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Resumo

Os nitratos fazem parte da dieta humana e embora ndo sejam aparentemente toxicos,
consumidos em excesso podem ser prejudiciais a saude, dai a importancia da avaliacdo da exposicao
a estes compostos.

Este trabalho teve como objetivo a execucdo de algumas etapas (repetibilidade, precisdo
intermédia e exatidao) de validacao do método de HPLC para determinagdo do teor de nitratos e a
andlise das amostras do projeto TDSExposure. A estabilidade da curva de calibracéo e a repetibilidade
e linearidade do injetor foram também alvo de estudo.

Um teste t-student demonstrou a estabilidade da curva (até 7 dias). A repetibilidade do injetor
cumpriu o coeficiente de variacdo de 5% e a linearidade comprova a possibilidade de utilizar o injetor
no intervalo de 10-200 pL.

Os resultados dos ensaios de repetibilidade, de precisdo intermédia e de exatiddo demonstraram
gue o método é preciso e exato.

O método foi aplicado com sucesso a analise de 127 amostras, uma amaostra apresentou um
valor considerado elevado (>500mg/kg), 52 revelaram valores entre 10-160 mg/kg e, 74, teores
inferiores aos LOD e LOQ.

Este estudo contribuiu para a andlise de cerca de 50% das amostras do estudo TDS, e para a

avaliacdo da exposicdo, da populacdo portuguesa, a nitratos.

Palavra-Chave: TDSExposure; HPLC; Validagdo do Método; Nitratos; Populagédo Portuguesa;






Abstract

Nitrates are part of the human diet and although they are not apparently toxic, consumed in
excess can be harmful to health, that’s why it's important to evaluate the exposure to these compounds.

The aim of this work was to perform some steps (repeatability, intermediate precision and
accuracy) of validation of the HPLC method to determine nitrate content and the analysis of the
TDSExposure project samples. The stability of the calibration curve and the repeatability and linearity
of the injector were also studied.

A t-student test demonstrated the curve stability (up to 7 days). The repeatability of the injector
complied with 5% of variation coefficient and the linearity proves the possibility of using the injector in
10 to 200 pL range.

The results of repeatability, intermediate precision and accuracy tests have demonstrated that
the method is accurate and exact.

The method was successfully applied to the analysis of 127 samples, one sample presented a
high value (> 500mg/kg), 52 showed values between 10-160 mg/kg and 74, lower levels than LOD and
LOQ.

This study contributed to the analysis of about 50% of the samples from the TDS study and to the
evaluation of the Portuguese population to nitrates exposure

Keywords: TDSExposure; HPLC; Validation of method; Nitrates; Portuguese Population;
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1. Enquadramento do Tema

Atualmente, o estado de sadde da populagao é um fator que cada vez mais € determinado pela
alimentacdo. A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) antevé que o nimero de doencgas ligadas a
alimentacao esta a aumentar de forma drastica (Kretchmer, 1994). A nutricdo € uma ciéncia que cada
vez mais esta relacionada com a nossa saude alimentar, isto €, a maioria das doencas existentes em
pleno século XXI sdo consequéncias de maus habitos alimentares ao longo de toda a vida (WHO,
2015). Os desequilibrios na alimentacdo em relagdo a ingestdo de nutrientes que compdem as
caracteristicas da dieta, tanto em excesso como em défice, trazem efeitos colaterais a salide, ndo s6

imediatos, mas também a longo prazo (Viana, 2014).

Durante este projeto, houve o objetivo de estudar os niveis de nitratos em algumas matrizes
alimentares, com o intuito de perceber o que realmente se anda a comer. Os nitratos, S&0 compostos
gue sdo encontrados de forma natural em diversos alimentos, no entanto, também sdo aditivos
alimentares, principalmente em produtos carneos. A sua principal forma de consumo é através da
ingestdo dos produtos horticolas, nos quais estdo presentes. Embora estes apresentem um papel
fundamental na sadde humana, quando consumidos em grandes quantidades poderdo se tornar
prejudiciais.

O projeto TDSExposure foi um projeto a escala europeia e financiado pela Unido Europeia,
através do qual se pretendeu criar uma rede de estudos de dieta total (TDS) e melhorar e harmonizar
a monitorizacdo da exposicdo a substancias quimicas benéficas e prejudiciais presentes nos alimentos
ingeridos diariamente. Os estudos TDS séo bastante importantes para a salde e tém como objetivo
cobrir a totalidade da dieta alimentar de forma a quantificar a ingestao diaria aproximada de nutrientes
e a exposicdo a contaminantes. Em Portugal, tratou-se de um projeto pioneiro, uma vez que nunca

tinha sido realizado um estudo TDS.

No ambito deste projeto, com o objetivo de cobrir a dieta alimentar, foram obtidas amostras
alimentares, tal como consumidas, para quantificagdo dos nutrientes e contaminantes para posterior

avaliacdo da exposicao.

O estudo das amostras do TDS foi realizado através de um método de cromatografia liquida de
alta resolucéo (HPLC), com detecdo UV (ulta-violeta), que se encontra implementado e acreditado no
Laboratdrio de Quimica do Departamento de Alimentagcdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de

Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), para a determinacao de nitratos.






2. Introducao

2.1. Nitratos e Nitritos

2.1.1 Generalidades

O azoto é um elemento essencial para todos os organismos da Terra, porém, também é o que
restringe a produtividade das lavouras agricolas, aquando a sua limitacdo ou auséncia (Villaba et al.,
2014). Em pleno século XX, ocorreu um aumento drastico da producdo de compostos azotados, devido
ndo sou a utlizacdo de fertilizantes, mas também como consequéncia da sua formagdo como
subproduto da combustao de combustiveis fosseis (Powlson et al., 2008; IARC, 2010; Monteiro, 2014).
Nem todo o nitrato que é usado como fertilizante, é absorvido pelas plantas, o que leva a que essa
percentagem ndo absorvida sofra posteriores transformacdes, através de processos fisicos, como a
volatilizacdo, processos quimicos, como a fixacao, precipitacdo e hidrolise, e ainda microbioldgicos,

como é o caso da nitrificagcao e desnitrificacdo (Villalba et al., 2014).

Entre os sais de nitrato e nitrito os mais relevantes sao, o nitrato de s6dio (NaNOQs3), o nitrato de
amonio (NH4NO3), o nitrato de potassio (KNOs), o nitrato de célcio (Ca(NOs)2) e o nitrato de magnésio
(Mg(NQ3)2). Estes sais tém um papel muito importantes em diversas fungdes, o nitrato de aménio € dos
fertilizantes mais utilizados no mundo e ainda € utilizado na producdo de explosivos, o nitrato de
potéssio e sédio séo utilizados como fertilizantes, inseticidas, na producéo de fosforos, fogo-de-artificio,
explosivos e até poélvora. Por outro lado, os compostos de nitrito mais conhecidos séo, o nitrito de sédio
(NaNO3) e o nitrito de potassio (KNO3). Tantos os sais de nitrato como de nitrito s&o abundantemente
usados como aditivos alimentares, principalmente em industrias de carnes fumadas (Monteiro, 2014;
U.S Environmental Protection Agency, 2007).

O Nitrato ndo é considerado téxico, contudo, os seus metabolitos (nitrito, oxido nitrico e
compostos N-nitrosos) fazem com que o nitrato seja alvo de regulac@o devido as suas implicacdes
potencialmente adversas para a saude (EFSA, 2008; Unido Europeia, 2011). Algumas pesquisas
demonstraram, no entanto, que a conversao de nitrato em nitrito no trato gastrointestinal acarreta uma
funcdo benéfica importante no estdmago, havendo também outros metabolitos que apresentam
funcgBes fisiologicas/farmacoldgicas importantes (EFSA, 2016; World Health Organization, 1995).
Muitas das vezes os regulamentos s6 sdo baseados em informagdes sobre os efeitos negativos dos
nitratos, ndo dando énfase aos efeitos benéficos. Varios estudos (em animais) demonstraram que 0s

riscos para 0 homem, ndo eram fundamentados (McKnight et al., 2009).

Apesar desta controvérsia, a legislagdo comunitaria estabelece referéncias para o consumo
méaximo de nitratos e nitritos (Monteiro, 2014). The Scientific Committe on Food (SCF) determinou que
a dose diaria admissivel (DDA) de nitratos seria de 3,7 mg/kg de peso corporal/dia e a de nitritos 0,06
mg/kg de peso corporal/dia. O Regulamento (EU) N°1258/2011 da Comisséo, de 2 de dezembro que
altera o anterior documento (regulamento (CE) N°1881/2006 da comissao, de 19 de Dezembro) fixa os
teores maximos de nitratos e nitritos presentes nos géneros alimenticios (Comisséo Europeia, 2006;
Unido Europeia, 2011).



Em Portugal existem Autoridades que sdo responsaveis pela avaliagdo da Seguranc¢a Alimentar,
a ASAE (Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica), € uma delas, e tem a fungéo de avaliar os
riscos que poderdo afetar os consumidores. O trabalho da ASAE é realizado através de algumas
unidades orgéanicas nucleares, entre elas, a Dire¢éo de Avaliagcdo e Comunicacdo dos Riscos na Cadeia
Alimentar (DACR) e o Laboratério de Seguranca Alimentar (LSA) (Ministérios das Financas e da

Administracao Publica e da Economia e da Inovacao, 2009).

Dados concretos dizem que o consumo médio de nitratos varia entre 52-156 mg/dia, enquanto
gue a ingestdo média diaria de nitritos é inferior a 2 mg por pessoa. Portanto, assumindo que uma
pessoa com um peso corporal de 60 kg ingere 100 g de vegetais frescos com uma concentracdo de
2500 mg/kg de nitratos, automaticamente excede a Dose Diaria Admissivel (DDA) (EFSA, 2008; Silva,
2014). Contudo, “O Comité Cientifico da Alimentacdo Humana (CCAH), no seu parecer de 22 de
setembro de 1995, declarou que a ingestao total de nitratos é habitualmente bastante inferior a dose
diaria admissivel (DDA) de 3,7 mg/kg de peso corporal/dia. Recomendou, contudo, a continuacao dos
esforcos para reduzir a exposicdo aos nitratos através dos alimentos e da agua” (Comisséo Europeia,
2006).

2.1.1.1. Composicdo quimica

Os nitratos e o0s nitritos existem sob a forma organica e inorganica. A estrutura quimica do iao
nitrato (NOz’) apresenta-se com um atomo de azoto no centro e trés de oxigénio nas extremidades,
sendo uma das liga¢des dupla, o que origina uma estrutura trigonal planar (figura 2.1). Ja o ido nitrito
(NO2Y), contem igualmente um grupo funcional nitro, mas numa das ligagGes, o atomo de oxigénio é
substituido por um grupo R (PubChem, 2004), apresentando-se com uma estrutura angular (figura 2.1),
devido a repulséo existente nos pares eletronicos no nivel de valéncia. O nitrato apresenta-se como a
base conjugada do acido nitrico, um &cido forte (pKa= -1.3), que € totalmente ionizado em solucéo
aquosa (PubChem, 2004; Canadian Council of Ministers of the Environment, 2012) por outro lado, o
ido nitrito € uma base conjugada do acido nitroso, um &cido fraco (pKa= 3.4), que, em contato com a
agua, no seu estado de oxidacdo normal, é automaticamente convertido em nitrato. O i&o nitrito € um
produto da oxidacdo da amédnia ou da reducdo dos nitratos, tendo origem quimica ou bioldgica,

respetivamente.

A forma orgénica dos nitratos e nitritos, € na maioria sintetizada em laboratério, essencialmente
para uso medicinal, enquanto que a forma inorganica, ocorre naturalmente. O ido nitrato é a forma mais
estavel dos complexos oxidados de azoto, ja o nitrito, € bastante reativo, oxidando com uma enorme
facilidade o Fe?* da hemoglobina para Fe®* e aminas priméarias (PubChem, 2004; IARC, 2018).
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Figura 2.1- Estrutura quimica do Nitrato (A) e do Nitrito (B) em 2D e 3D -
Retirado de: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/nitrate#section=3D-Conformer &
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/946#section=3D-Conformer.

2.1.1.2. Aditivo Alimentar

De acordo com o Regulamento (CE) N° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho de 16
de dezembro de 2008 “Os aditivos alimentares séo substancias que ndo sdo consumidas habitualmente
como géneros alimenticios em sim mesmas, mas que sao intencionalmente adicionadas aos géneros
alimenticios para atingir determinado objetivo tecnolédgico descrito no presente regulamento, como, por

exemplo, a conservacao dos géneros alimenticios” (Unido Europeia, 2008).

Os sais de nitrato e nitrito sdo compostos inorganicos, que se apresentam de cor branca e
cristalina, sdo normalmente de origem sintética, contudo, também existem na sua forma natural como
minerais. S8o usados como conservantes e fixadores de cor, em produtos carneos (Silvestre & Lidon,
2007). Estes aditivos tém um grande poder de inibicdo do crescimento do Clostridium botulinum,
evitando eventos de botulismo (Silvestre & Lidon, 2007; Jornal Oficial da Unido Europeia, 2011), uma
intoxicacdo causada pela ingestdo de alimentos contaminados pelo Clostridium botulinum (ASAE,
2005).

De acordo com o Decreto-Lei n.° 33/2008 de 25 de fevereiro de 2008, em relacdo a utilizacédo
dos sais de nitrito e nitrato como aditivo alimentar no fabrico de produtos a base de carne, tem se que:
os produtos tradicionais a base de carne curada por imersao e a seco, sdo 0s géneros alimenticios a
gue se pode adicionar a maior quantidade de Nitrato de potassio (E252) com a finalidade de conservar,
e sem qualquer tipo de restricdes; outros tipos de produtos tradicionais & base de carnes curadas
(salami, presunto, bacon fumado), pode-se adicionar exatamente a mesma quantidade de Nitrato de
potassio (E252), contudo, ndo se pode adicionar em simultaneo os aditivos alimentares E249 (Nitrito
de potassio) e E250 (Nitrito de sodio) (Ministério Publico, 2008).

Analisando o Decreto-Lei n.° 33/2008 de 25 de Fevereiro, a tabela 5 do Anexo |, através dos
diferentes tipos de alimentos e pelos quatro aditivos analisados, consegue-se detetar que o Nitrato de
potassio (KNOs) é o que se pode adicionar em maiores quantidades, ja o nitrito de sddio (NaNO) é o
gue se pode adicionar em menores quantidades, independentemente do género alimenticio (Ministério
Publico, 2008).



2.1.2. Ciclo de Azoto

O azoto molecular (N2) € um elemento quimico, no estado gasoso, bastante abundante,
constituindo quase 80% da atmosfera terreste. Este elemento quimico, além de abundante, também é
termodinamicamente estavel, ndo sendo utilizado diretamente como fonte de azoto nesta sua forma
(Militdo, 2004).

O processo em que 0 azoto molecular se converte em azoto biologicamente disponivel é
denominado de fixacdo do azoto (equacgédo 1) (figura 2.2), podendo ser induzido (em indistrias de
fertilizantes) ou ocorrendo naturalmente através das plantas (Johnson et al., 2005). Contudo, uma vez
que o azoto molecular é uma molécula muito estavel € muito dificil a realizacdo desta conversédo
naturalmente, sendo que apenas um pequeno grupo de procariotas tem a capacidade energética
suficiente para o fazer. Esta capacidade energética € proveniente de um complexo enzimatico
(nitrogenase) existente que funciona como um catalisador na reducdo de azoto em amoénia. Algo

importante a considerar, € a inibicdo da nitrogenase pela presenca de oxigénio (Bernhard, 2010).

N2+ 8H*+ 8" 22NHs + H2 (equagéo 1)

O azoto € o quarto elemento mais comum nos tecidos vivos, a seguir ao carbono, oxigénio e
hidrogénio, sendo uma componente essencial nas biomoléculas essenciais (aminoacidos, vitaminas,
enzimas, nucleétidos e hormonas). Quando um organismo morre, ocorre a amonificacdo do azoto
organico existente nos tecidos. A amonificacdo € um processo que consiste na libertacdo do azoto em
forma de amodnia, devido a sua decomposicdo por parte dos fungos e bactérias. A amonia libertada é
entdo absorvida pelas plantas, sofrendo posteriormente processos de nitrificagdo. A nitrificacdo
consiste num processo aerébio, realizado por um grupo de bactérias (bactérias nitrificantes),
comecando pela oxidagdo da aménia em nitrito, através do intermediario hidroxilamina (NH20H),
através de duas enzimas, amoénia monoxigenase (equacéo 2) e hidroxilamina oxidoredutase (equacéo
3). Seguindo-se para a oxidacdo do nitrito em nitrato (equacdo 4). A nitrificacdo € um processo
essencial, umavez que, os nitratos sao a forma azotada de elei¢éo por parte das plantas (Militdo, 2004;
Bernhard, 2010).

NHs + O2+ 2 e > NH20H + H20 (equacéo 2)
NH20H + H20 > NO2 + 5H* + 4 e (equacéo 3)
NOz + % O2 2 NOs (equacéao 4)



Contudo, os nitratos (NOz’) sdo ides com carga negativa, 0 que acontece exatamente em relagéo

as particulas do solo, que, por conseguinte, ndo formam ligagao entre si, levando a que as moléculas

de nitrato sejam eliminadas por lixiviagcdo, o que nao se verifica com as moléculas de aménia (NH4")

(Militdo, 2004).

A desnitrificacdo é outra reacdo muito importante no ciclo de azoto, que consiste na conversao

do nitrato em formas gasosas (6xido de nitrico, 6xido nitroso e gas diazoto), sendo o gas de azoto o

produto final. Este processo, elimina o azoto bio disponivel, sendo uma consequéncia originada da

saturacdo dos solos (Johnson et al., 2005). Este processo, acarreta algumas vantagens, como € o caso

da reciclagem de azoto nos ecossitemas e a manutencdo da potabilidade da agua (Militdo, 2004). Este

processo, ao contrario da fixacdo do azoto, € um processo que ocorre naturalmente com uma maior

facilidade. Existem evidéncias de alguns eucariotas responsaveis pela sua realizacao.
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Figura 2.2- Ciclo do Azoto -
Retirado de: https://www.asae.gov.pt/seguranca-alimentar/riscos-
guimicos/nitratos.aspx.



2.1.3. Azoto como Fertilizante

Os Nitratos (NOz’) existem de forma natural nas plantas, como consequéncia do ciclo de azoto,
representando 90% da fonte de azoto imprescindivel para o crescimento regular das plantas, devido
ao seu potencial de acumulacdo. Sendo desta forma muito utilizado na agricultura como fertilizante,
com a funcéo de substituir o uso tradicional do estrume (EFSA, 2008, 2016). Nas atividades agricolas
existe um aumento da necessidade de um crescimento rapido associado a uma boa qualidade, o que
nao se verifica na maior parte das vezes, originando uma excessiva utilizacéo de fertilizantes azotados.
Este uso excessivo tem como consequéncia 0 aumento do teor de nitratos nos solos e, por conseguinte,
nas plantas (ASAE, 2017).

