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Abstract

The main sources of exposure of metallic elements, such as nickel, to the general non-
smoking population are found in food and water. Once absorbed by the body, these are not
completely eliminated, promoting toxic effects and even classified by the International
Agency of the World Health Organization for Cancer Research (IARC) as a carcinogenic
agent for health. The permitted maximum residue limits for nickel have not yet been

established.

There is currently a special concern for foods intended for children, especially newborns.
This is related to the greater susceptibility to food contaminants by this population subtype,
mainly due to the higher food intake per Kg of body weight compared to the rest of the
population. In parallel, the mechanisms that could minimize the toxicity of these compounds

are not yet fully developed.

We analyzed 85 samples of food for children, from ready meals, fruits and flours, of which
76 are contaminated. The group with the highest contamination is the ready meal with an
average value of 55 pg/Kg and the smallest group of the flour with an average value of |7
pg/Kg. Within the comparisons between biological and non-biological samples and brand and

white label no comparison was possible.

It is thus concluded that it is of utmost importance to legislate a ceiling for nickel as far as
the value is above the tolerable daily dose (2.8 ug/Kg body weight) representing a danger to

children.

Key-words: Children; graphite furnace atomic absorption spectrometry; infant formulas;

nickel; susceptibility.



Resumo

As principais fontes de exposicao de elementos metalicos, como é o caso do niquel, para a
populagao em geral nao fumadora, encontram-se nos alimentos e a agua. Uma vez absorvido
pelo organismo, estes nao sio completamente eliminados, promovendo efeitos toxicos,
sendo inclusive classificados pela Agéncia Internacional da Organizagdo Mundial da Saude
para Pesquisa sobre o Cancro (IARC) como agente carcinogénico para a saude. Os limites

maximos de residuo permitidos para o niquel ainda nao foram estabelecidos.

Existe atualmente uma especial preocupagio com alimentos destinados a criangas,
nomeadamente a recém-nascidos, uma vez que este sub-tipo de populagao apresente uma
maior susceptibilidade aos contaminantes alimentares devido sobretudo a maior ingestao de
alimento por Kg de peso corporal, comparativamente a restante populagao. Paralelamente,
os mecanismos que poderiam minimizar a toxicidade destes compostos ainda nao estao

completamente desenvolvidos.

Foram analisadas 85 amostras de alimentos para criangas, desde refei¢oes prontas, frutas e
farinhas, das quais 76 se encontram contaminadas. O grupo que apresenta maior
contaminagao é o das refeicoes prontas com um valor médio de 55 pg/Kg e o menor grupo,
o das farinhas, com um valor médio de 17 pg/Kg. Dentro das comparagoes entre amostras
biologicas com nao biologicas; e marca com marca branca, nao foi possivel estabelecer

qualquer comparacao.

Assim, conclui-se que é de extrema importancia legislar um limite maximo para o niquel, na
medida em que o valor se encontra acima da dose toleravel diaria (2,8 ug/Kg por peso

corporal) representando um perigo para as criangas.

Palavras-chave: Criancas; espetrometria de absorgao atdmica em camara de grafite;

formulas infantis; niquel; suscetibilidade.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma metodologia analitica que permitisse a
determinagao de niquel em formulas alimentares para criangas por espectrometria de

absorg¢ao atémica em camara de grafite.

Apos a validagio da metodologia, foi identificado e quantificado o niquel em formulas

alimentares para criangas, tendo também sido avaliado o risco para esta sub-populagao.



|I. REVISAO BIBLIOGRAFICA




1.1 Introducao

Ao longo dos ultimos anos, o crescente aumento da populagao tem levado a um aumento da
procura de alimentos. Assim, torna-se necessario o desenvolvimento da agricultura e de
novas técnicas para que a sua produgao satisfaga o seu consumo. Dependendo do local onde
estes produtos sao cultivados, existem algumas fontes de contaminagao, como por exemplo
zonas poluidas pelo trafego automovel, industrias, fertilizantes quimicos, uso de pesticidas,
agua contaminada, entre outros. Uma das contaminagdes que nos ultimos anos tem sido
muito estudada é precisamente a contaminagao por metais pesados (Pacheco, 2015; Siqueira,

2017).

Os metais pesados sao os agentes tdxicos mais conhecidos pelo homem e necessitam de
uma maior preocupagao devido a sua alta toxicidade (mesmo que as concentragoes sejam
baixas), e as suas caracteristicas bioacumulativas no organismo, acrescentando ainda a sua
persisténcia e a permanéncia no ambiente, por longos periodos de tempo (Rocha, 2009;

Mesquita, 2014).

Desde o nascimento e especialmente nos primeiros 2 anos de vida, deve-se ter um cuidado
redobrado com a alimentagao da crianga, pois este sera um periodo decisivo para o
crescimento e desenvolvimento da mesma. Se nao for devidamente cuidada, a longo prazo,

podera ter repercussoes na vida do individuo (Monte e Giugliani, 2004; Rodrigues, 2017).

Nos ultimos 20 anos, foram adquiridos novos conhecimentos sobre a alimentagao infantil,
resultando em mudancas significativas na alimentagao das criangas. As atuais necessidades
recomendadas sao menores que as anteriores e alimentos complementares sao inseridos em

torno dos 4/6 meses de idade (Rodrigues, 2017).

O aleitamento materno é um componente importante na alimentagao infantil e esse leite,
isoladamente, tem a capacidade de nutrir adequadamente as criangas nos primeiros 6 meses
de vida, sendo que apos esse periodo devera ser complementado com outro tipo de

alimentos (Monte e Giugliani, 2004).

A alimentagao complementar é definida como um processo onde os alimentos e liquidos sao
introduzidos, como consequéncia do leite materno se comegar a tornar insuficiente para
satisfazer as necessidades nutricionais dos bebés. Assim, torna-se necessaria a insergao de
outros alimentos e liquidos indispensaveis a alimentagao. Segundo a OMS, a alimentagao

complementar deve ser: oportuna para que os alimentos sejam inseridos apenas quando a



amamentagao ja nao suprima as necessidades de energia e nutrientes; adequada, de modo a
fornecer as quantidades de macro e micronutrientes que a crianga requer; apropriada, na
medida em que os alimentos devem existir em quantidades suficientes e dos diversos grupos
alimentares; segura através da limpeza de utensilios e equipamentos; e responsiva,

garantindo que o método de alimentagao é adaptado a idade da crianga (Rodrigues, 2017).

As criangas constituem o grupo populacional mais vulneravel e estao expostas a cerca de
70.000 poluentes, dispersos no ambiente. A vulnerabilidade destas é justificada pelo facto das
vias metabdlicas, nos primeiros anos de vida, serem imaturas, nio apresentado tanta
facilidade em metabolizar e excretar os poluentes que se acumulam no organismo.
Comparativamente com um individuo adulto, respiram mais ar/Kg de peso, ingerem mais
alimentos e bebem mais agua/leite facilitando a exposicao a elementos patogénicos através
dos alimentos, agua e ar. Uma alimentagao pouco segura pode provocar danos irreversiveis

na sua salde (Alvito, Martins, Vasco, 2014; Behrman, 201 I; Félix, 2001).

A populagao moderna é cada vez mais tentada a consumir produtos e servigos em relagao
dos quais pouco ou nada se sabe. As empresas procuram o lucro, acabando assim por expor
o consumidor a varios riscos. Na sua base, os alimentos sao constituidos por elementos
essenciais: vitaminas, sais minerais, fibras, entre outros, podendo vir em acréscimo outros
elementos, que nao deveriam fazer parte desta constituicao. Estes elementos estando
presentes podem vir a manifestar danos para a saude do individuo, como é o caso de

microrganismos patogénicos e/ou substancias quimicas téxicas (Santos, 2009).

A agéncia internacional para a pesquisa sobre o cancro (IARC) classifica o niquel como
carcinogénico para o Homem, sendo que ja existe evidéncia cientifica (International Agency
for Research on Cancer, 2012). Através da legislagao que visa proteger e assegurar que os
alimentos consumidos sao saudaveis, estes elementos devem ser controlados e fiscalizados
de forma a garantir a protegao eficaz da saude dos lactentes e das criangas jovens. O caso do
niquel, é ainda um caso complexo na medida que este ainda nao possui valores maximos
permitidos. No entanto, € necessario reunir mais informagoes sobre a sua concentragao,
toxicocinética (absorgao, distribuicao, biotransformagao e excregao), assim como o risco
real a que a populagao estara exposta no caso de consumo deste elemento. Posto isto,
torna-se essencial uma avaliagao de risco para averiguar os efeitos adversos deste metal. A
EFSA, inclusive, ja propos um dose toleravel aceitavel (TDI) de 2,8 ug/Kg por peso corporal

para este metal ( EFSA, 2015; Santos, 2009).



Nos ultimos anos varios estudos epidemiologicos demonstraram que a exposi¢ao humana ao
niquel traduz-se principalmente em problemas do foro respiratério, como cancro do
pulmao, laringe e nasal. No entanto, além da origem antropogénica, cuja concentragao
aumenta com o crescento da populacao e das emissoes agricolas e industriais, a principal
forma de entrada destas substancias toxicas permanentes é através da cadeia alimentar,
sendo um constituinte natural da superficie terreste, nao vital para as fungdes humanas

(Miceli, 2015).

Num estudo epidemioldgico, realizado em 1958, numa refinaria de niquel, verificou-se que
os trabalhadores expostos apresentavam um risco |50 vezes maior de terem cancro nas vias
respiratorias do que aqueles que nao se encontravam expostos. Em 2004, um outro estudo
relata a ocorréncia de dermatite endogena induzida pela ingestao de alimentos com niquel.
Foi também observado por varios autores, que as metodologias de processamento e
confegao dos alimentos podem estar na origem de valores elevados de niquel nos alimentos

(Miceli, 2015; Ventura et al,, 2016; Tavares, 2010).

1.2 Alimentos para criancas

O leite materno é referido como sendo a melhor fonte de nutrigao para bebés, contendo os
nutrientes, hormonas e anticorpos necessarios para garantir ao bebé tudo o que necessita
para o seu bem-estar. As féormulas para lactentes utilizam-se em alternativa e/ou substituicao
do leite humano quando as maes se tornam incapazes ou optam por nao amamentar. Esta
torna-se uma hipotese viavel para a alimentagao do bebé continuar a ser completa. Estas
formulas sao confecionadas de forma a se assemelharem o mais possivel ao leite materno,
garantindo a adequada composicao nutricional e a seguranga dos alimentos. Como
desvantagem esta forma de alimentagao nao contém todos os fatores protetores

encontrados no leite humano (Organizagao Mundial de Saude, 1981).

A introducao de alimentos na dieta da crianga, apos os 6 meses, deve ser complementar ao
leite materno. A alimentagao complementar funciona como um processo adaptativo,
aproximando a criangas a novos habitos alimentares, introduzindo e apresentando novos
sabores, cores, aromas e texturas. Comegam ser introduzidos alimentos como a carne (aves,
borrego), frutas, vegetais e legumes (Ministério da Saude, 2009; Pina, 2011). Os 6 meses de
idade tornam-se a altura ideal pois a crianga ja se encontra com reflexos necessarios para a

degluticao; ja manifesta exaltagao quando vé o alimento; sustenta a cabega; e comega a



aparecer a primeira denti¢do, o que facilita a mastigagio e desenvolvimento do paladar. E
necessario ainda garantir que a alimentagdo complementar fornece as quantidades
necessarias de agua, energia, proteinas, gorduras, vitaminas e minerais para suprir todas as

necessidades, sendo também agradavel ao paladar da crianga (Ministério da Saude, 2009).

Cerca de 70% das criangas, em algum momento da sua vida, sao alimentadas através de
formulas infantis e cerca de 60% das criangas europeias sofrem a inser¢ao destas formulas
antes dos 6 meses de vida (Associacao Nacional da Indlstria de Alimentagao Infantil e

Nutricao Especial, nd).

Atualmente existe uma grande variedade de produtos alimentares comercializados e, como
ja referido, é necessario que a composigao destes seja adequada as necessidades de lactentes
e criangas. Assim, de forma a garantir a saude deste grupo tao vulneravel, surgiram diretivas
nos paises europeus, revogadas agora por um regulamento (Regulamento (UE) n.°609/2013)
que “estabelece requisitos gerais em matéria de composi¢ao e informagao para diferentes
categorias de alimentos, incluindo formulas para lactentes e formulas de transigao”
(Parlamento Europeu e do Conselho, 2013). Estes alimentos passam a ter de cumprir
critérios rigorosos de controlo microbiologico e quimico, de forma a garantir niveis
maximos tao baixos quanto possivel. A producao de alimentos destinados a bebés, passa a
apresentar um grande desafio para os produtores, pois os residuos toxicos que podem
resultar do cultivo ou da produgao devem ser controlados e reduzidos ao maximo (Pina,

2011).

