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Resumo

A crescente utilizacdo de nitrito e nitrato nas industrias alimentar e agricola, como conservantes
e fertilizantes, continua a ser motivo de inquiectacdo devido & sua atuagdo como precursores de
compostos potencialmente cancerigenos, nomeadamente, as N-nitrosaminas. Usualmente, a ingestao de
nitrito e nitrato ¢ estimada pela soma das concentracdes destes analitos nos diferentes alimentos, ndo
refletindo as interagdes entre os diversos alimentos nem a variagdo de concentragcdes para 0 mesmo
alimento. Nesta dissertacdo, pretende-se avaliar o risco de ingestdo de nitrito e nitrato, utilizando
amostras que simulem a diversidade do consumo alimentar, admitindo uma dieta mediterranea. Para tal,
estes analitos foram extraidos, em agua quente, recorrendo a agitagdo magnética, de refeigoes
provenientes de uma cantina escolar, previamente trituradas. Utilizando a técnica de cromatografia de
troca ionica com detecdo UV-Vis a 205 nm, determinaram-se as concentragdes de analito,
posteriormente utilizadas na avaliagdo de risco. Para além da concentragdo de analito, foram ainda
simulados o peso do utente e peso da refeicao, pelo método Monte Carlo numa folha de calculo MS-
Excel. Concluiu-se, pela analise de 50 refei¢des e 9999 simulagdes, que existe um risco de 0,16 % de
ultrapassar a dose diaria admissivel para o consumo de nitrato, admitindo somente o consumo de duas
refei¢des da cantina por dia. Nao foi possivel confirmar a presenga de nitrito.

Palavras-chave Nitrito, Nitrato, Avaliacao de risco, método de Monte Carlo, Refei¢oes.
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Abstract

The growing use of nitrite and nitrate in food and agriculture industries as preservatives and fertilizers,
is still a source of discomfort due to its action as precursors for potential carcinogenic molecules such
as N-nitrosamines. Usually, ingestion of nitrite and nitrate is estimated by the sum of the concentrations
of these analytes in the different components of the dish, without consideration for the interactions
between them or the change in concentration for the same component. On this dissertation, the risk of
nitrite and nitrate ingestion was assessed in samples that reflect human consumption, considering the
Mediterranean diet. The extraction of these analytes from meals sourced from a school canteen was done
using hot water and magnetic agitation. Concentration of analyte was determined by ionic exchange
chromatography with UV-Vis detection at 205 nm. These concentrations, the weight of the consumer as
well as the meal weight were all simulated by application of the Monte Carlo method on an MS-Excel
spreadsheet. Through the analysis of 50 meals and 9999 simulations, it was concluded that there is a
0.16 % chance of consuming over the acceptable daily intake stipulate for nitrate consumption, by
exclusive consumption of two canteen meals a day. It was not possible to confirm the presence of nitrite.

Key-Words Nitrite, Nitrate, Risk Evaluation, Monte Carlo method, Meals.
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1 Introducio

A 17 de agosto de 1972 foi publicado, em Portugal, o Decreto-Lei n.° 314/72,! um
diploma que visa a rotulagem de géneros alimenticios pré-embalados, com o objetivo de definir
e sistematizar, no ambito da defesa do consumidor, certos principios, estabelecendo uma
“generalizacdo que lhe confira maiores eficdcia e alcance”. De todas as mengdes que sdo
obrigatorias constar no rotulo destaca-se a “relagdo dos ingredientes”. A populacdo utiliza esta
informacgao para diversos fins, nomeadamente, calcular a quantidade de proteina consumida,
pratica comum em individuos que praticam desporto, € cada vez mais utilizada por pessoas que
praticam uma dieta vegetariana e procuram substituir a proteina animal por vegetal. Doentes com
diabetes e até mesmo hipertensos beneficiam da informagdo disponibilizada na rotulagem
relativamente a quantidade de aglicar e sal. Estar atento a quantidade de acucar ¢ uma pratica
também comum em figuras parentais responsaveis pela alimentacao de menores. Recentemente,
com a expansdo do mercado da comida processada, verifica-se uma crescente preocupagdo com
a utilizagdo de aditivos e conservantes. No seguimento deste interesse sobre o que ingerimos, este
trabalho visa avaliar o risco e exposi¢do a nitrito e nitrato em refeicdes de uma cantina escolar.

O nitrito e o nitrato sdo anides com um papel multifuncional no metabolismo das plantas
e seres humanos, sendo por isso considerados essenciais a vida. Para os humanos, o consumo de
nitrato’ leva a uma diminui¢do da pressdo sanguinea, a uma maior resisténcia a insulina e
tolerancia a glucose, para além dos diversos beneficios para o sistema cardiovascular. Os
alimentos sdo a principal fonte de exposi¢do ao nitrato,’ em particular, os produtos horticolas
representam 80 % a 94 % de todo o nitrato ingerido na dieta humana. A produgdo endogena ¢ a
principal responséavel pela exposi¢io humana a nitrito,* em particular, cerca de 80 % dessa
exposi¢do provém do processo de salivacdo na cavidade oral. Somente 5 % do nitrato consumido
é reduzido a nitrito pelas bactérias saprofitas presentes na lingua.*

Inicialmente, a escolha destes analitos aparenta ser algo heterodoxa, mas a ampla
utilizacdo dos mesmos na industria alimentar e agricola esclarece-a. Na industria alimentar, os
seus sais de potassio e sodio atuam como aditivos (E-249 a E-252) no fabrico de produtos curados,
maioritariamente carneos. O processo de cura® é uma técnica de preservagdo de alimentos que
remonta a Antiguidade e consiste na utilizag@o de sais de nitrito e/ou nitrato para reduzir o teor
em agua disponivel para atividade biologica no alimento. Os principais beneficios da utilizagdo
destes sais s3o a conservagdo por inibi¢do do crescimento de microrganismos® como Clostridium
botulinum — que pode originar intoxicagdes alimentares, ¢ o enaltecimento de caracteristicas
organoléticas’ como o sabor, o cheiro € a cor. Atualmente, a utilizagdo destes aditivos encontra-
se legislada pela Unido Europeia para uma variedade de produtos e processos mais comuns.
Considerando os diferentes processos de cura tradicionais, foram estabelecidas restrigdes
especificas. A titulo de exemplo, para os produtos carneos entremeada, entrecosto e toucinho
fumado, o valor de limite maximo que pode ser adicionado de nitrito de potéassio® (E-249) e nitrito
de sodio (E-250) é de 175 mg kg''; e o valor de limite maximo para nitrato de potéassio’ (E-251)
e nitrato de sodio (E-252) é de 250 mg kg'. Na industria agricola, o uso excessivo de fertilizantes
azotados'® popularizou-se como resposta a produ¢do em massa, originando uma acumulagdo de
nitrato nos vegetais. A quantidade de nitrato acumulado depende de varios fatores como o tipo de
fertilizante e o seu modo de emprego, o tamanho da colheita, tempo de armazenamento, fatores
genéticos, exposi¢ao solar, temperatura, entre outros. Por exemplo, em climas mais solarengos e
quentes, a acumulagio de nitrato>!° em vegetais € menor. A quantidade de nitrato ingerida por
consumo de vegetais depende da parte do vegetal consumida e do modo de confecdo. Por estas
razdes, a mesma espécie pode apresentar uma vasta gama de concentragcdes deste ido, por
exemplo, o espinafre pode apresentar teores!'? entre 2 mg kg™ ¢ 6700 mg kg™! de NOs~.
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Apesar do nitrato ndo ser prejudicial a saude, inclusive cerca de 70 % ¢ expelido através
da urina, a sua conversao em nitrito, que é toxico e, por sua vez, se transforma em N-nitrosaminas,
torna-o num precursor de moléculas com potencial maligno. Um dos principais riscos associado
a presenga de nitrito no organismo ¢é a sindrome!! do bebé azul, onde o nitrito oxida o ido Fe?*,
presente na hemoglobina, a Fe** formando a meta-hemoglobina, uma proteina incapaz de
transportar oxigénio, levando & morte por asfixia em criangas com menos de um ano de idade
visto que estas ainda ndao possuem a meta-hemoglobina redutase. A formacdo de N-
nitrosaminas>!? ¢ estimulada em meios 4cidos, como o estdmago, onde o nitrito adquire um
protdo, formando o acido nitroso. Este acido é extremamente reativo e interage com outros
elementos presentes nos alimentos consumidos como o carbono, enxofre e oxigénio, iniciando o
processo de nitrosacao, ou seja, conversdo de compostos orgéanicos nos seus derivados nitrosos.
Quando o componente organico € uma amina secundaria, este processo leva a formagao de N-
nitrosaminas. Esta rea¢do poderia levar-nos a acreditar que um alimento com uma maior
quantidade de nitrato ou nitrito representaria um maior perigo para a saude. Apesar disto,
alimentos horticolas,'>!® ricos em nitrato, contém também componentes inibidores do processo
de nitrosagcdo como as vitaminas, em particular C e E, os antioxidantes e os polifendis. Por outro
lado, os produtos carneos'? apresentam quantidades superiores de aminas secundarias e alto teor
em ferro, estimulando o processo de nitrosagdo e aumentando o seu potencial cancerigeno.
Eventualmente, uma grande diversidade de grupos substituintes nas aminas secundarias resultara
numa igual diversidade de nitrosaminas, tornando a sua monitorizacao e avaliagdo de risco para
a saude extremamente dificil. Desta forma, a Unido Europeia decidiu monitorizar os percursores:
nitrito e nitrato. Por exemplo, a alface (exceto a “iceberg”) pode ter um valor maximo de nitrato'
até 4 000 mg kg!, caso seja colhida de 1 de outubro a 31 de margo ¢ cultivada ao ar livre. Para
além disto, a Unido Europeia estabeleceu ainda valores para a dose diaria admissivel de
3,7 mg kg! de peso corporal para nitrato € 0,07 mg kg™ de peso corporal para nitrito.'

Maioritariamente, os estudos que examinam a ingestao destes analitos focam-se somente
num alimento em particular, como espinafre, alface ou salsicha, ainda que exista comparagao
entre varias tipologias, quer em termos de espécie vegetal ou animal, local de colheita, ou método
de processamento. Estes resultados ndo refletem a quantidade ingerida por refeicdo e,
consequentemente, ndo € possivel determinar um valor didrio comparavel com a dose diaria
recomendavel. Outros estudos, onde ja ¢ considerada a dieta do consumidor, calculam a
quantidade didria consumida de nitrito e nitrato por pessoa, utilizando valores obtidos
experimentalmente, presentes na literatura. Este método € desvantajoso, uma vez que a quantidade
destes analitos presente nos alimentos esta dependente de diversos fatores, previamente descritos,
e a eventual ingestdo estara também dependente do método de confegdo'® destes alimentos, onde
se refletem varias diferencas culturais. Estas desvantagens somam-se as dificuldades ja
apresentadas nestes estudos, como a dificuldade do consumidor em relembrar todos os alimentos
consumidos e o controlo das quantidades consumidas devido ao recurso a medidas caseiras, como
a “pitada” ou “punhado”. Pysz!” contornou estes problemas utilizando como amostra refei¢des
preparadas por instituicdes que tém em conta proporgodes, cozinha local e produtos sazonais, neste
caso por varios orfanatos sediados na Poldnia.
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1.1 Meétodos de extracao de nitrito e nitrato em amostras alimentares

Como os ides nitrito e nitrato sdo soliveis em agua e absorvem a um comprimento de onda
de 205 nm, o processo mais comum consiste em extrai-los para uma fase liquida e proceder a sua
analise por métodos espetrofotométricos.>!*!*!1? Considerando a amostra no estado solido, os
analitos podem ser extraidos para uma fase liquida através de varias técnicas de extracado,
destacando-se a extragdo por utilizagdo de ultrassons (UAE), de micro-ondas (MAE), de fluido
supercritico (SFE) ou por fase so6lida (SPE). Convenientemente, o método mais comum de
extracdo de nitrito e nitrato em amostras alimentares implica apenas a utilizagdo de agua quente,
inclusive, o procedimento recomendado pela norma europeia'® EN 12014-4:2005 inclui a
utilizacdo de 4gua a uma temperatura entre os 50 °C e 60 °C. Nesta norma ¢ ainda mencionado o
uso de acetonitrilo com o intuito de remover interferentes. Para uma aplicagao semelhante, podem
ser utilizados outros reagentes como o reagente de Carrez, para a precipitagdo de proteinas, ¢
carvio ativado.'®"

1.2 Determinacio de nitrito e nitrato em amostras alimentares

Ao longo dos anos estudaram-se varias técnicas para otimizar a determinagdo de nitrito e
nitrato em diversas matrizes, entre as quais espetrofotometria, potenciometria, polarografia,
eletroforese capilar e cromatografia'®. Segundo a Autoridade de Seguranga Alimentar e
Economica (ASAE),? os principais métodos utilizados na analise de nitrato sdo a cromatografia
i0nica, a potenciometria -elétrodo seletivo de nitrato, e a espetrofotometria de absor¢do molecular,
preferindo-se os métodos espetrofotométricos devido a relacao sensibilidade-custo e a facilidade
de manuseamento.

O método de Cataldo?!, vastamente utilizado na quantifica¢do de nitrato em alface, baseia-se
na formacdo de um composto colorimétrico que absorve a um comprimento de onda de 410 nm.
Este composto ¢ sintetizado a partir da nitrosagdo de acido salicilico e, neste método, os anides
amonio, nitrito e cloreto ndo atuam como interferentes. E vantajoso devido ao seu baixo custo,
contudo a necessidade de desidratar/secar a amostra de planta torna a analise demorada.

Um dos métodos espetrofotométricos mais utilizados é o método colorimétrico de Griess. Por
este método,'” o ido nitrito reage com a sulfanilamida (Griess I) formando um sal de diazénio.
Este sal combina-se com N-(1-naftil)-etilenodiamina (Griess II) levando a formacdo de um
composto croméforo detetdvel a comprimentos de onda compreendidos entre 520 nm!'¢ e
540 nm??. A sua principal desvantagem ¢é ndo ser possivel quantificar o ido nitrato diretamente,
sendo necessario reduzi-lo a nitrito'® com recurso ao cddmio metalico, sob a forma de pos,
esponjas ou de colunas. Apesar de se tratar de um método moroso,'® ainda ¢ utilizado uma vez
que o avango da tecnologia permitiu a sua utilizacdo em fluxo, levando a uma redugao do trabalho
e tempo despendido para a analise. Em muitas aplicagdes foi substituido por técnicas como a
cromatografia de troca ionica (IC).

