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RESUMO

A producdo de leite representa uma das mais importantes cadeias produtivas do
agronegocio brasileiro e, contemporaneamente, h4& uma demanda progressiva pelo
aumento da produtividade, representada pela elevacdo de tecnificagdo, bem como
fornecimento de suplementos diversos. Diante deste cenario tem ocorrido a contaminacao
ambiental antropogénica por metais pesados, com elevado potencial téxico a salde
animal e publica. Este trabalho se propde a determinar a concentragdo de chumbo,
cadmio, cobre, ferro e zinco em leite bovino integral cru produzido no Agreste Meridional
do estado de Pernambuco. Foram coletadas 147 amostras de 15 ml cada, em 14
propriedades distribuidas aleatoriamente, entre a primavera e o verdo de 2013, o que levou
a 735 determinac@es analiticas. As amostras coletadas foram refrigeradas a -4°C, para
posterior digestdo em micro-ondas seguida de analise em espectrdmetro de emissao
atdbmica por plasma acoplado indutivamente, as quais foram analisadas em duplicata, a
média calculada e os resultados expressos em mg/L. As variaveis estudadas foram
descritas por meio das respectivas medidas de tendéncia central: médias, medianas,
desvios — padrao, percentis de 25 e 75. Os dados foram analisados por meio de dispersédo
de frequéncias por metodologia descritiva. Nas amostras de leite cru provenientes do
Agreste Meridional de Pernambuco foram determinados os niveis de Pb (0,090+0,040
mg/L), Cd (0,015+0,013 mg/L), Cu (0,043+0,038 mg/L), Zn (1,293+0,814 mg/L) e Fe
(0,109+0,089 mg/L). Houve uma variacdo dos niveis dos metais de acordo com 0s
municipios analisados. O tipo de ordenha influenciou os niveis de Pb, Cd e Zn. Maiores
indices de Pb e Zn foram obtidos nas amostras de propriedades com presenca de efluentes.
A proximidade das rodovias elevou os indices de Pb, Cd e Cu. Foi possivel determinar a
presenca dos metais Chumbo, Cédmio, Zinco, Cobre e Ferro no leite cru de vacas
oriundas do Agreste Meridional do Estado de Pernambuco, tendo o Chumbo como o
metal pesado presente em niveis acima do limite de tolerancia estabelecido pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitéria.

PALAVRAS-CHAVE: Digestdo por micro-ondas, Espectrometria de emissdo atdmica,
Leite bovino, Metais pesados.



ABSTRACT

Milk production is one of the most important Brazilian agribusiness production chains
and contemporaneously, there is an increasing demand by increasing productivity,
represented by the rise of technological improvement as well as providing various
supplements. Given this scenario has occurred anthropogenic environmental
contamination by heavy metals with high toxic potential animal and public health. This
study aims to determine the concentration of lead, cadmium, copper, iron and zinc in
completely raw bovine milk produced in Southern Wasteland of the state of Pernambuco.
147 samples of 15 ml each were collected from 14 farms randomly distributed between
the spring and summer of 2013, which led to 735 analytical determinations. The samples
were refrigerated at -4 ° C for later microwave digestion followed by analysis of atomic
emission spectrometer for inductively coupled plasma. Samples were analyzed in
duplicate, averaged and the results expressed in mg / |. The variables were described by
means of the measures of central tendency: mean, median, deviation - standard, 25th and
75th percentiles Data were analyzed using frequency dispersal by descriptive
methodology. In raw milk samples from the Southern Wasteland of Pernambuco were
certain levels of Pb (0.090 + 0.040 mg /L), Cd (0.015 £ 0.013 mg/ L), Cu (0.043 £ 0.038
mg /L), Zn (1.293 +£0.814 mg/ L), Fe (0.109 + 0.089 mg / L). There was variation in the
levels of metals in accordance with the analyzed cities. The type of milking influenced
the levels of Pb, Cd and Zn. Higher levels of Pb and Zn were obtained from samples of
properties with the presence of effluents. The proximity of highways raised the rates for
Pb, Cd and Cu. It was possible to determine the presence of metals Lead, Cadmium, Zinc,
Copper and Iron in raw milk from cows originating from Southern Wasteland of the State
of Pernambuco, with the Lead as the heavy metal present at levels above the tolerance

limit established by the National Health Surveillance.

KEYWORDS: Microwave Digestion, Atomic Emission Spectrometry, Bovine Milk,
Heavy Metals.
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1.  INTRODUCAO

Com o desenvolvimento industrial e também demografico, muitos problemas
acompanharam esse processo, particularmente no que diz respeito ao nivel critico de
contaminantes ambientais e de alimentos oferecidos a populagdo humana (PERES et al.
2005). No ambito do agronegdcio, sabe-se que existe uma grande demanda de oferta de
alimentos, como carne, leite e derivados; porém para se atingir niveis zootécnicos de alta
producgéo, 0s animais muitas vezes recebem dietas com grande variedade de componentes
que podem estar contaminados e apresentar risco a saude animal e saide humana (SILVA
et al., 2012). Com o advento da tecnologia do agronegdcio, existe uma preocupacdo
guanto ao meio ambiente, aos alimentos e aos animais, formando uma triade dinamica
com elevado grau de inter-relacdo (PEREIRA & MANGUALDE, 2011). Neste contexto,
diversas pesquisas tém sido desenvolvidas objetivando uma melhor administragdo e
controle da qualidade ambiental, da qualidade dos alimentos oferecidos aos animais e
qualidade dos produtos de origem animal, particularmente o leite (JOBIM, 2001).

De todas as cadeias produtivas do setor agropecuario, € a que mais se
transformou, nos ultimos anos, foi a do leite. O leite bovino é um alimento que oferece
diferentes nutrientes aos seres humanos, como por exemplo, minerais e proteina,
especialmente para criancas em crescimento (PATRA et al., 2008). A cadeia produtiva
do leite € uma das mais importantes do complexo agroindustrial brasileiro. Movimenta
anualmente cerca de U$10 bilhGes, empregando trés milhdes de pessoas, das quais acima
de um milhdo sdo produtores, e produz aproximadamente 20 bilhdes de litros de leite por
ano, provenientes de um dos maiores rebanhos do mundo, com grande potencial para
abastecer o mercado interno e exportar (IBGE, 2009).

Entre 1990 e 2000, a producéo nacional de leite cresceu 37%, enquanto na Regido
Centro-Oeste o crescimento foi de 81% e, em especial o Estado de Goias, 105%. A Regido
Centro-Oeste abriga 35% do rebanho bovino nacional, com uma das principais
concentragOes de industrias de laticinios do Pais (VILELA et al., 1999). O estado de
Pernambuco também acompanhou essa fase de crescimento, passando de 313 milhdes de
litros em 1990 para 747 milhdes de litros em 2007 (CNA, 2007).

Ja em relacdo ao agronegdcio do leite na regido Nordeste do Brasil é produzido

apenas 14% do leite no Brasil, sendo que na regido semiarida se encontram suas principais
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bacias leiteiras, embora os principais centros consumidores estejam localizados ao longo
da faixa litoranea (CARVALHO & RIQOS, 2006).

Segundo dados do ultimo senso agropecuario foram produzidos nacionalmente,
em 2006, 20.567.500 mil litros de leite, enquanto o estado de Pernambuco foi responsavel
por 468.329 litros e destes, 356.214 litros foram provenientes do Agreste do Estado
Pernambucano (IBGE, 2009). Ressaltando que nos Ultimos anos a producéo leiteira do
Agreste Meridional Pernambucano cresceu 23%, representando 73% da producao leiteira
do Estado de Pernambuco, com favoravel perspectiva de crescimento através dos
investimentos privados que vém sendo realizados (CONAB, 2004).

A pecuaria leiteira aparece como uma opcao viavel nas regides semiaridas,
principalmente no nordeste do Brasil, onde a alimentagéo dos rebanhos fundamenta-se na
utilizacdo de forrageiras cultivadas e no uso da vegetacdo nativa (FERREIRA et al.,
2009), bem como do uso de grande variedade de suplementos energéticos, proteicos e
mineral.

A bacia leiteira de Garanhuns é extremamente importante para a economia do
Agreste Meridional, apresentando-se altamente concentrada, onde se observa que
produtores com producdo inferior a 200 litros de leite por dia, representam 73,7% do total
de entrevistados, e detém apenas 32,8% da producao total, enquanto os produtores com
producdo superior a 200 litros por dia representam 26,3% do total de produtores detém
67,2% da producdo total. Destacando um fato extremamente positivo é que ndo existe
muita variacdo na producao de leite entre o periodo das dguas e o da seca. Na pesquisa
foi constatada uma variacgéo de 8,5%. Essa pequena alteracéo deve-se, principalmente, ao
fornecimento de alimentos concentrados para as vacas em lactacdo no periodo da seca
(PENAFORTE JUNIOR et al., 2009).

