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Resumo

O objetivo deste trabalho foi a otimizac&o e validacdo de um método de HPLC de troca idnica
para a determinacao de teores de nitratos e nitritos em amostras de alimentos a base de carne,
fundamentado na norma europeia EN 12014-4 com vista a aplicacdo na analise de amostras

destes produtos.

Através dos ensaios de otimizacao, este trabalho permitiu confirmar os parametros indicados
na norma para a realizacdo da analise de amostras de carne. A Unica altera¢do foi a preparacéo
dos padrdes, com fase movel em vez de agua, o que permitiu uma melhor visualizagdo e

integragdo dos picos de interesse nos cromatogramas.

A determinacgdo analitica decorreu num equipamento de HPLC com detetor UV-Vis DAD,
utilizando fase moével a base de tampdao gluconato de borato de litio e acetonitrilo. A extracdo das
amostras foi efetuada com agua quente e a clarificacado foi realizada com acetonitrilo. A detecao
foi realizada a 205 nm.

O processo de validacdo do método consistiu na avaliacdo de parametros como a
seletividade/especificidade, gama de trabalho, linearidade, sensibilidade, repetibilidade e
linearidade do injetor, limites de detecao (3,3 mg nitrato/kg amostra e 1,7 mg nitrito/kg amostra) e
guantificacdo (10 mg nitrato/kg amostra e 5 mg nitrito/kg amostra), precisdo (coeficientes de

variagdo abaixo dos 10%) e exatidao.

A partir da analise das amostras, foi possivel constatar que apenas duas amostras continham
teores acima dos limites de nitrato de potassio permitidos com valores de 648 e 1 190 mg/kg

amostra, nas amostras de paté de porco e salame, respetivamente.

Ao aplicar um teste ANOVA, com nivel de significancia de 5%, a diferentes lotes de uma mesma
amostra foi possivel concluir que os lotes diferiam significativamente, provavelmente devido a

interconversao dos analitos durante o armazenamento.

Por fim, avaliou-se a exposicdo da populacdo aos analitos em estudo, verificando-se que o
consumo de alimentos a base de carne ndo contribui significativamente para a exposi¢ao a nitratos

e nitritos, uma vez que foram obtidos valores inferiores a 0,01 mg/kg massa corporal/dia.

Palavras-chave: HPLC, nitratos, nitritos, TDS, validacdo de métodos, exposi¢do da populacdo






Abstract

The main purpose of this work was the optimization and validation of an ion exchange HPLC
method for the determination of nitrate and nitrite contents in meat food samples, based on the
European Standard EN 12014-4, for application in the analysis of these products.

The analytical determination was run on an HPLC equipment with UV-Vis DAD detector, using
mobile phase based on lithium borate gluconate buffer and acetonitrile. The samples were
extracted with hot water, while clarification was achieved with acetonitrile. Detection was performed
at 205 nm.

Through the optimization tests, the laboratory was able to confirm that the parameters indicated
in the European Standard were adequate. The only change was in the preparation of the standards,
which were prepared in mobile phase instead of water that allow a better visualization and

integration of the peaks of interest.

The method validation procedure consisted in the evaluation of parameters such as
selectivity/specificity, range of work, linearity, sensitivity, repeatability and linearity of the injector,
detection limits (3.3 mg nitrate/kg sample and 1.7 mg nitrite/lkg sample) and quantification (10 mg
nitrate/kg sample and 5 mg nitrite/lkg sample), precision (coefficients of variation below 10%) and

accuracy.

From the analysis of the samples it was possible to verify that only two samples were above the
limits of potassium nitrate allowed, with contents of 648 and 1 190 mg/kg sample, in the samples
of pork pate and salami, respectively.

It was possible to compare different batches of the same sample through an ANOVA test with a
significance level of 5% and to conclude that the batches differed significantly, probably due to

interconversion of the analytes during storage.

Finally, the exposure of the population to the analyzed analytes was evaluated and it was
verified that the consumption of meat products does not contribute for the exposure of the

population to nitrates and nitrites, since were found values below 0.01 mg/body weight/day.

Keywords: HPLC, nitrates, nitrites, TDS, validation of methods, population exposure.
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| — Objetivos do trabalho

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Quimica do Departamento de Alimentacdo e
Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) no &mbito do projeto
TDS Exposure.

Os principais objetivos do trabalho foram:

¢ Implementacao, otimizacdo, e validagdo de um método de HPLC de troca idnica para a
determinagéo de nitritos e nitratos em produtos & base de carne, com base na norma
12014-4 (EN 12014-4 2005).

e Analise de amostras do projeto TDS Exposure, para determinacao dos teores de nitratos
e nitritos e comparagdo com os valores maximos permitidos na legislacdo em vigor.

e Contributo para a avaliacdo da exposicdo da populagéo a nitratos e nitritos.
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Il — Enquadramento do tema

Atualmente, os nitratos e nitritos sao vistos como contaminantes alimentares. Podem existir
naturalmente nos alimentos, por exemplo no caso de vegetais, ou ser adicionados como
conservantes, como por exemplo, a alimentos a base de carne (Hsu et al. 2009; lammarino et al.
2013). Neste ultimo caso, os nitratos e nitritos séo principalmente adicionados sob a forma de
nitrito de potassio ou sodio, de modo a conservar estes alimentos através da sua agéo
antimicrobiana e a manter a cor caracteristica destes produtos e as suas propriedades
organoléticas (Dennis et al. 1990; lammarino et al. 2013).

Embora o nitrato seja relativamente estavel, o nitrito é extremamente reativo (Dennis et al.
1990). Assim, pode formar facilmente compostos N-nitrosos, que sdo prejudiciais a saude,
podendo causar alguns tipos de cancro ou inibir o transporte de oxigénio para os tecidos celulares
através da oxidacdo da hemoglobina (Hsu et al. 2009; lammarino et al. 2013). No entanto, também
existem estudos que sugerem gue a ingestao diaria de uma dose de 0,17 mg nitrito de sodio/kg
de féormula patenteada tem efeitos benéficos para a salde, nomeadamente regula a pressao

arterial e possui um efeito anti-inflamatério (Bryan & lvy 2015).

Assim, é importante desenvolver um método pratico, rapido e eficiente para a determinagéo
destes compostos em amostras de produtos a base de carne de forma a avaliar a exposicao da

populacéo a estes contaminantes (Hsu et al. 2009).
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lIl — Introducéo

[11.1 — Aditivos alimentares

A partir da Segunda Guerra Mundial, o comportamento dos consumidores mudou
drasticamente. Logo ap06s a Segunda Guerra Mundial, havia a exigéncia de produtos alimentares
gue fossem suficientes para responder apenas as necessidades. De seguida, passaram a exigir
alimentos em quantidade suficiente e com uma maior qualidade. Atualmente, os consumidores
requerem que os produtos alimentares sejam saudaveis, em quantidade suficiente e com uma
elevada qualidade. Como tal, foi necessario criar uma abordagem consistente relativamente a
estas exigéncias, de modo a assegurar a satisfacdo e confianca dos consumidores (Andrée et al.
2010; Brul & Coote 1999). Foi entdo possivel observar o crescimento da industria alimentar, com
0 consequente aumento de produtos processados no mercado, cuja producao requer a utilizagéo

de aditivos alimentares.

Um aditivo alimentar é definido como “qualquer substancia nao consumida habitualmente como
género alimenticio em si mesma e habitualmente n&o utilizada como ingrediente caracteristico dos
géneros alimenticios, com ou sem valor nutritivo, e cuja adicdo intencional, aos géneros
alimenticios, com um objetivo tecnolégico na fase de fabrico, transformacéo, preparacao,
tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem, tenha por efeito ou possa legitimamente
considerar-se como tendo por efeito, que ela prépria ou os seus derivados se tornem direta ou
indiretamente um componente desses géneros alimenticios” (Porto 2010; Regulamento
1333/2008).

Os aditivos podem ser adicionados para cumprir varias fungbes, como: melhorar as
propriedades organoléticas; conservar; facilitar a preparagdo ou o0 processamento; manter ou
melhorar o valor nutricional; fornecer os ingredientes ou componentes essenciais para um grupo
de consumidores com necessidades nutricionais especificas. Varios destes aditivos podem ter
mais do que uma funcdo (Msagati 2012; Regulamento 1333/2008; Wickens 2001).

Os aditivos alimentares encontram-se divididos em Varios grupos: edulcorantes, corantes,
antioxidantes, conservantes, emulsionantes, estabilizantes, espessantes e gelificantes e outros
(reguladores de pH e antiaglomerantes, intensificadores de sabor, ceras, agentes de revestimento
e brilho sintético, melhorantes, gases de embalagem, agentes de espuma e quimicos adicionais),

como mostra a figura lllI-1 (Msagati 2012).
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Corantes
E100-E180

Edulcorantes Conservantes
E420-E467 E200-E299

Antioxidantes
E300-E334

Emulsionantes,
Espessantes,
gelificantes,

estabilizadores

E400-E495

Figura lll-1: Categorias dos aditivos alimentares e respetivos codigos.