O azoto é um elemento responsavel pela cor verde das folhas, pois entra na constituicdo da
clorofila, pigmento responsavel pela cor, essencial para a realizacdo da fotossintese, e pelo
crescimento dos rebentos. O défice deste elemento é facilmente notado, ocorrendo o aparecimento da
coloracdo amarela, comecando pelas folhas mais velhas e continuando pela restante planta, levando
consequentemente a queda prematura das folhas (Arrobas, 2010). Na producéo agricola, ocorre muitas
das vezes acumulacédo de nitratos nas plantas, devido a um excesso da taxa de acumulagédo em relacao
a taxa de reducdo do ido amonio. Contudo, ha que ter em atencdo que a quantidade de nitratos
acumulados nas plantas ndo € diretamente proporcional ao seu rendimento, assim sendo, sempre que
0s produtores excedem a quantidade de fertilizante indicado, de forma a que a quantidade de azoto
nao seja a limitante do processo, s6 estdo a contribuir para uma contaminacéo dos solos e uma taxa

de toxicidade nos alimentos (Cemek et al., 2007).

Os fertilizantes, sdo produtos quimicos que se colocam no solo de forma a aumentar a
disponibilidade dos nutrientes. S&o divididos consoante as suas funcdes: a de melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas do solo, como se verifica quando se utiliza matérias organicas nos solos
para aumentar a capacidade de reservas de agua e nutrientes, que sdo denominados de corretivos; e
a de melhorar a disponibilidade dos nutrientes para as plantas, denominados de adubos. Existem
algumas variedades de adubos, os elementares, que s6 fornecem a planta um elemento principal
(World Health Organization, 1995; PubChem, 2004; Monteiro, 2014), e os adubos compostos, que
podem fornecer a planta dois ou trés dos elementos/compostos, permitindo assim uma a¢do mais
completa; entre os principais macronutrientes, os mais utilizados pelas plantas, séo os azotado, devido
ao seu papel crucial no desenvolvimento e reproducédo das mesmas (Arrobas, 2010; Silva, 2010). Como
fertilizantes, os compostos azotados sdo usados na sua forma nitrica (NOz") e amoniacal (NH4*). Este
tipo de fertilizacdo merece uma aten¢éo refor¢ada, umavez que, a sua forma nitrica, sendo esta a mais
utiizada pelas plantas, consiste numa forma critica deste elemento, quer pelo seu facil
desaparecimento através da técnica de lixiviagdo, quer pela sua contaminacdo de aguas
superficiais/subterrdneas, caso esta ndo seja absorvida pelas plantas. Por conseguinte, a utilizagdo
deste elemento deve ser realizada através de formas azotadas mais estaveis, por isso, deve-se dar
preferéncia a forma amoniacal deste fertilizante (Arrobas, 2010). Porém, mesmo na forma amoniacal,
existe uma enorme facilidade de se converter na sua forma nitrica. Embora ja existam tecnologias que

facilitem a inibicdo desta converséo e os desperdicios dos nutrientes, ha que ter sempre em atencéo a



sua forma de aplicabilidade, ou seja, aplicar sempre em quantidades moderadas e em diversas fracdes
(Hester, 1996).

2.1.4. Vias de Exposicao

Existem inmeros meios de exposicao aos nitratos e nitritos, sendo os alimentos a principal via
de exposicao (80-94%), seguindo-se a agua, e pontualmente os produtos carneos. A contaminagao
dos solos, da agua e dos alimentos pode ser uma consequéncia da utilizacdo inadequada de
fertilizantes azotados, e que, por conseguinte, contamina os alimentos e as aguas residuais (Veiga et
al., 2009).

O enriquecimento em azoto provoca alterac6es nos ecossistemas terrestres e aquaticos. Isto
verifica-se quando ocorre o escoamento dos nitratos que ndo sdo absorvidos pelas plantas para os
rios, provocando, um crescimento andmalo de algas associadas a uma falta de oxigenacéo nas aguas
costeiras e estuarinas, e uma acidificacdo dos solos através da deposicdo de algumas espécies
azotadas. Todos estes tipos de contaminacdes a as suas consequéncias conduzem a drasticas
alteracGes na diversidade e no nimero e espécies nos ecossistemas. Todas estas alteracdes tém
indiretamente efeitos negativos na salde publica, quando existe a producdo de NO (6xido nitrico), que
contribui para a destruicdo da camada do ozono (efeito de estufa) permitindo que a radiacdo UV penetre
ao nivel do solo, levando muitas das vezes a implicagfes associadas a pele, como o0 caso do cancro
(Powlson et al., 2008).

Por outro lado, o aumento do impacto ambiental, devido a exposi¢cdo de compostos reativos
azotados (fertilizantes, residuos de leguminosas, perdas de esterco), obriga a elaboragéo de préticas
de manejo por parte dos agricultores, de forma a que se consiga aproveitar o maximo possivel para
gue ndo hajam perdas. De acordo com o Despacho n.° 1230/2018, “A fertilizacdo racional sera, pois,
uma fertilizac@o por medida, indispensavel a obtencéo da melhor rendibilidade econémica da producéo
agricola e a preservacao da qualidade do ambiente, nomeadamente a protecdo das aguas superficiais
e das &guas subterrdneas contra a poluicdo (eutrofizacdo), com nutrientes veiculados pelos
fertilizantes.” (Powlson et al., 2008; Gabinetes dos Secretarios de Estado do Ambiente e das Florestas
e do Desenvolvimento Rural, 2018). Uma vez que uma agricultura sem fertilizantes azotados néo é
uma opcdo se os 6,5 bilhdes de pessoas e os 9 bilhdes (previstos) em 2050 precisarem de ser

alimentados (Powlson et al., 2008).

De acordo com a Decisdo de Execucdo (UE) 2018/1928 da Comissdo de 6 de dezembro de
2018, que concede uma derrogacéo solicitada pela Dinamarca nos termos da Diretiva 91/676/CEE do
Conselho relativa a protecao das aguas contra a poluigao causada por nitratos de origem agricola: “Os
dados sobre a aplicagéo da Diretiva 91/676/CEE para o periodo de 2012 a 2015 mostram que, no que
diz respeito as aguas subterraneas, 83,4 % dos locais de monitorizacdo apresentam concentracées
médias de nitratos inferiores a 50 mg/l e 27,5 % inferiores a 25 mg/l. No que diz respeito as aguas
superficiais, 99,4 % dos locais de monitorizacdo apresentam concentracdes médias de nitratos

inferiores a 50 mg/l e em 85,8 % dos locais de controlo as concentracdes médias séo inferiores a 25



mg/l. Os dados de monitoriza¢éo revelam uma tendéncia estavel da concentracéo de nitratos nas aguas
subterraneas e de superficie, em relagdo ao periodo de referéncia anterior (2008 a 2011). Os dados
sobre a eutrofizacdo mostram que 25 % dos lagos monitorizados foram classificados em estado
elevado/bom e 75 % em estado inferior a bom e que duas das 119 massas de aguas estuarinas e

costeiras controladas foram classificadas em estado bom” (Uni&o Europeia, 2018a).

Ja nos Paises Baixos, de acordo com a Decisdo de Execucédo (UE) 2018/820 da Comisséo de
31 de maio de 2018, que concede uma derrogacédo solicitada pelos Paises Baixos, nos termos da
Diretiva 91/676/CEE do Conselho relativa a protecédo das aguas contra a poluicdo causada por nitratos
de origem agricola: “nos termos do artigo 10 da Diretiva 91/676/CEE revelam que, no que diz respeito
ao periodo entre 2012 e 2015, cerca de 88 % das estacOes de controlo das aguas subterraneas nos
Paises Baixos registavam uma concentracdo média de nitratos abaixo dos 50 mg/l e que 79 % dessas
estacdes de controlo registavam uma concentracdo média de nitratos abaixo dos 25 mg/l. Os dados
revelam igualmente que, em relacdo ao periodo entre 2012 e 2015, 99 % das estacdes de controlo das
aguas de superficie nos Paises Baixos registavam concentracdes médias de nitratos abaixo dos 50
mg/l e que 96 % dessas estacdes de controlo registavam concentracdes médias de nitratos abaixo dos
25 mg/l. Os dados indicam uma tendéncia estavel de reducédo na concentracdo de nitratos nas aguas
subterraneas e nas aguas de superficie comparativamente ao periodo compreendido entre 2008 e
2011. N&o obstante, no periodo analisado de 2012 a 2015, 60 % das aguas doces eram eutrdficas, 13

% potencialmente eutréficas e 27 % nao eutroficas”(Unido Europeia, 2018b).

O consumo humano de produtos horticolas é responsavel pela maior exposicéo a nitratos, entre
72-94%. A figura 2.3, mostra a quantidade de nitratos existentes em alguns horticolas: os espinafres e
a alface estado dentro do grupo que contém uma quantidade “muito alta” de nitratos (>2500 mg/kg), ja
0s espargos e as ervilhas estdao no grupo que contem uma quantidade “muito baixa” de nitratos
(<200 mg/kg). Estes dados dao-nos informa¢Bes muito relevantes, quanto ao horticola que acumula
maiores quantidades de nitratos. Dentro das familias de horticolas que acumulam maior quantidade de
nitratos, temos, a Brassicaceae, incluindo a rdcula, o rabanete e a mostarda, a Chenopodiaceae, que
inclui a beterraba, o espinafre e a acelga, a Asteraceae que inclui a alface, a Apiaceae, que inclui o
aipo e a salsa, e ainda a Amaranthaceae que inclui os amarantos (Cemek et al., 2007; Veiga et al.,
2009; Monteiro, 2014).

Muito baixo Baixo Médio Alto Muito alto
(<200) (200-500) (500-1000) (2000-2500) (>2500)
Alcachofra Abobora Couve Aipo vermelho Agriao
Alho Brdcolos Couve-Sabdia Alho francés Aipo
Batata Cenoura Endro Endivias Alface
Cebola Couve-flor Nabo Funcho Espinafre
Cogumelos Pepino Rabano Rabanete
Ervilha Salsa Racula
Espargos

Figura 2.3- Tabela de classificagdo dos produtos horticolas conforme a sua tendéncia para acumular nitratos
(mg/kg material fresco) ( Comissao Europeia, 2006; ASAE, 2017).
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2.1.5. Fatores que influenciam os niveis de nitratos nos vegetais e nas aguas

Os teores de nitratos dependem de diversos fatores, tendo-se tornado um ponto fulcral em
diversos estudos, e verificou-se que a acumulacgéo de nitratos nas plantas depende de fatores genéticos
(diversidade e variedade entre espécies), ambientais (alteracdes atmosféricas, humidade, temperatura,
radiacdo, e o tempo se exposicdo solar), agricolas (doses de fertilizantes (disponibilidade do azoto),
utiizacdo de herbicidas, quantidade de agua no substrato) e até mesmo o armazenamento e
processamento dos alimentos apds a sua colheita ( Shao-Ting et al., 2007; EFSA, 2008; Veiga et al.,
20009).

Basta apresentar um genétipo diferente que ja € uma razdo mais do que suficiente para
apresentar niveis de acumulacao de nitratos diferentes, como no caso do espinafre. Na planta pode
ocorrer uma distribuicdo de nitratos bastante diversificada, sendo classificado, o peciolo, como a parte
com maior acumulacdo, e as sementes, como a parte com menor quantidade de nitratos (Shao-Ting et
al., 2007).

A época de producdo € um parametro que influéncia imenso a concentragao de nitratos nos
alimentos. As amostras recolhidas em meados de novembro, altura do ano em que existe pouca
exposicdo solar, e, por conseguinte, uma menor intensidade luminosa, originando uma diminuicéo da
acéo fotossintética (acao indispensavel para o desenvolvimento da planta e para o gasto dos nitratos),
e um aumento da concentracdo de nitratos nas plantas. Como no caso dos espinafres e da alface
iceberg, ou qualquer outra planta, quando cultivados em estufas e ao ar livre, apresentaram diferentes
acumulacdes de nitratos nos seus tecidos, isto deve-se a quantidade de intensidade luminosa ai
existente. Existindo mesmo teores maximos de nitratos superiores aquando cultivados em estufas. Isto
pode-se dever ao fato de uma menor intensidade luminosa, menor utilizacdo dos nitratos, menor
desenvolvimento da planta e, por conseguinte, uma maior acumulagéo de nitratos (Comisséo Europeia,
2006; Veiga et al., 2009; Weightman et al., 2006; Unido Europeia, 2011; Kanaan & Economakis, 2015;
World Health Organization, 2018).

Esta descrito no Regulamento (CE) N° 1881/2006 Da Comissdo de 19 de dezembro de 2006,
gue “devido as condic¢des climatéricas em determinados Estados-Membros, é dificil garantir que os
teores maximos para a alface e os espinafres frescos ndo sejam ultrapassados” e que por isso devem
“ser fixados diferentes teores maximos de nitratos consoante a estacéo do ano”. Sendo que os teores
méaximos de nitratos séo superiores no periodo de colheita compreendido entre o dia 1 de outubro e 31
de marco, em comparacao aos do periodo de colheita entre 1 de abril e 30 de setembro (Comisséo
Europeia, 2006).

Por outro lado, temos os fertilizantes, igualmente importantes no contetido de nitratos presentes
nos tecidos das plantas. Um estudo feito com trés diferentes tipos de culturas, hidroponica,
convencional e organica, mostrou que o0s produtos horticolas (alface) cultivados em agricultura
biolégica tendem a acumular uma menor quantidade de nitratos. Fertilizantes com baixas quantidades
de azoto (esterco de bovino, vermicomposto) e a auséncia de fertilizantes minerais, foram essenciais

para uma menor absor¢do de nitratos pelas plantas. Por outro lado, no método hidropénico, foram
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usados fertilizantes azotados, originando uma maior acumulagéo de nitratos nas plantas (Miyazawa et
al., 2001).

A forma de armazenamento, apés colheita dos alimentos, influencia os niveis de nitratos
existentes. Quando os vegetais sdo armazenados crus, a temperatura ambiente, ocorre a diminui¢cao
dos teores de nitratos, e 0 aumento nos teores de nitritos contidos em tecidos de vegetais frescos, o
gue se salientou quando o seu armazenamento foi realizado em lugares com temperaturas mais
elevadas. Chung mostrou que em vegetais armazenado a 5°C, durante 7 dias, os niveis de nitratos se
mantém intatos, no repolho chinés, nos espinafres, e nos nitritos, as concentragdes mantém-se baixas
durante todo o armazenamento (possivelmente devido a inibigdo da enzima nitrato reductase) (Chung
et al., 2004; EFSA, 2008). Um armazenamento sob condicbes de congelacdo inibe a enzima que
transforma o nitrato em nitrito, fazendo com que ndo ocorra acumulacdo e transformacao durante este
periodo, ndo ocorrendo qualquer tipo de alteragBes nos alimentos analisados (espinafre, beterraba,

cenoura, raiz de sala, aipo e batatas), durante 12 semanas (EFSA, 2008).

Os diversos tipos de processamento dos alimentos, como a lavagem, o descasque, o corte, 0
enxaguamento e até a confecdo dos mesmos, podem contribuir para uma diminuicdo dos niveis de
nitratos e nitritos existentes. Esta perda de nitratos e nitritos, 18-50% e 25-75%, respetivamente,
durante o processamento preliminar a confecéo, é devido grande parte a solubilidade dos nitratos em
agua. Ja durante a confecdo, a ebulicdo é responsavel pela grande parte de reducao dos niveis de
nitratos (47-56%) ( Schuster & Lee, 1987; Huarte-Mendicoa et al., 1997; Rytel et al., 2005; EFSA, 2008;
Prasad & Chetty, 2008; Leszczynska et al., 2009; Mozolewski & Smoczynski, 2009).

2.1.6. Metabolismo de acao dos nitratos e nitritos

Compreender o metabolismo dos nitratos quando ingeridos € algo imprescindivel para a
compreensdo das suas fungbes no organismo. Existem duas formas de os nitratos “entrarem” no
organismo, as fontes enddgenas, quando é produzido pelo préprio metabolismo, e as exdgenas, que

dependem de fatores externos que sao intencionalmente ingeridos (figura2.4).

Como principal fonte de exposi¢do exdgena aos nitratos, tem-se 0s alimentos e a agua. Contudo,
os produtos horticolas prevalecem nos niveis de exposi¢éo, correspondendo a cerca de 80-94% da
ingestdo diaria de nitratos da populagéo, seguindo-se entdo a dgua e, assiduamente, os produtos

carneos curados (Veiga et al., 2009).

A entrada dos nitratos no organismo € complexa, contudo a absor¢do pelo organismo e a
consequente entrada para a circulagdo sanguinea ocorre com grande facilidade no trato
gastrointestinal, devido & sua polaridade, onde atinge o pico méximo das concentragfes plasmaticas
ao fim de 1h. Ocorre a absor¢cdo imediata dos nitratos por parte da regido superior do trato
gastrointestinal (da boca ao estdbmago), dos quais 25% ficam nas glandulas salivares e 65% sao
excretados pela urina. Os nitratos séo reduzidos a nitritos, cerca de 5-10%, pela acdo de bactérias
anaerdbias facultativas redutoras de nitrato (saprofitas), existentes na lingua, estdmago e intestinos. A

concentracao do nitrito salivar esta diretamente relacionada com a quantidade de nitratos ingeridos, e
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representa cerca de 80% da exposicdo total (humana) aos nitritos (Lundberg et al., 2004; ASAE, 2007;
Veiga et al., 2009; Govari & Pexara, 2018).

Seguindo-se para o0 estdbmago, os nitritos pré-transformados na cavidade bocal, sob as
condic¢Bes acidas do estbmago, reagem com as amidas e aminas (que originam compostos N-nitrosos)
ou sao protonados e dédo origem ao acido nitroso. Parte do nitrito gastrico também é absorvido para a
circulacdo sanguinea, onde é oxidado pela hemoglobina, sendo convertido em nitrato, que, por sua
vez, é introduzido na via enterosalivar (via continua) ( Lundberg et al., 2004; ASAE, 2007; EFSA, 2008;
Veiga et al., 2009; IARC, 2018).

Em condi¢Bes normais, a sintese endégena de nitrato/nitrito ocorre em diversos locais do corpo,
figado, cérebro, vasos sanguineos e locais de inflamag&o, iniciando-se na via L-arginina-NO sintase,
onde ocorre a conversdo do aminodacido L-arginina em L-citrulina e, por consequente, ocorre formacao
de 6xido nitrico (NO), por agdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Durante um estado de
enfermidade sistematico, os leucdcitos produzem grandes quantidades de 6xido nitrico que em contato
com a hemoglobina oxidada, originam, a metahemoglobina e 0 aumento consideravel na concentragéo
de nitrato no plasma. A presenca de grandes quantidades de nitrato nos organismo é potencialmente
perigoso devido a sua facilidade em se converter em nitritos, endogenamente, podendo posteriormente
reagir com aminas/amidas e formar compostos N-nitrosos potencialmente cancerigenos ( Lundberg et
al., 2004; ASAE, 2007; EFSA, 2008; Veiga et al., 2009; IARC, 2018).

