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RESUMO

O aleitamento materno € uma atividade de suma importancia tanto para
o bebé quanto para as maes e, de acordo com a OMS, deve ser a Unica forma
de alimentagcdo dos neonatos até os seis meses de idade. Dentre os
componentes do leite materno encontram-se elementos imunoldgicos além de
macro e micro nutrientes essenciais. No entanto, contaminantes inorganicos
ibnicos presentes no ambiente, como cromo, chumbo, cadmio, mercurio,
selénio e outros sdo micronutrientes toxicos que podem interferir na
composicdo do leite, prejudicando o lactente. O objetivo deste trabalho é
elaborar um Procedimento Operacional para dosagem de Cr e Pb no LH.
Foram utilizadas 42 amostras, divididas em 21 pares, sendo enviadas do
Banco de Leite do hospital, cada par composto por uma amostra do LH in
natura (Baseline) e outra de leite com adicdo do proprio leite liofilizado na
proporcao 2:1(Concentrado). Foram testados quatro tipos diferentes de preparo
prévio das amostras, realizados no Setor Metais do Laboratorio de Pediatria do
HCFMRP-USP. Dentre os preparos testados, constatou-se que 0 mais
adequado envolvia digestdo das amostras em bombas de Teflon com acido
nitrico suprapur na proporcdo 1/1, posterior diluicdo 1:5 em agua ultra pura,
microcentrifugacdo a 13.000RPM e leitura no EAA FG 640Z seguindo as
rampas de aquecimento padronizadas no setor, com ponto de atomizacdo
2600°C para Cr e Pb , comprimentos de ondas especificos da LCO para Cr
357,9 e Pb 283,3 nm, em tubo de grafite partition, usando 20 ul de amostra do
preparado para cromo com curva de calibragdo de padrdes de 5, 10 e 20 ug/L
e 25 ul para o chumbo, 20 ul da amostra e 5ul de um modificador de matriz,
NH4H2PO4, baseando-se em curva de calibragdo de 10,20,30,40 ug%.
Encontramos em 90,5% das amostras valores de Cr variando entre 0,27 a
2,27ug/L, de forma semelhante as variacdes nos estudos observados, entre
0,9 e 3,72 ug/L. Para o Pb valores na ordem de 0,29 a 2,90ug% foram obtidos
em 88% das amostras, o que vem de encontro as literaturas, 0,20 a 1,68ug%.
Para validacdo da metodologia fizemos acréscimo de padréo no LH baseline e

concentrado tendo 100% da amostragem satisfatoria.

Palavras chave: Procedimento Operacional, Leite humano, Cromo, Chumbo,

Espectrofotometria de Absorcdo Atémica.
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1. Introducéo
1.1. O leite materno

O aleitamento materno tem grande importancia na vida e sobrevivéncia
do recém-nascido pois atende as necessidades imunoldgicas, nutricionais e
psicolégicas da crianca (PARADA et al., 2005). Essa pratica traz beneficios
tanto para as criangas, quanto para as maes, que tém o risco reduzido em 66%
de desenvolver cancer de mama(REA, 2008). Além disso, segundo KAC et al.
(2004), a diminuicdo do peso pos parto também esta relacionada ao tempo de
aleitamento materno (KAC et al., 2004). De acordo com a OMS (Organizacao
Mundial da Saude), as criancas devem ter aleitamento materno exclusivo até
os seis meses de idade, sendo este aconselhavel até os dois anos de idade,
quando possivel. No Brasil, de acordo com um estudo em 2009, a prevaléncia
do aleitamento materno exclusivo (AME) foi 41%. Ja nas capitais, entre as
criancas de 9 a 12 meses, a prevaléncia foi de 58,7% (BRASIL, 2009).

O leite materno é uma fonte rica de nutrientes necessarios as criancas, e
€ composto por macro e micronutrientes, sendo suas concentracdes variaveis
de acordo com alguns fatores, incluindo a dieta materna durante a gravidez. A
lactose é o principal aclcar presente na composicdo do leite materno, assim
como a presenca de acidos oleico e palmiticos na categoria das gorduras. Os
principais minerais constituintes do leite materno sdo sddio, potassio, calcio
(25-35 mg/100ml), magnésio, fosforo (13-16 mg/100ml) e cloro. Outros
minerais como ferro, zinco e cobre, tém suas concentracdes variadas. Em torno
de 25% do nitrogénio presente neste leite é representado por compostos ndo
proteicos, como ureia, creatinina, e amino acidos. Além disso, todas as
vitaminas, com excecdo da vitamina K, sdo encontradas em concentracoes
significantes (Tabelal) (PICCIANO, 2001).

A composicao do leite materno com relagdo aos macronutrientes difere
de acordo com a idade gestacional no momento do parto. Isso implica dizer
que em recém-nascidos pré termo o leite tem em sua composicdo niveis
maiores de proteina e gordura. O sistema imune dos recém-nascidos €
considerado imaturo no momento do nascimento e sdo o0s anticorpos da méae
que irdo participar da defesa contra possiveis patdgenos. Dessa maneira, 0

leite materno ira proteger o recém-nascido contra infec¢des e inflamacdes por
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conter fatores imunolégicos que irdo ajudar na construcao da barreira inicial do
neonato. Citocinas presentes no leite podem ter a fungdo de defesa contra
infecgdes (reduzindo assim, as chances de inflamacéo), ou a exacerbacao das

inflamacdes, ativando a resposta do sistema imunoldgico, que a partir de entéo,

comeca a amadurecer (BALLARD; MORROW, 2014).

Tabela 1: Constituintes qualitativos do leite materno

Proteinas Vitaminas Carboidratros Minerais e
Hidroliticas fons
Alfa-Lactalbumina Biotina Lactose Bicarbonato
Beta-Lactoglobulina Colina Oligossacarideos Célcio
Caseina Folato Glicopeptideos Cloreto
Enzima Inositol Fatores Bifidos Citrato
Fatores de Niactina Magnésio
Crescimento
Hormonios Acido Pantoténico Fosfato
Lactoferrina Ribloflavina Potassio
Lisosimas Titamina Sadio
IgA e outras Igs Vitamina B12 Sulfato
Vitamina B6
Vitamina C
Compostos Tracos
N&o-Proteicos Células Lipideos . :
: Minerais
Nitrogenados
Alfa-Aminonitrogeno Células Vitaminas Cromo
Epiteliais Lipofilicas
Creatina Leucdcitos Caroteno Cobalto
Cr eatinina Linfocitos Vitamina A Cobre
Glucosamina Macrofagos Vitamina D Fluor
Acidos Nucléicos Neutrdfilos Vitamina E lodo
Nucleotideos Fragmentos do  Vitamina K Ferro
Poliaminas citoplasma Acidos Graxo Manganés
Ureia Fosfolipideos Molibdénio
Acido Urico Triglicerideos Niquel
Esterois Selénio
Hidrocarbonos Zinco

Fonte: PICCIANO, 2001

Além dos macro e micronutrientes essenciais presentes na composicao
do leite, existem outras substancias que podem estar presentes e causar

efeitos adversos nos lactentes. Essas substancias atravessam as barreiras
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celulares e se difundem no leite e, dessa forma, chegam ao organismo da
crianga. Um exemplo dessas substancias sdo os medicamentos usados pelas
maes durante e ap0s a gravidez, que podem contaminar o leite, (SPENCER;
MEMORIAL, 2001), e por diversas vezes sdo a causa da interrupcdo do
aleitamento materno precoce. A concentracdo de medicamento no leite esta
relacionada diretamente as doses ingeridas pela mée e, por esse motivo, é
fundamental o conhecimento do médico sobre a utilizacdo dessas substancias.
O fumo também é uma substancia que esta presente no leite materno e pode ir
para o organismo do lactente, ainda, pode levar a diminuicdo da producéo de
leite. Além dessas substancias, pode existir também a presenca de metais
pesados diferentes dos metais essenciais constituintes do leite mencionados
anteriormente, capazes de prejudicar o desenvolvimento da crianga, como o
chumbo, cromo, caddmio e mercurio. Além desses, também s&o monitorados na

saude publica 0 manganés, niquel, arsénico, entre outros (PEIRANO, 2003).