De modo a facilitar os processos de comunicacéo e a garantir a confiangca dos consumidores
na seguranca dos aditivos alimentares autorizados, os aditivos permitidos na Uni&o Europeia (UE)
s@o designados por “E”, seguido de numeros (“E-numero”), consoante a sua fungido. No caso
especifico dos conservantes, o codigo atribuido varia entre E-200 e E-299 (Costa 2015; EUFIC
2014; Wickens 2001).

I11.1.1 — Conservantes

Desde ha bastante tempo que a ideia de conservar alimentos existe, sendo que algumas
técnicas de conservagdo podem ter sido utilizadas até na pré-historia, como a utilizagédo de sal,
vinagre, agucar, fumo, etc. (Costa 2015; Msagati 2012; Sindelar & Milkowski 2012; Wickens 2001).

A diretiva 95/2/CE define conservante como “substancias que prolongam a durabilidade dos

géneros alimenticios protegendo-os contra a deterioracdo causada por microrganismos”.

Os conservantes podem ser naturais ou artificiais. Os conservantes naturais podem ser, por

exemplo, extratos de plantas (6leos essenciais, extratos fendlicos, entre outros), derivados de
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insetos ou quitosano complexado com outros compostos. Os conservantes artificiais incluem

benzoatos, nitritos, sulfitos, sorbatos, entre outros (Msagati 2012).

Para alimentos a base de carne é tipico o processo de cura com nitrito e nitrato de potassio ou
sbédio, ou seja, adicdo dos conservantes nitrato e nitrito. Embora existam preocupacdes
relacionadas com o uso destes compostos para preservar alimentos, 0s nitratos e nitritos
continuam a ser bastante utilizados, uma vez que conseguem impedir o crescimento da bactéria
Clostridium botulinum, inibindo o crescimento dos esporos germinados. Esta bactéria, se o
alimento ndo for bem processado, pode provocar uma intoxicacdo alimentar que pode ser fatal
(Msagati 2012).

Os conservantes tém alguns modos de atuacao possiveis para o impedimento do crescimento

de microrganismos, tais como ao nivel (Cammack et al. 1999):

e de proteinas e enzimas;
e genético;
¢ daligacdo de elementos essenciais;

e das paredes e/ou membranas celulares.

No caso dos nitratos e nitritos, estes podem atuar de 3 formas. Ao atuar ao nivel das proteinas
e enzimas, impedem a acdo de determinadas enzimas ou podem ligar-se a proteinas essenciais
do metabolismo do microrganismo, impedindo a formacdo de ATP (adenosina trifosfato); a nivel
genético ndo tém qualquer influéncia no ADN (acido desoxirribonucleico) do microrganismo, mas
0s seus metabolitos podem quebrar 0 mesmo; relativamente a parede e/ou membrana celular, os
nitritos e os nitratos podem impedir a sua formacéao, afetar o equilibrio osmético da célula, ou até
mesmo reagir diretamente com constituintes da parede e/ou membrana celular, alterando a

permeabilidade das mesmas (Cammack et al. 1999).

Atualmente, embora as técnicas antigas de conservacao continuem a ser aplicadas, também
existem processos inovadores como tecnologia de alta pressdo, embalagens com atmosfera
modificada, campos de pulso elétrico, utilizacdo de conservantes, etc. Estes novos processos tém
estado a substituir os conservantes utilizados nos alimentos em que tal processamento é possivel

de realizar (Msagati 2012).
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lll.2 — Legislacdo/regulamentacéo de aditivos alimentares

Ao contrario dos Estados Unidos da América (EUA), que desde cedo estabeleceu na sua
legislacéo os aditivos alimentares considerados “seguros” para consumo nos alimentos, na Unido
Europeia (UE), inicialmente, cada estado-membro tinha a sua prépria legislagéo de utilizacao de
aditivos alimentares (Branen et al. 2001; Costa 2015).

Na Unido Europeia, apos Vvérias tentativas, a harmonizagéo da legislacao dos véarios estados-
membros foi possivel com a diretiva 89/107/CEE do Conselho, mais tarde alterada pela diretiva
94/34/CEE do Parlamento e do Conselho Europeu. Estas diretivas regulamentam quais os aditivos
alimentares que podem ser utilizados na Unido Europeia, assim como definem quais os principios
gerais que regulam o processo de aprovagéo de um novo aditivo (Branen et al. 2001; Costa 2015;
Sanchez 2014). Esta diretiva foi complementada por outras trés diretivas do Parlamento Europeu
e do Conselho: a diretiva 94/35/CE relativa a edulcorantes, a diretiva 94/36/CE relativa a corantes
e a diretiva 95/2/CE relativa aos restantes aditivos alimentares (EUFIC 2015; Costa 2015). Este
guadro é ainda reforcado com duas diretivas da Comisséo que estabelecem os critérios de pureza

especificos para os aditivos alimentares autorizados (diretivas 95/31/CE e 96/77CE).

Em 2006, surgiu a diretiva 2006/52/CE do Parlamento e Conselho Europeu, que altera as
diretivas 95/2/CE e 94/35/CE em varios aspetos, especificamente reduzindo a quantidade maxima
permitida para utilizacdo de nitratos e nitritos nos alimentos, entre outros aditivos, a adicionar aos
alimentos. Esta diretiva também revé as condicdes para a aprovacao de novos aditivos, tendo em

conta a evolucao técnica que existiu neste dominio.

Em 2008, a UE reuniu estas diretivas num s6 regulamento: 1333/2008, do Parlamento Europeu
e do Conselho Europeu. Este novo regulamento inclui todos os aditivos alimentares autorizados,
as respetivas condi¢cbes de utilizacdo e rotulagem, e simplifica o processo de autorizacdo de

aditivos.

Por fim, surgiu o regulamento 1129/2011 da Comisséo, que alterou o anexo Il do regulamento
1333/2008/CE, onde est4 a lista dos aditivos autorizados para utilizacdo na UE e as respetivas

condicdes de utilizacéo.

Segundo estas diretivas, em conjunto com o regulamento 1169/2011, no roétulo de cada
alimento deve estar presente a categoria do aditivo, assim como 0 seu nhome ou 0 seu E-numero
(por exemplo: conservantes nitrito de sédio, ou conservantes: E 250) (Branen et al. 2001; Costa
2015; Porto 2010; Sanchez 2014).
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Em Portugal, o uso de aditivos alimentares esta regulamentado pelo decreto-lei n® 63/2011 de
9 de maio, que veio completar os decretos-lei 365/98 e 121/98, que estabeleciam as condi¢des de
utilizacéo e os critérios de pureza que devem ser cumpridos na utilizacdo de aditivos alimentares
em Portugal, exceto edulcorantes e corantes. Este decreto foi baseado nas diretivas 2010/69/EU
e 2010/67/EU de 22 e 20 de outubro, respetivamente, que definiam a pureza dos aditivos
alimentares e alargavam a gama de utilizacdo dos mesmos na UE, exceto edulcorantes e corantes,
alterando a diretiva 95/2/CE.

Hoje em dia, a EFSA (European Food Safety Authority) é responsavel pela avaliacdo da
seguranga da utilizagdo de cada aditivo e por lhe atribuir o respetivo “E-niumero”. Em termos
internacionais, existe um comité de especialistas da FAO (Food and Agriculture Organization) e
da WHO (World’s Health Organization) em aditivos alimentares, a JECFA (Joint WHO/FAO Expert
Committee on Food Additives) (Branen et al. 2001; Costa 2015; EUFIC 2015; Sanchez 2014). A
JEFCA é responsavel pela avaliagdo dos riscos do consumo de aditivos alimentares, toxinas
naturais, entre outras substancias presentes nos alimentos, avaliacdo da exposi¢cao da populagéo
e definicdo dos métodos de analise a estes compostos (FAO n.d.).

[11.2.1 — Processo de aprovacédo de novos aditivos

Inicialmente, n&o existia um procedimento rigido para a aprovagédo de novos aditivos, apenas
existiam linhas gerais (Branen et al. 2001). Estas definiam que era necessario conduzir estudos
de toxicidade aguda, genotoxicidade, toxicidade subcrénica e toxicidade crénica. Seriam ainda
necessarios estudos metabdlicos, farmacocinéticos, de reproducdo, carcinogénicos e
teratogénicos. No caso de se acrescentarem outros estudos ou de algum destes estudos nao ser

apresentado, devia justificar-se esse facto devidamente (Branen et al. 2001).

Hoje em dia, segundo a legislagcdo em vigor, para que um aditivo seja aprovado para a sua
utilizacao na UE, é necessario que (EUFIC 2014; Regulamento 1333/2008):

e ndo apresente um risco de seguranca para os consumidores com o nivel de utilizacéo
proposto e com base nos dados cientificos que se encontrem disponiveis até a data;

e exista uma grande necessidade tecnoldgica de utilizacdo desse produto, que nao possa
ser satisfeita por outros meios viaveis;

e a utilizagcdo do aditivo ndo deve deixar margem para causar duvidas no consumidor;

e traga algum beneficio para o consumidor ao ser utilizado.
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De seguida, estes dados sdo submetidos ao comité cientifico para a alimentacado (Scientific
Committee on Food - SCF), que estabelece um nivel de efeito adverso ndo observavel (Non
Observable Adverse Effect Level - NOAEL) e/ou um nivel de efeito ndo observavel (Non
Observable Effect Level - NOEL). A partir destes dois parametros é estabelecida a dose diaria
aceitavel (DDA) de ingestdo deste composto, que serve de guia para a atribuicdo dos niveis

maximos permitidos a adicionar aos alimentos (Branen et al. 2001; EUFIC 2014; Sargaco 2013).