Os metais pesados, cujas concentragoes nestes alimentos sao influenciadas pelo cultivo, pela
contaminagao ambiental, assim como por possiveis contaminagoes de produgao e de
processamento, tornando a ingestao dos alimentos numa importante via de exposi¢cao aos
metais pesados. Estes sao mais dificeis de regular na medida que sao mais suscetiveis a

variagoes (Pina, 201 I; Martins, Mercés, Alvito, 2009).

Como qualquer problematica que envolve perigos para a saude humana e para o ambiente,
as pessoas comegam a ter consciéncia e a manifestar-se no sentido de abrir o leque a outras
opgoes: produtos de origem biolégica. A tomada de consciéncia tem promovido um
aumento na procura destes produtos que sao, alegadamente, menos prejudiciais ao ambiente

e saudaveis para o ser humano (Martins, Mercés, Alvito, 2009).



1.3 Metais pesados

Entende-se por metais pesados o grupo de elementos que aparecem de forma natural, em
pequenas concentragdes, com uma densidade igual ou superior a 5g cm™ ou cujo nimero
atomico € superior a 20. Alguns destes metais sao causadores de intoxicagoes,
nomeadamente, aluminio, cadmio, chumbo, mercurio, niquel, entre outros, que alteram a
estrutura celular e substituem metais co-factores de atividades enzimaticas (Lopes, 2014;

Tavares, 2010).

As formas mais comuns de contaminagao por metais pesados ho ambiente sao: a industria,
agropecuaria, a utilizagao de fertilizantes e pesticidas, entre outros, que deste modo se
incorporam nos solos, ar, dgua e consequentemente alteraram a cadeia trofica, chegando
assim ao individuo e ao meio ambiente pela inalagao de poeira e do consumo de agua e
alimentos contaminados por metais (Londono Franco, Londono Munoz, Munoz Garcia, 2016;

Miceli, 2015; Tavares, 2010).

Mercurio, cadmio, chumbo, arsénio, manganés, tilio, crémio, niquel, selénio, telurio,
antimonio, berilio, cobalto, molibdénio, estanho, tungsténio e vanadio sao inseridos na lista
de elementos que sao considerados toxicos para o ser humano. Alguns destes elementos,
em pequenas concentragoes, sao essenciais. No entanto, muitos deles tém relevante
interesse no ponto de vista toxicoldgico. Os elementos reagem com macromoléculas e com
ligantes presentes nas membranas, sendo quimicamente reativos, provocando um efeito de
bio-magnificagao e bioacumulagao, sendo dificilmente eliminados do organismo e persistindo

assim no individuo (Tavares, 2010).

Normalmente, os metais pesados tém tendéncia a acumular-se na camada mais superficial do
solo, camada essa que se encontra acessivel para as raizes das plantas. Tendo em
consideragao que sao de baixa mobilidade e persistentes ao longo do tempo, estes podem
manter-se no solo ou serem absorvidos pelas plantas e assim incorporados neste sistema. A
quantidade de metais encontrados é frequentemente mais significativa em zonas urbanas do
que em zonas mais rurais, onde o trafego rodovidrio nio esta tao presente e nao existem
grandes emissoes industriais. O cobre, magnésio, zinco e niquel sio exemplos de elementos
essenciais para o normal desenvolvimento das plantas, sendo que, como ja referido, sao

necessarias ter sempre em conta as concentragoes (Lopes, 2014).

Aproximadamente 90% da exposicao humana de metais e outros contaminantes é feita

através do consumo de alimentos (Virga, Geraldo, Santos, 2007).



1.3.1 Niquel

1.3.1.1 Caracteristicas principais

O niquel é um elemento quimico, de simbolo Ni, sendo o 28° elemento da tabela periodica e
o 24° metal em abundancia na crosta terrestre. Caracteriza-se pela cor prateada, brilhante,
muito ddctil e maleavel. Existe na natureza em particulas insollveis, fumos e poeiras, como
sulfitos, oxidos e silicatos de niquel, ou em compostos de niquel soluveis em agua, como o

acetato, cloreto e sulfato de niquel (Miceli, 2015; Pires, 2017; Mesquita, 2014).

O niquel é amplamente utilizado na industria, devido as varias propriedades que possui como
a baixa condutividade térmica e elétrica, alta resisténcia a corrosio e oxidagao, resisténcia e
dureza em temperaturas elevadas e capacidade de magnetizagao (Miceli, 2015; Pires, 2017;

Mesquita, 2014).

1.3.1.2  Fontes de niquel e suas aplicacoes

O niquel encontra-se amplamente distribuido na natureza, nomeadamente no solo, agua e ar,
representando 0,008% da crosta terrestre. Pode também encontrar-se na atmosfera, em

poeiras provenientes de emissoes vulcanicas e da erosao das rochas e do solo (Pires, 2017).

O niquel é utilizado na producio de ligas, fabricagio de aco inoxidavel, industria de
galvanoplastia, fabricagao de baterias, produtos de petroleo, fertilizantes e ferro fundido de
niquel que posteriormente vai incluir-se na composicao de ferramentas, maquinas, utensilios
domésticos entre outros. Ao ser combinado com outros metais, forma ligas altamente
resistentes a altas temperaturas e a corrosao podendo, por exemplo, ser utilizado na

cunhagem de moedas e fabricagao de joias (Miceli, 2015; Mesquita, 2014).

1.3.1.3 Exposicdao ao niquel

Como ja referido anteriormente, a principal via de exposicao ao niquel é pelos alimentos,

podendo também entrar no organismo por inalagao ou por absorgao dérmica.

Alguns dos alimentos em que o niquel se encontra presente siao: flocos de aveia, cajus

torrados, cacau, chocolate, cha preto, avelas, produtos de soja, legumes, entre outros
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(Tabela I) e consumindo este tipo de alimentos em maiores quantidades pode aumentar-se a

ingestao diaria deste elemento até 900 mg (Carrapatoso et al., 2004).

Tabela I. Alimentos com teor em niquel que podem agravar a dermatite induzida pela ingestao de

niquel (Carrapatoso et al,, 2004).

Fruta fresca:

Peras, cerejas, péssegos, bananas;

Todos os frutos secos e passas de frutas.

Leguminosas:

Soja, amendoim, ervilhas e feijoes;

Verduras/horticolas:

Espargo, salsa, cebola, alface, cogumelos, couves, espinafres, tomates;

Todos os cereais.

Produtos lacteos:

Soro lacteo, queijos, margarina;

Peixes:

Arenque, atum, sardinha, cavala;

Crustaceos:

Lagosta, camarao, caranguejo, ostras, mexilhao;

Molhos:

Ketchup, vinagre, soja;

Bebidas:

Café, cha, cacau, sumos de frutas (sobretudo de frutos acidos), vinho, cerveja;

Outros alimentos:

Fermento em po, alimentos enlatados, vegetais conservados, todos os alimentos cozinhados em

utensilios de niquel.

No entanto, o niquel nao apresenta apenas um potencial toxico. Em alguns organismos vivos

€ um elemento essencial, sendo que plantas, bactérias e eucariotas sio os principais

beneficiados com a sua presenga (Pires, 2017; Mesquita, 2014).

Nas plantas, o teor normal de niquel estabelece-se de | a 10 mg/Kg de matéria seca e o nivel

considerado critico, em plantas sensiveis, € 10 mg/Kg. Os efeitos toxicos nas plantas

envolvem a inibicao de atividades mitéticas e enzimaticas, a redugao no crescimento da

planta, a interferéncia na absor¢io de outros metais e a indugio de stress oxidativo

(Pacheco, 2015).



Para além de ainda nao estar confirmado, estudos em animais relatam que o niquel pode ser
benéfico para fungoes reprodutivas, composicao e forga ossea, metabolismo energético e

funcao sensorial (Pires, 2017; Mesquita, 2014).

Na salde humana os principais efeitos divulgados sao alergias induzidas por niquel
(dermatite), carcinogénese (que demonstra muito baixa ou nenhuma mutagenicidade na
maioria dos ensaios realizados para o efeito), doengas respiratérias, cardiovasculares e renais

(Pires, 2017; Mesquita, 2014).

A extrapolagao de resultados de experimentagao anual para o homem, sugere que a ingestao
necessaria para produzir efeitos toxicos no homem rondaria os 250 mg de niquel soltvel por
dia. Por outro lado, em individuos sensiveis, uma dose oral de 300 pg de niquel é suficiente

para provocar uma reagao cutanea (Pires, 2017; Mesquita, 2014).

1.4 Legislacdo

Atualmente, 65 milhoes de europeus sofrem de alergia ao niquel. Em 1994, de forma a
combater esta problematica, o Parlamento Europeu e o Conselho Europeu, emitiram uma
diretiva apelidada como “Diretiva do Niquel” (Diretiva 94/27/CE), onde acrescentam este
elemento a lista de substancias perigosas e se impoe restricoes a comercializagao e utilizagao

do niquel na Uniao Europeia (Pires, 2017).

Até ha poucos anos, o niquel tinha pouco ou nenhum controlo, tendo assim surgido a
necessidade de criar regulamentagao para o controlo e protegao do homem, uma vez que é
um metal bastante abundante na superficie terreste. Encontra-se presente em muitos
alimentos e aguas por contaminagao natural e/ou antropogénicas. Em 2016, surge a
Recomendagao (UE) 2016/1111 da Comissao, que obriga todos os estados-membros da UE,
os operadores de empresas do sector alimentar e outras partes interessadas a proceder a
monitorizagao da presenga de niquel nos alimentos. Como este regulamento, surgiu também
o parecer cientifico sobre os riscos para a saude publica relacionados com a presenga de
niquel em alimentos e agua, identificando-se assim toxicidade reprodutiva e para o
desenvolvimento, como o efeito critico na caracterizagao dos riscos de exposi¢ao ao niquel

(Comissao Europeia, 2015; Pires, 2017).



Como os dados referentes a este metal ainda sao reduzidos, insuficientes e nao
representativos, nao existem niveis maximos para niquel em alimentos. No entanto, segundo
a opiniao cientifica emitida pela EFSA, para o consumo de agua e aguas minerais naturais, o
nivel maximo deve ser de 20 pg/L, levantando assim, potenciais preocupagoes para a salde

devido aos niveis atuais de exposi¢ao ao niquel (EFSA, 2015).

Tendo em conta esta problematica, sao ja varios os estudos que apontam o niquel como um
elemento presente em alguns fertilizantes e no solo (Rodak et al, 2015; Vihas, Pardo-

Martinez, Hernandez-Cérdoba, 2000).

Para a sua monitorizagao, foram definidos alguns grupos de alimentos com maior
potencialidade de conterem uma quantidade de niquel significativa, constando entre eles,
cereais e produtos a base de cereais, formulas infantis e formulas de transicao, alimentos a
base de cereais processados para lactentes e criangas pequenas e alimentos para fins

médicos especiais destinados especificamente a lactentes e criangas pequenas (Eurofins, nd).

Segundo o Regulamento (UE) n°609/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, Capitulo

I, Artigo 1°, sao definidas as seguintes categorias de alimentos (Tabela 2):



Lactente:
Crianca

pequena:
Formula para

lactentes:

Formula de
transicao:

Alimentos
transformados
a base de
cereais:

Alimentos para
bebés

Alimentos para
fins medicinais
especificos

Tabela 2. Definigoes presentes no Artigo 2.° do Regulamento (UE) n.°609/201 3.

“Uma crianca com idade inferior a |12 meses.”
“Uma crianca com idade entre um e trés anos.”

“Alimento destinado a lactentes durante os primeiros meses de vida e
que satisfazem os requisitos nutricionais desses lactentes até a
introducao de alimentagao complementar adequada.”

“Alimentos destinados a lactentes quando é introduzida uma
alimentagao complementar adequada, que constituem o componente
liquido principal de um regime alimentar progressivamente diversificado
desses lactentes.”

Destinados a satisfazer as necessidades particulares de lactentes
saudaveis aquando do seu desmame e de criangas pequenas saudaveis
como suplemento do seu regime alimentar e/ou para sua adaptacgao

progressiva a alimentos correntes, e:

- Que pertencam - Cereais simples que sio ou devem ser

a umas das 4 reconstituidos com leite ou outros liquidos

categorias nutritivos adequados.

seguintes: - Cereais a que se adicionam alimentos com
elevado teor de proteinas, a reconstituir com
agua ou outros liquidos desprovidos de
proteinas.
- Massas a utilizar apos a cozedura em agua ou
noutros liquidos apropriados.
- Tostas e biscoitos, a utilizar diretamente, ou,
apos trituragdo, com agua, leite ou outros
liquidos apropriados.

