vinho. As amostras de vinho foram recolhidas para recipientes de polipropileno. Estes

foram etiquetados e armazenados em local fresco até a sua analise.

¢) Recolha de urina: Foi pedido a cada pessoa que cedesse uma amostra de urina

para um recipiente de polipropileno, de preferéncia a primeira urina da manhd. Os
recipientes foram etiquetados, devidamente acondicionados e guardados em local fresco até

a sua analise. No total, foram conseguidas quarenta amostras de urina.
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d) Recolha de cabelo: Na recolha das amostras de cabelo, deve ser tido em conta

que o cabelo deve ser cortado de preferéncia na regido occipital da cabeca. Este local de
recolha é j& padronizado porque é menos susceptivel a contaminagéo externa (Pozebon, D.
et al., 1999). Também deve ser tido em conta que o cabelo deve ser cortado 0 mais proximo
possivel da raiz, pois sabe-se que os segmentos de foliculos pilosos que ainda séo
biologicamente ativos sdo 0s mais representativos (Pozebon, D. et al., 1999).

Assim, recolheu-se cerca de 1 g de cabelo, na regido logo acima do pescoco, a cerca
de 1 cm do couro cabeludo, com uma tesoura de aco inoxidavel. Cabelos coloridos
artificialmente ndo foram recolhidos, porque podiam estar contaminados com determinados
elementos.

A ideia inicial era recolher amostras de cabelo de todas as pessoas que participaram
neste estudo, no entanto houve algumas dificuldades, nomeadamente quanto a cedéncia de
tdo grande quantidade de cabelo. Assim sendo, apenas foram conseguidas trés amostras,
duas delas pertencentes a pessoas que ndo bebem vinho e uma amostra referente a uma
pessoa que bebe vinho.

Ap0s o corte, cada amostra de cabelo foi guardada em sacos de pléastico com fecho
zip. Estes foram armazenados a temperatura ambiente, num local seco até ao seu

tratamento.

e) Recolha de unhas: Foram deixados frascos de polipropileno com as pessoas para

que recolhessem as unhas das méaos, durante cerca de dois meses. Foi dada preferéncia as
unhas das maos, uma vez que estas crescem mais rapido e estdo menos sujeitas a
contaminagdes fungicas do que as unhas dos pés (Slotnick, M. J. and Nriagu, J. O., 2006).
As unhas foram posteriormente levadas para o laboratorio e mantidas a temperatura
ambiente até que fosse dado inicio o seu tratamento.

O ideal era que se recolhesse cerca de 1 g de unhas de cada amostra. Contudo,
aquando do tratamento verificou-se que nem todas as amostras continham a quantidade
necessaria para analise (considerou-se no minimo 0,1 g) e por isso essas amostras nao

foram utilizadas. Assim sendo, foram analisadas trinta e uma amostras de unhas.
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4.5. Determinacdo do pH das amostras de solo

Para determinar o pH, o método de maior sensibilidade é o uso de um elétrodo de
pH, um dispositivo eletroquimico que mede a concentragio de H* em soluc&o. O elétrodo é
parcialmente submergido na solu¢do a medir, produzindo entdo uma corrente eléctrica
proporcional & concentragdo de H, que é convertida num valor numérico (Eaton, A. D., et
al., 2005).

A determinacdo do pH das amostras de solo foi feita segundo o método da EPA
9045D, em que a amostra de solo é misturada com agua e o pH resulta da medicdo desta
solucéo.

Na preparacdo das amostras de solo para determinagdo do pH, pesar 20 g de solo
para um copo de vidro, adicionar 20 ml de agua ultrapura, tapar com parafilme e manter em
agitacdo durante 5 minutos. Centrifugar durante 30 minutos, a 2500 rpm, e transferir o
centrifugado para copos de medigéo de pH.

Iniciar a calibragdo com a leitura das solugdes tampao pela seguinte ordem: tampao
4,0, tampdo 7,0 e tampdo 10,0, e retirar os valores de zero pH e sensibilidade, em que o
elétrodo tem bom desempenho quando o zero pH é 6,65+0,5 e a sensibilidade é superior a
97%. Em seguida, fazer a verificacdo da calibracdo, efetuando leituras aos tampdes de
controlo (tampé&o 4,0, tampéo 7,0 e tamp&o 10,0), em que o desvio em relacdo aos valores
tabelados deve ser inferior a +0,04. Efetuar a leitura ao tampdo de controlo 7,413 e
comparar o resultado com o valor tabelado. Se se verificarem todos os padrdes, ler entdo o
pH das amostras de solo, e sempre que necessario verificar o desempenho pelos tampdes de
controlo.

As amostras foram lidas em duplicado e o desvio entre os dois duplicados deve ser
inferior a £0,05. No fim da leitura das amostras efetuar leitura ao tampéo de controlo 7,413.

Os resultados obtidos para o pH estéo representados no Gréafico 2 e no Anexo Il.

4.6. Tratamento das amostras

O processo de digestdo das amostras € feito de modo a reduzir as interferéncias por
matéria organica e converter, metais associados a particulas, para uma forma normalmente

de metal livre, que possa ser determinada pelas técnicas analiticas.
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Estudos acerca da presenca de anides interferentes convergem no sentido de apontar
NO3 como sendo 0 anido menos interferente, o que leva a utilizacdo preferencial de HNOs,
quer na acidificacdo das amostras quer nos tratamentos &cidos quando necessarios (Eaton,
A. D., etal., 2005).

a) Solo: Antes de fazer a digestdo das amostras de solo foi necessario determinar a
percentagem de matéria seca de cada amostra. Este procedimento permite saber qual a
massa de amostra que se deve pesar para os digestores, para posteriormente se fazer a sua
digestao.

No processo de determinacdo da percentagem de matéria seca de amostras de solo
determina-se a massa perdida quando uma porcdo da amostra de solo homogeneizada é
colocada numa capsula de porcelana e submetida a um processo de secagem, numa estufa a
105° C£5° C, até o peso ser constante. A diferenca de massa antes e apds a secagem € usada
para determinar a percentagem de matéria seca.