Existe uma forma de inibir as reacGes de nitrosacdo no estdmago, através da presenca de
antioxidantes (Veiga et al., 2009). O acido ascoérbico, é um antioxidante, que esta presente na
composicdo de muitos vegetais, de modo que, em maior parte das vezes, quando se consome
nitritos/nitratos também se consome acido ascérbico, prevenindo assim a formacdo de compostos N-
nitrosos (ASAE, 2007).

i 3 3 L ) )
Via Exdgena — Reciclagem Salivar

ou Oxidacio de um
— tecido especifico
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Nitrato [ 7 Boca L1 Nitrito |3 >Oxidonitrico | pocq pitrito, NO, NOx
Mitrita | " Nitrito |3 >Oxido nitri o £
itrite: | ; |3 +Oxido nitrico x
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i A . I | DL Nitrito, Nitrato
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Via Endogena £ o
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Figura 2.4- Mecanismos de transformacao e transporte dos nitratos endégenos e exdgenos
dentro do corpo humano (Hord et al. 2009).
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2.1.6. Efeitos na saude

Embora o nitrato ndo seja toxico, quando ingerido, sofre acdo microbiana pela saliva, sendo
reduzido a nitrito. Os nitritos, tem responsabilidade por uma parte do aumento do risco de cancro do
estdmago, sendo agravado pelo consumo de elevados niveis de sal, presentes nas principais fontes
de nitrito (carnes processadas). Contudo, uma dieta rica em nitratos e nitritos ndo tem que contribuir
obrigatoriamente para o cancro, se esta for associada a uma alimentacao rica em antioxidantes (frutas

e legumes).
Metahemoglobinémia

A populacgéo infantil, € a populagdo mais suscetivel a presenca de nitrato, principalmente os
latentes até aos 6 meses, podendo originar, a metahemoglobinemia infantil, doenca também conhecida
como “Sindrome do Bebé Azul. Surgiu nos meados do século XX, mais especificamente, em 1945,
guando ocorreu a primeira ligacdo entre os casos de metemoglobinemia infantil e os alimentos que
eram cultivados com auxilio de aguas dos pocos locais. Inicialmente pensou-se que a causa seria 0s
elevados niveis de nitratos encontrados nestas aguas, contudo, mais tarde verificou-se que a principal
razdo era a presenca de certas bactérias existentes nestas dguas que reduziam os nitratos em nitritos
através de enzimas, muitas das vezes provenientes de excrementos de humanos ou de animais.
Quando ocorreu a substituicdo da agua dos pocos pela agua da torneira, verificou-se a auséncia de
metahemoglobinémia. Um dos grandes problemas na prevencéo desta ocorréncia, provém de a agua
nao sofrer qualquer tipo de alteracdo nas suas caracteristicas organoléticas, sendo muito dificil detetar
a sua contaminacéo (Powlson et al., 2008; McKnight et al., 2009; Veiga et al., 2009).

A metemoglobinemia (MetHba) é causada pelo aumento da concentragdo da metahemoglobina
no sangue, esta alteracdo pode ocorrer devido a uma alteragdo congénita ou até mesmo devido a
consequéncias causadas pela exposicdo a certos agentes quimicos. Origina-se muitas das vezes um
guadro clinico diversificado, o que podera prejudicar a sua detecdo e muitas vezes impossibilitar o seu
tratamento, chegando mesmo nos piores casos a provocar cianose, fraqueza, hipoxia, depresséo do

sistema nervoso central, podendo mesmo causar a morte por asfixia (Monteiro, 2014).

Quando a percentagem de metahemoglobina é superior a 1,5, aparece cianose, ou seja,
diminuicdo de oxigénio disponivel ( Nascimento et al., 2008; McKnight et al., 2009) - No organismo de
um bebé o que se sucede € que o ido Fez* (estado ferroso) da oxiemoglobina (formado a partir da
combinacao do oxigénio com a hemoglobina (Hb), nos pulmdes) sofre uma oxidagao, por parte do éxido
nitrico, nos intestinos, havendo assim a formacdo do ido Fes* (estado férrico) da metahemoglobina
(Powlson et al., 2008; McKnight et al., 2009). Este estado da metahemoglobina n&o consegue realizar

o0 transporte de oxigénio.

A ingestdo de nitratos ndo é tdo grave como a dos nitritos, visto que, a cavidade bucal de um
bebé ainda ndo apresenta uma grande densidade de bactérias simbioticas (até acabar o desmame),
ndo ocorrendo reducdo do nitrato em nitrito. Outra grande preocupac¢éo poderia ser a presenca dos
nitratos/nitritos no leite materno, 0 que ndo acontece, uma vez que, as quantidades de nitratos

consumidos ndo sdo concentradas no leite humano. No entanto, existe uma razdo para os bebés mais
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pequenos terem uma maior suscetibilidade a metahemoglobinemia, em comparacéo com os bebés que
ja deixaram amamentacdo. Apos um bebé deixar o desmame, a acidez do estbmago aumenta,
originando uma maior degradacdo dos nitritos ingeridos, provocando uma menor absorcdo pelos
intestinos, por outro lado, nos bebés mais pequenos, devido a baixa acidez do seu estdbmago, nao
ocorre essa degradacgdo. No estbmago dos bebés mais jovens, também existem baixas concentragdes
de agentes redutores, ndo ocorrendo a diminui¢do dos nitratos/nitritos ingeridos, para além de a enzima
metahemoglobina reductase s6 comecar a funcionar a 100% apos o desmame (McKnight et al., 2009;
Veiga et al., 2009).

Cancro

Existe uma grande preocupacao sobre o nitrato, e a sua associacdo ao cancro gastrointestinal,
a IARC (International Agency for Research on Cancer), identificou os nitratos e nitritos como possiveis
agentes carcinogénicos, sob possiveis condicdes de reacGes enddgenas. Alguns estudos foram
realizados de forma a se entender se 0s nitratos estéo diretamente relacionados ao aparecimento do

cancro, ou nao, apresentados na figura 2.5 (McKnight et al., 2009; Veiga et al., 2009).

Estudos que sugerem o papel dos nitrato Estudos que demonstram evidéncias contra o
na causa do cancro gastrointestinal papel dos nitratos na causa do cancro

gastrointestinal

Pais Referéncia Pais Referéncia
Reino Unido Hill et al. (1973) EUA Geleperin et al. (1976)
Colémbia Correa et al. (1970) Reino Unido Davies (1980)
Colédmbia Cuello et al. (1976) Reino Unido Beresford (1985)
Chile Zaldivar et al. (1977) Chile Armijo et al. (1981)
Hungria Juhasz et al. (1980) Franca Vincent et al. (1983)
Italia Amadori et al. (1980) Itélia Knight et al. (1990)
Dinamarca Jensen et al. (1982) Espanha Pobel et al. (1995)

Figura 2.5 -Tabela com estudos publicados que evidenciam sobre a favor e contra o consumo de nitratos estar
relacionado com o cancro gastrointestinal (McKnight et al., 2009).

Na monografia da IARC, os estudos realizados em humanos, ndo apresentam conexao entre a
ingestdo de nitratos e o cancro do estdmago e/ou do eséfago, ocorrendo mesmo uma conexao inversa,
em alguns dos casos, 0 que poderd estar atribuida aos nutrientes provenientes do consumo elevado
de produtos horticolas. Resumindo, ndo houve nenhum estudo que permitiu associar a ingestédo de
compostos azotados ao desenvolvimento de tumores (cerebrais, trato urinério e colo-retal) (IARC,
2010).

Embora ndo existam evidéncias, de que o cancro e o consumo de nitratos estdo associados, as

investigag@es irdo continuar.
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2.1.7. Relagéo entre o Risco/Beneficio

Os regulamentos sao baseados em principios que demonstram os efeitos prejudiciais aquando
0 nitrato presente na dieta (Katan, 2009). No entanto, pesquisas recentes mostraram potenciais acoes
benéficas, por parte do nitrito, na defesa do hospedeiro através de atividade microbiana, por parte do
oxido nitrico, na funcédo de papeis importantes fisioldgicos, como na vasorregulacdo. Embora a maior
percentagem de ingestédo de nitratos seja através no consumo de vegetais, 0s seus efeitos benéficos
para a salide séo sobrevalorizados ( Santamaria, 2006; EFSA, 2008).

Através da comparacédo dos riscos e dos beneficios da exposicdo aos nitratos, ndo houve um
risco apreciavel que se sobrepusesse aos beneficios reconhecidos do consumo de horticolas. Existem
certas circunstancias ocasionais e condic6es de producédo locais desfavoraveis para os vegetais.
Contudo, ndo existe nenhuma analise quantitativa de risco-beneficio a nivel europeu/internacional de

forma a se obter dados concretos do consumo de nitratos (EFSA, 2008).
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2.2. Legislacao

Umas das principais preocupac¢des a nivel Nacional e Europeu é a poluicdo da éagua,
principalmente da que tem origem em zonas com atividade agricola. No Decreto-Lei n°235/97 de 3 de
Setembro: “Pretende-se com este diploma ndo sO fazer a transposicdo para o direito interno das
disposic¢des contidas na Diretiva n°® 91/676/CEE, do Conselho, de 12 de Dezembro de 1991, relativa a
protecdo das aguas contra a poluicdo causada por nitratos de origem agricola, mas também clarificar
atribuicdes e responsabilidades das varias entidades com intervengdo neste dominio.”(Ministério do
Ambiente, 1997). Contudo, houve uma nova alteracdo pelo Decreto-Lei 68/99, de 11 de Margo,
alterando os artigos 4°, 5° e 7° e 0s seus anexos | e V (Ministério do Ambiente, 1999). Em 2017,
“Considerando que decorridos 20 anos sobre a publicagdo do primeiro Cédigo de Boas Praticas
Agricolas em 1997, urge proceder a sua revisao, concretizada pelo Instituto Nacional de Investigacéo
Agréaria e Veterinaria, I. P., com a coordenacdo conjunta deste Instituto com a Direcdo -Geral de
Agricultura e Desenvolvimento Rural, ouvida a Agéncia Portuguesa do Ambiente, I. P., 0s competentes
servigos do Ministério da Agricultura, Florestas e Desenvolvimento Rural e as organizagdes do setor
agricola.” “Os Secretarios de Estado do Ambiente e das Florestas e do Desenvolvimento Rural,
aprovam o Cadigo de Boas Praticas Agricolas, em anexo ao presente despacho e que dele faz parte
integrante” (Gabinetes dos Secretarios de Estado do Ambiente e das Florestas e do Desenvolvimento
Rural, 2018).

Em 1961, ocorreu a primeira avaliagdo internacional respetivamente aos riscos de ingestédo de
nitrato e nitrito através dos alimentos, pelo Comité Conjuntos de Especialistas em Aditivos Alimentares
da FAO (Organizacao das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacéo) /OMS (JECFA). Em 1990,
o Comité Cientifico da Alimentagdo Humana estabeleceu uma DDA de 0-3,7 mg/kg de peso corporal
para o consumo de nitrato, e em 1995 estabeleceu uma DDA de 0-0,06 mg/kg de peso corporal para o
nitrito, apds o estudo dos seus efeitos toxicolégicos ( Larsoon et al., 2011; EFSA, 2017). O mesmo
Comité, realizou a sua retificacdo mais recente em 2002, em que a DDA de nitratos continuou igual,
mas a de nitritos alterou o seu valor para 0,07 mg/kg de peso corporal (European Comission, 1995;
EFSA, 2008). Nos alimentos, a concentragdo maxima permitida de nitratos, varia entre 200-7000 mg/kg
consoante o alimento, e na agua potavel, é de 50 mg/L e 0,5 mg/L, de nitratos e nitritos, respetivamente
(Comisséao Europeia, 2006; Unido Europeia, 2011; Ministério do Ambiente, 2017).

O Regulamento (CEE) n°1881/2006 da Comissao, de 19 de dezembro fixa os teores maximos
de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios, estabelece os teores maximos para 0s
nitratos presentes em determinados géneros alimenticios. Em 2011, a Comisséo Europeia, através do
regulamento 1258/2011, alterou niveis méximos de nitratos em alguns produtos horticolas, mais
especificamente, nos espinafres frescos e na alface e adicionou limites para novos produtos, ainda nao
mencionados no anterior regulamento. Os teores maximos de nitratos sao fixados conforme as

condig¢@es de cultivo e a sazonalidade (Comissédo Europeia, 2006; Unido Europeia, 2011):

»  Os espinafres frescos (Spinacia oleracea), apresentam um limite maximo de nitratos

de 3500 mg/kg, independentemente das condic¢des de cultivo.
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» A alface fresca (Lactuca sativa L.), apresentam um limite maximo de nitratos quando
cultivada em estufas, de 5000 mg/kg e 4000 mg/kg, entre 1/10-31/03 e 1/04-30/09,
respetivamente, e quando cultivada em campos, de 4000 mg/kg e 3000 mg/kg, entre 1/10-
31/03 e 1/04-30/09, respetivamente.

» A alface tipo “iceberg”, apresenta um limite maximo de nitratos superior quando

cultivada em estufas, 2500 mg/kg, em comparacao com o limite maximo quando cultivada
nos campos, 2000 mg/kg.

»  Ardcula (Eruca sativa), apresenta um limite méximo de nitratos, maior, quando colhida
no periodo entre 1/10 e 31/03 (7000 mg/kg), em relacéo ao limite maximo de nitratos da que
é recolhida no periodo entre 1/04 e 30/09 (6000 mg/kg).

»  Os espinafres congelados/ultracongelados/conservados (2000 mg/kg) e os alimentos

a base de cereais transformados e alimentos para bebés destinados a lactentes e criancas

jovens (200 mg/kg), apresentam um limite maximo de nitratos constante em qualquer altura

do ano independentemente das condi¢des de cultivo ou producéo.
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2.3 Estudos da Dieta Total (TDS)

Desde a década de 60 que sao realizados Estudos da Dieta Total, na Holanda e no Reino Unido,
mais especificamente. Desde essa altura, os estudos tém vindo sempre a melhorar. Os principios
essenciais de um estudo de TDS é representar toda a dieta alimentar, agrupar os alimentos e analisar

os alimentos da forma como sdo consumidos pela populacdo alvo do estudo (EFSA et al., 2011).

A OMS, agéncia lider das Nac¢des Unidas para a salide, apoia o Estudo da Dieta Total, como um
dos meios mais eficientes de garantir que as pessoas ndo sejam expostas a niveis perigosos de
produtos quimicos e téxicos através dos alimentos. De acordo com a FAO "A Organizacdo deve
colecionar, analisar, interpretar e disseminar informacdes relacionadas a nutricdo, alimentacdo e
agricultura" (EFSA et al., 2011).

O projeto do Total Diet Study Exposure, é uma ferramenta utilizada para avaliar a exposicao da
populacdo a substancias quimicas, benéficas e prejudiciais através da alimentacdo, analisando os
alimentos tal e qual como consumidos pela populacdo. Este estudo teve como principais objetivos,
estimar a ingestdo de contaminantes ingeridos, aumentar o nimero de estudos TDS pela Europa e
desenvolver uma base de dados de TDS europeia, de forma a fazer uma gestéo de risco. Este estudo
€ visto como uma mais valia para a Salde Publica, porque facilita a avaliacdo de risco (RA) e a
monitorizacdo (HM) (Volatier, 2016).

2.3.1. FoodEx2

O FoodeEx2 (Food Classification and Description System) é um sistema de classificacdo e
descricdo dos alimentos, um sistema padronizado, desenvolvido pela EFSA (European Food Safety
Authority). Este sistema foi uma “evolucao” da primeira versao do sistema de classificagdo e descrigao
de alimentos para avaliacdo da exposi¢do, implementado pelo mesmo. Este sistema, consiste na
agregacdo de um grande nimero de alimentos individuais em grupos e categorias de alimentos mais
abrangentes. A EFSA, estabeleceu uma colaborac¢éo com diversas instituicdes, para o uso da FoodEXx2,
entre elas, a FAO (Anexo I).
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2.4. Metodologia Analitica

2.4.1. Fundamentos de HPLC

Desde o inicio do século XX que surgiram grandes desenvolvimentos na cromatografia liquida,
gerando colunas mais eficientes devido ao seu aprimoramento na fase estacionaria com a diminuigcéo
do tamanho das particulas. Todavia, a diminuicdo das particulas originou o aumento da resisténcia a
passagem da fase mével, sendo imprescindivel o acesso a uma pressurizacao do sistema através de
bombas de alta pressdo. Surgindo assim, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou High-
Performance Liquid Chromatography, mais conhecida como HPLC. Esta metodologia consiste nhuma
técnica de identificacdo e quantificacdo dos constituintes presentes em qualquer tipo de amostra
(farmacos, alimentos, cosméticos, entre outros) (Claessens & Straten, 2004). De acordo com a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), a cromatografia € um método fisico de separacéo
na qual os componentes sdo separados e distribuidos em duas fases distintas, uma das quais € a fase

estacionaria, e a outra € a fase mével (Nollet, 2000).

O HPLC é uma das técnicas mais segura, rapida, fiavel e versatil para o controlo de qualidade,
sendo também uma das mais poderosas técnicas de separacdo, conseguindo-se desta forma uma
rapida separacédo de misturas intrinsecas de um ingrediente com alta precisao e especificidade (Nollet,
2000; Malviya et al., 2010). O comportamento da retencé@o e a resolucdo da coluna depende das
caracteristicas da coluna, como é o caso da porosidade, comprimento da coluna, das caracteristicas
da eluicdo (a fase mével, o pH, o modificador organico) (Nollet, 2000) e a percentagem de carga de

carbono.
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2.4.2. Equipamento do HPLC

O equipamento utilizado para a analise das amostras, é constituido por diversos componentes,
como é o caso, da bomba de alta presséo, do injetor, de uma coluna cromatografica, da fase movel e
da fase estacionaria, do detetor UV, de um sistema de recolha de dados e ainda de um deposito para

onde sé&o enviados os residuos (figura 2.6).

Figura 2.6- Esquema das componentes do sistema de HPLC
Retirado de: http://graduandosfarmacia.blogspot.com/2014/03/cromatografia-liquida-de-alta.html.

Aquando do inicio da andlise das amostras, € necessario haver uma regulacdo exata das

temperaturas, tanto das amostras, como da coluna, e ainda uma estabilizacdo do detetor.

O sistema de bombagem garante a criagdo de um fluxo (ml/min) com um caudal controlado de

fase mével conduzindo-a a coluna, a uma pressao elevada (Nollet, 2000; Silva, 2014).

O sistema de injecao, injeta uma porcao exata da amostra, com auxilio de uma seringa de injecéo
automatica, na fase movel (Nollet, 2000; Silva, 2014).

A detec@o dos componentes separados, € realizada com o auxilio de um detetor, sendo os
detetores UV/Vis e de fluorescéncia os mais usados. Através de uma monitorizacdo consecutiva do
efluente que é eluido da coluna cromatografica, passando por um detetor, que possui a sensibilidade

para replicar as altera¢des de concentracdo detetadas no(s) analito(s) de interesse (Nollet, 2000).