Alimentos destinados a satisfazer as -Alimentos

necessidades particulares de lactentes  transformados a base de

saudaveis quando do seu desmame e de cereais.

criangas  pequenas  saudaveis como

suplemento do seu regime alimentar e/ou -Bebidas  lacteas e

para a sua adaptagio progressiva a produtos  semelhantes

alimentos correntes, excluindo: destinados a  criangas
pequenas.
Alimentos especialmente transformados ou compostos e destinados a
satisfazer os requisitos nutricionais de pacientes, incluindo lactentes, e
para consumo sob supervisio médica. Destinam-se a alimentagao
exclusiva ou parcial de pacientes, com capacidade limitada, diminuida ou
alterada para ingerir, digerir, absorver, metabolizar, ou excretar
alimentos correntes ou alguns dos nutrientes neles contidos ou
metabolitos, ou cujo estado de salde determine requisitos nutricionais
particulares que nao possam ser satisfeitas por uma modificagio do

regime alimentar normal.



Este regulamento aborda, sobretudo, as formulas infantis e formulas subsequentes de forma
a garantir a salde e seguranca dos lactentes e criangas pequenas. Nele estao ainda inseridos
os requisitos gerais da composicao e rotulagem destes produtos, acrescentando que a
Comissao devera adotar medidas de maneira a restringir e proibir o uso de pesticidas nestas
formulas. No entanto, foi fixado um limite de residuo (0,01 mg/Kg) para todos os pesticidas,
nao os especificando na composicao das suas formulas nem a sua toxicidade (Parlamento

Europeu e do Conselho, 2013).

O niquel na alimentagao ainda nao faz parte da legislagio de muitos paises, no entanto o
Brasil j4 € um dos paises que se encontra na linha da frente na preven¢ao do niquel. Para
além dos diversos estudos ja realizados em alimentos, também ja possuem um limite maximo

legislado de 5,00 mg/L para este elemento (Miceli, 2015).

Por outro lado, em Portugal, a diretriz sobre a qualidade da agua destinada ao consumo
humano estabelece um valor paramétrico de 0,002 mg/L partindo do pressuposto que um

adulto de 60 Kg bebe 2 litros de agua (EFSA, 2015).

1.5 Metodologias analiticas para a determinacao de metais

Devido ao avango da tecnologia, sao varios os métodos analiticos que poderao ser utilizados
para a detegao de metais, como por exemplo: métodos gravimétricos, potenciométricos e
espectrofotométricos de absorgao, entre outros. No entanto, todos eles exigem tempo e
recursos humanos intensivos. Hoje em dia existe uma gama mais extensiva de métodos
analiticos mais rapidos e mais sensiveis, entre os quais a espectrometria de absorc¢ao
atémica, chama (FAAS) ou camara de grafite (GFAAS), com gerador de hidretos (HGAAS), a
espectrometria de emissao com plasma indutivo (ICP-AES), a espectrometria de massa

acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), entre outros (Martins, Mercés, e Alvito, 2009).

Os métodos analiticos referidos anteriormente utilizam equipamentos de elevado custo,
poupando recursos humanos na medida em que a maior parte do processo € automatizado e

permitem a utilizagao de reagentes aumentando a sensibilidade.

Na escolha do método analitico deve-se ter em consideragao o tipo de informagao que se
pretende obter:
e A quantidade de amostra disponivel e a propor¢ao dos constituintes a analisar;

e A exatidao e a precisao do método analitico;



As interferéncias analiticas e o seu controlo;

e As possiveis contaminagoes que os elementos podem ter e/ou sofrer;

e O tempo e custo de andlise.
Nem todos os métodos analiticos sao iguais e cada um possui um campo de aplicabilidade
diferente, mais ou menos especifico, sendo necessario que antes de qualquer utilizagao, seja
necessario o conhecimento do mesmo, dos principios dos fendmenos fisicos presentes,
vantagens e desvantagens e as limitagdes de modo a criar condigoes otimas para a sua
aplicagao no estudo (Pires, 2017; Tavares, 2010).
A espectrometria de absor¢io atoémica é uma técnica analitica muito utilizada na
determinagao de metais que se encontrem em concentragoes vestigiais devido a sua elevada
especificidade e sensibilidade, recorrendo a absor¢ao de radiagio pelos atomos no seu
estado gasoso. Como em todos os métodos este também apresenta limitagoes, como por
exemplo, a interferéncia de outros elementos dissolvidos. No entanto, este método aplica-se
melhor a solugoes em estado liquido, sendo que, caso isto nao se verifique, a amostra tem

de sofrer varios procedimentos (Tavares, 2010).
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E uma técnica de analise quantitativa e usa o principio da absorgao de radiagao ultravioleta
pelos atomos no seu estado atomico livre, permitindo-lhe assim que estes absorvam a
radiagao, passando para um estado excitado, denominando-se assim absor¢ao atomica.
Através da quantidade de radiagao absorvida pode medir-se e determinar-se
quantitativamente o elemento que esta presente. Para que este processo seja realizado ¢
necessaria uma lampada. A energia emitida pela lampada s6 vai ser absorvida pelos atomos

do elemento da lampada em questao (Costa, 2013; S3, 2014).

Para a espectrometria de absorgao atémica, as lampadas normalmente utilizadas siao as
lampadas de catodo oco, existindo também as lampadas de descarga sem elétrodos.
Normalmente para cada elemento é preciso uma lampada especifica, constituida por 2
elétrodos que se encontram no interior de uma ampola de vidro que contém um gas

essencial para o funcionamento das mesmas, normalmente argon (Tavares, 2010; Sa, 2014).

Para todo este processo ser concretizado é necessaria uma fonte de atomizagao, ou seja, é
necessario converter a amostra em atomos livres, podendo-se utilizar a atomizagao por
chama, atomizagao sem chama (cdmara de grafite) ou atomizagao por plasma acoplado por

inducao (Tavares, 2010; Sa, 2014).



1.5.1 Espectrometria de Absorc¢ido atébmica com camara de grafite

Uma das técnicas mais utilizadas para a determinagao quantitativa de metais é a
espectrometria de absorcao atdmica em camara de grafite (Nunes, 2009). Nesta
metodologia analitica, a amostra deve estar preferencialmente no estado liquido para ser
introduzida no forno de grafite e sujeita a um aquecimento progressivo previamente
programado, no entanto, amostras solidas e suspensoes também poderao ser analisadas por
este processo. A temperatura a utilizar vai depender do elemento em estudo e da matriz da
amostra, sendo necessario varios ensaios para perceber qual a temperatura ideal. O proéprio
equipamento ja possui um “cookbook” onde estao descritas as temperaturas consideradas
ideais, podendo ser necessario ajustar, para garantir bons resultados para a precisao e
exatidao. A grafite é utilizada para material de construgao das camaras devido a sua alta

condutividade elétrica e resisténcia a temperaturas elevadas (Costa, 201 3).

O processo consiste nas seguintes etapas:
e Secagem;
e Pirdlise;
e Atomizacgao;

e Limpeza.

A etapa de secagem consiste na passagem do fluxo de gas inerte (argon) através do tubo
para uma secagem rapida e suave da amostra. A evaporagao do solvente devera ser feita de
um modo suave para garantir que nao hajam proje¢oes da amostra e assim nao se perca
conteldo. Na etapa de pirdlise ocorre um aumento de temperatura para nao perder o
elemento a analisar e o argon passa através do tubo para eliminar vapores de constituintes
de matriz ou fumos. Para a atomizagao, a temperatura também aumenta, tao alta quanto
possivel para conduzir a uma maxima atomizagao do elemento; o fluxo do argon é
interrompido, na medida em que reduz o tempo de residéncia dos atomos no tubo de
grafite e consequentemente a sensibilidade do método. Por fim, a etapa de limpeza serve
apenas para a eliminagao de vapores para se proceder a proxima analise sem contaminagoes
(Soares, 2012; Costa, 201 3).

Geralmente associados a alguns elementos, temos de inserir também modificadores de
matriz, que sao consideradas substancias que tém a fungao de alterar as propriedades - seja

do analito seja da matriz - com o objetivo de tornar o analito menos volatil e permitir que as



temperaturas de pirdlise sejam elevadas, evitando a interferéncia de outros elementos
associados ao elemento em estudo (Costa, 2013).

A técnica mais eficaz para a determinagao de metais em quantidades vestigiais é a
espetrometria de absorcao atémica, sendo que dentro desta pode-se ainda escolher entre a
chama e a camara de grafite. Como em todos os métodos existem vantagens e limitagoes

para cada um (Tabela 3) (Costa, 2013).

Tabela 3. Comparacio entre espectrometria de absor¢io atomica com chama e com cimara de
grafite (Costa, 201 3).

EAA Chama EAA camara de grafite

Apenas aplicado em liquido Sensibilidade cerca de 100 a 1000x maior
O volume utilizado é superior ao utilizado na

"~ Volumes muito mais pequenos (10 — 20 pl)
camara de grafite

Mais rapido Permite a determinagdo diretamente em
amostras solidas

Boa precisao Equipamento mais dispendioso

.6 Comparacao entre as metodologias analiticas

A literatura cientifica reporta varias formas de aplicagao da espectrometria de massa, dando
mais enfase a espetrometria de massa com atomizagao em chama e a de massa em camara
de grafite para a determinagao de quantidades vestigiais de metais em matrizes alimentares,

sendo o grupo dos vegetais aquele que merece mais destaque (Pires, 2017).

Dada a diversidade das amostras alimentares estudadas torna-se dificil a sua comparagao. No
entanto, através do método ICP-MS foram analisadas formulas infantis e alimentos infantis
em que o limite de detegao para as féormulas foi inferior a 0,5 mg/L, nao definido limite de
quantificagao. Para os alimentos infantis nao foi definido um limite de dete¢ao, mas um limite
de quantificacao de 0,080 mg/Kg. Por FAAS foram analisados sumos de fruta com um limite
de detegao de 0,2 mg/L; e por GFAAS tecido vegetal, leite em pé e cogumelos com limites
de detegao 0,098 mg/Kg, 0,085 mg/L e 0,063 mg/L, respectivamente, e limites de
quantificacao de 0,217 mg/Kg, 0,283 mg/L e 0,208 mg/L, respectivamente. Para todos os
estudos, as percentagens de recuperagao encontram-se em valores acima dos 90%, nao
sendo estas boas percentagens, tendo em conta as grandezas em que estamos a trabalhar

(Tabela 4) (EFSA, 2015).



Sao varias as técnicas analiticas que sao utilizadas variando entre espetrometria de absorgao
atomica (camara de grafite, chama, plasma), espetrometria de emissao atomica por plasma
acoplado indutivo e espetrometria de massa de plasma acoplado indutivo. Na opiniao
cientifica da EFSA é referido que os valores encontrados variaram entre 0,02 mg/Kg para
ETV-ICP-MS, 0,29 mg/Kg para chama e 0,000006 mg/Kg para espetrometria de massa de
plasma acoplado indutivo. Existe ainda um método padronizado europeu para a
determinagao de niquel apenas em gorduras animais e vegetais e 6leos por espetrometria de

massa de absorc¢ao atémica em camara de grafite em que o valor detetado foi < 0,25 mg/Kg

(EFSA, 2015).



Tabela 4. Metodologias analiticas utilizadas na determinagcao de niquel em alimentos.
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1.7 Ocorréncia de niquel em alimentos

Na literatura ja foram relatados outros casos de ocorréncia de niquel em alimentos, sendo
que as concentragoes médias mais elevadas foram encontradas em alimentos como
cogumelos silvestres comestiveis, cacau e produtos a base de cacau (> 10 mg/Kg de peso
seco), feijao, sementes, nozes e graos. Foram ainda determinados possiveis fatores que
influenciam a concentragao de niquel dos alimentos, por exemplo: o tipo de alimentos (grao,
vegetal, etc...), as condigoes de crescimento (como ja referido anteriormente, o tipo de solo
de cultivo também poderd influenciar a contaminagao do alimento) e as técnicas de

preparagao (EFSA, 2015).

Por Pandelova et al, 2012, foi determinado o teor de niquel em || amostras combinadas de
alimentos infantis mais consumidos da Europa durante os primeiros 9 meses de vida, onde se
inclui férmulas infantis, alimentos solidos e bebidas, em 6 paises diferentes (Franga,
Alemanha, lItdlia, Portugal, Suécia e Reino Unido) e ainda, alimentos para bebes do cesto
alimentar (entende-se como o conjunto formado pelos produtos utilizados por uma familia
durante | més) de 4 paises (Itdlia, Espanha, Eslovaquia e Suécia), verificando-se que as

concentragoes variaram entre 0,1 a 1,3 mg/Kg (EFSA, 2015).

Na Croacia as concentragoes de niquel em 72 amostras de leite variaram entre 0,072 a

0,097 mg/L (Vahcic et al., 2010).

Em Franca os niveis de concentragao média para cereais de pequeno-almogo detetados
foram de 0,63 mg/Kg (Leblanc et al, 2005), e para outros grupos no qual estavam inseridos
os cereais e produtos a base de cereais foi detetado um valor de 0,155 mg/Kg (Noél et al,

2012).

Sommella et al. (2013), analisou 10l amostras de 8 tipos diferentes de graos de arroz

italianos com umas concentragoes médias entre 0,15 a 0,48 mg/Kg (EFSA, 2015).