Assim, colocar a capsula vazia na estufa a 105° C durante cerca de 1 hora. Apos

esse tempo, retirar e colocar no exsicador a temperatura ambiente durante 1 hora e pesar.

Repetir este processo até que 0 peso seja constante, Mcyp. A quantidade de amostra a pesar

para a capsula depende da quantidade de agua que a amostra parece conter, mgojo. Neste
caso, foi pesado para cada capsula, aproximadamente 10 g de solo. Colocar entdo a capsula
com a amostra de solo na estufa a 105° C até que o solo pareca seco. Em seguida, colocar a
arrefecer no exsicador e 1 hora depois pesar a capsula, Meap+solo. A Matéria seca fica a peso
constante se a massa obtida ap6s mais um ciclo de secagem néo diferir mais do que 0,5%
da ultima perda de massa. Caso néo se verifique, efetuar mais ciclos de secagem, exsicador
e pesagem até que a massa seja constante. Calcular a percentagem de matéria seca da

seguinte forma:

Meap4solo — M

MS = P x100% 1)

Mgo)0

MS - Matéria seca da amostra, em percentagem;
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Meap+solo - Massa da capsula contendo a amostra de solo seca, em gramas;
Meap - Massa da capsula vazia, em gramas;

Msolo - Massa da capsula contendo a amostra de solo, em gramas.

Os resultados das percentagens de matéria seca de todas as amostras de solo e as
massas de solo a pesar para cada digestor estdo no Anexo Ill.

Uma vez que a EPA tem recomendado a digestdo no micro-ondas, este método foi
escolhido para digerir as amostras de solo, pois este parece ser o procedimento mais
eficiente e 0 mais adequado para este tipo de amostra. Para fazer a digestdo das amostras de
solo, pesar uma massa aproximada a partir da percentagem de matéria seca determinada
(Anexo 11). A um dos digestores (branco) em vez de solo, adicionar 10 ml de agua
ultrapura e nos restantes colocar as amostras de solo. A todos os digestores adicionar 5 ml
de HNO3 e 2 ml de H,O,. Aplicar este esquema de digestdo para todas as amostras de solo.

Depois de todas as adicOes, colocar os digestores dentro dos vasos de Teflon, e
colocar no micro-ondas escolhendo um programa tipico de pressdo, que garanta que as
amostras sdo bem digeridas. Néo foi aplicado um programa de temperaturas, uma vez que o
equipamento tinha a sonda de temperatura danificada. A Tabela 17 apresenta o programa de
pressao escolhido para a digestdo das amostras de solo e também de cabelo.

Tabela 17 - Esquema do programa utilizado na digestdo no micro-ondas das amostras de solo e de

cabelo.
TEMPO POTENCIA PRESSAO
ETAPA (min) (W) (Bares)
1 01:00 300 60
2 05:00 0 60
3 05:00 300 60
4 02:00 0 60
5 05:00 400 60
6 02:00 0 60
7 05:00 500 60

Ap0s o programa terminar, filtrar o contetdo de cada digestor e perfazer com agua
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ultrapura para um volume final de 100 ml. O digerido resultante do digestor 1 ndo é
aproveitado, uma vez que este digestor serve apenas para controlar a presséo.

As solucBes de solo obtidas pela digestdo no micro-ondas foram diluidas com HNO3
2% para analise em ICP-AES e diluidas com HNO3; 0,5% para analise em GFAAS. As
diluicdes foram preparadas conforme o pH que foi obtido para cada amostra (ver ponto
4.5.), segundo os limites maximos estabelecidos no Decreto-Lei n.° 276/2009 para cada um
dos elementos (Tabela 4) e também segundo as gamas de concentracdo e os limites de
quantificacdo para cada elemento nas técnicas utilizadas (Tabelas 18 e 19).

b) Vinho: Devido ao alto teor de compostos organicos no vinho, é aconselhavel que
haja tratamento da amostra, em que o procedimento mais comum de preparacdo das
amostras de vinhos é a digestdo acida ou uma simples diluicdo da amostra (Bentlin, F., et
al., 2011; Pohl, P., 2007). Embora uma simples diluicdo seja mais rapida, nem todos os
elementos podem ser corretamente determinados deste modo (Bentlin, F., et al., 2011). A
digestdo acida das amostras de vinho foi realizada de modo a destruir a matéria organica e a
fim de evitar possiveis interferéncias.

Para andlise dos elementos Cu, Fe e Zn no ICP-AES, as amostras de vinho foram
submetidas a uma digestdo na placa. Assim, num copo de vidro adicionar 4 ml de vinho,
em seguida juntar 2 ml de HNO3 e 1 ml de H,0;, e colocar na placa de aquecimento a 80° C
até que a solucdo fique incolor e completamente limpida. Diluir a solucdo resultante com
agua ultrapura para um volume final de 100 ml.

Para andlise de Ni em GFAAS apenas foram feitas diluicbes com HNO3 0,5%.

¢) Urina: Para analise de Cu, Fe e Zn em FAAS, as amostras de urina foram diluidas

com agua ultrapura. Néo foi possivel fazer a analise de Ni nesta matriz.

d) Cabelo: O procedimento de lavagem das amostras de cabelo, para remocao da
sujidade, foi realizado de acordo com as recomendacdes da IAEA (1985). Para isso, pesar
aproximadamente 0,5 g de cada amostra de cabelo e cortar cada amostra em pequenos
segmentos. Em seguida, efetuar as lavagens pela seguinte ordem: lavagem com acetona,

trés lavagens com agua ultrapura e novamente com acetona, sendo as amostras imersas, em

Pesquisa de uma correlacdo entre elementos do solo e matrizes biol6gicas de uma populagéo 68



cerca, de 25 ml de acetona ou de agua ultrapura, durante 20 minutos com agitacdo. Depois
das amostras serem lavadas, colocar a secar na estufa a 75° C durante 24 horas e em
seguida, pesar novamente as amostras de cabelo.