O sinal emitido pelo detetor € enviado para o aparelho de recolha de dados, como por exemplo
o programa no computador. Os softwares utilizados no processamento e tratamento de dados, durante
a analise, ttm a funcdo de fornecerem os cromatogramas de cada amostra. Cada analito é
representado por um tempo de retencéo diferente, e cada &rea do pico representa a quantidade de
analito. Aquando a andlise dos dados é possivel a sua manipulacdo, de forma a obter o melhor pico
cromatografico com a finalidade de obter um resultado mais real (Nollet, 2000; The International
Pharmacopoeia, 2017; The Linde Group, 2019).
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Umas das questdes mais importantes para o desenvolvimento do método analitico consiste na
selecdo do tipo de coluna para a separacdo. E esta escolha que vai determinar a seletividade e
eficiéncia da separacéo do analito, e, por conseguinte, a qualidade de resolugcdo dos cromatogramas
(Nollet, 2000).

2.4.3. Diferentes métodos de separacéo

HPLC é uma técnica que apresenta diferentes formas de separacdo, baseados em mecanismos
de particdo (NP-HPLC e RP-HPLC), mais especificamente, na polaridade dos analitos, e

consequentemente da sua afinidade para com a fase mével e estacionaria (Skoog et al., 2007).
2.4.3.1. Cromatografia de fase normal (NP-HPLC)

Este método de separacao é baseado na polaridade. A fase estacionaria neste processo é polar
e a fase movel apolar, desta forma, o analito polar interage, ficando retido pela fase estacionaria. Assim
sendo, os analitos com menor polaridade sdo os primeiros a serem eluidos da coluna, apresentado
assim o analito mais polar, o que se pretende analisar, com um maior tempo de retencdo na coluna
(Nollet, 2000; Malviya et al., 2010; Silva, 2014).

2.4.3.2. Cromatografia de fase inversa (RP-HPLC)

Neste tipo de cromatografia como o nome indica, consiste na fase inversa da NP-HPLC, ou seja,
neste tipo de cromatografia a fase estacionaria (hidrofébica) que esté ligada a silica, é apolar e a fase
movel (hidrofilica) é polar. Neste caso, quanto maior a polaridade menor o tempo de retencdo, sendo
desta forma eluidos da coluna em primeiro lugar, uma vez que apresentam uma maior afinidade com a
fase mével (Ball, 1988; Skoog et al., 2007; Malviya et al., 2010; Silva, 2014).

2.4.3.3. Alternativa ao HPLC

Existem outras técnicas de separacdo de compostos, alternativas ao HPLC, tais como:
Cromatografia Gasosa (CG), que s6 pode ser usada em amostras volateis a uma temperatura inferior
a 300°C, sendo considerada uma técnica mais eficiente do que o HPLC, uma vez que, as separagdes
sdo efetuadas de forma mais rapida e eficiente; e a Cromatografia em Camada-Fina (CCF), sendo um
método menos eficiente, por outro lado, analisa uma maior quantidade de compostos numa s6 analise,
contudo, essa analise em termos de quantificacdo de analito(s) € menos precisa do que uma analise
realizada por HPLC (Snyder & Dolan, 1979).

Para a detecao de Nitratos e Nitritos sdo utilizadas outras técnicas além do HPLC, como é o caso
da espetrofotometria, potenciometria, polarografia e eletroforese capilar (Bahadoran et al., 2016).
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2.4.4. Validagéo do Método

Para o método ser aceite, € sempre obrigatorio se proceder a sua validagdo. O grande objetivo
da validacdo de um método nédo é apenas obter estimativas de exatidao e precisdo, mas também, a
avaliacdo dos riscos apresentados pela incerteza da medicdo referentes ao resultado (RELACRE,
2000). A 1SO(International Organization for Standardization) 5725, define exatiddo como a uniformidade
entre a média aritmética de um elevado nuimero de resultados de ensaio e o valor de referéncia

estimado, e a preciséo é referida de acordo com a proximidade entre os resultados obtidos (ISO, 1994).

A validacdo do método, é usada para garantir que o método é aplicado da melhor forma possivel,
oferecendo a garantia de qualidade. Esta validacdo consiste num processo continuado, podendo haver
a necessidade de ser revalidada caso hajam modificagbes nas caracteristicas do método ja
normalizado e validado, durante o procedimento (Thompson et al., 2002; Martins, 2016). Assim, existe
a garantia que em ensaios futuros os resultados serdo muito préximos ao valor verdadeiro do teor do
analito em estudo. Para comprovar a validagdo do método € necessario garantir a andlise de alguns
critérios (Gonzélez & Herrador, 2007).

2.4.4.1. Especificidade e Seletividade

A seletividade consiste na capacidade de identificar, reconhecer e quantificar com precisdo o
analito em estudo numa determinada matriz, sem a intervencéo dos restantes constituintes (possiveis
impurezas, compostos com propriedades idénticas as do analito em estudo) (RELACRE, 2000). As
amostras sdo analisadas em duplicado e conforme as condi¢des de repetibilidade. Por outro lado, a
especificidade consiste na auséncia absoluta de qualquer tipo de interferente na amostra, a qual
permite distinguir o analito em estudo das outras substancias, sem que hajam hesitacdes de que a

grandeza observada é apenas do analito. Assim sendo, especificidade = 100% de seletividade
(Gonzalez & Herrador, 2007).

Um método analitico pode ser considerado aplicavel (especifico e seletivo) quando na pratica, e
apoés a execucgdo dos testes de recuperagdo, se verificar uma percentagem da taxa de recuperacgao
préxima de 100%. A seletividade pode ser avaliada de diversas formas, nomeadamente, pela
comparacdo de uma matriz isenta em comparag¢do com uma matriz incluindo o analito (Green, 1995;
ICH, 1995; Gonzalez & Herrador, 2007).

2.4.4.2. Gama de trabalho

A gama de trabalho € o intervalo de pontos correspondestes a curva de calibracdo. Para a
realizacdo da curva de calibracéo, deve-se ter em conta que € necessario a realizacdo de, no minimo,
5 padrdes de calibracdo, ndo contando com o zero da curva, de forma a ndo se associarem erros
aleatdrios. As solugdes padrao devem ser equitativamente espacgados na faixa de concentragfes de

conveniéncia e devem ser realizadas em duplicado ou em triplicado.

Este estudo deve ser efetuado durante a fase de aprovag¢éo/implementagéo do método e sempre
gue se prove a sua necessidade. Contudo, se basear o método numa gama de trabalho ja
implementada em referéncias bibliograficas autenticadas, torna dispenséavel a sua analise. Pela norma
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ISO 8466-1, sao recomendadas 10 réplicas, correspondentes aos pontos extremos da gama de
concentracdo. De modo a averiguar a viabilidade da gama de trabalho, é realizado um teste de
homogeneidade de variancias que consiste na determinacgédo das variancias dos padrdes das solucbes
de concentracdo inferior e superior, ou seja, o primeiro e o Ultimo da reta de calibragdo, S e S?1o,

através da equacao 5.

S0, a9 N
SR T (equagao 5)

n;—1

Onde, i corresponde ao numero do padrao (1 a 10) e j ao numero de
repeticbes efetuadas em cada padrdo. ApOs a revelacdo sobre existirem, ou nédo, diferencas
significativas entre as variancias, segue-se para 0 calculo do valor teste PG, através das

equacbes 6 e 7.

2
PG= S;—lz" ,aquando S?10>S% (equacso 6)

2
PG :5571 ,aquando S?1> S?1o (equagéo 7)
10

Os valores obtidos nas equacdes anteriores sdo comparados com o0s valores tabelados de
Fisher, aquando em conformidade para n-1 graus de liberdade, de forma a se determinar se as
diferencas de variancias séo significativas ou ndo. Caso, PG seja superior aos valores tabelados de
Fisher, entdo, as diferencas de varidncias sao significativas, por outro lado, se os valores tabelados de
Fisher forem superiores ou iguais ao valor de PG, entdo, tem-se que ndo existem diferencas
significativas entre as variancias. Portanto, ndo havendo diferencas significativas entre as variancias
dos padrdes, sabe-se que os valores da gama de trabalho estdo bem ajustados (ISO, 1990; RELACRE,
2000).

2.4.4 3. Linearidade

Quando o sinal produzido é diretamente proporcional & concentracdo do analito, dentro da gama
de trabalho, diz-se apresentar linearidade. Esta linearidade € padronizada e expressa
matematicamente de forma a ser mais acessivel determinar a concentragédo do analito na amostra real,

através da equacdao 8.

Y=mx + b (equacéo 8)

onde, y corresponde ao sinal detetado (absorbancia, area do pico, altura do pico), x a
concentracao do analito, m o declive da reta e b a intersecdo com o eixo, quando x=0. Em métodos
como este em que a base é a curva de calibragdo, tem-se a necessidade de testar a linearidade através

de modelos estatisticos como é descrito na norma ISO 8466-1. Podendo-se utilizar o teste de Mendel
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e Fisher. Pelo teste de Mendel, determina-se os desvios padrao residuais, o linear e o ndo-linear, S?x

e S?2, com auxilio da equacéo 9 e 10.

N f o2
S%yx = Zl:ﬂf]yflzm (equagao 9)
o _ [EN,0i-yiz)? x
S4y2 = == (equacéo 10)

Sendo a diferenca entras as duas variancias, DS?, determinada pela equagéo 11.

DS?=(N-2). S%yix — (N-3). S?2 (equacdo 11)

onde, N corresponde ao n° de padrdes de calibracdo existentes no método. Calculando-se de

seguida, o valor teste, PG, pela equacao 12.

PG=—2 (equacéo 12)

O valor de PG obtido é comparado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher,
onde se conclui que se o valor de PG for igual ou inferior ao valor tabelado, tem-se que a fungdo de
calibragéo é linear, pelo contrério, se o valor de PG for superior ao valor tabelado, tem-se que a fungéo
de calibracdo € néo linear. Porém, com o método dos minimos quadrados, obtém-se o melhor acerto

dos pontos conseguidos.

Quando se utiliza um determinado método analitico ha que se avaliar sempre a linearidade da
sua curva de calibracéo, através da sua analise grafica simultaneamente a do coeficiente de correlagéo.
O coeficiente de correlacdo pode variar entre -1 e 1, quanto mais préximo de -1 ou 1, maior é a
associacdo entre as variaveis, contrariamente, quanto mais proximo for de 0, menor é associagao
(RELACRE, 2000; Thompson et al., 2002).

2.4.4 4. Sensibilidade

A sensibilidade corresponde a alterag&o do resultado em fun¢éo da quantidade obtida de analito,
ou seja, é elucidada como o menor acréscimo da quantidade de analito fundamental de forma a
provocar uma variacdo do sinal. Este parametro refere-se também ao declive da equacgdo da reta
deduzida (equacéo 8). Porém, se a curva de calibracéo validar a linearidade, tem-se que a sensibilidade

serd sempre constante, sendo igual ao declive dessa mesma reta (equacgéo 13).
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S=— (equagéo 13)

Onde, AC corresponde a variacdo da concentracdo e AC a variacao do sinal obtido. Todavia, a
compreenséao desta propriedade provoca muito interesse, devido, a sua relatividade aquando se quer
apurar a evolucdo deste parametro ao longo do tempo, quando se compara em diferentes analitos e

guando se compara entre diferentes métodos analiticos, lineares, para um mesmo analito.

Contudo, a capacidade da sensibilidade esta associada a capacidade de resposta do analito que
por sua vez ndo se deve deixar confundir com o limite de detecéo, este que se apresenta como a menor
concentracdo de analito detetada (RELACRE, 2000; Thompson et al., 2002).

2.4.4.5. Limites Analiticos (LOQ e LOD)

Os limites analiticos demonstram o desempenho do método de andlise, sdo eles limite de

detecéo (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ):
Limite de Detecéo

Consiste na menor concentracdo de analito detetavel, através de um procedimento analitico
concebivel, em que a quantidade de analito ndo tem que ser necessariamente quantificavel para ser
valida (RELACRE, 2000; Thompson et al., 2002; Silva, 2014).

O limite de detecdo pode ser calculado/detetado de trés formas diferentes. Primeira é através do
método visual, em que se adiciona uma quantidade conhecida do analito de interesse, que por sua vez,
se consegue distinguir entre o ruido e o sinal analitico da menor concentracdo detetavel. Segunda é
através do método da relacéo sinal-ruido, que pode ser utilizado apenas quando existe ruido na linha
de base do cromatogramas. Este método é calculado pela comparagéo dos sinais provenientes da
amostra com baixa concentracdo (conhecida) de analito e de um branco. A relagéo sinal/ruido
normalmente aceite é de 2:1 e 3:1 (RELACRE, 2000; Thompson et al., 2002; Silva, 2014). Terceira é

através do método analitico, a partir da equacgéo 14.
LOD=3,3x Sybi (equacao 14)

Onde, Syi corresponde ao desvio padréo residual da curva de calibracdo e o b é o declive da
mesma (RELACRE, 2000).

Limite de Quantificacdo

Por outro lado, o limite de quantificacao consiste na menor concentracdo de analito que pode ser
guantificavel de forma valida por um método analitico de confianga mais especificamente com precisao
e exatiddo (Mocak et al., 1997). No entanto, quanto menor for o valor de LOQ, menor € a precisao,

assim sendo, se for necessario uma grande precisdo na avaliacdo do LOQ tem que se aumentar o valor

26



da sua concentracdo. Na pratica, corresponde por vezes ao padrao de calibracdo de concentragao

mais baixa.

Em relacdo a forma como pode ser determinado, adequam-se 0s mesmos critérios do que no
LOD, ou seja, pode ser determinado pelo método sinal/ruido, em que neste caso a relacéo aceite é de

10:1, e pelo método analitico pela equacgéo 15.

LOQ= 10x Sy% (equacao 15)

Onde, Sy corresponde ao desvio padrdo residual da curva de calibragdo e o b é o declive da
mesma (RELACRE, 2000).

2.4.4.6. Precisao

A precisdo é um parametro analitico, utilizado para avaliar a concordancia entre os resultados
dos ensaios realizados. A repetibilidade, reprodutibilidade e a precisdo intermédia sao definicdes
distintas usadas para avaliar a dispersdo dos resultados. A precisédo intermédia, pode ser estimada
através da avaliacdo do desvio padrédo absoluto (S), pelo intervalo de confianca da média ou através
da estimativa do desvio padrédo relativo (RSD), também denominado de coeficiente de variagédo (CV),

sendo determinado pela equacéo 16.

CV(%)=§ x 100 (equacéo 16)

Onde, x corresponde a média aritmética de um pequeno namero de medi¢cbes. A andlise final
deste critério de avaliacdo, com objetivo de obtencéo do pardmetro qualidade, € realizada tendo em
conta todos os possiveis erros aleatérios. A complexidade da amostra faz o RSD variar, caso seja uma
amostra em quantidades macro, requer um RSD de 1-2%, se for um método de analise de impurezas,
0 RSD varia até 20% (RELACRE, 2000; Ribani et al., 2004).

2.4.4.7. Repetibilidade

Consiste na capacidade de precisdo de um método de ensaio, com medi¢gbes sucessivas,
realizadas sob as seguintes condi¢Bes: num curto periodo de tempo; sempre com 0 mesmo
procedimento e equipamento; sempre com 0 mesmo analista; sempre no mesmo local (laboratério)
(RELACRE, 2000).

Quando os ensaios sao realizados sempre no mesmo local, sugere-se a realizacdo de cerca de
10 medi¢cbes na mesma amostra/padrdo. Se os resultados fundamentarem esta repetibilidade de
medicdes, segue-se entdo para a realizacdo do mesmo procedimento, mas para enumeres amostras
com diferentes concentragfes, de forma abranger toda a gama de trabalho. Por outro lado, quando os
ensaios realizados em locais diferentes, a realizacdo das medi¢cdes podera ser inferior, sendo no
minimo necessario efetuar 2 repeti¢des por amostra ( RELACRE, 2000; Instituto Nacional de Metrologia

Normalizacdo e Qualidade Industrial, 2007).
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O desvio padrao relativo da repetibilidade (RSDr) também denominado de coeficiente de variacao
de repetibilidade (CV) é expresso em %, dado pela equacéo 17.

CVr(%):ﬁ X 100 (equacéo 17)

X

Onde, x corresponde a média aritmética de um pequeno ndmero de medicles, e S;i ao desvio

padrdo da repetibilidade associado aos resultados.
2.4.4.8. Reprodutibilidade

Ao contrario do que se esta a espera na repetibilidade, a reprodutibilidade, consiste na
capacidade de precisdo de um método de ensaio, numa mesma amostra, realizado sob condi¢cdes
variadas: em épocas diferentes; diferentes equipamentos; diferentes laboratérios, e com diferentes

analistas. Esta precisdo é denominada de precisao intermediaria.

Este parametro nédo é utilizado para a validacdo de um método realizado por um Unico laboratério,
mas é valorizado quando um laboratério necessita de verificacdes de cumprimento dos seus métodos
por comparacao de dados validados por outro(s) laboratério(s) ( RELACRE, 2000; Instituto Nacional de

Metrologia Normalizacédo e Qualidade Industrial, 2007).
2.4.4.9. Precisao intermédia

Também denominada de reprodutibilidade interna, consiste na variabilidade de resultados que
representa melhor um laboratério, sendo a mais recomendavel de utilizar ( RELACRE, 2000; Ribani et

al., 2004; Instituto Nacional de Metrologia Normalizacdo e Qualidade Industrial, 2007).

A preciséo intermédia, é expressa em termos do coeficiente de variagdo de reprodutibilidade

(CVR), sendo descrita pela equacgéo 18.

CVR(%):% x 100 (equacéo 18)

Onde, x corresponde a média aritmética de um pequeno ndmero de medi¢cles, e S;i ao desvio

padrédo da repetibilidade associado aos resultados.
2.4.4.10. Recuperagéo

A recuperacdo do analito, € determinada pela andlise de amostras em que se adiciona
guantidades conhecidas de solu¢des padrao do mesmo. O analito pode se apresentar com pelo menos
trés concentracdes diferentes, nas amostras, aproximadas ao limite de detecdo, a concentragéo
maxima permitida e a média do limite de uso do método. No entanto este parametro, tal como todos 0s

outros, apresenta limitagdes. Como o analito é adicionado numa forma diferentes, neste caso, numa
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forma em que é facilmente detetavel, muitas das vezes os resultados obtidos sdo sobrevalorizados, o

gue na realidade néo se verifica. Sendo a recuperagéo do analito calculada pela equagéo 19.

C1—Cy
C3

Recuperacéo (%) = ( )xlOO (equacéo 19)

Onde, C; corresponde a concentracdo da amostra com adicdo de padrédo; C, corresponde a
concentracdo da amostra sem adicao de padréo; Cs corresponde a concentragdo adicionada de padrao

(Instituto Nacional de Metrologia Normalizacédo e Qualidade Industrial, 2007).
2.4.4.11. Exatidao

Constitui a coeréncia entre o valor de referéncia e o valor obtido pelo respetivo método. A
exatiddo, aquando utilizada numa série de resultados, envolve a unido de componentes de erros
aleatorios e sistematicos. Dos critérios recomendados aquando a validacdo de um método € a utilizacao
de Materiais de Referéncia Certificados e de ensaios interlaboratoriais, ambos contribuem para o

Controlo de Qualidade laboratorial.