Assim sendo, a contaminacao de leite por metais pesados podem trazer riscos a
salde da populacdo humana, como disturbios dos sistemas nervoso, medular, reprodutivo,
renal, gastrointestinal, respiratério entre outros (CROUT et al., 2004; PATRA et al.,
2008). Os metais pesados também podem influenciar a qualidade do leite com respeito a
sua composicdo, notavelmente os microelementos essenciais para o crescimento normal
da producéo e reproducdo (DOYLE & YOUNGER, 1984). Devido a elevada toxicidade
de alguns metais pesados, como o chumbo (Pb) e do cadmio (Cd), mesmo em nivel de

tracos, as autoridades sanitarias mundiais estdo preocupadas em estabelecer medidas para
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reduzir a concentragdo desses metais nos alimentos, uma vez que séo considerados a
principal fonte de ingestdo desses contaminantes (OKADA et al., 1997).

Os metais pesados ocorrem naturalmente nos solos e alguns deles, tais como cobre
(Cu), zinco (Zn) e cobalto (Co), desempenham importante papel na nutri¢do de plantas e
animais, enquanto outros, como Cd, Pb, arsénio (As) e selénio (Se), exercem efeitos
deletérios sobre varios componentes da biosfera, e, seguramente o acumulo de metais
pesados no organismo animal é um aspecto de grande preocupacao quanto a satde publica
(KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 2001). Segundo Garcia-Esquinas et al. (2011),
qualquer grau de contaminacao no leite € muito problematico, visto que o leite é bastante
utilizado na alimentacdo infantil, bem como de outros grupos de diferentes faixas etérias.

Considerando o potencial produtivo de leite no Brasil, bem como a investigacao
a respeito de contaminantes, particularmente de metais pesados, apenas no estado de
Goiéas tem dados relativos a determinacdo de metais pesados em leite, quando Gongalves
et al. (2008), em que investigaram o leite integral bovino pasteurizado e encontraram
resultados preocupantes, considerando os niveis de Pb como de risco de intoxicacdo a
médio e longo prazo da populacdo consumidora, sugerindo efetivo monitoramento dos
suplementos minerais, alimentos e ingredientes destinados a alimentacao animal.

Séo frequentes os estudos sobre algum compartimento ambiental especifico, como
é o caso do solo, da vegetacdo e das aguas, bem como os que relacionam os efeitos desses
elementos quimicos sobre a saide humana. Embora o tema relacionado a contaminacgéo
por metais toxicos em varios animais de producdo seja usualmente abordado pela
literatura cientifica, em nivel de relato de contaminacdo por metais pesados em bovinos
de leite 0 estudo ainda é limitado. Contamos com parcos estudos realizados especialmente
nas regides Sudeste e Centro-Oeste, sendo a regido Nordeste ainda carente de trabalhos
cientificos neste sentido (RODRIGUES, 2011; GONCALVES, 2008; MARCAL, 2004;
MARCAL, 2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Determinar a concentragdo de metais pesados em leite cru integral bovino

produzido no Agreste Meridional do Estado de Pernambuco

2.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar as concentragfes de Pb, Cd, Cu, Fe e Zn no leite integral cru de vacas

criadas em diferentes municipios e sistemas de criacao;

e Determinar a influéncia do tipo de ordenha, presenca de efluentes e proximidade

da propriedade a rodovias, nos indices de Pb, Cd, Cu, Fe e Zn.

e Padronizar metodologia para anélise de minerais em leite bovino integral cru pela
espectrofotometria de absorcdo atdbmica acoplada a massa (ICP-OES) apo6s

digestdo por micro-ondas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Caracterizacgdo do espaco amostral
O Estado de Pernambucano é dividido em cinco Mesorregides: Zona da Mata,

Agreste, Sdo Francisco, Sertdo e Metropolitana do Recife. O Agreste Meridional abrange
uma area de 13.113,50 Km2 e é composto por 26 municipios: Aguas Belas, Angelim, Bom
Conselho, Brejdo, Buique, Caetés, Calcado, Canhotinho, Capoeiras, Correntes,
Garanhuns, lati, Itaiba, Jucati, Jupi, Jurema, Lagoa do Ouro, Lajedo, Palmeirina,
Paranatama, Pedra, Salod, S&o Jodo, Terezinha, Tupanatinga e Venturosa
(CONDEPE/FIDEM, 2013).

Figura 1 Mapa do estado de Pernambuco, com a regido Agreste Meridional em destaque.

S

Fonte: BDE — Base de Dados do Estado

A populacéo total do territério é de 587.086 habitantes, dos quais 257.840 vivem
na area rural, o que corresponde a 43,92% do total. Possui 44.493 agricultores familiares,
2.609 familias assentadas, 22 comunidades quilombolas e 5 terras indigenas. O indice de
Desenvolvimento Humano— que é uma medida comparativa usada para classificar regides
pelo seu grau de "desenvolvimento humano™ através de expectativa de vida ao nascer,
educacéo e PIB (PPC) per capita — apresenta uma média de 0,60 na regido, frente a um
IDH nacional de 0,744 (MDA, 2013).
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A cadeia produtiva do leite e laticinios assume um papel bastante significativo
para a economia rural de Pernambuco, participando com um valor superior a R$ 0,5
bilhGes, em mais de 60 municipios do Agreste Pernambucano (PENAFORTE JUNIOR
et al., 2009).

3.2. O Leite bovino

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do leite, entende-se
por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta,
em condicBes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL,
2011). O leite pode ser descrito, sob 0 ponto de vista bioldgico e fisico-quimico, como
um liquido constituido por agua, gordura, proteina, lactose e minerais, destacando que,
normalmente, as caracterizacdes de leite liquido sdo feitas em laboratorios existentes nos
préprios laticinios, em que se medem propriedades como o teor de gordura, proteina,
solidos totais e agua adicionada, entre outros (NAZARIO et al., 2009), conforme descrito
na Tabela 1 (USDA, 2014)

Dietas infantis excessivamente fundamentadas em consumo de leite de vaca
podem representar uma das causas do alto risco de anemia nos anos iniciais de vida, uma
vez que esse alimento é pobre em ferro: cerca de 2,6 mg Fe para 1.000 kcal do alimento.
As recomendac@es nutricionais para o consumo de ferro dos seis aos 60 meses sdo de 10
mg por dia, 0 que para criangas de seis a 11, 12 a 35, 36 a 60 meses corresponderia a
dietas com densidade de ferro de 11,7; 7,7 e 5,6 mg Fe/1.000 kcal, respectivamente
(LEVY-COSTA & MONTEIRO, 2004).
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Tabela 1 Propriedades do Leite

Nutriente Unidade Valor por 100 g
Agua g 89.92
Energia kcal 42
Proteina g 3.37
Lipidios totais g 0.97
Carboidratos, g 4.99
por diferenca
Fibra dietética g 0.0
total
Acucares totais g 5.20
Ca mg 125
Fe mg 0.03
Mg mg 11
P mg 95
K mg 150
Na mg 44
Zn mg 0.42
Vitamina C mg 0.0
Tiamina mg 0.020
Riboflavina mg 0.185
Niacina mg 0.093
Vitamina B-6 mg 0.037
Folato (vit. B-9) Hg 5
Vitamina B-12 ug 0.47
Vitamina A, Mg 14
RAE
Vitamina A, 1U ul 47
Vitamina E Mg 0.01
(alpha-
tocopherol)
Vitamina D (D2 Mg 0.0
+ D3)
Vitamina D Ul 1
Vitamina K Mg 0.1
Colesterol mg 5
Fonte: USDA

3.3. Metais Pesados

Os metais estdo presentes em diversas formas no meio ambiente, e a maioria é
essencial as plantas, aos animais e ao ser humano. Em condigdes naturais, as principais

fontes desses elementos sdo as rochas e os sedimentos. Fontes antropogénicas, incluindo



21

emissdes industriais, efluentes, biossolido, fertilizantes, condicionadores de solo e
pesticidas, podem contribuir no aumento da concentragdo de metais pesados no meio
ambiente (SILVEIRA, 2002).

A expressdo “metal pesado” é comumente utilizada para designar metais
classificados como poluentes, englobando um grupo muito heterogéneo de metais,
semimetais e mesmo ndo metais como o selénio, por ser utilizado, de maneira um pouco
confusa na literatura, Freire (2005) define-os como elementos com densidade atbmica
maior que 6 g/cm?® que estejam essencialmente ligados a poluicdo. Neles se enquadram
metais, semimetais e ndo metais, como o selénio. Alguns dos elementos inclusos na
defini¢do de “metal-pesado” sdo essenciais as plantas (Cu, Zn, Mn, Co, Mo, S) enquanto
outros sao dispensaveis como o Pb, Cd, Hg, Ag, Ti, U e deveriam mais propriamente
serem definidos como toxicos (FREIRE, 2005).

De acordo com Zenteno (2003) os principais metais pesados, presentes no solo e
nos insumos utilizados na agricultura, séo: Co, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Sn e Zn.
Dentre eles deve-se destacar que alguns sdo essenciais as plantas (Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e
Zn) e aos animais (Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn).

Metais pesados como Pb, Hg, Cd, Ar, Cr, Zn e Mn, dentre outros, estdo presentes
em diversos tipos dos residuos levados tanto aterros sanitarios quanto para incineradores,
com potencial para se difundir nas diversas cadeias troficas ambientais, podendo ser
encontrados nesse material: lampadas, pilhas galvanicas, baterias, resto de tintas, resto de
produtos de limpeza, 6leos lubrificantes usados, solventes, embalagens de aerossois, resto
de amaélgama utilizada em consultérios odontoldgicos, materiais fotogréaficos e
radiograficos, embalagens de produtos quimicos, pesticidas, fungicidas e inseticidas,
componentes eletrénicos descartados isoladamente em placas de circuitos impressos,
residuos de produtos farmacéuticos, medicamentos com prazos de validade vencidos,
latarias de alimentos, aditivos alimentares, e plasticos descartados (MUNOZ, 2002).