Seguidamente foi feita a digestdo das amostras de cabelo no micro-ondas, uma vez
que a digestdo em sistema fechado diminui o risco de contaminacéo e a perda de elementos
volateis (Pozebon, D. et al., 1999). Para isso, colocar em cada um dos digestores uma dada
massa de cada uma das amostras de cabelo (Anexo 1V), sendo que no branco se adiciona 10
ml de &gua ultrapura em vez de amostra, e juntar a cada um dos digestores 5 ml de HNO3 e
2 ml de H,0,. Utilizou-se o mesmo programa que foi usado no tratamento das amostras de
solo (Tabela 17). Diluir as amostras resultantes da digestdo com agua ultrapura para um
volume final de 20 ml.

Na analise das amostras de cabelo, dos elementos Cu, Fe e Zn em ICP-AES, foi
necessario diluir as amostras com HNO3; 2% e na analise das amostras de cabelo do

elemento Ni por GFAAS foi necessario diluir com HNO3 0,5%.

e) Unhas: Antes de iniciar a digestdo das amostras de unhas é necessario fazer uma
lavagem, de modo a retirar a sujidade ou contaminacGes externas que estas possam ter.
Primeiramente, pesar as amostras de unhas. Amostras com massa inferior a 0,1 g ndo foram
utilizadas pois os metais a determinar ndo seriam detetados em tdo pouca quantidade de
amostra.

Para efetuar a lavagem das unhas, mergulhar estas trés vezes em detergente ndo
ionico, 1% (v/v) Triton X-100. Em seguida, lavar trés vezes em acetona e por ultimo,
enxaguar cinco vezes em agua desionizada. Depois de lavadas, colocar as amostras a secar
na estufa a 60° C, durante cerca de 2 horas. Pesar novamente as amostras de unhas e deixar
no exsicador até se proceder a sua digestdo.

As amostras de unhas foram sujeitas a uma digestdo acida na placa, que permite a
destruicdo da matéria organica e obter o metal na sua forma elementar. As amostras de
unhas ja secas (Anexo V), adicionar 10 ml de uma solucdo 6:1 de mistura de HNO3
concentrado e HCIO, e manter a temperatura ambiente durante a noite. Subsequentemente,
colocar as amostras na placa de aquecimento a 160° C, até que as unhas estejam
completamente dissolvidas. Todo o procedimento de lavagem e tratamento das unhas foi
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baseado em procedimentos descritos por Hussein Were, F. et al. (2008) e Mehra, R. and
Juneja, M. (2005). Cada uma das solucdes das amostras digeridas foi recuperada para um
volume de 25 ml com 0,1 M de HNO:s.

Na andlise dos elementos Cu, Fe e Zn por ICP-AES nas amostras de unhas, o
elemento Cu foi analisado sem diluicGes em todas as amostras mas para os elementos Fe e
Zn foi necessario diluir para a maioria das amostras com HNO3 2%.

Optou-se que o elemento Ni também fosse analisado no ICP-AES, uma vez que na
digestdo das amostras de unhas se adicionaram grandes quantidades de HNO3; e HCIO,, o
que poderia causar interferéncias de matriz, caso as amostras de unhas fossem analisadas
por GFAAS.

4.7. Preparacédo de solucbes

» Preparacdo das solugdes de calibracdo para determinacdo de Cu, Fe e Zn em
ICP-AES

a) Preparacédo das solucgdes intermédias: As solugdes intermédias constituem um
passo auxiliar na preparacéo dos padrdes de calibracdo e sdo preparadas a partir de solugdes

mae.

= Solucdo intermédia A: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 4 ml da
solucdo mée de Cu, 4 ml da solucdo mée de Fe e 2 ml da solucdo mae de Zn e
aferir o volume com HNO; 2%. As concentracdes para cada elemento nesta
solu¢do sdo: ~40,0 mg/L de Cu, =40,0 mg/L de Fe e ~20,0 mg/L de Zn.

= Solugdo intermédia B: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 5 ml da
solucdo intermédia A e aferir o volume com HNOj3; 2%. As concentracfes para
cada elemento nesta solucao sdo: =2,00 mg/L de Cu, =2,00 mg/L de Fe e =1,00
mg/L de Zn.

b) Preparacgdo dos padrdes de calibragéo:

» Padréo de calibracéo S5: Para um bal&o volumétrico de 100 ml, medir 2 ml da
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solucdo intermédia A e aferir o volume com HNOj3; 2%. As concentracfes para
cada elemento nesta solu¢ao sdao: ~800 ug/L de Cu, =800 pug/L de Fe e =400
Mg/L de Zn.

= Padréo de calibracédo S4: Para um bal&o volumétrico de 50 ml, medir 10 ml da
solucdo intermédia B e aferir o volume com HNOj3 2%. As concentracdes para
cada elemento nesta soluc¢ao sdo: ~400 ug/L de Cu, =400 pg/L de Fe e =200
Mg/L de Zn.

= Padrao de calibracdo S3: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 10 ml
da solucdo intermédia B e aferir o volume com HNO3; 2%. As concentracfes
para cada elemento nesta solucdo sdo: ~200 pg/L de Cu, =200 pg/L de Fe e
~100 pg/L de Zn.

= Padrao de calibracédo S2: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 5 ml da
solucdo padrdo de calibracdo S5 e aferir o volume com HNOj; 2%. As
concentragdes para cada elemento nesta solugao sao: ~40 pg/L de Cu, =40 pg/L

de Fe e =20 ng/L de Zn.

c) Preparacdo de solucdes padrdes de controlo: Sdo preparadas a partir da
solucdo multi-elemento e permitem assegurar o controlo de qualidade do método, bem

como vigiar a curva de calibragéo.

= Solucdo de controlo ICM 2: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir 1 ml
da solucdo multi-elemento e aferir o volume com HNO3; 2%. As concentracGes
para cada elemento nesta solucdo sdo: =2 mg/L de Cu, =2 mg/L de Fe e =2

mg/L de Zn.