Os Materiais de Referéncia, possuem uma grandeza e uma incerteza associada, para cada
pardmetro, 0 que consequentemente faz com que a sua aquisicdo tenha de ser realizada por um
fornecedor credivel, como é o caso do IRMM (Institute for Reference Materials and Measurements)
antiga BCR (Bureau Communautaire de Références), do NIST (National Institute of Standards and

Technology). Sdo usados para avaliar o desempenho do laboratério

Os ensaios interlaboratoriais, dividem-se conforme o seu objetivo, os de aptiddo, para todos os
laboratdrios participantes e que séo alvos de uma avaliacdo que vai determinar o desempenho das
suas condi¢Bes para a sua acreditacéo, e os de normalizagéo, cujo objetivo é focar-se no estudo dos
parametros de um método especifico de analise. Os resultados alcancados, pelo laboratorio, deve ser
alvo de uma analise pormenorizada, sendo necessario a validacdo por parte de laboratorios
certificados, como o caso do FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme).

O Factor de desempenho Z (“Z-score”), € um dos métodos analiticos para determinar a exatiddo
de ambos os critérios referidos anteriormente. Os resultados obtidos pelo MRC e pelos ensaios
interlaboratoriais devem ser sempre comparados com os resultados provenientes das entidades
certificadas. Caso os valores obtidos ndo se encontrem dentro da gama da incerteza é necessario
recorrer a determinacdo das causas e tentar bani-las, ou entdo aceita-las, esta decisdo depende
diretamente do rigor do método usado pelo laboratério em questéo. O Z-score é calculado pela equacgao
20.

Z — score = w (equacéo 20)
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Onde, Xia» € 0 valor obtido pelo laboratério, X, valor certificado do MRC e S o desvio (incerteza
ou desvio padrdo do MRC). Se Z-score < 2, o resultado é satisfatorio, se variar entre 2<Z-score<3, é

questionavel, e se for Z-score=3, € incorreto (RELACRE, 2000).
2.4.4.12. Incerteza

De acordo com o Guia ISO/IEC 99:2008, a incerteza é: “pardmetro ndo-negativo que caracteriza
a dispersao dos valores da grandeza que séo atribuidos a mensuranda a partir das informacdes
usadas” (Guia ISO/IEC, 2008).

As abordagens para a quantificacdo da incerteza da medicdo, sdo: abordagem “bottom-up”,
abordagem baseada no conhecimento interlaboratorial e abordagem baseada em dados controlo
interno da qualidade (RELACRE, 2018).

Este critério de avaliacdo define a credibilidade de um método analitico, e dos respetivos
objetivos. Habitualmente, a incerteza de um método analitico é sinénimo de validacdo da medicéo,
sendo que esta é definida com base na norma ISO 11352:2012, na qual se especifica um conjunto de
procedimentos que autoriza aos laboratérios, estimar a incerteza dos seus resultados, de forma a que
aborde os dados de validacado e controlo de qualidade do método analitico. No entanto, a incerteza, por
parte da comunidade analitica, levanta imensos desentendimentos, por ter incalculaveis formas de se
determinar, ainda assim, é dos critérios que oferece maior confianca nos seus resultados (Matrtins,

2016). A incerteza divide-se em:
Quantificacdo da Incerteza associada a precisao

Este tipo de incerteza é determinado com base nas condi¢des da precisdo intermédia, de forma
a considerar possiveis alteracdes do método, que regularmente, seriam persistentes, durante o0 mesmo

dia de trabalho. Esta incerteza é calculada, com base na equacéo 21 ( Silva, 2014; Martins, 2016).

S P
, precisao ~
U'precisto =" (equacéo 21)

y

Onde, Sprecisao, cOrresponde ao desvio da precisdo intermédia e, y, & média da concentracéo
obtida.

Quantificagdo da Incerteza associada a exatid&o

A incerteza associada a exatiddo, esta relacionado com o erro metédico do ensaio. Este erro
pode ser avaliado com base na utilizagdo de material de referéncia certificado ou andlises de amostras
baseadas num método de referéncia. A incerteza é calculada entdo com auxilio da equacao 22 ( Silva,
2014; Costa, 2015).

2
U Re) = Rox [ 4 (M2 (equagao 22)

-2
XCops CMRC
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onde, Seps, correspondia ao desvio padrdo da série de analises do MRC, n, ao nimero de
andlises efetuadas, u(cwrc), incerteza padrdo associada ao teor certificado do MRC, e Rn é
recuperacao média do método. Sendo a recuperacdo média do método calculada pela equacéo 23.

Cobs

CMRC

.ml
3
11

(equacéo 23)

onde, Cobs, CcOrresponde a concentracdo média de uma série de analises do MRC € Cwure, € 0
valor certificado no MRC. Contudo, ap0s se calcular as duas incertezas, da precisdo e da exatidao,
pode-se entdo determinar a incerteza combinada expandida, através da equacéo 24.

u (y) = yx +/(u'precisio)? + (u(Rp)?) (equacao 24)

Onde, y, corresponde ao factor expanséo, sendo igual a 1, se o nimero de ensaios for inferior a

6, oigual a 2, se o nimero de ensaios for igual ou superior a 6.

2.4.5. Controlo de Qualidade Interno

2.4.5.1. Repetibilidade e Linearidade do Injetor

Um parédmetro importante para a validagdo do método € a repetibilidade do injetor, indicando o
desempenho do sistema de HPLC (bombas, coluna e condi¢Bes de operacdo). Sdo realizadas uma
guantidade suficiente de inje¢8es, repetidas, dos pontos extremos da gama de trabalho, de forma a se
determinar o coeficiente de varia¢@o da &rea do sinal obtido (Sargaco, 2013; Costa, 2015).

A linearidade do injetor é determinada através de uma regresséo linear, que para ser aceite tem
de ter um r?>0,995. Este parametro é necessario para que se possa injetar volumes diferentes da

mesma amostre e obter a mesma proporcionalidade de resultados.
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3.0bjetivos do Trabalho

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Quimica do Departamento de Alimentacdo e
Nutricdo do INSA no ambito do projeto TDS Exposure.

Os principais objetivos do trabalho foram:

» Execucédo de algumas etapas (repetibilidade, preciséo intermédia e exatidao) da validacdo do

método de HPLC para a determinagdo nitratos em matrizes alimentares;

» Analise de amostras do projeto TDS Exposure, para determinagdo dos teores de nitratos e

comparacao com os valores maximos permitidos na legislacdo em vigor;

» Contributo para a avaliagdo da exposi¢ao da populagéo a nitratos.

Durante a execucao deste trabalho, surgiu um imprevisto que acabou por atrasar a entrega desta
Dissertacdo. A coluna cromatografica, danificou-se ndo tendo sido possivel realizar mais andlises,
Como o sucedido nado era previsivel, foi necessario a aquisicdo de uma nova coluna, que demorou

cerca de seis meses. Este acontecimento limitou muito o trabalho realizado.
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4. Parte Experimental

4.1 Equipamento e material

Os equipamentos necessarios durante o desenvolvimento deste trabalho foram os seguintes:
Balanca analitica > Mettler Toledo XP205 (+0.0001)

Placa de aquecimento - IKA Werke

Agitador magnético > IKA Werke

Potenciometro - Metrohm 780 pH Meter

Bomba de vacuo - Vacuubrand

Sistema de desgaseificacdo > Branson 3510

Banho térmico - Trade Raypa

Sistema de Purificacdo de agua Mili-Q Element - Merck Milipore
Sistema de HPLC > Waters A2695

Detector diodo UV-vis DAD - Waters 2996

Coluna Cromatografica de permuta idnica > Thermo Hypersil Sax

Arca de Congelacdo > Miele

Além destes aparelhos, também foram utilizados outros materiais, como € o caso dos funis de
vidro e plastico, gobelés, pipetas graduadas (1,2,5,10 mL), varetas de vidro, erlenmeyers de 200 mL,
espatulas, bal6es volumétricos certificados (5,10,100,200, 2000 mL), copos de vidro, pompete,
micropipeta, viais de vidro, papel de filtro de papel Whatman Cat No 1004-185 |, filtro PET de 0,45 um
Chromafil xtra PET-45/25, kitasato, pingas, pipetas Pasteur, pipeta repetitiva Brand HandyStep
electronic, papel, sacos de plastico, funil de Buchner e gancho.

35



4.2 Reagentes

Durante o procedimento foram usados diversos reagentes com diferentes graus de pureza.
Utilizou-se também agua com uma pureza de, no minimo, grau ll, conseguida através de um sistema

de purificacdo da agua, Mili-Q (Millipore).

Reagente Grau de Pureza Formula Quimica Marca

Acetonitrilo 299,90% CHsCN VWR

Acido Ortofosférico >84,5% HsPO4 Merck

Fosfato de Potassio Anidro 299% KH2PO4 Fluka
Hexacianoferrato (l) de potéssio tri-hidratado 99-102% Ka[Fe(CN)e].3H20 Merck
Nitrato de Potassio 299,99% KNO3 Merck

Nitrato de Sédio 299,99% NaNO3 Merck

Sulfato de Zinco hepta-hidratado 99,5-103% ZnS04.7H0 Merck
Tetraborato de Sddio 298% NazB407.10H,0 Merck

Figura 4.1- Tabela de reagentes usados e as respetivas especificagfes.

4.3 Solucgdes

Durante este trabalho foram preparadas e utilizadas diversas solucfes: solucbes padrdo de
nitrato de potassio (KNOs), nas concentrac¢des: de 1 mg/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL, 8 pg/mL, 6 pg/mL,
4 pg/mL, 2 pg/mL e 1 pg/mL, solugdes padréo de nitrato de sédio (NaNOs), nas concentragdes: de
1 mg/mL, 100 pg/mL, 6 pg/mL e de 2 pg/mL, solucdo de Bérax (saturada), solu¢do Carrez |, solugdo

Carrez Il e solugdo tampéo de fosfato de potassio (0,045M, pH 3).
4.4 Amostras

As amostras a analisar foram previamente tratadas no &mbito do projeto TDSExposure, e foram
congeladas a + -20°C até serem analisadas. Foram analisadas amostras de diversas matrizes,
nomeadamente Bebidas alcodlicas; Gorduras e 6leos animais e vegetais; Café, cacau, cha e infusdes;
Pratos compostos; Ovos e ovoprodutos; Peixe, produtos de pesca, anfibios, répteis e invertebrados;
Fruta e produtos da fruta; Cereais e produtos a base de cereais; Carne e produtos carneos; Leite e
produtos lacteos; Produtos para dietas ndo padronizadas, substitutos e suplementos alimentares ou
agentes fortificantes; Temperos, molhos e condimentos; AcuUcar, confeitaria e sobremesas doces a

base de a4gua; Agua e outras bebidas & base de agua (Anexo I).
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4.5. Procedimento Experimental

Com o objetivo de determinar os niveis de nitratos existentes nas amostras alimentares do

projeto TDS, utilizou-se um procedimento acreditado no INSA e descrito em Vasco e Alvito, 2011.

Este método foi inicialmente validado para a andlise de alimentos comerciais infantis (refeicoes
preparadas, purés de fruta e sumos) e mais tarde para produtos horticolas e frutos seguindo o protocolo
padrdo do laboratério. Foram avaliados e validados os parametros linearidade, gama de trabalho,
limites de detec&o e quantificacdo, recuperacgédo, repetibilidade, precisdo e exatiddo. Neste estudo, o
método foi validado para alimentos do grupo de “Pratos compostos”, de “Agua e outras bebidas a base
de agua” e de “Raizes ou tubérculos amilaceos e produtos derivados, plantas sacarinas” através de
testes de repetibilidade e preciséo.

Os nitratos presentes nas amostras analisadas sdo extraidos com agua fervente e uma solucao
de bérax, as substancias interferentes sdo removidas por clarificacdo com solucdes de Carrez. A
separacdo do nitrato é efetuada por HPLC (com coluna de troca anidnica) e detecdo em UV. A
determinacéo do teor de nitrato é efetuada por intermédio de uma curva de calibracdo obtida com
padrdes, de diferentes concentracdes de nitrato — método do padrdo externo. O ido NO* é identificado

através do tempo de retencado do pico, comparando o cromatograma da amostra com o do padrao.
4.5.1. Preparacédo das solucoes

4.5.1.1. Tampao fosfato de potassio 0,045 M pH3 (fase movel)

Na preparacédo do tampédo pesou-se 10,8872g de fosfato de potassio e diluiu-se em agua num
baldo volumétrico de 2000 mL, posteriormente acertou-se o pH para 3 com adicdo de &cido
Ortofosférico. Seguiu-se entdo para uma filtracdo a vacuo com o auxilio de um filtro orgénico,

finalizando com uma desgaseificacdo durante aproximadamente 30min.
4.5.1.2. Solucéo de bérax saturada

Sendo que a solubilidade do bérax é de 1g em 16mL de 4gua, e que se quer uma solucéo de

bérax saturada, adicionou-se mais do que 1g de bérax a cada 16ml de agua.
4.5.1.3. Solucéo de Carrez |

Diluiu-se 15g de hexacioanoferrato (lI) de potassio tri-hidratado, num baldo volumétrico de
100mL, em &gua. Esta solucdo tem uma estabilidade de 6 meses aquando armazenada a uma
temperatura de 5+3°C.

4.5.1.4. Solucédo de Carrez Il

Diluiu-se 30g de sulfato de zinco hepta-hidratado, num bal@o volumétrico de 100mL, em &agua.

Esta solugdo tem uma estabilidade de 6 meses quando armazenada a uma temperatura de 5+3°C.
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4.5.2. Preparacédo das solucdes padréo de calibracéo

4.5.2.1. Solucdes de padrao de referéncia

Na preparacéo da solucdo-mae de padréo de referéncia (1 mg/ml), pesou-se 0,1630g de KNOs3
para 100 ml de solucéo de tampao de fosfato de potassio a 0,045M a pH=3. Para a realiza¢éo da curva
de calibragéo, foi efetuada uma solugéo intermédia, diluindo-se de 1:100 a solugdo méae. A partir da
solucédo intermédia foram entéo preparadas 6 solugfes correspondentes a curva de calibragéo. Em seis
baldes volumétricos certificados de 10ml foram medidos 1 mL, 2 mL, 4 mL, 6 mL, 8 mL e 10mL,
correspondentes a concentracbes de 1 pg/mL, 2 pug/mL, 4 pg/mL, 6 pg/mL, 8 pg/mL e 10pg/mL,

respetivamente.
4.5.2.2. Solugdes de padrao de controlo

Na preparacdo da solugcdo de padrdo de referéncia (1 mg/ml), pesou-se 0,1371g de NaNOs para
100 mL de solucdo de tampéo de fosfato de potassio a 0,045M a pH=3. Para a realizacdo dos pontos
de controlo, foi realizada uma solucdo intermédia, diluindo-se de 1:100 a solugdo mae. A partir da
solucdo intermédia foram entdo preparadas 2 solug@es correspondentes pontos de controlo. Em dois
baldes volumétricos certificados de 10 mL foram medidos 2 mL e 6 mL, correspondentes a

concentracfes de 2 e 6ug/mL, respetivamente.

4.5.3. Preparacdo das amostras

As solucBes de amostra foram preparadas a partir das amostras previamente descongeladas.
Foram pesados entre 5-20 g de amostra numa balanca analitica, sendo esta quantidade dependente
da quantidade de nitratos existentes na amostra a analisar. Cada amostra foi preparada em triplicado,
ou seja, para cada amostra foram pesadas trés tomas, sendo adicionado a uma delas uma solugéo
padrdo de referéncia com o objetivo de determinar a taxa de recuperagdo do analito em estudo.
Adicionou-se de seguida 100 mL de 4gua a aproximadamente 70°C, e 5 mL de solucdo Borax saturada,
com agitacdo no intervalo entre as duas adi¢cdes. Posteriormente, as solu¢des foram submetidas a um
banho de agua fervente com sistema de condensac¢éo, durante 15min, sendo posteriormente retiradas
e acrescentadas, ainda a quente, de 5 mL de Carrez | e de 5 mL de Carrez Il, intervalando a adi¢cao
com agitacdo. Transferiu-se a solucdo, previamente arrefecida, para um baldo volumétrico certificado
de 200 mL, e aferiu-se com 4gua. Seguiram-se duas filtracdes, a primeira realizada com filtro de papel,

e a segunda com filtro PET de 0,45 pum. Obtendo-se assim a amostra para andlise (esquema 4.1).
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4.5.4. Condi¢cdes Cromatograficas

As amostras e as solucdes padrdo foram colocadas em viais que posteriormente foram
introduzidas no sistema de andlise do HPLC. Nem todas as amostras apresentam as mesmas
concentragbes de analito, muitas das vezes ndo se encontram dentro dos limites da curva de
calibracdo, sendo desta forma necessario diluir as amostras antes de injetar, ou, pelo contrario, ser
necessario proceder-se a sua concentracdo, aumentado assim o volume de injecdo ou a toma da

amostra.

Fase estaciondaria: Coluna de troca aniénica, Hypersil Sax, com 5um de porosidade e 25cm

de comprimento por 4,6mm de didmetro.
Fase movel: Tampéao de fosfato de potassio 0,045M, com pH=3,0.
Fluxo: 1mil/min.
Volume de injecdo: 20 pL (pode variar conforme a concentragéo da solucéo, entre 10-200L).
Detecdo: 210nm.
Temperatura de forno da coluna: 37 °C.
Temperatura da camara das solucdes a injetar: 15 °C.
Tempo de corrida: +8 min para padrGes e + 15 min para as amostras.

Foram sempre realizadas 2 injeces de cada amostra.

4.5.5. Identificacdo e quantificacdo do teor de analito

De forma a identificar o pico do ido nitrato (NOgz’) foi realizada uma comparac¢do entre os
cromatogramas das solucdes de padrdo de referéncia e o das solu¢cdes de amostra, tendo como
referéncia os tempos de retenc&o dos picos obtidos. E devido a probabilidade de existéncia de algumas
davidas em relag&o ao pico do i&o NOs que também se realiza uma toma com adi¢éo de padréo, este

gue vai assim intensificar o pico do ido.

A quantificacéo foi baseada num método de padréo externo multinivel (6 pontos). As curvas de
calibragéo foram calculadas pelo método dos minimos quadrados pelo software “Empower” instalado
no equipamento de cromatografia “Waters” utilizado. Neste software as areas dos picos das amostras
foram interpoladas na curva de calibracdo respetiva, sendo que a concentragdo final de nitrato foi
calculada tendo em consideragédo o resultado obtido pelo software, a toma de amostra e as diluicdes

ou concentragdes efetuadas, conforme a equacéo 25.

.. _ CinjXVai =
Nit = ——=x100 (equacéo 25)
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onde Nit é a concentracao final de nitrato na amostra (ug/kg), Cinj € a concentracéo da solucao
analisada no cromatografo (ug/mL), Vai € o volume em que a toma de amostra foi diluida (mL), m é a
massa da toma de amostra (g) e d é a diluicdo efetuada na solucéo para andlise.

As curvas de calibracao obtidas s6 puderam ser utilizadas para o calculo da concentracédo das
amostras quando r? = 0,995, sendo r o coeficiente de correlagéo da curva de calibragéo e os residuos
tiveram um valor < a 10%. O resultado para o parametro Nitrato é expresso em mg/kg de amostra e

apresentado com 2 algarismos significativos.