Outro estudo realizado por Storelli (2009), foram estudados |5 peixes e 7 moluscos
cefalépodes, capturados no sul do mar Adriatico, verificaram-se as maiores concentragoes

de niquel para os moluscos com 2,12 mg/Kg contra |,|13 mg/Kg nos peixes. Para o carapau o

valor médio detetado foi de 2,72 mg/Kg (EFSA, 2015).

Gastol e Domagala-Swiatkiewicz (2012), analisaram amostras organicas e convencionais de
sumos de cenoura, aipo e beterraba vermelha variando os valores de contaminagao entre

0,15 a 0,29 mg/Kg para as organicas e 0,14 a 0,22 mg/Kg para as convencionais. Para sumos
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de maga, pera e groselha preta variou entre 0,04 a 0,23 mg/Kg para as organicas e 0,06 a
0,22 mg/Kg para as convencionais. E aqui mais uma vez se demonstra que as amostras
organicas apresentam uma faixa de concentragao de niquel com valores mais elevados do
que as amostras convencionais, indo de encontro aos resultados obtidos por este estudo

(EFSA, 2015).

Em amostras de cereais (trigo, cevada e aveia), de 3 regides da Eslovaquia foram

encontrados valores entre 0,07 a 4,25 mg/Kg (Mikuska et al., 2008).

Em 144 amostras de vegetais, frutas e arroz, de 16 localidades da zona ribeirinha do rio

Ebro, Catalunha, as concentragoes médias variam entre <0,010 a 0,49 mg/Kg (EFSA, 2015).

Foram analisadas 223 amostras brasileiras de frutas (n=89), vegetais folhosos (n=34), vegetais
verdes (n=74) e vegetais gerais (n=26) em que o niquel variou de nao detetado (Nd) a 0,40
mg/Kg, de 0,07 a 0,70 mg/Kg, de 0,10 a 0,74 mg/Kg e de 0,06 a 0,47 mg/Kg, respetivamente.
E em sumos (n=19) de 7 marcas diferentes, as concentragoes variaram entre 0.0039 mg/L e

0,030 mg/L (Tormen et al,, 201 1).

Apesar de nao se encontrarem muitos estudos relacionados com o tema, o Brasil é o pais
que demonstra mais preocupagao em relagao ao tema, sendo que aplicam a espetrometria
de massa principalmente para estudos de vegetais, frutas e cereais (EFSA, 2015). Em relagao
a Portugal foi encontrado apenas um unico estudo relevante, em que é referido que os
sumos de fruta sao os que apresentam concentragoes mais baixas e os bivalves as mais
elevadas, sendo que estes valores variarem entre 0,0212 mg/Kg e 1,05 mg/Kg,
respetivamente. Em produtos secos e os produtos com chocolate também foram
encontrados valores consideraveis de niquel. Por outro lado, os alimentos que apresentam
valores mais baixos foram as omeletes e as batatas confecionadas. O niquel é detetado e
quantificado em todos os grupos sendo que o grupo dos lacticinios e do pescado sao os
grupos que apresentam maior variabilidade. E ainda importante referir que a percentagem
mais elevada de valores quantificaveis se verificou nas amostras constituidas por mais do que
um elemento o que podera ter sido associada a complexidade do processo culinario (Tabela

5) (Costa, 2013).
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Tabela 5. Tabela de ocorréncia de niquel em alimentos (Continua-«o).
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Tabela 5. Tabela de ocorréncia de niquel em alimentos (Continua-«o).
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Normalmente os teores mais altos de metais pesados tendem a encontrar-se nas folhas do
vegetal, sendo que os vegetais de grandes folhas, como por exemplo a alface, tendem a

apresentar teores mais elevados comparativamente a leguminosas e plantas de raiz tuberosa

(Lopes, 2014).

A nivel internacional ja foram registados valores de contaminantes superiores em produgao
de origem bioldgica, no entanto, ainda sao necessarios desenvolver mais estudos sobre esta

problematica (Martins, Mercés, Alvito, 2009).

Em Portugal, ja se encontram alguns estudos, no entanto, é necessario continuar a investir
nesta area, na medida em que cada vez temos mais niquel a infiltrar-se nos solos, devido a

poluicao e a ser absorvido pelas plantas, que consequentemente chega aos animais e ao

Homem (Pacheco, 2015).
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2. PARTE EXPERIMENTAL




Parte Experimental

2.1. Materiais e metodologia analitica

2.1.1. Reagentes e Solucdes

2.1.1.1 Reagentes
e Acido Nitrico (HNO,) 68% - superpure (Carlo ERBA, Milio, Itilia);

e Agua desionizada, purificada em sistema Milli-Q (Milli-Q Integral 10, Billerica,
E.U.A);
e Niquel, concentragao | 000 mg/L (Merk, Alemanha).

2.1.1.2 Solucébes

« Solugao de acido nitrico a 0,5%, preparada através da dissolugao de 14,71 ml de acido
nitrico 68% num balao volumétrico de 2000 ml, perfazendo com agua Milli-Q;

« Solugao padrao stock de niquel a 10 000 pg/L preparada a partir da concentragao
inicial de | 000 000 pg/L num balao volumétrico de 100 ml. Retirou-se | ml da
solugao inicial e perfez-se com acido nitrico a 0,5% num balao de 100 mi;

o Solucao padrao de niquel, preparada com uma concentragao de 100 pg/L a partir da
concentragao de 10 000 pg/L. Retirou-se | ml da solugao de 10 000 pg/L e perfez-se
com acido nitrico a 0,5% num balao de 100 ml;

o Prepararam-se varias solugoes de niquel para a curva de calibragao em padrao com as

seguintes concentragoes de 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pg/L.

2.1.2 Material Utilizado

« Baloes Volumétricos (5, 10, 50, 100, 2000 ml);

« Espatula;
« Cadinhos;
o Parafilm;

« Pipetas;

« Copos de Precipitagao.
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2.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultrassonificagao modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Alemanha);

e Balanga analitica Mettler Toledo modelo AG 285 (Columbus, Ohio, EUA);

e Banho de areia Falc BS70 (Treviglio, Itilia);

e Mufla Selecta (Barcelona, Espanha);

e Espectrometro de Absor¢ao Atomica com camara de Grafite, da marca Analytikjena,

modelo ZEEnit 700 MPE 60 e com Hallow Cathode Lamp para o niquel, nimero de
série HEIO429 (Jena, Alemanha).

2.2 Amostragem

2.2.1 Recolha de amostras

A recolha de amostras foi realizada durante os meses de fevereiro e margo de 2018. Foi
realizada em grandes superficies comerciais, no distrito e concelho de Coimbra,
selecionando diversas marcas, incluindo marcas brancas, e diferentes tipos de alimentos, ou
seja, refeigcoes prontas, smothies/boides de fruta, sobremesas e ainda farinhas lacteas. No
total foram analisadas 85 amostras: 26 de refei¢oes prontas (31%), 31 de smothies/boides de
fruta (36%), 8 de sobremesas (9%) e 20 de farinhas lacteas (24%). Nao foi feita a
discriminagao de amostras, ou seja, foram analisadas marcas brancas (31%) e marcas
conhecidas (69%) assim, como amostras classificadas como biologicas (26%) ou nao
biolégicas (74%). E de referir que a terminologia “biolégica” ou “nio bioldgica” é atribuida
pela marca (Tabela 6). E ainda de salientar, que dentro das refeicées prontas, 77% das
amostras tém maioritariamente na sua composi¢ao carne, contendo também outro tipo de

legumes na sua constituicao; | 1% contém apenas mistura de legumes; 8% sopas e 4% peixe.
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Tabela 6. Lista de amostras (Continuagao).
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Tabela 6. Lista de amostras (Continuagao).
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2.3 Metodologia Analitica

A limpeza e descontaminagao do material é de grande importancia de forma a garantir que
todo o material a usar se encontra livre de contaminagoes podendo assim enviesar o estudo,
por este motivo efetuou-se a limpeza dos cadinhos antes de qualquer ensaio (Figura I). A
agua utilizada ao longo de todo este processo, seja para limpeza, seja para a preparagao das

solugoes é agua ultrapura (Milli-Q).

verter HNO3 a 0,5% para o
interior do cadinho;

aquecer na placa ate se
verificar que atingiram o
ponto de ebulicdo;

esvaziar e breve lavagem
com H2N2;

colocar a secar na estufa até
ficarem totalmente secos.

Figura |. Processo de limpeza dos cadinhos.

Utilizou-se 2 g de amostra, sendo a pesagem efetuada diretamente no interior de um
cadinho, ja tarado e identificado. Nas amostras fortificadas adicionou-se a quantidade padrao
de niquel correspondente nesta fase. Apos a pesagem das amostras, inicidmos o processo de
mineralizagdo por incineragao, que segundo a revisio bibliogrifica, é o processo mais
comum para a analise de metais pesados. Neste passo toda a matéria organica foi digerida
levando a uma completa mineralizagao. As amostras foram colocadas num banho de areia, a
uma temperatura de 300°C, sensivelmente por |h - 2h, de forma a que a amostra tivesse
uma cor visivelmente preta e ja nao emitisse fumos. Passado este processo, as amostras
seguiram para a mufla, a uma temperatura de 560°C durante sensivelmente 2h - 3h, de
forma a que no final, a amostra tivesse sido convertida a cinzas brancas. E importante referir
que todas as amostras foram realizadas em duplicado, de forma a comparar os resultados
obtidos.

No final deste processo, seguiu-se a dissolugao das cinzas obtidas em HNO, a 0,5% num

balao volumétrico de 10 ml. O processo de dissolugao é feito de forma gradual, de forma a
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que todo o conteudo presente no cadinho seja dissolvido e arrastado para o balao
volumétrico) (Parreira, 2012).

Procedeu-se ,de seguida, a homogeneizagao no ultrassom; e cada amostra foi devidamente
identificada e guardada no frigorifico, a uma temperatura de 2° - 8°C até a anilise.

A amostra devidamente preparada, como descrito anteriormente, € inserida numa pequena
cuvete e segue posteriormente para o auto-analisador do equipamento de espectrometria

de absorcao atomica com camara de grafite, sendo injetados 10 pL na cimara de grafite

(Figura 2).

2g amostra (cadinho
tarado e identificado)

banho de areia (=
3002C/1 - 2h)

mufla (5602C/2 - 3h)

dissolucao das cinzas
em HNO;a 0,5% (10 ml)

ultrassons (15 min)

analise camara de
grafite

Figura 2. Preparacao da amostra.

Na espectrometria de absor¢ao atomica com camara de grafite utilizaram-se temperaturas
de secagem de 90°C até | 10°C, de pirdlise de 1 150°C e atomizagao de 2550°C, sendo que a
limpeza foi feita a uma temperatura de 2600°C. Ao longo deste processo, o gas encontra-se

desligado na etapa da atomizagao (Tabela 7).
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Tabela 7. Temperaturas e tempos das etapas da espectrometria de absor¢ao atébmica do método

utilizado.

Etapa Temperatura (°C) | Tempo (s) Gas - Argon

90 30.8 Maximo
Secagem

105 25 Maximo
Secagem

110 12.5 Maximo
Secagem

1150 14.2 Maximo
Pirodlise

2550 5.8 Stop
Atomizacao

2600 4.1 Maximo

Limpeza

2.4 Validacao da metodologia analitica

A validagao envolve um processo de avaliagio de todos os procedimentos de um

determinado método utilizado em laboratorio, para identificar e quantificar um composto

em determinada matriz. O método analitico pode ser adaptado de outro ja existente,

desenvolvimento de um novo ou até mesmo a implementagao de um método ja conhecido.

Surge com o objetivo de demonstrar que o método analitico que vamos utilizar é o mais

adequado para o fim a que se destina, sendo que o método apenas € validado se as suas

caracteristicas estiverem de acordo com os pré-requisitos estabelecidos.

Todo o processo de validagao engloba a avaliagio de parametros como a seletividade,

linearidade, exatidao, precisao, limite de detegao e quantificagao (Brito et al., 2003; Ribani et

al., 2004).

Para este estudo, a validagao foi realizada com recurso a padroes, brancos e fortificagoes.

Ensaio em branco

Para este trabalho, foram realizados dois ensaios em branco. Um ensaio em branco dos

reagentes com o objectivo de avaliar possiveis interferéncias dos reagentes e outro ensaio

em branco da amostra para avaliar possiveis interferéncias da amostra e efeito matriz.
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Este processo funciona como uma ferramenta de controlo de qualidade. Os brancos
utilizados para este estudo foram o cadinho vazio e o cadinho apenas com a amostra, sendo

submetidos ao método analitico adotado.

Para a validagao do método analitico sao estudados varios parametros:
e Seletividade:

A seletividade é definida como a capacidade de avaliar as substancias que uma determinada
matriz pode conter na sua composicao, designadas interferéncias. Essas substancias podem

ser impurezas, produtos de degradagao, entre outros (Tavares, 2010).