A DDA pode ser definida como a quantidade estimada, a luz dos conhecimentos atuais, de uma
determinada substancia que pode ser ingerida todos os dias, durante toda a vida, sem apresentar
efeitos de salde adversos para os consumidores. Este valor € expresso em mg/(kg massa
corporal/dia) ou em g/(kg massa corporal/dia), no caso de a DDA ser muito elevada (Branen et al.

2001, Costa 2015).

Apos a definicao da DDA, a Comissao Europeia cria uma proposta de nova diretiva, com base
no parecer obtido a partir do SCF, e apresenta-a ao Conselho e Parlamento Europeu. Se este
novo aditivo for aprovado, é promulgada uma nova diretiva Comunitéria, que obriga cada estado-
membro a alterar a sua legislacdo nacional de modo a incluir o novo aditivo (Costa 2015; EUFIC
2014; Sargaco 2013).

Entretanto, durante todo este processo, 0 produtor com interesse no aditivo pode pedir ao
estado-membro de origem uma autorizagdo nacional provisoria. Este pedido é avaliado pelo
comité de peritos do respetivo estado-membro, que toma a deciséo de autorizar ou ndo a utilizagéo
do aditivo durante dois anos. Se, entretanto, o aditivo ndo for autorizado pelo SCF, este é banido

de todos os estados-membros da UE (Costa 2015; Sargaco 2013).

[11.3 — Nitratos e nitritos

Os nitratos e os nitritos existem sob duas formas: organica e inorganica. Os nitratos e nitritos
na sua forma organica sdo maioritariamente sintetizados em laboratério para uso medicinal e sdo
mais complexos do que a forma inorganica, pois estéo ligados a grupos alifaticos ou aromaticos.
J& a forma inorgénica dos nitratos e nitritos ocorre naturalmente (figura Il1-2) (ATSDR 2013; Omar
et al. 2012).
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Figura IlI-2; Estrutura quimica do nitrato (1) e do nitrito (2) (ATSDR 2013; Omar et al. 2012).

Enquanto que o nitrito é bastante reativo, o nitrato € um ido mais estavel. Embora facilmente
transformado em nitrito através de acdo microbiana segundo a reacao 3.1, sendo por vezes

utilizado como uma “reserva” de nitrito (Dennis et al. 1990; Dionex 1998; Omar et al. 2012).
NO3 + 2H* 4+ 2e~ < NO; + H,0 3.1

Algumas das principais propriedades fisico-quimicas dos sais de nitrato e nitrito mais utilizados
encontram-se reunidas na tabela IlI-1 (Merck 2017; Sigma-Aldrich 2017).

Tabela IlI-1: Principais propriedades fisico-quimicas dos sais nitrato de potassio, nitrato de sédio, nitrito de
potassio e nitrito de sodio (Merck 2017; Sigma-Aldrich 2017).

Nitrato de Potassio Nitrato de sodio Nitrito de potassio Nitrito de sédio

Férmula Quimica KNOs NaNO3 KNO:2 NaNO:2
Massa Molar (g/mol) 101,1 84,99 85,11 69
Descricdo Branco cristalino Incolor Amarelo Branco
Ndmero CAS 7757-79-1 7631-99-4 7758-09-0 7632-00-0
So'uzig%afg (‘;r/“L)é‘gua 320 874 2,810 820
Ponto de fuséo (°C) 334 306 407 271

Os nitratos e 0s nitritos podem aparecer no nosso organismo por duas vias: endégena ou
exdgena. Por via exdgena, os nitratos e nitritos resultam da ingestao de agua ou alimentos que
contém estes compostos, enquanto que a sua presenca por via endégena provém de processos
de biossintese (ATSDR 2013; Omar et al. 2012; WHO 2010).

As vias biossintéticas permitem obter nitratos e nitritos através da oxidacdo do Oxido nitrico
resultante da degradacéo enzimatica da L-arginina ou da reducéo do nitrato a nitrito pela enzima
redutase (ATSDR 2013; Omar et al. 2012; WHO 2010).
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Os nitratos e nitritos inorganicos séo adicionados, sob a forma de sais (nitrito e nitrato de
potassio ou sédio), aos alimentos a base de carne durante o seu processamento (Dennis et al.
1990). Estes compostos sdo utilizados como aditivos alimentares, pois possuem uma forte
capacidade anti-microbiana contra a bactéria Clostridium botulinum, impedindo o crescimento de
esporos ja germinados, tal como mantém as propriedades organoléticas do alimento, além de
conferir a sua cor caracteristica. Isto deve-se ao facto de que o0s nitratos e nitritos séo
transformados em oxido nitrico, que por sua vez reage com a mioglobina, originando
nitromioglobina, conferindo a cor e propriedades organoléticas a estes produtos. (Dennis et al.
1990; Dionex 1998; Govari & Pexara 2015).

Os seus limites maximos de utilizacao (LMU) dependem do tipo de alimento a que sao
adicionados (tabela I11-2).

Tabela 11l-2: LMU dos sais de nitratos e nitritos a alimentos & base de carne em mg/kg de amostra
(Regulamento Europeu 1129/2011).

KNO: - E249 NaNO:2 - E250 NaNOs - E251 KNOs - E252
Designacao Nitrito de potassio  Nitrito de s6dio  Nitrato de s6dio  Nitrato de potassio
Alimentos a base_ de carne nao 150 150 150 150
tratada termicamente
Alimentos a ba_se de carne tratada 150 150 150 150
termicamente
Al|men'go_s a base de carne traEados 175 175 250 250
tradicionalmente por imersao
Al|mentos.q base de carne tratados 175 175 250 250
tradicionalmente a seco
Alimentos a base de carne tratados
tradicionalmente por cura a seco e 50 50 250 250

com imersao

A principal via metabdlica para os nitratos e nitritos inorganicos € a via nitrato-nitrito-6xido nitrico
(ATSDR 2013; Bryan & Ivy 2015; Omar et al. 2012; WHO 2010).

Apds ingestado, os nitratos e nitritos sao diretamente absorvidos pelo organismo, uma vez que
sdo sais hidrofilicos. O nitrato € imediatamente absorvido pelo trato gastrointestinal superior (boca,
faringe, esofago e estbmago), sendo que aproximadamente 65% deste € excretado pelos rins,
25% fica concentrado nas glandulas salivares e os restantes 10% nao se conhece o destino. Cerca
de 5% a 10% do nitrato também pode ser reduzido a nitrito pelas bactérias comensais da base
lingua, no estbmago ou no intestino (ATSDR 2013; Bryan & lvy 2015; Gorenjak & Cencic 2013;
Omar et al. 2012; WHO 2010).
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De seguida, ao chegar ao estbmago, o nitrito reage com aminas e amidas, formando compostos
N-nitrosos (cancerigenos) ou é rapidamente protonado, dando origem a acido nitroso. Estas
reacoes sao potenciadas pelo pH acido do estdmago (ATSDR 2013; Bryan & Ivy 2015; Gorenjak
& Cencic 2013; Hsu et al. 2009; Omar et al. 2012). Parte do 4cido nitroso pode ainda decompor-
se em O6xido nitrico e outros derivados, 0 que pode ser potenciado tanto pela presenca de
ascorbato e polifendis como pelo pH baixo do estbmago (ATSDR 2013; Gorenjak & Cencic 2013;

Omar et al. 2012).

Uma outra via de circulagéo do nitrato pelo organismo € a via enterosalivar. Nesta via, o nitrato
€ absorvido pelo organismo e entra no sistema circulatério. De seguida, volta para as glandulas
salivares e o ciclo repete-se. Esta via serve para que o nitrato atue como sistema antimicrobiano

no organismo, devido as suas propriedades anti-microbianas (ATSDR 2013; Healthline 2017).

[11.3.1 — Efeitos na saude

Desde cedo que os beneficios da cura de produtos a base de carne com nitratos e nitritos foram
reconhecidos. Foi na década de 60 que a utilizagdo destes compostos comegou a receber alguma
atencdo, uma vez que surgiram varios casos de meta-hemoglobinemia infantil (provoca anemia
funcional e apoxia dos tecidos) associados a uma elevada ingestao de nitratos através de agua
contaminada. Foi ainda descoberta a formagdo de nitrosaminas e CcOMPOStoSs-nitrosos
(considerados carcinogénicos) a partir destes compostos. Assim, foi posta em causa a seguranga
da utilizag&o de nitratos e nitritos para curar alimentos a base de carne (Bryan et al. 2012; De Smet
& Vossen 2016; Govari & Pexara 2015; Hord et al. 2011).

Hoje em dia, existem opinides divergentes: estes compostos sdo considerados benéficos para
0 organismo em certas condi¢des, enquanto que noutras condi¢gdes sdo considerados prejudiciais.
Existem cada vez mais estudos que relacionam o consumo de carnes vermelhas e/ou carnes
processadas com doencgas crénicas, entre as quais cancro colo-retal, diabetes tipo Il e doenca
arterial coronaria. No entanto, outros estudos sugerem que 0s nitratos e 0s nitritos ajudam a
regular a funcdo cardiovascular, imunolégica e a neuro-transmissao (Bryan & lvy 2015; De Smet
& Vossen 2016).