A percentagem de recuperacdo do nitrato adicionado a uma das tomas foi calculada segundo a

equacao 26.

Rec (%) =

(Cinj:Vdil —mx Nit) X 100 + (Nityaario X Volaaic) (equacéo 26)

sendo Rec (%)a percentagem de recuperacdo, Cinj a concentracdo da solucdo analisada no
cromatoégrafo (ug/mL), Vai 0 volume em que a toma de amostra foi diluida (mL), d a diluicdo efetuada
na solucdo para analise, m a massa da toma de amostra (g), Nit a concentracdo final de nitrato na
amostra (1g/kg), Nitpadrao @ concentrac@o da solucdo padrdo de nitrato (ug/mL) e Voladic 0 volume de

solucdo padrdo de nitrato adicionado (mL).

4.5.6. Critério de aceitacado dos resultados

A validacdo dos resultados € baseada na norma 1SO-5725-6:1994 considerando o CV: de 5%,
por defeito.

A repetibilidade dos resultados, ou seja, a duplicacdo das amostras é utilizada de forma a se

confirmar se a repetibilidade dos dados é obtida, de acordo com as equacdes 27, 28 e 29.

|X; — X,|sr<=>r=2280: (equacéo 27)
Onde se tem que:
_ CVpx ~
0r= 5 (equacéo 28)
_ X1+ X;

(equacéo 29)

onde, x1 corresponde ao resultado da primeira toma e x, da segunda toma. Se, |X; — X,|<r entdo
tem-se que a repetibilidade é verificada e o resultado final é de x, caso isto ndo se verifique, a

repetibilidade ndo é verificada e tem que se repetir mais duas tomas, respetivamente, xs e xa. Quando
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a amostra é repetida em quadruplicado, verifica-se se a precisdo intermédia € cumprida através da
equacao 30.

|Xmax — Ximin|S Pi <=> Pi= 3,60 (equag&o 30)

Onde, 0 Xmax € Xmin, cOrrespondem ao valor maximo e ao minimo, respetivamente dos valores
observados das quatro repeticfes. Se, a diferenca obtida entre o valor maximo e minimo forem
inferiores ou iguais a Pi, entdo a preciséo intermédia é verificada e o resultado corresponde a média
das quatro medic¢8es, por outro lado, se a diferenca obtida for superior a Pi, entao a precisao intermédia

nao é verificada e o resultado corresponde a mediana.

Para a aceita¢cdo dos valores de concentracéo dos pontos de controlo obtidos experimentalmente
foi utilizado um coeficiente de variacdo de 10%, em relacdo aos valores teéricos preparados (2 e 6
pg/mL).

Relativamente a recuperacédo obtida nas andlises, esta é feita com base no regulamento (CE) N°©
1882/2006 onde esta descrito que quando a concentracdo de nitratos é inferior a 500mg/kg, o intervalo
aceite para o valor da recuperacédo varia entre 60-120%, mas para quando a concentracdo de nitratos

€ superior ou igual a 500mg/kg o intervalo de aceitacdo varia entre 90-110% (Unido Europeia, 2006).

4.5.7. Processo de validacdo do método

A validac&o do método foi obtida com base na avaliacdo de diversos parametros: especificidade,
seletividade, gama de trabalho, linearidade do método na gama de trabalho validado, sensibilidade,
limites analiticos (LOD e LOQ), repetibilidade e linearidade do injetor, repetibilidade, precisdo
intermédia, exatiddo e incerteza. Alguns destes parametros foram previamente validados, por Vasco &
Alvito, (2011).

Utilizou-se a gama de trabalho ja validada em, Vasco & Alvito, (2011), apenas se verificou
regularmente se as curvas de calibracao utilizadas cumpriam os critérios de validagdo do r? (>0,995),
residuos <10%.

Durante este trabalho, avaliaram-se 0s seguintes parametros:

Repetibilidade: através da elaboracdo de 6 réplicas de cada amostra, determinou-se o desvio

padréo relativo da repetibilidade (RSDy).

Precisdo intermédia: através de 3 repeticdes do estudo da repetibilidade, em trés dias

diferentes, determinou-se o desvio padrdo relativo da precisdo intermédia (RSDr).

Exatidao: através do valor do z-score determinado em ensaios interlaboratoriais (FAPAS).
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4.5.8. Controlo Qualidade Interno

Repetibilidade do injetor — o coeficiente de variacdo da repetibilidade do injetor foi calculado

através de 10 injecOes sucessivas das solugbes padrao correspondentes aos extremos da gama de
trabalho (1 e 10 pg/mL). Segundo o protocolo de controlo de qualidade interno estabelecido pelo INSA,

o coeficiente de variacdo tem de ser inferior a 5% (ACF, 2016).

Linearidade do injetor - obteve-se através de sucessivas injecfes de uma amostra padréo, com

diferentes volumes de inje¢fes (10-200pL). Efetuou-se uma regresséo linear volume/area do pico, para
se obter o coeficiente de determinacdo, que ao ser superior a 0,995 mostra que existe linearidade no

injetor.

4.5.9. Estudos de estabilidade

O estudo da estabilidade foi realizado através da comparagdo entre curvas preparadas no

primeiro e sétimo dia com uma curva preparada no primeiro dia.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Critérios de Validacéao

Como j& foi referido, com o objetivo de determinar os niveis de nitratos existentes nas amostras
alimentares do projeto TDS, utilizou-se um procedimento acreditado no INSA e descrito em Vasco e
Alvito, 2011.

A curva de calibracédo (1, 2, 4, 6, 8 e 10 pug/mL) preencheu todos os requisitos, mostrando
linearidade na gama de aplicagéo (1-10 pg/mL), com um coeficiente de determinacéo (r?) de 0,9999
(Anexo VII), um coeficiente de variagdo do método de 0,63, e um PG (0,05) < F (10,13) em
conformidade com teste Mandel. O teste RIKILT apresentou todos 0s pontos entre o limite superior
(110%) e o limite inferior (90%) com um critério de aceitacao de 10% e todos os valores residuais eram
inferiores a 10% (1,6 a 2,1%). O valor do teste PG para a homogeneidade das variancias (5,14) foi
menor do que o F valor tabelado (5,35), que confirmou a gama de trabalho. Os valores de limite de
detecdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) da curva de calibracédo foram de 0,1 e 0,3 pg/mL, que
refletem os niveis de nitrato nas amostras de 1 e 3 mg/kg, respetivamente. Para fins praticos, o primeiro
ponto de calibracdo da curva (1 pg/mL) (figura 5.1) foi considerado para calcular o limite de
guantificacdo do método que corresponde a 10 mg/kg, sendo o valor do limite de detecdo 1/3
correspondendo a 3,3 mg/kg (Vasco & Alvito, 2011). A incerteza do método é de 17%.

0,025+ ;E
0,020 ¥
] H
0,015+ 7
o) ]
< 4
0,010
0,005
0,000+ =
1 1 T I T 1 1 T I T 1 1 T 1 1 T I T 1 T ‘ T 1 1 T I 1 1 T I T 1 1 T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Mnutes

Figura 5.1 — Cromatograma do primeiro ponto da curva de calibra¢éo (1 pg/mL).

44



5.1.1. Precisao

Neste estudo foram avaliados a repetibilidade e a precisao intermédia. A repetibilidade, consiste
na andlise de seis tomas da mesma amostra, realizadas pelo mesmo(a) analista, equipamento, mesmo
dia, resumindo, nas mesmas condi¢des operatdrias. Por outro lado, a precisao intermédia, consiste
exatamente no mesmo tipo de metodologia, mas trés ensaios iguais em trés dias diferentes. Neste
projeto, estudamos a repetibilidade e a preciséo intermédia de 3 amostras de 3 grupos diferentes: Caldo
Verde (Grupo 5- Pratos Compostos), Batata Cozida (Grupo 17- Raizes ou tubérculos amilaceos e
produtos derivados, plantas sacarinas) e Coca-Cola (Grupo 20- Agua e outras bebidas a base de
agua). No anexo IV, V e VI estdo apresentadas a folha de célculo das concentrac6es das seis tomas
referentes a repetibilidade, e as folhas de célculo para o desvio padréo relativo da repetibilidade
(RSD/%) (equacédo 17) e da precisao intermédia (RSDr%) (equacao 18), respetivamente. Os resultados

encontram-se sumarizados na figura 5.2.

Amostras RSD: (%) RSDr (%)
Caldo Verde - “Pratos Compostos” 3,0a8,9 8,2
Batata Cozida — “Raizes ou tubérculos amilaceos e produtos 0,6a2,8 2,6

derivados, plantas sacarinas”

Coca-Cola — “Agua e outras bebidas a base de agua” 2,8a6,3 6,1

Figura 5.2 — Tabela que apresenta o desvio padrao relativo da repetibilidade (RSD; %) e da precisdo
intermédia (RSDr %) calculados para as trés amostras testadas.

O critério de aceitacdo dos resultados, baseado no procedimento dos Nitratos, tem por defeito
gue o coeficiente de variacé@o aceitavel € de 5%. No entanto, com base nos valores obtidos neste estudo
e em outros anteriores (Vasco & Alvito, 2011; Laia, Serra, & Vasco, 2017), obtiveram-se valores
superiores para o RSDr, pelo que neste estudo o coeficiente a utilizar para a determinacdo das
amostras do estudo do TDS foi de 10% (maior valor obtido nos diferentes estudos de Precisado
Intermédia).
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5.1.2. Exatidéo

Para a avaliacdo da exatiddo do método foi efetuada uma andlise de um teste Interlaboratorial
FAPAS de puré de couve (FAPAS 15129) contendo 310 mg/kg de nitratos. Esta analise foi efetuada
segundo o procedimento descrito anteriormente. A avaliacdo da exatidao foi feita através do célculo
do fator do desempenho z-score, utilizando a equacdo 20, que de acordo com a sua escala de
pontuacao, apresenta uma exatiddo satisfatéria quando z, em maodulo, € inferior ou igual a 2. A figura
5.3 resume os resultados obtidos para este ensaio. Com base neste resultado pode-se concluir que o

método é exato.

FAPAS (15129) Valor Alvo (mg/kg) Valor Obtido Desvio-padréo z-score
Puré de Couve (mg/kg)
334 310 22,3 -1,1

Figura 5.3 — Tabela representativa do resultado ao teste interlaboratorial FAPAS.
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5.2. Controlo de Qualidade Interno

5.2.1. Repetibilidade e Linearidade do Injetor

A conformidade do injetor do sistema de HPLC € um parametro complementar ao processo de
validacgdo, no entanto é importante para avaliar se este se encontra bem calibrado e para determinar o
erro associado as injecdes efetuadas. Deste modo, avaliaram-se a repetibilidade e a linearidade do

injetor.

O estudo da repetibilidade, consistiu em 10 injecdes sucessivas, das solucdes padréo
correspondentes aos extremos da gama de trabalho, 1 pg/mL e 10 pg/mL (figura 5.4). Este estudo foi
baseado num protocolo ja existente no INSA, que refere que o coeficiente de variagcao deve ser inferior
a 5% (DAN URQ - 1T221 04 L).

Area do pico

N° Repeticbes lpg/mL 10pg/mL

1 197797 1482297

2 198031 1481024

3 197431 1482737

4 197168 1481828

5 197113 1482026

6 198352 1481439

7 197928 1481396

8 197694 1483416

9 198628 1482723

10 197928 1481922

Média 197807 1482081
S 482 727
RSD(%) 0,24 0,05

Figura 5.4 — Tabela do célculo da média, desvio padréo e coeficiente de variacdo, das areas dos picos em
funcdo do nimero de injecdes.

Os resultados obtidos, calculados pela equagéo 16, foram inferiores a 5%, de acordo com o
protocolo do INSA (DAN URQ - 1T221_04 L), o que mostra que o injetor apresentava uma repetibilidade

admissivel.

Em seguida, efetuou-se o estudo da linearidade, através da andlise da capacidade de resposta
do injetor em funcao da variagdo dos volumes injetados. Este estudo é realizado através de sucessivas
inje¢cbes de uma amostra padrdo, com diferentes volumes de inje¢Bes (10-200uL). Os resultados

obtidos estéo apresentados na figura 5.5.
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De acordo com os valores da figura 5.5, foi realizada uma regressdo linear para obter a
correlagdo entre o volume de padrao injetado e a média das areas (para cada volume), com o objetivo

de se calcular o coeficiente de determinagéo.

Area do Pico

Volume(pL) 12 injecao 22 injecao Média
10 318208 318868 318538
20 638738 639885 639312
40 1281852 1282419 1282136
60 1922831 1923148 1922990
80 2556711 2556805 2556758
100 3191050 3189973 3190512
120 3828380 3827485 3827933
140 4469754 4468888 4469321
160 5095928 5099274 5097601
180 5732827 5732602 5732715
200 6367107 6366049 6366578

Figura 5.5 — Tabela com as areas do pico, em funcéo dos volumes injetados, da solugéo padréo de
4 ug/mL e correspondente média.

A seguinte figura (5.6), mostra uma relacdo proporcional entre o volume injetado e area do pico
obtido, com um coeficiente de determinacdo de 1, superior ao minimo exigido de 0,995, para a
linearidade do injetor. Concluindo, o injetor encontra-se em perfeitas condi¢des, o que permite a sua
utilizacéo para a diluir ou concentrar as amostras a analisar, quando necessario e no intervalo de 10 a
200 pL.
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Figura 5.6 — Grafico correspondente a respetiva regresséo linear para obtencéo do coeficiente de determinagéo
(r?), baseado na relag&o entre o volume injetado e a area do pico (sinal obtido no cromatogramas).
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5.3. Estudo da Estabilidade da Curva

Com o objetivo de testar a estabilidade da curva de calibragcdo, efectuaram-se curvas de
calibracdo em dias diferentes para se efetuar uma comparagcdo. No primeiro dia foram realizadas 3
curvas de calibracdo, duas delas a partir da mesma solugéo stock, das quais uma foi posteriormente
armazenada a 5+3°C durante sete dias. No primeiro dia foram injetadas as duas curvas de solugfes
stock diferentes. No sétimo dia, foi realizada uma nova curva de calibracao e injectada com a curva de
calibracdo que esteve armazenada durante os sete dias.

Foram entdo analisados e comparados as areas dos picos obtidos dos cromatogramas, das

curvas de calibracdo injetadas no dia 1 com as do dia 7.

Pela andlise da figura 5.7 e 5.8, consegue-se verificar que ambas as curvas de calibracao,
apresentam um coeficiente de determinag&o (r?) superior a 0,995, sendo considerado um modelo linear

bastante adequado
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Figura 5.7- Grafico correspondente a respetiva regresséo linear da relacéo entre as areas dos picos e a
concentragdo das soluc¢des da curva de calibragdo, preparadas no primeiro dia, e injetadas no primeiro e sétimo
dia a partir da mesma solucéo stock.
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Figura 5.8- Gréfico correspondente a respetiva regresséo linear da relagdo entre as areas dos picos e a
concentragao das solug8es da curva de calibragéo, preparadas no préprio dia da injecado, a partir de solugdes
stock diferentes.

De forma a se perceber se é necessario ou ndo realizar a curva de calibracdo todos os dias,
seguiu-se para a realizacdo de um estudo de distribuicdo t-student. A distribuicdo
t-student consiste num estudo baseado num teste de hipéteses, que determina se se deve aceitar ou

rejeitar a hipotese nula, isto é, se a nossa amostra esta dentro do intervalo de confianga (95%), ou néo.
Temos que:
Ho: diferenca entre realizar todos os dias e s uma vez por semana = 0

Ha: diferenca entre realizar todos os dias e sé uma vez por semana # 0

Se Hofor igual a zero, significa que néo existe diferenca entre fazer a curva de calibracdo todos
os dias e utilizar a mesma durante uma semana. Por outro lado, Ha, diferente de zero, significa que
existe diferenca entre fazer todos os dias a curva de calibracdo e fazer apenas no inicio da semana.
Desta forma, se o p-value calculado for inferior a 5% (fora do intervalo de confianc¢a), a hipotese nula é
rejeitada, por outro lado, se nao for rejeitada, significa que nao existem diferengas entre fazer a curva

de calibrac@o apenas uma vez por semana e todos os dias.
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Realizada no proprio dia Realizada no primeiro dia

Dias 1 7 1 7
Média das areas 1490579 1464706 1490579 1480843
Area 1 1492719 1465919 1492719 1481588
Area 2 1488439 1463492 1488439 1480097

Figura 5.9 — Tabela correspondente as areas dos picos, da solucéo do extremo maximo da gama de
trabalho (10 pg/ml), das solucdes preparadas no dia 1 e dia 7, preparadas no proprio dia da injecao e
preparadas no primeiro dia.

teste t-student 0,181957731

Figura 5.10 — Tabela com o resultado obtido do estudo da distribuig&o t-student.

De acordo com a andlise realizada pelo teste t-student (figura 5.9), com base na média das areas
dos picos, do extremo maximo (10 pg/ml) da curva de calibragdo (figura 5.10), determinou-se que 0
valor é superior a 5% (dentro do intervalo de confianca >0,05), assim sendo, ndo se rejeita a hipotese
nula, o que quer dizer ndo existe diferenca entre preparar a curva de calibracdo uma vez por semana

e todos os dias.
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5.4. Analise das Amostras

Apoés as etapas de validagdo do método, seguiu-se para a determinagéo do teor em nitrato nas

amostras em estudo.

Durante este trabalho, foram analisadas 127 amostras, de 14 matrizes alimentares diferentes,
codificadas segundo o FoodEx2 (Anexo I). Algumas amostras foram realizadas em triplicado, e na
terceira toma foi adicionada uma quantidade conhecida da solugdo KNOs (1000 pg/mL), tal como
explicado no procedimento. A partir destas 3 tomas, foi possivel calcular o teor de nitratos existentes
na amostra e a taxa de recuperacéo (folha de calculo — Anexo Il). Por outro lado, as restantes amostras
foram analisadas como forma de triagem, sendo apenas realizada uma toma, sem célculo de taxa de
recuperacdo. Apenas para confirmagdo do pico do nitrato no cromatograma, a amostra foi colocada em

dois frascos, onde foi adicionada uma pequena quantidade de padrdo ao segundo vial.

O coeficiente de variacdo da repetibilidade, de 5%, é utilizado por defeito com base na norma
ISO 5727-6:1994, no entanto, os estudos de repetibilidade e preciséo intermédia realizados no ambito
da validacdo do método determinaram um valor de 10%, que foi utilizado como critério de aceitacao da

repetibilidade entre as duas tomas de amostra (ISO, 1994).

Entre as amostras alimentares analisadas, pertencentes aos grupos 2, 3, 4, 6, 7, 13, 14, 15, 16,

18 e 20, algumas encontram-se abaixo do limite de detecdo e outras do limite de quantificacéo.