Os metais pesados séo provenientes da contaminacdo do leite materno
por ingestdo de agua e alimentos contaminados que tém origem em um solo
previamente contaminado, assim como pelo contato da pele ou respiracdo
(NICKERSON, 2006). Os metais pesados sao exemplos de poluentes
ambientais que podem ser transmitidos no leite humano. Substancias que sao
contaminantes do leite materno tém alta lipossolubilidade, gerando lento
metabolismo e excrecdo dos mesmos (DEL CIAMPO; RICCO, 1998). Eles séo
definidos por terem densidade superior a 5g/cm3 e estdo presentes em
diferentes situacdes do cotidiano como em pigmentos, industrias, construcoes,
entre outros, até mesmo em cosmeéticos. As atividades realizadas pelos seres
humanos séo a principal causa das alteragcbes ambientais que podem acarretar
a poluicdo do meio ambiente por esses tipos de substancias. Por esse motivo,
€ necessaria a aplicacdo de projetos e politicas publicas que estejam
relacionadas a esse assunto (MILLENNIUM ECOSYSTEM ASSESSMENT,
2004).

Com o passar dos anos tém sido crescentes os efeitos na saude
relacionados aos poluentes e alteracdes no meio ambiente. Dessa maneira,
houve um aumento também nos estudos relacionados aos efeitos adversos

causados na populacdo, observando o grande impacto dos poluentes em
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criancas (PRATES, 2006). Estudos mostraram que a exposicao a determinados
tipos de metais pesados, como o chumbo, cadmio e mercurio, pode induzir
alergias e doengas autoimunes, pelo resultado da producdo de autoanticorpos
(CARDOSO, 2010). Além disso, determinados metais pesados podem causar a
supressao da apoptose, acarretando o desenvolvimento de linhagens celulares
anormais, que estdo relacionadas a autoimunidade e céanceres (CARDOSO,
2010; RANA, 2008).

Dentre os metais pesados, chamados assim por um erro vicioso de
linguagem visto que sdo contaminantes inorganicos i6nicos provenientes do
meio ambiente e podem interferir na composic¢ao do leite materno, destacam-se

cromo e chumbo.
1.2. Cromo (Cr)

O Cromo é um metal pesado presente no ambiente e em nutrientes, no
entanto € historicamente conhecido e assimilado & historia de indastrias de
manufaturas de produtos como aco inoxidavel e solda. As formas mais comuns
de Cr sdo a trivalente (Cr Ill) e a hexavalente (VI), sendo a primeira
termodinamicamente estavel e encontrada em alimentos, incluindo o leite
materno, e a segunda, toxica, encontrada em poluentes (SALNIKOW; ROOM,
2009).

No corpo humano, o Cr Ill é um nutriente essencial que participa do
metabolismo dos lipidios e carboidratos, no entanto, ele tem baixa absor¢ao no
trato gastrointestinal. As taxas de absorcéo do Cr Il contido em alimentos varia
de 0,4% a 2,5% do total consumido e a porcdo absorvida é armazenada no
figado, bacgo, tecidos moles e 0ssos, o0 restante € expelido pelas fezes
(QUINTEROS et al., 2007). No leite materno, estudos apontam que as

concentragdes de cromo variam de 0,3 a 0,4pg/L (CASEY; HAMBIDGE, 1984).

Ao contrario da forma trivalente, o Cr VI é altamente toxico,
principalmente por ser um agente oxidante(QUINTEROS et al., 2007), sendo a
principal causa de cancer no trato respiratorio além dos efeitos adversos
causados nas funcdes reprodutivas, no figado, nos rins e em tecidos nervosos.

Seu potencial carcinogénico € aumentado quando somado a exposi¢cdo de
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outros agentes carcindgenos, que atuam sinergicamente com o Cr VI, como
tabaco e raios UV (QUINTEROS et al., 2007; SALNIKOW; ROOM, 2009).

A principal forma de exposicdo ao Cr VI é a ocupacional, que ocorre
principalmente em trabalhadores industriais durante fabricagdo de cromato,
cromagem, soldagem de aco inoxidavel além de curtume (processamento de
couro), tintas e esmaltes. A exposi¢cdo ocupacional de compostos com Cr VI &
considerada uma das causas do desenvolvimento de cancer no trato
respiratorio de trabalhadores industriais e soldadores, sendo estimado 10 a 45
entre 1000 mortes em trabalhadores expostos (QUINTEROS et al., 2007;
SALNIKOW; ROOM, 2009).

No entanto, por conta deste metal estar presente em produtos como
tintas e pigmentos, a exposicdo ambiental também deve ser considerada,
principalmente porque, como todos 0s metais, 0 cromo ndo € biodegradavel e,
desta forma, persiste no ambiente. Ela ocorre principalmente pela ingestdo de
agua contaminada devido a proximidade de fontes a industrias e fabricas de
manufaturas de cromo que despejam residuos contaminados com Cr VI. Ainda,
a exposicdo ambiental pode ocorrer pela presenca de particulas deste metal
emitidas por conversores automobilisticos, que se concentram no ar em areas
densamente populosas (QUINTEROS et al., 2007; SALNIKOW; ROOM, 2009).
Desta forma, nota-se que a exposicdo a forma téxica do cromo ocorre

exclusivamente devido a atividades antropicas.

A forma hexavalente deste ion, assim como o Cr Ill, consegue
internalizar as células (ao ser absorvido no trato gastrointestinal) através de
canais de sulfato devido & sua semelhanca com fosfatos e sulfatos; no
ambiente intracelular, o Cr VI sofre reducéo até sua ultima forma, o Cr Ill. No
entanto, durante este processo de reducdo sao gerados os intermediarios Cr IV
e Cr V, além de espécies reativas de oxigénio. Este evento é responsavel pela
geracdo de danos genotoxicos, teratogenicidade e outras formas de toxicidade
deste metal, que variam de acordo com o tipo celular, a concentragcao do metal
no organismo e o tempo de exposi¢cao. Estudos com ratos mostraram que o Cr
VI pode se acumular na hipofise anterior, afetando a liberacdo do hormdnio

prolactina, o que pode diminuir a indugdo da producdo de leite em seres
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humanos e, desta forma, afetar a nutricdo de lactentes (CARDOSO, 2010;
QUINTEROS et al., 2007; SALNIKOW; ROOM, 2009).

1.3. Chumbo (Pb)

O chumbo (Pb) é um metal pesado com alto potencial toxico e tem se
tornado um problema de saude publica devido a seus efeitos adversos
(KOYASHIKI et al., 2010). Os principais efeitos deste metal sdo o de interferir
na biossintese do heme dos eritrocitos e no metabolismo e absor¢éo do célcio,
que podem levar ao desenvolvimento de uma anemia. Além da sua capacidade
de alterar estrutura e funcdo de determinadas proteinas ao ligar-se a grupos
sulfidrilas (CUNNINGHAM, 2007). Soma-se a esses efeitos, o de interferir nos
sinais de transmissdo dos neur6nios, na bomba de sddio e potassio das
membranas celulares e no metabolismo da vitamina D. Ainda, o Pb pode

suprimir as glandulas adrenais e tirebide (RANA, 2008).

Assim como 0s outros metais, a exposi¢ao ao Pb pode ocorrer de forma
ambiental e ocupacional. A principal forma de exposi¢do ambiental ocorre por
alimentos, agua ou ar contaminados; mais atualmente, estudos comprovaram a
contaminacdo de alimentos pela utilizacdo de panelas e recipientes esmaltados
(DOREA; DONANGELO, 2006). A exposicdo ocupacional ocorre mais
comumente em trabalhadores de fabricas de bateria, fundicdo e
producdo/manutencédo de radiadores (CUNNINGHAM, 2007). No entanto, seus
efeitos téxicos irdo depender do periodo de exposicdo e estados fisiologico e
nutricional do individuo (DOREA; DONANGELO, 2006).