1.2.1 Métodos cromatograficos

Como anteriormente indicado, existem diversos métodos analiticos que permitem a
identificacdo e até mesmo quantificacdo de componentes de uma dada amostra, por exemplo, a
espetrometria de massa, espetroscopia molecular, absor¢do atomica e a cromatografia. Os
métodos cromatograficos®® sdo amplamente preferidos na andlise de misturas complexas por
permitem ainda a separagdo de componentes, simplificando a interpretagdo dos resultados. De
forma geral, esta separagdo ¢ realizada por métodos fisicos onde a amostra, incluida numa fase
movel, se move com uma diregdo definida, ao longo de uma coluna cromatografica, interagindo
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com 0 seu revestimento, a fase estacionaria. A diferenca de afinidade entre cada componente
presente na amostra ¢ a fase estacionaria leva a diferengas na velocidade de deslocamento destes
analitos e, consequentemente, a diferengas no tempo em que permanecem na coluna. Este tempo
representa um parametro analitico denominado por tempo de retengao.

O exemplo acima descreve uma cromatografia onde o suporte da fase estacionaria ¢ uma
coluna, contudo também ¢ possivel obter a separacdo de componentes utilizando como suporte
papel, através da técnica de cromatografia planar. Alids, existe uma variedade de sistemas
cromatograficos que dao resposta as diferentes dificuldades analiticas. Estes sistemas podem ser
classificados® pelo suporte da fase estacionaria (cromatografia em coluna ou planar), pela
natureza fisica da fase movel (gés, liquido ou fluido supercritico) e pelo mecanismo do processo
de distribuigdo (partigdo, absor¢do, permuta idnica, afinidade ou exclusdo molecular). A escolha
do método mais adequado € imposta pelas caracteristicas do analito. Para moléculas de pequenas
dimensdes, soluveis em agua e idnicas, a técnica recomendada é a cromatografia por troca
ionica.”

1.2.1.1 Cromatografia de troca iénica

O sistema de cromatografia liquida de troca ionica ¢ constituido, genericamente, por um
reservatorio de solvente, uma bomba, um injetor, uma coluna, um detetor e um sistema de
processamento de dados/software.?

Os solventes utilizados devem apresentar um elevado grau de pureza e quando
necessarias misturas de solventes ou concentra¢des diferentes do mesmo, estas devem ser
preparadas recorrendo a agua ultrapura. O reservatorio de solvente esta conectado a uma bomba,
cuja fungdo ¢ garantir que o solvente e a amostra (fase movel) se movem na mesma dire¢do, a um
fluxo constante pré-determinado pelo operador, via sofiware. Alguns aparelhos permitem a
utilizagdo de dois modos de eluicdo: isocratico (a composicao da fase movel € constante), ou por
gradiente (a fase movel apresenta composicao variavel de dois ou mais solventes ao longo da
analise, indicado para a analise de analitos com polaridades muito diferentes.

A amostra pode ser introduzida no sistema por um auto-amostrador, ou injetada
manualmente. Para garantir a repetibilidade dos resultados é necessario que o volume de amostra
injetado seja igual em todas as analises. Por isso existe o loop, um tubo com uma capacidade
volumica pré-definida, presente na valvula de inje¢cdo. Quando esta valvula se encontra na posigao
de enchimento, o utilizador insere a amostra no sistema, sendo este tubo preenchido pela mesma,
ndo existindo contacto entre a amostra e o solvente. Na posi¢ao de injegdo, o solvente arrasta a
amostra no /oop para a pré-coluna.

A pré-coluna ou coluna de guarda,?

aumenta o tempo de vida da coluna principal,
protegendo-a de particulas, componentes menos soluveis na fase movel, entre outros
contaminantes. Para tal, esta deve apresentar uma fase estacionaria com a mesma composi¢ao que
a coluna principal e um comprimento reduzido, evitando o inicio da separagdo dos compostos.
Apesar de ndo ser essencial ao sistema cromatografico, ¢ frequentemente utilizada uma vez que ¢

economicamente mais viavel a sua substitui¢do face a coluna principal.

Na cromatografia de troca i6nica,? o revestimento da coluna é composto por um gel de
permuta idnica, insolivel em meio aquoso. Este gel permite a separagdo de compostos de forma
que, inicialmente, os anides A*~ da amostra, presentes na fase movel, interagem
electrostaticamente com os ides de carga oposta presentes na fase estaciondria, usualmente um
polimero do tipo [RN(CH3);"OH], como demonstrado no Esquema Reacional 1.1.
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[RN(CH3){OH"] + A - [RN(CH3)}],A* + xOH-
gel fase aquosa gel fase aquosa

Esquema Reacional 1.1 Interacdo eletrostatica entre os anides da amostra presentes na fase movel (4*7) e os
grupos funcionais de amina presentes no polimero ((RN(CH3)3 OH™]) da fase estacionéria.??

Apos isto, os ides do solvente competem com os analitos anidnicos pelos grupos
carregados positivamente a superficie do gel e revertem o Esquema Reacional 1.1. A libertacdo
dos anides da amostra é realizada a diferentes velocidades, mediante a for¢a de interagao com os
grupos positivos do gel, permitindo a separagdo dos analitos no tempo, através do processo de
elui¢do.”

De seguida, estes anides migram até ao detetor. Na cromatografia de troca idnica, o
detetor mais utilizado ¢ o de condutividade, devido a sua resposta universal para ides e pelo facto
de responder de forma proporcional as variagdes de concentragdo. Para além disto, sdo faceis de
manusear e relativamente baratos, existindo um interesse a nivel industrial devido a possibilidade
de miniaturizag¢do. A sua principal limitagdo advém da capacidade de resposta do detetor aos ides
provenientes do solvente utilizado para eluir a amostra. Consequentemente, quando este detetor
¢ utilizado, torna-se necessario um sistema de supressdo que reduza a condutividade do solvente.
Este sistema de supress@o consiste numa coluna supressora revestida com um gel de troca idnica
que converte os i0es do eluente numa espécie com menos condutividade, através da troca de
catides entre o gel e o solvente, como exemplificado no Esquema Reacional 1.2.%

[Gel" HT] + Nat HCO3 - [Gel” Na*] + H,CO04
gel solvente de eluicdo gel nova espécie com baixa condutividade

Esquema Reacional 1.2 Exemplo da substitui¢do de catides presentes no gel de permuta idnica por catides presentes
no solvente de elui¢do e criagdo de uma nova espécie com baixa condutividade.?

A supressdo, para além de aumentar a sensibilidade da técnica aos ides presentes na amostra
através da diminui¢do do ruido da linha de base, consegue ainda converter essas espécies noutras
com maior condutividade, como observavel no Esquema Reacional 1.3.

[Gel" HY] + Na*A*~ - [Gel” Na'] + HYA*~
gel fase aquosa gel nova espécie com alta condutividade

Esquema Reacional 1.3 Exemplo da conversdo de espécies anidnicas em espécies com maior condutividade.?

Para reutilizar a coluna supressora noutras analises € necessario regenera-la através da utilizagdo
de solventes (supressdo quimica) ou da aplicacdo de um potencial a dois elétrodos, predefinido
pelo operador (supressao elétrica).

Apesar das diversas vantagens da utilizacdo do detetor de condutividade, existem
circunstincias em que as caracteristicas das técnicas espetrofotométricas oferecem beneficios
unicos para analise. Primeiramente, atentemos no funcionamento geral de um detetor UV-Vis.
Este detetor utiliza uma fonte luminosa, nomeadamente, uma lampada de deutério, para medic¢Ges
na zona ultravioleta, ou uma lampada de tungsténio, para medi¢des na zona do visivel. Essa fonte
emite uma radia¢do, num comprimento de onda previamente definido pelo operador, que incide
sobre o eluente que sai da coluna, e o detetor mede a sua absor¢do. Esta absor¢do corresponde a
absor¢do da amostra, uma vez que os solventes utilizados na elui¢do ndo absorvem luz, ou
absorvem muito pouco. Como apenas um nimero limitado de ides de baixa massa molecular
consegue absorver luz e essa absor¢do nao ¢ uniforme em todo o espetro, a escolha do
comprimento de onda oferece a técnica uma alta seletividade.?

Os valores medidos de absorvancia (ou de condutividade) pelo detetor, sdo convertidos
em informacdo digital por um computador e software que tragam um grafico dessas medigdes em
funcdo do tempo, denominado por cromatograma (Figura 1.1). Cada componente separado pelo
sistema cromatografico ¢ representado no cromatograma por um pico de aspeto gaussiano
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caracterizado por um tempo de retengdo, que permite a sua identificagdo, e por uma area, que
permite a sua quantificagdo.
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Figura 1.1 Sobreposi¢ao dos cromatogramas obtidos para uma mesma solug@o que contém simultaneamente os ides
cloreto, nitrito e nitrato. No cromatograma de detecdo por condutividade, da esquerda para a direita, os picos
correspondem aos ides cloreto, nitrito e nitrato. No cromatograma de dete¢do por UV-Vis, da esquerda para a direita,
os picos correspondem aos ides nitrito e nitrato. Ambas as analises foram realizadas pelo mesmo sistema
cromatografico.

O cloreto (id0 usualmente presente nas refeigdes), para além de ter um tempo de retencao
muito semelhante ao do nitrito (Figura 1.1), encontra-se em concentra¢des muito maiores, o que
poderia impossibilitar a separacdo entre estes componentes e, eventualmente, comprometer a
analise. Neste trabalho, ao utilizarmos um comprimento de onda de 205 nm, recomendado pela
norma europeia'® EN 12014-4:2005, conseguimos eliminar o interferente cloreto e detetar em
simultaneo os ides nitrito e nitrato.

1.2.1.2 Confirmacao da identidade de analitos numa amostra complexa

A identificac@o dos componentes dos cromatogramas presentes na Figura 1.1 ¢ evidente,
considerando tratar-se de uma analise a uma solugdo de composi¢do conhecida. Em amostras
desconhecidas, os componentes sdo identificados pela comparagdo do seu tempo de retengdo no
cromatograma da amostra com o seu tempo de retencdo no cromatograma de uma solucdo de
composi¢ao conhecida, geralmente designada por calibrador ou padrio.

Na realidade, o tempo de reten¢do depende de diversas condi¢des experimentais, como a
velocidade do fluxo do eluente e da propria composigdo da amostra. Por isso, existe uma panoplia
de situacdes em que a identificagcdo pelo tempo de retencdo nao é imediata, sendo as principais
causas o desempenho do sistema cromatografico e/ou a complexidade da amostra.

Em circunstancias onde dois analitos em estudo apresentam coeficientes de parti¢ao, K
semelhantes, ou seja, o equilibrio entre as espécies do soluto presentes na fase movel, cum e as
espécies do soluto presentes na fase estaciondria, cs se d4 a um ritmo idéntico para ambos 0s
analitos (equacdo (1.1)), a sua velocidade de migracao na coluna sera semelhante, originando
picos adjacentes com tempos de retengdo proximos.>

Cs
K= o .1
Quando os tempos de retengdo de dois compostos sdo muito proximos € 0s seus picos se
sobrepoem, passa a ser impossivel garantir a identificagdo dos componentes € uma possivel
analise quantitativa. Nestes casos, a analise ¢ apenas possivel caso se otimizem as condi¢des
cromatograficas de modo que os picos de interesse se separem. A resolucdo, Rs ¢ uma combinagdo
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dos conceitos de seletividade e de eficiéncia. A seletividade, « ¢ definida pela razdo entre o
coeficiente de parti¢do do soluto B, Kg com maior afinidade para a fase estaciondria, ¢ o
coeficiente de parti¢do do soluto A, Kx como se observa na equagio (1.2).2 Essa equagdo pode
ser simplificada, utilizando o fator de capacidade do soluto, £’ até conseguirmos calcular a
seletividade através de parametros como o tempo de retengao, #, tempo que o analito demora a
percorrer a coluna desde 0 momento em que ¢ injetado e até chegar ao detetor, e o tempo morto,
tm que corresponde ao tempo em que os compostos que ndo sdo retidos na coluna demoram a
chegar ao detetor, imediatamente apds o inicio da eluicdo. Quanto maior a seletividade, maior a
separagdo entre os picos correspondentes aos compostos A e B.
trg — tm
_Kg kg tm tr8 = tm

a_K_A=E=trA_tm=trA—tm a.2)

tm

A eficiéncia, N de uma coluna cromatografica permite avaliar a capacidade da coluna em manter
os picos gaussianos, independente da migracdo dos analitos ao longo da mesma, ou seja, a
capacidade de evitar o fendmeno de alargamento das bandas para picos com tempos de retengdo
mais elevados. Esta eficiéncia ¢ dada pela razao entre o comprimento da coluna cromatografica,
L e a altura do prato tedrico, H, representada na equagdo (1.3). A teoria dos pratos teoricos
pressupde que o equilibrio entre as moléculas de soluto presentes na fase estaciondria e as
moléculas de soluto presentes na fase movel ocorre numa série de estagios separados,
denominados por pratos tedricos. A simplicidade deste modelo levou a criagdo da teoria das
velocidades, onde a elui¢do ¢ considerada um fenémeno dindmico e o célculo para a altura do
prato teérico é mais complexo, envolvendo a contribui¢do de varias componentes como o efeito
do caminho multiplo, efeito da difusdo molecular longitudinal e o efeito de resisténcia de massa.?

N = (1.3)

L
H
Consequentemente, a resolucdo, pode ser calculada através de uma formula simplificada,
exemplificada na equacdo (1.4), utilizando os pardmetros de seletividade e de eficiéncia. Quando
o valor obtido € superior a 1,5, diz-se que os compostos se encontram resolvidos. Tendo em conta
toda a informagdo mencionada, facilmente se deduz que a alteragdo das condicdes
cromatograficas pode conduzir a uma melhor separacdo dos componentes da amostra,
nomeadamente, utilizar uma fase estaciondria diferente ou alterar a composi¢ao do eluente de
forma a aumentar o coeficiente de separagdo para o soluto B e, por consequéncia, aumentar a
seletividade. O aprimoramento da separagdo ¢ de extrema importancia pois permite a
determinagdo fiavel de varios componentes.?