Relativamente a efeitos adversos na salde dos consumidores, alguns autores relacionaram o
elevado consumo de nitritos com o aparecimento de cancro natiroide. No entanto, nestes estudos,
nao foi possivel encontrar uma relacao entre a ingestéo de nitratos em excesso e 0 aparecimento

de cancro na tiroide, hipotiroidismo e hipertiroidismo, possivelmente devido a diferente exposicéo
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da populacgédo a nitrato, raz&o pela qual se aconselha que esta relacédo seja estudada mais a fundo
(Bahadoran et al. 2015).

Um outro estudo tentou relacionar o consumo elevado de nitratos e nitritos com a incidéncia de
cancro colo-retal utilizando ratos para este estudo, ndo tendo sido possivel estabelecer uma

relacdo entre ambos (Chenni et al. 2013).

Alguns autores procuraram conhecer o impacto que o consumo de carne ja contaminada com
nitratos e nitritos teria na sadide humana. No entanto, chegou-se a conclusao de que 0s animais
herbivoros, ao ingerirem ervas contaminadas com estes compostos ndo punham em risco a saude
humana. Isto deve-se ao facto de que estes animais metabolizam e excretam rapidamente estes
compostos e os seus derivados. No entanto, ao ingerirem uma dose demasiado elevada (estimada
em 3,3 mg/kg massa corporal) o seu metabolismo pode ficar comprometido (Cockburn et al. 2013).

Apesar destes resultados, existem bastantes ensaios que relacionam varios beneficios com o

consumo de nitratos e nitritos.

Um ensaio publicado em 2015 estabeleceu que, embora o consumo de nitrato diminua o risco
de cancro no estbmago, o consumo de nitritos aumenta este mesmo risco, uma vez que 0s nitritos
sdo metabolizados e dao origem a nitrosaminas (composto N-nitroso carcinogénico) (Song et al.
2015; WHO 2010).

Um outro estudo publicado em 2016 mostrou, em resultados preliminares, que a realizacdo de
uma dieta rica em nitrato aumenta o desempenho do organismo durante a préatica de exercicio

fisico, ao reduzir as necessidades energéticas e aumentar o esforgco muscular (Porcelli et al. 2016).

De acordo com um estudo publicado em 2015, existe uma dose ideal de consumo de nitrato e
nitrito, que ao ser cumprida promove a salde dos consumidores e ainda pode tratar varias
doencas. Um dos estudos mais importantes feito a este nivel incluiu uma férmula farmacéutica
patenteada (patente 8 303 995, 8 298 589, 8 435 578 e 8 982 038 (Bryan & lvy 2015)). A ingestao
de uma dose de 0,17 mg/kg de nitrito de sodio, incluido na formula patenteada, por pacientes com
mais de 40 anos em risco de desenvolverem doengas cardiovasculares, permitiu observar uma
reducéo significativa de triglicéridos e da presséo arterial. Noutros estudos, utilizando esta férmula,
foi ainda possivel observar um efeito anti-inflamatério, de protecdo da funcéo hepatica, reverséo
de doencas como hipertenséo, e reduzir os riscos de doencas cardiovasculares. Relativamente ao
nitrato, a dose a administrar para observar efeitos semelhantes é superior, uma vez que este ainda
tem de ser transformado em nitrito. Estes estudos foram realizados em ratos e em humanos (Bryan
& lvy 2015).
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Existem outros estudos que referem as mesmas conclusdes, embora nao estabelecam uma

dose minima para se obter estes beneficios (ATSDR 2013; Hord et al. 2009).

Como se pode ver, existem bastantes beneficios associados ao consumo de nitratos e nitritos
em doses controladas, razdo pela qual alguns autores referem que estes beneficios e os efeitos
adversos devem ser mais estudados, para se poder concluir se os beneficios compensam os
possiveis efeitos adversos (Bryan & lvy 2015; Hord et al. 2009; Sindelar & Milkowski 2012).

Os grupos de consumidores mais suscetiveis de desenvolver efeitos adversos por ingerirem
demasiado nitrito e nitrato sdo os bebés com menos de 4 meses, através do consumo de agua
contaminada utilizada principalmente nas formulas infantis, gravidas perto da 30% semana e
individuos que ja tenham o organismo comprometido, como pessoas com anemia, problemas
metabdlicos, sepsia, etc. Um outro grupo de risco sdo individuos que consomem drogas como
cocaina, etc. (ATSDR 2013).

Os valores da DDA recomendados para o nitrato e o nitrito tém vindo a variar ao longo do
tempo. Assim, foi possivel encontrar valores de DDA para o nitrato de 5 mg/kg massa corporal e
de 0,1 mg/kg massa corporal para o nitrito, no entanto estes valores séo referentes a década de
90 (Sanchez 2014; Comissao Europeia 1997). Entretanto, foram feitos estudos mais precisos ao
longo do tempo, o que levou a alteragé@o destes valores de DDA. Atualmente, a DDA para o nitrato
encontra-se em 3,7 mg nitrato/kg massa corporal, enquanto que para o nitrito é de 0,07 mg
nitrito/kg massa corporal (ATSDR 2013; Bryan & lvy 2015; EFSA 2008; Govari & Pexara 2015).

[11.4 — Estudos de dieta total (Total Diet Studies - TDS)

Os primeiros TDS foram realizados na década de 60, de modo a avaliar o impacto dos testes
de bombas nucleares na saude dos cidadaos dos EUA (Pennington 2000; Pennington 1998; EFSA
et al. 2011). Estes estudos iniciais eram realizados com uma amostra composta por varios pratos
gue faziam parte da dieta de individuos que ultrapassavam a ingestéo diaria de calorias (de modo

a avaliar a situacdo mais extrema) (Moy & Vannoort 2013; Pennington 1998; Pennington 2000).

Desde entdo, nos EUA, os estudos de dieta total evoluiram bastante, continuando a ser
realizados numa base anual. Hoje em dia, além dos contaminantes radioativos, também sao
analisadas muitas mais substancias, como residuos de pesticidas, contaminantes nao reativos e

nutrientes de interesse (Moy & Vannoort 2013; Pennington 1998; Pennington 2000).
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O primeiro TDS na Europa foi realizado pelo Reino Unido e pela Holanda, também na década
de 60. Estes estudos tém vindo a ser realizados anualmente, sendo que 0s grupos quimicos
analisados variam consoante o ano, de acordo com a informacéo recolhida no TDS anterior, uma
vez que o estudo de todos os analitos em todos os TDS anuais é, do ponto de vista econémico,
impossivel (EFSA et al. 2011; Moy & Vannoort 2013).

Apenas a partir da década de 90 os restantes paises europeus reconheceram a importancia
destes estudos, sendo que alguns destes paises comecaram a fazé-los regularmente (EFSA et al.
2011; Moy & Vannoort 2013).

Os principais objetivos de estudos TDS sé&o a monitorizacdo da seguranca e qualidade
nutricional da dieta de grupos especificos; a identificacdo de possiveis problemas de saude
publica; o fornecimento de informagédo relativamente ao uso de pesticidas, a identificacdo dos
alimentos a fortificar, e com quais nutrientes, etc, de modo a criar regulamenta¢cdes adequadas as
necessidades das populacdes (EFSA et al. 2011; Moy & Vannoort 2013; Pennington 1998; Vin et
al. 2014).

Para realizar um TDS é necessario comprar, processar e analisar amostras de alimentos
representativos do consumo da populacao em estudo. Isto quer dizer que, nos casos necessarios,
varios alimentos sdo combinados, de modo a formar amostras compostas. Podem-se misturar
varios pratos de bacalhau, de sopas diferentes, entre outros, de modo a formar uma amostra de
pratos de bacalhau, sopas, etc. A agua que é ingerida diretamente ou indiretamente através dos
cozinhados também é incluida (Arnich et al. 2012; Moy & Vannoort 2013; Pennington 1998;
Pennington 2000; Vin et al. 2014).

De seguida, avalia-se a exposi¢cdo da populacdo aos analitos em questdo. A avaliagdo da
exposicao da populacdo consiste na estimativa do consumo de espécies benéficas ou prejudiciais
contidas nos alimentos ingeridos. Tem como objetivo determinar qual a probabilidade e a extenséo
da DDA ser ultrapassada (no caso de analitos prejudiciais a saude do consumidor) ou verificar se
a dose diaria recomendada (DDR) é atingida (no caso de analitos benéficos) (Branen et al. 2001;
Food Standards of Australia and New Zealand 2015; Moy & Vannoort 2013).

Estes estudos sdo do interesse publico, uma vez que podem ser utilizados para diversos
propositos, como por exemplo, para estabelecer prioridades para futuros TDS e verificar se a

populacao esta a ingerir determinados analitos em excesso (Branen et al. 2001).