Para este estudo o objetivo foi averiguar se ha interferentes que possam alterar ou interferir

na determinacao do niquel.

e Linearidade:

A linearidade apresenta-se pela capacidade que determinado método analitico tem de
fornecer resultados proporcionais as concentragoes dos analitos na amostra em
determinado intervalo de concentragoes. Demonstra a proporcionalidade entre as
concentragoes que estao presentes numa dada amostra e o sinal obtido. A relagao é tanto
maior quanto mais proximo for o valor do coeficiente de correlagio (r’) de | (Gomes,
2013).

Durante este estudo a avaliagao da linearidade foi avaliada em solugdes padrao e efeito
matriz.

A linearidade foi estudada em solu¢oes padrao com as concentragoes de 6 pg/L, 10 pg/L, 20
pg/L, 40 pg/L, 60 pg/L, 80ug/L e 100 pg/L. Tendo-se também utilizado niveis de fortificagao
de 25 pg/Kg, 100 pg/Kg, 200 pg/Kg, 300 pg/Kg e 400 pg/Kg.

e Exatidao e precisao:

A avaliagio da exatidao e da precisio da metodologia utilizada foi realizada através de
ensaios de fortificagao. Estes ensaios foram realizados com um branco e trés niveis de
fortificagcoes 100 pg/Kg, 200 pg/Kg e 300 pg/Kg. As amostras foram feitas em triplicado e em

3 dias diferentes.
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A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados que vao ser encontrados
no nosso estudo e um valor dado como referéncia aceite como verdadeiro. Daqui, retemos
que a recuperagao esta diretamente relacionada com a exatidio pois traduz-se na

quantidade do analito que recuperamos no processo analitico (Tavares, 2010).

A precisao consiste na dispersao dos resultados entre ensaios independentes, repetidos na
mesma amostra, sendo obtida através do desvio padrao dos triplicados de cada fortificagao

(Gomes, 2013; Tavares, 2010).

Foi determinada a precisao intra-dia e inter-dia. A precisao intra-dia é o desvio padrao
relativo dos valores obtidos para os replicados da mesma fortificagdo no mesmo dia e a
inter-dia € o desvio padrao relativo entre as fortificagdes com a mesma concentragao nos 3

dias consecutivos (Costa, 2013).
e Limite de detegao e limite de quantificagao:

O limite de detecao é definido como o valor da menor concentragao de analito que é
possivel detetar, nao sendo necessariamente quantificado. Significa que, uma leitura inferior
ao limite de detegao nao expressa que esse analito nao se encontre presente, mas que a

concentragao da substancia a analisar é inferior ao limite de detegao (Parreira, 2012).

Quanto ao limite de quantificagao, este é definido como a menor concentragao de analito
que pode ser quantificada com exatidao e precisao aceitaveis. Os mesmos critérios foram

utilizados para estes 2 limites (Gomes, 201 3; Tavares, 2010).

O limite de detecdo e o limite de quantificagao foram calculados com base em parametros

da curva analitica. Para o limite de detecao utilizou-se:

Limite de detegao = 3 x (s/S), onde s é o desvio padrao das amostras a reta e S o declive da

curva analitica.

Para o limite de quantificagao = 10 x (s/S), em que s e S sao os mesmos utilizados no limite

de detecao.
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2.5 Discussao de Resultados

2.5.1 Otimizacdo dos parametros do equipamento de espectrometria de

absorc¢do atémica

2.5.1.1 Temperatura de pirdlise e temperatura de atomizacgdo

Este equipamento de espectrometria de absor¢ao atomica tem um “cookbook” onde estao
descritos todos os dados necessarios para trabalhar com o equipamento e com os diferentes
metais, onde vém descritas as temperaturas de pirdlise e de atomizagao previamente
estudadas, podendo ser necessario alguns ajustes consoante o metal em estudo.

Os niveis adotados para as temperaturas basearam-se no comportamento eletrotérmico dos
elementos. E ainda de referir que neste estudo nio foi aplicado qualquer modificador
quimico.

Para verificar as melhores condi¢coes de determinagao de niquel, foram avaliadas diversas
temperaturas de pirdlise e atomizagao.

Através de varios ensaios, testaram-se diversas temperaturas variando-se a temperatura de
pirdlise de 1000°C a | 150°C, com intervalos de 50°C, tendo-se obtido melhores resultados
a uma temperatura de |150°C. Para a atomizagao foram também avaliadas diversas
temperaturas, entre 2150°C a 2550°C, com intervalos de 50°C, fixando-se a temperatura de

atomizagcao em 2550°C.

2.5.1.2 Otimizacdo da extra¢do

Numa primeira instancia foram testadas fortificagoes idénticas, dissolvidas em diferentes
quantidades de HNO, a 0,5% (5 ml e 10 ml). Tentou-se ainda a dissolugao em H,O, na qual
se verificou que a mesma nao produzia qualquer efeito. No que refere a quantidade de
amostra utilizada testou-se a quantidade de amostra de | g e 2 g. Foram ainda feitos ensaios
onde se fortificou antes e depois da incineragao para perceber se haveriam perdas durante o
processo de incineragao.

As percentagens de recuperagao observadas em fortificagoes idénticas foram mais préximas
de 100% para os ensaios onde se redissolveu a amostra em 10 ml e se utilizou 2 g de
amostra.

Apos estes ensaios definiu-se que as melhores condi¢oes seriam:

e Dissolugao em 10 ml de HNO,a 0,5%;
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e Utilizagao de uma quantidade de amostra de 2g.
2.5.2 Validacao

2.5.2.1 Linearidade

A avaliagao da linearidade foi estudada para as solugoes padrao e para as amostras
fortificadas. Em solugoes padrao obteve-se uma curva com o coeficiente de correlagao de

0,9983 o que revela linearidade na gama de concentragao de 5 a 100 pg/L (Figura 3).

0,400
0,350 R2=0,9983 .
0,300 '
0,250

0,200

ABS

0,150 .
0,100

0,050 o

0 20 40 60 80 100 120
Concentragio (pg/L)

Figura 3. Linearidade em padrao.

Apos se verificar a linearidade em solugoes padrao verificou-se a linearidade em amostras
fortificadas. Verificou-se também que o coeficiente de relagao era proximo de | (0,9995)

(Figura 4).
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Figura 4. Linearidade para amostras fortificadas.

2.5.2.2 Limites de detecdo e quantificacdo

Como ja descrito, o limite de detegao representa a menor concentragao da substancia em
andlise que pode ser detetada, nao necessariamente quantificada. O limite de quantificacao,
representa a menor concentragao de substancia em anadlise que pode ser quantificada.

Para esta metodologia analitica, o limite de detegao foi de 12,5 ug/Kg e o de quantificagao de

37 pg/Kg.

2.5.2.3 Exatiddo e Precisdo

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados que vao ser encontrados

no nosso estudo e um valor dado como referéncia, aceite como verdadeiro.

Verificou-se que as percentagens de recuperagao obtidas insidiram na ordem dos 80%, que
tendo em conta a literatura e os valores que estamos a trabalhar, podem-se considerar boas,
sendo que a percentagem de recuperagao mais baixa que se verificou foi para o 3° dia de
validagdo com um valor de 73,33%. Para a precisao intra-dia o valor mais elevado foi para o
2° dia de validagao, para o nivel mais baixo de fortificagao, 100 pg/Kg, e com uma
percentagem de 23,57%. Na precisao inter-dia os valores obtidos foram de 9,53%, 4,03% e

4,09% para o 1°, 2° e 3° dia, respetivamente (Tabela 8).
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Tabela 8. Exatidiao e Precisao intra-dia e inter-dia.

Dia Nivel de Média Precisdo Precisdo
Fortificacdo | recuperacao intra-dia (%) inter-dia (%)
(ng/Kg) (%)
1° Dia 100 81,84 1,06
200 84,87 3,23 9,53
300 79,58 2,32
2° Dia 100 100,53 23,57
200 80,25 2,00 4,03
300 81,04 518
3° Dia 100 87,86 1,21
200 76,84 2,56 4,09
300 73,33 3,09

2.5.3 Niveis de niquel nas amostras encontradas

Foram analisadas 85 amostras e podemos constatar que apenas 6 n3ao se encontravam

contaminadas. Das 76 (89%) que estao contaminadas, 30 é possivel detetar a presenca de

niquel, mas nao quantificar, sendo que nas restantes 46 € possivel quantificar o teor que a

amostra contém.

No geral, todos os grupos apresentaram amostras contaminadas com frequéncias de

contaminagao entre os 80% e 100%. No entanto, o grupo das refeicoes pronta foi onde se

verificou uma maior frequéncia de contaminagao, assim como as amostras com as médias

mais elevadas (55 pg/Kg) com um valor maximo de 173,33 pg/Kg. Em termos de valores
médios encontrados seguem-se as sobremesas com 37 pg/Kg (com o valor maximo de 184,6

pg/Kg), as frutas com 19 pg/Kg (com o valor maximo de 225,68 ug/Kg) e por fim as farinhas

com |7 pg/Kg (com valor maximo de 98,45 pg/Kg) (Figura 5).
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Figura 5. Médias e frequéncias gerais.

Dentro do grupo das refeicoes prontas foram consideradas amostras de carne, embora que
na sua composicao tivessem outros tipos de alimentos (sobretudo vegetais); peixe, sopa,
legumes e apenas legumes (I ou mais tipos), sendo a maior quantidade de amostras
contaminadas observou-se para o grupo das refeicoes de carne (77%), no entanto sao os

legumes que apresentam o valor médio mais alto (38 pg/Kg).
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Figura 6. Médias e frequéncias do grupo das refeigdes prontas.
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Nas farinhas foram analisadas farinhas lacteas e farinhas nao lacteas, em que todas elas
estavam contaminadas e os valores médios de contaminagao foram aproximadamente, 21,88
pg/Kg para as lacteas e 18,51 pg/Kg para as nao lacteas.

A legislagao nacional nao contempla este metal na alimentagao, sendo necessario recorrer a
outros estudos a titulo comparativo. Num estudo feito em Portugal para espécies horticolas,
foi utilizada a gama de frequéncias entre | - 10 mg/Kg para valores de referéncia (Lopes
2009). No presente estudo, verificou-se que a concentragao mais elevada dentro das
amostras de apenas legumes foi de 65 pg/Kg para o puré de mistura de legumes. Na sua

constituigdo continha legumes como cenoura, batata, espinafres e alho francés.

Para este estudo torna-se dificil a percegao de qual o tipo de alimentos que poderao estar na
origem da contaminagao, pois todas as amostras sao analisadas como uma mistura de
alimentos. No entanto, podemos verificar que, em média, os valores dos alimentos que
contém vegetais € maior, mesmo que incluiam carne, o que vai de encontro a literatura
tendo em conta que os vegetais sao um dos alimentos mais estudados. Como ja referido,
isto pode depender da zona de cultivo, ou seja, um cultivo perto de uma zona mais poluida (
por exemplo a nivel de trafego automovel) vai estar mais suscetivel a que esse solo esteja
mais contaminado do que um de uma zona rural. Este processo funciona através da emissao
deste tipo de compostos para a atmosfera e com a precipitagao infiltram-se nos solos,

levando a que as plantas os absorvam através das suas raizes/folhas (Pacheco, 2015).

Outra questdo debatida na literatura é o processo de confecao dos alimentos. Deve ser
garantido que os materiais de contato com os alimentos sejam de ago inoxidavel de boa
qualidade, resistente a corrosao e para que o metal nao migre para os alimentos em
quantidades que ponham em perigo a saude humana. Ha que ter em conta que hoje em dia
muitos dos utensilios sao feitos de ago inoxidavel, inclusive este é utilizado nos transportes
de alimentos (equipamentos e recipientes de processamento de alimentos, barris de cerveja,
utensilios de cozinha como tachos, entre outros). Assim sendo, também outros estudos
devem ser feitos no sentido de averiguar a capacidade migratoria deste elemento neste tipo

de materiais (Londono Franco, Londoho Munoz, Munoz Garcia, 2016).

Também ¢é importante a comparagao entre alimentos de origem bioldgica e nao biologica,

onde os fertilizantes e os pesticidas utilizados podereram promover um aumento da

contaminagao por niquel. Os resultados nao demonstraram diferengas entre estes dois
. A o o

grupos, visto que a frequéncia € maior nas amostras biologicas (100%), mas com um valor

médio de 33,6 pg/Kg, mas por outro lado o valor médio é mais elevado nas amostras de
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origem nao biologica (34,3 pg/Kg) mas com uma frequéncia de 92,5%. Desta forma, nao se
conseguiu confirmar uma maior contaminagao nas amostras nao biologicas e o respetivo

impacto dos pesticidas e fertilizantes na contaminagao por niquel nos alimentos.

Outra categoria analisada foi a diferenga entre os alimentos de marca e marca branca, onde
também nao se pode retirar qualquer conclusao tendo em conta que as frequéncias sao de

98% e 80% e as médias de 33,1 e 42,1 pg/Kg, respetivamente.

