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Resumo

Os incéndios florestais sdo fendmenos que impactam o meio natural. Durante um incéndio, a
combustdo da matéria organica e subsequente deposi¢do de cinzas, induz alteragcdes nos solos.
Especificamente, 0 aumento da temperatura nas camadas superficiais promove a quebra de ligagdes
em compostos organometalicos, favoravel a libertacdo e acréscimo de metais nos solos ardidos.
Através da absorcdo radicular, as espécies vegetais acumulam teores elevados destes e, caso se
destinem ao consumo humano, tornam-se numa fonte de exposi¢éo a contaminantes.

Sendo Portugal um dos paises europeus com elevada incidéncia de incéndios florestais, o
presente trabalho teve como objetivos quantificar o teor de contaminantes quimicos inorganicos em
alimentos colhidos em 2019 nas &reas afetadas pelos incéndios de 2017 na regido Centro, averiguar o
risco de exposicao das populagfes locais associado ao consumo desses alimentos e avaliar a evolugédo
dos teores de contaminantes quimicos entre 2017 e 2019. Foram analisados alimentos frequentemente
consumidos pelas populagdes locais.

Foi efetuada a quantificacdo de cromio (Cr), cobalto (Co), arsénio (As), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb), em amostras de batata, cebola, couve e ovos, colhidas em 2019, utilizando
espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo.

Analisando os resultados obtidos, verificou-se que nenhuma amostra apresentou teores
superiores a legislagdo em vigor. A ingestdo dos alimentos analisados ndo parece contribuir de forma
significativa para a exposi¢do humana aos contaminantes quimicos analisados, ndo evidenciando
riscos para a satde das populagdes locais.

Comparando com amostras controlo, as amostras de couve analisadas apresentam teores
superiores de Cr e Pb para a maioria dos produtores, e em alguns casos, teores superiores de Co, As e
Cd.

Entre 2017 e 2019, verificou-se um aumento na média do teor de Cr e uma diminui¢do na
média do teor de As para as amostras de batata e couve. Ainda, nas amostras de batata observou-se
uma reducdo na média do teor de Cd, enquanto nas amostras de couve, se verificou um aumento na
média do teor de Pb.

Palavras-chave: Incéndios florestais, contaminantes quimicos, alimentos, satde humana



Abstrat

Forest fires are phenomenon that affect the natural environment. During a fire, the combustion
of organic matter and subsequent deposition of ashes induces changes in soils. Specifically, the
increased temperature in the superficial layers promotes the breaking of bonds in organometallic
compounds, favorable to the release and increase of metals in burnt soils. Through root uptake, plant
species accumulate high concentrations of these substances and become a source of exposure to
contaminants, if consumed by humans.

Since Portugal has a high incidence of forest fires, this work aimed to quantify the content of
inorganic chemical contaminants in food harvested in 2019 from areas affected by the 2017 fires in the
Central Region, to investigate the risk of exposure of local populations associated to consumption of
local foodsand to assess the evolution of the levels of chemical contaminants between 2017 and 2019.
Foods frequently consumed by the resident populations were analised.

The methodology adopted for the quantification of chromium (Cr), cobalt (Co), arsenic (As),
cadmium (Cd) and lead (Pb), in samples of potato, onion, cabbage and eggs, harvested in 2019, was
the inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).

According to the results obtained, no sample presented levels higher than the legislation in
force. The ingestion of the analised foods does not seem to contribute significantly to the human
exposure to the chemical contaminants analyzed, not evidencing risks to the health of local
populations.

In comparison with control samples, the analyzed cabbage samples showed, for most
producers, higher levels of Cr and Pb, and for some, higher levels of Co, As and Cd.

Between 2017 and 2019, there was an increase in the average Cr content and a decrease in the
average As content in both potato and cabbage samples. Also, in potato samples a decrease in the
average Cd content was reported, while in cabbage samples a increase in the average Pb content was
observed.

Keywords: Wildfire, Chemical contaminants, Foodstuff, Human Health
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Capitulo |
Introducéao

1.1 Enquadramento do Trabalho

Os incéndios florestais sdo fendmenos de origem natural e/ou antropogénica que alteram o
funcionamento dos ecossistemas naturais. Varios estudos reportam o seu efeito no aumento do teor de
contaminantes quimicos inorganicos em solos e recursos hidricos e os possiveis impactos causados no
meio ambiente e na salde publica (Campos et al., 2016; Mansilha et al., 2020). Acresce ainda que a
emissdo atmosférica de gases e particulas poluentes, durante um incéndio florestal, incrementa os
niveis de polui¢do do ar, agravando os efeitos devidos as alteragdes climaticas e contribuindo para o
aquecimento global (Oliveira et al., 2020).

Na Europa, Portugal € dos paises em que a frequéncia de ocorréncia de incéndios florestais é
mais elevada, assim como a area ardida anual (Goncalves, 2021). O més de junho de 2017 ficou
marcado por um conjunto de tragicos incéndios ocorridos nos concelhos de Pedrégdo Grande,
Castanheira de Péra e Figueir6 dos Vinhos, com graves consequéncias ambientais, sociais e
econdmicas para as populagdes residentes na regido.

Sob este cenério, é de extrema importancia realizar estudos que analisem todos os possiveis
impactos que um incéndio florestal, na sua dimens&o e severidade, possa induzir no meio ambiente e
na saude das populacdes afetadas. Sdo poucos os estudos que associam e avaliam a presenca de
contaminantes quimicos inorganicos procedentes de incéndios florestais em produtos agricolas. Até a
data, foram encontradas apenas duas publicacGes inerentes ao contributo dos incéndios ocorridos em
2017 na regido Centro, no aumento do teor de contaminantes quimicos inorganicos em alimentos
provenientes da regido (Gueifdo et al., 2020; Ventura et al., 2021).

Dada a escassez de estudos desta natureza, torna-se crucial a realizagdo de mais estudos que
avaliem a composicdo de alimentos oriundos de &reas agricolas afetadas por incéndios florestais,
garantindo que estes estejam em conformidade com a legislacdo em vigor estabelecida pelas entidades
de referéncia, de modo a proteger a satde publica.

1.2 Objetivos

O presente estudo, inserido no projeto “Contaminantes quimicos provenientes dos Fogos
Florestais com Impacte nos Alimentos da Regido” (CONFFIAR) do Departamento de Alimentacdo e
Nutricdo do Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge (INSA), tem como principal foco a analise
do teor de contaminantes quimicos inorganicos em alimentos provenientes de areas afetadas pelos
incéndios de 2017 na regido Centro de Portugal.

Com este propésito, foram definidos os seguintes objetivos:

v Quantificar, através da técnica de espetrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-
MS), os elementos crémio (Cr), cobalto (Co), arsénio (As), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em
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amostras de batata, cebola, couve e ovos, recolhidas em 2019 nas areas agricolas afetadas
pelos incéndios de 2017.

v' Comparar os valores observados com a literatura encontrada, e quando aplicavel, com a
legislagdo europeia em vigor.

v"Auvaliar o risco associado a exposi¢do aos contaminantes quimicos inorganicos, na populacao
portuguesa da regido Centro, através da ingestdo dos alimentos analisados.

v' Comparar os resultados obtidos com resultados de amostras colhidas em 2017, de modo a
estabelecer a evolugdo dos teores dos contaminantes quimicos inorgénicos entre 2017 e 2019.

1.3 Metodologia

No ambito do projeto CONFFIAR, entre 2017 e 2019, foram realizadas seis colheitas de
alimentos (duas colheitas por ano) a 16 produtores distribuidos por trés municipios da regido Centro
(Pedrégédo Grande, Castanheira de Péra e Figueird dos Vinhos) (Gueifdo et al., 2020). Os alimentos
colhidos pertencem aos seguintes géneros alimenticios: raizes e tubérculos amilaceos (batatas),
horticolas (pimento e cherovia), horticolas de folha (couves), leguminosas (favas), bolbos vegetais
(cebolas), ervas aromaticas ou flores frescas (alecrim, folhas de laranjeira, folhas de limoeiro), ovos
em natureza (ovos) e fruta fresca (macd, pera, kiwi, laranja, ameixa, limdo, morango, tangerina e
di6spiro).

A componente experimental deste trabalho, desenvolvida no Laboratério de Materiais de
Referéncia do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) do INSA, incidiu na quantificacdo dos
elementos Cr, Co, As, Cd e Pb, por ICP-MS, em 68 pools de amostras de alimentos colhidos em
Janeiro (52 colheita) e em Maio (62 colheita) de 20109.

Os dados provenientes da quantificacdo elementar das amostras em estudo foram analisados
com auxilio das ferramentas Microsoft Excel e R (OpenSource e RStudio).

Os resultados obtidos foram comparados com valores encontrados na literatura e com 0s
teores méximos legislados pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA). Para avaliar o
risco da exposi¢do aos contaminantes quimicos inorganicos na satde das populac@es locais, estimou-
se a ingestdo diaria de cada elemento, com posterior compara¢do com parametros de avaliacdo do
risco estipulados pela EFSA. Para averiguar a evolucdo do teor dos contaminantes quimicos
inorganicos entre 2017 e 2019 foram realizadas analises comparativas, mediante testes estatisticos,
entre os resultados obtidos nas amostras de batata e couve colhidas nos dois anos em anélise.

1.4 Estrutura da Dissertacao

A presente dissertacdo esta organizada em seis capitulos.

O capitulo I, Introducdo, est& dividido em quatro subcapitulos: “Enquadramento do trabalho”,
“Objetivos”, “Metodologia” e “Estrutura da dissertagdo”. Este capitulo tem por objetivo apresentar,
sucintamente, os contetdos desenvolvidos ao longo deste trabalho.

O capitulo 1l, Estado da Arte, esta dividido em trés subcapitulos, intitulados “Incéndios
florestais”, “Contaminantes quimicos inorganicos” e “Determinacdo Analitica de Elementos
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Inorgéanicos em Alimentos”. No primeiro subcapitulo é feito um enguadramento da situacdo nacional
dos incéndios florestais ocorridos em 2017, sendo também abordados alguns conceitos gerais e
impactos destes fendmenos nos ecossistemas florestais. O subcapitulo “Contaminantes quimicos
inorgénicos” descreve os efeitos decorrentes da exposicdo a contaminantes quimicos nas espécies
vegetais e na salide humana, atribuindo-se maior relevancia aos elementos quimicos de interesse para
0 presente estudo. O terceiro subcapitulo, “Determinacdo Analitica de Elementos Inorganicos em
Alimentos”, apresenta uma descri¢do tedrica do método analitico e dos parametros de controlo de
qualidade internos adotados na componente experimental.

O capitulo 111, Materiais e Amostras em Estudo, apresenta a descri¢do das amostras em estudo
e a listagem dos materiais, equipamentos e solucdes utilizados.

No capitulo 1V, Procedimento Experimental, sdo descritos 0s processos de preparacdo das
amostras e das solucdes utilizadas na componente experimental e o procedimento analitico realizado
nas amostras em estudo.

O capitulo V, Resultados e Discussdo, divide-se em 2 subcapitulos. O primeiro subcapitulo,
“Apresentacdo e Discussdo dos Resultados Obtidos”, apresenta uma analise descritiva dos resultados
obtidos nas amostras de batata, cebola, couve e ovos, colhidas em 2019. Neste subcapitulo, é feita a
avaliagdo do risco associado a exposi¢do, mediante a comparagdo da ingestdo diéria estimada com
parametros de avaliacdo do risco estipulados pela EFSA. No segundo subcapitulo, “Comparacdo dos
Resultados Obtidos com Amostras colhidas em 20177, é efetuada a analise comparativa entre 0s
resultados obtidos neste estudo e os resultados obtidos nas amostras de batata e couves colhidas em
2017.

Para finalizar, no capitulo VI, Conclusfes, sdo apresentadas as conclusdes e consideracdes
finais do presente trabalho.



Capitulo 11
Estado de Arte

2.1 Incéndios Florestais

As florestas, cruciais a sobrevivéncia dos seres vivos e ao fornecimento de recursos naturais,
constituem um ecossistema vulneravel a ocorréncia de catastrofes naturais, como secas, ondas de calor
e incéndios.

O fogo é um elemento participativo na evolucdo, distribui¢do e organizagdo das comunidades
bidticas das florestas, contudo, dependendo da sua intensidade, pode afetar negativamente o normal
funcionamento destes ecossistemas, colocando em risco a sua preservacdo e sustentabilidade
(Gongalves et al., 2017).

Os efeitos das alteragdes climéticas tém provocado disrupgdes no planeta Terra. Associado ao
aumento da frequéncia e magnitude de fendmenos climéaticos extremos, como as temperaturas
elevadas e a reducdo dos niveis de humidade no solo, nos Ultimos anos tem-se verificado um
acréscimo na frequéncia e severidade de incéndios florestais (Bowman et al., 2020).

As regibes de climas mediterranicos, como Portugal, onde predominam invernos humidos e
verdes secos, Sao mais propensas ao aparecimento recorrente de incéndios florestais (Gongalves et al.,
2017). No ensaio “Os Incéndios Florestais em Portugal” de Antonio Bento-Gongalves (Gongalves,
2021), o autor afirma que as principais causas de ocorréncia de incéndios, a nivel nacional, se devem a
“desestruturacdo do mundo rural, ao desordenamento do territorio, & falta de gestdo florestal, num
contexto onde existe um predominio das monoculturas de eucalipto e de pinheiro-bravo (a norte do
Tejo), e a uma profunda falta de educacdo florestal”. Por este motivo, afirma ainda que “Portugal
apresenta anualmente extensas areas ardidas e uma das mais elevadas taxas de ignicOes, a nivel
mundial” (Gongalves, 2021).

2.1.1 Incéndios de 2017 em Portugal

No més de junho de 2017 foram registados 1405 fogos na base de dados do Sistema de
Gestdo de Informacdo de Incéndios Florestais (SGIF), com 198 incéndios florestais, dos quais
resultaram 52 000 ha de area total ardida (ICNF, 2017a). A nivel nacional, estes incéndios estdo entre
0s mais tragicos da ultima década, tendo provocado a morte de 64 vitimas (ICNF, 2017a). A
distribuicdo das areas ardidas em Portugal, entre 1 de Janeiro e 29 de Setembro de 2017, esta
representada na figura 2.1.
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Figura 2.1 — Distribui¢do das areas ardidas em Portugal em 2017, reportada a 29 de setembro (ICNF, 2017b) .

Verificou-se a posteriori que o nivel catastréfico destes incéndios foi intensificado pelas
temperaturas elevadas, pela reduzida humidade no solo e pela predominancia de monoculturas de alto
teor inflamavel (Turco et al., 2019). Segundo o relatério do Instituto Portugués do Mar e Atmosfera
(IPMA), a instabilidade atmosférica, com descargas elétricas sem precipitagdo e fortes rajadas de
vento, favoreceu a rapida propagacdo do fogo (IPMA, 2017). Os efeitos subsequentes prolongaram-se
para |4 das fronteiras nacionais, com a formagdo de uma intensa nuvem de fumo detetada a Norte da
Europa (Turco et al., 2019).

Pela forte predisposicdo a ocorréncia de grandes incéndios em Portugal, torna-se crucial
aprofundar o conhecimento das possiveis consequéncias derivadas da ingestdo de contaminantes
quimicos inorganicos, através do consumo de alimentos oriundos de areas agricolas afetadas por
incéndios, de forma a salvaguardar a satde das populagdes locais.

2.1.2 Impacto dos Incéndios nos Ecossistemas Florestais

Os impactos causados pelos incéndios, ao nivel dos ecossistemas florestais, manifestam-se na
atmosfera, nas comunidades biéticas, nos solos e nos recursos hidricos.

A contaminacdo do ar, pela emissdo atmosférica de gases e particulas poluentes, € o primeiro
impacto induzido pelos incéndios no meio natural (Oliveira et al., 2020). Como mencionado em
(Lazaridis et al., 2008), na Europa, os incéndios sdo responsaveis por um acréscimo de 0,2% a 1,2%
nas emissdes de Oxidos de azoto (NOy), compostos organicos volateis, metano (CH4), monoxido e
dioxido de carbono (CO e CO,) e amoniaco (NHs). E de salientar que a emissdo atmosférica de CO,
agrava o efeito de estufa e reduz a capacidade fotossintética das espécies vegetais, e a emissédo de CO
exerce efeitos toxicos ao ser humano (F6ldi and Kuti, 2016).



Ao nivel das comunidades bidticas, o impacto com maior significancia reside na destruicédo
dos habitats. Contudo, apesar do fogo impossibilitar a sobrevivéncia da maior parte das espécies
residentes, pode favorecer a eventual colonizacdo de outras que sejam adaptativamente compativeis
com as condi¢des do novo habitat pos-incéndio (Foldi and Kuti, 2016).

Nos solos e recursos hidricos, os efeitos mais proeminentes dos incéndios estdo associados a
degradacdo total e/ou parcial da cobertura vegetal e as intera¢fes entre as cinzas e as camadas de solo
subjacentes.