A exposigao da populagéo € determinada através da combinagédo dos valores obtidos na andlise

de amostras do TDS com dados de consumo dos respetivos alimentos para cada grupo de estudo
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(Arnich et al. 2012; Food Standards of Australia and New Zealand 2015; Moy & Vannoort 2013;
Pennington 1998; Pennington 2000; Vin et al. 2014).

Em termos matematicos, a exposi¢cdo é determinada através da aplicagdo da equacdo 3.2
(Food Standards of Australia and New Zealand 2015; Jiang et al. 2015; Moy & Vannoort 2013):

Exposicdo = Z(consumo X concentragio) 3.2

Os principais contribuidores para a exposi¢éo da populacao a nitratos e nitritos podem ser vistos
nas figuras IlI-3, IlI-4 e III-5.

®Agua

® Frutas e Vegetais

& Produtos derivados de
animais

u Cerveja

= Outros

Figura 11I-3: Alimentos/bebidas contribuidores para a ingestdo de nitratos (1) e nitritos (2) no Reino Unido (EFSA
2008).

m Agua

m Frutas e Vegetas

m Produtos derivados
de animais

m Cerveja

| Outros

Figura IlI-4: Alimentos/bebidas contribuidores para a ingestéo de nitratos (1) e nitritos (2) em Franca (EFSA 2008).
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Figura IlI-5:Exposicao total da populagdo ao nitrito no Reino Unido (1) e Franca (2), incluindo a conversédo de nitrato
em nitrito (EFSA 2008)

Como se pode constatar, a maior parte da exposi¢ao da populacdo nestes dois paises a nitratos
€ exterior ao organismo humano (fonte exdgena), enquanto que a exposicdo da populacédo a
nitritos é principalmente através da conversao de nitrato em nitrito (fonte endégena). Os principais
contribuidores para a exposicdo das pessoas a nhitratos sdo as frutas e vegetais, seguidos pela
agua. Os produtos de base animal contribuem muito pouco, especificamente cerca de 8% no
Reino Unido e 6% em Franca. Em termos gerais, pode-se ver que a populacao francesa esta mais
exposta a estes compostos do que a populacdo do Reino Unido.

l1l.5 — Métodos para determinar o teor de nitratos e nitritos em amostras de

alimentos

Como referido anteriormente, o consumo de nitratos e nitritos em niveis excessivos podem
levar a sérios problemas de salde. Assim, € importante desenvolver métodos de determinagéo
destes compostos em matrizes alimentares, de modo a promover a saude publica.

Atualmente é possivel encontrar referéncias a inimeros métodos para a determinacao destes
idbes em amostras de alimentos, como espectrofotométricos, enzimaticos, eletroquimicos e
cromatograficos. Destes, destacam-se os métodos cromatograficos devido a sua rapidez,
processamento simples de amostras e reducao de interferéncias de matriz na analise (Merusi et
al. 2010; Zhang et al. 2014). No entanto, foi desenvolvido recentemente um método de

electroforese capilar que também demonstra bastante potencial, uma vez que é um método
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simples, rapido, preciso e barato (Zhang et al. 2014). Este método foi utilizado na andlise de varias
amostras de presunto e salsichas, obtendo-se resultados entre 12,92-87,02 ug nitrato/g amostra
e 10,19-39,03 ug nitritos/g amostra nas amostras de presunto, e 13,24-31,80 pg nitrato/g amostra
e 12,47-57,26 02 ug nitrito/g amostra nas amostras de salsichas. E de salientar que algumas

amostras de presunto e salsichas ndo apresentaram nitratos (Zhang et al. 2014).

Dentro dos métodos espectrofotométricos, foram encontrados alguns procedimentos baseados
na reacao de Griess, (na qual o nitrato é reduzido a nitrito utilizando cloreto de vanadio, onde se
forma um composto de cor) seguindo-se uma analise espectrofotométrica A538 nm para alimentos
a base de carne e espinafres (Bahadoran et al. 2016; Jaworska 2005), rea¢do do grupo amina do
AHNDMS (Sal monossddico do acido 4-amino-5-hidroxinaftaleno-2,7-dissolfénico) com nitrito,
formando um composto diazotado que € detetado A560 nm, para amostras de agua (Nagaraj et
al. 2008; Nagaraja et al. 2010).

Alguns dos autores que utilizaram um meétodo baseado na reagéo de Griess analisaram varios
tipos de amostras alimentares, nomeadamente legumes, produtos lacteos, produtos a base de
carne processados e nao processados, frutas, leguminosas, etc. Os valores de nitratos e nitritos
encontrados nas amostras de carne ndo processada variaram entre 0,05-0,13 mg nitrato/100 g
amostra e 3,39-4,96 mg nitrito/100 g amostra, enquanto que nos produtos de carne processados
foram determinados valores entre 0,06-0,19 mg nitrato/100 g amostra e 2,75-13,9 mg nitritos/100
g amostra. Na discussdo dos resultados € ainda referido que o teor de nitratos e nitritos nas
amostras a base de carne (processadas ou ndo) sao muito mais reduzidos do que os teores dos

mesmos analitos em amostras de vegetais (Bahadoran et al. 2016).

Os métodos enzimaticos baseados na norma ISO 20541: 2008 consistem na reducéo de nitrato
a nitrito com uma enzima redutase, seguida de uma andlise espectrofotométrica, também com
base num corante diazotado. No entanto, este método apenas serve para a analise de nitratos
(Arneth & Herold 1988; International Organization for Standardization 2008).

O procedimento eletroquimico com mais potencial baseia-se no desenvolvimento de um sensor
electroquimico de platina com uma membrana de acetato de celulose ou poli-(1,8-
diaminonaftaleno), seguindo-se uma analise por FIA (Flow Injection Analysis — Andlise de injecao
em fluxo), uma vez que é rapido, simples e ndo precisa de reagente toxicos. Este autor analisou

amostras de agua da torneira (Badea et al. 2001).

Foram ainda encontradas referéncias a outros dois métodos eletroquimicos: um utiliza um
sensor amperométrico e 0 outro € baseado na imobilizacdo covalente de nanotubos de carvao
(Sousa et al. 2008; Xian et al. 2010).
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Dentro dos métodos cromatograficos, foi possivel encontrar algumas divergéncias, mesmo nos
métodos baseados na mesma norma europeia (EN 12014-4: 2005), principalmente ao nivel do
processamento das amostras. Em termos de matrizes analisadas e resultados obtidos, estes

variam consoante os autores.

Um dos trabalhos consultados que utilizava um método cromatografico, analisava apenas
amostras a base de carne, dando principal enfase a amostras de bacon e presunto, por estas
terem um teor mais elevado de nitratos e nitritos. Foram, no entanto, analisadas amostras de
outros produtos a base de carne, como paté de frango e corned beef. No que diz respeito a
resultados obtidos, estes encontram-se reunidos na tabela Il1-3 (Dennis et al. 1990).

Tabela IlI-3: Média dos teores de nitrato e nitritos obtidos na analise de amostras de produtos & base de carne (Dennis

et al. 1990).
Nitrato (mg/kg amostra) Nitrito (mg/kg amostra)
Presunto 3-414 <0,2-112
Bacon <1,0 - 309 <0,2-76
Outros <1,0- 82 <0,2-134

Um outro estudo analisava amostras de derivados de leite (Reece & Hird 2000) ou amostras de

vegetais (lammarino et al. 2014), utilizando ambos um método cromatogréfico.

Um estudo efectuado com amostras de vegetais e produtos a base de carne cujos teores
obtidos se encontram reunidos na tabela Ill-4. O autor concluiu que de facto os produtos a base
de carne curada ndo contribuem significativamente para a exposi¢cdo da populagéo a nitratos,

apenas contribuem para a exposi¢ao a nitritos (Hsu et al. 2009).

Tabela IlI-4: Média dos teores de nitrato e nitritos obtidos na analise de amostras de produtos a base de carne (Hsu et

al. 2009).
Nitrato (mg/kg amostra) Nitrito (mg/kg amostra)
Cachorro quente 69,9 78,6
Presunto 19,0 34,2
Salame 1425 0
Bacon 23,3 15,7
Salsichas Frankfurt 54,9 83,9
Bife 18,7 0
Medalhdes 38,5 0

Outros autores, basearam o seu método cromatografico na mesma norma (EN 12014-4), e

analisaram varios tipos de amostras: produtos a base de carne curados, outros produtos a base
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de carne, produtos a base de carne fresca, queijos, vegetais, ameijoas e mexilhdes. Relativamente
aos resultados obtidos para os produtos a base de carne fresca, foi possivel verificar que estes
nao continham nitritos, sendo que apenas as carnes de porco, vaca e cavalo apresentaram teores
de nitratos abaixo de 40 mg nitrato/kg amostra. Quanto aos outros tipos de amostras de produtos
a base de carne, os resultados encontram-se expostos na tabela Ill-5 (lammarino et al. 2013).

Tabela IlI-5: Teores de nitrato e nitrito obtidos em amostras de produtos a base de carne consoante o tipo de amostra
(lammarino et al. 2013).