2.6 Avaliacao do risco

A quantidade de alimento que o individuo deve ingerir € muito variavel, sendo que se tem de
ter em conta o peso e a idade do mesmo. Nos primeiros tempos de vida a amamentagao
deve ser feita quando e na quantidade que o bebé quiser pois vai depender das suas

necessidades energéticas (Domingos, 2013).

Aos 6 meses € aconselhavel a introdugao de novos alimentos, contudo até atingirem essa
idade, o leite é o Unico alimento ingerido. Segundo a OMS a quantidade de leite diaria
recomendada é de 150 ml por Kg de peso, sendo que, aos 4 meses, a crianga deve ter
aproximadamente 6 Kg e a ingestao de leite devera ser de 900 ml. Aos 6 meses a crianga
devera ter a volta de 7,500 Kg e a ingestao de leite devera ser de | 125 ml (Tabela 8) (Rocha,

2017).

Foi utilizada uma dose toleravel diaria de 2,8 pg/Kg (0,0028 mg/Kg) por peso corporal/dia

para determinar possiveis riscos.

Tabela 9. Ingestido de alimentos e peso por faixa etaria.

Idade Peso (Kg) Quantidade de alimento consumido
diariamente (Kg)
6 meses 7,500 1,125 Kg
I ano 10 1,5 Kg
2 anos 12,500 2 Kg

Aos 6 meses de idade a alimentacao do bebé deixa de ser exclusivamente o leite materno,
passando para alimentos mais simples. No entanto, em casos excecionais, algumas maes nao

conseguem amamentar durante este periodo sendo que a alimentagao da crianga se inicia
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aos 4 meses. Para este estudo, pressupomos que a alimentagao complementar do bebé se

inicia aos 6 meses mantendo uma rotina como:

e Pequeno - almogo: leite materno;
e Meio da manha: puré de frutas;

e Almogo: refeigao pronta;

e Meio da tarde: leite materno;

e Jantar: farinha;

e Ceia: leite materno (Zanin, 2018).

Apos o primeiro ano de idade, a alimentagao da crianga esta caracterizada pela adaptagao a
rotina alimentar da familia, uma vez que a maioria dos alimentos ja foram introduzidos
anteriormente em sopas, refeicoes e papas de frutas. Deste modo foi desenvolvida
maturidade para as diferentes texturas, passando assim a ser adaptado a dieta praticada pela

familia. Assim, para uma crian¢a de um ano considerou-se a rotina de alimentagao:

e Pequeno - almogo: leite materno;
e Almogo: refeicao pronta + fruta;
e Meio da tarde: farinha;

¢ Jantar: refeicao pronta + fruta;

Ceia: leite materno (Zanin, 2018).

Aos 2 anos:

e Pequeno - almogo: leite materno;

e Meio da manha: pao ou bolacha;

e Almogo: Sopa + refeigao + fruta;

e Meio da tarde: peca de fruta e/ou farinha;

e Jantar: Sopa + refeicao + fruta;

Ceia: leite materno (Zanin, 2018).

Para avaliar a ingestao de niquel foram seleccionados os grupos ja existentes passando a
existir o grupo das refeicoes prontas e das farinhas; e outro grupo das frutas e das
sobremesas, calculando-se a ingestao média diaria pressupondo que havia apenas ingestao de
fruta ou sobremesa. Sendo assim possivel o calculo em média e no pior cenario, dependendo

da faixa etaria da crianca.
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Na fase dos 6 meses a crianca alimenta-se sobretudo de leite. No entanto os novos
alimentos ja comegam a ser inseridos na alimentagao, sendo importante referir que, por
exemplo, as farinhas sao dissolvidas em agua ou leite, tendo em conta que o que nos
interessa € averiguar o alimento em solido. A dose recomendada é de 7 colheres de farinha,
nesta faixa etdria, e cada uma equivale a aproximadamente 7 g, por refeicao consumindo 49 g
de alimento sélido. Em todas as faixas etdrias utilizou-se em média apenas 49 g de farinha
pois a crianga vai consumir outros alimentos. Até aos 6 meses consome essencialmente leite
materno, assumindo que a mae consegue proceder a amamentagao e depois dos 6 meses
comec¢am também a ser inseridos outros alimentos em que o bebé nao necessita de grandes

quantidades de farinha.

Tendo em conta as rotinas alimentares descritas, aos 6 meses considera-se
aproximadamente o consumo de 0,249 Kg farinha/refeigoes prontas (200 g do almogo +49 g
de farinha) e 0,130 Kg de frutas/sobremesas (130 g do boiao de fruta). Para | ano de idade
considerou-se o consumo de 0,449 Kg de farinhas/refeigoes prontas (200 g almogo + 200 g
jantar + 49 g farinha) e 0,260 Kg de fruta/sobremesas (2 boides de fruta). Para 2 anos de
idade considerou-se o consumo de 0,949 Kg de farinhas/refeicoes prontas (250 g (sopa) +
200 g almogo + 250 g (sopa) + 200 g jantar + 49 g farinha) e 0,390 Kg de fruta/sobremesas

(aproximadamente 3 boides de fruta).

Aos valores da média e do pior cendrio foi multiplicado o valor ingerido consoante o grupo
e a faixa etaria (valores referidos anteriormente) e no final ainda dividido pelo peso da

crianga (Tabela 10).

Tabela 10. Ingestio de niquel em criangas portuguesas. Valor médio e pior cenario (ug por peso
corporal por dia).

Farlx'a Refeicdo pronta Farinha Fruta Total
etaria (sobremesa)

6 meses | Média 1,47 1,11 0,33 (0,64) 2,91 (3,22)
Pior 4,62 6,43 3,91 (3,20) 14,96 (14,25)
cenario

| ano Média 2,2 0,83 0,49 (0,96) 3,52 (3,99)
Pior 6,93 4,82 5,87 (4,80) 17,62 (16,55)
cenario

2 anos Média 3,96 0,67 0,59 (1,15) 5,22 (5,78)
Pior 14,48 3,86 7,04 (5,76) 25,38 (24,1)
cenario
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Assumindo que o valor da dose toleravel diaria é de 2,8 pg/Kg por peso corporal/dia, e que
até este valor a concentragao de niquel é toleravel, podemos concluir que todos os valores

ultrapassam esta dose toleravel diaria, tanto na média como no pior cenario.

Em média, sao os valores das refeicdes prontas que mais contribuem com a contaminagao
de niquel, na medida em que a crianga consome mais alimentos por Kg de massa corporal.
No entanto, nas farinhas, a medida que o peso corporal aumenta e o consumo de farinhas se
mantém (tendo em consideragao a rotina alimentar apresentada), a média das farinhas tende
a diminuir, nao contribuindo tao significativamente como as refeicoes prontas. Analisando os
valores das frutas e das sobremesas, sao as sobremesas que apresentam os valores mais
significativos de contaminagao, sendo que para ambos os grupos, a média aumenta a medida

que aumenta a faixa etaria.
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3. Conclusao

Para este estudo foi necessario validar uma metodologia analitica para a determinagao de
niquel nos alimentos, nomeadamente formulas infantis para criangas, por espetrometria de
absorg¢ao atomica em camara de grafite. De acordo com os resultados pode concluir-se que,
o método possui um limite de detegao de 12,5 pug/Kg e um limite de quantificagao de 37
pg/Kg (sendo concordante com a literatura analisada); a linearidade foi verificada entre as
concentragoes de 25 a 400 pg/Kg; a exatidao foi determinada pelos testes de recuperagao,
realizados através da fortificagdo em 3 concentragoes distintas dentro da gama ja
identificada, e tendo em conta que o critério de aceitagao é entre 80% e 120% confirmou-se

a exatidao do método.

Os resultados deste estudo mostram que os produtos destinados a lactentes e criangas
apresentam niveis de contaminagao, que vao de encontro aos verificados na literatura, sendo
que nao se pode atribuir a presenga a um alimento em especifico, visto que a maior parte
das amostras sao uma mistura de varios alimentos. Pode-se assim concluir que existe uma
contaminagao generalizada das amostras, uma vez que todos os grupos de alimentos se
encontram contaminados. No entanto, é de referir que a faixa etdria dos 2 anos € a que se
encontra mais exposta ao risco, na medida em que deixam de consumir o leite materno,
passando a consumir mais refeicoes completas, que por sua vez sao as que estao mais
contaminadas. Uma crianga de 2 anos consome mais alimento por Kg de massa corporal, o

que a torna mais vulneravel a contaminagao.

O grupo das refeicoes prontas foi onde se verificou a maior frequéncia de contaminagao,
assim como os valores médios mais altos. Este resultado vai de encontro ao apresentado na
literatura cientifica, visto que os vegetais sao considerados um dos grupos mais
contaminados, o que se pode verificar na elevada média referente ao grupo dos legumes. Em
relagao as amostras biologicas e nao bioldgicas, assim como as marcas e marcas brancas nao

verificaram diferengas entre os grupos.

Pela avaliagado do risco pode-se concluir que as criangas estao fortemente expostas ao

niquel, sendo que num futuro préximo podem desenvolver problemas saude.

Os metais podem constituir uma grande ameaca a saude publica caso se encontrem em

grandes concentragoes e ingeridos em quantidades elevadas por um longo periodo de
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tempo. O seu potencial bioacumulavel e a especificidade das criangas, em particular, sao

parﬁmetros a ter em conta.

Neste estudo, conclui-se que os metais constituem um risco para as criangas das diferentes
faixas etdrias analisadas, na medida em que a dose toleravel didria é superior a de 2,8 pg/Kg
por peso corporal/dia, representando assim um grave problema de saude publica que

necessita de intervengao urgente.

Tendo em conta que este metal pode surgir de diversas fontes - naturalmente presente nos
alimentos ou por contaminagao posterior - é necessario um programa mais intensivo de
monitorizagao, de forma a acompanhar o alimento e todo o processo que este sofre, como
objectivo de perceber como é que a contaminagao externa é feita e como pode ser
minimizada. Outra medida necessaria, € o estabelecimento de limites para que as medidas de
vigilancia se tornem mais apertadas, garantindo assim, o bem - estar e a saude do

consumidor.

49



4. Referéncias Bibliograficas

Associagao Nacional da IndUstria de Alimentagao Infantil e Nutricao Especia. «Férmulas para
lactentes e formulas de transicao». http://www.anid.pt/formulas-para-lactentes-e-

formulas-de-transicao.html (30 de maio de 2018).

Brito, Natilene Mesquita, Ozelito De Possidonio Amarante Junior, Luciana Polese, e MARIA
LUCIA RIBEIRO. 2003. «Validagio De Métodos Analiticos: Estratégia E Discussioy.
Pesticidas: R.Ecotoxicol. e Meio Ambiente |3: 129-46.

Campos, Ellen Mariany Ferraz de et al. 2010. «Quantificagdo de minerais em sucos

industrializadosy». Arquivos de Ciéncias da Satide da UNIPAR 14(1): 1 1-16.

Carrapatoso, Isabel, Graga Loureiro, Carlos Loureiro, e Emilia Faria. 2004. «Dermatite
enddgena induzida pela ingestao de niquel . A proposito de dois casos clinicosy. Revista

Portuguesa de Imunoalergologia XXII: 26 |-70.

Castro, Neemias de. 2002. «Cadmio, chumbo, cromo, mercurio e niquel nos rios do estado
de Sao Paulo e em peixes do Rio Sorocaba (Sao Paulo, Brasil)». Aleph: xi, 107 f.: il., .

https://repositorio.unesp.br/handle/| 1449/122191.

Comissio Europeia. 2015. cRECOMENDAGCAO (UE) 2016/1110 DA COMISSAO». EFSA
Journal 13(4): 2015-16. http://doi.wiley.com/10.2903/j.efsa.2015.4074.

Costa, Sandra. 2013. «Espectrofotometria de Absor¢ao Atémicay. Instituto Nacional de Satde

Dr. Ricardo Jorge: 147.

Domingos, Cristina Pestana. 2013. «Importancia do estado nutricional da gravida no decurso

da gestacaoy. Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

EFSA. 2015. «Scientific Opinion on the risks to public health related to the presence ofnickel
in food and drinking water». EFSA Journal. https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/

doi/epdf/10.2903/j.efsa.2015.4002.

Elpo, Eliane Rose Serpe, e Reanto Jodo Sossela de Freitas. 1995. «Avaliacao dos teores de

cadmio, chumbo, cromo, niquel nos alimentos das cesta basicay. 2 13: 71-84.

Eurofins. «Analysis of Babyfood». https://www.eurofins.de/food-analysis/industries/babyfood/

(31 de maio de 2018).

50



European Food Safety Authority. 2015. «Scientific Opinion on the risks to public health
related to the presence of nickel in food and drinking water». EFSA Journal

|EUROPEAN(2): 1-202. http://doi.wiley.com/10.2903/j.efsa.2015.4002.