O Fe, Cu e Zn, satisfazem, quando em pequenas concentracfes, funcdes
bioldgicas essenciais. Em altas concentragdes tornam-se toxicos, em contraponto a sua
deficiéncia, a qual acarreta distarbios no crescimento e metabolismo. Os metais Cd e Pb
apresentam graves problemas por sua comprovada toxidade para o organismo vivo, ainda
que em baixas concentragdes, cuja presenca nos alimentos deve ser evitada. Destacando
que estes elementos quimicos sdo, geralmente, translocados através da cadeia alimentar
para homens e animais (MURTA, 1993).
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A disseminacdo na agua, solo e atmosfera, bem como, a concentragdo ambiental
de metais pesados tem sido motivo de crescente preocupa¢do no mundo. Os metais
pesados podem ser percolados através do chorume, liquido resultante da decomposicao
de residuos, o qual —em miscelanea com a 4gua da chuva, juntamente com outros liquidos
originalmente existentes no lixo — infiltra-se no solo e, quando atinge o lencol fretico,
contamina a &gua subterrdnea. A contaminacdo desses reservatorios hidricos tem
implicacdes que perduram por tempo e extensdo geogréficas indefinidas e sdo de dificil
controle. Além de provocar a contaminacao da agua, essa disposicdo inadequada polui
também o solo, atingindo as plantas, os animais e o homem (MAGOSSI &
BONACELLA, 1997).

H4, ainda, como ponto critico e alerta, a iminente contaminacdo ambiental
originada pela defecacdo dos animais que recebem formulacGes minerais contaminadas,
atingindo o solo, vegetacdo, os mananciais hidricos e as diferentes formas de seres vivos
do ecossistema (MARCAL et al.,, 2005). Uma vez aventada ha& possibilidade das
contaminagfes por metais pesados atingirem a cadeia trofica alimentar, atingindo os
bovinos e, por conseguinte 0 homem, através do consumo de produtos e/ou subprodutos
de origem animal notadamente toxico, 0 que representa potencial risco a satde publica
(MARCAL et al., 2004).

Segundo Abdallah (2005) a presenca de metais pesados no leite pode ser atribuida
a contaminacao das vacas em lactacdo através da exposicdo a poluicdo ambiental ou o
consumo de alimentacdo e/ou agua contaminados. Onde podemos ressaltar que
significativa parcela da seguranca alimentar contemporanea repousa no controle de
remanescentes residuais nos alimentos, em funcdo do uso de defensivos agricolas e
farmacos veterinarios, ou também por acidentes envolvendo contaminantes ambientais
(BRASIL, 1999), ou mesmo, segundo Ramalho et al. (2000) como resultando da acéo
agroquimica no sentido de adubacéo, porém efetuada de modo incorreto. Metais pesados,
ao integrarem-se a cadeia tréfica alimentar, atingem os bovinos e, por conseguinte o
homem, através do consumo de produtos e/ou subprodutos de origem animal notadamente
toxico, o que representa potencial risco a saude publica (MARCAL et al., 2004). Sendo
necessario destacar que qualquer contaminagdo detectada no leite € uma questdo de
especial gravidade, uma vez que ele representa o principal constituinte da alimentagéo
infantil e parte importante da dieta alimentar de outros grupos de diferentes faixas etarias
(TOLONEN, 1995).
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3.3.1. Chumbo

O Pb néo apresenta funcéo fisioldgica conhecida no organismo de seres humanos
e animais. Uma vez absorvido, o Pb é distribuido atraves de trés compartimentos: o
sangue, onde tem uma meia-vida de 36 dias; tecidos moles, onde tem uma meia-vida de
40 dias; e nos 0ssos, onde tem uma meia vida de 27 anos, onde, acentuadamente, a cinética
de eliminacdo é mais lenta, destacando que este € o maior depoésito de armazenamento
corporal, respondendo por 90 a 95% do Pb armazenado no organismo (MOREIRA &
MOREIRA, 2004a).

A intoxicacdo por Pb ocorre quando os animais ingerem acidentalmente produtos
que o contém (baterias, tintas, 6leo ou graxa de motores de carros ou maquinas agricolas,
canos de Pb). Outra fonte de contaminacdo € a ingestdo de pastagens em areas proximas
a industrias que poluem por Pb ou, em beiras de estradas com muito transito de veiculos
em paises onde continua sendo utilizada gasolina com Pb. Os animais mais afetados sdo
0s bovinos, principalmente jovens; isto por que 0 comportamento curioso e a tendéncia a
lamber ou ingerir objetos estranhos os leva a ingerir produtos contendo Pb. Além de
ocorrer pela via oral, a intoxicacdo pode ocorrer, também, pela via respiratéria devido a
inalacdo de vapores de Pb (RIET-CORREIA, 2007).

Os sinais clinicos em bovinos e outros ruminantes podem ser agudos ou
subagudos. Na forma aguda alguns animais podem ser encontrados mortos e outros
morrem em 12-24 horas. Na forma subaguda ha uma sobrevivéncia de 4-5 dias. Os sinais
sdo preferentemente nervosos, podendo-se observar tremores musculares, cegueira,
incoordenacdo, agressividade ou depressdo, pressdao da cabeca contra obstaculos,
sonoléncia, ranger de dentes, nistagmo espontaneo, opistétono, torneio e convulsées com
movimentos toénico-clénicos. Além da cegueira, um sinal clinico caracteristico da
intoxicacdo é a fasciculacdo dos musculos da face, pescogo e orelhas. Observa-se, ainda,
anorexia, atonia ruminal e diarreia fétida. Pode ocorrer, também, salivacdo, andar em
circulo, mugidos e movimentos mastigatorios (RADOSTITS et al., 2007).

Em humanos, afeta todos os 6rgaos e sistemas do organismo e 0s mecanismos de
toxicidade propostos envolvem processos bioguimicos fundamentais, que incluem a

habilidade do Pb de inibir ou imitar a acdo do célcio e de interagir com proteinas. A
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toxicidade do Pb resulta, principalmente, de sua interferéncia no funcionamento das
membranas celulares e enzimas, formando complexos estaveis com ligantes contendo
enxofre, fosforo, nitrogénio ou oxigénio. O conjunto de 6rgdos mais sensivel ao
envenenamento por Pb é o sistema nervoso, sendo que a encefalopatia € um dos mais
sérios desvios toxicos induzidos pelo Pb em criancas e adultos. Destacando que a funcéao
nervosa autbnoma é mais suscetivel ao Pb do que as fun¢des nervosas visuais e auditivas;
o Pb afeta mais fortemente a atividade simpatica do que a parassimpatica. A exposicao
excessiva e prolongada ao Pb pode causar doenca renal progressiva e irreversivel
(MOREIRA & MOREIRA, 2004 b).

A nefropatia por Pb é caracterizada por uma reducédo gradual da funcéo renal e é
frequentemente acompanhada por hipertensdo. Nos estagios iniciais dessa exposicao
excessiva aguda, as alteracbes morfoldgicas e funcionais nos rins estdo limitadas aos
tubulos renais e sdo mais pronunciadas nas células tubulares proximais, cujos danos se
manifestam por reabsorcdo reduzida de aminoécidos, glicose, fosfato e acido citrico. Em
casos severos, podem ocorrer hiperaminoaciduria, glicosuria e hipofosfatemia combinada
com hiperfosfatdria (sindrome semelhante a de Fanconi) (WHO, 1995). Outra
manifestacdo bem conhecida da exposic¢éo ao Pb ¢ a linha azulada nas gengivas (LIMA,
2012).

A legislagéo nacional se encontra em consonancia com os padrdes internacionais,
no tocante a fixar teores maximos de contaminantes presentes nos géneros alimenticios,
estabelecendo o limite maximo de 0,020 mg/Kg, mesma tolerdncia adotada pelo
MERCOSUL e Unido Europeia (ANVISA, 1998; UE, 2006; MERCOSUL, 2013).

3.3.2. Cadmio

O Cd ndo participa de funcdo essencial ao organismo animal, humano e
metabolismo de plantas, apresentando grande interesse toxicolégico em funcdo de ser
extremamente toxico ao homem, mesmo em baixas concentracdes. Apresenta vida
bioldgica longa (10 a 30 anos) e de lenta excre¢édo pelo organismo humano. O 6rgéo alvo
primario nas exposic¢des ao Cd, em longo prazo, é o rim. Os efeitos toxicos provocados

pelo Cd compreendem principalmente disturbios gastrointestinais, apos a ingestdo do
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agente quimico. A inalacdo de doses elevadas produz intoxica¢do aguda, caracterizada
por pneumonite e edema pulmonar (PINTO et al., 2005).