Face as elevadas temperaturas da combustdo, parte da componente organica do solo é
degradada, enquanto a componente mineral é sujeita a alteracGes fisicas e biogeoquimicas (Abraham
et al., 2017). Uma das consequéncias derivadas da degradacdo da cobertura vegetal é o aumento da
exposicdo da &rea superficial dos solos, tornando-os vulnerdveis a acdo erosiva dos agentes da
geodindmica externa (vento, agua e seres vivos) (Abraham et al., 2017; Foldi and Kuti, 2016). As
particulas erodidas podem ser redistribuidas horizontalmente e culminar nos cursos de &gua
superficiais, ou lixiviadas ao longo do perfil do solo, contaminando os cursos de gua subterraneos.
Um estudo recente (Mansilha et al., 2020) reporta um aumento no teor de certos elementos quimicos,
entre os quais Cr, em amostras de adguas subterraneas oriundas de aquiferos periurbanos afetados por
incéndios florestais, o que reforca a hipétese de ocorréncia de processos de lixiviacdo nessas areas.
Estes fendmenos, para além de introduzirem sedimentos e poluentes nos cursos de dgua subterraneos,
favorecem a deplecdo nutricional e consequente reducdo da capacidade fértil dos solos ardidos
(Abraham et al., 2017).

Acresce ainda que, as temperaturas elevadas da combustdo sdo suficientes para quebrar
ligagbes existentes nos compostos organometalicos, conduzindo ao aumento da exposicdo dos
organismos Vvivos a metais e outros elementos quimicos (Abraham et al., 2017). Os elementos
quimicos volateis sdo distribuidos pelo fumo emitido durante a combustdo, enquanto os restantes sao
incorporados nas cinzas (Bodi et al., 2014). A titulo de exemplo, (Campos et al., 2016) ao analisar o
efeito de incéndios florestais na distribuicdo de elementos quimicos no solo, observou a presenca de
niveis elevados de Cd e Pb em areas ardidas, comparativamente a areas ndo ardidas. Estes autores,
também reportaram niveis de pH e condutividade elétrica superiores em solos ardidos,
comparativamente a solos ndo ardidos. Pensa-se que este cenario ocorra devido a combustdo da
matéria organica e subsequente deposicdo de cinzas.

2.1.2.1 O efeito das cinzas no solo

Conforme definido por (Bodi et al., 2014), as cinzas sdo constituidas por um conjunto de
particulas remanescentes nos solos resultantes da combustéo da matéria organica.

Dada a existéncia de metais na composicdo das cinzas, quando incorporadas nos solos e ap6s
fendmenos de precipitacdo, pode ocorrer a solubilizagdo de alguns elementos e a sua subsequente
disponibilizacdo as espécies vegetais (Bodi et al., 2014). No entanto, estes efeitos sdo condicionados
pela porosidade das cinzas e do solo (Bodi et al., 2014). Cinzas constituidas por particulas de maior
calibre e, por isso, com elevada porosidade, conseguem reter quantidades significativas de agua, o que
propicia a solubilizacdo de determinados elementos quimicos. Por seu turno, solos impermeaveis a
agua, como os solos argilosos, sdo dotados de uma maior capacidade de reten¢do, 0 que permite a
acumulacdo e biodisponibilidade dos elementos solUveis das cinzas depositadas (Bodi et al., 2014).
Assim, a eventual presenca de elementos potencialmente tdxicos nas cinzas, constitui uma fonte de
contaminacdo dos solos, das espécies vegetais e, quando sujeitas a lixiviagdo, dos recursos hidricos.



Comumente, o pH das cinzas é superior ao pH do solo subjacente, tendo sido reportados
valores de pH entre 7 e 8 em cinzas imediatamente apds um incéndio (Campos et al., 2016). Como
mencionado em (Bodi et al., 2014), as alteracbes fisico-quimicas nos solos induzidas pelas cinzas,
como a alcalinizacdo do meio atribuida & presenca de alguns compostos sollveis de carater alcalino,
nomeadamente K*, Ca?* e Mg*, podem alterar a atividade microbiana e inibir a germinagdo das
espécies vegetais. Por este motivo, a inibicdo da germinacdo das espécies vegetais decorrente de um
incéndio florestal, encontra-se associada a alcalinizacéo do solo, ao impedimento da absor¢do de agua
pelas raizes dada a elevada pressdo osmética do meio, e aos possiveis efeitos tdxicos exercidos pelos
compostos sollveis das cinzas (Abraham et al., 2017).

Apesar do acréscimo inicial observado nos parametros de pH em solos ardidos, estes
apresentam uma tendéncia decrescente a longo prazo, atribuida a formac&o de himus e mobilidade das
cinzas (Campos et al., 2016).

2.2 Contaminantes quimicos inorganicos

Os elementos quimicos inorganicos ocorrem na crosta terrestre através de processos naturais
como a erosdo dos solos, erupgdes vulcanicas, atividades bacterianas, emissdes atmosféricas e
cosmicas, e de atividades antropogénicas (Engwa et al., 2019). Desde a revolugéo industrial que a a¢éo
antropogénica, mediante a extracdo mineira, o uso de combustiveis fosseis, a incineragdo de residuos,
e a aplicacdo de fertilizantes agricolas entre outras, tem contribuido para o0 aumento do teor de metais
no meio natural (Abraham et al., 2017).

Na tabela 2.1 encontram-se especificadas as caracteristicas dos elementos Cr, Co, As, Cd e Pb.
Apesar do As apresentar caracteristicas que o inserem no grupo dos metais, este elemento evidencia
também particularidades especificas de ndo metais. Por este motivo, o As € considerado um metaldide,
como sera mencionado adiante.

Tabela 2.1 - Densidade (g/cm?), nmero atomico e massa atdmica (g/mol) dos contaminantes quimicos inorganicos de
interesse ao presente trabalho.

Elemento inorganico NUmero atémico Densidade (g/cm?®) Massa atomica (g/mol)
Cr 24 7,19 52,0
Co 27 8,9 58,9
As 33 57 74,9
cd 48 8,7 112,4
Pb 82 114 207,2

Certos elementos sdo considerados essenciais ao normal funcionamento biol6gico, como é o
caso do Co e do Cr (Engwa et al., 2019). No entanto, como o grau de toxicidade &, para além de outras
condicionantes, dependente do teor do elemento quimico, até mesmo elementos considerados
essenciais, em quantidades desadequadas aos organismos, podem induzir efeitos toxicos.



Outros, como o Pb, Cd e As, que em qualquer nivel de exposi¢do, ndo evidenciam beneficio
bioldgico, mas induzem efeitos toxicos, sdo considerados ndo essenciais aos organismos vivos (El-
Kady and Abdel-Wahhab, 2018; Thompson and Darwish, 2019).

Dadas estas noc¢des, importa esclarecer os efeitos gerais que elementos quimicos inorganicos
induzem nas espécies vegetais, em particular nos produtos horticolas destinados aoc consumo humano.

2.2.1 Elementos inorgénicos nas espécies vegetais

As espécies vegetais, como produtores primarios, sdo um passo intermédio na transferéncia de
elementos do solo para niveis tréficos superiores.

O sistema radicular, em paralelo com agentes quelantes, transportadores metalicos e rea¢Ges
de oxidacao-reducao, consegue solubilizar e absorver elementos quimicos presentes na solucdo do
solo, mesmo sob concentrag6es reduzidas (Manzoor et al., 2018; Rai et al., 2019).

Conforme mencionado em (Gupta et al., 2019), primeiramente ocorre a adsor¢do dos
elementos, sob forma cationica, na superficie das raizes, seguida da sua absor¢do a nivel celular,
mediante gradientes de concentracdo e recetores ionicos especificos, como as glicoproteinas. Os
elementos podem permanecer retidos no apoplasto da raiz ou serem translocados para 0s vasos
xilémicos e floémicos (Gupta et al., 2019). (Gupta et al., 2019) também afirma que plantas com
inimeras raizes conseguem absorver quantidades de elementos quimicos superiores as que possuem
menor numero de raizes. A absorcao radicular é também condicionada pelo tipo de elemento e pelos
fatores abidticos do meio, na medida em que elementos caracterizados por uma elevada mobilidade no
solo e fraca afinidade a matéria organica, como o Cd, sdo mais provaveis de serem absorvidos
(Manzoor et al., 2018).

O fendémeno de transpiracdo foliar também influencia a absor¢do radicular, exercendo uma
tensdo ao nivel da raiz, pelo défice de dgua gerado nas folhas (Gupta et al., 2019). Por este motivo, as
espécies vegetais folhosas, tais como couves e espinafres, possuem taxas de transpiragdo e de
translocacdo superiores as das espécies ndo folhosas, registando quantidades elevadas de elementos
acumulados (Gupta et al., 2019). Analogamente & absorcéo radicular, quanto maior a concentragdo de
elementos presentes na atmosfera, maior a taxa de absorgéo foliar (Gupta et al., 2019).

Se 0 meio exterior apresentar teores consideraveis de contaminantes quimicos inorganicos,
estes podem ser absorvidos pelas espécies vegetais mediante 0s processos acima descritos.
Especificamente, a presenca interna de alguns metais pode induzir toxicidade pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), pelas interferéncias causadas nos sistemas antioxidantes, na
cadeia transportadora de eletrdes e em certos processos metabolicos (Gupta et al., 2019).

Remetendo para os incéndios ocorridos em junho de 2017 na regido Centro, o estudo de
(Ventura et al., 2021) compara a presencga de elementos inorganicos, entre os quais As, Cr, Co, Cd e
Pb, em amostra de couves (Brassica Oleracea) colhidas em quatro momentos diferentes: um anterior
(grupo controlo) e trés posteriores aos incéndios (trés colheitas). Neste estudo verifica-se um
acréscimo nos teores dos elementos analisados entre o grupo controlo e a 12 colheita, com excecdo do
Cd e do Pb. Comparando as primeiras colheitas, os autores registaram diferencas significativas nos
teores de As e Cr e, comparativamente ao grupo controlo, a 3? colheita reportou teores de Cr e Pb
muitos elevados (Ventura et al., 2021). A importancia deste estudo deve-se ndo s6 ao facto de este
elucidar o potencial impacto destes incéndios em espécies vegetais largamente consumidas pelas
populacdes afetadas, como também ao facto deste realcar a vulnerabilidade destas a presenca acrescida
de contaminantes quimicos inorganicos no meio natural.
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2.2.2 Efeitos dos contaminantes quimicos inorganicos na saude
humana

A exposi¢do humana a contaminantes quimicos inorganicos pode ocorrer por absor¢do, como
por exemplo por contacto dérmico, por inalacdo de poluentes ou por ingestdo de alimentos e dguas
contaminadas.

Apls a sua ingestdo, 0s contaminantes quimicos inorganicos sdo absorvidos no trato
gastrointestinal e distribuidos via corrente sanguinea pelos restantes 6rgdos. De acordo com a
literatura, o Pb é transportado pelas células sanguineas até ao figado e rins, redistribuindo-se, sob a
forma de sais, para o tecido 6sseo, dentes e cabelo (Engwa et al., 2019). Por outro lado, o Cd
absorvido liga-se as células sanguineas e a proteinas plasmaticas, como a albumina, através das quais é
encaminhado para o figado e rins, onde se liga a metalotioneinas. J& relativamente ao As, a
acumulacdo deste elemento tem sido reportada ao nivel do coragdo, pulmdes, figado, rins, musculos,
tecidos neurais e ainda da pele, unhas e cabelo (Engwa et al., 2019).

Analogamente as espécies vegetais, a toxicidade dos contaminantes quimicos inorganicos no
ser humano esté associada a produgdo de ROS e subsequente indugdo de stress oxidativo intracelular,
de perturbagdes nos sistemas antioxidantes e nos processos metabdlicos de desintoxicagdo, entre
outros (Gupta et al., 2019). Apesar da toxicidade destes elementos ser comum & maioria dos sistemas
de oOrgéos, a severidade desta é dependente do tipo e especiacdo do elemento, da via e duracdo da
exposicdo e dos fatores de suscetibilidade individual (Gupta et al., 2019).

De acordo com (Gupta et al., 2019), os elementos inorganicos de maior risco a salde humana
sdo 0 Cd, o Pb e 0 As. A literatura refere que, a longo prazo, a acumulacdo destes elementos no
organismo constitui um fator de risco ao desenvolvimento de doencas associadas a processos de
degeneracdo fisica, muscular e neurologica, nomeadamente, a doenca de Parkinson e de Alzheimer
(Engwa et al., 2019). Além disso, a exposi¢do continua e prolongada a certos metais pode favorecer a
disrupcéo dos sistemas enddcrinos e hormonais, causar danos ao nivel do ADN e, subsequentemente,
desencadear o aparecimento de carcinomas (Engwa et al., 2019).

Importa salvaguardar que as associa¢des estabelecidas entre a exposi¢cdo a um determinado
elemento inorganico e os efeitos manifestados, a curto ou a longo prazo, podem ndo derivar
unicamente da exposi¢éo, mas ser resultado de um efeito multifatorial, englobando fatores inerentes ao
individuo, como o estilo de vida, o ambiente envolvente, o historico de salde, e a predisposicdo
genética a certas doencas, entre outros.

2.2.2.1 Croémio

O Cr é um metal do grupo 6 da tabela periddica, que esta presente no meio natural sob a forma
trivalente (I11) e hexavalente (VI) (EFSA, 2014a). A ingestdo de alimentos € reportada como a
principal fonte de exposi¢do humana ao Cr (> 90% da ingestéo total), especificamente o consumo de
frutas, vegetais, batatas, gema de ovo e alimentos de origem marinha (Achmad et al., 2017; EFSA,
2014a).

A toxicidade do Cr é dependente da respetiva forma valente. A Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancro (IARC), considera o Cr (V1) como substancia carcinogénica ao ser humano
(Grupo 1) (IARC, 1990). Por outro lado, a IARC ndo considera o Cr (lll) como substancia
carcinogeénica ao ser humano (Grupo 3) (IARC, 1990), sendo o Cr (I11) postulado por alguns estudos
de suplementacdo como sendo essencial no metabolismo de glacidos e lipidos (EFSA, 2014b).
Contudo, a opinido cientifica (EFSA, 2014b) considera estas conclusdes pouco fiaveis, pois a maioria
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dos estudos foram realizados em individuos com quadros clinicos de dislipidemia e intolerancia a
glucose. Neste ambito, a EFSA ndo considera apropriado estabelecer um valor de ingestdo diaria
recomendado para o Cr, pela falta de evidéncia de potenciais beneficios fisiologicos (EFSA, 2014b).
Em concordancia com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a EFSA considera que a ingestao de
Cr (I11) ndo deve exceder os 250 pg/dia (EFSA, 2010a).

Com base nestas conclusdes, a toxicidade do Cr diz respeito a forma hexavalente, enquanto
que a forma trivalente carece de evidencia cientifica inerente a possiveis efeitos toxicos no ser
humano.

Sob doses elevadas de Cr (VI), a literatura reporta efeitos ao nivel dos sistemas respiratorio,
hematoldgico, cardiovascular e gastrointestinal (EFSA, 2014b).

2.2.2.2 Cobalto

O Co, um metal de transi¢cdo do grupo 9 da tabela periddica, ocorre no meio natural sob os
estados oxidativos +2 (II) e +3 (Ill). Este elemento faz parte da cobalamina (vitamina B12), cuja
ingestdo diaria recomendada é de 2,4 ug, equivalente a 0,1 g de Co (EFSA, 2009a; Kim et al., 2006).

A ingestdo de alimentos é a principal fonte de exposicdo humana ao Co, em particular os
produtos horticolas, que correspondem a 22% da ingestdo diaria de Co (ATSDR, 2004). Segundo a
(EFSA, 2009a), a dose minima de Co que provoca efeitos adversos detetaveis na satide (LOAEL) é de
1 mg/kg de peso corporal.

A IARC considera 0 Co e os sais sollveis de Co (Il) como substancias possivelmente
carcinogénicas ao ser humano (Grupo 2B) (IARC, 2006). Como mencionado em (EFSA, 2009a),
estudos in-vitro realizados em células de mamifero com sais soltveis de Co (Il), como o sulfato de
cobalto (CoSO.), demonstraram efeitos mutagénicos induzidos pela producdo de ROS e inibigdo dos
mecanismos de reparagdo do DNA, enquanto em estudos in-vivo, via exposicao oral, foram reportados
efeitos genotdxicos decorrentes de danos no ADN.

Sucintamente, a monografia de (ATSDR, 2004) refere que a exposi¢cdo humana por inalacdo
de Co estda associada a efeitos ao nivel da tiroide e dermatite, sendo este Ultimo derivado,
simultaneamente, da exposicdo dérmica e do desenvolvimento de uma reacdo alérgica ao Co. Ainda, a
policitemia (associada ao aumento de eritrécitos no sangue) é considerada o efeito mais sensivel face a
ingestdo de Co, tendo sido observada em individuos saudaveis e pacientes anémicos (ATSDR, 2004).

2.2.2.3 Arsénio

O As é considerado um metaloide por evidenciar caracteristicas tipicas de metais e ndo metais
(EFSA, 2009b). Situa-se no grupo 15 da tabela periddica, tal como o azoto (N), com o qual partilha
semelhancas quimicas (EFSA, 2009b).