= Solugdo de controlo ICM 20: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 1
ml da solugéo ICM 2 e aferir o volume com HNO3 2%. As concentragdes para
cada elemento nesta solucao sdao: =20 pg/L de Cu, =20 pg/L de Fe e =20 ug/L
de Zn.

= Solucdo de controlo ICM 40: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir 2
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ml da solugdo ICM 2 e aferir o volume com HNOj3 2%. As concentracdes para
cada elemento nesta solugdo sdo: ~40 pg/L de Cu, =40 pg/L de Fe ¢ =40 pg/L
de Zn.

= Solucgdo de controlo ICM 200: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir 5
ml da solugéo ICM 2 e aferir o volume com HNOj3 2%. As concentragdes para
cada elemento nesta solug¢ao sao: =200 ug/L de Cu, =200 pg/L de Fe e =200
Mg/L de Zn.

d) Preparacéo do branco: Preparar uma solucdo de HNO3; 2%, ou seja, medir 20
ml de HNOj3 concentrado para um baldo de diluicdo de 1000 ml que contém agua ultrapura

e aferir o volume com agua ultrapura.

e) Preparacdo de amostras fortificadas: A uma amostra € adicionada uma
quantidade conhecida do analito de interesse. Os resultados da amostra fortificada séo
comparados com a amostra sem ser fortificada e € feito o célculo da percentagem de
recuperacdo. Este controlo serve para avaliar a recuperacdo do método e para averiguar a
existéncia de interferéncias de matriz. Deve garantir-se que a concentracdo final da amostra
fortificada se encontra dentro da gama de concentracGes do método.

No caso da preparacdo de amostras fortificadas para analise de Cu, Fe e Zn em ICP-
AES, para um baldo volumétrico, medir uma determinada quantidade da solucdo de

controlo ICM 2 e perfazer o volume com a amostra que se quer fortificar.

» Preparacéo das soluctes de calibracdo para determinagdo de Cu, Fe e Zn em
FAAS

a) Preparacgdo da solucéo intermédia e das solugdes padréo: As solucBes padrao

preparadas servem de padrdes de calibracdo e de padrdes de controlo.

= Solugdo intermédia, 50 mg/L: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir
2,50 ml da solugédo mae de Cu, Fe ou Zn, conforme o elemento a analisar e

aferir o volume com agua ultrapura.
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Solucéo padrédo S2, 0,2 mg/L: Medir 0,2 ml da solucéo intermédia, para um

baléo de diluicdo de 50 ml e ajustar o volume com agua ultrapura.

Solucéo padréo S3, 0,4 mg/L: Medir 0,4 ml da solucéo intermédia, para um

baldo de diluicdo de 50 ml e ajustar o volume com agua ultrapura.

Solucéo padrdo S4, 0,6 mg/L: Medir 0,6 ml da solucéo intermédia, para um
baldo de diluicdo de 50 ml e ajustar o volume com agua ultrapura.

Solucéo padréo S5, 0,8 mg/L: Medir 0,8 ml da solugdo intermédia, para um
baldo de diluicdo de 50 ml e ajustar o volume com agua ultrapura.

Solucéo padréo S6, 1,0 mg/L: Medir 1,0 ml da solucdo intermédia, para um

baldo de diluicdo de 50 ml e ajustar o volume com agua ultrapura.

b) Preparacdo do branco: O branco utilizado é agua ultrapura.

c) Preparacdo de amostras fortificadas: Para um baldo volumétrico, medir uma

determinada quantidade da solucdo intermédia e perfazer o volume com a amostra que se

quer fortificar.

» Preparacao das solucgdes de calibracéo para determinacdo de Ni em GFAAS

a) Preparacdo das solucGes intermédias e padréo de calibracao:

Solucéo padréo A de Ni, 50 pg/ml: Medir 5 ml da solugcdo mée para um balao
de diluicdo de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

Solucgéo padréo B de Ni, 2,50 pug/ml: Medir 5 ml da solucéo padrdo A para um

baldo de diluicdo de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

Solucgéo padréo C de Ni, 0,250 pg/ml: Medir 10 ml da solucdo padréo B para

um baldo de dilui¢do de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

Solugéo padréo S5, 25 pg/L: Medir 10 ml da solucéo padréo C para um baldo
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de diluicdo de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

As restantes solugdes padrdo (S1, S2, S3 e S4) sdo preparadas automaticamente, por
diluicdo inteligente a partir da solugcdo padrdo S5. As concentracdes das solucdes padrdo
S1, S2, S3 e S4 sdo, respetivamente, 5, 10, 15 e 20 pg/L.

b) Preparacéo de solucgdes padréo de controlo:

= Solucédo padréo, 1000 pg/L: Medir 1 ml da solugdo multi-elemento para um
baldo volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

= Solucdo padréo, 100 pg/L: Medir 10 ml da solucdo de 1000 pg/L para um
baldo volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com HNO3 0,5%.

= Solucéo padréo, 10 pg/L: Medir 10 ml da solucdo de 100 pg/L para um bal&o

volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com HNO;3 0,5%.

= Solucdo padrao, 5 pg/L: Medir 5 ml da solucdo de 100 ug/L para um baldo

volumétrico de 100 ml e ajustar o volume com HNO;3 0,5%.

c) Preparacdo do branco e diluente: Preparar uma solucdo de HNO3; 0,5%, ou
seja, medir 5 ml de HNOj3 concentrado para um baldo de diluicdo de 1000 ml que contém

agua ultrapura.

d) Preparacdo de amostras fortificadas: As fortificacbes em GFAAS geralmente
séo fortificacOes de 10 pg/L, preparadas a partir da solucdo padréo de 100 pg/L, e perfazer

0 volume com a amostra que se quer fortificar.

» Preparacéo das soluges de calibracédo para determinacéao de Ni em ICP-AES

a) Preparacéao das solugGes intermédias e padréao de calibracéo:

= Solucdo intermédia A, 100 mg/L: Para um baldo volumétrico de 100 ml,

medir 10 ml da solucdo mée e aferir o volume com HNO3 2%.
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= Solucdo intermédia B, 5,0 mg/L: Para um baldo volumétrico de 100 ml, medir

5 ml da solucéo intermédia A e aferir o volume com HNO3; 2%.