Acumula-se dentro do organismo, particularmente nos rins e figado, uma vez que
se liga fortemente a metalotioneina, proteina abundante nos citados 6rgéos. E mal e muito
lentamente depurado do organismo animal. O Cd é antagonista do Zn do Cu e, em menor
nivel, do Fe, o que pode gerar sintomatologia de deficiéncia dos citados microelementos
em virtude da interferéncia na absorcéo. A absorcdo pelos ruminantes, € limitada a 1%
face a forte ligacdo com a metalotioneina intestinal. Ressaltando que sua eliminagéo
através do leite ndo aumenta proporcionalmente as concentragdes alimentares, uma vez
que a glandula maméria limita seu transporte (REECE, 2006).

Radostits et al (2007) descreve que a intoxicagdo em ruminantes tem como
sintomatologia inapeténcia, fraqueza, perda de peso e queratinizacdo inadequada dos
cascos, chifres secos e quebradicos, entrelacamento dos pelos, queratose e descamagéo
da pele, além de abortamentos, natimortos e defeitos congénitos. Ressaltando ainda que
a intoxicacao natural por Cd é rara.

Uma vez promovida exposicdo alimentar ou ambiental, e absorcdo por qualquer
via, 0 Cd é amplamente difundido no organismo humano, armazenando-se principalmente
no figado e nos rins, 6rgaos que concentram o Cd e, em conjunto, correspondem a metade
de todo o cadmio armazenado no organismo. Gestantes e lactantes, quando em contato
com o Cd, ha probabilidade de transferéncia para o feto através da via placentéaria,
sanguineo e aleitamento (GONCALVES, 2010).

Os niveis de Cd no leite humano representam de 5 a 10% dos niveis encontrados
no sangue, provavelmente em virtude da inibi¢do da transferéncia do sangue devido a
ligacdo do metal a metalotioneina das células sanguineas (ATSDR, 1999). Entre os
fatores que podem impactar na absorcdo do Cd, destacam-se as interacbes metal-metal
(Fe, Ca, Cr, Pb e Zn) e metal-proteina (metalotioneina e glutationa), presentes tanto em
alimentos como no organismo humano (WHO, 1992).

Clinicamente pode ser observada a fungéo tubular severamente prejudicada com
uma perda de capacidade de reabsorc¢do de nutrientes, vitaminas e minerais, bem como
comprometimento da funcdo glomerular, destacando a excrecdo urindria anormal de
proteinas de baixo peso molecular, Ca, P, aminoacidos e glicose. Ressaltando ainda que,
em decorréncia das leses apresentadas, hd aumento do risco de diabetes e pré-diabetes.

Como prejuizos ao sistema locomotor € descrito osteomalacia com répida
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desmineralizagdo 0ssea, associada a densidade mineral 6ssea diminuida e osteoporose.
No tocante ao sistema cardiorrespiratério podem ser observados cardiopatias diversas e
hipertensdo, bem como reducdo no volume expiratério forcado, ressaltando que tal
sintomatologia pode ser mediada por Cd em funcdo de tabagismo. Ao avaliar o risco
carcinogénico, as autoridades sanitarias consideram-no como relevante aos trabalhadores
profissionalmente expostos ao Cd (STARUG, 2011).

Tal qual o Pb, o Cd também segue rigidos padrfes de tolerancia, sendo seu limite
de tolerancia 0,05 mg/Kg, acopanhando os limiares propostos pelo mercado internacional
(ANVISA, 1998; UE, 2006; MERCOSUL, 2013).

3.3.3 Cobre

O Cu esta presente em diversas enzimas e proteinas, estando ligado a funcGes
fisioldgicas com o desenvolvimento do tecido conectivo, formacdo dssea, processos de
queratinizacdo, respiracdo celular, mielinizacdo da medula espinhal, pigmentacdo e
fungdes cardiacas. Pode ser considerado tanto essencial quanto téxico, e esta presente
como cofator catalitico essencial em importantes metaloenzimas como a Cu-Zn
superoxido dismutase, citocromo oxidase, lisil oxidase, dopamina- -hidroxilase e
tirosinase (LEMOS, 1997; RADOSTITS et al., 2007; CORTINHAS, 2012).

A hipocuprose é classificada como uma das deficiéncias de maior interesse em
ruminantes, exibindo extensa diversidade de sintomas e ampla distribuicdo geografica.
Em ovinos pode levar a alteracGes congénitas ou adquiridas da mielina (ataxia enzootica),
anemia, osteoporose reducdo do crescimento, bem como fragilidade e perda da ondulagéo
da 1a ou despigmentacdo da Ia preta. Em bovinos distintos quadros clinicos sdo
observados na hipocuprose, podendo ocorrer osteoporose, baixo desempenho
reprodutivo, menor desenvolvimento corporal e anemia, alteragdes da pigmentacéo dos
pélos e diarreia (MARQUES, 2003).

As intoxicagdes por Cu em ruminantes sdo mais frequentes em ovinos, onde ha
acumulo de Cu no figado e, em situacdo de estresse, grandes quantidades séo liberadas
no sangue tornando evidentes os sinais de intoxicacao (crises hemoliticas) (CASTRO,
2007).
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A deficiéncia de Cu é rara em humanos, uma vez que esse nutriente é facilmente
consumido e tem uma dose diéria requerida muito baixa. No entanto, quando hé& caréncia,
a funcdo de diferentes Orgdos e de varios sistemas de defesa do organismo fica
comprometida. Pacientes com deficiéncia de Cu podem ainda desenvolver déficits
hematopoiéticos, resultando em anemia hipocrémica microcitica associada a leucopenia
e neutropenia (BAIERLE, 2010).

A intoxicacdo aguda cuprica pode ser fatal dependendo da dose. Os achados
predominantes sdo gastrintestinais. O Cu causa imobilizacdo irreversivel dos
espermatozoides in vitro. Nenhum efeito teratogénico atribuido ao cobre foi relatado em
humanos, porém altas doses em ratas gravidas foram relacionadas com aumento da
mortalidade fetal e malformagdes no sistema nervoso central. N&o ha relatos de
carcinogenicidade associada (ATSDR, 2002).

A legislacdo vigente no Brasil determina como limite maximo de Cu, a estar
presente nos produtos lacteos, 2,0 mg/kg (ANVISA, 1998). A ingestdo diaria
recomendada para humanos pode ser acompanhada através da tabela 01.

3.3.4 Ferro

O Fe é um mineral essencial para a homeostase celular, sendo imprescindivel para
o transporte de oxigénio, para a sintese de DNA e metabolismo energético. E uma cofator
importante para enzimas do ciclo respiratéria mitocondrial e na fixacdo do nitrogénio.
Nos mamiferos é empregado principalmente na sintese da hemoglobina (Hb) nos
eritroblastos, da mioglobina nos musculos e dos citocromos no figado (GROTTO, 2008)

A ingestdo excessiva de Fe é uma causa importante de intoxicacao acidental na
infancia, ndo obstante que o uso de altas doses de Fe em comprimidos, utilizados em
gestantes e no tratamento de doencas hematoldgicas, constitui a causa mais frequente de
Obito por intoxicacdo em criancas de um a quatro anos. No Brasil, como na maioria dos
paises, os medicamentos sdo 0s principais agentes toxicos, os benzodiazepinicos, 0s
antigripais, antidepressivos e os anti-inflamatorios sdo os medicamentos que mais
intoxicam (BERBER, 2007).
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3.3.5 Zinco

As fungbes bioquimicas do Zn podem ser traduzidas através de sua participacdo
na atividade de mais de 300 enzimas. Nao obstante as baixas concentragdes de Zn na
maioria dos Orgaos, as metaloenzimas dependentes deste mineral estdo difundidas em
todos os tecidos do organismo, cumprindo processos fisioldégicos importantes. Dentre as
principais funcbes do Zn, destacam-se a participacdo na sintese e degradacdo dos
carboidratos, lipideos e proteinas, na manutengdo do crescimento e do desenvolvimento
normais, no funcionamento adequado do sistema imunoldgico, na defesa antioxidante, na
funcdo neurosensorial e na transcricdo e traducdo de polinucleotidios (ANDRADE &
MARREIRO, 2011; SENA & PEDROSA, 2005)

O Zn constitui uma parte integral de diversas enzimas, das quais uma das mais
importrantes é anidrase carbénica, presente em concetrac@es especialmente elevadas nas
hemaécias. Esta enzima é responsavel pela rapida combinacéo do didxido de carbono com
a dgua nas hemécias do sangue capilar periférico e pela rapida liberacdo de didxido de
carbono do sangue capilar pulmunar para os alvélos. A anidrase carb6nica também esta
presente, em maior grau, na mucosa gastrointestinal, nos tabulos renais e nas células
epiteliais de diversas glandulas do corpo. Consequentemente, o Zn, em pequenas
quantidades, é essencial ao metabolismo do dioxido de carbono. O Zn também é um
componente da desidrogenase latica, sendo, consequentemente, importante para as
interconversdes entre 0 &cido piravico e o acido latico . Finalmente é um componente de
algumas peptidades, sendo importante para a digestdo protéica no trato gastrintestinal
(GUYTON & HALL, 2006).