A arsenobetaina (AsB) é exemplo de uma espécie organica de As estruturalmente semelhante
a betaina glicina [(CH3)3N+CH2COO-], um composto de N utilizado pelos organismos marinhos na
manutencdo do equilibrio osmético (EFSA, 2021a). Na presenca de AsB e de niveis elevados de
salinidade no meio, os organismos marinhos ao invés de aumentarem os niveis de betaina glicina,
absorvem a AsB do meio, resultando na acumulacdo desta espécie organica em alimentos de origem
marinha como crustaceos, peixes 0sseos e algas marinhas (EFSA, 2021a).
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Nos alimentos de origem terrestre, as formas de As mais comuns sdo as inorganicas, como o
arsenito (As (l11)) e arsenato (As (V)), e as espécies metiladas, como o acido metilarsénico (MA) e
acido dimetilarsinico (DMA) (EFSA, 2021a).

Na Europa, existe somente legislacdo para as espécies inorganicas de As em arroz (200 pg/kg)
e produtos a base de arroz (entre 100 ug/kg e 300 pg/kg) (Regulamento (UE) 2015/1006 da Comisséo
de 25 de junho de 2015, 2015). Ainda, a EFSA identificou uma gama de valores para dose de
referéncia no limite de confianca inferior (BMDLO1) entre 0,3 ¢ 8 ug/kg de peso corporal por dia
relativamente ao cancro do pulméo, da pele e da bexiga, assim como a lesdes cutaneas (EFSA, 2021b).

Conforme a classificagdo de substancias da IARC, as espécies inorganicas de As sdo
consideradas como carcinogénicas ao ser humano (Grupo 1), enguanto as organicas nao sao
classificadas como carcinogénicas ao ser humano (Grupo 3) (IARC, 2012). Apesar das formas
inorganicas serem toxicas ao ser humano, o As (Ill) é considerado mais toxico do que o As (V)
(EFSA, 2021a). Os efeitos carcinogenicos das espécies inorgénicas estdo associados a indugdo de

N = mp=

consideradas diretamente reativas com esta molécula (EFSA, 2009b).

Segundo a literatura encontrada, os efeitos associados a exposi¢do cronica a espécies
inorganicas de As incluem lesdes dérmicas, como hiperpigmentacao e hiperceratose palmoplantar, que
aparentam anteceder ao aparecimento de carcinomas, efeitos ao nivel do sistema nervoso e
circulatério, alteragdes hematolégicas caracterizadas por anemia e leucopenia, carcinomas em 0rgaos
vitais, atrasos no desenvolvimento infantil e diabetes (EFSA, 2009b).

2.2.2.4 Cadmio

O Cd, um metal do grupo 12 da tabela periddica, pode ser encontrado em zonas mineiras,
frequentemente associado ao Pb (J&rup, 2003). Na populacdo ndo fumadora, a ingestdo de alimentos
consiste na principal via de exposicdo, em particular os produtos horticolas, cereais, batatas e outros
tubérculos (EFSA, 2009c).

A tabela 2.2 apresenta uma compilacdo dos teores maximos de Cd legislados pela EFSA nos
géneros alimenticios de interesse ao presente estudo, através do Regulamento (UE) 2021/1323 da
Comissao Europeia de 10 de agosto de 2021 que altera o Regulamento (CE) n.° 1881/2006. Para além
disso a EFSA estabelece uma dose semanal admissivel (DSA) de 2,5 ng/kg de peso corporal (EFSA,
2009c).

Tabela 2.2 — Teores maximos legislados de Cd, em pg/kg de peso fresco, nos géneros alimenticios de interesse ao presente
estudo (Regulamento (UE) 2021/1323 da comissdo de 10 de agosto de 2021, 2021).

, . . Teores maximos de Cd
Géneros alimenticios

(Mg/kg de peso fresco)
Raizes e tubérculos, com exceg¢do dos Bolbos 100
Bolbos, exceto alhos 30
Couves de folha 100

Relativamente a classificacdo atribuida pela IARC, o Cd e respetivos compostos sao
considerados como carcinogénicos ao ser humano (Grupo 1) (IARC, 1993).
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A acdo toxica deste elemento no organismo resulta das perturbacBes na homeostase de
elementos essenciais como 0 Ca, 0 Zn e 0 Fe, da inducéo de stress oxidativo e da inibigdo de sistemas
de reparacdo de ADN (EFSA, 2009c).

A longo prazo, a exposi¢do humana ao Cd tem sido associada ao aparecimento de carcinomas
no pulmao, rins e préstata, e a efeitos tdxicos ao nivel do sistema renal, nervoso, enddcrino e
reprodutor (EFSA, 2009c).

De acordo com (El-Kady and Abdel-Wahhab, 2018), os rins, em especial as células tubulares
proximais, sdo o principal alvo de toxicidade do Cd, sendo que 200 ug/g de Cd no cértex renal é
suficiente para desencadear disfuncbes renais, evidenciadas pelo excesso de proteinas de baixo peso
molecular na urina, como as p2-microglobulinas e al-microglobulinas. Adicionalmente, tém sido
reportados danos ao nivel do sistema esquelético resultantes da exposi¢do cronica a este elemento,
evidenciados pela primeira vez no Japdo, na década de 50, onde a utilizacdo continua de &gua
contaminada por Cd na irrigacdo de colheitas de arroz levou ao aparecimento da doenga itai-itai, cuja
sintomatologia é semelhante a da osteomalacia e osteoporose (Jarup, 2003).

2.2.2.5 Chumbo

O Pb é considerado um contaminante ambiental, com origem predominante em atividades
antropogeénicas, como processos mineiros e o fabrico de baterias (EFSA, 2010b). Este elemento situa-
se no grupo 14 da tabela periddica, e esta presente no meio natural na forma inorganica e organica
(EFSA, 2010b).

Na Europa, os cereais, batatas e vegetais folhosos sdo 0s géneros alimenticios que mais
contribuem para a exposi¢éo ao Pb (EFSA, 2010b).

Os teores maximos de Pb legislados pela EFSA nos géneros alimenticios de interesse ao
presente estudo, através do Regulamento (UE) 2021/1317 da Comissdo Europeia de 9 de agosto de
2021 que altera o0 Regulamento (CE) n.° 1881/2006, apresentam-se compilados na tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Teores maximos legislados de Pb, em pug/kg de peso fresco, nos géneros alimenticios de interesse ao presente
estudo (Regulamento (UE) 2021/1317 da Comissdo de 9 de Agosto de 2021, 2021).

. . . Teor méaximo de Pb
Géneros alimenticios

(Hg/kg de peso fresco)
Raizes e tubérculos, bolbos, leguminosas frescas e
. 100
produtos horticolas de caule
Couves de folha 300

Devido a inexisténcia de evidéncia cientifica inerente a pardmetros de neurotoxicidade e
nefrotoxicidade em adultos, a EFSA ndo tem estabelecida uma dose semanal admissivel (DAS) para
Pb (EFSA, 2010b). Contudo, para fins de caracterizacdo de risco, a EFSA considera adequado o uso
da dose proviséria semanal toleravel (PTWI) de 25 ug/kg de peso corporal, estabelecida pelo comité
de especialistas FAO/OMS sobre Aditivos Alimentares (JECFA) (EFSA, 2010b).

A IARC classifica os compostos inorganicos de Pb como provavelmente carcinogénicos
(Grupo 2A), enquanto os organicos nao sao considerados carcinogénicos ao ser humano (Grupo 3)
(IARC, 2004).
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Apo0s absorgdo, o Pb é transferido e acumulado nos tecidos moles (figado, rins e cérebro) e
tecidos 6sseos, sendo o tempo de semivida estimado no organismo de 10 a 30 anos (El-Kady and
Abdel-Wahhab, 2018). No tecido 6sseo, o Pb tem a capacidade de substituir os ides Ca?*, pela
semelhanca estrutural evidenciada, provocando stress oxidativo nas membranas celulares (EFSA,
2010b).

Com base em estudos de avaliacdo do risco, a EFSA considera que, a longo prazo, a exposi¢ao
humana ao Pb resulta em efeitos neurotoxicos, cardiovasculares e nefrotoxicos (EFSA, 2010b). Estes
efeitos sdo mais severos durante a fase infantojuvenil, por sua vez coincidente com o periodo critico
do desenvolvimento neuronal, provocando severos declinios cognitivos e intelectuais (Thompson and
Darwish, 2019).

2.3 Determinacdao analitica de elementos inorganicos em
alimentos

A determinacdo do teor de elementos inorganicos € um requisito necessario a avaliacdo da
composicdo nutricional e a verificagdo da ocorréncia de contaminantes em alimentos, garantindo a
seguranca e a sua qualidade para 0 consumo humano.

2.3.1 Espetrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo

A ICP-MS é a técnica analitica preferencial na determinagdo do teor de elementos inorganicos
em alimentos e, quando conjugada com um procedimento de preparacdo de amostras adequado, é
capaz de fornecer concentragdes na ordem das pg/kg (Wilschefski and Baxter, 2019).

Nos ultimos anos, estudos sobre a influéncia dos solos no perfil nutricional das espécies
vegetais e sobre 0s mecanismos envolvidos nas cadeias de producdo alimentar, aliados ao forte
desenvolvimento tecnoldgico, tém recorrido a aplicagdo da ICP-MS na autenticagcdo (avaliar
diferencas em alimentos de igual matriz, mas de variedade, local e producdo diferente) e
rastreabilidade (estabelecer associaces entre a composi¢cdo do alimento e o local de origem) de
géneros alimenticios (Aceto, 2016).

Na perspetiva analitica, a maior vantagem inerente a ICP-MS consiste na capacidade de
efetuar analises multielementares, precisas e exatas, num curto periodo de tempo, ou seja, quantificar
correta e simultaneamente varios elementos numa s6 analise (Aceto, 2016; Wilschefski and Baxter,
2019). Ainda, esta técnica possui uma sensibilidade e seletividade notaveis, garantindo elevada
fiabilidade na resposta produzida (Aceto, 2016). No entanto, a ICP-MS apresenta algumas
desvantagens como os elevados custos de aquisi¢do, manutencdo e operacionais, a necessidade de
profissionais qualificados para o seu manuseamento e o controlo constante de possiveis interferéncias
(PerkinElmer, 2004; Wilschefski and Baxter, 2019). Os elementos possiveis de quantificar pela ICP-
MS encontram-se evidenciados na figura 2.2.
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Figura 2.2 - Elementos analisados pela ICP-MS (a cores). Adaptado de (PerkinElmer, 2004).

2.3.1.1 Principio do método

No equipamento da ICP-MS, esquematizado na figura 2.3, existem seis componentes
fundamentais a destacar: o sistema de introducdo de amostra, o plasma de argon, o sistema de
interface, as lentes iénicas, o analisador de massa e o detetor (Wilschefski and Baxter, 2019).

Como principio de funcionamento, a ICP-MS permite a quebra de ligagGes existentes entre 0s
elementos quimicos, através de um plasma de argon (Ar) de elevada energia, propiciando o transporte
das suas formas i6nicas para um analisador de massa, a fim de serem seletivamente detetadas e
quantificadas (PerkinElmer, 2004).

Sistema de Sistema de introdugio
Interface Plasma de amostra

Cone skimmer i
Camara de Spray

Analisador Lentes
Detetor

de massas 1onicas

| o Tocha
L], == (75—
|

- "—iﬁ"_

[_i 4— Amostra

Cone sanpler ?

N/

Argon

Figura 2.3 - Representagdo esquematica das principais componentes do equipamento de ICP-MS.

Nesta técnica, a amostra liquida é direcionada para o plasma de Ar através de uma bomba
peristaltica e de um sistema de introducéo (figura 2.4), constituido por um nebulizador concéntrico que
direciona o gas Ar paralelamente a amostra, e uma cAmara de spray (Thomas, 2004; Wilschefski and
Baxter, 2019).

Inicialmente, a bomba peristéltica introduz a solucdo de amostra no nebulizador concéntrico,
que a converte num aerossol. Este é encaminhado para a cdmara de spray, que separa as goticulas de
amostra consoante a sua dimensdo (Wilschefski and Baxter, 2019). Deste modo, as goticulas de maior
dimensdo ficam retidas ao colidirem com as paredes da cdmara de spray, enquanto as de menor
dimensdo sdo encaminhadas para o plasma (Wilschefski and Baxter, 2019). Esta separacdo €
extremamente importante pois o plasma ndo possui a capacidade de dissociar as goticulas de grandes
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dimensbes (> 10 um de didmetro) das de pequenas dimensdes, sendo igualmente uma forma de
minimizar a instabilidade do plasma (Wilschefski and Baxter, 2019).

Cihmara de spray

Entradas J'[ .

dogis =——s |1

. ] Mebulizador
Argon \ t ’i
.J‘Lj—'

—— -

Bomba
Penistiltica

Figura 2.4 - Representacdo esquematica do sistema de introducéo de amostra.

Tubo de
drenagem

Entrada de

amostra
© 2008 Dunnivant & Ginsbach

A tocha (figura 2.5), onde se forma o plasma, é constituida por trés tubos concéntricos de
quartzo, entre os quais flui continuamente o gas Ar (Wilschefski and Baxter, 2019). Na extremidade
da tocha, existe uma bobina de inducdo de cobre conectada a um gerador de radiofrequéncia
(Wilschefski and Baxter, 2019). Este fornece energia & bobina, gerando uma corrente alternada de alta
frequéncia, responsavel pela criagdo de um campo eletromagnético na tocha (Wilschefski and Baxter,
2019). Através do fluxo de Ar e do campo eletromagnético na tocha, sdo induzidas descargas
energéticas que ionizam uma porcdao dos atomos de Ar, gerando ibes e eletrbes (Wilschefski and
Baxter, 2019). Estes, influenciados pelo campo eletromagnético, colidem com outros atomos de Ar, o
que leva a ocorréncia de sucessivas ionizacdes e subsequente libertacdo de mais ides e eletrdes
(Wilschefski and Baxter, 2019). A propagacdo e 0 movimento destas particulas geram quantidades
elevadas de calor (Wilschefski and Baxter, 2019).

Apo6s a nebulizacdo da amostra, 0 aerossol é encaminhado da camara de spray para o plasma,
por meio do fluxo de Ar (Wilschefski and Baxter, 2019). Sob as elevadas temperaturas do plasma
(6 000 K e 10 000 K), o aerossol de amostra sofre instantaneamente 0s processos de dessolvatacao,
vaporizacdo, atomizacdo e ionizacdo, sendo o grau de ionizacdo dependente das temperaturas do
plasma e do potencial de ionizacdo de cada elemento quimico (Aceto, 2016; Garcia Alonso et al.,
2015).

~15 ~



Sistema de Gas do Plasma Gas
Interface (argon) auxiliar

Tocha \ l
T

-+

\

Injetor da
amostra

Gerador de
Radiofrequéncia L2

Figura 2.5 - Representagdo esquematica da tocha, do gerador de radiofrequéncia e do sistema de interface. Adaptado de
(Thomas, 2004).

No interior do plasma, a ionizacdo decorre sob pressdo atmosférica, contudo, o analisador de
massa apenas atua sob condigdes de alto vacuo e a baixas temperaturas. Como tal, a incorporagdo do
sistema de interface, composto por 2 cones de niquel (o sample e o skimmer), permite a coexisténcia
do plasma sob pressdo atmosférica e as restantes componentes, sob alto vacuo, facilitando a passagem
de ides até ao analisador de massa (Wilschefski and Baxter, 2019).

O sistema de lentes idnicas, posicionado entre o cone skimmer e o analisador de massa,
consiste em duas ou mais lentes controladas electrostaticamente. Esta componente também encaminha
os ides presentes no plasma, que se encontra a pressao atmosférica, para o analisador de massa, sob
condigdes de alto vacuo. Além disso, o sistema de lentes idnicas impede a entrada de outras particulas
diferentes do analito, no analisador de massa e no detetor. O fluxo de ides extraido do sistema de
interface contém espécies neutras e fotdes que ndo devem entrar no analisador de massa ou no detetor,
pois provocam instabilidade no sinal dos ides analito, afetando a performance do equipamento
(Thomas, 2004).

O sistema de interface e o sistema de lentes idnicas estdo representados esquematicamente na
figura 2.6.

Cone Cone
skimmer sampler
' -
CH— ¥
.
— d E
4 o n
Lentes -~
e :
ionicas d d
Vacuo

Figura 2.6 - Representagdo esquematica do sistema de interface e respetivos cones sampler e skimmer, e lentes idnicas.
Adaptado de (Thomas, 2004).

Dos varios analisadores de massa existentes no mercado (quadrupolo, time-of-flight, e setor
magnético), o quadruplo é frequentemente utilizado em ICP-MS, devido ao bom desempenho e baixo
custo associado (PerkinElmer, 2004). O analisador de massa em quadrupolo atua como um filtro de
massas ionicas, ou seja, separa ides consoante a razdo massa/carga (m/z), definida como o quociente
entre a massa do ido analito e a sua carga, preestabelecida pelo operador no sistema de controlo do
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equipamento (PerkinElmer, 2004; Wilschefski and Baxter, 2019). O quadruplo, esquematizado na
figura 2.7, € composto por quatro hastes metalicas paralelas, posicionadas numa matriz quadrada
(Wilschefski and Baxter, 2019). Estas filtram os ides, através da aplicacdo de campos de corrente
elétrica no centro do quadrupolo (Wilschefski and Baxter, 2019). Consoante a especificidade dos
campos elétricos, apenas os ifes com determinada razdo m/z conseguem atravessar o centro do
quadrupolo (Wilschefski and Baxter, 2019). Aqueles que ndo satisfacam a razdo m/z preestabelecida,
adquirem trajetérias instaveis, colidem com as hastes do quadrupolo e ndo sdo direcionados para o
detetor (Wilschefski and Baxter, 2019).