_ \/N a—1 k,B
Rs == (T) x (W) 14

Em amostras muito complexas, a matriz apresenta uma multitude de componentes que
podem interagir com os analitos em estudo, ou até mesmo com o sistema cromatografico,
provocando desvios significativos ao tempo de retencdo expectavel para esses analitos. Estes
desvios dificultam a identificagdo por comparagdo do tempo de retengdo do analito na amostra
com o tempo obtido na andlise de solugdes padrao. O fendémeno denomina-se “efeito matriz” e,
nestas circunstancias, a forma mais eficaz de identificar um analito que apresente uma matriz
desconhecida ou impossivel de replicar, ¢ através de ensaios de recuperacdo. Espera-se que, para
além da concordancia de tempo de retengdo do analito na amostra com e sem adigao, a diferenca
entre a concentracdo de analito obtida na analise da amostra antes e depois da adigdo de solugdo
padrdo, corresponda a quantidade de solu¢ao padrao adicionada. Caso isso nao se verifique, ndo
¢ possivel proceder a identificagdo e quantificagdo. A recuperacdo, R é dada pela divisdao do teor
estimado de analito, ¢ pelo teor esperado de analito, C como se verifica na equagdo (1.5).
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Recomenda-se que ambas as concentracdes, tanto da amostra como da amostra fortificada,
estejam incluidas na gama de trabalho.

c
R (%) = z X 100 (1.5)

1.2.1.3 Quantificacdo dos analitos presentes na amostra

Em cromatografia de troca ionica, existem gamas de concentracdo de analito onde se
verifica que as areas obtidas aumentam proporcionalmente com a concentracio.
Consequentemente, a quantidade de analito pode ser estimada através de uma fungdo** que
descreva a relagdo entre as areas obtidas e a concentragdo de analito, denominada por curva de
calibragdo. Para construir uma curva de calibragdo sdo necessarios calibradores, ou seja, solugdes
com concentragdes conhecidas de analito numa matriz adequada.?® Essas concentragdes®* devem
ser equidistantes e estipuladas de modo que a concentragdo de analito na amostra esteja incluida
nessa gama. A curva de calibracdo pode ser mais ou menos complexa, dependendo do grau do
polindmio de maior expoente da fungdo que a define, sendo que, quando a relagdo entre a area e
a concentragdo do analito ¢ linear ou, por outras palavras, o termo quadratico ¢ desprezavel, a
curva pode ser representada genericamente pela equagao (1.6).

y=a+bx (1.6)

Caso se utilize 0 método dos minimos quadrados, a ordenada na origem, a ¢ dada pela
equacdo (1.7) e o declive, b pode ser determinado através da equagdo (1.8). As variaveis x; e y;
representam as concentragdes e sinais a i-ésima leitura de calibradores, respetivamente. x ¢ y
representam a média dos valores x; e y;. Apds isto, podemos estimar a concentracdo do analito
presente na amostra, x, substituindo a area do seu pico y. na equacdo (1.6), e resolvendo-a de

1 —-a
forma a isolar x, de modo que x, = yT' 24

a=y—bx a.n

PR EEINCTES))
2 (i —%)?

b= (1.8)
Fundamentalmente, este método visa a minimizac¢ao da soma dos quadrados da diferenga entre os
valores experimentais, y; € os valores do sinal instrumental, J; previstos pela equagao dareta (1.9),
designados por residuais (y; — 3;).

yi =a+ bxi (1.9)

1.2.1.4 Validacdo do método instrumental de analise

O método dos minimos quadrados pode ser aplicado desde que a incerteza associada aos
calibradores seja adequadamente baixa, os dados sejam homoscedasticos e a relagdo entre a
concentragdo de analito (x) e a 4rea do pico (y) seja comprovadamente linear.?* Assim, a incerteza
padréo relativa dos sinais ndo deve ser superior a 1/3 ou 1/5 do desvio padrio relativo da razdo
dos sinais para todos os pares possiveis de calibradores.”> Para confirmar a linearidade dos
resultados é necessario avaliar os dados experimentais relativamente a presenca de valores
aberrantes, a homogeneidade de varidncias da resposta instrumental e a qualidade de ajuste dos
dados experimentais.?*

A presenga de valores aberrantes nos sinais replicados dos calibradores pode ser avaliada,
por exemplo, pelo teste de Grubbs para valores aberrantes tnicos. Este teste compara a diferenca
entre o menor valor medido ou o mais elevado e a média, com o desvio padrdo dos resultados.
Quando o valor obtido pelo teste ¢ superior ao valor critico tabelado para n observagdes e nivel
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de confianga escolhido, conclui-se que o valor medido ¢ aberrante tinico. Porém, quando nao séo
detetados valores aberrantes unicos, deve-se averiguar a presen¢a de valores aberrantes
emparelhados. Nesse caso, é necessario aplicar o teste de Grubbs emparelhado. Este teste consiste
na determinacdo da redug@o percentual do desvio padrio que compara o desvio padrio da
totalidade dos resultados com o desvio padrao excluindo as duas observagdes mais altas ou as
duas mais baixas. Quando o valor obtido pelo teste é superior ao valor critico para n observacdes
e nivel de confianga escolhido, admite-se a existéncia de valores medidos aberrantes
emparelhados. Por ultimo, salienta-se que os pontos experimentalmente obtidos ndo devem ser
rejeitados devido, exclusivamente, a resultados de testes estatisticos sendo necessario
discernimento por parte do operador.?*

Para a aplicagdo de modelos ndo ponderados, é essencial que a variancia da resposta
instrumental seja homogénea, ou seja, que os dados experimentais sejam homoscedasticos.?* A
homoscedasticidade pode ser confirmada recorrendo ao teste de Levene, preferido ao teste F por
avaliar as varidncias em toda a gama de concentracdes dos calibradores. Este teste avalia as
variancias da diferenca absoluta entre cada replicado e a média. Quando o valor obtido através
do teste esta acima do valor critico do teste de Fisher para n-1 graus de liberdade e nivel de
confianga escolhido, diz-se que os sinais sdo heteroscedasticos.?* 2

Por ultimo, avalia-se a linearidade da resposta instrumental. A linearidade pode ser
avaliada através de testes estatisticos, por exemplo, pelo teste de >, que verifica se a diferenga
entre os pontos experimentais ¢ os pontos obtidos pela curva de calibragdo pode ser explicada
pela dispersdo dos sinais experimentais que expressam um erro aleatorio puro.?*?’
Frequentemente, sdo tragados graficos de residuais (y; — ¥;) onde se observa a dispersdo dos
sinais replicados em torno do valor zero. Apesar de estes graficos ndo permitirem uma analise

quantitativa, continuam a ser amplamente utilizados devido a facilidade de interpretacdo visual.

1.3 Avaliacio da incerteza da medigao

Um operador, mesmo que inexperiente, consegue averiguar intuitivamente sobre possiveis
erros cometidos durante uma medi¢do através da sua repetigdo e posterior avaliagdo da
concordancia entre replicados. Mesmo sem conhecimento sobre o valor verdadeiro da sua
medig¢do e, portanto, sem capacidade de aferir sobre a exatidao dos seus resultados, esse operador,
ainda que inconscientemente, ficara mais confiante nos seus resultados, caso os replicados
apresentem uma pequena dispersdo. Quando o grau de concordancia entre os replicados € elevado,
consideramos que se trata de uma medi¢do precisa.’*Apesar da confianca do operador nos
resultados obtidos, é necessario quantificar propriedades do sistema que representem a qualidade
desses resultados, possibilitando uma comparacdo objetiva com um valor de referéncia e/ou
outros resultados. Um dos parametros mais utilizados para esse fim denomina-se “incerteza”,
sendo definida pelo Vocabulério Internacional de Metrologia*® como “um pardmetro ndo negativo
que caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a uma mensuranda, baseado na informagao
utilizada”. E consensual que, para uma dada medicdo, o resultado obtido deve ser reportado
indicando o valor medido associado a sua incerteza e nivel de confianga. Essa incerteza,
denominada por incerteza expandida (U), providencia um intervalo de valores onde esta contido
o valor verdadeiro, x para um dado nivel de confianca.*

x+U

A avaliagdo da incerteza da medicdo requer o cumprimento de uma sequéncia de etapas
sistematizadas pelo EURACHEM Guide “Quantifying Uncertainty in Analytical
Measurement”,*® nomeadamente: 1°- definigdo da mensuranda, 2°- identificagdo de fontes de
incerteza, 3%- quantificagdo componentes de incerteza, 4°- combinagdo dos componentes da
incerteza e por ultimo, 5*- célculo da incerteza expandida.
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1.3.1 Definicido da mensuranda

Nem todas as medigdes sdo diretas, sendo que o aumento do nivel de complexidade do
método analitico pode comprometer a comparagao objetiva dos resultados devido a discrepancias
na caracterizacdo da grandeza a medir entre diferentes estudos. Numa situag@o limite, a propria
ambiguidade da caracterizagdo pode constituir uma fonte de incerteza.’® Por essa razdo, quando
se define a mensuranda, ¢ necessario clarificar o objeto de anélise e o parAmetro em estudo.’'A
definicao do valor medido, y deve incluir uma afirmag¢ao inequivoca e uma expressao quantitativa
(1.10) que relacione os parametros dos quais depende, xa, xg € xc também denominados por
variaveis de entrada.’

y = f(xa xB,xc) (1.10)

A funcdo do valor medido pode ser representada por meio de somas e subtragoes, resultando em
expressoes lineares (1.11); ou de produtos e divisdes, resultando em expressdes multiplicativas
(1.12), onde p, r e ¢ representam os parametros que definem y e k; as constantes associadas ao
parametro i. Estes dois tipos de expressdes podem combinar-se num valor medido.

Y =kpp + kpr — ket 1.11)

y=7 (1.12)

1.3.2 Identificacido de fontes de incerteza

Usualmente, a incerteza provém de multiplas fontes incluindo do processo de
amostragem, de interferentes ¢ de aproximacdes realizadas para a execugdo do método analitico.
Inclusive, o aumento da complexidade do método analitico pode dificultar a contabilizacdo de
todas as fontes de incerteza, apesar de nem todas contribuiram significativamente para a
incerteza.*

Para garantir a contabilizacdo de todos os pardmetros ¢ comum a elaboragdo de um
diagrama de causa ¢ efeito, onde um vetor horizontal principal, que representa a mensuranda, ¢
intersetado por vetores obliquos, denominados por ramificagcdes, que representam fontes de
incerteza, ¢ devem incluir os parametros referidos na expressdo quantitativa que define a
mensuranda. A principal vantagem do uso deste diagrama ¢é a simplificagdo do processo e
posterior identificagdo de pardmetros repetidos, evitando a dupla contabilizagdo.*°

Como a analise quantitativa é utilizada em diversas areas de aplicacdo, também a escolha
dos parametros efetivamente considerados fontes de incerteza ¢ variada, de modo a responder as
necessidades analiticas e dependendo dos dados disponiveis. Consequentemente, existem trés
abordagens principais para a identificagdo, quantificacdo e eventual combinacdo de fontes de
incerteza, nomeadamente a bottom up/subanalitica — contabiliza separadamente todas das fontes
de incertezas associadas a erros aleatorios e sistematicos que diretamente afetam o desempenho
das etapas do método analitico; a top down/supralaboratorial- utiliza resultados interlaboratoriais
como forma de avaliar a incerteza para resultados intralaboratoriais; ¢ a supra-analitica/de
reconciliacdo- estima a incerteza com base em pardmetros de desempenho global do método
analitico estimados em ambiente intralaboratorial.>*
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1.3.3 Quantificacdo de fontes de incerteza

Considerando a abordagem subanalitica, as principais fontes de incerteza correspondem
as variaveis de entrada na expressdo quantitativa da mensuranda que, usualmente, estdo
relacionadas com as etapas da metodologia experimental. Para a eventual combinagdo dessas
mesmas fontes, é necessario que estas sejam primeiramente expressas individualmente por meio
de uma incerteza padrio.*

Geralmente, os aparelhos ¢ material de laboratorio utilizados, nomeadamente, pipetas
volumétricas, apresentam um valor nominal de uma incerteza expandida +a, sem meng¢ao do nivel
de confianca utilizado. Para avaliar a incerteza associada a medi¢do, € necessario converter essa
incerteza expandida, numa incerteza padrdo. Caso haja razdes para acreditar na ocorréncia de
valores extremos, ou nao haja informacao suficiente sobre o sistema, assume-se uma distribui¢ao
retangular e aplica-se a equag@o (1.13). Em situa¢des previamente estudadas, onde ndo sdo
esperados valores extremos, assume-se uma distribuicao triangular em que a ¢ dividido por V6. A
situagdo mais comum ¢ a utilizagdo da distribui¢do retangular.’

a (1.13)

A incerteza padrdo de uma pesagem pode ser avaliada pela equacdo (1.14), sendo necessario

conhecer a incerteza padrao associada a calibracao da balanca, ugg‘fb, que resulta da combinacao

da incerteza padrao associada a linearidade e sensibilidade da resposta instrumental e se encontra
indicada no certificado de calibracdo da balanca, £ (equagdo (1.15)); e a incerteza padrio

associada & repetibilidade da balanga, u,.; obtida pelo desvio padrdo de pesagens sucessivas.?!2

u(m) = \/(ugg{ib)z + (up)? (1.14)
. E

ucallb — 115

bal \/§ ( )

Para avaliar a incerteza padrdo associada & medicdo de um volume, u(V) (equagéo (1.16)) é

necessario conhecer a incerteza padrdo associada ao valor nominal do material volumétrico,

calib p

. ~ . N oq eqe . -~ re . ~
uy™'°, a incerteza padrdo associada a repetibilidade da manipulagdo, u, ™ e a incerteza padrao

associada ao efeito da temperatura ul . A u$?'"P associada ao valor nominal do material

volumétrico, ¢ pode ser avaliada pela equagdo (1.17), assumindo uma distribui¢do retangular. A
ul pode ser avaliada pela equacgdo (1.18) onde AT corresponde & variagdo de temperatura nio

controlada considerada e & corresponde ao coeficiente de expansdo térmica.?!?
w) = @iy + ey + @y (116)
ugio = = (1.17)
5 .
. VXATxe
uy = 196 (1.18)

1.3.4 Combinacao de fontes de incerteza

Apos a avaliagdo das incertezas referentes a medi¢des unitarias, os valores obtidos devem
ser combinados originando uma incerteza combinada que representa a incerteza associada ao
valor medido. Esse valor representa uma estimativa da mensuranda, previamente definida. Posto
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isto, existem varios métodos que visam a combinagao de componentes de incerteza, sendo os mais
frequentemente utilizados a lei da propagacdo de incerteza e os métodos numéricos de Kragten e
de Monte Carlo. A lei de propagacdo de incerteza ¢ um método algébrico e, por vezes, de
avaliagdo morosa, que combina as incertezas padrdo das variaveis de entrada resultando num
valor de incerteza combinada. Por outro lado, os métodos numéricos procuram tornar exequiveis
estes processos matematicos complexos, solucionando problemas de calculo por meio de
operagdes aritméticas possiveis de serem aplicadas em folhas de calculo. O método de Kragten®
simplifica a lei de propagagdo de incerteza, aplicando o método de diferenciacdo numérico, e
requer apenas conhecimento dos calculos necessarios para obtengdo do valor medido (y). Em
contrapartida, o método de Monte Carlo*® combina a distribuicdo das varidveis de entrada
resultando numa fungdo de densidade de probabilidade do valor medido, sendo mais rigoroso que
os outros métodos quando o valor medido ndo varia linearmente com o valor das grandezas de
entradas.