Nitrato (mg/kg amostra) Nitrito (mg/kg amostra)
Preparacdes de carne fresca 10,6-31,3 2218,0-3116,8
Carnes curadas 17,5-694,7 14,4-101,4
Outros 19,1-143,4 12,6-80,2

I1l.6 — Fundamentos gerais de Cromatografia Liquida de Alta Resolucao (High

Performance Liquid Chromatography — HPLC)

Os primeiros equipamentos de HPLC surgiram nos anos 70, e desde entdo, esta técnica
analitica evoluiu muito rapidamente, sendo atualmente um dos métodos analiticos mais utilizados,
devido a sua versatilidade, sensibilidade e precisédo (Giri 2015; Nakatani et al. 2012; Nollet 2000;
Skoog et al. 2007). Através desta metodologia, é possivel separar, identificar e quantificar
compostos de uma amostra, como aminodacidos, antibidticos, esteroides, hidrocarbonetos,

terpendides, proteinas, substancias inorganicas, entre outros (Linde 2017; Skoog et al. 2007).

O seu principio basico consiste em separar 0s componentes de uma determinada amostra com
base nas diferentes interagfes do analito com as fases movel e estacionéaria (Giri 2015; Linde
2017). A fase mével é um fluido que passa através da fase estacionaria, sendo que este pode ser

um liquido ou fluido supercritico (Nollet 2000).

O sistema de HPLC é constituido principalmente por reservatorios para a fase movel, bomba
de alta presséo, coluna e forno, sistema de injecdo, detetor e sistema de aquisicédo e tratamento

de resultados, como esta representado na figura l11-6 (Giri 2015; Linde 2017).
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Figura 111-6: Principais componentes de um sistema de HPLC (Giri 2015).

A fase movel, contida num reservatério, € bombeada para o sistema de HPLC, de modo a
permitir atingir um determinado fluxo e pressao determinados no software do sistema (Giri 2015;
Linde 2017; Waters n.d.).

O sistema de inje¢do pode ser manual ou automéatico. Hoje em dia, a maioria destes sistemas
sdo automaticos, de modo a que nao exista uma dependéncia do operador e a permitir uma maior
reprodutibilidade (Skoog et al. 2007).

A amostra é inserida na fase movel através do sistema de inje¢@o e segue para a coluna, onde
0s seus analitos séo separados. Para que esta resolucéo ocorra, a coluna contém um enchimento

especifico (fase estacionaria) para o tipo de separacao que se pretende (Skoog et al. 2007).

Os analitos vao sendo eluidos da coluna e passam por um detetor. Os detetores mais utilizados
sdo os de espectroscopia de ultravioleta e visivel (UV-Vis), fluorescéncia, eletroquimicos e de
espectroscopia de massa. O detetor envia um sinal, o qual é tratado e processado de modo a
obter um cromatograma no monitor do computador (Giri 2015; Linde 2017; Waters n.d.).

Alguns sistemas de HPLC podem ainda incluir um sistema de desgaseificacdo para que se
possam remover gases dissolvidos na fase mével, pois estes podem afetar o funcionamento da

coluna e do detetor (Skoog et al. 2007).

[11.6.1 — HPLC de troca i6nica

Consoante a massa molar e a polaridade/carga dos analitos, a técnica de HPLC a aplicar pode

ser: particdo, adsorgdo, exclusdo por tamanho, i6nica e afinidade. Dentro do HPLC para a
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separacao de espécies idnicas, existem algumas metodologias disponiveis: troca idnica, interacao

iGnica, exclusdo ionica, supressao ionica e par iénico (Nollet 2000).

A cromatografia de troca i6nica € um método bastante eficiente e moderno utilizado para
separar espeécies idnicas ou compostos ionizaveis e sollveis em agua, com uma massa molar
inferior a 1500 g/mol (G.E. Healthcare 1968; Pharmacopeia n.d.; Skoog et al. 2007; Williams &
Frasca 1999).

Durante décadas foi possivel utilizar zedlitos e alguns tipos de argilas naturais e reconhecidos
como fase estacionéaria para este tipo de cromatografia. No entanto, foi necessario comecar a
sintetiza-las, para se poder realizar o tratamento de aguas e a purificacdo de algumas solucdes
(Skoog et al. 2007).

O principio base da separacao deste tipo de cromatografia € a troca de i6es de carga igual
(positiva ou negativa) entre a fase mével e a fase estacionaria. O equilibrio que se estabelece
entre estas duas fases depende da densidade da carga, da carga total e da distribuicdo da carga
a superficie das espécies a separar (G.E. Healthcare 1968; Skoog et al. 2007).

A fase estacionaria deve ser insolivel na fase mével e ter uma elevada massa molecular (G.E.
Healthcare 1968; Skoog et al. 2007). Esta é composta por uma estrutura base (matriz) e grupos
ativos (ides fixos). No caso de querermos separar anides, a fase estacionaria deve ter carga
positiva, enquanto que no caso de querermos separar catides, esta deve ter carga negativa
(Pharmacopeia n.d.; Nollet 2000; Skoog et al. 2007).

A matriz da fase estacionaria pode ser silica, varios tipos de poliacrilato, agarose ou poliestireno
ligado de forma cruzada com divinilbenzeno (G.E. Healthcare 1968; Nollet 2000; Skoog et al.
2007).

Hoje em dia, as resinas mais utilizadas séo poliméricas ou a base de agarose, uma vez que
conseguem atingir uma elevada capacidade de interacdo com os analitos e uma estabilidade fisica
e quimica. O tamanho das particulas obtidas € variado, o que se traduz num leque abrangente de

possiveis aplicacdes (G.E. Healthcare 1968).

Os grupos ativos sé@o constituidos por ides fixos, ligados de forma covalente a matriz, e contra-
ides, que interagem com a fase moével (Nollet 2000; Skoog et al. 2007). Consoante o tipo de
cromatografia, os tipos de grupos ativos mudam. No caso de uma cromatografia para separacdo
anionica, pode-se utilizar uma base forte ou uma base fraca, sendo mais comum aminas terciarias

(-N(CHs)3OH) ou aminas primarias (-NHszOH), respetivamente (Skoog et al. 2007).
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Quando as duas fases entram em contacto, é estabelecido um equilibrio entre os anides e os

contra-ides, como mostra a equacédo 3.3 (Skoog et al. 2007):
X RN(CH3)3s* OH + A = [RN(CHs)s*]xA* + x OH" 3.3

Através de experiéncias realizadas com i6es de referéncia, como H*, foi possivel determinar
gue a interacdo dos analitos com a fase estacionaria depende da carga do analito, das condi¢des
cromatogréficas (pH, temperatura, fase movel) e do tipo de fase estacionéria (Nollet 2000; Skoog
et al. 2007).

[11.7 — Validac&o de métodos

O conceito de validagéo foi desenvolvido em 1978, nos EUA. Desde essa época, este conceito
evoluiu, sendo que hoje em dia é aplicado nas mais diversas areas, como na quimica analitica ou

na computacgao (Pallastrelli 2013; Ribani et al. 2004).

Assim, existem vérias definicbes de validacdo de métodos. Segundo a norma ISO/IEC 17025
— 2005, consiste na “confirmacao através de testes e apresentacao de evidéncias objetivas de que
determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso especifico e intencional” (Barros 2016;
ISSO 17 025 2005; Ribani et al. 2004).

A validacdo deve entdo avaliar se um determinado método é adequado para o fim em que é
utilizado, devendo-se comparar os resultados experimentais com as questées que o método

propde responder (Brito et al. 2003).

Deve-se proceder a validacao/revalidacdo cada vez que sao desenvolvidos novos métodos; se
0 método ja existente passa a ser realizado num novo laboratério e/ou quando o método sofre
alteracdes significativas nas condi¢cdes ou parametros (ex. equipamento, ampliacdo do método
para novas matrizes de amostra, entre outros) (Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010;
International Standard Organization 2005; Pallastrelli 2013). Este procedimento é fundamental
para a garantia da qualidade analitica, de modo a assegurar que os resultados experimentais
obtidos numa determinacdo de rotina sdo préximos o suficiente do conteudo “verdadeiro” do

analito na amostra (Barros 2016; Gonzalez & Herrador 2007).

Existem dois tipos de validacdo de métodos: direta e indireta, sendo que consoante o tipo de

validacdo h& variagcdo dos parametros a analisar. Estes métodos séo considerados validados
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guando os seus parametros vao de encontro aos pré-requisitos estabelecidos inicialmente.
Contudo, apesar da validacdo de métodos ser cara e carecer de muito tempo torna-se uma mais-
valia pois reduz a necessidade de repetir ensaios e permite uma melhor gestdo do tempo
despendido (Brito et al. 2003; Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010; International Standard
Organization 2005; Pallastrelli 2013; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

[11.7.1 — Validacao direta

Neste tipo de validagéo, o principal objetivo é conhecer a exatiddo do método. Esta € definida
como o grau de concordéancia entre o valor de referéncia que é aceite como “real” e os valores
experimentais obtidos a partir do método (RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

A exatidao é associada a uma combinacdo de componentes de erros aleatorios e sistematicos,
aparecendo associada a valores de precisdo (RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

Para avaliar a exatiddo de uma técnica através de uma validacao direta, normalmente sao
utilizados Materiais de Referéncia Certificados (MRC), ensaios interlaboratoriais e/ou testes
comparativos (RELACRE 2000).