Figueiredo, Ana. 2007. «Avaliagao da contaminagao metalica de cogumelos das regides da

Beira Interior e Tras-os-Montesy. : |164.

Filho, Dalmo Lima, e Fernando B Mainier. «Avaliacao Critica de Possiveis Contaminagoes

por Metais Toxicos em Leite em P6 Durante o Processo Produtivoy.

Gomes, Ana Rute Martins Costa. 2013. «Determinacao de Fluoroquinolonas em Tecido

Muscular de Avesy. Faculdade de Farmacia de Universidade de Coimbra.

Ikem, Abua et al. 2002. «Levels of 26 elements in infant formula from USA, UK, and Nigeria
by microwave digestion and ICP-OES». Food Chemistry 77(4): 439—47.

International Agency for Research on Cancer. 2012. «Nickel and nickel Compoundsy.

Lima, Veridiana Silveira. 201 |. «Confiabilidade analitica e garantia da qualidade da analise de

niquel em tecido vegetaly. : 32.

Londono Franco, Luis Fernando, Paula Tatiana Londono Munoz, e Fabian Gerardo Munoz
Garcia. 2016. «Los Riesgos De Los Metales Pesados En La Salud Humana Y Animal».
Biotecnoloia en el  Sector  Agropecuario y  Agroindustrial  14(2): 145.
http://revistabiotecnologia.unicauca.edu.co/revista/index.php/biotecnologia/article/view/ |

707.

Lopes, A. 2009. «Avaliagao da contaminagao em metais pesados no pescado: Andlise da
situacao do pescado comercializado em Portugal e dos alertas emitidos pelo sistema

RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed)». Universidade Nova de Lisboa.

Lopes, Henda Gongalves Antonio. 2014. «Avaliagao do estado nutricional e do teor em
metais pesados de plantas cultivadas nas hortas sociais do Instituto Politécnico de

Bragancgay. Escola Superior Agraria de Braganca.

Martins, Carla Teles, Ana Mercés, e Paula Alvito. 2009. «Ocorréncia de cadmio em produtos
a base de cereias, de origem convencional e bioldgica, destinados a alimentagao

infantil». Saide e Tecnologia 3(July 2015): 10-14.

51



Mesquita, Glenda Maris. 2014. «Metodologias de preparo de amostras e quantificacao de
metais pesados em sedimentos do Ribeirao Samambaia, Catalao-GO, empregando
Espectrometria de Absorciao Atomicay. universidade Federal de Goias.

https://repositorio.bc.ufg.br/tede/handle/tede/4128.

Miceli, Tatiane de Macedo. 2015. «Determinacao de cadmio e chumbo em Cereais por
espectrometria de absorcao atémica com forno de grafite apos combustao iniciada por

micro-ondas». Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Ministério da Salde. 2009. 23 Cadernos de Atencio Bisica SAUDE DA CRIANCA: Nutricao
Infantil: ~ aleitamento materno e alimentagdo complementar. http://bvsms.saude.

gov.br/bvs/publicacoes/saude_crianca_nutricao_aleitamento_alimentacao.pdf.

Monte, Cristina M. G., e Elsa R. J. Giugliani. 2004. «Recomendagbes para alimentagao

complementar da crianga em aleitamento maternoy. Jornal de pediatria 80(5 Suppl): 131—

41.

Nunes, Juliana Andrade. 2009. «Desenvolvimento de método para determinacao de Ag, AS,
Cd, Mn, Ni, Pb e Se em sangue por espectrometria de massas com fonte de plasma

acoplado indutivamente (ICP-MS) utilizando diluigda das amostras em meio alcalino». :

94.

Organizacao Mundial de Saude. 1981. «Cédigo Internacional de Marketing de Substitutos do

Leite Materno». : 16.

Pacheco, Joao. 2015. «Concentragao de metais pesados em espécies horticolas em

agricultura urbanay. Universidade de Lisboa.

Parlamento Europeu e do Conselho. 2013. «Regulamento (UE) n.° 609/2013 DO
PARLAMENTO EUROPEU E DO CONSELHO dey. Jornal Oficial da Unido Europeia 181:
35-56. http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0OJ:L:2013:181:0035:
0056:PT:PDF.

Parreira, Ana Rita Barroso. 2012. «Estudo comparativo do teor de metais contaminantes em
amostras de chas provenientes de agricultura tradicional e bioldgica». Universidade de

Lisboa. http://repositorio.ul.pt/handle/10451/11315.

Pina, Zeila Cristina Neves Evora de. 201 |. «Contaminantes Em Alimentos Para Criancas -

Simulagao in Vitro Do Contaminantes Em Alimentos Para Criangas - Simulagao in Vitro

52



Do». Universidade de Lisboa.

Pires, Pedro Alexandre Valente. 2017. «Implementagao e validagao da determinagao de

niquel em alimentos por absorg¢ao atémica de chamay. Universidade Nova de Lisboa.

Reilly, Conor. 1980. Metal Contamination of Food. |.* ed. ed. Elsivier Science. 1980.
https://books.google.pt/books?hl=ptPT&Ir=&id=6eWpW | ypldUC&oi=fnd&pg=PR5&dq=
lisk+reilly+metal+contamination+of+food&ots=3VAHLek | JU&sig=vf2c6PJvuXYSFtk2Ol
ya23b6SPg&redir_esc=y#Hv=onepage&q=lisk reilly metal contamination of food&f=false.

Ribani, Marcelo et al. 2004. «Validagado em métodos cromatograficos e eletroforéticosy.

Quimica Nova 27(5): 771-80.

Rocha, Adriano Ferreira Da. 2009. «Cadmio, chumbo, mercurio: a problematica destes

metais pesados na Saude Publicay. Universidade do Porto. http://repositorio-

aberto.up.pt/handle/10216/54676.

Rocha, Angela Fiiza da. 2017. «Que quantidade de leite dar a um bebé?»

http://www.vidaativa.pt/a/quantidade-de-leite/ (26 de junho de 2018).

Rodak, Bruna Wurr et al. 2015. «Adubacao com niquel na soja: teores nos graos e

produtividade.» Em XXXV Congresso BRasileiro de Ciéncia do solo, , 8—11.

Rodrigues, Ana Pimenta. 2017. «Praticas de alimentacao complementar e estado nutricional
de criangas dos 6 aos 23 meses do distrito de Caué, em Sao Tomé e Principe.»

Universidade do Porto.

Sa, Soraia Vieira Mendes de. 2014. «Implementacao e Validagao de Métodos para
Determinagao de Metais (Cd, Cu, Fe, Pb e Zn) em Amostras de Lamas de ETAR por
Digestio Acida seguida de Espectrofotometria de Absor¢io Atémica». Faculdade de

Ciéncias da Universidade do Porto.

Santos, Lisia Maria Gobbo dos. 2009. «Estudo De Diferentes Técnicas Da Espectrometria
De Absorgao Atomica Na Determinagao De Elementos Inorganicos Em Matrizes De

Interesse Sanitario». Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

Siqueira, Marianna Pozzatti Martins de. 2017. «Desenvolvimento de métodos analiticos para
a determinagao de metais traco em vegetais da familia Solanaceae por espectrometria

de absorgao atomica de alta resolugio com fonte continua em forno de grafite por

53



analise direta de solidos». Universidade Federal do rio Grande do Sul.

Soares, Aline Rodrigues. 2012. «Desenvolvimento de Métodos para Determinagao de
Chumbo e Niquel em Produtos Cosméticos e Cabelo por GF AAS». Universidade

Federal de Minas Gerais.

Tavares, Adriano Duarte. 2010. «Determinacao de Cadmio e Chumbo em Alimentos e
Bebidas Industrializados por Espectrometria de Absor¢ao Atomica com Atomizagao

Eletrotérmica». universidade Federal da Paraiba.

Ventura, Marta et al. 2016. «Ocorréncia de niquel em alimentos consumidos em Portugal :
resultados preliminares do projeto-piloto Total Diet Study». INSA - Boletim

Epidemioldgico Observagoes 5(17): 10—13.

Vinas, P., M. Pardo-Martinez, e M. Hernandez-Coérdoba. 2000. «Determination of copper,
cobalt, nickel, and manganese in baby food slurries using electrothermal atomic

absorption spectrometry». Journal of Agricultural and Food Chemistry 48(12): 5789-94.

Virga, Rhp, Lp Geraldo, e Fh Santos. 2007. «Assessment of heavy metal contamination in
blue crab specimens». Ciéncia e Tecnologia de ... 27(4): 779-85.
http://publicacoes.unigranrio.br/index.php/sare/article/viewFile/ 1229/752%5Cnhttp://ww
w.scielo.br/scielo.php?pid=S0101-206 120070004000 | 7&script=sci_arttext&ting=e!n

Zand, Nazanin et al. 2012. «Elemental content of commercial “ready to-feed” poultry and
fish based infant foods in the UK». Food Chemistry 135(4): 2796-280l.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.07.034.

Zanin, Tatiana. 2018. «Alimentacio do bebé aos 6 meses». Tua Saude.

https://www.tuasaude.com/alimentacao-do-bebe-aos-6-mes

54



5. Anexos

6TV

9SS

£¥'69
6865
0619
8619
99

S8°L9

LEOI
LSEN

LL'ETI

981

BIpow

868l 9'99 ©a.Iely
¥'¥9 ST9 BB
9989 80°'6¥ ea.Iely
STyL 868l ea.Iely
£0'6€ ST9 BoJew
'OURIq

el ss10l eaJew
86'8l 86°€y BJEl
'e8 868l BaJEL
9868 ST9 ea.Iely
SEY9 868l BaJRl
8'sy 868l ea.Jewl
BOURIq

9989 S'891 eaJew
SEepISIIIOD  SepIsLiIod eueaq
Juo) EedJew/edaew

opssN | eoidojoiq oeu auJed
eulpa|g ®ed130|oiq o'U edos
otlog
eandeinuyg
eulp3|g  ed180jolq oku eny
'ulp9|g ®di80joi1q Oku auJed
JBPURD)
-9psaN  ®dI3o|0lq o®U B3)08| OBU
olq Aqeg ed[30j01q eIn.y
9pseN | eoi3ojolq oeru auJed
'ulp9|g ®ediSojoiq oku edos
ejanbes -
SONJNIEN
—9pssN  eoidojoiq oeu eInJy
3|1oH ed130|01q sawin3s|
1IEYClg)
-9psaN | ®d180[0Iq OBU B9108| OBU
eInJ4
9p saJnd -
9juaupuor)  ediSojoiq oeu eInJy
e3135]01q
BJe] "OBU/EIISO[OIq S$903'OIID9dSy

ejuoud
oed19jeYy
ejuoud
o9y

eIn.4
ejanbeg/oelog
ejuoud
o9y

'YUlIE

BINIY
ejanbeg/oelog
eyuoud
o199y
ejuoud
oed9jey

BInJ
ejanbeg/oelog
eauoud
oed19jey

BYuLIEeY

eInI4
e1onbeg/oelog

STy
3p odiL

o3a..10g ap opesing

(edos) e110H ep OBd9ag

eaad %00

2[93IA @ sown3aT

2BRUDD)

SWEI|[IM B3

B9 A WOD BLIOH Bp sawngda
(edos) seanouad ap eI
o3ueJol, 3 eueuRg BSE|,|
od130|01q

sawn3a| ap eJn3siw dp dJng
SIE9J3d g 3 934nZ0|

®BlJIE| BYDR|Og
/ elueae / eueueg eInJ4 9ung

sejuo.d Se0dRjRYy

55



S9°8C
£4'8C

0T'6T
£9°6¢

6L°0€
¥8°0€
[441 k>

[4: 4K
96°1€

60°€E
Y9've
16'SE
¥T'9€

v1°6€

991+

18°¢y

W'y

ope1a19p

8681
19T

(40
61'8¢€

8681
SSvL
8681

8'C8
00 4

£9L1
8911
Ly'ey
96'sy

SI'ls

1T'LYy

99°'s¥

98°CS

9L'9%
86'81

86'81
8681

86'81
Sb'sS
ST'9

10°1¥
6S'LY

6'T61
SL°0€|l
86'81
6TL

ST'9

86'81

ST9

86'81

BOJB)

BOJBJ

RN
BOJBW

BOUBJ

BOUBJ

BOJBJ

BOUBJ
edJRW

eoJewl

BOJBJ

BOJBJ

eoJewl

BOJBJ

eoJewl

BOURIq
1R

edoJewl

- 9pseN
saoloq oiq
— uaqLINN

u9qLINN
u9qLINN

9pseN
saoloq oiq
— uaqLINN

u9qLINN

eUIP3|g
euIp3|g

3lloH

eulpa|g
elanbeg

— euipaig
3lloH

2PSeN
(oyuidod)
SIN-MEN
$914n30|

- 9PN
eIn.y

ap saJnd -
?jusaunuod)
e1CYClg)