1.3.4.1 Leida propagacio de incerteza

A lei de propagacdo de incerteza permite combinar a incerteza de varias variaveis de
entrada, desde que as mesmas sejam independentes entre si e se apresentem na forma de desvio
padrio ou incerteza padrdo.’®> Esta combinagdo ¢ efetuada através de calculos algébricos e
aplicag@o de formulas. Num método analitico complexo, onde existe uma grande quantidade de
variaveis de entrada, as expressdes tornam-se muito complexas e o método de avaliacdo acaba
por ser moroso € muito suscetivel a erro humano. Este método é, maioritariamente, utilizado em

operagdes simples, em particular pesagens e diluigoes.
Se as variaveis de entrada xa, xg € xc forem independentes, a lei da propagacdo de
incerteza propde que a incerteza combinada referente ao valor medido, u.(y) seja determinada

a . . ~ .
através da equagdo (1.19), onde a—y representa a derivada parcial de y em relagdo a i, e u;
x;

L
representa a incerteza associada a variavel i.

2,\° 2,\° 2,\°
uc(y) = (a—y> Uy, 2 + <a—y> Uy, ? + (a—y) Uy, (1.19)
X, XB X,

A C

Quando as variaveis de entrada que permitem obter o valor medido t€ém uma relagdo
linear entre si, u.(y) pode ser expressa pela equagdo (1.20).

u(y) = \/(kp X up)” + ey X up)? + (ke X Up))? (1.20)

Considerando que, numa pesagem por diferenca, a massa de um item, m, ¢ calculada pela
diferenga entre a massa do recipiente com o item e a massa do recipiente vazio (ou tara), a
incerteza de m é dada pela combinagdo das incertezas associadas as duas pesagens. Aplicando a
lei de propagac¢do de incertezas a esta medigdo, obtém-se a equagdo (1.21).

uc(m) = yu(m)? + u(m,)?

h\ 2 2 i\ 2 2
=J (ga®)” + (upar)” + (E3™)” + (o) (1.21)

= Jacaay + 200y

Quando as varidveis de entrada que permitem obter o valor medido tém uma relagao
multiplicativa entre si, u.(y) pode ser expressa pela equagao (1.22).

14

Avaliagdo de risco e exposi¢do alimentar a nitrato e nitrito de utentes de cantina escolar
Rafaela Fernandes



2 2 2
P T )
Aplicando a lei da propagacdo de incertezas para expressdes multiplicativas e as férmulas de
avaliagdo da incerteza associada a medi¢do de um volume a determinagdo de um fator de diluicéo,
d, evitando a dupla contabilizagdo da incerteza associada a temperatura, obtém-se a equacao
(1.23), onde Vi e Vrrepresentam os volumes inicial e final, respetivamente, e d representa o fator
de dilui¢do Vy/Vi.

calib rep calib rep
e \/ (u(Vi))z + (u(Vf))z - \/ ()" Gy, )7 + @it )% + (uy, ) (1.23)

d Vi e /T V2 vZ

Podemos ainda avaliar a incerteza associada aos métodos instrumentais de anélise.
Combinando a incerteza associada a interpolagdo do sinal da amostra na curva de calibracao, (t4in()
com a incerteza associada ao valor das referéncias usadas na calibragao do método, (usq) obtemos
a incerteza associada aos resultados obtidos pelo método instrumental de analise, u(c;,,) (equagdo
(1.24)). Os parametros cj,¢ € Cstg representam a concentragdo de analito na amostra estimada por
interpolagdo inversa e a concentracao de analito no calibrador, respetivamente.

Us 2 U 2
u(cint) = Cint X ( mt) +( Std) (124)

int Cstd

Quando a calibrag¢do do método instrumental de analise recorre ao método dos minimos
quadrados, a incerteza padrao associada ao teor estimado da amostra, u(c,), é dada pela equagao
(1.25). O teor estimado da amostra ¢ determinado por interpolacao do sinal médio y,, de N sinais
replicados numa curva de calibracdo construida com n pares ordenados (x;y:), em que x; e Vi
correspondem aos teores ¢ sinais da réplica i (i = 1 a n). s, ¢ b correspondem ao desvio padrdo
residual e declive da curva de calibracao, X e ¥ as médias dos teores e sinais dos calibradores e
u'¢¢q & incerteza padrio relativa associada ao valor dos calibradores.?

_ Sy 2.1 1 (ya - 37)2 ' 2
u(cy) = \/(b) X N + - + DTS (% — 07 + (ca X U'sq) (1.25)
Através da equacdo (1.26) é possivel obter a incerteza associada a interpolagdo do sinal da amostra
na curva de calibragdo u;,.**

_ Sy 1 1 (0 — ¥)?
Uine = 77 X jzv RS Y earoe (1.26)

O desvio padrio residual, s, ¢ dado pela equacdo (1.27), onde (y; — ¥;) representa os residuais
para n resultados.?*
Xie (i — 90)?
= 2= -7 1.27
Sy — 1.27)
Quando as variaveis de entrada ndo sdo independentes, ou seja, existe uma correlagdo
entre os pares de variaveis x; € xi, a incerteza referente ao valor medido pode ser determinada

através da equagdo (1.28), onde % representa a derivada parcial de y em relagdo a i, u(x;) a

incerteza padrdo associada a x; i representa o indice de cada uma das variaveis (i = 1 a n) que
contribui para o calculo de y, e u(x;, x;) a covariancia entre x; € xx dada pela equagéo (1.29). ri
representa o coeficiente de correlagdo linear entre as variaveis x; e xx>*

n

i k=1
i+k

i=1
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uxg, ) = ux) X uxy) X 1 1.29)

Por sua vez, o coeficiente de correlagao linear de Pearson, » frequentemente utilizado como cri-
tério de avaliagdo da linearidade de curvas de calibragdo, mede o grau de correlacdo de duas
variaveis através da equacao (1.30). Os pardmetros X ¢ ¥ correspondem a média de valores de x
e y. As variaveis x e y sdo representados pelos pares ordenados (x;, y;) para i leituras. Este coefi-
ciente apresenta valores compreendidos entre -1 e 1 e, especificamente, nestes extremos, a corre-
lagdo entre as variaveis ¢ perfeitamente linear negativa e positiva, respetivamente.?*

_ 2il(x; =0 — ]
VXt — 021 X — 7)?] (1.30)

1.3.4.2 Método de Monte Carlo

O método de Monte Carlo ¢ um método estatistico de analise que simula novos resultados
tendo em conta a distribui¢do dos valores obtidos experimentalmente. Este método numérico
interpreta a incerteza da variavel de entrada como uma distribuigdo probabilistica definida por
uma equacdo ou fungdo e propaga-a, obtendo a incerteza da varidvel de saida que se apresenta
como uma fun¢do de densidade de probabilidade.?%3%3

O método de Monte Carlo pode ser aplicado seguindo as etapas de modelagdo, simulagdo
e combinagdo, através de meios informaticos, como programas ou folhas de calculo. Conhecendo
a distribui¢do das varidveis de entrada (normal, triangular ou retangular), consegue-se simular
valores para essas grandezas, em varias linhas da folha de calculo, que sdo posteriormente
combinadas através da expressdo que define a variavel de saida, ou seja, o resultado final.
Calculando a média ou moda e percentis das simulagdes, obtém-se o resultado final associado a
um intervalo de confianga. Por exemplo, o intervalo de confianga delimitado por P> s € Po7s (P,
percentil z ou valor acima de z % dos restantes), estd associado a um nivel de confianca de 95%.
A fungdo de distribui¢do de probabilidade do resultado final é, frequentemente, representada
graficamente através de um histograma. A titulo de exemplo, criou-se a Tabela 1.1 que ilustra a
aplica¢do do método a simulagao do valor medido y funcdo das variaveis de entrada xa, xg € xc.

Tabela 1.1 Representagdo esquematica da implementagao do método de Monte Carlo para a simulagao do valor medido
v, funcdo das varidveis de entrada xa, xB e xc.

XA XB Xc Y
Simulagio 1 Xa1 XB1 Xc1 y1 = f(Xa1, ¥B1, Xc1)
(...) (...) (...) (...) (...)
Simulagao 9999 XA9999 XB9999 %9999 Y9999 = f(¥49999, ¥B9999, XC9999)
P25 Limite inferior do intervalo de confianga de 95%
Mré:i)i:aou Melhor estimativa da mensuranda
Pors Limite superior do igt;;]alo de confianga de
0
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1.3.5 Calculo da incerteza expandida

Todos os resultados devem ser expressos com um nivel de confianga conhecido,
possibilitando a comparagdo objetiva entre resultados obtidos em diferentes estudos ou até mesmo
de um valor considerado como o valor real da medi¢ao. No caso da aplicagdo mais comum da lei
da propagacao de incertezas ¢ do método de Kragten, € necessario multiplicar a incerteza padrao
combinada, u.(y) por um fator de expanséo &, obtendo a incerteza expandida U =k X uc(y). O
nivel de confianga mais utilizado ¢ o de 95 % sendo frequentemente determinado considerando
um k = 2 quando as componentes de incerteza foram determinadas com um numero elevado de
graus de liberdade.
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2 Metodologia experimental

2.1 Validacdo do método instrumental de analise

Para a calibracdo e posterior validagdo do método, escolheram-se intervalos de
concentracdes de nitrato e nitrito estimando a quantidade destes analitos consumida por refeigao,
com base nos valores indicados no artigo de Keller*® para os habitos de consumo alimentar em
diferentes paises. Os calibradores foram preparados por pesagem (METTLER TOLEDO XS205
Dual Range (max. 81 g/ 220 g, tol. 0,01 mg/ 0,1 mg)) utilizando agua ultrapura para aferir e
admitindo que a densidade da 4gua a temperatura de trabalho é de 1 g cm™. A partir de uma
solugdo padrdo de nitrato com uma concentragdo massica de 1000 mg L' foi preparada uma
solu¢do mde de concentragdo massica de 20 mg L. A partir de uma solugdo padrdo de nitrito
com uma concentragdo massica de 1000 mg L' e de uma solugdo padrdo de cloreto com uma
concentragdo massica de 1001 mg L foi preparada uma solu¢do mée mista de concentragdo
massica de 5 mg L' de nitrito e 5 mg L' de cloreto. A partir destas solugdes mie foram preparados
quatro calibradores mistos com diferentes concentragdes massicas de nitrato, nitrito e cloreto,
nomeadamente:

e 100pugL'deNO; 20 ug L' de NOy €20 ug L' CI;

e 500 pug L' de NOs, 60 pg L' de NO> e 60 ug L' CI;

e 900 ug L' de NOs, 100 ug L' de NO>» € 100 pg L CI;
e 1300 ug L' de NOs, 140 pg L' de NO> e 140 ug L' CI-.

Apbs a preparacdo dos calibradores, recolheram-se, sequencialmente, para cada
calibrador, sete replicados dos respetivos sinais, de modo que as segundas réplicas dos sinais dos
calibradores foram obtidas depois das primeiras réplicas de todos os calibradores. Para verificar
se os resultados obtidos cumprem os requisitos necessarios para a aplicacdo do modelo linear nao
ponderado, recorreu-se a uma folha de célculo™ MS-Excel, devidamente validada.
Resumidamente, a avaliacdo da incerteza dos calibradores esta presente nas células BC21 a BE23
que aparecem com fundo verde e letra branca quando a incerteza padrio relativa dos sinais for
menor que um ter¢o do desvio padrdo da razio dos sinais para todos os pares possiveis de
calibradores, visivel na Figura 2.1.

Ratio: s'RI/u'Rq

Calib\Calib. Calib. 01 Calib. 02 Calib. 03
Calib. 01
Calib. 02
Calib. 03 106,49
Calib. 04 120,43

5

Figura 2.1 Detalhe da folha de célculo usada para avaliar a incerteza dos calibradores.?

A Figura 2.2 ilustra a avaliacdo de valores aberrantes recorrendo ao teste de Grubbs para valores
unicos, identificados por células de fundo vermelho com letra branca, e emparelhados e
antagonicos, identificados por células de fundo azul com letra branca.”
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m - Single Grubbs outlier (min. three replicates) m - Paired Grubbs outlier (min. four replicates]

‘Replicate signals (Unit: Intensity ratio )
Value (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Calib. 01 0,100851047 2,137 2,164 2,164 2,166
Calib. 02 0,501861963 9,774 9,792 9,802 9,87 9,94 9,659 9,823

Calib. 03 0,897165566 16,836 17,161 17,018 17,029 17,224 17,182 17,216
Calib. 04 1,279376581 24,158 24,022 23,84 24,019 24,111 24,262 24,203

Figura 2.2 Detalhe da folha de calculo usada na identificacdo de valores aberrantes Uinicos, emparelhados e
antagonicos através de testes de Grubbs.?

Quando se verifica a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene, a célula AE47 apresenta
um fundo verde com uma mensagem em texto branco indicando que os sinais sdo
homoscedasticos, sendo possivel escolher o nivel de confianga (95 % ou 99 %) na célula AO47.
Quando se confirma que a resposta instrumental pode ser descrita por um modelo linear nio
ponderado, através do teste de y% a célula AE52 apresenta um fundo verde com uma mensagem
em texto branco indicando que a regressao linear ¢ indicada, sem necessidade de utilizar um fator
de ponderagdo, sendo possivel escolher o nivel de confianga (95 % ou 99 %) na célula AO52.%

Conclusion: Signals are homoscedastic (i.e. have statistically equivalent variances) Confid level: 5%
Type of weighti | No weighting |
Conclusion: Fitted linear regression model based on weighting factor: No weighting Confid level: 953

Figura 2.3 Detalhe da folha de célculo usada para a verificagdo de homogeneidade de variancias e linearidade.?