Hastes do
quadrupolo e

Campos
elétricos

Campos
elétricos

Figura 2.7 — Representacdo esquematica do analisador de massas em quadrupolo. Adaptado de (Thomas, 2004).

No detetor de multiplicagdo de eletrbes, os ides selecionados no analisador de massa colidem
com os varios dinodos constituintes e, mediante sucessivos embates, originam uma cascata de eletrdes
gue se traduz num sinal elétrico (PerkinElmer, 2004). Desta forma, a partir do embate de um Unico
ido, o detetor consegue produzir um sinal quantificavel. A intensidade deste sinal, cujo teor elementar
é desconhecido, é comparada com a de sinais emitidos por padrdes de calibracdo (PerkinElmer, 2004).

2.3.1.2 Interferéncias

As interferéncias em ICP-MS podem ser consideradas espetroscéopicas e ndo espetroscopicas.
As primeiras ocorrem quando uma espécie idnica possui 0 mesmo valor de m/z que o ido analito, ja as
segundas referem-se aos efeitos da matriz das amostras e da carga espacial no equipamento
(Wilschefski and Baxter, 2019). Ambas as interferéncias tém o potencial de causar erros analiticos,
contudo, estes tém sido minimizados pelo desenvolvimento tecnolégico do equipamento e pela
otimizacdo da metodologia analitica (Thomas, 2004).

2.3.1.2.1 Interferéncias espetroscépicas

As interferéncias espetroscopicas podem resultar da presenca de ides poliatdmicos, elementos
isobéricos, ides de dupla carga e de 6xidos e hidroxidos (Wilschefski and Baxter, 2019).

As interferéncias por ides poliatdmicos, as mais problematicas, resultam da combinacdo de
dois ou mais ifes provenientes do plasma, da amostra, dos reagentes ou da entrada de gases
atmosféricos (Thomas, 2004).

As interferéncias por Oxidos e hidroxidos derivam da capacidade de certos elementos se
associarem ao O" ou OH" (derivado da &gua ou do ar), formando i6es dxido e hidréxido, cujo pico do
sinal obtido se sobrepde ao pico dos ides analito (Thomas, 2004).

J4 as interferéncias causadas por i6es com dupla carga surgem na presencga de elementos com
uma segunda energia de ionizagdo baixa, e como tal, com facilidade em perderem um segundo eletréo.
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Nestas situagdes pode ocorrer uma perda de sinal, nos casos em que o analito de interesse forma um
ido duplamente carregado, ou uma interferéncia espetral devido a formacéo de iBes com uma razdo
m/z coincidente com a massa dos elementos quimicos de interesse.

Por fim, as interferéncias isobaricas resultam da producéo, a partir de isétopos de elementos
diferentes do analito, de i6es com razdo m/z analoga a do analito (Thomas, 2004; Wilschefski and
Baxter, 2019). Algumas formas de compensar este tipo de interferéncias baseiam-se em equacdes de
correcdo, sistemas de arrefecimento do plasma e, a mais comum, na utilizacdo de células de
colisdo/reacdo, cuja remocao pode ocorrer através da colisdo entre as espécies moleculares e um gas
inerte (geralmente hélio (He)), ou de reacdes entre estas e um gas reativo (CHs ou NHs) (Thomas,
2004).

2.3.1.2.2 Interferéncias ndo espetroscopicas

As interferéncias ndo espetroscopicas resultam dos efeitos associados a matriz das amostras e
a carga espacial (Wilschefski and Baxter, 2019).

Os primeiros, provocam uma supressao do sinal do analito pela presenca de componentes na
matriz que interferem no processo de nebulizacdo ou na separa¢do das goticulas na cdmara de spray.
No caso das matrizes organicas, estas interferéncias derivam da diferenca de viscosidade das
componentes da matriz (Thomas, 2004). A forma mais comum de atenuar estes efeitos reside na
utilizagdo de uma solucdo de padrdo interno, abordada adiante no controlo de qualidade interno. Os
efeitos de carga espacial ocorrem entre o cone skimmer e as lentes iénicas, verificando-se um desvio
na trajetoria dos iGes e consequente diminuicdo deste até ao analisador de massa (Thomas, 2004).
Estes efeitos afetam particularmente a sensibilidade e a especificidade do equipamento. Para 0s
minimizar, sdo aplicadas tensdes nas lentes i6nicas, corrigindo a trajetoria dos ides analito para o
analisador de massa (Thomas, 2004).

2.3.2 Controlo de Qualidade Interno

O Controlo de Qualidade Interno consiste num conjunto de procedimentos independentes de
uma fonte de intervencdo externa, executados no sentido de monitorizar e avaliar continuamente o
método analitico, para garantir a producdo de resultados fidveis (Barwick et al., 2014). Segundo
definido em (RELACRE, 1996), o controlo de qualidade interno “visa controlar a precisdo dos
resultados obtidos pelos laboratorios”.

Estes procedimentos sdo suportados por diversas ferramentas metrolégicas, nomeadamente:
replicados das amostras, solu¢Bes branco (branco instrumental e branco de digestdo), solucdes
fortificadas (ou solugdes spike), materiais de referéncia, padrdes internos e solugdes de controlo da
qualidade (QC) (Barwick et al., 2014).

2.3.2.1 Solucdes branco

As solugdes branco sdo constituidas pelos reagentes utilizados no procedimento analitico com
excecdo da amostra. Recorrendo a varios tipos de solucBes branco, como o branco instrumental e o
branco de digestdo, é possivel avaliar a contribui¢do do equipamento ou de possiveis contamina¢des
externas, para além da contribuicdo do préprio analito, no resultado final (Barwick et al., 2014)

O branco instrumental permite avaliar a presenga de contaminagfes nos reagentes durante o
procedimento analitico (Barwick et al., 2014). Por outro lado, as solugdes branco de digestéo,
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preparadas simultaneamente com as solucBes de amostra, permitem monitorizar possiveis
contaminacdes derivadas do procedimento de preparacdo das amostras (Barwick et al., 2014).

2.3.2.2 Andlise de replicados

A anélise de solucBes de amostra em replicado tem como finalidade detetar a presenca de
erros acidentais e controlar a repetibilidade dos resultados obtidos (RELACRE, 1996). A literatura
recomenda a preparacao de replicados em analises que requerem varias etapas com multiplas fontes de
erro, € em amostras cuja composi¢do constitui um obstaculo ao procedimento de homogeneizacao
(RELACRE, 1996). Na detecdo de erros acidentais, € possivel proceder a eliminacdo das réplicas que
apresentem valores discrepantes (outliers) das restantes.

A criacdo de replicados das amostras ndo garante uma maior exatiddo no resultado final, pois
na presenca de erros sistematicos, tais como erros associados a calibragdo do equipamento analitico, as
condicBes de medigdo, as leituras sistematicamente incorretas ou a utilizagdo de um método analitico
nédo adequado ao estudo, todos os replicados séo afetados, dificultando a dete¢éo e minimizag&do destes
erros (RELACRE, 1996).

2.3.2.3 Solucdes spike

As solucbes fortificadas ou spike sdo solucGes de amostra as quais foram adicionadas,
deliberadamente, concentragdes conhecidas dos analitos de interesse (Matos, 2016).

A avaliacdo das solucgdes spike é feita com base na sua percentagem de recuperacdo, a qual
compara o resultado obtido nestas solu¢Bes com o resultado obtido nas amostras equivalentes, mas
sem spike. Nos casos em que o valor da percentagem de recuperagdo ndo seja concordante com 0s
critérios de aceitagdo internos, pressupde-se a ocorréncia de perdas de analito ou de contaminagdes
durante o procedimento analitico.

2.3.2.4 Solugdes de Controlo de Qualidade

As solucdes de controlo da qualidade (QCs) sdo preparadas através de padrdes de marcas ou
lotes diferentes dos padrBes utilizados na curva de calibragdo do equipamento, sendo lidas,
intercaladamente, com um conjunto de solucdes de amostra, permitindo verificar a ocorréncia de
variagdes no procedimento analitico (Barwick et al., 2014).

As solucBes de QCs, que também se encontram sujeitas a erros associados ao desempenho do
equipamento, devem ser suficientemente estadveis e homogéneas, de modo a garantir 0 mesmo
resultado nas suas leituras, durante um periodo de tempo (Barwick et al., 2014).

A verificacdo da conformidade das solucGes de QCs com os critérios de aceitacdo internos,
deve ser feita ao longo do procedimento analitico, de forma a corrigir atempadamente possiveis erros e
a minimizar desperdicios de amostra, reagentes e tempo (Barwick et al., 2014). A discrepancia nos
resultados obtidos nas solugbes de QCs ndo permite a validacdo dos resultados das solucbes de
amostra.

~19 ~



2.3.2.5 Padrao interno

O padrdo interno destina-se a minimizar o efeito de matriz e a controlar variacbes no
equipamento decorrentes de fatores externos como a introdugdo da amostra, temperatura e humidade
(RELACRE, 1996).

Os elementos utilizados como padrdo interno ndo devem estar presentes nas amostras em
estudo ou a sua concentragdo deve ser vestigial de modo a ndo causar interferéncias com os resultados
obtidos (Matos, 2016). Além disso, também devem apresentar propriedades fisico-quimicas
semelhantes as dos analitos em estudo (Matos, 2016).
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Capitulo I
Materiais e Amostras em Estudo

3.1 Caracterizacao das Amostras em Estudo

No ambito do projeto CONFFIAR, entre 2017 e 2019, foram realizadas seis campanhas de
colheita de alimentos em 16 produtores distribuidos por trés municipios da regido Centro (Pedrdgédo
Grande, Castanheira de Péra e Figueir6 dos Vinhos). Para garantir a representatividade das amostras
analisadas foram colhidos, por produtor, 3 alimentos que, ap6s homogeneizacdo, constituiram uma
pool (Gueifdo et al., 2020). Assim, uma pool de amostra representa uma mistura homogénea de 3
alimentos iguais, provenientes do mesmo produtor. De modo a ndo suscitar davidas, na presente
dissertacdo considera-se “pool de amostra” como “amostra”.

Os alimentos colhidos no projeto CONFFIAR pertencem aos seguintes géneros alimenticios:
raizes e tubérculos amilaceos (batatas), horticolas (pimento e cherovia), horticolas de folha (couves),
leguminosas (favas), bolbos vegetais (cebolas), ervas aromaticas ou flores frescas (alecrim, folhas de
laranjeira, folhas de limoeiro), ovos em natureza (ovos) e fruta fresca (macd, pera, kiwi, laranja,
ameixa, limdo, morango, tangerina e didspiro).

Este trabalho teve como foco principal a analise quantitativa de 68 amostras colhidas em
Janeiro e em Maio de 2019. Nestas amostras estdo contidas batatas, cebolas, couves, ovos, alecrim,
folhas de loureiro, folhas de laranjeira, pimentos e favas. Contudo, a analise estatistica dos resultados
obtidos incidiu somente nos alimentos cujo nimero de amostras era superior a 1 (n > 1) (batatas,
cebolas, couves e ovos).

A preparacdo das amostras consistiu na cozedura prévia das batatas e ovos, enquanto as
couves, cebolas, folhas de loureiro e laranjeira, pimentos e favas ndo sofreram qualquer tratamento
culinério. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas, com a determinagdo do teor de humidade, e
trituradas, de forma a garantir uma maior homogeneidade das mesmas. Como método de
armazenamento, as amostras foram embaladas em vacuo. Estes processos de preparacdo das amostras
nado foram realizados na componente préatica do presente estudo.

3.2 Materiais, equipamentos e solucdes

3.2.1 Equipamentos

v’ Espectrdmetro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Thermo X
Série Il, UK);

v" Amostrador automatico (Autosampler);
v Sistema em linha de adicdo de padréo interno;
v Bloco de aquecimento em grafite (DigiPREP MS SCP SCIENCE);
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Sistema de purificagdo de agua (MILLIPORE Q-POD® ELEMENT);
Balanga analitica, com resolucéo de 0,0001 g;
Camara de fluxo laminar;

Camara frigorifica (5 +/- 3°C).

3.2.2 Material

Todo o material necessario a componente pratica foi sujeito a um processo prévio de
descontaminagdo com uma solucdo de HNOs a 5 % (v/v).

v

D N N N N NN

Micropipetas calibradas, de volume fixo e volume variavel e respetivas pontas;
Tubos DigiPREP — 50 ml;

Tubos Falcon — 15 e 50 ml;

Frascos de PFA de vérios volumes;

Baldes volumétricos em PFA de varios volumes;

Seringas de 10 ml;

Filtros de seringa, didmetro 0,45 pm.

3.2.3 Reagentes e padroes

v
v

<

Solugdes padrdo monoelementar de Co (MERCK);

Solugdo padrdo multielementar 1X (As, Be, Cd, Cr (VI), Hg, Ni, Pb, Se, Ti)
(MERCK);

Solugdo de Tunning (TUNE A) do ICP-MS (Ba, Be, Bi, Ce, Co, In, Li, Pb, U, TI)
(MERCK);

Solugdo monoelementar de padrdes internos (Ge, Y, In) (Inorganic Ventures,
MERCK);

Acido nitrico (HNO3) ultrapuro a 65 % (MERCK);
Perdxido de hidrogénio (H.0-) de concentracao superior a 30 % (MERCK);
Agua ultrapura (H,0) (Q-POD Millipore, Interface, Portugal).
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Capitulo IV
Procedimento Experimental

A componente experimental do presente estudo foi desenvolvida no Laboratdrio de Materiais

de Referéncia do DAN, cujos ensaios se encontram acreditados conforme a norma ISO/IEC
17025:2017, referente aos requisitos gerais laboratoriais para acreditacdo e controlo de qualidade dos

ensaios.

4.1 Digestao acida

Previamente a quantificacdo elementar por ICP-MS, as 68 amostras liofilizadas foram sujeitas

a um processo de digestdo em meio 4cido, a fim de as converter ao estado liquido.

Cada processo de digestdo foi constituido pelas amostras em triplicado, solugdes spike e

solugdes branco de digestdo, tendo sido aplicado o seguinte procedimento:

1.

Num tubo DigiPREP de 50 ml, pesou-se cerca de 0,6 g de amostra. Esta etapa foi repetida trés
vezes, a fim de se prepararem os triplicados das amostras;

Foram escolhidas, aleatoriamente, quatro amostras, as quais se acrescentou uma quarta réplica
correspondente a solugdo spike.

Em cada tubo DigiPREP contendo a por¢do de amostra, adicionou-se 7 ml de HNOs;,
deixando-o sob repouso a pré-digerir durante a noite.

Apo0s este periodo, acrescentou-se 1 ml de H,O», e nos tubos destinados a solucdo spike,
adicionou-se 1 ml do padrdo multielementar contendo Cr, Co, As, Cd e Pb.

Procedeu-se a colocacdo dos tubos DigiPREP no bloco de aquecimento em grafite,
programado para alcancar 85 °C em 4 h.

Apos este periodo, para cada tubo, perfez-se 25 ml com agua ultrapura. De seguida procedeu-
se a filtracdo de todas as solugdes de amostra para tubos Falcon, pois apresentavam particulas
visiveis em suspensao.

Por fim, as amostras digeridas foram armazenadas numa camara frigorifica.

4.2 Preparacao de solucbes padréao

4.2.1 Solugoes padrao da curva de calibracgéo

Para o tracado da curva de calibragdo (CC), foram preparadas seis solucBes padrdo

multielementar e uma solucdo branco (contendo somente HNOsa 2 %), a que se fizeram corresponder
0s pontos da CC.

O procedimento de preparacdo das seis solugdes padrdo multielementar foi o seguinte:

v Prepararam-se duas solugdes intermédias multielementar: solugdo intermédia 1 e solucdo

intermédia 2.

~ 23 ~



o A solucdo intermédia 1, de concentragdo final 100 000 pg/L, teve por base a solugédo
padrdo monoelementar de Co com 1000 000 pg/L.

o Asolucédo intermédia 2 foi preparada com uma concentracdo final de 500 ug/L, obtida
a partir da solugdo multielementar contendo As, Cd, Cr e Pb e da solucdo intermédia
1.

v' A partir da solucdo intermédia 2, extraiu-se o volume referente ao ponto da CC (tabela 4.1),
perfazendo o restante com HNOs a 2%.

Tabela 4.1 — Preparagao das solugdes padréo para o tragado da curva de calibragdo (CC).

Ponto da CC (ug/L) VoIun;gtzr[?ri]%ztizrzd&?;)lugao Volume aagio%zt(?;l;je HNO3 Volu(nr;?)ﬁnal
PO 0 0 50,000
P1 0,25 25 49,975
P2 0,5 50 49,950
P3 1 100 49,900 50
P4 2,5 250 49,750
P5 5 500 49,500
P6 10 1000 49,000

4.2.2 Solucbes padrao de controlo da qualidade

O método de preparacao das solucdes de QC foi andlogo ao das solugdes padréo de calibragéo,
contudo fez-se diferir as marcas e ou lotes da solugdo multielementar utilizada.