A caréncia de Zn constitui-se num problema nutricional, compreendendo diversas
anormalidades no metabolismo, ensejadas pela ingestao dietética inadequada, diminuicao
na absorcdo ou aumento na excrecdo urindria, presenca de agentes na dieta que
comprometem sua absorc¢ao, cirurgias do intestino, sindromes de méa-absorcdo, doencas
renais, doenca cronica do figado, abuso do alcool, nutri¢do parenteral total sem adigéo de
zinco e, ainda, problemas genéticos. Além de outras manifestacdes clinicas da deficiéncia
deste mineral, ressaltam-se o retardo no crescimento, hipogonadismo, alteracdo da

resposta imune, dificuldade de cicatrizacdo, aumento do risco de aborto, diarreia,
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anorexia, perda de peso, alopecia, e a prematuridade na gestagdo (ANDREDE &
MARREIRO, 2011).

De forma genérica a legislacdo Brasileira estabelece como limite de ingestdo de
Zn, para todos os alimentos como sendo 50,00 mg/Kg (BRASIL, 1965), face uma
recomendac&o diaria de 7mg/kg por dia (ANVISA, 2005).

Tabela 2 Ingestéo diaria de Fe, Zn e Cu recomendada para lactantes, criangas e adultos.

Lactente Crianca

Elementos Unidade 0-6 7-11 12-36 4-6 716 Adulto Gestante
meses meses  meses  anos

anos
Fe mg/kg 0,27 9 6 6 9 14 27
Zn mg/kg 2.8 41 41 51 56 7 11
Cu Hg/Kg 200 220 340 440 440 900 1000

Fonte: Anvisa, 2005

3.4. Técnicas de quantificacdo de Metais

Os métodos analiticos utilizados na caracterizacdo quimica de amostras
ambientais sdo variados. Os métodos classicos, como a gravimetria, a volumetria e outros,
exigem tempos e recursos humanos intensos, e 0s seus limites de deteccdo ndo
correspondem as exigéncias impostas na atualidade. Assim, estes métodos foram sendo
substituidos por métodos instrumentais como a espectrometria de absor¢do atbmica com
chama (F-AAS), com forno de grafite (GF-AAS) e com geracédo de hidretos (GF-AAS),
a espectrometria de emissdo com plasma indutivo (ICP-OES), a espectrometria de massa
acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), entre outros. Os métodos instrumentais, apesar de
exigirem um forte investimento em equipamento de custo elevado, o qual € compensado
pela economia de recursos humanos (devido a automatizacdo) e reagentes, permitem
ampliar a escala de concentracdo dos elementos até niveis da ordem de grandeza dos ppm,
ppb ou mesmo ppt (RIBEIRO, 2006).

Cada método possui um campo de aplicabilidade mais ou menos especifico e, para
que a sua utilizagéo seja a mais adequada, é fundamental o conhecimento dos principios

dos fendmenos fisicos presentes, as vantagens e, sobretudo as limitacbes mais relevantes
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de cada um deles, de forma a serem criadas as condi¢des experimentais necessarias para
a sua aplicacao (RIBEIRO, 2006).

A escolha do método analitico apropriado para a caracterizacdo das amostras em
estudo deve ser realizada de forma criteriosa, tendo em consideracgéo alguns dos seguintes
fatores: o tipo de informacéo que se pretendia obter; a quantidade de amostras disponivel
e a proporcao do(s) constituinte(s) a analisar; a exatiddo e a precisdo do método analitico;
as interferéncias analiticas e o seu controle; as dificuldades com possiveis contaminagoes;
0 tempo necessario para analisar cada amostra; o custo da analise de cada elemento por
amostra (SLAVIN, 1992).

Figura 2 Capacidade analitica de alguns métodos
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Na espectrometria de absor¢do atdmica a radiacdo, de comprimento de onda
caracteristico do elemento em estudo, € emitida através do vapor atdbmico. Os 4tomos do
elemento absorvem parte dessa radiagdo. A quantidade de radiacdo absorvida por estes
atomos é medida e utilizada para determinar a concentracdo do elemento na amostra
(BOSS & FREDEEN, 1989; CSUROS & CSUROS, 2000).
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Enguanto que na espectrometria de emissdo atbmica a amostra é submetida a altas
temperaturas, causando ndo sé a dissociacdo dos a&tomos, mas também uma quantidade
de colisbes que provocam a excitacdo (ou ionizacdo) dos a&tomos da amostra. Uma vez
gue os atomos se encontram em estados de energia superiores (estados excitados), a
tendéncia € voltar a estados de mais baixa energia, emitindo energia. A intensidade da
radiacdo emitida num comprimento de onda especifico é medida e usada para determinar
a concentracdo do elemento em estudo (BOSS & FREDEEN, 1989; CSUROS &
CSUROS, 2000).
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RESUMO
OBJETIVO: Determinar a presenca de metais pesados no leite cru de vacas
oriundas do Agreste Meridional do Estado de Pernambuco.

METODOS: 147 amostras de leite cru de vacas leiteiras provenientes de 14
propriedades localizadas na mesorregidao Agreste do Estado de Pernambuco
foram submetidas a digestédo por micro-ondas. Em seguida, os metais Chumbo
(Pb), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Ferro (Fe) foram determinados por
espectrometria de emissdo atbmica com plasma acoplado indutivamente (ICP—
OES). As amostras foram analisadas em duplicata, a média calculada e os
resultados expressos em mg/L. As variaveis estudadas foram descritas por meio
das respectivas medidas de tendéncia central: médias, medianas, desvios —
padrao, percentis de 25 e 75. Os dados foram analisados por meio de dispersao
de frequéncias por metodologia descritiva.

RESULTADOS: Nas amostras de leite cru provenientes do Agreste Meridional
de Pernambuco foram determinados os niveis de Pb (0,090+0,040 mg/L), Cd
(0,015+0,013 mg/L), Cu (0,043+0,038 mg/L), Zn (1,293+0,814 mg/L) e Fe
(0,109+0,089 mg/L). Houve uma variagao dos niveis dos metais de acordo com
0s municipios analisados. O tipo de ordenha influenciou os niveis de Pb, Cd e
Zn. Maiores indices de Pb e Zn foram obtidos nas amostras de propriedades com
presenca de efluentes. A proximidade das rodovias elevou as concentragdes de
Pb, Cd e Cu.

CONCLUSOES: Foi possivel determinar a presenca dos metais Chumbo,
Cadmio, Zinco, Cobre e Ferro no leite cru de vacas oriundas do Agreste
Meridional do Estado de Pernambuco, tendo o Chumbo como o metal pesado
presente em niveis acima do limite de toleréncia estabelecido pela ANVISA.
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DESCRITORES: Digestdo por micro-ondas, Espectrometria de emisséo
atdbmica, Leite bovino, Metais pesados.

ABSTRACT
OBJECTIVE: Detect the presence of heavy metals in raw milk of cows coming
from the southern Wasteland of the State of Pernambuco.

METHODS: 147 samples of raw milk from dairy cows from 14 farms in the
Wasteland middle region of Pernambuco State were subjected to microwave
digestion. Then the Lead (Pb), Cadmium (Cd), Copper (Cu), zinc (Zn) and iron
(Fe) metals were determined by atomic emission spectrometry with inductively
coupled (ICP-OES) plasma. The samples were analyzed in duplicate and the
results averaged and expressed in mg / L. The variables were described by
means of the measures of central tendency: mean, median, deviation - standard
percentiles 25 and 75. Data were analyzed using frequency dispersal by
descriptive methodology.

RESULTS: In raw milk samples from the southern Wasteland of Pernambuco
were determined levels of Pb (0.090 + 0.040 mg /L), Cd (0.015 £ 0.013 mg /L),
Cu (0.043£0.038mg /L), Zn (1.293 £0.814 mg / L), Fe (0.109 = 0.089 mg / L).
There was a variation in the levels of metals in accordance with the municipalities
analyzed. The type of milking influenced the levels of Pb, Cd and Zn. Higher
levels of Pb and Zn were obtained from samples of properties with the presence
of Effluents. The proximity of highways raised the concentration of Pb, Cd and
Cu.

CONCLUSIONS: It was possible to determine the presence of metals Lead,
Cadmium, Zinc, Copper and Iron in raw milk of cows coming from the southern
Wasteland of Pernambuco State, taking the lead as the heavy metal present at
levels above the tolerance limit established by ANVISA.

DESCRIPTORES: Microwave Digestion, Atomic Emission Spectrometry,
Bovine Milk, Heavy Metals.

INTRODUCAO
Com o desenvolvimento industrial e populacional, muitos problemas

surgiram no que diz respeito ao nivel critico de contaminantes ambientais e de
alimentos oferecidos a populacdo humana?*. Sabe-se que existe no ambito do
agronegocio uma grande demanda de oferta de alimentos, como carne, leite e

derivados, porém para se atingir niveis zootécnicos de alta producéo, os animais
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muitas vezes recebem dietas com grande variedade de componentes que
podem ser contaminados, apresentando assim risco a saude animal e saude
humana®®. Neste contexto, diversas pesquisas tém sido desenvolvidas
objetivando uma melhor administracao e controle da qualidade ambiental, dos
alimentos oferecidos aos animais e dos produtos de origem animal,

particularmente o leite'4.