Posteriormente a esta validacdo, e considerando a estabilidade da resposta instrumental,
optou-se por proceder a uma calibracdo semanal recolhendo dois replicados dos sinais relativos a
toda a gama de trabalho, por ordem crescente de concentragdes massicas. Ao longo da semana,
esta calibragdo foi acompanhada pela leitura diaria duplicada de dois padrdes de controlo,
nomeadamente, os calibradores de maior e menor concentracdao. Caso a diferenga absoluta entre
a concentragdo massica do calibrador estimada pela regressao linear e a concentragcdo massica do
calibrador seja menor que a diferenga entre a incerteza da interpolagdo e a incerteza associada a
concentracdo massica do calibrador, conclui-se que o controlo esta validado, como representado

na Figura 2.4.
Reference value Estimated value
c# Standard name q u(q) q u(q) | dif | U(dif) Controlo
C#1.1 02ABR024 C#1.1 0,124975| 0,000712 |0,091061 | 0,061371| 0,033913866 | 0,184126
C#4.1 02ABR024 C#4.1 1,290753 | 0,000712 | 1,245366 | 0,060782 | 0,045386201 | 0,182359

Figura 2.4 Detalhe da folha de célculo usada para a verificagdo de conformidade de padrdes de controlo com o
modelo de regressao semanal.

Ap6s a validagdo do método e a aplicagdo de mecanismos de controlo que garantem a sua
validade ao longo do tempo, como a utilizagao de calibragdes semanais e de padrodes de controlo,
¢ possivel estimar a concentragdo massica de analito nas amostras () por interpolag@o inversa
(x, = yab—_a), sendo que o declive e ordenada na origem da reta de calibragdo sdo dadas pelas

células CE20 e CS20, e a incerteza expandida ¢ dada para um nivel de 95 % confianga, utilizando
um fator de expanséo k = 2.

2.2 Recolha de refeicoes

Para a realizagdo deste trabalho foram recolhidas 50 refeicdes de uma cantina
universitaria situada em Lisboa, entre os dias 21 de margo e 25 de julho de 2024. Tendo em conta
o horario e funcionamento da cantina, bem como o tempo necessario para efetuar a extracdo e
analise, recolheu-se apenas uma amostra por dia. As refeigdes foram adquiridas através do sistema

de takeaway da cantina escolar em estudo. Os componentes “sopa”, “prato principal” e “salada”
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foram transportados, separadamente, em trés recipientes de plastico de uso doméstico. O
componente “sobremesa” (fruta ou iogurte) foi transportado sem recipiente.

2.3 Procedimento de extracio de analitos

No laboratério, a massa dos constituintes da refeicao foi determinada pela diferenca de
massa do recipiente contendo o constituinte e do recipiente vazio (Mettler Toledo PB303-S (max.
310 g; tol: 0,001 g)). A massa da refei¢do ¢ determinada pela soma da massa dos seus varios
componentes. Antes da pesagem foram retirados ossos, espinhas e carocos. Apos
homogeneizacdo dos componentes (BECKEN Table blender BTB50207 1000 W), sdo retirados
10 g de amostra aos quais se adicionam 50 mL de dgua ultrapura (MilliQ-academic 18,2 M cm)
auma temperatura entre 50 °C e 60 °C e procede-se a agitagdo magnética (RsLab-11C) a 1400 rpm
durante 10 minutos. O sistema ¢ filtrado a vacuo (Filter-LAB 1300/80 110 mm e Filter Papers
Whatman® 150 mm) e do extrato resultante sdo retirados 10 mL para um baldo volumétrico de
200 mL onde s3o adicionados 50 mL de acetonitrilo (CHEM-LAB HPLC grade 99,9+%,
Honeywell Riedel-de-Haén CHROMASOLV™ HPLC >99,9% e PanReac AppliChem HPLC) e
acertado com agua ultrapura. Em ambas as medicdes sao utilizadas pipetas volumétricas, tipo A.
A amostra diluida foi centrifugada (OHANUS Frontier™ 5706) a 5000 rpm durante 5 minutos e
novamente filtrada recorrendo a filtros cromatograficos (Filtro de seringa PTFE hidrofobico 0,45
pm). Para que fosse possivel analisar o extrato posteriormente ao dia de extragdo, recolheu-se a
amostra filtrada (ap6s os filtros cromatograficos) para frascos opacos de 10 mL ou 25 mL que
ficaram armazenados num frigorifico a temperatura de 4 °C. A massa de refei¢ao nao utilizada foi
colocada em sacos de compostagem.

2.4 Procedimento de analise por cromatografia de troca idonica

A analise dos anides em estudo foi realizada num cromatoégrafo idénico (881 Compact IC
PRO Metrohm®) com uma pré-coluna Dionex lonPac™ AG14 4x50 mm e uma coluna Dionex
lonPac™ AS14 4x250 mm, utilizando um loop de 100 puL e um fluxo de 0,8 mL min™! de eluente
para anides composto por um tampao com 3,5 mM Na,COs e 1,0 mM NaHCOs. Ao cromatografo
encontra-se acoplado um detetor UV-Vis (887 Professional UV-vis Detector Metrohm®) sendo
a detecgdo realizada a 205 nm. O software utilizado foi 0 MagicNet 2.3 da Metrohm®,

2.5 Ensaios de recuperacio

Os ensaios de recuperagdo permitem perceber se as analises cromatograficas sdo afetadas
por efeitos de matriz relevantes, nomeadamente verificar como a composi¢ao da matriz afeta o
tempo de retencdo dos analitos.

Os ensaios de recuperagdo foram preparados considerando solu¢des constituidas pela
mistura de quantidades varidveis de extrato de refeicdo e de calibrador, explicitados na Tabela
2.1. Estes ensaios foram preparados por pesagem (METTLER TOLEDO XS205 Dual Range),
utilizando pipetas de Pasteur descartaveis para as pesagens da refeicdo e calibrador,
posteriormente acertados para uma massa total de 10 g utilizando agua ultrapura. No total, foram
realizados nove ensaios de recuperagio para refeigdes recolhidas nos meses de abril e junho. A
excegdo da refeicdo recolhida a 24 de abril, para a qual foram realizados 2 ensaios, realizou-se
somente um ensaio de recuperacao por refei¢ao.
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Tabela 2.1 Parametros de preparagdo de ensaios de recuperagdo de analito realizados para refei¢des recolhidas nos
meses de abril e junho. y- concentracdo massica de analito no calibrador, m., me € m:- massas de calibrador, de extrato
e total, respetivamente, utilizadas para cada ensaio.

y/pg L
Refeiciao Nitrato Nitrito mel/g melg me /g
02 de abril de 2024 1300 140 3 5 10
03 de abril de 2024 1300 140 3 5 10
04 de abril de 2024 1300 140 3 5 10
10 de abril de 2024 1300 140 2 5 10
24 de abril de 2024 1300 140 2 5 10
24 de abril de 2024 ii 900 100 4 5 10
29 de abril de 2024 900 100 3 5 10
03 de junho de 2024 1300 140 3 5 10
07 de junho de 2024 1300 140 2 6 10

A recuperagdo analitica de analito adicionado ao extrato de refei¢do, R reflete a
quantidade de analito recuperada no processo, face a quantidade presente na amostra e € calculada
pela equagdo (2.1), onde me, m. € m, representam a massa de extrato, calibrador e agua ultrapura,
7% € ¥a representam as concentragdes massicas da amostra fortificada e da amostra obtidas por
interpolagdo da curva de calibracao, respetivamente, e yc a concentragdo massica do calibrador.

_(me+mc+ma)XVF_yAxme
Yc X mc

R @.1)

A incerteza padrao associada a recuperacao, u(R) ¢ dada pela equagdo (2.2). onde % representa a

derivada parcial de R em relagdo a variavel de entrada i, u(i) a incerteza padrdo associada a
variavel de entrada i. As equagdes (2.3) a (2.8) representam o desenvolvimento das diversas
derivadas parciais presentes na equagao (2.2).

u(R) = \/(aife)z x u(m,)? + (aaric)z x u(mg)? + <£fa)2 x u(mg)? + (g—]i)z x u(yp)? + (3%)2 x u(ya)? + (5—5)2 X u(yc)? 2.2)

OR\ Yr—7Va OR\ Yr—VYcXR
(5me) 3 (5m) = ocme

oR ) YF
ame)  yc X me om, Yo X me

om,) ~ yc x m

2.4) ( (2.5)

(6R)_me+mc+ma 6 <6R)_ —meg 27 (0R>_—R 2.8
ayr Ye X me @0 Gya) Tvexme P G Ty *

Considera-se como recuperagdo ideal, uma recuperagdo de 100 % (ou 1) em que a diferenca
absoluta entre 1 e a recuperagdo ¢ menor ou igual a incerteza expandida desta diferenga (equagao
(2.9)). Para estes calculos considerou-se que as solugdes tém densidades equivalentes.

[1-R| <2 xu(R) (2.9)

2.6 Avaliac¢ao de risco

A avaliagdo do risco de exposi¢do dos utentes da cantina aos analitos pressupde o
conhecimento da quantidade de analito ingerida por refeicdo por peso corporal. Esta pode ser
estimada multiplicando a fracdo massica de nitrato na refeigdo, w; pela massa da refei¢do, m; e
dividindo pelo peso corporal do consumidor, p. Para que este valor fosse comparavel com a dose
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diaria admissivel estabelecida por lei, considerou-se que, diariamente, se fazem duas refei¢oes —
almogo e jantar- sendo a quantidade diaria de analito ingerida por peso corporal de consumidor,
QI estimada pelo somatério das quantidades ingeridas nessas refeigdes (equagdo (2.10)). Para
avaliar a respetiva incerteza e determinar o risco de exposi¢ao de utentes da cantina ao analito por
ingestao de refeigdes, utilizou-se uma nova folha de calculo MS-Excel que executa o método de
Monte Carlo.

Z w; Xm;
oI = Z L (2.10)
i=1 p

No total, realizaram-se 9999 simulag¢des ¢ em cada uma, simularam-se os parametros: peso do
consumidor, massa da refeicdo ¢ fracdo massica de analito na refeicdo. Por cada simulacdo,
manteve-se constante o peso do consumidor e considerou-se o consumo de duas refeicdes com o
objetivo de se obter um valor representativo de uma ingestao diaria (Figura 2.5).

Meal weight w Meal weight

Meal Code Weight (g) Meal Code  Simul.  w(mg/kg) Meal Code Weight (g) Meal Code  Simul.
1 76 37
2 55 13

Trial Individual weight

Figura 2.5 Detalhe da folha de calculo usada para execug¢do do método Monte Carlo para avaliar o risco de exposi¢ao
ao analito por ingestdo de duas refei¢des da cantina.

O peso do consumidor foi simulado pelo inverso da distribui¢do cumulativa normal
utilizando a formula do MS-Excel =INV.NORMAL(Probabilidade; Média; Desvio Padrio),
considerando uma probabilidade aleatoria através da fungdo ALEATORIO(), um valor médio de
65 kg e um desvio padrao de 10 %.

O peso da refeicdo foi simulado pelo inverso da distribui¢cao cumulativa normal utilizando
a formula do MS-Excel, considerando o peso da refeicdo e a sua incerteza como média e desvio
padrdo, respetivamente. Para cada simulagdo, as duas refeicdes diariamente consumidas foram
escolhidas aleatoriamente, através da fungio ALEATORIOENTRE(1; N), onde N representa o
numero total de refeicdes analisadas. A massa de cada refeicdo, m; foi calculada pela soma da
massa dos componentes da refeicao (m;), que por sua vez ¢ calculada pela diferenca de massas
entre o recipiente de transporte com o componente (my) € o recipiente vazio (my, ), atraves da
equagdo (2.11), e a incerteza foi calculada conforme as equagdes descritas no topico Avaliacio
da incerteza da medicao.

my = Z m; = Z(mx —My,) 2.11)

A titulo de exemplo, consideremos as massas obtidas nas pesagens dos diversos componentes da
refei¢do recolhida a 08 de julho de 2024, apresentadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Massas referentes as pesagens dos diferentes componentes da refeicéo recolhida a 08 de julho de 2024.

X= Sopa i Sopa ii Carne Puré Salada Banana
mx /g 196,852 149,780 244,910 278,365 82,014 134,827
my /g 26,352 48,702 50,460 50,391 40,629 40,516

Temos que a massa total da refei¢do é dada por:

m, = (196,852 — 26,352) + (149,780 — 48,702) + (244,910 — 50,460) + (278,365 — 50,391)
+ (82,014 — 40,629) + (134,827 — 40,516) = 829,698 g
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A incerteza associada a uma pesagem Unica, realizada sobre o prato de balanga vazio, ¢ dada
por:

0,005\° ,
u(m) = ( @) +(0,000663325)% = 0,00296 g

A incerteza associada a massa de um componente x, determinada numa pesagem por diferenca,
¢ dada por:

0,005\2
u(my) = |2 x ( ) + 2 x (0,000663325)2 = 0,004188874 g

V3

Desta forma, o componente “Sopa i’ tem uma massa de 170,500 g com uma incerteza padrao de
0,004 g.

A incerteza associada a massa da refeicdo ¢ dada por:

u(r) = /z u.(m;)? = 0,010260604 g

Concluindo, a refeig@o recolhida a 08 de julho de 2024 pesa 829,698 g com uma incerteza padrdo
combinada de 0,010 g.

A fracdo massica de analito, w foi selecionada utilizando a férmula do MS-Excel
INDICE(Matriz; N° da linha; N°. da coluna), sendo que a matriz corresponde a 9999
simulagdes do valor de w por refeicao (Figura 2.6), em que o nimero da linha € escolhido pela
fungdo =ALEATORIOENTRE(1;M), onde M representa o niimero total de simulagdes, e o
nimero da coluna corresponde a refeicdo escolhida aleatoriamente através da funcdo
ALEATORIOENTRE(1; N), onde N representa o numero total de refei¢des analisadas.

|  20MAR024 | 25MAR024 | 01ABR024 | 08ABR024

24.750595 61,716601 41.030892 42.535943 43.415582 69.257046 21.551968 74.367192 51.345964 10.48225 85.66214 8993288 121.7758
29605828 65.98368 4131507 43474911 43,315068 81,023415 34267188 84.175013 60,748542 1,763829 79.09068 8324512 1144505

25,656034 63,161958 37,263142 36,897764 39,305648 78,327057 31,901843 82,927965 58.918437 #VALOR! 72,64658 77,01468 107,5815
23.87674 61.01449 38,909436 39.163831 40.919735 66.67439 19.311049 72.775228 49.81784 3.780217 81.29216 85.04514 116,5419

Figura 2.6 Detalhe da folha de calculo onde se encontram compiladas todas as simulagdes da fracdo massica de
analito na refeigdo, w.