= Padrao de calibracdo S5, 2000 pg/L: Para um baldo volumétrico de 100 ml,

medir 2 ml da solucdo intermédia A e aferir o volume com HNO; 2%.

» Padrédo de calibracdo S4, 1000 pg/L: Para um baldo volumétrico de 50 ml,

medir 10 ml da solugdo intermédia B e aferir o volume com HNO3 2%.

» Padrédo de calibracdo S3, 500 pg/L: Para um baldo volumétrico de 100 ml,

medir 10 ml da solucgdo intermédia B e aferir o volume com HNO3 2%.

» Padrédo de calibracdo S2, 100 pg/L: Para um baldo volumétrico de 100 ml,

medir 5 ml da solucéo de calibracao S5 e aferir o volume com HNO3 2%.

b) Preparacéo de solucdes de controlo:

= Solucdo de controlo ICM 2: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir 1 ml
da solugdo multi-elemento e aferir o volume com HNOj3 2%. A concentracao de

Ni nesta solugdo ¢: =2 mg/L.

= Solucdo de controlo ICM 100: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir 2,5
ml da solu¢do ICM 2 e aferir o volume com HNO3; 2%. A concentracdo de Ni

nesta solugdo ¢: ~100 pg/L.

= Solugdo de controlo ICM 200: Para um baldo volumétrico de 50 ml, medir 5
ml da solucdo ICM 2 e aferir o volume com HNO3; 2%. A concentracdo de Ni

nesta solugdo ¢: =200 ug/L.

c) Preparacgdo do branco: Preparar uma solu¢do de HNO3 2%, ou seja, medir 20
ml de HNOj3 concentrado para um bal&o de diluicdo de 1000 ml que contém agua ultrapura

e aferir o volume com agua ultrapura.

d) Preparacdo das fortificacbes: Para um baldo volumétrico, medir uma
determinada quantidade da solugéo de controlo ICM 2 e perfazer o volume com a amostra
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que se quer fortificar.

4.8. Andlise

Antes de mais é necessario saber quais as gamas de concentracdo e os LQ dos

elementos Cu, Fe, Zn e Ni para as técnicas utilizadas. Estes dados sdo apresentados nas

Tabelas 18 e 19.

Tabela 18 - Gamas de concentracdo dos elementos estudados para as técnicas utilizadas.

ICP-AES GFAAS FAAS
Cu 20-800 pg/L | —eeeee 200-1000 pg/L
Fe 20-800 Pg/L | —eeeee 200-1000 pg/L
Zn 20-400 pg/ll | eeeeee 200-1000 pg/L
Ni 100-2000 pg/L 1 771e) R E—

Tabela 19 - LQ dos elementos estudados para as técnicas utilizadas.

ICP-AES GFAAS FAAS
Cu 0pgll | e 200 pg/L
Fe 20pg/l | e 200 pg/L
Zn 20pg/ll | - 200 pg/L
Ni 100 pg/L S5ug/l | -

» Determinacéo de Cu, Fe, Zn e Ni por ICP-AES:

O procedimento de analise em ICP-AES foi realizado conforme o Manual de

operacgdes do equipamento “UNICAM 701 Series ICP Systems”. Os elementos em estudo

apresentam os seguintes comprimentos de onda:
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Tabela 20 - Comprimentos de onda para os elementos Cu, Fe, Zn e Ni.

Analito Comprimento de onda
(nm)
Cu 324,754
Fe 259,940
Zn 213,856
Ni 231,604

Definir as condicGes de operacdo do ICP-AES, sumariadas na Tabela 21.

Tabela 21 - CondicGes de operacdo do ICP-AES.

Poténcia (kW) 1,0
Fluxo do gas de refrigeracao (L/min) 13
Fluxo do gas do nebulizador (psi) 38
Fluxo do gas auxiliar (L/min) 0,0
Fluxo liguido da amostra (ml/min) 1,0
Fluxo do géas de refrigeracao de arranque (ml/min) 11

Aquando da verificacdo das condi¢bes de funcionamento do espetrometro, fazer o
teste do Argon prosseguindo a analise se 0 RSD < 0,5%, caso contrario, repetir o teste. O
teste do Argon é realizado para verificar a estabilidade do plasma e a qualidade do aerossol.

Fazer um “Peak Optics”, que permite o alinhamento do espetrémetro, com a
lampada de mercurio. Registar as intensidades obtidas na realizagdo do “Peak Source”, que
é feito com uma solucdo de Mn a 100 ppm. Aceitar e prosseguir a anélise se os “Scans”
para este elemento se encontrarem centrados, tanto a nivel de coordenadas x como y e se 0
nivel de contagens for superior a 800000. O “Peak Source” permite escolher a zona 6tima
de trabalho do plasma.

Comecar entdo a calibracao analitica. A calibracdo é efetuada com um branco (S1) e
quatro padroes (S2, S3, S4 e S5). Antes de iniciar a leitura dos padrdes, efetuar um “Scan”
ao padrdo mais alto, S5, sendo desta forma possivel verificar se as linhas de emisséo estdo

corretamente centradas, bem como a evolucdo da intensidade ao longo do tempo. Em
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seguida, aspirar branco até assegurar, através do “Scan” que o sistema esta limpo, isto €, a
linha de base para cada um dos elementos a analisar, no seu comprimento de onda
caracteristico apresenta o menor ruido possivel. Iniciar a calibracéo pela leitura do branco,
a seguir o padrdo de menor concentracdo, S2, e continuar sucessivamente até ao mais
concentrado, S5. O software estabelece uma curva de calibracdo para cada analito,
efetuando a regressao linear entre a concentracdo dos padrdes (eixo dos xx) e a intensidade
do sinal (eixo dos yy). Analisar as retas de calibracdo obtidas, em que a representacéo
gréafica da reta de calibracdo deve evidenciar a linearidade da gama de trabalho, ou seja, o

coeficiente de correlagdo deve ser > 0,9999.