Cerca de 10% a 15% da quantidade de Pb ingerida € absorvida pelo
trato gastrointestinal, podendo esta porcentagem aumentar em casos de o
organismo estar em deficiéncia de ferro, jejum ou em casos de gestantes. Apés
absorcdo, o Pb liga-se a eritr6citos e, em um periodo de semanas, €
depositado preferencialmente nos o0ssos, mas também no figado, rins, medula
e cérebro. Como o0 corpo humano ndo possui nenhum processo ativo de
eliminacdo do metal, esta pode acontecer pela descamacdo da pele,
crescimento das unhas, secrecéo biliar e filtracdo glomerular (CUNNINGHAM,
2007).
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Devido a sua semelhanca estrutural e i6nica com o calcio, o Pb
consegue ser absorvido no intestino e deposita-se nos 0ssos, ficando 14 como
reservatorios. Nos rins, pode causar fibrose intersticial e nefropatia progressiva,
além de afetar o sistema renina-angiotensina, causando hipertenséo
(CUNNINGHAM, 2007). A eritropoiese também é prejudicada com a exposi¢cao
ao Pb visto que este inibe a sintese de protoporfirina e absorcdo de ferro,
necessarios para a formagdo de novas células sanguineas. No sistema
nervoso central, o Pb afeta o desenvolvimento comportamental e cognitivo em
criancas e adultos (DOREA; DONANGELO, 2006) e esses efeitos podem
persistir mesmo que os niveis do metal no organismo voltem para seus valores
de referéncia normais (KOYASHIKI et al., 2010).

Os sintomas de exposicdo ao Pb sdo dificeis de se definir devido a
fatores intrinsecos do hospedeiro e a natureza inespecifica dos sintomas, que
podem variar entre fadiga, dificuldade de concentracdo, perda de peso, nausea
e mialgia. Apesar disso, as caracteristicas classicas que sdo consequéncias de
sua alta toxicidade séo: colicas abdominais, doenca renal, encefalopatia,
convulses e neuropatia periférica. O Pb também esta associado a
anormalidades espermaéticas e aborto (CUNNINGHAM, 2007).

Quanto aos mecanismos de acao a nivel molecular, o Pb simula a acao
do céalcio e seu excesso no interior da célula pode levar a apoptose por
despolarizar as membranas da mitocondria, resultando na liberagcdo do
citocromo C, ativacdo de caspases e consequente apoptose. O Pb também é
capaz de se acumular no nucleo das células e, apesar de ndo causar efeitos
toxicos diretos, aumenta a susceptibilidade a outros agentes genotoxicos. Além
disso, ele interfere nos mecanismos de reparo do DNA e liga-se as histonas,

diminuindo a protecédo ao material genético (RANA, 2008).

Quanto a influéncia do Pb durante a gestacdo, sabe-se que sua
absorcdo é maior neste periodo e que o metal € capaz de ultrapassar as
barreiras placentérias, sendo transferido para o feto, e de se acumular em
tecidos fetais (AL-SALEH et al., 2013). Foi observado que 80% dos niveis de
Pb no sangue materno estdo contidos no sangue do feto, por isso, 0s niveis
maternos de Pb ndo podem ultrapassar 0,63umol/L (CUNNINGHAM, 2007). A

retencdo de metais na placenta ou a transferéncia deles para o feto pode ter
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efeitos adversos tanto para o desenvolvimento fetal quanto no curso e
prognoéstico gestacional (AL-SALEH et al.,, 2013). Além da transmissédo via
placenta, o Pb contido no sangue materno, decorrente da exposi¢cdo da méae ao
metal ou de seu reservatério nos 0ssos, pode ser secretado no leite materno e
expor o bebé pela alimentacdo (ETTINGER et al., 2004).

A exposicdo ao Pb durante o desenvolvimento fetal e amamentacéo
dependem da quantidade do metal no corpo da mée e dos fatores que regulam
seu transporte para a placenta e glandula mamaria. A gravidez e lactacdo séo
periodos de grande necessidade de célcio, o qual fica armazenado
principalmente nos ossos, assim como o Pb (DOREA; DONANGELO, 2006).
Estima-se que 5% da massa 6ssea da mulher é mobilizada durante a lactacédo
(NASCIMENTO, 2006). Desta forma, o Pb sera mobilizado dos o0ssos
juntamente com o calcio nesses periodos, aumentando os niveis deste metal
no sangue materno. Alguns estudos atestam que a baixa ingestdo de calcio
pela lactante favorece o maior recrutamento de chumbo dos o0ssos e,
consequentemente, maior liberacdo deste no leite (DOREA; DONANGELO,
2006).

A principal fonte de Pb no leite humano sdo os 0ssos e a alimentacao
materna e sua mobilizacdo continua até seis meses apds o parto. No entanto,
estudos mostraram que os niveis de Pb tendem a diminuir ao longo da lactacdo
(ETTINGER et al., 2006). Este fato pode ser em partes explicado pelas
diferengas na composi¢cao do colostro e do “leite maduro”, visto que o colostro
tem niveis mais elevados de chumbo que o “leite maduro”, caracterizado por ter
mais proteinas e menos gordura em sua constituicdo. Ainda, acredita-se que o
Pb tem baixo coeficiente de transferéncia do sangue para o leite devido a sua
alta afinidade com proteinas do sangue, mas os resultados sdo controversos
guanto a isso (KOYASHIKI et al., 2010).

A exposicdo ao Pb para o bebé é mais quantitativamente significante
durante o periodo pré-natal do que durante a amamentacdo (DOREA;
DONANGELO, 2006)(DOREA); ainda assim, nos primeiros 60 a 90 dias de vida
do neonato, o leite materno contaminado contribui para 36% a 80% da
qguantidade de chumbo no sangue do bebé (ETTINGER et al., 2004). O cérebro

fetal tem maior sensibilidade aos efeitos téxicos do Pb comparado ao cérebro



17

de um adulto, pois a barreira encefélica dos fetos é imatura e incapaz de
promover protecdo suficiente para o 6rgdo (KOYASHIKI et al., 2010), o que

agrava ainda mais a situacao de exposicao ao Pb pelo leite.

Como o Pb é capaz de se acumular no organismo humano por longos
periodos de tempo, o feto € vulneravel e susceptivel aos seus danos mesmo
que a mae tenha deixado de ser expor ao metal muitos anos antes da
gestacdo. A meia vida do Pb no leite, assim como no sangue, € de 35 dias
(KOYASHIKI et al., 2010). Para um recém-nascido de 3kg, o valor maximo de
ingestédo diaria de Pb permitido é 3,6ug/dia (NASCIMENTO, 2006).

Apesar da facilidade de exposicdo dos recém-nascidos pelo leite
materno e dos efeitos adversos do chumbo, assim como de outros metais
pesados como cadmio e cromo, os beneficios do aleitamento materno devem
ser avaliados por um conjunto complexo de dados. Por isso, pode-se afirmar
gue o aleitamento materno € seguro e recomendado até 0s seis primeiros
meses de vida do lactente. Ainda assim, o monitoramento do leite para a
presenca destes metais se faz importante, visto as consequéncias da
exposicao ao cadmio, cromo e chumbo ndo s6 para o lactente, mas também

para a lactante.
2. Objetivo

Elaborar Procedimento Operacional para dosar Cromo e Chumbo no

Leite Humano.
3. Materiais e métodos
3.1. Materiais

Utilizou-se para otimizacdo das metodologias analiticas de Cr e Pb no
leite humano o excedente do leite maduro doado por mulheres em idade
reprodutiva que realizaram a coleta em seus domicilios ou no Banco de Leite
Humano (BLH) do HCFMRP- USP de Ribeirdo Preto, Sado Paulo, no periodo de
janeiro a agosto de 2016. As replicatas destes leites fazem parte da tese de
doutorado intitulada “Concentragcdo de Micronutrientes no Concentrado com

Liofilizado de Leite Humano para Alimentacdo de Recém-nascidos Pré-termo
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de muito baixo peso” de Mariana Moraes de Oliveira, nutricionista, pos
graduanda pelo Depto Puericultura e Pediatria do HCFMRP-USP.