A fragdo massica de analito na refeicdo ¢ dada pela equacao (2.12), onde y corresponde a
concentracdo massica de analito no extrato, m a massa da aliquota e V1, V> e V3 ao volume de agua
utilizada no processo de extracao, ao volume de solucao amostra de 10 mL e ao volume total de
extrato diluido, respetivamente. Cada valor de w € calculado simulando as variaveis de entrada
V1, Va2, V3e m através da formula do MS-Excel =INV.NORMA L (Probabilidade; Média; Desvio
Padriao), considerando uma probabilidade aleatoria através da funcao ALEATORIO(), a média
e a incerteza padrao de cada variavel.

Y XV XV

—Ta 2.12)

Neste segmento do trabalho entendeu-se que, como os parametros que definem a regressdo linear
variam com a calibracdo semanal, seria necessario efetuar 9999 simulag¢des de y por refeicao
analisada, considerando o coeficiente de Pearson, de modo a assegurar alguma correlagdo de
estimativas. Este coeficiente foi determinado pela correlacdo dos sinais replicados dos
calibradores obtidos durante a calibragdo semanal. Estas simulagdes foram feitas aplicando a
decomposicdo de Cholesky, considerando uma distribuicdo z-student de uma cauda para 25 graus
de liberdade.

Apos a obtengdo de todos os parametros necessarios, calculou-se, para cada uma das 9999
simulagdes, a quantidade diaria ingerida de analito, OI. A funcao de densidade de probabilidade
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referente a QI foi representada por um histograma de 50 classes com uma amplitude de (QZmaximo-
QI minimo)/ 50.

2.7 Alteracgoes ao protocolo experimental

2.7.1 Contribuicdo dos acompanhamentos horticolas para a concentracio de
analito

Numa continuacao do estudo do sistema, decidiu-se explorar potenciais fontes dos analitos
em estudo, procedendo-se a uma altera¢do no processo de extracdo de quatro refeigdes. Nestes
casos, a refeicdo foi triturada sem o componente “salada” sendo retirada uma aliquota de 10 g
(Mettler Toledo PB303-S) dessa mistura. Depois, adicionou-se a salada e sujeitou-se o sistema
novamente ao processo de trituracdo, tendo sido retirada uma aliquota de 10 g da mistura final.
Ambas as aliquotas foram sujeitas ao processo de extracdo e analise descritos nas secgdes
anteriores. Considera-se por componente ‘“‘salada” qualquer acompanhamento constituido
exclusivamente por produtos horticolas (Tabela 2.3). A fracdo massica de analito na refeigdo, w
com ¢ sem “salada” foi calculada conforme a equagdo (2.12) e a sua incerteza é dada pela equagao
(2.13).

Tabela 2.3 Descrigdo qualitativa do componente “salada” para as refeicdes sujeitas a alteragdo acima referida no
procedimento experimental.

Refeicio Componente “salada”
09 abril de 2024 Alface
30 abril de 2024 Mistura de alfaces
13 maio de 2024 Grelos salteados
06 junho de 2024 Alface e cenoura

2 2 2 2 2
) = w x j(@) +<u(v1)> +<u(v3)> +(u(m)> +<u<vz>> ot
Y V1 V3 m VZ

2.7.2 Contribuicdo de cada componente da refeicdo para a concentracio de analito

Com a intencdo de aprofundar o conhecimento sobre a contribui¢do dos varios
componentes de uma refeigdo para a fragdo massica de analito na refei¢do, optou-se por alterar o
procedimento experimental para a refeicdo recolhida a 02 de maio de 2024. O processo de
triturac@o foi alterado, de forma a considerar a remocao e analise de aliquotas de 10 g (Mettler
Toledo PB303-S) contendo varias misturas de componentes da refei¢ao. Assim, apos a trituragao
do componente “sopa” e de se ter retirado uma aliquota de 10 g, adicionou-se o componente
“salada”, e a mistura foi novamente triturada e no final retirada uma nova aliquota de 10 g. Este
processo foi repetido, sequencialmente, até todos os componentes terem sido adicionados e a
ultima aliquota conter todos os componentes da refeigdo completa. Os componentes i foram
adicionados pela seguinte ordem: 1) sopa (de alho francés), 2) salada (mistura de alfaces), 3)
sobremesa (péra), prato principal separado em 4) carne (frango a passarinho), 5) batata e 6) arroz.
Admitindo um total de seis componentes, foram retiradas seis aliquotas, de tal modo que, a
aliquota referente ao primeiro componente adicionado A com uma massa 7, produziu um extrato
de concentra¢do massica » e tinha uma fracdo massica wa. A segunda aliquota, retirada apos a
adicdo do segundo componente B, apresentou uma massa m, associada a uma concentragdo
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massica de analito no extrato j» e uma fracdo massica wag, considerando os componentes A ¢ B
presentes na mistura. A fragdo massica do componente A é dada pela equagdo (2.14) e a da mistura
dos componentes A ¢ B ¢ dada pela equagdo (2.15). Considerando as massas das aliquotas
retiradas apos trituracdo do primeiro componente e trituragdo da mistura dos componentes A ¢ B
(mi e my) e as massas dos componentes A e B (ma € mp), determinou-se a fragdo massica de
analito no componente B (ws) pela equagdo (2.16). As fracdes massicas dos restantes
componentes adicionados cumulativamente foram determinadas de forma equivalente.

Vi XV XV
Wy = 1A (2.14)
_ Y2 XVi XV
Wpg = 1A (2.15)
w w (my —my) [ mg
AB AmA—m1+mB BmA—m1+mB
(2.16)

Neste segmento do trabalho, utilizou-se o método Monte Carlo para obter 9999
simulacdes de ws.

A fragdo massica da mistura de componentes wag foi simulada considerando as variaveis
de entrada da equacao (2.15) de modo que Vi, V> e V3 foram simulados utilizando a fungdo da
formula do MS-Excel =INV.NORMAL(Probabilidade; Média; Desvio Padriao), considerando
uma probabilidade aleatoria, o volume medido e a incerteza padrao associada a cada volume. As
massas das aliquotas (m;,1=1,2,3,...,6) foram simuladas pela mesma férmula, mas os seus valores
foram mantidos constantes por cada simulagdo. De modo a simular ¥, entendeu-se que, como os
parametros que definem a regressdo linear variam com a calibracdo semanal, seria necessario
efetuar 9999 simulacdes de y por componente ou mistura de componentes analisadas,
considerando o coeficiente de Pearson, de modo a assegurar alguma correlagdo de estimativas.
Este coeficiente foi determinado pela correlagdo dos sinais replicados dos calibradores obtidos
durante a calibracdo semanal. Estas simulacdes foram feitas aplicando a decomposi¢do de
Cholesky, considerando uma distribuicao ¢-student de uma cauda para 36 graus de liberdade.

As massas dos componentes foram simuladas pela funcdo do MS-Excel
=INV.NORMAL(Probabilidade; Média; Desvio Padrao), considerando uma probabilidade
aleatoria, a massa dos componentes € a incerteza padrao associada a essa massa. Salienta-se que
estes valores de massa ndo variavam para a mesma simulagao.
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3 Apresentacio e discussdo de resultados

3.1 Validacao do método instrumental de analise de nitrito e de nitrato

A analise dos sete sinais replicados de cada um dos quatro calibradores permitiu concluir,
para o analito nitrito, que o método dos minimos quadrados era adequado para descrever a
resposta instrumental, visto que verificou todas as condigdes necessarias, nomeadamente, a
incerteza dos calibradores ¢ adequadamente baixa; ndo existem valores aberrantes (nc =99 %) de
acordo com o teste de Grubbs para valores iinicos ou emparelhados; os sinais sao homoscedasticos
W =14 < Weir= 4,7, nc = 99 %) de acordo com o teste de Levene. Por ultimo, verificou-se
que a resposta instrumental tem tendéncia linear (Fea = 1,4 < Fiab= 5,6, nc =99 %) de acordo com
o teste de y*. A dispersdo da diferenga do sinal instrumental experimental e do sinal previsto pela
reta de calibracdo referente ao nitrito encontra-se representada na Figura 3.1.

0,1 =«
0,08 + O Signal residual
0,06 +
0,04 +
0,02 +

0
-0,02 # 0, 0
-0,04 +
-0,06 +
-0,08

-0,1 o

Signal residual

O
% %js

O

Calibrator value

Figura 3.1 Gréfico de residuos obtido em fung@o dos sinais instrumentais dos calibradores para a determinagao de
nitrito.

A analise dos sete sinais replicados de cada um dos quatro calibradores permitiu concluir,
para o analito nitrato, que a incerteza dos calibradores é adequadamente baixa. Para o calibrador
de menor concentragdo, a primeira réplica ¢ considerada um valor aberrante (nc = 99 %), pelo
teste de Grubbs para valores unicos, € a terceira e sexta réplicas sdo consideradas como valores
aberrantes (nc = 99 %), pelo teste de Grubbs para valores emparelhados. Contudo, devido ao
numero reduzido de replicados, estes valores nao foram excluidos, sendo todos estes sinais
considerados homoscedasticos (W =1 < Wei= 3, nc = 95 %), de acordo com o teste de Levene.
Por ultimo, verificou-se que a resposta instrumental tem tendéncia linear (Fea = 1,6 < Fiup= 3,4,
nc = 99 %) de acordo com o teste de ¥>. Desta forma, considerou-se adequada a utilizagdo do
método dos minimos quadrados para descrever a resposta instrumental. A dispersao da diferenca
do sinal instrumental experimental e do sinal previsto pela reta de calibracdo referente ao nitrato
encontra-se representada na Figura 3.2.
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Figura 3.2 Grafico de residuos obtido em funcdo dos sinais instrumentais dos calibradores para a determinagio de
nitrato.

3.2 Analise de cromatogramas de refeicoes

Os cromatogramas obtidos para a analise de refei¢des apresentaram uma complexidade
elevada, com a presenga de oito picos principais aos 3,3; 4,3; 5; 5,5; 7,3; 9,3; 11 ¢ 12 minutos.
Apesar da diversidade dos componentes das refei¢des analisadas, os cromatogramas apresentam
um perfil semelhante (Figura 3.3).

Absorvancia /mAU

tempo /min

Figura 3.3 Cromatogramas obtidos por andlise das refeicdes recolhidas no més de abril nas condi¢des
cromatograficas mencionadas em 2.4.

Para identificar os analitos nitrito e nitrato no cromatograma da amostra € necessario
comparar os tempos de retengdo entre os picos da amostra e os do calibrador misto (Figura 3.4).
No calibrador, o pico do nitrito aparece aos 5,6 minutos, ndo existindo nenhum pico definido no
cromatograma da amostra com um tempo de retencdo semelhante. O tempo de retengdo do nitrato
no cromatograma do calibrador é de aproximadamente 7,4 minutos, semelhante ao pico da
amostra aos 7,1 minutos, o que ¢ um forte indicador sobre a sua identidade, salvaguardando a
possibilidade de ser um outro analito com tempo de retencdo semelhante. Assim sendo, ndo é
possivel concluir, preliminarmente, sobre a identidade de qualquer um dos picos suspeitos.
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Figura 3.4 Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos na analise do calibrador mais concentrado e da amostra
recolhida a 26 de marco de 2024 nas condigdes cromatograficas mencionadas em 2.4.

A elevada complexidade do cromatograma tornou necessario um conhecimento mais
aprofundado do sistema. Comparando os ides mais comuns em produtos alimentares que
absorvem a um comprimento de onda de 205 nm com os reagentes presentes no laboratorio,
preparam-se fortificacdes qualitativas da amostra com os ides acetato (Figura 3.5a), ascorbato
(Figura 3.5b) e brometo (Figura 3.5c). Os resultados das fortificagdes demonstram o aumento
da absorvancia em apenas um pico com tempo de retencao aproximado ao obtido pela analise do
130 isolado. Para os ides acetato e ascorbato, este pico ja existia no cromatograma da refeicdo
podendo estes ides ser responsaveis pelos picos a 4,3 € 5 minutos, respetivamente. Comparando
o cromatograma da refeicdo inicial com o cromatograma da refeicao depois da fortificacdo com
0 80 brometo, observa-se um novo pico aos 6 minutos que aparenta ter uma lomba com um perfil
semelhante ao pico com tempo de retengdo 6,8 minutos. Desta forma, a situagdo mais provavel &
que, nas refei¢des estudadas, o brometo ndo exista ou esteja numa quantidade abaixo do limite de

detecdo.
————— Amostra ==<=- Amostra ==<=<=-Amostra
fortificada fortificada fortificada
) Amostra ) ) Amostra
E diluida E Amostra E diluida
< < = rometo
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Figura 3.5 Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na analise da amostra recolhida a 18 julho de 2024 e posteriores dilui¢des e fortificagdes com
os ides acetato (a), ascorbato (b) e brometo (c). Os cromatogramas foram obtidos nas condigdes de 2.4.

Ap0s esta analise preliminar, ndo foi possivel identificar outros analitos que tivessem um
tempo de retengdo semelhante ao do nitrito e pudessem atuar como interferentes. No caso do
nitrato, apenas o brometo apresentou um tempo de retengdo semelhante.
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3.3 Nitrito

Em varios cromatogramas de diferentes refei¢cGes apareceu um pico aos 5,3 minutos e
para confirmar se esse pico correspondia ao nitrito realizou-se uma analise mais detalhada.

Virias refeigdoes foram sujeitas a dilui¢des e os resultados foram semelhantes para as
diferentes analises. A titulo de exemplo, consideremos os cromatogramas obtidos na andlise da
refeicdo recolhida a 26 de marco de 2024 (Figura 3.6) que representam a amostra diluida e
respetivas fortificagcdes a concentracodes crescentes de calibrador (I e II), bem como a amostra sem
diluig¢@o. O cromatograma do calibrador utilizado foi incluido para facilitar a comparagdo entre o
pico do nitrito a aproximadamente 5,6 minutos com o pico de interesse na amostra a 5,4 minutos.
Na amostra diluida, o pico de interesse apresenta uma absorvancia baixa, quase indistinguivel da
linha de base. Para verificar o impacto do efeito de matriz no tempo de retengdo do nitrito,
fortificou-se a amostra diluida utilizando um calibrador misto da qual resultou, relativamente ao
nitrito, um pico bem definido a um tempo de retencdo ligeiramente mais elevado que o pico
suspeito. Este deslocamento ¢ também observavel para o pico do nitrato aos 7,5 minutos o que,
preliminarmente, reforca a hipotese que o pico suspeito possa corresponder ao nitrito e que a
deformacao provém da baixa resolucdo relativamente ao pico adjacente aos 5 minutos.