No total, prepararam-se trés solu¢bes de QC’s com concentracdes de 0,25; 0,5 e 2,5 pg/L.

4.2.3 Padrao interno

Neste estudo, o padrdo interno consistiu huma solucdo contendo os elementos Germanio (Ge)
(100 pg/L), itrio () e Indio (In) (15 pg/L para ambos). Esta solucéo foi adicionada no ICP-MS, em
sistema em linha, de forma a acompanhar todo o processo analitico.
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4.3 Analise por ICP-MS

Apo0s a preparacdo das amostras em triplicado, solucdes spike, solucbes padrdo de calibragdo,
solucbes de QCs e padrdo interno, procedeu-se a quantificagdo por ICP-MS do teor de Cr, Co, As, Cd
e Pb nas amostras em estudo.

4.3.1 Performance report

Previamente a leitura de qualquer solucdo, o Laboratério de Materiais de Referéncia avalia
diariamente a sensibilidade e estabilidade do equipamento através da realizacdo do teste de
performance (performance report). Os pardmetros avaliados neste teste incluem a largura e o erro do
pico do sinal emitido, a sensibilidade, a estabilidade e a presenca de duplas cargas e de éxidos.

O performance report é realizado com recurso a solu¢cdo TUNE A (10 pg/L). Posteriormente a
sua realizacdo, o software do equipamento emite um relatério que confirma o cumprimento dos
pardmetros a avaliar conforme com os critérios de aceitacdo internos.

4.3.2 Curva de calibracéao

O tragado das curvas de calibragdo foi efetuado pela leitura e anélise das solugdes padréo da
CC, anteriormente preparadas. Como parametros de verificacdo da fiabilidade das curvas de
calibracdo, foram avaliados o coeficiente de correlacdo e a gama de trabalho.

Segundo os critérios de aceitagdo do Laboratério de Materiais de Referéncia do DAN, as
curvas de calibracdo sdo aceites quando reportam um coeficiente de correlagdo igual ou superior a
0,9995 e quando sdo concordantes com a gama de trabalho definida para cada elemento quimico.

Na tabela 4.2 encontram-se mencionadas as gamas de trabalho dos elementos quimicos de
interesse ao presente estudo, definidas pelo Laborat6rio de Materiais de Referéncia do DAN.

Tabela 4.2 - Gama de trabalho (ug/L) do Cr, Co, As, Cd e Pb.

Gama de trabalho (ug/L) Elemento quimico
0,25-2,5 Co, As, Cd
0,50-5 Pb
1-5 Cr

4.3.3 Leitura de solucdes

Posteriormente & calibracdo do equipamento conforme os critérios de aceitacdo internos,
procedeu-se a leitura das amostras em triplicado, solucdes spike, solucdes de QCs e das solucdes
branco.

Tendo em conta que as leituras das solucGes de amostra sdo somente validas se se encontrarem
dentro da gama de trabalho de cada elemento quimico e que as concentracdes destes diferem
consoante o tipo de amostra, foi necessario efetuar varias dilui¢cbes das solugdes de amostra.
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A leitura das solucGes de amostra teve inicio nas solugGes branco de digestdo. O valor obtido
da leitura da solugdo branco de digestéo foi comparado com o limite de quantificacdo (LQ) teorico.
Nas situa¢bes em que o valor obtido na solucdo de branco de digestdo, para cada elemento quimico, se
encontrava entre o LQ tedrico e o 1° ponto da CC, procedeu-se ao desconto do valor da leitura nos
resultados das amostras. Nos casos em que o valor obtido foi superior ao primeiro ponto da CC,
procedeu-se a repeticdo de todo o processo de digestdo das amostras, pois esta situacdo indicia a
ocorréncia de contaminacdes das amostras.

Apo0s esta verificacdo, procedeu-se a leitura das amostras em triplicado e das solugbes spike.
Entre cada conjunto destas solucGes, foram lidas as solugdes de QC’s e 0 branco instrumental.

4.3.3.1 Critérios de aceitacdo internos

Os resultados obtidos nas amostras deste estudo foram validados em conformidade com os
critérios de aceitacdo definidos pelo Laboratério de Materiais de Referéncia.

De acordo com esses critérios, os resultados sdo considerados validos quando:

v' Os triplicados das amostras reportam leituras com uma percentagem de coeficiente de
variacdo (CV%) inferior a 10 %.

v As solucgdes spike e o padrdo interno apresentam uma percentagem de recuperacgao de 80 % a
120 %.

v Nas solugdes de QC’s:

o 0 QC correspondente ao 1% ponto da CC nédo excede os 20% de margem de erro do
valor médio lido.

o os restantes QC’s, ndao excedem 0s 10 % de margem de erro do valor médio lido.

v" As leituras obtidas da solucdo branco instrumental ndo ultrapassam o valor mais baixo da CC
de cada elemento quimico.

4.4 Analise dos resultados obtidos

Os resultados obtidos na quantificacdo elementar das amostras em estudo por ICP-MS foram
exportados do programa Thermo Plasmalab e analisados com auxilio das ferramentas Microsoft Excel
e R (OpenSource e RStudio).

Tendo em conta que as amostras em estudo se encontravam liofilizadas, ap6s a extragdo dos
resultados, procedeu-se a conversdo do teor em pg/kg de peso seco, para pg/kg de peso fresco, com
base no teor de humidade registado para cada amostra.

Seguidamente, procedeu-se ao calculo da média e do desvio padréo (SD) entre os triplicados
das amostras, de forma a obter o valor médio do teor do elemento quimico de cada amostra. Dito de
outro modo, o teor considerado para cada amostra representa a média dos teores obtidos em cada
réplica dessa amostra. Posteriormente a estes célculos, procedeu-se a comparacdo com valores
encontrados na literatura e, quando aplicavel, com a legislacdo em vigor estabelecida pela EFSA.
Também foram criadas vérias representacdes gréaficas que permitiram uma melhor compreenséo e
subsequente analise destes resultados. Dada a existéncia de amostras de couve colhidas em 2015
(amostras controlo) e analisadas por (Ventura et al., 2021), procedeu-se & comparacdo dos teores
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obtidos para as amostras colhidas em 2015 com os teores obtidos para as amostras de couve analisadas
neste estudo.

Em cada tipo de amostra foi realizada a analise exploratéria dos teores dos elementos
quimicos, através do céalculo da média, quantis, mediana, valor maximo e valor minimo, e criadas
representacdes graficas consideradas adequadas. Esta analise foi crucial para a avaliacdo da exposi¢édo
por via alimentar.

A avaliacdo da exposicdo por via alimentar é definida pela OMS como uma “avaliagio
qualitativa e/ou quantitativa da ingestdo provavel de agentes bioldgicos, quimicos e fisicos através do
consumo de alimentos ou de outras fontes de exposi¢ao relevantes”. Desta forma, para avaliar o pior
cenério de exposicao alimentar aos elementos quimicos analisados, na populacdo portuguesa da regido
Centro, procedeu-se a estimativa da ingestdo diaria de cada elemento quimico, com base no teor médio
méaximo obtido por alimento, e no consumo médio destes alimentos na populacdo portuguesa adulta
(18 — 64 anos) nesta regido. Contudo, o risco de exposicdo por via alimentar resulta da ingestdo
combinada de varios alimentos, ndo sendo exclusivo a um unico alimento. Por este motivo, também
foi estimada a ingestdo total diaria dos elementos quimicos analisados, com base nas amostras de
alimentos da 52 colheita. Esta avaliacdo incidiu apenas na 52 colheita, pois esta € comum a todas as
amostras de alimentos, o que permite obter a exposi¢do por via alimentar num Unico momento (Janeiro
de 2019).

De acordo com os dados publicados pelo Inquérito Alimentar Nacional e de Atividade Fisica
(IAN-AF), que decorreu entre 2015 e 2016, a populagéo portuguesa adulta da regido Centro, apresenta
um consumo habitual médio de 98,7 g/dia de batatas e outros tubérculos, 156 g/dia de vegetais, dos
quais fazem parte cebolas e couves, e 16,3 g/dia de ovos (Lopes et al., 2018).

Tal como descrito na literatura, se 0 peso corporal do individuo ndo se encontrar disponivel
para a estimagdo da ingestdo diaria, é considerado 70 kg como o peso corporal padrdo de um adulto
(EFSA, 2012). Importa realgar que, quando o peso corporal real € superior ao peso corporal médio
estipulado, a estimativa da ingestdo diaria do contaminante, por kg de peso corporal, é subestimada.

Como terceira etapa, procedeu-se & comparagdo destes resultados com os teores obtidos em
(Gueifdo et al., 2020) nas amostras de batatas e couves colhidas em Agosto (12 colheita) e Dezembro
(22 colheita) de 2017. Esta andlise comparativa teve como objetivo avaliar a evolugdo do teor dos
elementos quimicos nas batatas e couves colhidas, entre 2017 e 2019, nas diversas zonas de areas
ardidas em junho de 2017 na regido Centro.

Refira-se o facto das colheitas de 2017 serem designadas por 1% e 22 colheitas e as colheitas de
2019 por 5% e 62 colheitas. Esta designacdo deve-se a existéncia de colheitas realizadas em 2018, por
sua vez, designadas por 32 e 42 colheitas, cujos dados ndo foram analisados no presente estudo.

Com recurso ao R Studio, efetuaram-se testes estatisticos que permitiram averiguar a
existéncia de diferencas significativas nos teores de cada elemento quimico para as colheitas de batatas
e couves. Importa realcar a existéncia de uma dependéncia temporal entre as amostras, pois estas
foram colhidas nos mesmos produtores, em momentos diferentes (2017 e 2019). Deste modo, as
amostras sdo emparelhadas.

Os testes estatisticos adequados a este fim foram o teste paramétrico One-way Repeated
Measures ANOVA (RM ANOVA) e o teste equivalente ndo paramétrico de Friedman.

Os pressupostos desta variante da ANOVA incluem a independéncia das observacdes, a
normalidade e a esfericidade. Este ultimo, pressupde a igualdade das varidncias das diferencas entre
cada par de colheitas (Kim, 2015). O R Studio inclui um package (rstatix) que permite
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automaticamente averiguar a esfericidade dos dados, mediante o teste de Mauchly, e caso esta ndo se
verifique, procede também a respetiva corre¢do pelo método de Greenhouse-Geisser.

Contudo, para que seja possivel aplicar o teste RM ANOVA, os dados tém que seguir a
distribuicdo normal. Assim, previamente & aplicacdo do teste estatistico averiguou-se a normalidade
dos dados através do teste de Shapiro-Wilk, e nos casos em que este pressuposto ndo foi cumprido,
procedeu-se a transformacao ndo linear por logaritmizacdo dos dados.

Sob o cumprimento da normalidade, efetuou-se o teste de RM ANOVA. Na rejeicdo da
hipétese nula (Ho), inerente ao conceito da igualdade das médias dos teores dos elementos quimicos
entre colheitas, procedeu-se a discriminacdo das diferencas significativas entre as combinagdes
possiveis de colheitas, através do teste T emparelhado e com 0 método de correcdo de Bonferroni.

Sob o incumprimento da normalidade, aplicou-se o teste de Friedman. Na rejeicdo da Ho,
recorreu-se ao teste de Wilcoxon-Nemenyi-McDonald-Thompson (uma adaptacdo do teste post-hoc da
ANOVA, Tukey HSD) com o método de correcdo de Bonferroni (Pereira et al., 2015), para discriminar
diferengas significativas nas medianas dos teores dos elementos quimicos entre colheitas.

Para todas as andlises estatisticas efetuadas neste estudo, foi considerado o nivel de
significancia padrdo 0,05 (a = 0,05) para a rejeicao da Ho.
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Capitulo V
Resultados e Discussao

5.1 Apresentacao e discussao dos resultados obtidos

5.1.1 Batatas
5.1.1.1 52Colheita

Os teores dos elementos quimicos analisados nas 12 amostras de batata da 52 colheita estdo
reportados no Anexo 1 e representados graficamente na figura 5.1. Nestas amostras, 0s LQs obtidos
para cada elemento quimico encontram-se no Anexo 2.

Da anélise da figura 5.1, verifica-se que, para todos os produtores, o Cr apresenta 0s teores
mais elevados, e 0 As 0s teores mais baixos, em relagdo aos restantes elementos quimicos.

Salienta-se que os teores de Cr reportados nestas amostras sdo superiores ao valor encontrado
na literatura (19 pg/kg) (EFSA, 2014a). Os teores de Co obtidos nos produtores E e G sdo superiores
ao valor encontrado na literatura (9 pg/kg) (Noél et al., 2012). Os teores de As obtidos, em todos os
produtores, sdo inferiores ao valor encontrado na literatura (14 pg/kg) (EFSA, 2009b). Os teores de Cd
e Pb, para qualquer produtor, sao inferiores a legislacdo em vigor (100 pg/kg para raizes e tubérculos)
(Regulamento (EU) 2021/1317 da Comissdo de 9 de Agosto de 2021, 2021; Regulamento (UE)
2021/1323 da comissdo de 10 de agosto de 2021, 2021) e aos valores encontrados na literatura (21
Mg/kg para Cd) (EFSA, 2009c) e (35 pg/kg para Pb) (EFSA, 2010b).
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Figura 5.1 - Representacéo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de batata da 5
colheita (n = 12).
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A tabela 5.1 apresenta os resultados da analise exploratéria efetuada nos teores dos elementos
quimicos obtidos nestas amostras. Comparando com os restantes elementos quimicos, o Cr apresenta o
teor médio mais elevado (53 pg/kg), enquanto o As reporta o teor médio mais baixo (1,3 pg/kg).

Tabela 5.1 — Analise exploratoria dos resultados obtidos (ug/kg de peso fresco) nas amostras de batata da 5 colheita

(n=12).
Cr Co As Cd Pb
Batatas da 52 colheita
Hg/kg de peso fresco
Média 53 7,5 1,3 55 3.9
Minimo 34 <LQ (2 <LQ (2 <LQ(1) 3,0
1° Quantil 42 29 0,80 2,6 3,6
Mediana 54 4.8 1,2 3,9 3,7
3° Quantil 62 6,6 1,7 6,7 4,0
Maximo 74 32 2,6 17 55

De acordo com o IAN-AF, o consumo habitual médio de batatas e outros tubérculos, na
populacdo portuguesa adulta da regido Centro, é de 98,7 g/dia (Lopes et al., 2018). Considerando o
teor méaximo obtido de cada elemento quimico e o consumo médio diario de batatas e outros
tubérculos, a ingestdo diaria estimada proveniente das batatas da 52 colheita é 7,3 pug de Cr, 3,2 ug de
Co, 0,25 ug de As, 1,7 ug de Cd e 0,54 g de Pb.

A EFSA define 1 mg/kg de peso corporal como LOAEL para o Co (EFSA, 2009a), pelo que,
num adulto de 70 kg, a dose minima de Co que induz efeitos adversos detetaveis na salde é de 70 mg
(equivalente a 70000 pg). Sob este célculo, conclui-se que a ingestdo diaria estimada de Co,
proveniente destas batatas, é consideravelmente inferior ao LOAEL. Relativamente ao As, a EFSA
define um intervalo de 0,3 a 8 ug/kg de peso corporal por dia, para as espécies inorganicas (EFSA,
2021b), o que equivale, num adulto de 70 kg, a ingestdo diaria de 21 a 560 ug de As. Comparando
com este intervalo, a ingestdo diaria estimada de As, proveniente destas batatas, é inferior ao limite
minimo de 21 pg/dia. Para o Cd, a EFSA estabelece uma DSA de 2,5 pg/kg de peso corporal (EFSA,
2009c). Desta forma, um adulto com 70 kg, pode estar exposto a 25 ug/dia de Cd, cujo valor é superior
a ingestdo diaria estimada nestes alimentos. Por fim, a ingestdo diaria estimada de Pb, proveniente
destes alimentos, é inferior ao PTWI de 25 pg/kg de peso corporal definido pela JECFA e aceite pela
EFSA (EFSA, 2010b), equivalente a 250 pg/dia, para um adulto de 70 Kg.

Dada esta avaliacdo, conclui-se que o contributo do consumo de batatas da 5?2 colheita (Janeiro
de 2019) para a exposic¢ao aos elementos quimicos analisados, por si s6, € muito reduzido e ndo devera
constituir um risco para a satde publica na Regido Centro.
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5.1.2 Cebolas
5.1.2.1 52Colheita

A figura 5.2 representa graficamente os resultados obtidos dos teores dos elementos quimicos
analisados nas 5 amostras de cebola da 52 colheita. Os resultados obtidos estdo reportados no Anexo 3.
O Anexo 4 apresenta 0s LQs calculados nestas amostras.