Figura 9 - Espetrometro de Emissdo Atémica com Plasma Indutivamente Acoplado utilizado neste
trabalho.

ApOs aceitar a reta de calibragdo e para fazer a verificacdo desta, ler um branco. A
analise do branco permite controlar a existéncia de interferéncias nos reagentes, material ou
no ambiente do laboratério.

De seguida, para os elementos Cu, Fe e Zn ler o padrdo ICM 20, ICM 40 e, por
altimo, o padrdo ICM 200. Para o Ni ler os padrdes ICM 100 e ICM 200. Os desvios

obtidos sdo avaliados, através da Equacéo 2:

D — Cmedida — Cpadr:?lo X 100% (2)

Cpadrz?lo

D - Desvio relativo;
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Cmedida - Concentracdo do padréo obtida experimentalmente;

Cpadrao - Concentragéo do padrao.

Prosseguir a andlise se o resultado da leitura do padrao ICM 20 apresentar D < 15%
para o Cu, Fe e Zn e se a leitura do padrao ICM 100 apresentar também D < 15% para o Ni.
Para os padrées ICM 40 e ICM 200 considera-se aceitavel se D < 10% para todos os
elementos.

Comecar entdo a leitura das amostras. Apos cada run de amostras ler o padrdo cuja
concentracdo corresponda a que se queira validar e avaliar os desvios relativos. Por cada
série de dez amostras analisar uma amostra fortificada e uma amostra em duplicado.

Calcular a percentagem de recuperacdo para cada analito na amostra fortificada
através de uma das equacdes (3) ou (4), conforme a concentracdo do elemento na amostra

seja superior ou inferior ao LQ:

a) Se a amostra for superior a0 LQ | gec = CamF = Cam 000 (3)
CFort

b) Seaamostra for inferior ao LQ amF

C
Rec = x 100% ()
Fort

Rec - Percentagem de recuperacao;
Camr - Concentracao do analito na amostra fortificada;
Cam - Concentragdo do analito na amostra;

Crort - Concentragdo da fortificagéo.

Aceitar os resultados obtidos, se o valor calculado se encontrar entre 85% e 125%.
A anédlise de duplicados permite avaliar a repetibilidade dos resultados e a
despistagem de erros aleatorios. O afastamento relativo obtido entre os duplicados é obtido

pela seguinte equagéo:
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Cam — C
Daup = [€am = Cawpl 500 (5)

Cmed

Daup - Desvio duplicado;
Cam - Concentracao obtida na leitura da amostra;
Caup - Concentracdo obtida na leitura do duplicado;

Cmed - Média aritmética das duas concentracdes anteriores.

Aceitar 0s resultados se Dgyp < 15% no LQ e 10% nas restantes concentragdes.

Para o célculo de resultados, a concentracdo na amostra é calculada pelo software, o
qual utiliza o seguinte algoritmo:

[Analito] = Intensidade Emisséo (1 leitura) x Declive - Ordenada na origem

» Determinacéo de Cu, Fe e Zn em FAAS:

Para proceder a analise das amostras em FAAS, instalar e alinhar a lampada de

catodo oco especifica para o elemento a analisar (lampada de catodo oco de Cu, Fe ou Zn).

Figura 10 - Espetrometro de Absor¢do Atdmica na Chama utilizado neste trabalho.

Construir a curva de calibracdo com a leitura de um branco e de cinco padrdes de
concentracdo 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mg/L, e verificar a reprodutibilidade da curva de
calibracdo, lendo a seguir ao ultimo padrdo, um branco. Em seguida, ler as solug¢fes padrao

de controlo 0,2 mg/L e 0,4 mg/L e avaliar os desvios relativos atraves da Equagdo 2.
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Continuar com a andlise se o resultado do padrdo de 0,2 mg/L apresenta D < 15% e se o
resultado do padrdo de 0,4 mg/L apresenta D < 10%.

Antes de iniciar a analise das amostras, efetuar a analise de um branco e controlar o
sinal deste. Efetuar entdo a andlise das amostras e, por cada conjunto de dez ou quinze
amostras, efetuar a leitura de brancos e dos padrbes de controlo consoante as concentracdes
das amostras, para validar os resultados. Por cada conjunto de dez ou ho maximo de quinze
amostras ou sempre que se suspeitar de interferéncia de matriz fazer a leitura de uma
amostra fortificada e determinar a recuperacdo da amostra fortificada, segundo a Equagéo 3
ou 4. Aceitar os resultados obtidos, se a percentagem de recuperacao se encontrar entre 80 e
120%.

Por cada conjunto de dez amostras, efetuar a analise de duplicados de amostras e
avaliar o resultado obtido através da determinacdo dos desvios duplicados (Equacéo 5), o
qual ndo deve exceder 10%.

Para o célculo de resultados, a concentracdo na amostra € calculada pelo software, o
qual utiliza o seguinte algoritmo:

. Absorvancia (3 leituras)- Absorvancia origem
[Analito](mg/L) =

Declive

» Determinacdo de Ni em GFAAS:

Para a determinacdo de Ni em GFAAS, executar a instalagdo e alinhamento da
lampada especifica para analise de Ni, a lampada de deutério e a camara de grafite. O
comprimento de onda adoptado para o Ni é de 232,0 nm, e para comprimentos de onda
inferiores a 300 nm é necessario selecionar a corre¢cdo de fundo. Selecionar também a
opcao de diluicdo inteligente, que automaticamente prepara 0s outros padrdes da curva a
partir do padrdo S5. Selecionar também a opcdo de “volume fixo” em que ¢ injetado, de
cada copo do autosampler, 20 pul de solucéo na cdmara de grafite.

Escolher as condi¢bes 6timas para que o0 programa de temperaturas seja adequado

na analise de Ni. As condicdes escolhidas foram as seguintes:
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Tabela 22 - Esquema de fases de temperaturas aplicadas.