A Amostra

Amostra

fortificada II
Amostra

|
|
‘ fortificada I
|
|

Amostra

diluida
= = Calibrador

Absorvancia /mAU

— v —— —r \——-——-

20 25 3,0 35 40 45 50 55 60 65 70 7,5 80 85 9,0 95 10,0
tempo /min

Figura 3.6 Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na analise de dilui¢des e fortificagdes do extrato da refeicdo
de 26 de marco de 2024. Os cromatogramas foram obtidos nas condi¢des cromatograficas de 2.4.

Suspeitando da existéncia de um pico mal definido e de baixa resolugdo com um tempo
de retencdo semelhante ao do nitrito, recorreu-se a ensaios de recuperagdo, para confirmar a
identidade do mesmo. No total, foram preparadas nove fortificagdes, com diferentes fatores de
diluicdo e com diferentes concentra¢des de calibradores adicionadas, descritas na secgdo 2.5. A
titulo de exemplo, consideremos a analise da refeicdo recolhida a 02 de abril de 2024. A
sobreposi¢do dos cromatogramas da amostra e da amostra diluida (Figura 3.7) mostra uma lomba,

a um tempo de reteng@o semelhante ao do nitrito presente na amostra fortificada e no calibrador,
aos 5,5 minutos.
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Figura 3.7 Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na analise da diluicdo 1:2 e da fortificagdo do extrato da
refeicdo de 02 de abril de 2024. Os cromatogramas foram obtidos nas condi¢des cromatograficas de 2.4.

A amostra ¢ a amostra fortificada foram analisadas no cromatografo em duplicado. Pela analise
cromatografica da amostra, o software ndo conseguiu identificar o pico deformado que se suspeita
ser o do nitrito a 5,3 minutos, pelo que foi considerado um valor de area de zero. Pela andlise
cromatografica da amostra fortificada, foram obtidas as areas de 0,748 mAuxmin e
0,741 mAuxmin para o pico aos 5,5 minutos. A concentracao massica de nitrito no extrato, y foi
estimada pela interpolacdo inversa destas areas (x, = %) na reta de calibragdo obtida para a

semana de 01 a 05 de abril de 2024 (y = 11,6x + 0,01). Na Tabela 3.1 encontram-se compilados
todos estes dados.

Tabela 3.1 Areas e tempos de retengdo relativos ao nitrito obtidos pela analise cromatogréfica, em duplicado, da
amostra e da amostra fortificada e concentragdo massica estimada pela folha de célculo, conforme mencionado em 2.1.

Amostra Amostra fortificada
i ii i ii
Ano,- /mAUxmin - - 0,748 0,741
tl’Noz— /min - - 5,54 5,54
y/mg L - (0,06 +0,03)

(nc=95%,k=2)
Obteve-se uma recuperagao de (1,66 + 0,86) (nc =95 %, k = 2), através das equagdes (2.1) e (2.2).
Pelo critério de aceitagdo descrito na equacdo (2.9), este ensaio permite identificar o pico presente
aos 5,5 minutos no cromatograma da amostra fortificada como nitrito. Tendo em conta que nao
existe analito nativo na amostra ou que este ndo pode ser quantificado, podemos concluir que o
nitrito presente na amostra fortificada provém exclusivamente do calibrador adicionado.

Consideremos um outro ensaio de recuperacdo, realizado para a refei¢do recolhida a 03
de junho de 2024. O cromatograma da amostra (Figura 3.8) apresenta um pico bem definido e de
area determinavel aos 5,5 minutos, tornando-o suspeito de ser nitrito. Pela interpolagdo da reta de
calibragdo dessa semana (y = 12,8x — 0,08), a concentragdo massica de nitrito na amostra e na
amostra fortificada é de (0,351 +0,050) mg L™ (nc =95 %, k=2) e (0,133 £ 0,020) mg L' (nc =
95 %, k= 2), respetivamente. A recuperagdo obtida é de (-0,96 £+ 0,74) (nc = 95 %, k= 2), pelo
que, o critério de aceitacdo ndo é cumprido. Consequentemente, o pico presente aos 5,5 minutos
no cromatograma da amostra ndo pode ser identificado como nitrito.
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Figura 3.8 Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos na analise da diluigdo e fortificagdo do extrato da refeicdo de
03 de junho de 2024. Os cromatogramas foram obtidos nas condi¢des cromatograficas de 2.4.

Com excecao do ensaio de recuperacdo realizado para a refei¢ao recolhida a 02 de abril,
nenhum dos restantes ensaios (Tabela 3.2) verifica o critério de aceitagdo pelo que ndo se pode
concluir sobre a presen¢a de nitrito nas refei¢des e, consequentemente, nao € possivel avaliar o
risco de ingestdo de nitrito por consumo de refei¢cdes da cantina.

Tabela 3.2 Compilagio dos resultados dos ensaios de recuperagdo referentes ao nitrito.

Refei¢cao Recuperac¢iao (nc =95 %, k=2) Verificag¢ao

02 de abril de 2024 (1,66 = 0,86) Verdadeiro
03 de abril de 2024 (-1,26 £0,89) Falso
04 de abril de 2024 (6,42 £ 1,57) Falso
10 de abril de 2024 (-1,96 £ 1,14) Falso
24 de abril de 2024 (-1,17 £1,14) Falso
24 de abril de 2024 ii (-0,71 £0,22) Falso
29 de abril de 2024 (-1,91 £0,39) Falso
03 de junho de 2024 (-0,96 £0,74) Falso
07 de junho de 2024 (-3,47 £2,48) Falso

3.4 Nitrato

Pela observagdo da Figura 3.6, facilmente se nota um pico singular e bem definido, no
cromatograma da amostra, a um tempo de retengdo semelhante ao do nitrato. Verifica-se ainda,
de forma inequivoca, um aumento de area associado a fortificagdo da amostra, ou seja, a um
possivel aumento do teor de nitrato. Estes fatores sdo fortes indicios da possibilidade do pico de
interesse corresponder ao nitrato. Assim, confirmou-se a identidade do pico através de ensaios de
recuperagdo. Como os calibradores utilizados nos ensaios de recuperagdo descritos na secgao 2.5
continham os analitos nitrito e nitrato, em simultaneo, é possivel identificar e quantificar o nitrato
a partir das analises realizadas para o nitrito. Desta forma, continuaremos a utilizar o exemplo
acima referente a refeig@o recolhida a 02 de abril de 2024. A andlise cromatografica da amostra e
da amostra fortificada reporta as areas dos picos aos 7,2 minutos, suspeitos de serem nitrato, que

foram posteriormente interpoladas (x,; = %) através da reta de calibragdo obtida para a semana

de 01 a 05 de abril de 2024 (y = 19,15x + 1,16), de modo a obter a concentragdo massica de
nitrato, y nas amostras. Na Tabela 3.3 encontram-se compilados todos estes dados. Este ensaio
apresentou uma recuperacao de (1,07 £ 0,27) (nc = 95 %, k = 2), a partir das equacdes (2.1) e
(2.2). Pelo critério de aceitagdo descrito na equacdo (2.9), o pico suspeito pode ser identificado
como nitrato.
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Tabela 3.3 Areas e tempos de retencio relativos ao nitrato obtidos pela analise cromatografica, em duplicado, da
amostra e da amostra fortificada e concentragio estimada pela folha de calculo, conforme mencionado em 2.1.

Amostra Amostra fortificada
i ii i il
Ano,— / mAUxmin 5,885 6,295 11,218 10,157
tevo,- /min 7,19 7,16 7,23 7,21
y/mg L (0,257 £ 0,091) (0,497 £ 0,085)
(nc=95%,k=2) (nc=95%,k=2)

Todos os ensaios de recuperacao (Tabela 3.4) verificaram o critério de aceitagdo, pelo
que, o nitrato pode ser identificado e quantificado. Consequentemente, é possivel avaliar o risco
de ingestdo de nitrato por consumo de refei¢des na cantina.

Tabela 3.4 Compilagdo dos resultados dos ensaios de recuperagdo referentes ao nitrato.

Refeicao Recuperagao (nc =95 %, k=2) Verificacao

02 de abril de 2024 (1,07 +£0,27) Verdadeiro
03 de abril de 2024 (1,12 +0,24) Verdadeiro
04 de abril de 2024 (0,87 £0,25) Verdadeiro
10 de abril de 2024 (0,97 £0,44) Verdadeiro
24 de abril de 2024 (1,00 £ 0,32) Verdadeiro
24 de abril de 2024 ii (1,04 £0,17) Verdadeiro
29 de abril de 2024 (1,14 £0,23) Verdadeiro
03 de junho de 2024 (0,95 £0,20) Verdadeiro
07 de junho de 2024 (0,96 £ 0,30) Verdadeiro

3.4.1 Avaliacio de risco de ingestiao de nitrato

A avaliagdo de risco de ingestdo de nitrato por utentes da cantina escolar foi realizada
através da aplicagdo do método de Monte Carlo, para 9999 ensaios, utilizando folhas de calculo
do software MS-Excel, desenvolvidas para este fim, durante este trabalho.

A avaliacdo de risco permite obter uma fungdo de densidade de probabilidade para a
quantidade ingerida de nitrato numa refeicao, que se encontra representada por um histograma na
Figura 3.9. Caso os utentes da cantina escolar, que pesem aproximadamente entre 40 kg e 80 kg,
consumam uma refei¢do da cantina, estes ingerem, em média, (0,66 £ 0,01) mg de nitrato por kg
corporal (nc = 95 %, t-sudent de duas caudas). As trés refeicdes com maior teor de nitrato foram
recolhidas a 29 de abril, 31 de maio e 11 de abril, no ano de 2024, apresentando fragdes massicas
de nitrato de (0,140 £ 0,005) mg por g de refei¢do (nc = 95 %, k = 2), (0,119 + 0,005) mg g’
(nc=95%, k=2)e(0,117+0,011) mg g™ (nc =95 %, k = 2), respetivamente. As trés refei¢des
com menor teor de nitrato foram recolhidas a 19 de julho, 08 de abril e 25 de julho, no ano de
2024, apresentando fragdes massicas de nitrato de (0,001 = 0,010) mg g™ (nc = 95 %, k = 2),
(0,005 £ 0,012) mg g (nc = 95 %, k = 2) e (0,006 + 0,010) mg g (nc = 95 %, k = 2),
respetivamente.
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Figura 3.9 Simulago da quantidade de nitrato ingerida numa refei¢do da cantina por massa corporal do utente. As
retas verticais escuras delimitam, da esquerda para a direita os percentis P25 e Po7s.

A fungfo de densidade de probabilidade da ingestdo de nitrato em duas refeigdes no
mesmo dia, foi simulada considerando a quantidade diéria ingerida dada pela equacdo (2.10). A
quantidade ingerida de nitrato ¢ entdo de (1,32 + 0,01) mg de nitrato por kg corporal (nc =95 %,
t-sudent de duas caudas), com uma probabilidade de 0,16 % de ultrapassar a dose didria
admissivel considerada pela unido europeia de 3,7 mg de nitrato por kg de peso corporal.
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Figura 3.10 Simulac¢do da quantidade de nitrato ingerida em duas refei¢des didrias da cantina por massa corporal
do utente. As retas verticais claras delimitam, da esquerda para a direita os percentis P25 € Po7,5.

3.4.2 Possiveis fontes de nitrato

Sabendo a priori que os vegetais, em particular alface e espinafres, sdo produtos
alimentares com elevadas quantidades de nitrato e presentes na dieta mediterranica, prevé-se que
a fonte de nitrato mais relevante numa refeicao seja o componente “salada”. Nesse caso, se os
produtos horticolas provém de colheita local, ¢ expectavel que a concentragdo de nitrato nas
refei¢des seja menor durante o periodo de verdo em Portugal, correspondente aos meses de junho,
julho e agosto, por estarem reunidas as condi¢des que permitem uma menor acumulacao de nitrato
nos vegetais, nomeadamente, maior luminosidade e temperaturas mais elevadas. De facto, quando
as fragdes massicas de nitrato, w obtidas em cada refeicdo analisada sdo dispostas por ordem
cronologica de recolha, como exemplificado na Figura 3.11, observa-se uma diminuicao do teor
de nitrato nas refei¢cdes recolhidas nos meses mais quentes. Confirmou-se ainda, presencialmente,
a transicdo de alface e mistura de alfaces provenientes de embalagens disponiveis para venda nas
grandes superficies, nos meses de primavera, para alfaces de colheita local, nos meses de verao.
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Figura 3.11 Fragdo massica de nitrato w em cada refei¢do analisada, por ordem cronoldgica de recolha. As barras
de erro representam a incerteza expandida U(w) (nc = 95 %, k = 2). As retas verticais delimitam o més em que foram
recolhidas as refeigoes.

Investigou-se o impacto dos acompanhamentos horticolas na fragdo massica de nitrato
nas refeicdes através da analise de uma aliquota representativa da refeicdo com e sem estes
acompanhamentos, conforme descrito na secgdo 2.7.1. A variacdo de concentragdo de nitrato no
extrato € verificada visualmente pelas alteracdes na area do pico referente ao nitrato. Por exemplo,
para a refei¢do recolhida a 30 de abril de 2024 nota-se uma redugdo de 63 % da area do pico do
nitrato, aos 7 minutos, do cromatograma representativo da refei¢do para o da refei¢do sem o
acompanhamento horticola (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Sobreposi¢do dos cromatogramas referentes a analise da refei¢do de 30 de abril de 2024 com e sem
acompanhamentos horticolas, nomeadamente, mistura de alfaces. Os cromatogramas foram obtidos nas condigdes
cromatograficas de 2.4.

A remog¢ao dos acompanhamentos mencionados levou a uma diminui¢ao da fracdo massica de
nitrato nas quatro refeigoes (Figura 3.13), sendo a redugdo mais significativa, de 83 %, para o
acompanhamento alface e cenoura, ¢ a menor de 48 % para grelos salteados. Como o componente
“salada” contribui entre os 50 % e 80 % para a fragdo massica de nitrato na refeicdo, conclui-se
que seja a principal fonte de nitrato. Depreende-se ainda que diferentes acompanhamentos
horticolas contribuem de forma desigual para o teor de nitrato na refeig¢ao.
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Figura 3.13 Fragdo massica de nitrato para quatro refei¢des recolhidas a 09 (alface) e 30 de abril de 2024 (mistura
de alfaces), 13 de maio de 2024 (grelos salteados) e 06 de junho de 2024 (alface e cenoura) evidenciando uma
diminuicdo da fragcdo massica de nitrato da refei¢do com e sem produtos horticolas de 80 %, 61 %, 48 % e 83 %,
respetivamente. As barras de erro representam a incerteza expandida U(w) (nc =95 %, k= 2).