- 9PN

e2130j01q oku
e213901q

e2130|01q okU
ed(30|01q OBU

e2130j01q oru
®213901q
ed(30|01q OBU

e2130j01q oru
ed(30|01q OBU

e213901q
ed130j01q oku
ed2130j01q oku
e213901q

ed130j01q oku

©2130/01q oeu

ed2130j01q oku

©2130]01q oBu

eany
eInly

eIny
€930¢|

auJed
eany
auJed

auJed
©9108| OBU
€910¢|
‘OBU/BIDE|
auJed
2Ny
©910¢|

‘OBU/EI1IE|

axiad

BSOWD4qQOS

ean.y

©910¢|

ejanbeg/oelog
'INJ4
e1anbeg/oelog
eIn.4
ejanbeg/oelog
'yulIe
eauoud
o9y
'INJ4
ejanbeg/oelog
eauoud
o199y
ejuoud
o9y
'yulIe

BYuLIEeY
eyuoud
o9y
eInJ
e3anbeg/oelog

BYuLIEeY

ejuoud
o9y

esawaJqos

eInu4
e1onbeg/oelog

BYulIE

o3uelJo|, eueueg
305
SEPBUOID9|9S SEPEBLIBA SBINJ4

8 00T SeadaD) wod seanayn|npy
SeInJy 4 9 sieauad g

o3ueJ4 Wwod elIoH ep sawn3aT
3 o€ | edel @ BUBURG Op OBID|IS
SaWN8a Wod eRUA 2 o3uedq

BYUIUJED WOD BIIOY Bp SOWNSaT
BUBUEQ  SIB9UD /

BIDAY
nJad wod sednoua’)

eloua) o eueueg O3urIO|, BSE
lIsenjy

BPEISSJ WOD BLIOH Bp SaWnN3aT

SeIN.y 9p Epe[es

seanuyinw endy ap aJ4nd

sonan|nw eded |

56



8681
8681
8681
8681
8681

8681

8681

980T
L9°1T
€12

¥9°TT

98°cT
L'ST
S6°SC

LLLT

ope1alep

opelslsp

ope1alep

ope1a19p

ope1a19p

ope1alep

ope1a19p

95°9T
69°0€
1S°61
€061
444

19°1€

LT'EE

€09
968
Sh'vS

[444

6Ty
66'6Y
4]

LL9Y

€L
2011
9LYT
LEOI
1€°€T

£0°CE

LTTT

86'81
86'81
SL°09

SE°60T

86'81
LI'vy
LS'Ly

L0y

BOURIQ
BOJRW
BOURIq
BOJEW
BOURIq
BOJBW
BOURIq
BoJEW

BOUBJ

BOJBJ

BOUBJ

'JR
BdJEeW
BOURIq
BOJEW
BJEL
BJBL
BOURIq
BOJBW

NN

BJBL

Aqeg ouaH
Aqeq oJaH

9o0p o3uld
9%0(
o3uld

05
g eInJ4

23N
ejanbes -
SONJNIEN
- 9PN
eianbes -
saN4NIeN
- 9)IseN
(oelog)
d[I°oH
ueyony
-Aqeg
05

2 BINI
(saol0q
oig)
u9qIINN

oiq Aqeg
3||0H

eulpaig
oujjo8o A

ed[30|01q o®U
e2130|01q OkU
ed2130j01q oku
e2130j01q oru
e2130j01q oru

ed(30|01q OBU

e2130j01q oru

ed130j01q oku
e213901q
ed130j01q oku

©2130]01q oBU

ed180|01q
ed180|01q
e2139|01q

ed2130j01q oku

eInly
eany
eInly
eany
eany

eIny

eany

2Ny
eany
auJed

eany

auJed
eInJy
sawnga|

QuJed

eIn.4
e1anbeg/oelog
eInJ4
elanbeg/oelog
eIn.4
e3anbeg/oelog
eIn.4
ejanbeg/oelog
eIn.4
ejanbeg/oelog
eIn.4
e3anbeg/oelog

eInJ
ejanbeg/oelog

eIn.4
e3anbeg/oelog
BIn.
ejanbeg/oelog
eyuoud
o9y
eIn.4
ejanbeg/oelog

eyuoud
oed19jeYy
eInJ4
e1onbeg/oelog
eyuoud
o194y
ejuoud
oed19jeYy
BINI

SpJoA Bdel

BJNOUSD 3 BUBUE] ‘BJ9d

eSewW 9 eudd

OB[W BIDUES}

3 007 ©5®| @ eueuRg 9P OBID|9S

SEpelIeA seIn.y

BIDAY 9 BuBUERg BIRl

eydejog ElueJeT] BUBURY
eJad o Bdel

B]93IA 9 sawnga| souanbay
[eanIeN
914n3o0| @ o3ueliol ‘eueueg

80ST
ZOJJy WO 19W.Jnor) odue.4

BUBUEQ S BdR

0313901q

ZOoJJe 9 'J0qOqy 9p 24nd
ByUILIED

9 SeJnou’’) Sp opejnisy

57



8681
8681
8681
8681
8681
8681
8681
8681

8681

8681
8681
8681
8681
8681

8681
8681
8681

8681

ope1219p

ope1alep

ope1alep

ope1a19p

ope1alep

ope1a19p

ope1a19p

ope1alep

ope1a19p

ope1219p

ope1a19p

ope1a19p

ope1219p

ope1219p

ope3a1sp
ope1a19p
ope3a1sp

ope1219p

89'q€
€L°1T
67'8T
8681
8681
99°1T
6v°0¢€
6£°0T

¥8'9T

(443
8001
9'l-
(0/40]

8g'LE

9L'1T
08°CI
8Tt

16°€E

89°€T
86'81
79's¢g
86'81
L0l
90's1
16°0C
6TV

80°cl

95'61
68'S1
LL'SE
¥T91
96'S

61y

88'8l
19°S€

4%:14

BOJB)

BOJBJ

BOJBJ

BOUBJ

BOJBJ

BOUBJ

BOUBJ

BOJBJ

BOJB)

BOJB)
BOURUQ
eJJRW
BOURUQ
BJJRW
BOURUQ
BJJRW
BOUR.Q
BOJBW
BOURUQ
BOJRW
BOJBW

BOJRW
BOURIQ
edJRW

uaqlINN
u9qLINN
u9qLINN
eUIP3|g
opseN
3lloH
3lloy
3lloH
3lloH

(sao10q
oig)
usqLANN
Chlelq|
o3uld

aydewWJIAU|
SAIEN o))
aydewWIU|

ajusunuod
uLBy I
eUIP3|g

BUBWINH

e2130j01q oku
ed[30|01q o®U
e32130j01q oku
e2130j01q oru
ed2130j01q oku
®213901q
®213901q
ed130|01q

e213901q

ed2130|01q
©2130]01q oBu
ed130j01q oku
ed2130j01q oku
©2130]01q oeu

ed2130j01q oku
©2130]01q oBu
ed2130j01q oku

©2130]01q oBu

auJed
auJed
auJed
auJed
auJed
sawn3|
auJed
auJed

QuJed

auJed
©910¢| OBU
©910¢| OBU
©910¢| OBU

©910¢|

©910¢|
€330¢|
©910¢|

oed19jeYy
ejuoud
o190y
ejuoud
o190y
ejuoud
o9y
ejuoud
o199y
ejuoud
o9y
eyuoud
o9y
ejuoud
o199y
eyuoud
(o] IETEN|

ejuoud
oed19jey

BYuLIEeY
'YuLIeY
'yuLIeY
BYulIE

'YUlIE
BYulJIE
'YUlIE

eINI4

eInJy | e3anbeg/oeiog

ZoJJe wod o3ued
sawngs| wod odue.
sawin3a| Wod eRIA
o3ueJy WOD BIBIRqG IP INnd

o3ueJ) WOd Zoduy

[ea8a3u

ZO.JB WOD SO|020.q dp d4nd
od130|o1q 03uel) SuJed

9 [eJ391ul ZOJJ® ‘B1OqOQE Sp 34nd
0313901q

o3ueuy 9p duJeD) p dund
ed[30]01q BIBA

du.Ed 9 BIEIEQ ‘BJNOUDY) dp ddnd

3 00T
NJ9d WO BLIOH Bp sawnga

03113 9p eyulieq

(057

BlIB[\ BYDE|OQ B1DE| OBU BYUlJE]
[ow @ [eadad)

solNJ} G B9128| BYULIE

edew ea1dg| eyulaeq
e310e7 eded
zoJJe 3 oyjiw eded |

e5ew e3uew 039ssad

(]
[¥e)



99°s-
19°l

9T'L

(4%}

19°CI
86CI
0LY1
Ul
¥8'Sl
8691
SI°LI
vELI
8681
8681
8681

8681

8681

ope12919p

Ope12919p
Op®e12319p

ope1s1sp

V4
S99
€69
80T
8681
99°¢€S
§5°991
STyL
S0°0l |
S6°€01
99°8L
8681
60°1-
8681
L1°01

L1

70Tt

9'LL
S0°S0|
86'81
66
LTy
§S°LS
‘18l
8681
1°€L
5626
S0°LS
[4%:]3
L0'SE
q'es
66'81

Sql

[4:3

eoJewl

eoJewl

eoJewl

eoJewl

eoJewl

eOJRW
BOURQ
eOJRW
BOURUq
edJRW
BOURUQ
eOJRW
BOURUQ
BJJRW

eJJRW
BOURUQ
eOJRW
BOURUQ
BJJRW

edoJewl

edJewl
eoJewl

edJewl

9||oH
ejonbes

3JloH

3||oH
(oe109)
3||oH

usqliInN
elonbes
9||oH
ueyony
-Aqeg

alypoows -
?juaunuod)

Aqeg oJaH
OEloq
dlI°H

eUBWNY

oquin|
oujjo3of
- 9P3seN
oujjo3of
- 2PSeN
'uip?|g
BYUIDE |
eandeinuyg
- BUIP3|g

®213901q
e213901q
ed130j01q
®213901q
ed2130j01q oku
®213901q
e2130]01q oBu
ed2130j01q oku
©2130]01q oBU
ed2130|01q
e213901q
©2130]01q oBU
ed130j01q oku
©2130/01q oeu
ed2130j01q oku

©2130]01q oBu

ed2130j01q oku

eany

eIny

eIny

eany

©9108|

eany

QuJed

esawa.Jqos

eany

©9108| OBU

eany

eany

esawaJqos

BSOWD4qQOS

BSOWD.qOS
BSOWD4qQOS

esawJqos

ejanbeg/oelog
eInJ4
e1anbeg/oelog
eIn.4
e1anbeg/oelog
eIn.4
ejanbeg/oelog

'yulIe

eIn.4
ejanbeg/oelog
ejuoud
o9y

BSOW.qOS
BInJ
ejanbeg/oelog

'yuLIeY

eIn.4
ejanbeg/oelog
eIn.
ejanbeg/oelog

esowaJqos
esawaJqos

esawa.4qos
esawaJqos

BSOWIQOS
eyuoud

03141 9 sessoquied) ‘03assad ‘Baad
$O3INJ} d BINOUID)

0Iq IMD] d BuBUE(q ‘BI3
02130|01q o1JIW 3 BSew Sp dJ4nd
(e1oA®

oyjiw) ua1n|3/s eded eaipwiigd
saJyeuldsa o eSew ‘euad

o3ue.y d 9pJaA oellag

opeJedndy |eanleN

OSOWR.D) B91DET BSIWS.qOS
e3uew o edel

sIeaJadnny

sod130|o1q soINnJy 3 1jsan|,|
eueueq Bde||

o3ueJo|,|

9(] Osowa.) B31OB BSAWD4qOS
®BlJIE] BYDR|Og

eUBURg

eyoe|og 9 eSew eyude|

ede|| expwy

o
LN



pu

pu

pu

pu

pu

pu

9l

99t~

£b's-

99°L

959

(434

604~

989

99y~

¥9's

eoJewl

BOURUQ
edJBW
BOURUQ
edJeW

BOURUQ
BOJRW

BOURIq
eOJRW

BOURIq
BOJBW

'up?|g
(oquin|)
ueyony
- Aqeg
Chlelq|
o3uld
(oquin|)
ueydny
- Aqeg
(oqun()
ueyony
- Aqeg
oqun(

- ueyone
Aqeg
(e39nbes)

©2130]01q oBU

ed2130j01q oku

©2130]01q oBu

ed2130j01q oku

©2130]01q oBu

ed2130j01q oku

esawaJqos

©9108| OBU

©910¢|

©910¢|

©910¢|

esawJqos

BYUIIE

BYuLIEeY

'YUlIE

BYulJIE

'INJ4

eIy eI9nbeg/oelog

BIn.

9119 g 03assad osowa.D) Ipa|g

BlJBW BYDB|Oq D SIE3J3D §

eJad ap e9108| BYULIRY

SeINJNW ©3108| "4

©910¢| BYULIE

seInJy ap 4ng
eyadsa

60