As mulheres cujo excedente de leite foi utilizado para esta pesquisa
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) concordando
com sua participacdo no estudo prospectivo que fazem parte de um Projeto
(com n°® chamada 05/2013), trabalhos financiados pela  Fundag&o Bill e
Melinda Gates em parceria com Ministério da Saude e CNPq, intitulado na
primeira etapa como “Elaboracdo de um concentrado com liofilizado de leite

humano para alimentacéo de recém-nascido pré-termo de muito baixo peso”.
3.1.1. Coleta e Pasteurizagdo das amostras

Todas as mostras de leite humano foram coletadas manualmente, pela
ordenha da prépria doadora, ou de forma mecanica, pela ordenhadeira em
sistema fechado para evitar contaminacéo, e acondicionados em recipientes de
vidro para manter as propriedades nutricionais e principalmente as
imunolégicas do leite humano. Os frascos de coleta foram devidamente
identificados de acordo com as doadoras e imediatamente armazenados em
freezer a -20°C. Nos casos das coletas domiciliares, as mulheres doadoras
eram devidamente instruidas para realizarem o procedimento de forma
apropriada e acondicionavam o leite no freezer de suas casas até serem
transportados (duas vezes por semana), para o BLH do HCFMRP-USP situado
na Av. Santa Luzia n°387, Jardim Sumaré em Ribeirdo Preto.

Dentre as recomendacdes para coleta das amostras, deve-se mencionar
o desprezo do primeiro jato de leite, correta higienizacdo das maos, uso de
mascara e touca (fornecidas pelo BLH) além de cuidados como evitar fios de
cabelos ou ciscos dentro do frasco de coleta para que o material ndo seja
desprezado. A validade do leite apés coleta é de aproximadamente sete dias
antes de ser pasteurizado desde que mantido congelado; apos a

pasteurizacéo, sua durabilidade aumenta para quinze dias.

No BLH utilizou-se 2 mL de todos os leites recém-chegados para analise
de acidez e caloria para que eles fossem separados e classificados de acordo

com seu valor nutricional e apenas os leites com valor energético entre 500 e
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700 Kcal/L foram utilizados para as dosagens dos oligoelementos propostos no
presente estudo.

Todas as amostras passaram pelo processo de pasteurizacdo seguindo

0 seguinte protocolo:

Selecdo dos leites que serdo pasteurizados de acordo com o
valor energético e periodo do leite (colostro- transi¢cdo- maduro);

e Descongelamento em banho maria para 0 re-envasamento em
frascos de boro-silicato, 0s quais sao mais resistentes a

alteracdes bruscas de temperatura;

e Pasteurizacdo: os leites em geladeira na temperatura de 5-7°C
sdo colocados em banho-maria a 64°C, onde ficam por quinze a
vinte minutos sob agitacdo manual a cada cinco minutos. A
temperatura dos leites vai aumentado gradativamente e todos os
valores de temperatura que o leite atinge sdo anotados. O inicio

da pasteurizacao se da quando o leite atinge 62,5°C;

e Apés seu inicio, a pasteurizacdo dura trinta minutos com as

amostras sendo manualmente agitadas constantemente;

e ApOs o término do aquecimento, as amostras de leite passam por
resfriamento subito em resfriador para que atinjam 4-5°C
rapidamente.

Posteriormente, é pipetado uma aliquota de 5 mL do leite pasteurizado
para cultura em caldo verde bili-brilhante para controle microbiolégico do
material. Feito a pasteurizacdo e checagem microbiolégica, os leites sao

distribuidos conforme a necessidade nutricional dos bebés que vao recebe-los.

Para este projeto, os leites maduros coletados foram liofilizados em
Liofilizador L-108 Liotop e reconstituidos em momento prévio a sua
pasteurizacdo. O objetivo da liofilizacdo era usar o leite em p6é como
complemento nutricional. O liofilizado de leite humano tera menor custo e maior
valor nutricional do que formulagdes industrializadas para complementacéo

nutricional. Logo, cada amostra de leite humano recebeu como complemento o
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liofilizado da propria amostra, ou seja, a amostra de leite de uma doadora foi
complementada com o liofilizado da prépria doadora em proporgées de 50mL
de leite liofilizado reconstituido em 75mL do mesmo leite sem liofilizar. Desta
forma, este novo leite, denominado de leite Concentrado, ficou 2/3 mais forte

gue o leite sem complementacao do liofilizado, denominado Baseline.
3.1.2. Armazenamento das Amostras

Realizados todos os procedimentos, as amostras foram passadas para
tubo conico polietileno de 50 mL e mantidas armazenadas em freezer a -20°C
no BLH. Posteriormente foram transferidas para o Laboratério de Pediatria-
Setor Metais do HCFMRP-USP, mantidas em freezer para material biolégico a

menos 20°C até seu processamento.

Para este estudo foram utilizadas 21 amostras, divididas em pares
sendo uma delas a versado Baseline (B), que consistia no leite sem o acréscimo
de leite liofilizado da mesma doadora e a versdo Concentrada (C), que tinha o
acréscimo de leite liofilizado da mesma doadora do B, realiquotadas em 4
tubos de polietileno de 3,6 ml previamente lavados com &cido nitrico 30%

overnight para posterior dosagens de contaminantes inorganicos.

Foram utilizados dois destes tubos realiquotados, que seriam reservas
excedentes, para os testes de formulacdo de um procedimento operacional

padronizado para chumbo e cromo.
3.2. Metodos
3.2.1. Instrumental

Todo material do Laboratério de Pediatria utilizado para o
processamento das amostras de leite foi previamente desmineralizado em
banho de acido nitrico (HNOs) a 30% por periodo over night (12h) e
posteriormente enxaguados com agua ultrapura a 18,2 MQ/cm (Sistema MILLI-
Q) sem contato com papel, procedimento padrdao do Setor de Metais para
Lavagem de Materiais do HCFMRP-USP.

Dentre estes materiais, se encontram:

e Tubos conicos, 50 mL
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e Béquer 50 mL,
e Baldo volumétrico de 10 mL e 5mL,
e Bombas de Teflon
e Tubos de ensaio de vidro de 10mL
e Copetes Polipropileno de 2 mL
e Pipetas volumétricas de volumes regulaveis
e Centrifugas
Materiais descartaveis consumiveis:
e Ponteiras de 100ul a 1000 pL
e Eppendorfs 1000 pL
e Tubos de polietileno 3,5 mL

¢ Pipetas de transferéncia em polietileno, descartaveis

3.2.2. Equipamento de Analise

A presenca dos metais Cr e Pb nas amostras de leite humano foi
avaliada pela técnica de espectrofotometria realizada pelo Espectrémetro de
Absorcéo Atdmica em Forno Grafite (SpectrAA-640Z) com corretor baseado no
efeito Zeeman para correcédo de fundo e lampadas de catodo oco (LCO) de Cr
(7 mA) e Pb (5 mA), nos comprimentos de onda de 357.9nm e 283.3nm,

respectivamente.

O método de espectrofotometria de absorcdo atbmica baseia-se na
quantificacdo de elementos a partir da absorcdo da radiacdo emitida pela

lampada de catodo oco pelos atomos livres da amostra em estado gasoso.
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Figura 1: Aparelho modelo EspectrAA 640Z, marca Varian, utilizado para

analises do Chumbo e Cromo.