Os resultados obtidos da determinacgdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 2, 3, 4,
6, 14 e 15, correspondentes, ao grupo de Bebidas Alcodlicas, Gorduras e 6leos animais e vegetais,
café, cacau, cha e infusdes, Ovos e ovoprodutos, Leite e produtos lacteos e Produtos para dietas nao
padronizadas, substitutos e suplementos alimentares ou agentes fortificantes, respetivamente, estdo
apresentados nas figuras 5.11, 5.12, 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16

Grupo 2
TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado final (mg/kg)
1 Cerveja 1 <LOD
2 Vinho Verde Branco, branco, tinto 1 <LOD

Figura 5.11 — Tabela com os resultados obtidos na determinacdo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 2, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Grupo 3
TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado final (mg/kg)
3 Azeite 1 <LOD
4 Manteiga com sal 1 <LOD

Figura 5.12 — Tabela com os resultados obtidos na determinacéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 3, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).
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Grupo 4

TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado final (mg/kg)
5 Cacau em p0, chocolate em po 1 <LOD
6 Café 1 <LOD
7 Cha 1 <LOD
8 Ché de ervas, cha de limé&o 1 <LOD

Figura 5.13- Tabela com os resultados obtidos na determinacéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 4, respetivo niumero de tomas e resultado final (mg/kg).

Grupo 6

TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado final (mg/kg)

44 Ovos 1 <LOD

Figura 5.14- Tabela com os resultados obtidos na determinacéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 6, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Grupo 14
TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado Final (mg/kg)
126 Leite meio gordo e magro 1 <LOQ
127 Leite com cereais, leite com chocolate 1 <LOD
128 logurte natural, com aroma, com fruta 1 <LOD
(sélido e liquido)
129 logurte probiético, com aroma, com 1 <LOD
aroma liquido, com cereais, com fruta
130 Queijo flamengo 1 <LOQ
131 Leite creme e pudim flan 1 <LOD

Figura 5.15- Tabela com os resultados obtidos na determina¢&o do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 14, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Grupo 15
TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado Final (mg/kg)
132 Soja & bolonhesa, hamburguer soja 1 <LOD
133 Bebida de soja e baunilha, leite de soja 1 <LOQ

Figura 5.16- Resultados obtidos na determinacao do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em cada amostra do
grupo 15, respetivo numero de tomas e resultado final (mg/kg).

Pela analise dos resultados obtidos das amostras do grupo 2, 3, 4, 6, 14 e 15, consegue-se
observar que todas as amostras analisadas, exceto duas do grupo 14, e uma amostra do grupo 15,

apresentam valores inferiores ao limite de detecéo (3,3 mg/kg).

As outras trés amostras do grupo 14, a 126 e 130, e do grupo 15, a 133, apresentam valores de

concentracao inferiores ao limite de quantificagdo (10 mg/kg).

Todas as amostras das respetivas tabelas, foram analisadas apenas com uma toma, nao
apresentando valor para a recuperagdo, como forma de triagem, e como se verificou, ndo

apresentavam teores de nitratos detetaveis e quantificaveis.
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Os resultados obtidos da determinagdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 5,

apresentadas na figura 5.17, correspondente, ao grupo dos Pratos Compostos.

Grupo 5
TDS Amostra N°detomas  Resultado final Taxade
Amostra (mg/kg) Recuperagéo (%)!
9 Acorda, acorda a alentejana, de 1 20 -
bacalhau, de marisco, migas
10 Puré de batata 1 47 -
11 Empad&o de carne 1 10 -
12 Dobrada 1 14 -
13 Cozido a Portuguesa e cozido a 1 86 -
Portuguesa com gréo
14 Feijoada, sopa a lavrador, sopa 1 <LOD -
da pedra, sopa de carne
15 Rancho 1 87 -
16 Carne a bolonhesa, a jardineira, 19 -
de porco a alentejana, papas de
serrabulho, rojoes
17 Hamburguer de perq, de porco, 1 <LOQ -
de vaca
18 Alméndegas <LOQ -
19 Bacalhau com natas, desfeita 28 -
de bacalhau
20 Arroz de gambas, de lapas, de 1 14 -
marisco
21 Salada de atum, de bacalhau, 1 80 -
de bacalhau e gréo
23 Caldeirada de bacalhau, de 1 21 -
enguias, de peixe, de safio
24 Empadé&o de atum, de 1 67 -
bacalhau, de peixe
25 Arroz de bacalhau, de lulas, de 1 18 -
peixe, de polvo, de tamboril
26 Quiche cogumelos e milho, 1 37 -
espinafres, frango, vegetais,
lorraine
27 Omelete 1 18 -
31 Lasanha bolonhesa e 1 20 -
vegetariana
32 Arroz a valenciana <LOQ -
33 Arroz de cenoura, de ervilhas, 1 <LOD -

de tomate, de vegetais, de
feijdo
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34 Arroz de cabidela, de frango, de 1 <LOQ -
pato
36 Sopa de couve e feijao, 1 63 -
ervilhas, feijao, gréo, grdo com

espinafres
37 Caldo verde 1 96 -
39 Canja de galinha 1 <LOQ -
40 Creme de camar8o, de marisco, 1 23 -

sopa de peixe
42 Salada de alface e tomate 3 911 84
43 Salada russa 1 58 -
! Nota: Critério de aceitagio se N<500 mg/kg (TR de 60-120%) e N>500 mg/kg (TR de 90-110%)).

Figura 5.17- Tabela com os resultados obtidos na determinacéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 5, respetivo nimero de tomas, resultado final (mg/kg) e taxa de recuperacgéo (%).

No Grupo 5, estdo exibidos resultados muito diferentes, respetivamente ao resultado final, tendo
amostras (14 e 33) que apresentam valores abaixo do limite de dete¢cdo, uma vez que séo inferiores a
3,3 mg/kg. Existem outras amostras (17, 18, 32, 34 e 39) que apresentam valores abaixo do limite de
guantificacdo (10 mg/kg), ndo sendo quantificiveis neste estudo, devido ao limite de quantificacdo do

meétodo ser superior.

A amostra 42 (figura 5.19), Salada de Alface e Tomate, foi a Unica amostra que mostrou ter
teores de nitratos consideravelmente elevados (>500 mg/kg), possivelmente devido a presenca da
alface. A alface € um horticola folhoso, um dos alimentos com maior quantidade intrinseca de nitratos,
estando legislado os seus limites méaximos (Comissdo Europeia, 2006). Contudo, esta amostra
apresentou uma recuperacao de 84% néo sendo valida para o seu teor de nitratos (>500 mg/kg (90-
110%)). Esta amostra teré de ser repetida de forma a cumprir todos os critérios de aceitacdo do método

dos nitratos.

As restantes amostras apresentam concentracdes finais entre 10-96 mg/kg, valores

relativamente ndo prejudicais a salde publica (figura 5.18).
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Figura 5.18- Gréfico representativo dos diferentes teores de nitrato nas amostras quantificaveis do grupo 5.

Apenas a amostra 42 foi efetuada com trés tomas, as restantes amostras foram apenas
efetuadas com uma toma, ndo apresentando assim valor para a recuperagcdo. No anexo lll, estdo

representados dois cromatogramas desta amostra, um com padréo e outro sem.

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Minutes

Figura 5.19 — Cromatograma da amostra “Salada de Alface e Tomate”.
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Os resultados obtidos da determinacé@o do teor médio de nitratos das amostras do grupo 7,
apresentadas na figura 5.20, correspondente, ao grupo dos Peixes, produtos da pesca, anfibios, répteis

e invertebrados.

Grupo 7
TDS Amostra Amostra N° de tomas Resultado final (mg/kg)
56.4 Cavala 1 <LOQ
57.2 Sardinha 1 11
59 Abrétea, cantarilho, peixe vermelho 1 17
60 Peixe espada 1 <LOQ
62 Conquilhas e améijoa 1 57
64 Lulas, espetadas de lulas 1 23
65 Bacalhau 1 <LOQ

Figura 5.20 — Tabela com os resultados obtidos na determinacdo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em cada
amostra do grupo 7, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Através da analise das 7 amostras do grupo 7, consegue-se observar que todas foram
executadas apenas com uma toma, das quais, 3 se apresentam abaixo do limite de quantificacdo, e as
restantes 4 apresentam teores de nitratos baixos (figura 5.21). Dentro dos teores apresentados neste
grupo, temos a amostra de “conquilha e améijoa” com o maior teor de nitratos, isto deve-se
provavelmente a sua presenca em rios, onde possam existir escoamentos de 4guas das agriculturas
com fertilizantes azotados (Gabinetes dos Secretarios de Estado do Ambiente e das Florestas e do

Desenvolvimento Rural, 2018).
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Sardinha Abroétea, cantarilho, Conquilhas e améijoa  Lulas, espetadas de
peixe vermelho lulas

Figura 5.21- Gréfico representativo dos diferentes teores de nitratos nas amostras quantificaveis do grupo 7.
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Relativamente ao grupo 9, o grupo da fruta e produtos da fruta, foram analisadas as amostras,
apresentadas na figura 5.22, com a finalidade de obter o teor de nitratos.

Grupo 9
TDS Amostra N° de tomas Resultado Final Taxa de
Amostra (mg/kg) Recuperacgéo (%)!
70 Laranja 1 <LOD -
70.2 Laranja 1 <LOD -
70.3 Laranja 1 <LOD -
70.4 Laranja 1 <LOD -
71 Magca 1 <LOD -
71.2 Magca 1 <LOD -
71.3 Maca 1 <LOD -
71.4 Maga 1 <LOD -
72 Péra 1 <LOD -
72.2 Péra 1 <LOD -
72.3 Péra 3 <LOD -
72.4 Péra 1 <LOD -
73 Uva 3 <LOD -
73.2 Uva 3 <LOD -
73.3 Uva 3 <LOD -
73.4 Uva 3 <LOD -
74 Morango 3 114 93
78 Ananas 3 <LOD =
79 Passas de uva 3 <LOQ (106)
80 Figo seco 3 159 97
80.2 Figo seco 3 155 95
80.3 Figo seco 3 145 112
80.4 Figo seco 3 154 103
82 Salada de Fruta 3 43 110
82.2 Salada de Fruta 3 12 103
82.3 Salada de Fruta 3 76 98
82.4 Salada de Fruta 3 93 63
83 Péssego e ananas em conserva 1 <LOD -

! Nota: Critério de aceitacdo se N<500 ma/ka (TR de 60-120%) e N>500 ma/ka (TR de 90-110%).

Figura 5.22 — Tabela com os resultados obtidos na determinacdo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em cada
amostra do grupo 9, respetivo nimero de tomas, resultado final (mg/kg) e taxa de recuperacéo (%).
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De acordo com a andlise realizada a figura 5.22, consegue-se afirmar que apenas 3 tipos de
frutas apresentaram teores de nitratos na sua composicao intrinseca. Dois desses tipos de frutas (Figo
Seco e Salada de Fruta), com quatro amostras cada, uma correspondente a cada estacdo do ano, das
guais se obteve a figura 5.23. O outro tipo de fruta que obteve um teor de nitratos quantificavel foi a

amostra do Morango, apenas com uma amostra, com o valor de 114 mg/kg.

=Inverno Primavera =Verdo =OQOutono

180
159
154 155

160 145
140
120
100
80
60 43
40

20

Concentragéo de nitratos (mg/kg)

Figo Seco Salada de Fruta

Figura 5.23 — Grafico representativo dos teores de nitrato nos frutos, nas diferentes estacdes do ano, das
amostras do grupo 9.
Todas as amostras quantificaveis do grupo 9 foram validadas pelo método analitico dos nitratos,
acredito no INSA. Todas estas amostras (Figo Seco, Salada de Fruta e Morango) foram efetuadas com
3 tomas, com teor de nitratos dentro do limite de quantificacdo, com uma taxa de recuperacéo valida

(60-120%) e com repetibilidade com um coeficiente de variacéo inferior a 10%.

Relativamente a figura 5.23, conseguimos observar uma maior variacdo na Salada de Fruta do
gue no Figo Seco. Esta variacdo pode-se dever a duas grandes causas, a grande quantidade de fruta
gue hoje em dia é produzida fora da sua época, sendo necessario 0 seu crescimento em estufas, e a
baixa quantidade de luz solar que existe no Inverno e no Outono, comparado com a quantidade que
existe no Verdo e na Primavera. A altura do ano influéncia a quantidade de nitratos nos alimentos
produzidos na agricultura, porque uma menor intensidade luminosa, origina uma diminui¢do da acéo
fotossintética (acdo indispensavel para o desenvolvimento da planta e para o gasto dos nitratos), e
consequentemente um aumento da concentragdo de nitratos nas plantas. Ja em relacdo ao cultivo em
estufas, os limites maximos do teor de nitratos de certos alimentos s&o superiores para quando sédo
cultivados em estufas e em alturas com menos intensidade solar (Comissao Europeia, 2006; Unido
Europeia, 2011).

Por outro lado, em relacéo aos figos secos, sédo produzidos numa determinada época do ano,
mas sdo conservados de forma a serem consumidos durante o ano todo, pelo que o teor de nitratos

ndo varia muito.
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Os resultados obtidos da determinacdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 11,
correspondente, ao grupo dos Cereais e produtos a base de cereais estao apresentados na figura 5.24.

Grupo 11
TDS Amostra N° de tomas Resultado Final Taxa de
Amostra (mg/kg) Recuperacéo (%) !
86 Arroz 3 <LOQ (98)
87 Broa de milho 3 <LOD -
88 Pao 3 <LOQ (94)
89 Bolachas de agua e sal 3 28 104
90 Massa 3 <LOD -
91 Biscoitos e bolachas 3 <LOQ (92)
92 Bolachas de chocolate 3 <LOD -
Bolos de bolacha, caramelo,
93 cenoura, mel, améndoas, 3 <LOQ (88)
canela
94 P&o de 16 3 <LOQ (86)
95 Bolos de chocolate 3 <LOQ (100)
96 Bolos de laranja, macé, inglés,
ananas, coco, noz 3 16 93
97 Bolo, Queques 3 67 101
98 Bolos [évedos 3 <LOD -
99 P&o de leite 3 <LOD =
100 Croissants 3 18 84
101 Tartes de leite condensado,
natas, leite condensado e 3 60 98
chocolate
102 Bolo, Pastel de nata 3 51 109
103 Tartes de fruta, frutos secos 3 <LOD -
104 Bolo, Bolo de arroz 3 <LOD -
105 Cereais e cereais de chocolate 3 <LOQ (113)
106 Pipocas doces e salgadas 3 <LOD -

! Nota: Critério de aceitagio se N<500 mg/kg (TR de 60-120%) e N>500 mg/kg (TR de 90-110%).

Figura 5.24 — Tabela com os resultados obtidos na determinacao do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em cada
amostra do grupo 11, respetivo nimero de tomas, resultado final (mg/kg) e taxa de recuperacgéo (%).
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Analisando a figura 5.25, observa-se que foram analisadas 21 amostras do grupo 11, das quais
todas foram efetuadas com trés tomas. Contudo, apenas 6 amostras foram quantificadas (gréafico 5.7),
com uma repetibilidade com um coeficiente de variacéo inferior a 10%, com uma taxa de recuperagao
valida, dentro do limite de quantificacdo, embora com teores de nitratos relativamente baixos (16-67
mg/kg). Houveram 8 amostras que apresentavam valores abaixo do limite de deteg&o, ndo estando
sequer na gama de trabalho deste método analitico. Por outro lado, as restantes 7 amostras,
apresentaram valores inferiores ao limite de quantificacdo (10mg/kg) com uma taxa de recuperagéo
valida. Este resultado mostra que na realidade o método foi validado com um limite de quantificagao
inferior a 10 mg/kg (3 mg/kg) como referenciado no ponto 5.1., dai a obtencéo de taxas de recuperagéo
dentro dos critérios de aceitacdo. No entanto, para fins praticos optou-se pelo primeiro ponta da curva
de calibragc&o para o valor do limite de quantificacdo. Esta op¢éo deve-se ao facto de que os valores
inferiores a 10 mg/kg ndo contribuem quase para a exposi¢cdo, ndo sendo necessario um esforco

acrescido para os quantificar.
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Bolachas de Bolos de Bolo, Queques Croissants Tartes de leite Bolo, Pastel de
aguaesal laranja, maca, condensado, nata
inglés, ananas, natas, leite
coco, noz condensado e
chocolate

Figura 5.25 — Gréfico representativo dos teores de nitrato nas amostras quantificaveis do grupo 11.
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Os resultados obtidos da determinacdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 13,
correspondente, ao grupo dos Carne e produtos carneos, estdo apresentados na figura 5.26.

Grupo 13
TDS Amostra N° de tomas Resultado Final (mg/kg)
Amostra

115 Vaca, espetada, bife, picanha 1 10
116 Vitela, bife, costeleta 1 <LOQ
117 Porco, costeleta, perna, lombo, bife, entrecosto 1 <LOQ
118 Borrego 1 23
119 Coelho 1 11
120 Frango 1 <LOQ
121 Peru 1 <LOD
122 Presunto e bacon 1 63
123 Fiambre 1 41
124 Chourigo, alheira, paio, chouricdo 1 41
125 Salsicha 1 <LOQ

Figura 5.26- Tabela com os resultados obtidos na determinac&o do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 13, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).
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Figura 5.27 — Gréfico representativo dos teores de nitrato nas amostras quantificaveis do grupo 13.

Relativamente ao grupo 13, todas as amostradas analisadas, foram feitas através de uma Unica
toma. Através da analise da figura 5.26, consegue-se verificar que apenas uma amostra ficou abaixo
do limite de detecéo, e quatro ficaram abaixo do limite de quantificacdo. Contudo, seis amostras foram
guantificaveis, o que mostra que deverao ser novamente analisadas, mas com trés tomas, de forma a
ficarem validadas pelo método analitico dos nitratos. Na figura 5.27 estdo as seis amostras
guantificaveis, mostrando um baixo de teor de nitratos. Contudo, as amostras que mostram uma maior
guantidade, sdo especificamente as amostras de carnes fumadas (Presunto, bacon; Fiambre; Chourico,

alheira, paio, chouricdo), 0 que mostra, que neste caso muito provavelmente estes teores sao
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provenientes dos conservantes (sais de nitrato) adicionados, na sua producdo (Ministério Publico,
2008).

Os resultados obtidos da determinacdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 16,

correspondente, ao grupo dos Temperos, molhos e condimentos, estdo apresentados na figura 5.28.

Grupo 16
TDS Amostra N°de tomas Resultado Final (mg/kg)
Amostra
134 Caldo de galinha, caldo de 1 <LOQ
carne de vaca
135 Vinagre 1 28
136 Ketchup 1 10
137 Maionese 1 13
138 Molho cocktail, cubano, de alho, barbecue, 1 19

inglés, de pimenta

Figura 5.28 - Resultados obtidos na determinacéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em cada
amostra do grupo 16, respetivo numero de tomas e resultado final (mg/kg).
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Figura 5.29 — Gréfico representativo dos teores de nitrato nas amostras quantificaveis do grupo 16.

Em relacdo ao grupo 16, consegue-se verificar que entre as cinco amostras analisadas, apenas
uma se encontra abaixo do limite de quantificacéo, contudo nenhuma delas foi validada porque foram
executadas com apenas uma toma. Embora as restantes quatro amostras tenham sido quantificaveis
(figura 5.29), os teores de nitratos detetados foram baixos, 0 que de certa forma n&o vai influenciar

negativamente na saudde.
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Os resultados obtidos da determinagdo do teor médio de nitratos das amostras do grupo 18 e
do grupo 20, correspondentes, aos grupos dos Ac¢Ucar, confeitaria e sobremesas doces a base de agua
e Agua e outras bebidas a base de agua, respetivamente, estéo apresentados nas figuras 5.30 e 5.31.