Da andlise da figura 5.2, verifica-se que os teores de Cr, Co e As, em qualquer produtor, sdo
inferiores aos valores encontrados na literatura (57 pg/kg (EFSA, 2014a), 6 pg/kg (Noél et al., 2012),
15 pg/kg (EFSA, 2009b), respetivamente). O produtor L apresenta um teor de Cd superior ao valor
encontrado na literatura (7 pg/kg) (EFSA, 2009c). A excecdo deste, 0s restantes produtores reportam
teores de Cd e de Pb inferiores aos valores encontrados em literatura (7 pg/kg (EFSA, 2009c) e 39
Hg/kg (EFSA, 2010b), respetivamente). Todos os teores de Cd e Pb obtidos séo inferiores a legislacao
em vigor para bolbos (30 pg/kg de Cd) (Regulamento (UE) 2021/1323 da comissdo de 10 de agosto de
2021, 2021) (100 pg/kg de Pb) (Regulamento (EU) 2021/1317 da Comissdo de 9 de Agosto de 2021,
2021).
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Figura 5.2 - Representagdo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de cebola da 52
colheita (n = 5).

Na tabela 5.2 sdo apresentados os resultados da analise explorat6ria dos teores dos elementos
quimicos obtidos nas amostras de cebola da 5% colheita. Comparativamente aos restantes elementos
quimicos, o Cr apresenta o teor médio mais elevado (26 pg/kg), enquanto os teores do Pb sdo
inferiores ao LQ (3 pg/kg).
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Tabela 5.2 — Analise exploratéria dos resultados obtidos (ug/kg de peso fresco) nas amostras de cebolas da 52 colheita

(n=5).
Cr Co As Cd Pb
Cebolas da 5° colheita
ug/kg de peso fresco
Média 26 2,4 2,2 4,5 <LQ@3)
Minimo 19 15 0,92 1,3 <LQ3)
1° Quantil 25 1,5 1,9 2,8 <LQ(3)
Mediana 26 1,9 2,1 2,9 <LQ3)
3° Quantil 26 3,2 3,1 3,4 <LQ@3)
Maximo 31 3,6 3,2 12,1 <LQ(3)

O IAN-AF reporta que, na populagéo portuguesa adulta da regido Centro, o consumo habitual
médio de vegetais, nos quais estdo incluidas cebolas, é de 156 g/dia (Lopes et al., 2018).

Partindo dos teores maximos registados nos elementos quimicos nas amostras de cebola da 5?
colheita, e do consumo habitual médio do grupo dos vegetais, a ingestdo diaria estimada por meio
destes alimentos é 4,9 ug de Cr, 0,6 ug de Co, 0,49 ug de As e 1,89 ug de Cd. Para a ingestdo diaria
de Pb, com base no consumo destas cebolas, considerou-se como teor méximo o valor correspondente
ao LQ (3 pg/kg), resultando numa estimativa de 0,5 pg/dia de Pb.

De acordo com os parametros de avaliacdo do risco estabelecidos pela EFSA, considerando
um adulto de 70 kg, a ingestdo diaria estimada de Co, proveniente do consumo de cebolas da 5°
colheita é inferior ao LOAEL (70000 pg) (EFSA, 2009a). De igual modo, a ingestdo diaria para o As,
pelo consumo destes alimentos, é inferior ao intervalo de 21 a 560 pg/dia, estipulado para um adulto
de 70 kg (EFSA, 2021b). Com base na DSA de 2,5 ug/kg de peso corporal (EFSA, 2009c), a ingestdo
diaria estimada para o Cd, decorrente destas cebolas, é inferior a dose diaria admissivel de 25 pg/dia.
Por fim, a ingestdo diaria de Pb estimada nestes alimentos é inferior ao PTWI de 25 pg/kg de peso
corporal (250 pg/dia, num adulto de 70kg) (EFSA, 2010b).

Em suma, esta avaliacdo demonstra que o consumo de cebolas da 5% colheita (Janeiro de
2019), por si s6, ndo devera constituir um risco significativo para a salde publica na regido Centro.
Contudo, importa salientar que o célculo da ingestdo diaria teve por base o consumo habitual médio de
vegetais, ao invés do consumo habitual médio especifico de cebolas, o que propicia a sobrestimacao
deste pardmetro.
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5.1.3 Couves
5.1.3.1 52Colheita

Os teores obtidos dos elementos quimicos analisados nas 15 amostras de couve da 52 colheita
estdo representados graficamente na figura 5.3. Estes resultados encontram-se reportados no Anexo 5.
Nestas amostras, 0s LQs obtidos para cada elemento quimico estdo indicados no Anexo 6.

Pela anélise da figura 5.3, verifica-se que os teores de Cr obtidos sdo superiores ao valor
encontrado na literatura (37 pg/kg) (EFSA, 2014a) para todos os produtores exceto os produtores C,
D, E, J e M. Relativamente ao Co, com exce¢do dos produtores C, I, J, L, N e O, os restantes
apresentam teores superiores ao valor encontrado na literatura (6 pg/kg) (Noél et al., 2012). Os teores
de As obtidos nos produtores A, B, F, G, H, I, N e O sdo superiores ao valor encontrado na literatura
(11 pg/kg) (EFSA, 2014c). Nos elementos Cd e Pb, todos os produtores reportam teores inferiores ao
valor encontrado em literatura (23 pg/kg (EFSA, 2009c) e 26 pg/kg (EFSA, 2010b), respetivamente) e
a legislagdo em vigor (100 pg/kg para Cd (Regulamento (UE) 2021/1323 da comissao de 10 de agosto
de 2021, 2021) e 300 pg/kg para Pb (Regulamento (EU) 2021/1317 da Comissdo de 9 de Agosto de
2021, 2021)).

Adicionalmente, conforme mencionado por (Ventura et al., 2021), as amostras de couve
colhidas em 2015, ou seja, as amostras controlo (n = 8), reportam como teor médio, 19 ug/kg de Cr,
12 pg/kg de Co, 6 pg/kg de As, 8 pg/kg de Cd e 3 pg/kg de Pb. Comparando estes teores com 0s
resultados das amostras de couve da 5° colheita, verifica-se que todos os produtores reportam teores
superiores de Cr. Os produtores B, D, F, G, H e M reportam teores superiores de Co. Apenas 0s
produtores J e P evidenciam teores de As inferiores as amostras controlo. Apenas os produtores A e |
reportam teores de Cd superiores, e por fim, todos os produtores, & exce¢do do C e E, evidenciam
teores de Pb superiores as amostras controlo.
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Figura 5.3 - Representacéo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve da 5%
colheita (n = 15).
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Os resultados da andlise exploratoria efetuada nos teores obtidos nestas amostras estdo
indicados na tabela 5.3. Verifica-se que o Cr regista o teor médio mais elevado (40 pg/kg), enquanto o
Cd e o0 Pb reportam os teores médios mais baixos (5,6 pg/kg), em relacdo aos restantes elementos
quimicos.

Tabela 5.3 — Analise exploratoria dos resultados obtidos (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve da 52 colheita

(n=15).
Cr Co As Cd Pb
Couves da 52 colheita
pg/kg de peso fresco

Média 40 17 13 5,6 5,6
Minimo 26 2,7 5,0 <LQ (1) <LQ (3)

1° Quantil 35 5,6 8,0 2,6 4,4

Mediana 38 7,3 9,8 52 55

3° Quantil 43 13 15 6,9 6,8

Maximo 65 107 31 17 9,2

Segundo o IAN-AF, na populagdo portuguesa adulta da Regido Centro, o consumo habitual
médio de vegetais, onde se incluem as couves, é de 156g/dia (Lopes et al., 2018).

Considerando os teores maximos obtidos nos elementos quimicos analisados nas amostras de
couve da 5? colheita, e 0 consumo habitual médio do grupo dos vegetais, a estimativa da ingestdo
diaria proveniente destes alimentos é 10 ug de Cr, 16,7 ug de Co, 4,8 ug de As, 2,7 ug de Cd e 1,4 ug
de Pb.

Deste modo, considerando um adulto de 70 kg, a ingestdo diaria resultante do consumo de
couves da 5% colheita estimada para o Co é consideravelmente inferior ao LOAEL (1 mg/kg de peso
corporal, equivalente a 70000 pg) (EFSA, 2009a). A ingestdo diaria estimada de As, proveniente
destes alimentos, é inferior ao limite minimo 0,3 pg/kg de peso corporal por dia (21 pg/dia, num
adulto de 70 kg) (EFSA, 2021b). Para o Cd, a ingestdo diaria estimada, decorrente do consumo destas
couves, também é inferior & dose semanal admissivel de 2,5 ug/kg de peso corporal (25 pg/dia, num
adulto de 70 kg) (EFSA, 2009c¢). Finalizando, a ingestéo diaria de Pb estimada nestas couves € minima
face ao PTWI de 25 pg/kg de peso corporal (250 pg/dia, num adulto de 70 kg) (EFSA, 2010b).

Neste cenario, é possivel concluir que o consumo de couves da 52 colheita (Janeiro de 2019),
por si s6, ndo evidencia potenciais riscos para a saude publica na regido Centro. Contudo, dada a
auséncia de dados especificos do consumo médio de couves na populagdo portuguesa da regido
Centro, a exposicao por ingestdo aos elementos quimicos analisados encontra-se sobrestimada.
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5.1.3.2 62 Colheita

A figura 5.4 representa, graficamente, os teores obtidos dos elementos quimicos analisados
nas 12 amostras de couve da 62 colheita. O Anexo 7 apresenta a compilacdo destes resultados, e 0
Anexo 8 os valores dos LQ obtidos em cada elemento quimico, nestas amostras.

Da andlise da figura 5.4., verifica-se que nos produtores C, D, E, G, J e N os teores de Cr
obtidos s&o superiores ao valor encontrado na literatura (37 pg/kg) (EFSA, 2014a). No elemento Co, a
excecao dos produtores H, J, L, N e P, os restantes reportam teores superiores ao valor encontrado na
literatura (6 pg/kg) (Noél et al., 2012). Os produtores A, D, F, G, H, I, J e N registam teores de As
superiores ao valor encontrado na literatura (11 pg/kg) (EFSA, 2014c). Os teores de Cd e Pb obtidos,
em qualquer produtor, sdo inferiores ao valor encontrado na literatura (23 pg/kg (EFSA, 2009c) e 26
Hg/kg (EFSA, 2010b), respetivamente) e a legislagdo em vigor (100 pg/kg (Regulamento (UE)
2021/1323 Da Comissdo de 10 de Agosto de 2021) e 300 pg/kg (Regulamento (EU) 2021/1317 da
Comisséo de 9 de Agosto de 2021), respetivamente).

Comparativamente as amostras controlo analisadas por (Ventura et al., 2021), verifica-se que
nas amostras de couve da 62 colheita, os teores de Cr e de Pb s@o superiores em todos os produtores.
Verifica-se ainda que apenas os produtores D, G e | reportam teores de Co superiores e 0s produtores
C, E e L sdo os Unicos que reportam teores de As inferiores as amostras controlo. Por fim, somente o
produtor F é que evidencia um teor de Cd superior as amostras controlo.
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Figura 5.4 - Representacéo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve da 62
colheita (n =12).
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A tabela 5.4 indica os resultados da analise exploratéria efetuada para os teores obtidos nas
amostras de couve da 62 colheita. Nestas amostras, verifica-se que o teor médio maximo corresponde
ao Cr (39 po/kg) e o teor médio minimo corresponde ao Cd e Pb (5,1 pg/kg), comparativamente aos
restantes elementos quimicos.

Tabela 5.4 — Analise exploratoria dos resultados obtidos (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve da 62 colheita

(n=12).
Cr Co As Cd Pb
Couves da 62 colheita
pa/kg de peso fresco
Média 39 9,5 11 5,2 51
Minimo 28 3,7 33 1,6 33
1° Quartil 34 53 6,3 3,7 4,2
Mediana 37 8,1 11 54 5,2
3° Quartil 42 12 12 6,4 57
Maximo 65 20 20 11 7,1

Com base no teor maximo verificado nos elementos quimicos analisados nas amostras de
couve da 62 colheita, e no consumo habitual médio do grupo dos vegetais na populagdo portuguesa
adulta da Regido Centro, a estimativa da ingestdo diaria proveniente destes alimentos é 10 ug de Cr,
3,1 ug de Co, 3,1 ug de As, 1,7 ug de Cd e 1 ug de Ph.

Com base nos pardmetros anteriormente mencionados e definidos pela EFSA, verifica-se que
0 consumo de couves da 6° colheita leva a resultados idénticos aos observados para as amostras de
couve da 5?2 colheita. Por este motivo, conclui-se que o consumo de couves da 6 colheita (Maio de
2019), por si s6, ndo constitui um risco para a saude publica na Regido Centro. Importa salientar que,
tal como nas amostras de cebola, a auséncia de dados especificos do consumo médio de couves na
populacdo portuguesa da regido Centro, leva a sobrestimacédo da exposicdo por ingestdo aos elementos
guimicos analisados.

5.1.4 Ovos
5.1.4.1 52 Colheita

Os resultados obtidos na andlise das 12 amostras de ovo da 5% colheita estdo representados
graficamente na figura 5.5 e compilados no Anexo 9. Os valores dos LQs nestas amostras estdo
indicados no Anexo 10.

Da anélise da figura 5.5, verifica-se que, para todos os produtores, o teor de Cr obtido é
superior ao valor encontrado na literatura (29 pg/kg) (EFSA, 2014a). Em contraste, o teor de Co
obtido em cada produtor é inferior ao valor encontrado na literatura (6 pg/kg) (Noél et al., 2012).
Relativamente ao As, todos os produtores também registam teores inferiores ao valor encontrado na
literatura (12 pg/kg) (EFSA, 2009b). Todos os produtores registam teores de Cd inferiores ao LQ. Por
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Gltimo, os produtores H e | apresentam teores de Pb muito superiores aos restantes produtores e ao
valor encontrado na literatura (25 pg/kg) (EFSA, 2010b).
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Figura 5.5 - Representagdo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de ovo da 52
colheita (n = 12).

Na tabela 5.5, estdo indicados os resultados da analise exploratéria dos teores obtidos nas
amostras de ovo da 5% colheita. O Cr apresenta o maior teor médio obtido (88 pg/kg),
comparativamente aos restantes elementos quimicos. Todos os teores de Cd obtidos foram inferiores
ao LQ.

Tabela 5.5 - Andlise exploratdria dos resultados obtidos (pg/kg de peso fresco) nas amostras de ovo da 5% colheita (n = 12).

Cr Co As Cd Pb

Ovos da 5? colheita
pa/kg de peso fresco

Média 88 2,9 8,5 <LQ (3) 15
Minimo 77 2,2 6,1 <LQ (3) <LQ (5)
1° Quantil 83 2,4 7,2 <LQ @) <LQ (5)
Mediana 85 2,8 8,5 <LQ (3) 58
32 quantil 91 3,2 10 <LQ(3) 7,3
Maximo 108 4,5 11 <LQ(3) 80

O IAN-AF reporta que, na populagdo portuguesa adulta da regido Centro, o consumo habitual
médio de ovos é de 16,3 g/dia (Lopes et al., 2018).
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Mediante o teor maximo obtido para 0s elementos quimicos analisados nas amostras de ovo da
52 colheita e 0 consumo habitual médio de ovos, a ingestdo diéria estimada nestes alimentos é de 1,76
ug de Cr, 0,073 ug de Co, 0,18 pg de As e 1,3 g de Pb. Para o Cd é considerado como teor maximo o
valor correspondente ao LQ (3 pg/kg), o que resulta na ingestdo diéria de 0,05 pg estimada nestes
alimentos.

De acordo com os pardmetros de avaliacdo do risco definidos pela EFSA, considerando um
adulto de 70 kg, a ingestdo diaria estimada de Co, com base no consumo de ovos da 5% colheita, €
inferior ao LOAEL de 1 mg/kg de peso corporal (equivalente a 70000 ug) (EFSA, 2009a) e a ingestdo
de As esta abaixo do limite minimo de 0,3 pg/kg de peso corporal por dia (equivalente a 21 pg/dia)
(EFSA, 2021b). Para o Cd, a ingestdo diéria estimada nestes alimentos, também ¢é inferior a dose
semanal admissivel de 2,5 pg/kg de peso corporal (25 pg/dia, num adulto de 70 kg) (EFSA, 2009c).
Por fim, a estimativa da ingestéo diéria de Pb é diminuta face ao PTWI de 25 pg/kg de peso corporal
(EFSA, 2010b), correspondente a 250 pg/dia hum adulto de 70 kg.

Segundo esta avaliagdo, conclui-se que o contributo exclusivo do consumo de ovos da 52
colheita (Janeiro de 2019) para a exposi¢cdo aos elementos quimicos analisados é reduzido, ndo
evidenciando um risco para a salde da populacdo da regido Centro.

5.1.4.2 62 Colheita

Os resultados obtidos nas 4 amostras de ovos da 62 colheita encontram-se representados na
figura 5.6, e compilados no Anexo 11. Os valores dos LQ’s calculados para estas amostras estéo
indicados no Anexo 12.

Na figura 5.6, verifica-se que, para todos os produtores, o teor de Cr obtido é superior ao valor
encontrado na literatura (29 pg/kg) (EFSA, 2014a). Em contraste, o teor de Co obtido, em cada
produtor, é inferior ao valor encontrado na literatura (6 pg/kg) (Noél et al., 2012). O teor de As obtido
no produtor G é o Unico superior ao valor encontrado na literatura (12 pg/kg) (EFSA, 2014c).
Relativamente ao Cd e Pb, os teores registados, em todos os produtores, sdo inferiores aos respetivos
LQs.