111.7.1.1 — Materiais de Referéncia Certificados (MRC)

Para validar um método de ensaio, sempre que for possivel, deve-se utilizar um MRC. Estes
materiais tém um certificado que especifica o valor de concentrac¢do (ou outra grandeza) para cada
parametro, e a sua respetiva incerteza. Os MRC séao fornecidos por entidades reconhecidas e
crediveis, como o LGC e o NIST (Brito et al. 2003; Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010;
RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

No caso de se utilizarem os MRC, os resultados experimentais obtidos (a média e o desvio
padrao de uma série de replicados) devem ser comparados com os valores do certificado do MRC.
Podem ser adotados critérios de aceitacédo para os valores obtidos experimentalmente, consoante
o rigor definido para os resultados (Brito et al. 2003; Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010;
RELACRE 2000).

Para fazer esta comparacdo podem-se utilizar varios critérios de decisao, como: erro relativo,

erro normalizado e factor de desempenho (Coordenacéo Geral de Acreditacao 2010).
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Se o valor experimental ndo estiver dentro do intervalo de aceitacédo do certificado do respetivo
MRC, as causas do desvio devem ser identificadas e eliminadas (Coordenacdo Geral de
Acreditacdo 2010; RELACRE 2000).

O erro relativo traduz a componente dos erros sistematicos e € expresso em percentagem. E

determinado como mostra a equacao 3.4 (RELACRE 2000):

X,p — X
E, (%) :% x 100 3.4
v

Onde:
Xiab — Valor obtido experimentalmente (ou a média aritmética dos valores obtidos);
Xv — Valor certificado do MRC (valor aceite como “real”).

O factor de desempenho também é conhecido como indice z ou z-score. E uma outra forma de
avaliar o desempenho do método, sendo determinado como mostra a equacgéo 3.5 (Coordenacao
Geral de Acreditagéo 2010; RELACRE 2000):

Xigp — X
7 = lab v
S

3.5

Onde:
s — Valor do desvio-padrdo, que pode ser a incerteza do MRC.

De acordo com a norma ISO Guia 43, o critério de aceitacdo € (Coordenacdo Geral de
Acreditagéo 2010; RELACRE 2000):

|Z| < 2 — Resultado satisfatério;
2 < |Z| < 3 — Resultado questionéavel,
|Z| = 3 — Resultado insatisfatorio.

O erro normalizado é uma das outras formas de calcular a exatiddo de um método. Na
eventualidade de se calcular a incerteza do resultado experimental, o valor real deve encontrar-se
nesse intervalo de incerteza. No caso de isso ndo se verificar, o intervalo pode estar subestimado,

utilizando-se assim a equacao 3.6 (Coordenacéo Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000):
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Xiap — X
E,=—2%b v 3.6

Ulap + Ufes

Onde:
Uiab — Incerteza associada ao resultado experimental;
Uret — INcerteza associada ao valor de referéncia.

Se o valor do erro normalizado for inferior a um, entdo a incerteza associada ao valor
experimental esta bem estimada. No caso de néo se verificarem condi¢des satisfatérias, deve-se
reavaliar o ensaio, procurando as causas e corrigindo-as (Coordenacdo Geral de Acreditacdo
2010; RELACRE 2000).

Deve-se definir a periodicidade da analise dos MRC’s consoante a frequéncia das analises
efetuadas, o grau de conhecimento das amostras, a complexidade do método e o grau de
confianca exigido para o resultado final (Coordenacdo Geral de Acreditagdo 2010; RELACRE
2000).

I11.7.1.2 — Ensaios interlaboratoriais

Existem distingbes entre as utilizagcbes dos ensaios interlaboratoriais. Estes podem ser
realizados para determinar o desempenho do laboratério tal como para estabelecer a eficacia de

um novo método e compara-lo (Coordenacao Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000).

Para comparar e avaliar os resultados obtidos nos diversos laboratérios, é possivel utilizar
também o erro relativo, o erro normalizado e o factor de desempenho (Coordenacédo Geral de
Acreditagdo 2010; RELACRE 2000).

111.7.1.3 — Testes comparativos

Ao realizar a validacdo de um método € importante fazer testes comparativos entre o método
em estudo e um método que seja considerado de referéncia. O objetivo é determinar a exatiddo
do método, avaliando a proximidade dos resultados obtidos com ambas as técnicas. Estes testes
podem ser feitos numa gama de concentracbes restrita ou na totalidade da gama de
concentracdes onde se pretende validar o método. As analises devem ser feitas em duplicado
(RELACRE 2000).
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[11.7.2 — Validacao indireta

Consoante o método a validar, é necessario estudar diferentes parametros caracteristicos do
método, tais como: especificidade/seletividade; quantificacdo, onde se inclui a sensibilidade, curva
de calibracao, limiares analiticos de detecdo e quantificacdo e gama de trabalho; precisédo, que
abrange a repetibilidade, a reprodutibilidade e a precisdo intermédia; exatiddo e robustez
(RELACRE 2000).

Estes critérios variam ainda com a referéncia bibliogréfica utilizada, sendo que algumas referem
ainda a incerteza dos resultados (Coordenacédo Geral de Acreditacdo 2010; Gonzalez & Herrador
2007).

[11.7.2.1 — Especificidade/seletividade

Afirmar que um método analitico € seletivo significa que é capaz de identificar e quantificar um
determinado analito de interesse inserido numa matriz complexa, sem a interferéncia de outros
componentes (EMA 2012; Pallastrelli 2013; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

No caso de o método em estudo ndo ser seletivo, a linearidade, a exatidédo e a precisdo estao
comprometidas, razdo pela qual este € um parametro bastante importante (Coordenagéo Geral de
Acreditacdo 2010; Ribani et al. 2004).

Existem varios procedimentos para a avaliacdo da seletividade de um método (Brito et al. 2003;
RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

Um dos métodos é comparar a matriz sem o analito (branco) com a matriz com a substancia
de interesse (padrdo). Neste caso, considerando a cromatografia como exemplo, o método é
considerado seletivo se ndo existir nenhuma interferéncia na matriz ao eluir no tempo de retencao
do analito de interesse, obtendo-se um cromatograma com uma boa resolucéo (Coordenacao
Geral de Acreditagéo 2010; Ribani et al. 2004).

Uma outra opcao € recorrer a utilizacdo de detetores, que comparam 0 espectro obtido na

separacdo da amostra com o de um padrédo (Coordenacao Geral de Acreditacdo 2010).

No caso de ndo ser possivel obter uma matriz sem interferentes, utiliza-se o método da adi¢éo
padrao, onde se comparam as curvas de calibracdo obtidas com e sem a adicdo do padréo a
matriz, e se estas forem paralelas, pode-se dizer que ndo existem interferentes (Brito et al. 2003;
Ribani et al. 2004).
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Por fim, ainda € possivel realizar uma nova andlise com um método especifico para a
substancia de interesse e comparar com o resultado experimental do método a validar (Brito et al.
2003; Coordenacao Geral de Acreditacdo 2010; Ribani et al. 2004).

111.7.2.2 — Gama de trabalho

A gama de trabalho a utilizar depende de cada método. Inicialmente deve-se escolher uma
gama de trabalho, definida pela gama de aplicacdo do método. O limite inferior da gama de
trabalho é definido pelo limite de quantificacdo do método (Coordenacédo Geral de Acreditacdo
2010).

Para avaliar a adequacdo da gama de trabalho ao método € possivel utilizar o teste de
homogeneidade de variancias. Para tal, calculam-se as variancias associadas ao primeiro e ao
Ultimo padrédo através da equacao 3.7 (RELACRE 2000):

2 ¥1%(yi; — }7i)2
N n; — 1

S; 3.7

Onde:
i — NUumero do padréo (neste caso 1 e 10);
j — Numero de repeticdes realizadas para cada padrao.

Entretanto, avaliam-se as variancias, para ver se existem diferencas significativas entre estas
nos limites da gama de trabalho. Existem duas expressfes possiveis de ser utilizadas, consoante

a situacdo, como mostram as equacgdes 3.8 e 3.9 (RELACRE 2000):

SZ
PG = =7 3.8
Sl
_S
PG = — 3.9
SlO

Deve-se utilizar a equacéo 3.8 quando SZ, > S%, e a equacéo 3.9 é para quando S&, < S7.

Por fim, compara-se o valor de PG com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher,

para n-1 graus de liberdade. Consoante o que se obtém, tem-se (RELACRE 2000):
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PG < F: A gama de trabalho esta bem ajustada, pois a diferenca de varidncias ndo €

significativa,

PG > F: A gama de trabalho ndo esta bem ajustada e, portanto, deve ser reduzida, uma vez

gue as diferencas de variancias sdo significativas.

I11.7.2.3 = Linearidade

A linearidade de um método é a capacidade para produzir resultados que sao proporcionais a
concentracdo do analito dentro de uma determinada faixa de trabalho. Esta proporcionalidade
pode ser direta, ou através de uma expressao mateméatica bem conhecida (Coordenacao Geral de
Acreditacdo 2010; EMA 2012; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

Na maioria dos casos, a relagdo entre o sinal e a concentragdo ou massa dos analitos é
determinada empiricamente. No geral, esta relacao € traduzida numa reta, a qual se chamou curva
de calibracéo. Esta deve ser definida, no minimo, por cinco ou seis pontos diferentes, nao incluindo
o zero/branco devido aos possiveis erros associados. A equacao da reta esta representada pela
equacdo 3.10 (Coordenacéo Geral de Acreditacdo 2010; EMA 2012; RELACRE 2000; Ribani et
al. 2004).

y=ax+b 3.10
Onde:
y — Resposta/sinal medido;
X — Concentracdo ou massa do analito;
a — Declive da reta (sensibilidade do método);
b — Ordenada na origem.