Grupo 18
TDS Amostra N° de tomas Resultado Final (mg/kg)
Amostra
140 Agucar 1 <LOQ
141 Sobremesas de chocolate 1 29
142 Gelatina 1 <LOD

Figura 5.30 - Tabela com os resultados obtidos na determinagéo do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 18, respetivo niimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Grupo 20
TDS Amostra N° de tomas Resultado Final (mg/kg)
Amostra
163 Agua Mineral Natural 1 <LOD
163.2 Agua Mineral Natural 1 <LOD
163.3 Agua Mineral Natural 1 <LOD
163.4 Agua Mineral Natural 1 <LOD
164 Ice tea de limdo, de manga, de 1 <LOD
péssego
165 Refrigerante de laranja, sem gas de 1 <LOQ
laranja
166 Refrigerantes de cola 1 21

Figura 5.31 — Tabela com os resultados obtidos na determinac&o do teor médio de nitrato (mg/kg) existente em
cada amostra do grupo 20, respetivo nimero de tomas e resultado final (mg/kg).

Dentro destes dois grupos analisados, o 18 (3 amostras) e 20 (7 amostras), apenas uma de cada
grupo foi quantificavel, mas com apenas + 20-30 mg/kg. Nas restantes amostras, uma de cada grupo,
ndo teve uma concentracdo de nitratos suficiente para atingir o limite de quantificacéo, e as restantes
nao chegaram sequer a ser detetadas na gama de trabalho. Verificou-se, que nas aguas minerais nao
se detetaram niveis de nitratos, por outro lado, dentro das bebidas a base de agua, os refrigerantes de
cola foram os Unicos a conter niveis de nitratos quantificaveis, o que podera ter origem nos extratos

vegetais que fazem parte da sua constituicao.
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5.5. Discusséo Bibliografica

De acordo com o trabalho realizado, verificou-se a estabilidade da curva num periodo minimo de
7 dias, a 5 = 3°C, através de um estudo de distribuigdo t-student e comprovou-se que o injetor
apresentava repetibilidade na injecéo e linearidade, permitindo o seu uso no intervalo de 10 a 200 pL.

A incerteza calculada do método foi de 17%.

Nos estudos de repetibilidade e precisdo intermédia, 0 método analitico foi validado para os
respetivos grupos analisados (“Pratos Compostos”, “Agua e outras bebidas & base de agua” e “Raizes
ou tubérculos amilaceos e produtos derivados, plantas sacarinas”), com um coeficiente de variagao
inferior a 9%. Quanto a exatiddo do método, foi comprovada com auxilio de uma avaliacdo de controlo
de qualidade interno (FAPAS — puré de couve), verificando-se através do valor do z-score obtido
(-2 >z-score <2) (Fapas, 2018).

De entre os resultados obtidos, destacou-se o da amostra de “Salada de alface e tomate”, com
um teor de nitratos de 911 mg/kg. Este valor deve-se principalmente a presenca de alface nesta
amostra, um horticola folhoso que apresenta teores de nitratos elevados durante o ano todo, estando

comprovado em estudos ja realizados (Anexo VIII).

Estudos realizados por James et al. (2008) mostraram que o teor de nitratos no fiambre e no
bacon foi de 19 mg/kg, e 23,3 mg/kg, respetivamente, e, de acordo com Bahadoran et al. (2016), o
fiambre apresentou uma concentracdo de 19 mg/kg. Comparando com os resultados obtidos neste
trabalho, o fiambre apresentou um teor de nitratos de 41 mg/kg, sendo este superior ao referida nos
restantes estudos. J4 em relacdo ao bacon, também se obteve uma concentracdo superior neste
trabalho, de 63 mg/kg, mas a amostra contém também presunto, ou seja, a diferenca de concentracdes
podera ser devido a essa diferenca (Bahadoran et al., 2016; Hsu et al., 2009).

Em relagcdo & amostra de salsicha, neste trabalho determinou-se uma concentracé@o de nitratos
de 21 mg/kg, o que por sua vez, € muito idéntica a obtida no estudo em 2016, feito por Bahadoran et
al. (2016), que obteve o valor de 19 mg/kg. Por outro lado, no estudo feito por, James et al. (2008)
obteve-se valores de 54,9 mg/kg para a concentracdo de salsichas Frankfurt, esta discrepancia de

valores ser causada pelo tipo de salsichas analisadas (Bahadoran et al., 2016; Hsu et al., 2009).

Ainda no estudo de Bahadoran et al. (2016), determinou uma concentracdo muito baixa de
nitratos no leite gordo e magro (1 mg/kg) e no queijo (3 mg/kg) analisado. Apesar dos valores obtidos
neste estudo para ambos os alimentos, leite gordo e magro (apenas uma amostra) e queijo
apresentarem valores abaixo do limite de detecdo (<3 mg/kg), estes estdo de acordo com o estudo
Bahadoran et al. (2016).

Em relacdo a batata, foram observados valores muito diferentes nos diferentes estudos. A EFSA
revela concentracdes de 106 mg/kg, e o estudo feito por Bahadoran et al. (2016), concentra¢des de 38
mg/kg. Neste trabalho, analisou-se batata cozida, e obteve-se um valor de 64 mg/kg. As diferengas dos
valores podem ser causadas devido ao “estado da batata”, sendo que a amostra analisada neste
trabalho era “batata cozida” (Bahadoran et al., 2016; EFSA, 2008).
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As diferencas observadas nos diferentes estudos, ndo séo significativas, uma vez que, todos os

teores de nitratos estdo na mesma ordem de grandeza, o que torna aceitavel a sua comparacéo.
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Conclusao

Com o intuito de se estudar a exposicdo da populacdo aos nitratos através do consumo de

alimentos, procedemos a analise de matrizes alimentares obtidas através de um estudo TDS

De forma a se garantir que os resultados obtidos séo fidedignos, foi utilizado um método ja
validado e acreditado no INSA. Foram, no entanto, realizados mais alguns ensaios de validacdo para
mostrar que o método analitico usado é preciso para mais trés matrizes alimentares diferentes: os
“Pratos Compostos”, “Agua e outras bebidas a base de agua” e “Raizes ou tubérculos amilaceos e
produtos derivados, plantas sacarinas”. O coeficiente de variacao obtido foi aceitavel, uma vez que, foi
inferior a 9%. Conseguiu-se também provar que o método € exato, através de um controlo de qualidade
interno, isto &, tendo como base uma analise com valores facultados de forma certificada, como base

de comparagéo.

De modo a facilitar o trabalho, procedeu-se ao estudo da estabilidade da curva de calibracéo,
para ndo se ter que realizar a curva todos os dias. Determinou-se que a curva mantinha a sua
estabilidade, no periodo minimo de 7 dias, a 5 + 3°C, através de um teste estatistico de distribuigdo t-
Student.

J& no estudo das amostras do TDS, todos os resultados obtidos ndo contribuem de forma
significativa para a exposi¢cdo da populacdo a nitratos, visto que a maioria dos resultados foram
inferiores aos limites de quantificacdo e detecdo e os restantes huma mesma ordem de grandeza
(entre 10 e 160 mg/kg).

Apenas a amostra da “salada de alface e tomate”, mostrou resultados significativos (911 mg/kg).
Este resultado deve-se a presenca de alface que pertence ao grupo dos horticolas folhosos. Dos
alimentos analisados neste trabalho, este € o que contribui com maior percentagem para a exposi¢ao

da populacéo a nitratos.

Muitas das andlises foram realizadas como forma de triagem porque ja se suspeitava que nao
teriam nitratos na sua composi¢ao intrinseca, contudo, o estudo do TDS implica analisar todas as

amostras para se obter a avaliagcdo global.

Este estudo contribuiu com a andlise de cerca de 50% das amostras do estudo TDS, para a

avaliacdo da exposicdo, da populagdo portuguesa, a nitratos.
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Anexos



Anexo | - Tabela de grupos de alimentos, baseado no sistema de classificacdo FoOodEx2.

NUMERO GRUPOS FOODEX2
1 Aditivos, aromatizantes e auxiliares tecnologicos para panificacéo
2 Bebidas alcodlicas
3 Gorduras e 6leos animais e vegetais
4 Café, cacau, cha e infusdes
5 Pratos compostos
6 Ovos e ovoprodutos
7 Peixe, produtos da pesca, anfibios, répteis e invertebrados
8 Produtos alimentares para populagdo jovem
9 Fruta e produtos da fruta
10 Sumos e néctares de fruta e produtos horticolas
11 Cereais e produtos a base de cereais
12 Leguminosas, frutos secos, sementes oleaginosas e especiarias
13 Carne e produtos carneos
14 Leite e produtos lacteos
15 Produtos para dietas ndo padronizadas, substitutos e suplementos alimentares ou agentes
fortificantes
16 Temperos, molhos e condimentos
17 Raizes ou tubérculos amilaceos e produtos derivados, plantas sacarinas
18 Acucar, confeitaria e sobremesas doces a base de agua
19 Produtos horticolas e derivados
20 Agua e outras bebidas a base de agua
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Anexo Il — Documento do software Empower (LC Calibration Report) que mostra os resultados
da Curva de Calibracédo (Residuos - %, r e r?).

m LC Calibration Report

Frocessing Method:  S520180607H Syslem: HPLCS

Processing Method ID- 88370 Channal: w2946 2 0.0nm-1,2
‘Calibration I0C 85079 Proc. Chnl. Descar.:  W25936 POA 2100 nmal 1,2
Dale Calbraled 14062018 1050032 Europa/Lisbon
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Arount

Pogx Mamea: Miralos; HAT: 3,783; Fit Type: Unear (18t Order); Cal Curve - 89080; H: 0990239, R=2:
0.983458; Weighling: Mone; Eguation: ¥ = 1,47e+005 X + 6,20e+003; Standard Emor 2,04 44E9e-004

Peak: Miratos
Sampie Mame | Result & | Peak Name | Level | X value | Response Eu’:e DH"":"J" Manual | ignare
e EA084 | Niralos 1,000 | 156996.001| 1025]-245 |Me Mo
2 [P E908E | Niratos 1,000 | 156644502| 1023]-222 M Mo
3 [Pz E9031 | Niratos 2000 | 283773500 1956|228 W |
4 P2 E9094. | Niratos 2000 | 2sazdmsoz| 1989211 W |
5 |Pa 9057 | Miralos 4000 | 502601,500| 3983|029 N |
&P E2100 | Miratos so00 | sooisasee| agrz|o7i N Mo
7 | Pa £9103 | Niratos 000 | 929678507 | 6281|-442 M [0
8| pa B9106 | Miratos G000 | #7&7ar.50s| 5907|157 M |
Reported by Leer: Hsa Vasco (Evasca) Project Name:  RalerancisiNiratos
Report Method: LG Caliraton Regport Dite Frintad:
Repart Method ID 13270 14-06-2013
Page: 1 af 2 10-54:24 Europa/Lisbon
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Peak: Nitratos
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Raport Mathod: LT Caliorefon Repord
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Page: 2 of 2
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Anexo Il - Folha para célculo da concentracao de nitratos, em mg/kg, das amostras do

estudo da repetibilidade.

PARAMETRO:
M2 Data de Entrada:
Amaostra:

Observacfes:

Nitrato

139

Batata Cozida
S520190208M2

Toma de Amostra

2 3 4

Data de analise:

06-02-2019

Executante:

ACR

Pasta MN®

0318

Diluicdo na técnica

Rectas de Calibracio: Y{area) vs
¥(pg/mL)

Residuos =10 %

Sim

Coeficiente correlagio (r)=0,995

Sim

Toma da amostra (g)

10,3910

10,3664 | 10,1090 | 10,4335

10,5204

10,4716

Wolume em gue a amostra é
diluida {mL}

200

200 200 200

200

200

Diluicdo posterior

Concentracdo Sol. Analisada
(pg/mL)

3,4960

3,4930 3,3810 3.,6400

3.,5380

3,7130

Concentracio da Toma de
Amostra (mg/kg amostra)

67,2830

67,3908 | 66.8909 | 69,7752

67,2598

71,0302

Concentragao Média da
Amostra (mg/kg Amostra)

68,2727

repetibilidade (CV=5%)

oK

r (repetibilidade)

13,6545
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Anexo |V - Folha para calculo do desvio padréo relativo da repetibilidade (RSDr).

MNatureza da

amostra 139
. Descrigdo da
DADOS DE PRECISAO amostra Batata Cozida - Nitratos
Método MNitratos
DADOS / série | 5520191206N2 | $520190207N2| S520190208N2
Preencher as células verdes data de analise 06-02-2019 07-02-2019 08-02-2019
série(i) 1 2 3
n
1 72,3647 71,5984 67.2890
2 70,2719 70,8912 67,3908
3 69,0600 70,9179 66,3909 , , 3
4 67.0830 70.4708 69,7752 S = Mm(S')
5 68,2946 70,6167 67,2598 n I
6 67.4707 71,3273 71,0302
MN°ensaios por Operador n 6 6 6
Média X 69.0908 70.9704 66.2727 7 _2,8. SQ
Desvio Padréio S 1,969989867| 0425582993  1.705420993 ' rt
2
Varifncia S 3,880860077)  0.181120884)  2.908460764
CV% Cve% 2851304867 0599662757  2.497956049
Desvio padrdo da S
repetibilidade ri 1,969989867
v2
Varidncia da repetibilidade ;S . 3,880860077
Limite de repetibilidade ¥ 5.515971628
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Anexo V - Folha para calculo do desvio padrao relativo da preciséo intermédia (RSDr).

lNatureza da
amostra 139
Descricdo da
amostra Batata Cozida - Nitratos
DADOS DE PRECISAO Método Nitratos
DADOS { série |5520191206M2 SS520190207M2 S5520190208M2
data de andlise | 06-02-2019 07-02-2019 08-02-2019
série(i) 1 2 _ 3
n Yin (y-v) Yin (v-1) Yin -7
1 7236471516 | 2.920093242 | 7159843807 | 2153616148 67,2690001 | -2,155621822
2 70,27188068 | 0.827258758 | 70,89117823 | 1,446556308 | 67,39080105 | -2,053820868
3 69.05999514 | -0,384626776 | 7091791323 | 1.473291315 | 66,89088931 | -2.553732611
4 67,08297947 | -2,36164245 | 7047077827 | 1,026156355 | 6977524321 | 0.330621289
] 66.29460417 | -1.150017743 | 70.61668682 | 1,172064902 | 67.25980001 | -2.18482191
5 674707357 | -1,973886214 | 71,32734085 | 1,882718935 | 71,03021506 1,68569314
N® de ensaios por operador n 5 6 5
Wédia dos ensaios de todos os _,
operadores (M ensaios) .,1 79 44462192
Numero total de determinacies total N 18

> -y 57.81206072

Desvio padrdo da precisio intermédia SP!_ 1 844101259
Varidncia da precisdo intermédia ;." 3 400709454
Limite de precisdo intermédia P ; 5163483526
oV v 2,666499027]
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Anexo VI — Folha de Célculo da concentracdo de Nitratos (mg/kg).

PARAMETRO:
M Data de Entrada:

Nitratos

89

Amostra: Bolachas de agua e sal
Observacies: S520190130M1 S520190131N

Toma de Amostra 1 2 3 4 5 B
Data de inicio analise: 30.01.2013 30.01.2019
Executante: ACR ACR
Pasta MNe- 319 319
Diluigdo na técnica
Rectas de Calibragdo: Y({area)
vs X[pg/mL)
Residuos = 10 % Sim Sim
Coeficiente correlagdo (r)=0,993 Sim Sim
Toma da amostra (g} 50362 | 50110 | 50033 | 50362 | 50110 | 50033
Wolume em que a amostra é
diluida (mL) 200 200 200 200 200 200
Concentragdo do padrio
(ug/mL) 1000 1000
Wolume do padrio adicionado
(mL) 1,5 1.5
Diluigdo posterior 1 1 1 2 2 1
Concentracdo Sol. Analisadas

i 0,6690 0,5660 8,4200 1,4780 1,2930 8,4980
(hg/mL)
Concentra¢do da Toma de 26,5677 | 22,5903 | 3365779 | 29.3475 | 25.8032 | 339.6956
Amostra (mg/kg amostra)
Concentragao Média da
Amostra (mg/kg Amostra) 24,5790 27,5754
Repetibilidade (CV,=5%) Repetir 0K
Taxa de recuperaco (%) 104 1 104 1
r (repetibilidade) 25 4202 258330

Data fim de analise
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Anexo VII — Cromatogramas de amostras analisadas.

0.06-

0,06

Al

0.0

0.02-

0.00 1 _._,\_,_/Ir\‘--._l‘\-._._,_ S

Figura lll.I- Cromatograma da amostra da salada de alface com tomate, apresentada no tempo de reten¢éo=

5,664min;
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Figura lIl.1I- Cromatograma da amostra da salada de alface com tomate com adi¢do de padrao, apresentada no

tempo de retengéo= 5,657min;
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Anexo VIII - Artigo publicado no Boletim Epidemiolégico do INSA, em 2018.
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Introcugéo

O mitrato ocorre ratuwraimento mas plantas onde @ acumulado.
O potorcal para acumulaglo dopende do varios fatores bict-
oos o abidtioes 6 nas plantas, & nes fichas guo 56 ancontra 2
maior concaniragdo om ritrato. As zamantes, frutns o b
oulos apresantam, na suz maona, ipores mais redurdos. Os
niratos =8o uzados na agnoddturz como fortizanto ¢ no pro-
csasamanto de almentos como aditvo almentar, romeada-
mente, am cames (1,

Embora oz nitratos nlo seam aperentameanta K000, 05 s0Us
metabolitos o produtos da reegle, como por mempla, o ritri-
o, 0 (eido N0 ¢ 25 mittsaminas lornam et scbatancis
do mportanca regulatcria devido &3 suas implicagies poton-
camente adversas ra saids, come @ matzhemoghobiramiz o
a carcnogansea |43, No entanto, algurs autores refaram que
a corvarslio do mitraio am nitrio desampenha um arportante
pepel antimicrobiano no eettmago P @ que owmos matabok-
tos do nitralo tam papdis isclogices/rmacoldgicos raovan-
tos m sadda 14,

A axposipdo humeana 2o ritrao 6 principdmante caogens
msuka do consumo da produtns hortioolas ¢ frutes eorme do
50-20%) ¢, em mence ascale, do dgus © do 2lmentos procss-
nados (1),

Deste modo, conziderando o risoos associados 3 ngostio
da ritrato, foi fanda uma dose didnz admissivel [DOA] de
3,7 mg/hg do peso corporal/da jaepresss om o nivao). O Ra-
gulamanio (CE) r* 188 1/2005, do 99 do daramiro, fxa tambem
DOres MANMOs para 0 nitto om espinabes, om afeco o om
produtos & haso de corceis bem como em dimenios pera
bobés, destrades 3 bolanies o orangas jovwers. Como a5 con-
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