Figura 2: Tubo de Grafite Partition utilizado para andlises do Chumbo e

Cromo:

As rampas de aquecimento provocam a pirolise (fenbmeno de
decomposicdo térmica) das amostras. Passa-se por um tempo de queima
muito diferenciado para cada tipo de material (Aguas, sangue, soro, urina, leite,
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etc) pois possuem densidades diferentes e quantidades de proteinas, agcucares
ou gorduras muito especificos. As amostras preparadas previamente
permaneceram alguns segundos em temperaturas mais baixas (< que 150°C)
para secar o volume (de 5 a 30 microlitros) injetado dentro do tubo de grafite,
outros segundos em temperaturas intermediarias (entre 400 e 800°C) para virar
cinzas e outros para atomizar (> que 2200°C), vaporizar os atomos a partir de
suas moléculas. Esses segundos e temperaturas adequadas € que
proporcionam a grande dificuldade nas otimizacbes das metodologias

almejadas.



Tabela 2: Configuragbes Equipamento SpectrAA-640Z para Chumbo

Method: Pb (Zeeman)

Element Matrix: Pb -
Instrument Type: Zeeman
Conc. Units: Hg%
Instrument mode: Absorbance
Sampling mode: Autonormal
Calibration mode: Concentration
Measurament mode: PROMT Height
Replicates Standard: 1
Replicates Sample: 1

Precision Standard: 5.0%
Precision Sample: 5.0%
Expansion Factor: 1.0
Minimum Reading: Disabled
Smoothing: 5 point
Conc. Dec. Places: 2
Wavelenght: 283.3 nm
Slit Width: 0.5 nm
EHT: 341 volts
Lamp Current: 5.0 mA
Lamp Position: 4
Background Correction BC On
Standard 1 10.00 pug%
Standard 2 20.00 pg%
Standard 3 30.00 pug%
Standard 4 40.00 pg%
Reslope Rate 300
Reslope Standard No. 2

Reslope Lower Limit 75.0%
Reslope Upper Limit 125.0%
Recalibration Rate 400
Calibration Algorithm New Rational
Cal. Lower Limit 20.0%

Cal. Upper Limit 150.0%
Workhead Height 0.0 mm
Total Volume 25 uL

Vol. Reduction Factor 1

Bulk Conc. 40.00 pg%
Bulk Vial No.: 51

Makeup Vial No.: 52

Modifier 1 Mode Co Inject
Modifier 1 Vol. S5uL

Pre Last Dry Step 4

Injection Rate 1

Modifier 1 Pos. 54
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Tabela 3: Rampa de Aquecimento para Chumbo

Step Temp (C) Time (s) Flow (L/min) Gas Type Read Signal Storage

1 85 50 3.0 Normal No No
2 95 40.0 3.0 Normal No No
3 120 20.0 3.0 Normal No No
4 120 20.0 3.0 Normal No No
5 300 8.0 3.0 Normal No No
6 450 7.0 0.5 Normal No No
7 480 8.0 0.5 Normal No No
8 480 50 3.0 Normal No No
9 490 2.0 0.0 Normal No Yes
10 2600 1.1 0.0 Normal Yes Yes
11 2600 1.0 0.0 Normal Yes Yes
12 2800 1.0 3.0 Normal No Yes
Sample ID Conc ug% Mean Abs
CAL ZERO 0.00 0.0078
STANDARD 1 10.00 0.2463
STANDARD 2 20.00 05171
STANDARD 3 30.00 0.7278
STANDARD 4 40.00 0.9253
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.93_
0.80
0.60 ]
0.40 |
0.00-
000 1000 20,00 3000  40.00
Pb ug%
p40 38.41 0.8978
Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.18 ug%
i = 1.0000
Calculated Conc =032 975 2051 29.76 39.94

Residuals -032 025 -0.51 024 006

Conc =A

(-0.00714 x A x A + (.00527 x A +0.02440)

Figura 3: Curva de calibracdo para Chumbo no aparelho EspectrAA 640z



Tabela 4: Configuragbes Equipamento SpectrAA-640Z para Cromo

Method: Cr (Zeeman)

Element Matrix: Cr -
Instrument Type: Zeeman
Conc. Units: ug/L
Instrument mode: Absorbance
Sampling mode: Autonormal
Calibration mode: Concentration
Measurament mode: Peak Height
Replicates Standard: 1
Replicates Sample: 1
Expansion Factor: 1.0
Minimum Reading: Disabled
Smoothing: 5 point
Conc. Dec. Places: 3
Wavelenght: 357.9 nm
Slit Width: 0.2 nm
EHT: 313 volts
Lamp Current: 7.0 mA
Lamp Position 1
Background BC On
Correction

Standard 1 5.000 pg/L
Standard 2 10.000 pg/L
Standard 3 20.000 pg/L
Reslope Rate 100
Reslope Standard No. 2

Reslope Lower Limit 75.0%
Reslope Upper Limit 125.0%
Recalibration Rate 200
Calibration Algorithm New Rational
Cal. Lower Limit 20.0%

Cal. Upper Limit 150.0%
Workhead Height 0.0 mm
Total Volume 20 uL
Sample Volume 20 uL

Vol. Reduction Factor 1

Bulk Conc. 20.000 pg/L
Bulk Vial No.: 51

Makeup Vial No.: 52
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Tabela 5: Rampa de aquecimento para Cromo.

Step Temp (C) Time(s) Flow (L/min) Gas Type Read Signal Storage

1 85 5.0 3.0 Normal No No
2 95 40.0 3.0 Normal No No
3 120 10.0 3.0 Normal No No
4 1000 5.0 3.0 Normal No No
5 1000 1.0 3.0 Normal No No
6 1000 2.0 0.5 Normal No Yes
7 2600 1.2 0.5 Normal Yes Yes
8 2600 2.0 3.0 Normal Yes Yes
9 2600 2.0 0.0 Normal No Yes
CAL ZERO 0.000 0.0052
Sample ID Conc pg/L Mean Abs
STANDARD 1 5.000 0.2741
STANDARD 2 10.000 0.5021
STANDARD 3 20.000 0.9103
Abs New Rational - Cal. Set 1
0.91]
0.60|
0.40 |
0.00
0000  5.000 10000 15000 20.000
Cr pg/L
bl 0.030 0.0017
Curve Fit = New Rational
Characteristic Conc = 0.080 pg/L
r = 1.0000
Caicuiated Conc = 0.094 5.118 9.790
Residuals = -0.094 -0.118 0.210
Cone = A

(-0.00754 x A x A - 0.00403 x A +0.05522)

Figura 4: Curva de calibragéo para Cromo no aparelho EspectrAA 640Z.

Atualmente, este equipamento com estas rampas de aquecimento e
condi¢cdes metodoldgicas sdo utilizadas, validadas e certificadas no Setor de
Metais e Doencas Raras do Laboratoério de Pediatria, o chumbo sanguineo, por
exemplo, pesquisa intoxicagbes cronicas (Saturnismo) e doencas

neurometabolicas, como procedimentos de rotina do HCFMRP-USP.
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Para o Pb participa-se do exame de Proficiéncia PEP-Pb sangue do
Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo/Br e Cr do Programa Interlaboratorial de
Controle de Qualidade PICC-Met U de Barcelona/Espanha; como programas
de certificacdo do Setor de Metais. Os dois controles tem quatro rounds
anuais e para estes testes sempre se faz um Certificante de valor conhecido

junto com as dosagens que se requer no dia.

A curva de calibracdo € tracada semestralmente, no inicio do
procedimento, com solu¢cBes padrdes previamente preparados, em sistema de
“Bulk Concentration”, solucdo de concentracdo maior posteriormente diluidas
pelo préprio equipamento nas concentracfes adequadas pré-estabelecidas

para o tracado da curva.

O EAA utilizado para andlise situa-se em ambiente clean equipado com
fitro HEPA (High Efficiency Particulate Air Filter) localizado na sala 208 do
Laboratério. A “Sala Limpa” é classificada para 1ISO 7 com classe de 10.000
particulas. O controle da quantidade de particulas dentro da sala passa por
Certificacdo e Classificacdo semestral. A limpeza diferenciada do ambiente é

preconizada e realizada na sala em quetéo.
3.2.3. Preparo Prévio das Amostras

Antes de aferir os oligoelementos presentes nas amostras de LH,
constatou-se que seria preciso realizar um preparo prévio tanto para as
amostras B quanto C. O processamento do leite no EAA sob a forma in natura
(sem nenhum preparo prévio) nao foi possivel devido as interferéncias
detectadas na queima, provavelmente pela viscosidade, quantidade de
acucares, proteinas e gorduras da amostra, etc. Nao conseguiu-se interpretar
os graficos destes resultados e supds-se que as interferéncias detectadas
estariam relacionadas a alta concentracdo de lactose e lipideos que teriam

impregnado no tubo de grafite durante o processo de pirélise da amostra.