Fase | Temperatura Tempo Rampa | Tipo Fluxo de
(°C) (segundos) (°Cls) | degas gas

1 120 30,0 10 2 0,2 L/min

2 900 20,0 50 2 0,2 L/min
3 2500 3,0 0 2 Off

4 2800 3,0 0 2 0,3 L/min

Instalar o tubo de grafite na camara de grafite, fazer um “Peak Optics” e fazer uma
gueima ao tubo de grafite. Em seguida, colocar as amostras a analisar, utilizando HNO3
0,5% como branco e diluente e a Master Standard seré a solugdo padréo S5.

Fazer a analise de um branco e controlar o sinal deste, em que o valor da
absorvancia devera ser < 0,030. Em seguida, verificar a sensibilidade do equipamento
através da leitura da absorvancia do Ultimo padrdo da curva (S5, 25 ug/L) e aceitar as
condi¢des se o valor de absorvancia apresentar um D < 25% e verificar se o valor da
absorvancia esta de acordo com as cartas de controlo estabelecidas para 0 método, caso

esteja, pode continuar-se a analise.

Figura 11 - Espetrometro de Absorcdo Atdmica em Camara de Grafite utilizado neste trabalho.

Prosseguir a analise comecgando a construir a curva de calibragdo com o branco e os
cinco padrdes da curva (5, 10, 15, 20 e 25 pg/L), considerando-se aceitavel D < 3,0% para

todos os padrfes. Analisar a curva de calibragdo obtida de acordo com os seguintes critérios
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de aceitacdo: 0 coeficiente de correlagdo deve ser r > 0,999, o resultado do padrdo 5 pg/L
deve apresentar D < 15% e o resultado do padréo 10 pg/L deve ser D < 10%.

Verificar a reprodutibilidade da curva de calibracdo, lendo a seguir ao Gltimo padrdo
da curva, um branco, um padréo de controlo 5,0 pug/L e um padrdo de controlo 10,0 pg/L e
avaliar os desvios relativos destes padrdes através da Equacao 2, prosseguindo a analise se
D (S pg/L)<15% e D (10 pg/L) < 10%.

Antes de iniciar a anélise das amostras efetuar a analise de um branco. Comecar
entdo a leitura das amostras e por cada conjunto de dez ou no méximo de quinze amostras
fazer a analise de dois brancos e de dois padrfes de controlo 5 pug/L e 10 pg/L e verificar se
0s critérios estdo de acordo com o estabelecido anteriormente.

Por cada conjunto de dez ou no maximo de quinze amostras, ou sempre que se
suspeitar que pode existir interferéncia de matriz, fazer a leitura de uma amostra fortificada
e avaliar a percentagem de recuperacdo da amostra fortificada, através das equacdes 3 ou 4,
dependendo se a concentracdo do analito na amostra é superior ou inferior ao LQ. Aceitar
o0s resultados obtidos, se o valor calculado se encontrar entre 80% e 120% para amostras
superiores ao LQ e entre 80% e 149% se a amostra for inferior ao LQ.

Efetuar a andlise de duplicados de amostras por cada conjunto de dez amostras e
avaliar o resultado obtido através da Equacdo 5. Aceitar os resultados se Ddup < 15% no
LQ e 10% nas restantes concentragoes.

No célculo de resultados, a concentracdo de Ni na amostra € calculada pelo

software, o qual utiliza o seguinte algoritmo:

Absorvancia (3 leituras) - Absorvancia origem

[Ni](ng/L) = Declive

4.9. Quantificacio dos elementos

Em seguida é apresentado um exemplo dos calculos utilizados para quantificar os
elementos nas amostras.

No caso do solo, os resultados sdo dados em pg/L e tém de ser convertidos em
mg/kg. Por exemplo, para a amostra 25 de solo a superficie (0 cm), o resultado dado pelo

equipamento para o elemento Fe é de 235 pg/L. E necesséario multiplicar este valor pelo
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fator de diluicdo, que neste caso foi de 1250:

235 x 1250 = 293750 ug/L 293750 pig------------- 1000 ml

X = 29375 g de Fe
Massa de solo pesada para o digestor aquando da digestdo no micro-ondas: 1,0794 g

29375 pgFex 1073
1,0794 gx 1073

= 27214 mg Fe/Kg

Assim, a amostra 25 apresenta 27214 mg de Fe por kg de solo.

Da mesma forma, sdo calculadas as concentracfes dos restantes elementos para as
amostras de solo, tendo sempre em conta os fatores de diluicdo.

No caso do vinho os resultados sdo dados em pg/L e tém de ser convertidos em
mg/L. Para a urina os resultados sé&o dados em mg/L e tém de ser convertidos em pg/L.
Para o cabelo e para as unhas os resultados sdo dados em pg/L e tém de ser convertidos em
Kg/g. No caso de as amostras serem diluidas, ndo esquecer de multiplicar pelos respetivos

fatores de diluigéo.
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CAPITULO 6 - ANEXOS
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Anexo | - Questionario aplicado aos inquiridos deste estudo.

NO

Universidade de Coimbra
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Mestrado em Quimica Forense

QUESTIONARIO

Este questionario destina-se a recolha de elementos para a realizacdo do projeto
cientifico do Mestrado em Quimica Forense. As suas respostas sinceras sdo fundamentais

para o sucesso deste estudo.

1. Sexo:

FEMININO [ MASCULINO []

2. ldade:

3. Qual é o0 seu peso?

4. Qual é a sua altura?

5. Qual é a sua profissao?

6. Costuma pintar o cabelo?
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sim [ NAO L[]

7. Que marca de champd utiliza?

8. Costuma pintar as unhas?

sim [ NAo [
9. Fuma?
sim [ NAo [
10. Tem alguma doenca?
sim [ NAo [
10.1. Se sim, qual?
11. Toma medicamentos?
sim [ NAo [

11.1. Se sim, qual ou quais?

12. Costuma beber vinho?

sim [ NAO L[]

12.1. Se sim, com que frequéncia bebe vinho?

1 vez por dia ] 2 0U mais vezes por dia ]
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1 vez por semana ] outra L[] Qual?