O leite bovino € um alimento que oferece diferentes nutrientes aos seres
humanos, como por exemplo, minerais e proteinas, especialmente para criancas
em crescimento??. Nos Ultimos anos, de todas as cadeias produtivas do setor
agropecuario, a de maior importancia e que mais se transformou foi a do leite.
Movimenta anualmente cerca de U$10 bilhdes, emprega trés milhdes de
pessoas, das quais acima de um milhdo s&o produtores. Produz
aproximadamente 20 bilhdes de litros de leite por ano, provenientes de um dos
maiores rebanhos do mundo, com grande potencial para abastecer o mercado
interno e externo.

Entre 1990 e 2000, a producéo nacional de leite cresceu 37%, sendo a
Regido Centro-Oeste responsavel por 81% do crescimento e, em especial o
Estado de Goias, 105%. A Regido Centro-Oeste abriga 35% do rebanho bovino
nacional, com uma das principais concentracbes de industrias de laticinios
do Pais®4.

No Nordeste do Brasil é produzido apenas 14% do leite nacional. Embora
0s principais centros consumidores estejam localizados ao longo da faixa
litoranea e as principais bacias leiteiras encontrarem-se na regido semiarida®, o
Estado de Pernambuco acompanhou essa fase de crescimento na producédo de
leite, passando de 313 milhdes de litros em 1990 para 0,747 bilhdes de litros em
2007°.

Segundo dados do ultimo censo agropecuario nacional, em 2006 foram
produzidos 20.567.500 mil litros de leite, sendo o Estado de Pernambuco
responsavel por 468.329 litros, onde 356.214 litros foram provenientes do
Agreste Pernambucano!3. Ressalta-se que, nos Ultimos anos, a producéo leiteira

do Agreste Meridional Pernambucano cresceu 23%, representando 73% da
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producdo leiteira do Estado de Pernambuco, com favoravel perspectiva de
crescimento através dos investimentos privados que vém sendo realizados®.

Em Garanhuns-PE, a bacia leiteira é extremamente importante para a
economia do Agreste Meridional, apresentando altamente concentrada, onde se
observa producéo inferior a 200 litros de leite por dia, representam 73,7% do total
de produtores, e detém apenas 32,8% da producéo total, enquanto que aqueles
com produgdo superior a 200 litros por dia representam 26,3% do total de
produtores e detém 67,2% da producdao total. Pequena variacdo na producédo de
leite (8,5%) pode ser notada entre o periodo chuvoso e o0 da seca, sendo este
um fato extremamente positivo, que se deve, principalmente ao fornecimento de
alimentos concentrados para as vacas em lactacédo no periodo da seca?®?.

Devido a elevada toxicidade de alguns metais pesados, como o chumbo
(Pb) e o cadmio (Cd), as autoridades sanitarias mundiais estdo preocupadas em
estabelecer medidas para reduzir a concentracédo desses metais nos alimentos,
uma vez que sdo considerados a principal fonte de ingestdo desses
contaminantes?!. Esses metais podem influenciar a qualidade do leite com
respeito a sua composicdo, notavelmente 0os microelementos essenciais para o
crescimento normal da producéo e reproducédo®, além de trazer riscos a salde
da populacdo humana, como distirbios dos sistemas nervoso, medular,
reprodutivo, renal, gastrointestinal, respiratério entre outros’22.

Os metais pesados ocorrem naturalmente no solo e alguns deles, tais
como Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Cobalto (Co), desempenham importante papel na
nutricdo de plantas e animais, enquanto outros como Cadmio (Cd), Chumbo
(Pb), Arsénio (As) e Selénio (Se), exercem efeitos deletérios sobre varios
componentes da biosfera, e, seu acimulo no organismo animal é um aspecto de
grande preocupacdo quanto a saude publica!®. Segundo Garcia-Esquinas et al*!
(2011), qualquer grau de contaminagédo no leite é muito problemético, visto que
€ bastante utilizado na alimentagdo infantil, bem como de outros grupos de
diferentes faixas etérias.

Gongalves et al*? (2008) relataram que o leite integral bovino pasteurizado
analisado em Goias-GO apresentou niveis elevados de Pb (0,20-0,25mg/L),
tendo assim risco de intoxicacdo a médio e longo prazo para a populacdo

consumidora deste alimento, sugerindo efetivo monitoramento dos suplementos
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minerais, alimentos e ingredientes destinados a alimentacdo animal, uma vez
que valores acima de 0,2mg/L/kg/pv sdo capazes de causar intoxicagdo em
pouco tempo, em virtude do acumulo no organismo dos individuos.
Considerando-se o potencial produtivo de leite no Brasil, o nimero de
relatos de caso em bovinos de leite ainda é limitado, embora o tema relacionado
a contaminacdo por metais tdxicos em varios animais de producdo seja
usualmente abordado pela literatura cientifica'®31225, Desta forma, este trabalho
teve como objetivo determinar a presenca de metais pesados no leite cru de

vacas oriundas do Agreste Meridional do Estado de Pernambuco.

METODOS
O experimento foi realizado de setembro a dezembro de 2013, onde foram

utilizadas 147 vacas leiteiras provenientes de 14 propriedades localizadas na
mesorregido Agreste do Estado de Pernambuco, microrregido Garanhuns, em
sistema de criacao extensivo e semi-intensivo.

Foram coletadas 147 amostras de leite cru (15 ml) de vacas no terco inicial
da lactacdo (11 a 100 dias p0s parto) durante a ordenha da manha em recipiente
plastico estéril com tampa (tipo Falcon) de 15 ml, mantidas sob refrigeracdo em
caixa isotérmicas (4 °C) e encaminhadas ao Laboratorio de Patologia Clinica da
Clinica de Bovinos de Garanhuns — UFRPE, onde posteriormente foram
armazenadas em freezer (-4° C).

O procedimento para digestédo assistida por micro-ondas foi realizado no
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) conforme adaptacao ao protocolo definido por Santos et
al?” (2005) onde cada amostra de leite bovino cru (5 ml) foi colocada em frasco
digestor com 10 ml de HNO3 e digerido no micro-ondas modelo MarsXpress —
CEM Technology Inside durante 28 minutos (etapa 1: 110° C — 8 min, etapa 2:
170°C — 10 min, etapa 3: 170° C — 10 min. Em sequéncia, as amostras foram
filtradas em papel filtro dobrado em piramide (gramatura 80g/m?; velocidade de
filtracdo 20-25 segundos) para um novo tubo Falcon estéril.

Os metais Chumbo (Pb), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), Zinco (Zn) e Ferro (Fe)
foram determinados por espectrometria de emissdo atbmica com plasma

acoplado indutivamente (ICP—OES), utilizando-se aparelho modelo Perkin Elmer
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Optima 7000 DV16. A determinacdo dos metais pesados foi realizada no
Laboratério de Quimica de Solos (DEPA) da UFRPE. As amostras foram
analisadas em duplicata, a média calculada e os resultados expressos em mg/L.

As variaveis estudadas foram descritas por meio das respectivas
medidas de tendéncia central: médias, medianas, desvios—padrao, percentis de
25 e 75. Os dados foram analisados por meio de dispersao de frequéncias por
metodologia descritiva®.

RESULTADOS
Os valores dos microelementos determinados no leite cru de vacas

oriundas do Agreste Meridional do Estado de Pernambuco séo apresentados na
Tabela 1.

Maiores indices de Pb e Cd foram encontrados nas amostras de leite cru
de vacas provenientes do Municipio de Jucati (0,122mg/L e 0,021 mg/L,
respectivamente) enquanto que o menor valor foi descrito no Municipio de S&o
Jodao (0,045 mg/L e 0,006 mg/L, respectivamente). Nao houve diferenca entre os
indices de Pb, Cd e Zn entre os tipos de ordenha (manual ou mecéanica). Niveis
mais elevados de Cu (0,050 mg/L) e Fe (0,130 mg/L) foram encontrados quando
o leite foi ordenhado manualmente. A presenca de efluentes contribuiu para o
aumento do percentual de Pb e Zn nas amostras de leite. A proximidade da
propriedade a rodovia teve influéncia no aumento dos indices de Pb, Cd e Cu.

Com relacédo as médias apresentadas na Tabela 2, o teor de Pb (0,090
mg/L) foi superior ao limite estabelecido pela legislacédo brasileira?. Os metais
Cd, Cu e Zn estavam presentes no leite cru das vacas, porém abaixo do LTM. A
concentracdo média de Fe foi de 0,109 mg/L, tendo uma variacdo minima de
0,004 mg/L e variagdo maxima de 0,566 mg/L.

Na analise da correlacdo entre as variaveis, fica evidente a relacdo alta
positiva entre o Pb e Cd (Figura 01) e moderada positiva entre Zn e Fe (Figura
02).
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DISCUSSAO
O teor de Pb encontrado no leite produzido no Agreste Meridional do

Estado de Pernambuco apresentou valor similar aguele encontrado por OKADA
et al*! (1997) no Vale do Paraiba - SP (0,05 mg/L). No entanto, valores bem
superiores foram relatados por Gongalves et al*? (2008), no Estado de Goias
(0,238 mg/L). O grande volume de agua necessério para o beneficiamento do
leite coloca as industrias de laticinios como uma das principais geradoras de
efluentes industriais. Estima-se que para cada litro de leite beneficiado sejam
gerados cerca de 2,5 L de efluente®. Foi verificado neste experimento que a
presenca de efluentes contribuiu para o aumento do percentual de Pb nas
amostras de leite. O chumbo é reconhecido pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como um dos elementos quimicos mais perigosos a saude humana33,
podendo ocasionar graves danos a salide e até mesmo causar a mortel’.