Desta forma, foram testados preparos prévios envolvendo a digestao
das amostras em condi¢cOes de alta temperatura e presséo proporcionadas por
processos em Bombas de Teflon. E importante relatar que em todos os
preparos, as amostras foram feitas em duplicatas para maior confiabilidade nos

resultados obtidos.



29

Figura 5: Bomba de Teflon.

Seguiu-se 0s seguintes procedimentos:

1)

e As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
depois colocadas em banho-maria a 37°C por 10 minutos, para
facilitar dissolucéo das gorduras.

e Sonicadas (Sonicador THORNTON) para maior homogeneizacao por
10 minutos.

e Pipetado 1 mL de amostra de LH e 1 mL de HNOs suprapur dentro de
Bomba de Teflon, na capela de exaustéo.

e As bombas com a mistura de LH+ HNOs foram deixadas em
temperatura ambiente (24°C) por periodo (overnight) 12h.

e Alocacédo das bombas em Estufa de Esterilizacdo e Secagem (Olidef

cz) a 80°C por 8 horas.
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Apos resfriamento das bombas em temperatura ambiente, foram
abertas em capela de exaustdo utilizando-se luvas de nitrila. O
conteudo foi passado para baldo volumétrico utilizando-se pipetas de
transferéncia. Posteriormente foram ressuspendidos em balGes
volumétricos de vidro de 10 mL com agua ultrapura 1:10.

1,5ml do contetdo do baldo volumétrico foi passado para eppendorf
e o restante foi armazenado em tubos de polietileno em duplicata de
cada bomba, todos devidamente identificados com numero da
amostra.

Os eppendorfs foram centrifugados em microcentrifuga a 13.000 rpm
por 10 minutos.

1 mL do material sobrenadante foi passado para copetes os quais
foram colocados no EAA para analise.

1))
As amostras foram descongeladas, em geladeira (retiradas de um dia
para outro) ou em temperatura ambiente, posteriormente colocadas
em banho-maria a 37°C por 10 minutos
Sonicadas por 10 minutos.
Diluidas 1:2 (1 mL de amostra de LH mais 1 mL de HNOs suprapur) e
acrescidas de solucdo padrdo de Cr e Pb, preparadas a partir de
Solugbes Standards (padrdes concentrados) destes, em Bomba de
Teflon, na capela de exaustdo para verificar a recuperacdo do metal
passado pelo procedimento da amostra.
Preparo das solu¢des intermediarias para recuperacéao de padréo:
v' Cromo - Preparou-se uma solucdo intermediaria (Sl) a
partir de uma Solugédo Concentrada de “Chromium Il
atomic (Sigma- Aldrich)- absorption standard solution
contains 1000ug/ml in 1%HCI”".
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0,5 ml Sol Conc.Cr diluir em 1litro de 4gua UP = Sl de 500ug/ L

25ul SI Cr = 0,0125ug —» acrescentar a Bomba depois levar ao vol. 5 ml

Acréscimo de 2,5 ug/L de cromo

v' Chumbo - Preparou-se uma solucao intermediaria (Sl)
de 1000 pug% a partir de uma Solucdo Concentrada de
Lead Standard for AA (Sigma- Aldrich) de 1000 mg/L.

1,0 ml Sol Conc. diluir em 100 ml de 4gua UP = Sl de 1000ug%

50ul SI=0,5ug —>» Acrescentar a Bomba depois levar ao vol. 5 ml

Acréscimo de 10 ug% de chumbo

e As bombas com a mistura de LH+ HNO3s+ Solugédo Padréo Sl, foram
deixadas em temperatura ambiente (24°C) overnight

e Alocacao das bombas em estufa a 80°C por 8 horas

e Apés resfriamento das bombas em temperatura ambiente, foram
abertas em capela de exaustdo utilizando-se luvas de nitrila. O
conteudo foi passado para baldo volumétrico utilizando-se pipetas de
transferéncia. Posteriormente foram ressuspendidos em balbes
volumétricos de vidro de 5 mL com agua ultrapura.

e 1,5 mL do contetudo do baldo volumétrico foi passado para eppendorf
e o restante foi armazenado em tubos de polietileno em duplicata de
cada bomba, todos devidamente identificados

e Os eppendorfs foram centrifugados em microcentrifuga a 13.000 rpm
por 10 minutos

e 1 mL do material sobrenadante foi passado para copetes os quais

foram colocados no EAA para analise
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10)

e As amostras foram descongeladas em geladeira ou em temperatura
ambiente para posterior banho-maria a 37°C por 10 minutos

e Sonicadas por 10 minutos.

e As bombas com a mistura de 1ml LH+ 1ml HNOs suprapur foram
deixadas em temperatura ambiente (24°C) por periodo overnight

e Alocacao das bombas em estufa a 80°C por 8 horas

e Apds resfriamento das bombas em temperatura ambiente, elas foram
abertas em capela de exaustdo utilizando-se luvas de nitrila e seu
conteudo foi passado para baldo volumétrico utilizando-se pipetas de
transferéncia para posteriormente serem ressuspendidos para
volume total de 5 mL com agua UP (diluicao 1:5)

e 1,5 mL do contetdo do baldo volumétrico foi passado para eppendorf
e o restante foi armazenado em tubos de polietileno em duplicata de
cada bomba, ambos devidamente identificados

e Os eppendorfs foram centrifugados em microcentrifuga a 13.000 rpm
por 10 minutos

e 1 mL do material sobrenadante foi passado para copetes os quais
foram colocados no EAA para analise.

V)
e As amostras foram descongeladas, em geladeira (retiradas de um dia

para outro) ou em temperatura ambiente, posteriormente colocadas
em banho-maria a 37°C por 10 minutos
e Sonicadas por 10 minutos.
e Realizados e identificados quatro tipos diferentes procedimentos a
cada:
o 1 mL de leite+ 1 mL de HNO3+ 100 ul de TRITONX-100
o Preparo Opcional lll: 1 mL de leite + 1 mL de HNOs
e As bombas foram deixadas em temperatura ambiente (24°C) por
periodo overnight
e Alocacao em estufa a 80°C por 8 horas
e ApoOs resfriamento das bombas em temperatura ambiente, elas foram

abertas em capela de exaustdo utilizando-se luvas de nitrila e seu
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conteudo foi passado para baldo volumétrico utilizando-se pipetas de
transferéncia e posteriormente ressuspendidos para volume total de
5 mL com agua UP (diluicédo 1:5).

e Seguiu-se um protocolo diferenciado para armazenamento,

o Da metade das amostras acrescidas de TRITON, ¥ foram
transferidos 1,5ml para tubo de vidro e armazenadas em tubo
de vidro;

o Ao outro ¥ foram transferidas 1,5 mL para eppendorf e o
restante armazenado em tubo de polietileno;

o Metade das amostras SEM o acréscimo de TRITON foram Y4
transferidos 1 mL para tubo de vidro e o restante armazenado
em tubo de vidro;

o O outro ¥ foi transferido 1,5 mL para eppendorf e o restante
armazenado em tubo de polietileno.

e As amostras s6 foram centrifugadas imediatamente antes da analise
para posterior transferéncia de 1 mL do sobrenadante para copetes
devidamente identificados de acordo com o modo de preparo prévio

e analise em EAA.