12.2. Bebe regularmente 0 mesmo vinho?

sim [ NAO L[]

12.3. Que quantidade bebe de cada vez?

12.4. Desde que idade bebe vinho?

12.5 Tem vinha?

sim [ NAO L[]

12.6. Se sim, consome vinho da prépria vinha?

sim [ NAo L[]

12.7. Em que local se situa a vinha?

12.8. Que tipo de tratamento faz a vinha?

Lavragem ] Adubagem L]
Estrumagem ] Tratamento com pesticidas [l
outro [ Qual?

13. De onde provém a agua que bebe?
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Agua engarrafada [ Agua da fonte [

Agua da torneira ] outra [ Qual?

13.1. No caso de beber 4gua engarrafada que marca(as) de 4gua costuma beber?

14. Consome produtos alimentares que cultiva?

sim [ NAO L[]

14.1. Se sim, que tipo de produtos alimentares?

14.2. Se sim, os produtos alimentares que consome sdo cultivados na vinha?

sim [ NAo L[]

OBRIGADA PELA COLABORACAO!

Pesquisa de uma correlacdo entre elementos do solo e matrizes biol6gicas de uma populagéo 99



Anexo Il - pH das amostras de solo e temperatura das amostras aquando da leitura do pH.

Amostras de solo | Profundidade (cm) | pH
0 7,2

2
40 7,5
0 6,0

7
40 55
0 4,7

9
40 4,0
0 4,4

10
40 4.4
0 4,6

12
40 4,8
0 4,7

13
40 4.4
0 5,2

14
40 55
0 4,4

15
40 4,8
0 6,3

16
40 6,3
0 6,0

17
40 4,1
0 51

18
40 4,7
0 4,9

19
40 57
0 5,7

20
40 5,0
0 8,1

21
40 8,0
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Anexo 111 - Percentagens de matéria seca determinada para as amostras de solo e massas de

solo a pesar para o digestor para efetuar a digestdo no micro-ondas.

Amostra Profundidade | % Matéria seca | Massa de solo a pesar
(cm) (9)

; 0 90,9 1,1001

40 87,9 1,1377
. 0 84,2 1,1876

40 85,2 1,1737
; 0 94,0 1,0638

40 92,4 1,0823

0 94,4 1,0593
10

40 91,4 1,0941

0 86,8 1,1521
12

40 88,1 1,1351

0 86,2 1,1601
13

40 87,2 1,1468

0 84,3 1,1862
14

40 85,7 1,1669

0 71,8 1,3928
15

40 86,2 1,1601

0 80,7 1,2392
16

40 82,9 1,2063

0 85,8 1,1655
17

40 89,1 1,1223

0 85,4 1,1710
18

40 86,3 1,1587

0 86,1 1,1614
19

40 87,2 1,1468
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0 86,7 1,1534
20

40 86,0 1,1628

0 86,3 1,1587
21

40 88,3 1,1325

0 86,8 1,1521
22

40 86,8 1,1521

0 88,7 1,1274
23

40 71,2 1,4045

0 70,3 1,4225
24

40 78,1 1,2804

0 93,0 1,0753
25

40 95,4 1,0482

0 87,1 1,1481
26

40 84,8 1,1792

0 86,4 1,1574
27

40 85,8 1,1655

0 87,6 1,1416
28

40 86,9 1,1507
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Anexo IV - Massa das amostras de cabelo utilizadas na digestéo.

Amostra Massa de cabelo (g)
2 0,5435
4 0,5350
6 0,5618
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Anexo V - Massa das amostras de unhas utilizadas na digestao.

Amostra Massa de unhas (g)
2 0,3525
3 0,3083
4 0,1361
6 0,3813
9 0,2842
10 0,6843
13 0,1761
14 0,1393
16 0,3525
17 0,2519
18 0,2368
19 0,1402
20 0,1351
21 0,1479
22 0,1800
24 0,2841
25 0,1442
27 0,0988
28 0,2929
29 0,2427
31 0,2692
32 0,1210
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33 0,3113
35 0,2399
36 0,1315
38 0,2048
39 0,1374
40 0,1705
41 0,2104
44 0,1594
46 0,1655
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Anexo VI - Limites de detecdo para os métodos utilizados e limites de detecdo

determinados para as amostras de solo, vinho, cabelo e unhas.

Elementos LD método LD solo LD vinho | LD cabelo | LD unhas

Cu (ICP-AES) 5 ng/L 0,5mg/Kg | 0,125 mg/L | 0,2 ug/g | 0,25 pg/g

Fe (ICP-AES) 5 pg/L 0,5mg/Kg | 0,225mg/L | 0,2 pg/g | 0,25 pg/g

Zn (ICP-AES) 3 pg/L 0,3mg/Kg | 0,075 mg/L | 0,12 pg/g | 0,15 pg/g

Ni (ICP-AES) | 33pgll | = | oo | e 1,65 ug/g

Ni (GFAAS) | 0,7 pg/L | 0,07 mg/Kg | 0,014 mg/L | 0,028 pglg | -~
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Anexo VII - Limites de quantificacdo para os métodos utilizados e limites de quantificacéo

determinados para as amostras de solo, vinho, urina, cabelo e unhas.

Elementos LQ método | LQsolo | LQ vinho | LQ cabelo [ LQ unhas | LQ urina
Cu (ICP-AES) | 20pg/L | 2,0mg/Kg | 0,5mg/L | 0,8 ug/g il [ler) | eees
Fe (ICP-AES) [ 20ug/L | 2,0mg/Kg | 0,5mg/L | 0,8 ug/g lpglg | -
Zn (ICP-AES) | 20pg/L | 2,0mg/Kg | 0,5mg/L | 0,8 pg/g luglg | -
Ni (ICP-AES) | 100 pg/L | === | === | =—=me- 5uglg | -
Ni (GFAAS) 5 pg/L 05mg/Kg | 0,1mg/L | 02pglg | - | -
Cu(FAAS) | 200pg/L | - | e | e | e 400 pg/L
Fe (FAAS) 200 g/l | mmemeem | e | e | e 400 pg/L
Zn (FAAS) 200 g/l | - | e [ e [ 400 pg/L
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