O valor médio de Cd (0,015 mg/L) presente nas amostras de leite deste
experimento esta abaixo dos LTM, séo inferiores aqueles encontrados por
Okada et al*! (1997) na cidade de Cacapava-SP (0,02 mg/L) e bem inferiores
aos descritos por Gongalves et al'? (2008) no leite integral pasteurizado de vacas
no Estado de Goias (0,05 mg/L). A maior exposi¢cao do cadmio vem do tabagismo
e da ingestdo de alimentos que podem ser contaminados pelos fertilizantes
agricolas, esgotos, esterco e deposicdo atmosférical®. Neste estudo, a
proximidade da propriedade a rodovia teve influéncia no aumento dos indices de
Cd, no entanto a presenca de efluentes ndo determinou alteracées dos niveis de
Cd no leite cru das vacas provenientes dessas propriedades. Como resultado da
ingestdo de alimentos contaminados pelo referido metal, podera haver danos
renais e distlrbios no metabolismo do calcio®.

O primeiro estudo sobre os niveis Cu no leite pasteurizado bovino no
Brasil foi relatado por Gongalves et al'? (2008), variando de 0,39 a 0,59 mg/L,
dependo da Mesorregido do Estado de Goids analisada, sugerindo que o leite
bovino seja pobre neste elemento, uma vez que, por ser resultante da secrecéo
das glandulas lacteas dos mamiferos, provenientes do sangue, podera estar com
concentracéo final bastante inferior do que o do sangue. O valor médio de cobre
encontrado no leite cru de vacas provenientes da Bacia Leiteira de Garanhuns-

PE foi bem inferior aqueles descritos pelo autor (0,043 mg/L). No entanto,
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percebe-se que ha uma grande variacédo entre os limites de Cu das amostras de
leite deste experimento (0,010 a 0,418 mg/L). Em todas as espécies, o colostro
€ especialmente rico em cobre e o leite da fase inicial da lactacdo € mais rico
que o da fase final, ocorrendo um decréscimo progressivo no teor desse
elemento durante o periodo de lactacédo!. Levando-se em consideracédo que o
leite deste experimento foi coletado na fase inicial da fase da lactagéo, pode-se
inferir que os niveis de cobre das amostras de leite estdo baixos, podendo este
fato estar associado a deficiéncia deste microelemento em bovinos no Brasil e
ndo havendo, portanto, efeito contaminante sobre o leite®®.

O zinco e o ferro sao alguns dos microelementos essenciais presentes no
leite que geralmente s&o encontrados em baixa concentra¢éo, porém essenciais
aos processos biologicos?®, apresentando forte ligacdo com as proteinas?®.
Foram verificados nas amostras de leite cru de vacas da Bacia Leiteira de
Garanhuns, concentracdes de Zinco (1,293 mg/L) e Ferro (0,109 mg/L) bem
inferiores aquelas descritas por Gongalves et al'? (2008) em leite pasteurizado
do Estado de Goias, que verificaram variacdo de 3,42 a 4,62 mg/L de Zinco e
0,84 a 1,13m/L de Ferro. Porém, pode-se notar na Tabela 2 que existe uma
grande variagdo do limite inferior (0,067 mg/L) para o limite superior (8,662 mg/L)
dos niveis de Zinco. As principais fontes de Zn para o ser humano sédo o0s
derivados de leite®?, contribuindo com 19 a 31% do Zn total ingerido por
adultos®!.

Neste estudo foi possivel determinar a presenca dos metais Chumbo,
Cadmio, Zinco, Cobre e Ferro no leite cru de vacas oriundas do Agreste
Meridional do Estado de Pernambuco, tendo o chumbo como o metal pesado
presente em niveis acima do limite de tolerancia estabelecido pela ANVISA?
(1998).
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Tabela 1 Valores médios das concentracdes de Pb, Cd, Cu, Zn e Fe em leite in
natura de vacas criadas na bacia leiteira de Garanhuns — Pernambuco, Brasil.

Elementos (mg/L)

Fatores Pb Cd Cu Zn Fe
Municipio

Garanhuns 0,090 b* 0,017ab 0,043 ab 1,569 a 0,151 a

Bom Conselho  0,071b  0,010bc 0,038ab 1,048 ab 0,066 b

Séo Joéo 0,045 c 0,006 c 0,034ab 0,0787b 0,052 b

Jucati 0,122 a 0,021 a 0,059 a 1,340 ab 0,128 a

Jupi 0,077b  0,010bc 0,022 b 1,335 ab 0,076 b

Tipo de Ordenha
Manual 0,084 a 0,014 a 0,050 a 1,320 a 0,130 a
Mecénica 0,092 a 0,015 a 0,033 b 1,258 a 0,082 b
Presenca de Efluentes

Sim 0,196 a 0,015 a 0,044 a 1,452 a 0,113 a

Nao 0,080 b 0,014 a 0,042 a 1,148 b 0,105 a
Rodovias

Perto 0,122 a 0,021 a 0,059 a 1,340 a 0,128 a

Distante 0,074 b 0,012 b 0,036 b 1,274 a 0,101 a

* Letras minusculas na mesma coluna diferem ao nivel de 5 % de probabilidade
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Tabela 2 Fatores de variacdo e niveis de significancia da andalise de variancia
das concentracbes de Pb, Cd, Cu, Zn e Fe em leite in natura de vacas criadas
na bacia leiteira de Garanhuns — Pernambuco, Brasil

ELEMENTOS (mg/L)

FATORES DE VARIAQAO Pb Cd Cu Zn Fe
Propriedades <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001
Municipios <0,0001 <0,0001  0,0037 0,0042  <0,0001
Tipo de Ordenha 0,2630 0,6299 0,0101 0,6453 0,0012
Efluentes 0,0122 0,7050 0,7902 0,0233 0,5999
Rodovia <0,0001 <0,0001  0,0088 0,6564 0,0908
Medidas de Tendéncia Central

Média Geral 0,090 0,015 0,043 1,293 0,109
Desvio Padrao 0,040 0,013 0,038 0,814 0,089
Mediana 0,080 0,012 0,034 1,180 0,082
Limite Inferior 0,026 0,004 0,010 0,067 0,004
Limite Superior 0,302 0,140 0,418 8,662 0,566

Limite de Tolerancia Maxima (LTM) estabelecido pela ANVISA? (1998)

0,050

1,000

30,000

50,000

*O Fe, em contraposicéo aos demais elementos estudados, ndo possui delimitacdo de LMT na legislacao.
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Informaces Gerais

Os manuscritos submetidos a publicacdo na Revista de Saude Publica devem ser
apresentados de acordo com as Instrugdes aos Autores.

Sdo aceitos manuscritos nos idiomas: portugués, espanhol e inglés.

O texto de manuscritos de pesquisa original deve seguir a estrutura conhecida como

IMRD: Introducdo, Métodos, Resultados e Discusséo (ver Estrutura do Texto). Em cada

uma das partes ndo se deve dividir o texto em subtitulos, exceto nos casos que requerem
maior detalhe, sobretudo em Resultados e Discussdo. Manuscritos baseados em pesquisa
qualitativa podem ter outros formatos, admitindo-se Resultados e Discussdo em uma
mesma secdo e ConsideracGes Finais/Conclusdes. Outras categorias de manuscrito
(revisdes, comentarios, etc.) seguem os formatos de texto a elas apropriados.

O texto submetido deve ter paginas e linhas numeradas para fins de revisdo.

O uso de siglas deve ser evitado.

Recomendamos que o autor consulte o checklist correspondente a categoria do
manuscrito submetido.

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentacdo do manuscrito estdo descritos a

sequir.

Preparo dos manuscritos

Resumo

Sdo publicados resumos em portugués, espanhol e inglés. Para fins de cadastro do
manuscrito, deve-se apresentar dois resumos, um na lingua original do manuscrito e outro
em inglés (ou em portugués, em caso de manuscrito apresentado em inglés). As

especificacfes quanto ao tipo de resumo estdo descritas em cada uma das categorias de
artigos.


http://www.rsp.fsp.usp.br/mensagem/pub/mensagem.php?tipo=0&id_mensagem=custom_preparo
http://www.rsp.fsp.usp.br/mensagem/pub/mensagem.php?tipo=0&id_mensagem=custom_int_categoria
http://www.rsp.fsp.usp.br/mensagem/pub/mensagem.php?tipo=0&id_mensagem=custom_int_categoria
http://www.rsp.fsp.usp.br/mensagem/pub/mensagem.php?tipo=0&id_mensagem=custom_int_categoria
http://www.rsp.fsp.usp.br/index.php
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Como regra geral, o resumo deve incluir: objetivos do estudo, principais procedimentos
metodoldgicos (populagdo em estudo, local e ano de realizagdo, métodos observacionais

e analiticos), principais resultados e conclusdes.

Estrutura do texto

Introducéo — Deve ser curta, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados
em referéncias pertinentes ao objetivo do manuscrito, que deve estar explicito no final
desta parte. Nao devem ser mencionados resultados ou conclusdes do estudo que esta

sendo apresentado.