Importa ressalvar que para o produtor H, o teor de Pb obtido na 5% colheita (80 ug/kg) foi
consideravelmente superior ao teor de Pb obtido na 62 colheita (< LQ). Dada esta discrepancia,
supdem-se que tenham ocorrido possiveis erros acidentais, por exemplo, ao nivel da preparagdo de
amostras, ou eventuais contaminagdes no local de producdo das galinhas e de ovos, no periodo
antecedente a colheita das amostras. Apesar de ndo terem sido colhidas amostras para o produtor | na
62 colheita, sdo atribuidas as mesmas causas ao teor de Pb registado neste produtor na 52 colheita.

~ 38 ~



A OO o N 0 ©
o o o o o o

Teor (ug/kg)

=N W
o o O

|

I o 7T >

o
{
H
]
1

Cr Co As Cd Pb
Elemento quimico

Figura 5.6 - Representacdo grafica dos teores de Cr, Co, As, Cd e Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de ovo da 62
colheita (n = 4).

A tabela 5.6 apresenta os resultados da analise exploratéria dos teores obtidos nas amostras de
ovo da 6% colheita. Verifica-se que o Cr apresenta o teor médio mais elevado (82 pg/kg),
comparativamente aos restantes elementos quimicos. Tanto o Cd como o Pb reportam teores inferiores
ao LQ.

Tabela 5.6 — Analise exploratoria dos resultados obtidos (g/kg de peso fresco) nas amostras de ovo da 62 colheita (n = 4).

Cr Co As Cd Pb
Ovos da 62 colheita
pg/kg de peso fresco

Média 77 3 8 <LQ @) <LQ(®)
Minimo 75 2 4 <LQ(3) <LQ(8)

1° Quantil 75 3 4 <LQ@3) <LQ(8)
Mediana 76 3 8 <LQ(3) <LQ(8)

32 quantil 78 4 11 <LQ((3) <LQ(8)
Maximo 82 4 12 <LQ(3) <LQ (8)

Mediante o teor maximo dos elementos quimicos obtido nas amostras de ovo da 62 colheita e 0
consumo habitual médio de ovos, na populagdo portuguesa adulta da regido Centro, a estimativa da
ingestdo diéria proveniente destes alimentos € 1,33 pg de Cr, 0,07 pg de Co e 0,19 pg de As. Para o
Cd e Pb, considerou-se como teor maximo o valor correspondente aos respetivos LQs, estimando-se
nestes alimentos uma ingest&o diéria de 0,05 pg e 0,1 g, respetivamente.

Deste modo, verifica-se que a ingestdo diaria de Co, As, Cd e Pb, atribuida ao consumo de
ovos da 62 colheita, ndo excede os parametros de avaliagdo do risco definidos pela EFSA.
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Como tal, a semelhanca das amostras de ovo da 52 colheita, conclui-se que o consumo de ovos
da 62 colheita (Maio de 2019) por si s, ndo constitui um risco para a sadde publica na regido Centro.

5.1.5 Avaliacéo do Risco Combinado de Exposicao

Utilizando os dados do consumo habitual médio dos alimentos analisados (batatas, cebolas,
couves e ovos), na populacdo portuguesa adulta da regido Centro (Lopes et al., 2018), e a respetiva
ingestdo diéria estimada dos elementos quimicos analisados na 52 colheita, a ingestao total diéria é de
24 ug de Cr, 21 ug de Co, 5,7 ug de As, 6,3 pg de Cd e 3,7 ug de Pb (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 — Ingestdo diaria estimada, por pg/dia, dos contaminantes quimicos analisados com base no consumo médio dos
alimentos amostrados na 52 colheita, na populagdo da regido Centro.

Batatas Cebolas Couves Ovos Total
Contaminante quimico
Ho/dia

Cr 7,30 4,90 10,00 1,76 24,0
Co 3,20 0,60 16,70 0,07 21,0
As 0,25 0,49 4,80 0,18 57
Cd 1,70 1,89 2,70 0,05 6,3
Pb 0,54 0,50 1,40 1,30 3,7

Por conseguinte, considerando que a EFSA define 1 mg/kg de peso corporal como LOAEL
para o Co (EFSA, 2009c), equivalente a 70 mg num adulto de 70kg, a ingestdo total diaria de Co,
proveniente das amostras de alimentos da 5% colheita, é inferior ao LOAEL. Para o As, a respetiva
ingestdo total diaria através do consumo das amostras de alimentos da 5% colheita, é inferior ao limite
minimo de 21 pg/dia definido pela EFSA (EFSA, 2021a). Por outro lado, a DSA (2,5 ug/kg de peso
corporal) estabelecida pela EFSA para o Cd (EFSA, 2009a), equivalente a 25 pg/dia de Cd num adulto
com 70kg, é superior a ingestdo total diaria de Cd proveniente das amostras de alimentos da 5°
colheita. Por fim, a ingestéo total diaria de Pb derivada do consumo das amostras de alimentos da 52
colheita, € inferior ao PTWI de 25 pg/kg de peso corporal (EFSA, 2010a), equivalente a 250 pg/dia,
para um adulto de 70kg.

Dada esta avaliacdo, conclui-se que o contributo do consumo combinado das batatas, cebolas,
couves e ovos da 5? colheita (Janeiro de 2019) para a exposi¢do aos elementos quimicos analisados,
ndo constitui um risco para a salude publica na regido Centro.
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5.2 Comparacao dos resultados obtidos com amostras
colhidas em 2017

5.2.1 Batatas

A comparagéo entre as médias dos teores dos elementos quimicos analisados nas amostras de
batata foi efetuada nos 7 produtores (A, C, D, E, F, G e H) comuns as colheitas de 2017 (1% e 28
colheitas) e 2019 (52 colheita).

A figura 5.7 representa graficamente os teores de Cr obtidos nas trés colheitas. Segundo o
teste RM ANOVA, a média do teor de Cr é significativamente diferente entre colheitas (F (2, 12) =
13,79, p < 0,001). Por seu turno, pela anélise post-hoc sob a corre¢do de Bonferroni, sdo verificadas
diferencas significativas entre a 52 colheita e as restantes colheitas (p <= 0,05).

A figura 5.7 é concordante com estes resultados, na medida em que, os teores de Cr registados
na 52 colheita reportam uma gama de valores superior aos teores das colheitas de 2017.
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Figura 5.7 — Comparag&o dos teores de Cr (pg/kg de peso fresco) nas amostras de batata colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (52 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21). Teste de comparag¢do maltipla: Teste T,
Correcédo: Bonferroni. * p < 0,05.

A figura 5.8 representa graficamente os teores de Co obtidos nas trés colheitas. Segundo o
teste de Friedman, ndo existe evidéncia estatistica que permita rejeitar a igualdade das medianas dos
teores de Co entre as trés colheitas (Friedman X2 (2) = 3,71; p = 0,1561), o que também ¢é verificado
na figura 5.8. As diferentes amplitudes interquartis e a auséncia de simetria nos boxplots da figura 5.8,
reflete a auséncia de uma distribuicdo normal nestes dados.
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Figura 5.8 — Comparagdo dos teores de Co (ug/kg de peso fresco) nas amostras de batata colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (52 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21).

Relativamente ao As, os teores obtidos nas trés colheitas estdo representados graficamente na
figura 5.9. Conforme o teste RM ANOVA, a média do teor de As é significativamente diferente entre
colheitas (F (1,15; 6,91) = 136,366; p < 0,001). Na analise post-hoc sob a corre¢do de Bonferroni, s&o
identificadas diferengas significativas entre as primeiras colheitas e entre a 2% e a 52 colheita (p <=
0,05). Tal como mencionado em (Gueifao et al., 2020), a média dos teores de As obtidos na 22 colheita
é superior a da 1?2 colheita. Neste estudo, verifica-se que a média dos teores de As da 52 colheita é
significativamente diferente das médias da 12 e da 22 colheita, e pela analise da figura 5.9, observa-se
um decréscimo pronunciado nos teores de As entre a 22 colheita e a 5% colheita.
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Figura 5.9 — Comparacdo dos teores de As (pg/kg de peso fresco) nas amostras de batata colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (5? colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21). Teste de compara¢do multipla: Teste T, Correcéo: Bonferroni.
****p <0,0001.

Os resultados obtidos nos teores de Cd nas trés colheitas estdo representados graficamente na
figura 5.10. Segundo o teste de RM ANOVA, existe evidéncia estatistica para rejeitar a igualdade das
médias dos teores de Cd entre as trés colheitas (F (1,13; 6,78) = 34,16; p < 0,001). Na analise post-hoc
sob a correcdo de Bonferroni, sdo constatadas diferengas significativas entre todas as combinagdes
possiveis de colheitas (p <= 0,05).
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Figura 5.10 — Comparac&o dos teores de Cd (g/kg de peso fresco) nas amostras de batata colhidas em 2017 (12 e 22
colheita) e 2019 (52 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21). Teste de comparacéo maltipla: Teste T, Correcdo: Bonferroni.
*p <0,05; ** p <0,01; ***p<0,001.

Os teores de Pb obtidos nas trés colheitas estdo representados graficamente na figura 5.11. O
teste de RM ANOVA reporta evidéncia estatistica para rejeitar a igualdade das médias dos teores de Pb
entre as trés colheitas (F (1,04; 6,24) = 8,496; p = 0,025). Por seu turno, estas diferencas ndo se
revelam significativas quando analisadas entre pares de combinagdes de colheitas. Como tal, a analise
estatistica corrobora a existéncia de diferencas significativas nas médias dos teores de Pb entre as
colheitas analisadas como um todo, mas ndo reporta diferencas significativas entre combinagdes
especificas de colheitas. Como mencionado em (Gueifao et al., 2020), verifica-se um aumento no teor
de Pb entre a 12 e a 22 colheita. Comparando com a 12 colheita, os teores de Pb na 5?2 colheita sdo
ligeiramente superiores, enquanto relativamente a 2% colheita, os teores de Pb na 5% colheita séo
inferiores. No entanto, estas diferencas, sob um nivel de confianca de 95%, ndo sdo consideradas
significativas.

30
25
20
15
10

Teor (ng/kg)

Pb (12 colheita) | ' Pb (22 colheita) [1 Pb (5* colheita)

Figura 5.11 — Comparagéo dos teores de Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de batata colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (5° colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21).

Mediante as anélises anteriormente descritas e 0s resultados reportados na tabela 5.8, é
possivel concluir que, nas amostras de batata, o Cr foi 0 Gnico elemento quimico no qual se observou
um aumento significativo do teor médio entre 2017 e 2019. A excecdo do Co, cujas diferencas entre
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colheitas ndo foram significativas, os teores médios de As e de Cd reportam decréscimos significativos
entre 2017 e 2019. As médias dos teores de Pb entre colheitas sdo significativamente diferentes, mas
entre combinag6es de colheitas ndo apresentam diferencas significativas.

Tabela 5.8 — Valor minimo, média e valor maximo obtidos para cada elemento quimico (ug/kg de peso fresco) nas
3 colheitas de amostras de batata (n = 7, por colheita; n total = 21).

Cr Co As Cd Pb
Batatas
Hg/kg de peso fresco
Minimo 12 Colheita 27 8 1 10 1
Minimo 22 Colheita 21 9 15 12 4
Minimo 52 Colheita 39 3 1 3 3
Média 12 colheita 35 34 3 13 2
Média 22 colheita 32 15 21 16 12
Média 52 colheita 53 10 1 7 4
Maximo 12 Colheita 52 120 5 18 5
Méaximo 22 Colheita 38 18 29 22 28
Maximo 5? Colheita 69 32 3 17 6
5.2.2 Couves

A comparacdo dos teores dos elementos quimicos analisados nas amostras de couve foi
realizada nos 7 produtores (A, C, D, E, F, G e H) comuns as colheitas de 2017 (12 e 22 colheitas) e de
2019 (52 e 62 colheitas).

Os teores de Cr obtidos nas quatro colheitas estdo representados graficamente na figura 5.12.
Segundo o teste RM ANOVA, existe evidéncia estatistica para rejeitar a igualdade das médias dos
teores de Cr entre as quatro colheitas (F (3,18) = 7,752; p = 0,006). Na analise post-hoc sob a correcao
de Bonferroni, a média do teor de Cr da 22 colheita é significativamente diferente das médias do teor
de Cr da 12 e da 5% colheita (p <= 0,05). Esta situacdo é corroborada pela figura 5.12, na qual se
verifica um decréscimo nos teores de Cr entre a 1% e a 22 colheita, seguido de um aumento entre a 22
colheita e as colheitas de 2019.
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Figura 5.12 — Comparagdo dos teores de Cr (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (5% e 62 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21). Teste de comparagdo multipla: Teste T, Correcdo: Bonferroni. * p
<0,05; ** p <0,01.

Os teores de Co obtidos para as quatro colheitas estdo representados graficamente na figura
5.13. De acordo com o teste de Friedman, ndo é reportada evidéncia estatistica que permita rejeitar a
igualdade das medianas dos teores de Co entre as quatro colheitas (Friedman X2 (3) = 5,23; p =
0,156). Como evidenciado na figura 5.13, os teores de Co obtidos na 62 colheita sdo inferiores aos
teores obtidos nas colheitas de 2017, apesar das diferencas nas medianas nao serem significativas.
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Figura 5.13 — Comparag&o dos teores de Co (pg/kg de peso fresco) nas amostras de couve colhidas em 2017 (1% e 22
colheita) e 2019 (5% e 62 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21).

Os teores de As obtidos nas quatro colheitas estdo representados graficamente na figura 5.14.
De acordo com o teste RM ANOVA, existe evidéncia estatistica que permite rejeitar a igualdade das
médias dos teores de As entre as quatro colheitas (F (3,18) = 26,078; p < 0,001) em particular, entre as
colheitas de 2017 e entre a 22 colheita e as colheitas de 2019 (p <= 0,05). Na figura 5.14, os teores de
As obtidos na 22 colheita sdo superiores aos teores reportados nas colheitas de 2019. Conforme
mencionado em (Gueifédo et al., 2020), houve um aumento significativo entre os valores médios das
colheitas de 2017. Este estudo confirma uma reducéo significativa nos teores de As da 22 colheita para
as colheitas de 2019.
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Figura 5.14 — Comparagdo dos teores de As (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (5% e 62 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21). Teste de comparag¢do multipla: Teste T, Correcdo: Bonferroni. * p
<0,05; ** p <0,01.

Relativamente ao Cd, os teores obtidos nas quatro colheitas estdo representados na figura 5.15.
Conforme o teste RM ANOVA, ndo existe evidéncia estatistica que permita rejeitar a igualdade das
médias dos teores de Cd entre as quatro colheitas (F (3,18) = 2,997; p = 0,058). Na figura 5.15,
observa-se uma reducgéo no teor de Cd, ao longo das quatro colheitas, apesar de ndo ser significativa.
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Figura 5.15 — Comparag&o dos teores de Cd (pg/kg de peso fresco) nas amostras de couve colhidas em 2017 (1% e 22
colheita) e 2019 (5% e 62 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21).

Os resultados inerentes aos teores de Pb obtidos nas quatro colheitas estdo representados
graficamente na figura 5.16. Segundo o teste RM ANOVA, existe evidéncia para rejeitar a igualdade
das médias dos teores de Pb entre as quatro colheitas (F (3,18) = 6,797, p = 0,003), especificamente
entre a 22 colheita e a 62 colheita (p < = 0,05). A figura 5.16 corrobora um aumento significativo nos
teores de Pb entre essas duas colheitas.
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Figura 5.16 — Comparagdo dos teores de Pb (ug/kg de peso fresco) nas amostras de couve colhidas em 2017 (12 e 22 colheita)
e 2019 (52 e 62 colheita) (n = 7, por colheita; n total = 21) Teste de comparagdo multipla: Teste T, Corre¢do: Bonferroni. *
p <0,05.

Em suma, mediante a analise estatistica e os dados da tabela 5.9, nas amostras de couve,
verifica-se um aumento nos teores de Cr entre a 22 colheita e as colheitas de 2019 e uma reducdo
significativa nos teores de As entre as colheitas de 2017 e de 2019. Os decréscimos verificados nos
teores de Co e Cd, entre 2017 e 2019, ndo sdo considerados estatisticamente significativos. Os teores
de Pb, entre os anos em andlise, reportam um acréscimo significativo entre a 2% e a 62 colheita.

Tabela 5.9 — VValor minimo, média e valor maximo obtidos para cada elemento quimico (pg/kg de peso fresco), nas
4 colheitas de amostras de couve (n = 7, por colheita; n total = 21).