Este ultimo procedimento, que envolveu preparos diferentes, foi
realizado na tentativa de minimizar a formacdo de grumos, que foram
observados nos preparos anteriores, no momento da diluicdo. Uma vez que o
vidro fornece menor adesado que o polietileno, sua utilizagdo poderia diminuir ou
eliminar a presenca dos grumos impregnados na parede dos tubos de
polietiieno. Com o0 mesmo intuito, 0 uso do detergente neutro TritonX100
poderia ser capaz de desengordurar com maior propriedade a viscosidade
lipidica dos leites e a agua morna colaboraria com a melhor solubilizagdo das

gorduras.

3.3. Analise estatistica

Dado a natureza de “Projeto Piloto” deste estudo, a baixa disponibilidade
de amostras excedentes de LH para o desenvolvimento de um procedimento
de mensuracdo de Cr e Pb no LH, nédo foi realizado calculo amostral nem

aplicado testes estatisticos sob os resultados obtidos.
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4. Resultados

Foram analisadas 42 amostras, para a deteccdo da concentracdo de
Chumbo e Cromo, por EAA FG 640Z, sendo 21 amostras de leite humano
Baseline e 21 amostras de leite humano Concentrado.

Diferentes preparos prévios foram realizados (os detalhamentos foram
descritos em Materiais e Métodos), na tentativa de excluséo de interferéncias,
como a presenca de pequenos grumos apos o processo de digestdo e diluicao;
além da obtencédo de resultados mais homogéneos nas leituras das dosagens
em duplicatas.

Os devidos célculos foram feitos de acordo com as diluic6es prévias das
amostras e diluicbes padronizadas pelo equipamento. Todas as amostras
foram lidas no aparelho em duplicata para posterior calculo da média das
leituras. As amostras que tiveram diferencas com relacdo a presenca de
grumos, banho maria e valores muito discrepantes entre elas ndo tiveram as

médias calculadas.

As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados das leituras feitas para o
Chumbo.



Tabela 6: Leitura de Chumbo em amostras de Leite Humano Baseline.

Amostra Resultado Tipo de

Baseline (ug%) preparo prévio
1B 2,10 I
2B 2,31 I
3B 2,89 I
4B * 1,23 1]
4B 0,94 1]
4B BM 1,04 1]
5B * 1,17 1]
6B 2,43 1]
6B 4,83 1]
6B rep (vidro) 2,54 1l
7B 1,04 1]
8B * 0,49 1]
8B BM 1,11 1]
oB* 0,87 1]
9B* rep 2,34 1]
9B 2,63 1]
10B* 2,90 1]
11B * 1,63 1]
12B 0,69 1]
12B BM 0,58 1]
12B * 0,29 1]
13B 2,57 1]
14B* 2,12 1]
14B 3,92 1]
15B * 1,30 1]
16B 2,12 1]
16B 17,19 1]
17B* 3,76 1]
17B 1,73 1]
18B * 0,62 1]
19B * 0,40 1]
19B BM 0,29 1]
20B * 0,59 1]
20B BM 0,72 1]
*. presenca de grumos; rep: repeticéo; BM:
banho-maria
I: Diluicdo 1:10

[ll: Diluigéo 1:5

35



Tabela 7: Leitura de Chumbo em amostras de Leite Humano Concentrado.

Amostra Itad 0 Tipo de

Concentrada Resultado (ug%) preparo
prévio

1C 2,38 I
2C 1,51 I
3C 1,53 I
4C* 0,47 1]
4C BM 0,51 [l
5C* 0,66 1]
6C* 1,55 [l
7C* 1,70 1]
8C 2,67 1]
9C 0,39 1]
9C* 1,63 [l
9C BM 0,33 1]
10C* 5,78 [l
10C 2,11 1]
11C* 1,29 1]
12C* 0,39 1]
13C* 1,15 1]
13C BM 1,84 1]
14C 2,33 [l
15C* 3,19 1]
16C* 0,28 [l
16C 1,77 1]
17C* 1,15 [
17C* 3,61 1]
18C* 0,42 [
19C* 1,79 1]
19C BM 4,43 [
20C* 1,97 1]
20C BM 2,17 [
*. presenca de grumos; rep: repeticéo; BM:
banho-maria
I: Diluicdo 1:10

[ll: Diluicdo 1:5
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Em paralelo, foram realizadas leituras das amostras para deteccdo de

Cromo no leite humano; os resultados obtidos constam nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8: Leitura de Cromo em amostras de Leite Humano Baseline.

Amostra Tipo de

Baseline Resultado (ug/L) preparo

prévio
1B 2,20 |
2B 2,89 I
3B 0,07 |
4B BM 0,38 1]
5B* 1,05 1]
5B 1,21 1]
6B 2,65 1]
7B 1,69 1]
7B* 2,26 1]
8B BM 1,95 1]
9B 5,67 1]
10B 4,97 1]
11B 1,06 1]
11B* 0,90 1]
12B BM 1,49 [
12B* 2,63 1]
13B* 2,46 [
13B* 22,33 [
14B* 2,43 1]
14B 3,27 [
15B* 0,96 1]
15B 1,40 [
16B 2,05 1]
17B* 14,42 [
17B 2,31 1]
18B* 1,22 [
18B 1,09 1]
19B* 1,52 [
20B BM 4,51 1]
20B * 3,72 [

*: presencga de grumos; BM: banho-maria

I: Diluicdo 1:10
[ll: Diluigéo 1:5
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Tabela 9: Leitura de Cromo em amostras de Leite Humano Concentrado.

Amostra R Itad IL Tipo de

Concentrada esultado (ug/L) preparo

prévio
1C 2,05 I
2C 1,73 I
3C 3,67 I
4C BM 2,41 [l
5C* 0,80 11l
6C* 2,53 [l
6C* 2,09 11l
7C 2,45 [l
8C BM 2,17 [l
9C* 2,85 [l
9C 1,66 11l
10C 3,20 [l
11C 0,61 11l
11C* 1,89 [l
12C BM 1,26 11l
13C 1,81 [l
13C* 2,24 [l
14C* 5,81 [l
14C* rep 2,60 11
14C* 28,98 [l
15C 1,45 11
16C* 2,48 [l
16C 2,44 [l
17C* 13,77 [l
17C*rep 1,37 11
18C* 1,55 [l
19C* 4,10 11
20C BM 4,37 [l
20C * 1,69 1]l

*. presenca de grumos; rep: repeticao;

BM: banho-maria

I: Diluicdo 1:10
[ll: Diluicdo 1:5

As tabelas 10 e 11 mostram os resultados obtidos com a presenca e

auséncia de acréscimo do oligoelemento nas amostras.
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Tabela 10: Leitura de concentracdo de Chumbo em Leite Humano

Baseline e Concentrado com acréscimo de padréo de chumbo.

Amostra Resultado (ug%)
1B 3,69
1B+ Pb 18,62
2B 2,67
2B+ Pb 19,45
1C 11,42
1C+ Pb 41,67
2C 6,57
2C+ Pb 20,10

B: Baseline; C: Concentrado; Pb: Chumbo

Tabela 11: Leitura de concentracdo de Cromo em Leite Humano

Baseline e Concentrado com acréscimo de solucao padrdao de cromo.

Amostra Resultado (ug/L)
1B 3,33
1B+ Cr 3,90
1C 6,60
1C+ Cr 6,64
2B 2,54
2B+ Cr 575
2C 2,25
2C+ Cr 3,07

B: Baseilne; C: Concentrado; Cr: Cromo

As tabelas 12 e 13 demostram os diferentes procedimentos tentados para

eliminacao de alguns interferentes.
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Tabela 12: Leitura de concentracdo de Chumbo em Leite Humano

Baseline e Concentrado com preparo prévio IV.

Amostra Resultado (ug%)
21B Triton 1,60
21B Triton — Vidro 3,27
21B Opc I 1,41
21C Triton 5,98
21C Triton — Vidro 3,72
21C Opc 1l 1,36
21C Opc Il - Vidro 1,91
B: Baseline; C: Concentrado; Opc lll: Preparo
Opcional 11l

Tabela 13: Leitura de concentracdo de Cromo em Leite Humano

Baseline e Concentrado com preparo prévio V.