A fim de apurar quais e de que forma os restantes componentes da refeicdo contribuem
para o teor de nitrato na refei¢do, procedeu-se a analise de aliquotas nas quais foram
progressivamente adicionados componentes da refeicao, conforme descrito na sec¢do 2.7.2. Por
exemplo, a primeira aliquota analisada representa o componente “sopa”, a segunda, a mistura dos
componentes “sopa” e “salada”, a terceira, “sopa”, ‘“salada” e ‘“sobremesa”, e assim
sucessivamente, até a ultima aliquota, representativa da refeicdo total. Uma analise preliminar dos
cromatogramas referentes a cada aliquota (Figura 3.14), revela que a sopa contém um teor de
nitrato relevante e que o teor de nitrato na refeicdo aumenta com a adigdo da salada, por
comparagdo das areas do pico do nitrato aos 7 minutos. Apds a adicdo da fruta ao sistema, a area
do pico do nitrato diminuiu significativamente ¢ continuou a diminuir com a adi¢do dos restantes
componentes. Note-se ainda que a adi¢cdo de fruta levou ao aparecimento de dois novos picos aos
3,5 minutos ¢ 9 minutos, ¢ a adigdo de carne um novo pico aos 12,5 minutos.
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Figura 3.14 Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na analise da refei¢éo recolhida a 02 de maio de 2024. Os
cromatogramas foram obtidos nas condigdes cromatograficas de 2.4.

Por aplicag@o do método de Monte Carlo com recurso a folha de calculo MS-Excel especialmente
criada para este fim, realizaram-se 9999 simulacdes para determinar a fracdo massica de nitrato
wg de cada componente da refeigdo. Estes resultados encontram-se representados na Tabela 3.5.
A “fruta” foi o tinico componente que ndo apresentou nitrato e a contribui¢do dos componentes
“carne” e “arroz” para a fracdo massica de nitrato na refeicdo foi quase nula.

Tabela 3.5 Fragcdo massica de nitrato dos varios componentes da refeicdo em mg por g de componente da refei¢do de
02 de maio de 2024.

Componente wa/ mg g (nc =95 %, t-student de duas caudas)
Sopa (0,15400 + 0,00008)
Salada (2,511 £0,001)
Fruta -
Carne (0,00200 + 0,00005)
Batata (0,09600 + 0,00009)
Arroz (0,0010 £ 0,0004)

Considerando as massas destes componentes na refeigcdo, conclui-se que a sopa ¢ a salada sdo as
principais fontes de nitrato representando 37 % e 56 %, respetivamente, da quantidade de nitrato
presente na refeicdo.

100 %
90 % A
80 %
70 % A
0% | 55.8 %

50 % A
40 % A
30 % A
20 % -

7,1 %

10 % 1
0,0 % 0.2% 0.1%
0% A |

37,1 %

Contribuigdo para a fragdo
massica de nitrato na refei¢do

Sopa Salada Fruta Carne Batata Arroz

Figura 3.15 Contribuiggo percentual de cada componente para a quantidade de nitrato presente na refeigdo recolhida
a 02 de maio de 2024.

Apesar da fragdo méssica de nitrato da sopa representar apenas 6 % da fracdo massica da
salada, a diferen¢a absoluta de contribuigdo entre estes componentes € de 18 %. Esta disparidade
advém, do facto da sopa representar 37 % da massa da refeigdo enquanto a salada representa
apenas 3 %. Desta forma, compilaram-se os resultados de fracdo massica de nitrato na refeigdo,
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dispostos por ordem cronoldgica de recolha, sobrepondo-os com a contribuigdo massica da sopa
¢ da salada para a massa total da refeigdo. Pela analise da Figura 3.16, percebe-se que ndo existe
uma correlagdo 6bvia que implique que a uma maior fragdo massica de nitrato na refei¢do esteja
associada uma maior quantidade de sopa ou salada, pelo que ndo é um fator que tenha dominado
o teor de nitrato nas refei¢coes recolhidas.

0,16 100 %

m Salada F 90 %
Sopa

L
-
N
1
H@H

- 80 %
70 %

ey o

I§55|#|ﬂll ||I|||| I|I"-II' 40 %
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0.02 1 " - 10 %

I ik Tl e

Figura 3.16 Fracdo massica de nitrato, w em cada refei¢@o analisada por ordem cronoldgica de recolha. As barras
de erro representam a incerteza expandida U(w) (nc =95 %, k = 2).

°
N
—e—i
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0,06
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°
®
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—— ]
“Fe-
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Como as variagdes na tipologia dos acompanhamentos horticolas originaram um elevado
impacto na fragdo massica de nitrato na refeicdo e as variacdes de massa destes acompanhamentos
ndo demonstraram qualquer correlagdo com a fragdo massica de nitrato na refeicdo, analisou-se,
qualitativamente, as trés refeigdes com as fragdes massicas de nitrato mais elevadas (Tabela 3.6)
e as trés com as mais baixas (

Tabela 3.7). As refeicdes que apresentaram as fragcdes massicas de nitrato mais elevadas tinham
como “salada” a alface ou mistura de alfaces e foram recolhidas nos meses em que eram utilizadas
alfaces pré-embaladas adquiridas em grandes superficies. Duas das refeicdes com menor fragdo
massica de nitrato tém como acompanhamento horticola vegetais cozinhados, sendo que a outra
refeicdo continha alface e foi recolhida durante o Verdo, posterior ao inicio da utilizagao de pro-
dutos horticolas locais e sazonais.

Tabela 3.6 Descricdo qualitativa das trés refeicdes com maior fragdo madssica de nitrato na refeicdo, por ordem
decrescente de fragdo massica de nitrato.

Data de recolha Sopa Prato Principal Salada Sobremesa
29 de abril de De lombardo Strogonoff de peru com arroz e Mistura de Banana
2024 batata alfaces
31d io d C d M
Zg;:o ¢ 1;:1?;6: Costeleta grelhada com esparguete Alface Veﬁstha
11 de abril d C C lhad batat
e abril de ouve arapau grelhado com batata Alface logurte
2024 portuguesa cozida
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Tabela 3.7 Descrigdo qualitativa das trés refeigdes com menor fragdo massica de nitrato na refeigdo, por ordem
crescente de fragdo massica de nitrato.

Data de
recolha Sopa Prato Principal Salada Sobremesa
19 de julho de De feijdo encarnado com couve Bifinhos de franco com
Alface Banana
2024 portuguesa cogumelos e arroz
08 de abril de Creme de brocolos Frango assad.o com arroz e Favas Maga
2024 ervilhas verde
25 de julho de . Filetes de pescada com arroz de Maga
Primavera Grelos
2024 cenoura verde

Conclui-se que a principal fonte de nitrato numa refei¢ao € a salada e os principais fatores
que influenciam a contribui¢do da salada para a fracdo massica de nitrato na refeicdo sdo a
composi¢ao, sazonalidade e preparacdo dos acompanhamentos horticolas. A sopa, apesar de ter
uma fragcdo massica de nitrato mais baixa que a salada, representa mais de 30 % da massa total da
refeicdo, tornando-se na segunda principal fonte de nitrato.

3.4.3 Impacto das condi¢coes de armazenamento no teor de nitrato

No decorrer deste trabalho, os extratos obtidos apos o procedimento de extracdo foram
recolhidos para recipientes opacos e armazenados num frigorifico a temperatura de 4 °C. Para
verificar o impacto deste armazenamento na concentragdo de nitrato, analisou-se o extrato per-
tencente a refei¢do recolhida a 21 de margo de 2024 em varios dias. Pela Figura 3.17, confirma-
se que a concentracdo de nitrato se manteve constante, considerando a incerteza das estimativas,
e, portanto, o método de armazenamento ¢ adequado para conservar as amostras para posterior

analise.
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=}
. — 6 -
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|§ 3 A
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Figura 3.17 Concentragdo massica de nitrato no extrato da refeigdo recolhida a 21 de margo. As barras de erro
representam a incerteza expandida U(y) (nc = 95 %, k = 2). Por ordem cronolégica, foram obtidas as concentra¢des
de (0,28 £0,07) mg L', (0,30 £ 0,11) mg L, (0,32 £0,12) mg L, (0,39 £ 0,06) mg L' e (0,37 = 0,04) mg L.

Para averiguar o impacto do armazenamento por refrigeracdo a 4 °C na fracdo massica de
nitrato na refei¢do, optou-se por guardar a massa da refeicdo que ndo foi utilizada para perfazer a
aliquota de 10 g num gobelé selado com parafilme. A refei¢ao utilizada neste estudo foi recolhida
a 02 de maio de 2024 e o seu extrato apresenta uma fracdo massica de nitrato de
(0,12 £ 0,07) mg g (nc =95 %, k = 2). Essa mesma refei¢do foi sujeita a um novo processo de
extragdo a 15 de maio de 2024 e o extrato resultante apresenta uma fracdo massica de
(0,06 = 0,007) mg g (nc =95 %, k = 2). Isto implica uma redugdo de 50 % da fragdo massica de
nitrato durante o periodo de armazenamento.
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Figura 3.18 Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na analise do impacto do armazenamento da refei¢éo de 02
de maio de 2024. A analise do cromatograma do extrato da refei¢do indica uma concentragio de nitrato de (1,32 +
0,07) mg L'\, A analise do extrato da refeigdo cujo processo de extragdo foi realizado a 15 de maio de 2024 indica

uma concentragdo de nitrato é de (0,66 = 0,06) mg L' (nc = 95%, k = 2). Os cromatogramas foram obtidos nas
condigdes cromatograficas de 2.4.

Desta forma, conclui-se que existem indicagdes de que o teor de nitrato nos extratos aqu-
osos das refeicdes ¢ menos perecivel que o teor do mesmo i3o nas refeicdes. No entanto, esta
tendéncia deve ser avaliada numa diversidade de refei¢des para se poder confirmar a constatacao.
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4 Conclusoes

O objetivo deste trabalho era avaliar o risco de ingestao de nitrito e de nitrato em refeigdes
provenientes de uma cantina escolar. Nao foi possivel avaliar o risco de ingestao de nitrito, uma
vez que ndo foi possivel identifica-lo nas amostras. Nos cromatogramas das primeiras refeigoes
recolhidas, ao tempo de retencdo esperado para o nitrito, existia um pico de area bastante reduzida
e extremamente deformado, ndo estando resolvido do pico adjacente. Os ensaios de recuperagdo
permitiram concluir que ndo existia nitrito ou existia em teores demasiado baixos para a sua
identificacdo, nas condi¢des experimentais usadas. Com o decorrer do trabalho, um pico bem
definido e de area mensuravel, a um tempo de retengao na zona expectavel para o nitrito, comecgou
a aparecer em diversas amostras, contudo, os ensaios de recuperagdo nao respeitaram o critério
de aceitagdo e esse pico ndo pode ser identificado como nitrito. O risco de ingerir uma quantidade
de nitrato acima da dose diaria admissivel, consumindo exclusivamente duas refei¢cdes da cantina
por dia, ¢ de 0,16 %.

No decorrer desta dissertacdo, o protocolo experimental sofreu alteragcdes com o intuito de
perceber o impacto dos diferentes componentes da refeicdo na concentragdo de nitrato. Estes
estudos sugerem que o componente “salada” representa a principal fonte de nitrato, contribuindo
entre 50 % e 80 % para a fracdo massica de nitrato na refeigdo. O segundo componente com maior
contribuicdo foi a sopa. Tendo em conta que a sopa, constituida por produtos horticolas
cozinhados e diluidos em agua, contribui significativamente menos que o componente “salada” e
que, duas das trés refeicdes com menor concentragdo de nitrato apresentavam grelos salteados e
favas cozidas como acompanhamento, os dados recolhidos podem sugerir que os vegetais
cozinhados apresentam um menor teor de nitrato que os vegetais crus por extracdo ou diluicdo
dos seus fluidos. Considerando o componente “salada” como a principal fonte de nitrato, podemos
ainda admitir que a diminui¢@o substancial da concentragdo de nitrato nas refeicdes recolhidas
nos meses de junho e julho, face aos meses de margo, abril ¢ maio, pode ser justificada pela
variagdo sazonal da concentragao de nitrato nos produtos horticolas locais.

Conclui-se que a metodologia para analise de refeigoes que melhor reflete a quantidade
ingerida de nitrato e, consequentemente, produz uma avaliacdo de risco mais fiavel, considera a
refei¢do no seu todo em vez da soma de valores de concentragdo singulares que ndo refletem a
diversidade de concentragdes para um mesmo alimento.

S Perspetivas futuras

A continuidade deste trabalho originara avangos no admbito da medicina preventiva, na
medida que, uma avaliacdo de risco mais completa e realizada durante um intervalo de tempo que
acompanhe a populacdo durante uma gerag¢do ajudard a perceber a relacdo entre os habitos
alimentares e o risco de doengas e condigdes relativas ao consumo de nitrito e nitrato.

A avaliagdo de risco podera ser expandida através do aumento do nimero de analitos
estudados, nomeadamente, precursores, promotores e inibidores do processo de nitrosagdo.
Poder-se-ia ainda estudar a ingestdo durante todo o ano e abranger dietas para além da
mediterranea, como a vegetariana. Seria de grande interesse comparar os resultados obtidos nas
refei¢des da cantina escolar com os de um snack-bar ou até mesmo de alguns restaurantes fast
food que se encontrem junto do recinto escolar.

Em suma, dever-se-ia prosseguir este tema de modo a otimizar determinagdes analiticas que
envolvem a caracteriza¢ao de multiplos componentes das refei¢cdes, considerando aspetos sociais,
culturais e econdomicos que determinam e influenciam os habitos alimentares.
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7 Anexos
seguinte link (https://cirrus.ciencias.ulisboa.pt/owncloud/s/oWmqrEoSDGE5bgR)

encontram-se disponibilizadas as folhas de MS-Excel relativas a:

)

Avaliacdo do risco de exposicio a nitrato, onde se encontra a folha de céalculo da
avaliagdo de risco com aplicagdo do método de Monte Carlo;

Compilacao dos cromatogramas das refeicdes, onde se encontram os cromatogramas
obtidos para todas as refei¢des analisadas;

Outras observacoées relativamente ao nitrato, onde se encontra a determinacdo de wg
com base no método de Monte Carlo, as fragdes massicas por ordem cronolodgica ¢ as
observagoes das analises das refeigdes com e sem verduras;

Validac¢ao da curva de calibrac¢ao do nitrato;

Validacao da curva de calibracio do nitrito.
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