Cr Co As Cd Pb
Couves
pg/kg de peso fresco

Minimo 12 Colheita 34 17 15 3 2
Minimo 22 Colheita 22 10 26 3 1
Minimo 52 Colheita 31 6 8 2 3
Minimo 62 Colheita 28 6 3 4 3
Média 12 colheita 42 27 29 14 4
Média 22 colheita 26 19 49 15 3
Média 52 colheita 42 28 14 7 5
Média 62 colheita 40 11 10 7 5
Méximo 12 Colheita 60 63 48 24 6
Maximo 22 Colheita 29 26 69 46 4
Méaximo 52 Colheita 65 107 31 17 9
Méximo 62 Colheita 65 20 20 11 7
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Capitulo VI
Conclusodes

6. Conclusdes e Consideracdes Finais

Os incéndios florestais evidenciam capacidade para incrementar o teor de contaminantes
quimicos no meio natural. Como reporta a literatura, as emissdes de gases e particulas, a combustao da
matéria organica e a deposicdo de cinzas, sdo considerados como 0s principais mecanismos
decorrentes dos incéndios, que potenciam a introducdo e mobilizacdo de elementos quimicos na
atmosfera, no solo e nos recursos hidricos. Por conseguinte, sob elevados teores de elementos
guimicos no exterior, as espécies vegetais conseguem absorver e acumular quantidades tais que
induzem efeitos toxicos ao nivel celular, fisiol6gico e morfoldgico. Caso estas espécies se destinem ao
consumo humano, passam a constituir uma fonte de exposi¢do a elementos quimicos potencialmente
toxicos, colocando em risco a salde dos consumidores. Como mencionado, os metais pesados Cr, Co,
As, Cd e Pb, quando introduzidos na dieta humana, podem causar efeitos adversos, a curto e a longo
prazo, na sua salde.

Assim, é estabelecida uma relacdo entre a ocorréncia de incéndios florestais e 0s impactos
causados nas varias componentes dos ecossistemas naturais que, por sua vez, se refletem nas cadeias
alimentares, primeiramente ao nivel dos produtores (espécies vegetais) e culminando nos
consumidores de topo (ser humano).

Nos resultados obtidos neste estudo, importa realgar que:

v" Segundo a legislacdo em vigor estabelecida pela EFSA, nenhuma amostra de alimento reporta
teores dos elementos quimicos analisados prejudiciais a satde das populacées da regido Centro.

o As amostras de batata da 52 colheita revelam uma maior propor¢do de Cr e uma menor
proporcdo de As. Segundo os parametros de avaliacdo do risco definidos pela EFSA, a
exposic¢do por ingestdo destas batatas aos elementos quimicos analisados, por si s6, ndo
constitui um risco para a saude da populacéo.

o As amostras de cebola da 5 colheita apresentam maior proporg¢do de Cr, relativamente aos
restantes elementos quimicos analisados. Segundo os pardmetros de avaliagdo do risco
definidos pela EFSA, a exposicdo por ingestdo destas cebolas aos elementos quimicos
analisados, por si s0, ndo constitui um risco para a salde da populagdo. Importa realcar
que a estimativa da ingestao diaria teve por base o valor médio do consumo de vegetais,
na populagdo portuguesa da regido Centro, devido a auséncia de dados especificos
referentes ao consumo de cebolas nesta populacéo.

o As amostras de couve da 5% e da 62 colheita apresentam uma maior proporgdo de Cr e
proporces de Cd e Pb mais baixas. Com base nos parametros de avaliagdo do risco
definidos pela EFSA, a exposicdo pela ingestdo destas couves aos elementos quimicos
analisados, por si s6, ndo constitui um risco para a satde da populagdo. Dada a auséncia de
dados especificos referentes ao consumo de couves na populacdo portuguesa da regido
Centro, a exposicdo por ingestdo encontra-se sobrestimada. Comparando com amostras
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controlo, as amostras de couve analisadas apresentam teores superiores de Cr e Pb para a
maioria dos produtores, e em alguns casos teores superiores de Co, As e Cd.

o As amostras de ovo da 5% e da 62 colheita reportam proporc¢es elevadas de Cr e baixas de
Cd. Segundo os parametros de avaliacdo do risco definidos pela EFSA, a exposi¢do por
ingestdo destes ovos aos elementos quimicos analisados, ndo constitui um risco para a
salde da populacao

o Em adicdo, o contributo do consumo combinado das batatas, das cebolas, das couves e dos
ovos da 5% colheita (Janeiro de 2019) para a exposic¢ao aos elementos quimicos analisados,
ndo constitui um risco para a satde publica na regido Centro.

v" Apesar de provirem de areas agricolas proximas das areas ardidas em 2017 na regido Centro, a
analise efetuada as amostras de alimentos colhidas em 2019 ndo suporta a existéncia de uma
relacdo entre o aparecimento de efeitos adversos a salde humana e a exposicdo aos elementos
quimicos analisados.

v" Tendo-se verificado que no estudo pioneiro de (Gueiféo et al., 2020) entre a 12 colheita (Agosto de
2017) e a 22 colheita (Dezembro de 2017), o teor de As aumentou nas amostras dos alimentos em
estudo (batatas e couves), os teores de Cd e Pb aumentaram nas amostras de batata e o teor de Cr
diminuiu nas amostras de couve, neste estudo, complementarmente aos resultados das colheitas de
2017, verificou-se que, entre 2017 e 2019:

o Nas amostras de batata, o teor médio de Cr foi o Unico no qual se observou um aumento
significativo. A excecdo do Co, cujas diferencas entre colheitas ndo foram significativas,
os teores médios de As e de Cd reportam decréscimos significativos. As médias dos teores
de Pb entre colheitas sdo significativamente diferentes, mas entre combinagdes de
colheitas, ndo apresentam diferencas significativas;

o Nas amostras de couve, verificou-se um aumento significativo nos teores de Cr e uma
reducdo significativa nos teores de As. O decréscimo nos teores de Co e Cd, ndo sao
considerados estatisticamente significativos. Os teores de Pb reportam um acréscimo
significativo entre a 22 e a 6° colheita.

Como sugestdes para trabalhos futuros:

v" Reforga-se a importancia de realizar amostragens mais abundantes e diversificadas, garantindo
uma maior representatividade dos alimentos consumidos pelas populagdes da Regido em
estudo.

v Propde-se a elaboragdo de inquéritos sobre habitos de consumo das populacdes e produtores
afetados, para se obterem dados concretos de consumo alimentar e, a partir destes, estimar o
risco real de exposi¢éo por via alimentar.

v' Reforca-se a necessidade de efetuar a especiacdo do Cr, Co e As, cuja toxicidade é
evidenciada em formas valentes especificas, como o Cr (1V), iAs e Co (II).

v Sugere-se a elaboracdo de estudos que avaliem com maior precisdo os efeitos dos incéndios no
meio ambiente e nas populagdes afetadas. Para tal, propde-se a utilizacdo de mapas de risco
nacionais de incéndios florestais para selecionar zonas de risco elevado e, nessas, elaborar
amostragens de alimentos, de solo e de agua, criando uma base de dados de amostras
consideradas como amostras controlo. Apds a ocorréncia de incéndios nessas zonas, propde-se
a realizacdo de amostragens regulares de alimentos, solo e agua, e posterior analise
comparativa com as amostras controlo (colhidas previamente aos incéndios).
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Anexos

Anexo 1 — Teor dos elementos quimicos (ug/kg de peso fresco) analisados, por produtor, nas amostras de batata da 52
colheita (n=12). Expresso pela média + SD. Teores superiores a literatura encontrada estdo destacados pelo simbolo *.

Cr Co As Cd Pb
Produtor
pa/kg de peso fresco

A 54 + 4* 41+0,1 <LQ (1) 2,14+ 0,01 3,8+0,3
C 55 + 2* 54+0,1 16+0,1 16,8+ 0,2 42+0,3
D 55 + 4* 2,91+0,03 <LQ (1) 39+0,1 3,4+0,2
E 61 +4* 16,1+ 0,2* 1,4+0,1 6,26 + 0,03 55+0,3
F 39+1* 6,7+£0,1 <LQ(1) 8,0+0,2 3002
G 47 £ 2% 32,3+0,2* <LQ (1) 2,58 £ 0,03 39+01
H 435+0,2* 56+0,1 <LQ(1) 6,3+0,1 33+0,3
| 69 + 5* 2,71 +£0,06 2,57 +0,03 2,7+01 46+04
L 63 + 4* 29+0,1 <LQ(2) 39+0,1 3,69+ 0,04
M 38 + 2% 6,6 +0,1 1,8+0,1 <LQ (1) 3,8+0,2
N 34 + 2% 32+0,1 <LQ(2) 9,8+0,7 3,7+01
0 74 + 5% <LQ((2) 2,5+0,1 2,51+ 0,02 3,7+03
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Anexo 2 - Limite de Quantificacdo (LQ) obtido para os elementos quimicos (ug/kg de peso fresco) analisados, por produtor,
nas amostras de batata da 5% colheita (n = 12).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
ua/kg de peso fresco

A 2 1 1 1 2
C 3 2 2 2 3
D 3 1 1 1 3
E 3 1 1 1 3
F 2 1 1 1 2
G 2 1 1 1 2
H 3 1 1 1 3
I 3 2 2 2 3
L 3 2 2 2 3
M 2 1 1 1 2
N 3 1 1 1 3
) 3 2 2 2 3

~ 56 ~



Anexo 3 — Teor obtido dos elementos quimicos analisados (ug/kg de peso fresco) nas amostras de cebola da 52 colheita (n =
5). Expresso pela média £ SD. Teores superiores a literatura encontrada estdo destacados pelo simbolo *.

Cr Co As Cd Pb
Produtor
pg/kg de peso fresco
A 31,2+0,3 32+0,1 20+0,1 29+0,1 <LQ @3
26+2 1,6+0,1 31+0,1 1,29 £ 0,03 <LQ@®)
| 19+1 1,92+ 0,03 32+0,2 3401 <LQ (2
L 25+2 3,55+ 0,04 2,1+£0,2 12,1+0,3* <LQ @3
P 26+1 15+0,1 09+0,1 2,82 0,04 <LQ@®)

Anexo 4 - Limite de Quantificacdo (LQ) obtido para os elementos quimicos analisados (ug/kg de peso fresco), por produtor,
nas amostras de cebola da 5% colheita (n = 5).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
pg/kg de peso fresco

A 9 1 1 1 3
B 7 1 1 1 3
| 7 1 1 1 3
L 8 1 1 1 3
P 9 1 1 1 4

~ 57 ~



Anexo 5 — Teor obtido dos elementos quimicos analisados (Jg/kg de peso fresco), por produtor, nas amostras de couve da 5?
colheita (n = 15). Expresso pela média + SD. Teores superiores a literatura encontrada estéo destacados pelo simbolo *.

Cr Co As Cd Pb
Produtor
Hg/kg de peso fresco

A 65 + 4* 105+ 0,1* 31+£2* 172 9,2+0,3
B 42 £ 2* 13+1* 20+ 1* 34+01 46+0,2
C 29+2 56+0,2 83+0,3 22+0,1 <LQ (3)
D 3B+l 12,4 + 0,4* 8+1 3,01 +£0,04 53+04
E 33x1 8,18 £ 0,04* 8+1 6,3+0,1 2,7+0,1
F 43 £ 2* 37,3+0,3* 18 + 2* 8,0+£0,1 6,2+0,3
G 38,5+0,3* 16,1 + 0,4* 14,4 + 0,3* 6,8+04 54+0,1
H 45 + 3* 107 £ 1* 13+1* 3,8+0,1 6,0+0,1
| 43 £ 3* 57+0,4 10+1 14+1 56+0,3
J 272 2,68 £ 0,02 61 0,35+ 0,02 42+0,2
L 38 £1* 57+0,2 8,7+0,2 7,01 +£0,02 5,38 £ 0,02
M 35+3 12,2 £ 0,2* 9,6+0,4 5,36 £ 0,03 75+04
N 38 £ 2* 53+0,1 15+1~* 50+0,2 8+1
o} 43 + 3* 5,0+0,2 14 + 1* <LQ (1) 7,7+04
P 45 + 4* 6,5+0,1* 50+0,3 2,28 £0,04 41+03

~ 58 ~



Anexo 6 - Limite de Quantificacdo (LQ) obtido para os elementos quimicos analisados (pg/kg de peso fresco), por produtor,
nas amostras de couve da 52 colheita (n = 15).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
ua/kg de peso fresco

A 3 2 2 2 3
B 3 2 2 2 3
C 3 1 1 1 3
D 3 1 1 1 3
E 3 1 1 1 3
F 3 2 2 2 3
G 3 2 2 2 3
H 3 2 2 2 3
| 3 1 1 1 3
J 3 1 1 1 3
L 3 1 1 1 3
M 3 2 2 2 3
N 3 2 2 2 3
0] 3 1 1 1 3
P 9 1 1 1 4

~ 59 ~



Anexo 7 — Teor obtido dos elementos quimicos analisados (Jug/kg de peso fresco), por produtor, nas amostras de couve da 62
colheita (n = 12). Expresso pela média + SD. Teores superiores a literatura encontrada estdo destacados pelo simbolo *.

Cr Co As Cd Pb
Produtor
pg/kg de peso fresco

A 36 £ 2* 10,4 +0,2* 20+ 1* 7,1+0,2 61
C 39+1* 6,8 +0,1* 51+0,1 7,13+0,03 3,26 +0,03
D 41 +1* 155+ 0,2* 13,3+ 0,3* 5,21+ 0,03 53+%0,2
E 42 £ 2* 115+0,1* 33+01 6,2+0,1 36+0,1
F 28+2 9,4 +£0,2* 11+1* 115+0,3 3,7+£0,2
G 65 + 3* 20+ 1* 11,1+ 0,3* 3,8+0,1 7,1+0,1
H 28+1 58+0,1 11,6 £ 0,3* 5,53+0,02 50+0,1
| 37+£3 16 +1* 18+ 1* 59+0,3 6,9+0,3
J 43+2 3,701 11,9+ 0,2* 33+£0,1 56+04
L 32+3 4,32 £0,02 56+0,3 1,73+ 0,04 44+03
N 382 46+0,1 12,2 £ 0,2* 38+0,1 53+0,3
P 34+1 55+0,1 6,4+0,3 1,59 +0,01 46+0,3

~ 60 ~



Anexo 8 - Limite de Quantificagdo (LQ) obtido para os elementos quimicos analisados (pg/kg de peso fresco), por produtor,
nas amostras de couve da 62 colheita (n = 12).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
ua/kg de peso fresco

A 2 1 1 1 2
C 3 1 1 1 3
D 3 1 1 1 3
E 3 1 1 1 3
F 2 1 1 1 2
G 2 1 1 1 2
H 2 1 1 1 2
I 2 1 1 1 2
J 3 2 2 2 3
L 2 1 1 1 2
N 3 1 1 1 3
P 3 2 2 2 3

~61~



Anexo 9 — Teor obtido dos elementos quimicos analisados (g/kg de peso fresco), por produtor, nas amostras de ovo da 52
colheita (n = 12). Expresso pela média + SD. Teores superiores a literatura encontrada estdo destacados pelo simbolo *.

Produtor Cr Co As Cd Pb
Hg/kg de peso fresco
A 97 £ 3* 3,7+0,2 8+1 <LQ (@) 79+0,3
C 93 £ 4* <LQ () 74104 <LQ(3) <LQ (5)
D 83+ 1* 35+0,1 11+1 <LQ(3) <LQ (5)
E 108 + 4* 4,52 £ 0,01 11+1 <LQ (@) 72+0,1
F 90 £ 1* <LQ (@) 6,5+0,3 <LQ ) 6,2+0,3
H 77 £1* <LQ (2 9+1 <LQ (@) 80 £ 1*
I 83 £ 3* 28+0,1 9+1 <LQ (@) 37£1*
J 84 +1* 28+0,1 98+04 <LQ(3) 52+0,3
L 86 + 3* 30+0,1 6,1+0,3 <LQ(3) <LQ (6)
M 86 + 2* <LQ (2 96+0,4 <LQ(2) 6,5+0,3
N 81+ 1* 31+0,2 8+1 <LQ(2) <LQ(5)
P 84 £ 1* <LQ(3) 7+1 <LQ (3) <LQ (5)

~ 062 ~



Anexo 10 - Limite de Quantificacdo (LQ) obtido para os elementos quimicos analisados (ug/kg de peso fresco), por produtor,
nas amostras de ovo da 52 colheita (n =12).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
ua/kg de peso fresco

A 6 3 3 3 6
C 5 3 3 3 5
D 5 3 3 3 5
E 5 3 3 3 5
F 6 3 3 3 6
H 5 2 2 2 5
| 5 3 3 3 5
J 5 3 3 3 5
L 6 3 3 3 6
M 5 2 2 2 5
N 5 2 2 2 5
P 5 3 3 3 5

~ 63 ~



Anexo 11 — Teor obtido dos elementos quimicos analisados (Jug/kg de peso fresco), por produtor, nas amostras de ovo da 62
colheita (n = 4). Expresso pela média + SD. Teores superiores a literatura encontrada estdo destacados pelo simbolo *.

Cr Co As Cd Pb
Produtor
Hg/kg de peso fresco
A 76 £ 2* 35103 4,7+0,3 <LQ(3) <LQ(8)
F 77 £ 6* <LQ(3) 39+0,1 <LQ(3) <LQ(8)
G 82 £ 5* 36+0,1 12+1* <LQ(3) <LQ(8)
H 74 £ 8* 33+0,1 110+£11 <LQ(2) <LQ ()

Anexo 12 - Limite de Quantificacéo (LQ) obtido para os elementos quimicos analisados (ug/kg de peso fresco), por produtor,
nas amostras de ovo da 62 colheita (n = 4).

Cr Co As Cd Pb
Produtor
pg/kg de peso fresco
A 5 3 3 3 8
F 5 3 3 3 8
G 5 3 3 3 8
H 5 2 2 2 7

~ 064 ~