Amostra Resultado (ug/L)
21B Triton* 1,85
21B Triton- Vidro* 6,07
21B Opc I 2,05
21B Opc Il -Vidro 2,05
21C Triton* 2,46
21C Triton* 23,88
21C Triton* rep 18,82
21C Triton- Vidro* 6,30
21C Opc Il 1,27
21C Opc lll - Vidro 6,95

B: Baseline; C: Concentrado; rep: repeticao
Opc llI: Preparo Opcional lll

5. Discussao
51. Cromo

Existem poucos relatos na literatura acerca da quantificacéo de Cr
em LH. Um dos mais recentes encontrados até o momento é Cocho e
colaboradores, realizado na Espanha em 1991. Nele, diferentemente dos
experimentos executados aqui, as amostras de LH foram armazenadas em
recipientes de polipropileno em vez de polietileno. Suas diluicbes foram
realizadas em proporcdo 1:2 com uma solucdo modificadora de matriz,

contendo nitrato de magnésio, TritonX-100 e acido nitrico, enquanto o preparo
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prévio proposto neste projeto baseou-se em uma proporcado de amostra mais
acido nitrico e diluicao posterior de 1:5 com 4gua UP.

Apesar das diferencas quanto ao preparo prévio das amostras, Cocho
et. al também quantificou o Cr em leite maduro com a técnica de
espectrofotometria em forno de grafite e encontrou um range de valores que se
aproxima dos resultados aqui apresentados. Seus valores de Cr variaram entre
0,27ug/L a 2,27ug/L, de forma semelhante as variagbes do atual estudo
90,50% estiveram entre 0,90 e 3,72 ug/L, representados no gréafico abaixo. Os
resultados das tabelas 8 e 9 que néo corresponderam a essa faixa de valores
podem estar relacionados a contaminacdo das amostras em momento prévio a
leitura em forno grafite, uma vez que, de acordo com Cocho et. al, uma das
principais dificuldades em aferir Cr em leite é a elevada sensibilidade a
contaminagcdo e nossos leites passaram por varias fases de preparo além da

amostra o da pasteurizacéo no BLH e liofilizacao.

Leitura de Cromo em amostras de Leite Humano
Baseline.
6,00 5,67
5,50 o 4,97
5,00 [ ]
4,50
4,00 3,72
3,50 :

3,00 2,65 2,

2,2
2,50 o 22 ® o o 2,05

2,00 1,69 ® ° 1,52
150 1082 @ 1,06, o 096 @ 122,09 @
10 | o @ ° o ° e
0,50

0,00

Concentracdo (ug/L)

Amostra

5.2. Chumbo

Um dos estudos mais recentes para quantificacdo de Pb no LH
encontrado na literatura brasileira, com data de 2010, realizado por Koyashiki e
colaboradores, que também utilizaram LH maduro para as afericbes além das
mesmas formas de armazenamento das amostras, com um numero amostral

maior e mais significativo. Diferentemente do presente estudo, sua metodologia
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baseou-se na queima das amostras para posterior adicdo de HNOs a 5%,
engquanto o procedimento proposto aqui baseou-se na digestdo das amostras
em bomba de Teflon com HNOs suprapur.

Além das diferencas de metodologia mencionadas, Koyashiki e
colaboradores encontraram resultados que variavam entre 1ug% (valor
minimo) e 8ug% (valor maximo), valores coerentes com os apresentados nas
tabelas 6 e 7 deste trabalho. No entanto, as diferencas podem ser atribuidas
tanto as possiveis contaminacbes das amostras quanto aos meétodos,
equipamentos utilizados e populacéo alvo de maior risco.

Semelhante ao PO proposto neste projeto, Ettinger e colaboradores, em
estudo realizado no ano de 2006 em Boston, fizeram o preparo prévio de
amostras de leite maduro com digestdo em acido nitrico sob condi¢des de alta
temperatura e pressdo, porém a concentracdo de Pb em suas amostras foi
medida em Espectrometria de Massa (ICP). Seu tamanho amostral foi
consideravelmente maior e seus resultados variaram na faixa de 0,02ug%
(valor minimo) e 0,8ug% (valor maximo). A discrepancia dos resultados
apresentados entre este estudo e 0 aqui proposto pode estar relacionada com
diferencas na populacdo, uma vez que a localizacao geogréfica e as condicbes
de exposicdo ao metal sdo distintas. Fazendo uma revisdo literaria
encontramos valores para populacdes sem exposi¢cdo ocupacional (USA) ou
valores referenciais de tolerancias na legislacdo bem menores que brasileiros,
de 0,20 a 0,50 ug%.

Desta forma, ao comparar os resultados médios obtidos nas revisoes,
entre 0,20 e 1,68 ug% com os encontrados neste trabalho, constata-se que,
estabelecemos um preparo prévio ideal para aferir Pb no LH e encontramos
88% das amostras com valores de 0,29ug% a 2,90ug%, o que vem de encontro

as literaturas.
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Leitura de Chumbo em amostras de Leite Humano
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S0 necessarios mais estudos acerca dos niveis de Cr e Pb em LH, com
namero amostral maior, para quantificacdo dos resultados e garantia de

auséncia de contaminacao das amostras.

5.3. Consideracdes

s

Para se certificar que o PO aqui proposto € adequado para a
quantificacdo de Cr e Pb em LH, foi realizado o preparo prévio Il, em que se
acrescentou uma Sl de cada oligoelemento a fim de confirmar a recuperacao
de Cr e Pb nas amostras ap0s a digestdo em bomba de Teflon (recuperacéo de
padrao). Logo, o objetivo dos acréscimos de concentracdo padrao foi conferir
gue a metodologia proposta € valida para a deteccdo dos oligoelementos nas
amostras de LH.

Os valores da Tabela 10 comprovam que a recuperacao dos elementos
foi adequada e, portanto, esta metodologia € valida. Os graficos permitem uma
melhor visualizacdo da diferenga entre as medidas sem e com acréscimo de Sl

nos leites baseline e concentrados.
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Concentracao de Chumbo em Leite Humano Baseline e
Concentrado com acréscimo de padrao de chumbo.
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6. Conclusao
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O PO para dosagens dos contaminantes inorganicos iénicos, Cr e Pb no

LH deve ter como preparo prévio de amostras a digestdo com HNOssuprapur

em bombas de teflon na proporgéo 1:2 seguida com diluicdo para volume de 5

ml em H20 UP e leitura no Espectrofotometro de Absor¢gédo Atomica FG 640Z

seguindo as rampas de aquecimento padronizadas, com ponto de atomizacéo

2600°C para Cr e Pb , comprimentos de ondas especificos da LCO para Cr

357,9 e Pb 283,3 nm, em tubo de grafite partition, usando 20 ul de amostra do

preparado para cromo com curva de calibragéo de padrdes de 5, 10 e 20 ug/L

e 25 ul para o chumbo, 20 ul da amostra e 5ul de um modificador de matriz,

NH4H2PO4, baseando-se em curva de calibracdo de 10,20,30,40 ug%.

Esquematizacdo do Procedimento Operacional proposto para o LH:

1,0 ml HNOs suprapur

ol

Bomba Teflon

1,0 ml Leite Humano

(amostra)

Bancada Temperatura
/ Ambiente: 12 horas

Estufa 80 °C: 8 horas

| Gom>

Condic¢des do Equipamento

e Ponto atomizacgéo: 2600°C

e Tubo grafite partition

Chumbo:

e Comprimento de Onda: 283,3 nm
e Volume Total amostra: 25ul 5ulMod
e Curva de calibracao: 10 a 40 ug%

J

e Comprimento de Onda: 357,9 nm

e Volume amostra: 20ul

e Curva de calibracado: 5a 20 ua/L

Transferéncia do conteudo Dilui¢cao
para baldo volumétrico 5mL

- !

Microcentrifuga 13.000
RPM: 10 minutos

1

Leitura Amostra em
EAA FG 6407
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