Métodos— Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente; bem como as
varidveis analisadas, com a respectiva definicdo quando necessaria e a hipotese a ser
testada. Devem ser descritas a populacdo e a amostra, instrumentos de medida, com a
apresentacdo, se possivel, de medidas de validade; e conter informaces sobre a coleta e
processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos e técnicas
empregados, inclusive os métodos estatisticos; métodos novos ou substancialmente
modificados devem ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas
limitacdes. Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados. Os autores devem
explicitar que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes éticos e aprovada por comité

de ética.

Resultados — Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a
descricdo dos dados mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas aquelas
necessarias para argumentacdo e a descri¢do dos dados no texto deve ser restrita aos mais
importantes. Os graficos devem ser utilizados para destacar os resultados mais relevantes
e resumir relacbes complexas. Dados em gréaficos e tabelas ndo devem ser duplicados,
nem repetidos no texto. Os resultados numéricos devem especificar os métodos
estatisticos utilizados na analise. Material extra ou suplementar e detalhes técnicos podem

ser divulgados na versdo eletrénica do artigo.

Discussao — A partir dos dados obtidos e resultados alcancados, 0s novos e importantes
aspectos observados devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das teorias

existentes no campo. Argumentos e provas baseadas em comunicagdo de carater pessoal
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ou divulgadas em documentos restritos ndo podem servir de apoio as argumentacoes do
autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes para futuras pesquisas
devem ser esclarecidas. Incluir somente hipéteses e generalizacdes baseadas nos dados

do trabalho. As conclusdes devem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho.

Referéncias

Listagem: As referéncias devem ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and
Editing for Biomedical Publication, ordenadas alfabeticamente e numeradas. Os titulos
de periodicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, e
grafados no formato italico. No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos;
acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos da expressdo latina “ct al”. Referéncias
de um mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica crescente. Sempre que

possivel incluir o DOI do documentado citado, de acordo com os exemplos abaixo.

Exemplos:

Artigos de periddicos

Narvai PC. Cérie dentéria e fldor: uma relacdo do século XX. Cienc Saude Coletiva.
2000;5(2):381-92. DOI:10.1590/S1413-81232000000200011

Zinn-Souza LC, Nagai R, Teixeira LR, Latorre MRDO, Roberts R, Cooper SP, et al.
Fatores associados a sintomas depressivos em estudantes do ensino médio de S&o Paulo,
Brasil. Rev Saude Publica. 2008;42(1):34-40. DOI:10.1590/S0034-89102008000100005.

Hennington EA. Acolhimento como préatica interdisciplinar num programa de
extensdo. Cad Saude Coletiva [Internet].2005;21(1):256-65.  Disponivel
em:http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf DOI:10.1590/S0102-
311X2005000100028

Livros

Nunes ED. Sobre a sociologia em saude. Sdo Paulo; Hucitec;1999.

Waunsch Filho V, Koifman S. Tumores malignos relacionados com o trabalho. In: Mendes
R, coordenador. Patologia do trabalho. 2. ed. S&o Paulo: Atheneu; 2003. v.2, p. 990-1040.
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Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer Washington:
National ~Academy Press; 2001[citado 2003 jul 13] Disponivel em:
http://www.nap.edu/catalog.php?record id=10149

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas (“Citing Medicine”) da
National Library of Medicine
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=citmed).

Referéncias a documentos ndo indexados na literatura cientifica mundial, em geral de
divulgacdo circunscrita a uma instituicdo ou a um evento (teses, relatérios de pesquisa,
comunicagfes em eventos, dentre outros) e informacgdes extraidas de documentos
eletrbnicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no

rodapé das paginas do texto onde foram citadas.

Citacdo no texto: A referéncia deve ser indicada pelo seu nimero na listagem, na forma
de expoente apds a pontuacdo no texto, sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos
casos em que a citacdo do nome do autor e ano for relevante, o nimero da referéncia deve
ser colocado a seguir do nome do autor. Trabalhos com dois autores devem fazer
referéncia aos dois autores ligados por &. Nos outros casos apresentar apenas o primeiro

autor (seguido de et al. em caso de autoria multipla).

Exemplos:
A promocdo da salde da populagdo tem como referéncia o artigo de Evans &
Stoddart,’ que considera a distribuicio de renda, desenvolvimento social e reagdo

individual na determinacdo dos processos de salde-doenca.

Segundo Lima et al® (2006), a prevaléncia se transtornos mentais em estudantes de

medicina é maior do que na populacdo em geral.

Parece evidente o fracasso do movimento de salide comunitaria, artificial e distanciado

do sistema de satide predominante.'?1°

Tabelas



60

Devem ser apresentadas depois do texto, numeradas consecutivamente com algarismos
arébicos, na ordem em que foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo
breve, ndo se utilizando tragos internos horizontais ou verticais. As notas explicativas
devem ser colocadas no rodapé das tabelas e ndo no cabecalho ou titulo. Se houver tabela
extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar
formalmente autorizacao da revista que a publicou, para sua reproducao.

Para composi¢do de uma tabela legivel, o namero méximo é de 12 colunas, dependendo
da quantidade do contetdo de cada casela. Tabelas que ndo se enquadram no nosso limite
de espaco grafico podem ser publicadas na verséo eletrénica. Notas em tabelas devem ser
indicadas por letras, em sobrescrito e negrito.

Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem

solicitar autorizacao para sua reproducdo, por escrito.

Figuras

As ilustracdes (fotografias, desenhos, gréaficos, etc.) devem ser citadas como Figuras e
numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que foram citadas
no texto e apresentadas apds as tabelas. Devem conter titulo e legenda apresentados na
parte inferior da figura. S6 serdo admitidas para publicacéo figuras suficientemente claras
e com qualidade digital que permitam sua impressdo, preferentemente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolucdo minima deve ser de 300 dpi. Ndo se aceitam
gréaficos apresentados com as linhas de grade, e os elementos (barras, circulos) ndo podem
apresentar volume (3-D). Figuras em cores sao publicadas quando for necesséria a clareza
da informacdo. Se houver figura extraida de outro trabalho, previamente publicado, os

autores devem solicitar autorizacdo, por escrito, para sua reproducao.

Identificacdo do manuscrito

Titulo no idioma original do manuscrito e em inglés
O titulo deve ser conciso e completo, contendo informagdes relevantes que possibilitem
recuperacao do artigo nas bases de dados. O limite é de 90 caracteres, incluindo espacos.

Se 0 manuscrito for submetido em inglés, fornecer um titulo em portugués.
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Titulo resumido

Deve conter até 45 caracteres, para fins de legenda nas paginas impressas.

Descritores

Devem ser indicados entre 3 e 10, extraidos do vocabulario ""Descritores em Ciéncias

da Saude™ (DeCS), nos idiomas portugués, espanhol e inglés, com base no Medical

Subject Headings (MeSH). Se ndo forem encontrados descritores adequados para a

tematica do manuscrito, poderdo ser indicados termos ndo existentes nos conjuntos
citados.

Numero de figuras e tabelas

A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito é limitada a cinco em conjunto.
Todos os elementos graficos ou tabulares apresentados serdo identificados
como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de um, e ndo como quadros,

graficos, etc.

Co-autores
Identificar os co-autores do manuscrito pelo nome, sobrenome e instituicdo, conforme a

ordem de autoria.

Financiamento da pesquisa
Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia financiadora

e 0 respectivo numero do processo.

Apresentacdo preévia

Tendo sido apresentado em reunido cientifica, indicar o nome do evento, local e ano da
realizacéo.

Quando baseado em tese ou dissertacdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome do

programa de pos-graduacéo e instituicdo onde foi apresentada.

Verificagdo dos itens exigidos


http://decs.bvs.br/
http://decs.bvs.br/
http://www.nlm.nih.gov/mesh/
http://www.nlm.nih.gov/mesh/
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1. Nome e instituicéo de afiliacdo de cada autor, incluindo e-mail e telefone.

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés, com até 90 caracteres, incluindo os
espacos entre as palavras.

3. Titulo resumido com 45 caracteres, para fins de legenda em todas as paginas impressas.
4. Texto apresentado em letras arial, corpo 12, em formato Word ou similar (doc,txt,rtf).
5. Resumos estruturados para trabalhos originais de pesquisa em dois idiomas, um deles
obrigatoriamente em inglés.

6. Resumos narrativos para manuscritos que nao sao de pesquisa em dois idiomas, um
deles obrigatoriamente em inglés.

7. Carta de Apresentacdo, constando a responsabilidade de autoria e conflito de

interesses, assinada por todos os autores.

8. Nome da agéncia financiadora e nimero (s) do processo (S).

9. No caso de artigo baseado em tese/dissertacdo, indicar o nome da instituicdo/Programa,
grau e o0 ano de defesa.

10. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas alfabeticamente pelo
primeiro autor e numeradas, e se todas estdo citadas no texto.

11. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas.
12. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolu¢do minima
300 dpi; em se tratando de gréaficos, devem estar em tons de cinza, sem linhas de grade e
sem volume.

13. Tabelas e figuras ndo devem exceder a cinco, no conjunto.
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