O coeficiente de determinacéo, r?, deve ser o mais perto possivel de um, de modo a garantir a
menor disperséo dos resultados. Assim, garante-se uma maior qualidade da curva de calibragéo

e uma menor incerteza dos coeficientes de regresséo (Ribani et al. 2004).

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico (teste de Mandel), através do
gual se pode determinar a funcdo linear ou nao linear que define a curva de calibracdo, assim
como os desvios padréo residuais, Syx € Sy, (RELACRE 2000).
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Para a realizacdo do teste de Mandel, determina-se a diferenca das varidncias através da
equacdo 3.11 (RELACRE 2000):

DS?=(N—-2)xS5, —(N—3)xS5% 3.11
/x y

Onde

N - Numero de padrbes;

Sﬁ/ e S;Z — Desvios-padréo residuais das funcdes linear e ndo linear da curva de calibragéo.
X

De seguida, calcula-se o valor teste, PG, através da equagéo 3.12 (RELACRE 2000):

DS?
PG = —
Sk,

3.12

Por fim, compara-se o valor de PG com o valor tabelado na distribuicdo F de Snedecor/Fischer,
de onde vem (RELACRE 2000):

PG < F: A funcéo de calibracéo € linear;

PG > F: A funcdo de calibracdo nao é linear. Neste caso, deve-se considerar reduzir a gama

de trabalho.

Em cada analise deve ser tracada uma curva de calibragdo. No entanto, se existirem dados
gue provem que a curva de calibracdo é estavel durante determinado tempo, é possivel ndo
construir uma curva em cada analise (EMA 2012; RELACRE 2000).

Este parametro também pode ser avaliado através da representacdo grafica dos resultados
obtidos, comparando o valor do coeficiente de determinacdo e dos residuos percentuais
verificados para cada ponto da curva de calibragdo com os valores que foram estabelecidos como

aceitaveis. No geral, o coeficiente de correlagéo, r, deve ser superior a 0,995 (Sargaco 2013).

111.7.2.4 — Sensibilidade

A sensibilidade de um determinado método consiste na capacidade deste em distinguir duas

concentracdes proximas com um certo nivel de confianca (Brito et al. 2003).
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Na pratica, pode ser definida como o quociente entre a diferenga dos valores lidos, AL, e a
variacdo da concentracdo que corresponde a esta diferenca, AC, como mostra a equacao 3.13
(Brito et al. 2003; RELACRE 2000):

Sensibilidad _ AL 3.13
ensibilidade = - .

No caso de a curva de calibragéo ser linear, a sensibilidade € dada pelo declive da reta de
calibracdo (RELACRE 2000).

A avaliacdo deste parametro € bastante importante, principalmente quando se pretende: avaliar
a sua evolucao ao longo do tempo; comparar a sensibilidade de varios métodos para um mesmo
analito, baseados em modelos lineares; ou comparar a sensibilidade do método para os varios
analitos (RELACRE 2000).

I11.7.2.5 = Limiares analiticos

Consoante a situacao, existem vérias formas de determinar os limiares analiticos (Brito et al.
2003; RELACRE 2000).

O limite de detecdo consiste no teor minimo medido a partir do qual é possivel detetar a
presenca do analito com uma certeza estatistica razoavel. No entanto, o analito ndo €

necessariamente quantificado como um valor exato (Brito et al. 2003; RELACRE 2000).

Em termos qualitativos, pode-se definir o limite de detecdo como a concentragdo minima que o
método consegue distinguir do branco (amostra com a mesma matriz, mas sem o analito de
interesse) (Brito et al. 2003; RELACRE 2000).

A existéncia de uma leitura inferior ao limite de detecdo n&o significa a auséncia do analito,
apenas se pode considerar que a concentracao do componente é inferior ao valor do limite de
detecdo, com uma determinada probabilidade (Brito et al. 2003; RELACRE 2000).

Uma das formas de calcular o limite de detecdo, LD, com uma calibracéo linear, é a partir da
equacdao 3.14 (Brito et al. 2003; RELACRE 2000).

3,3 X Sy/x

LD = 3.14
b

Onde:
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Sy /e Desvio padréo residual da curva de calibracao (calculado através do método dos minimos

guadrados);

b — Declive da curva de calibragéo.

No entanto, também se pode calcular o limite de detecéo a partir da relagao sinal/ruido. Este
procedimento pode ser utilizado apenas em métodos analiticos com ruido de base. Consiste na
comparacdao do sinal medido numa amostra com uma peguena concentracdo conhecida do analito
com um branco. De seguida, calcula-se a concentra¢do minima a que o analito pode ser detetado,

sendo que uma relacdo de 3:1 no geral chega (ICH 1996).

O limite de quantificagédo, LQ, define qual a menor concentracdo medida a partir da qual é
possivel quantificar o analito, associado a uma determinada exatiddo e precisao consideradas
aceitaveis (Brito et al. 2003; RELACRE 2000). Na pratica, corresponde a concentra¢éo do padrao
de menor concentragdo, com excegdo do branco. Este pardmetro é frequentemente inserido em
relatérios de métodos, razdo pela qual deve ser identificado e quantificado de forma clara
(RELACRE 2000).

Para o célculo deste parametro, no caso de uma calibragéo linear, pode-se utilizar a equacao
3.15 (RELACRE 2000).

10 % Sy,
LQ = —F*

3.15

Para a determinacdo deste parametro também € possivel utilizar a relagédo sinal/ruido. Este
método consiste na comparacao do sinal de amostras com concentracdes baixas e conhecidas do
analito com um branco. De seguida, a partir da relacao 10:1 de sinal/ruido, é possivel determinar

a concentragdo minima quantificavel de analito (ICH 1996).

I11.7.2.6 — Precisao

A precisdo de um método avalia a proximidade de medidas independentes realizadas
experimentalmente, em ensaios repetidos sobre uma determinada amostra, amostras
semelhantes ou padrdes. Este pardmetro, no geral, varia com a gama de concentragfes, sendo
gue € avaliado através da repetibilidade, precisao intermédia, e reprodutibilidade (Brito et al. 2003;
Coordenacao Geral de Acreditacédo 2010; RELACRE 2000).
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A preciséo pode ser expressa pelo desvio padrédo (se forem feitas mais de 20 medi¢des) ou

pelo coeficiente de variacdo (Ribani et al. 2004).

e Repetibilidade

A repetibilidade avalia a precisdo do método num pequeno intervalo de tempo, em condi¢fes
de operacdo iguais (mesmo laboratério, operador, equipamento, tipo de reagentes, etc)
(Coordenacéo Geral de Acreditagdo 2010; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

Pode ser estimada através de uma série de medi¢cdes (no minimo dez), sobre uma série de
amostras/padrdes, em varios niveis de concentracdo, cobrindo toda a gama de aplicacao do
método (Coordenacgédo Geral de Acreditagéo 2010; RELACRE 2000).

A repetibilidade pode ser expressa através do desvio padrdo relativo (RSD)/coeficiente de

variagdo (CV), como mostra a equacao 3.16 (Ribani et al. 2004).

CV(%) = RSD(%) = = x 100 3.16

Xl

Onde:
s — Desvio padréo absoluto;

X — Média aritmética das medicdes.

e Precisao Intermédia

A precisd@o intermédia avalia a precisdo do método utilizando a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrdes, e utilizando o mesmo método, mas variando algumas condi¢cdes, como o
analista, equipamento, com ou sem calibrar 0 equipamento, etc, mas sempre realizado no mesmo
laboratério. E conhecida como a medida mais representativa da variabilidade dos resultados
experimentais, sendo a mais aconselhavel a ser adotada (Coordenacao Geral de Acreditacao
2010; Ribani et al. 2004; RELACRE 2000).

Para calcular este parametro € necessario realizar n medicées em replicado, duplicado ou
ensaio Unico sobre a amostra, nas condigfes pré-definidas. Quando é aplicavel, repete-se este
procedimento com mais amostras, abrangendo uma determinada gama de concentracdes

(RELACRE 2000). Na maior parte das vezes, o célculo é efetuado ap0s a eliminacdo de possiveis
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resultados aberrantes (se visualizarmos graficamente os resultados, pode simplificar a
identificacdo destes resultados). Pode-se determinar a precisdo intermédia de varias maneiras,
consoante 0 ensaio e o tipo de aplicacdo do estudo deste pardmetro (Coordenacdo Geral de
Acreditacdo 2010; RELACRE 2000).

Uma das formas é a realizacdo de n medi¢cdes (n = 15) em condi¢cbes pré-definidas. De
seguida, utiliza-se a equacéo 3.17 que permite determinar o desvio padrao da precisdo intermédia
(Coordenacéo Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000):

n
1
5 = /n_le(yk—y) 3.17
K=1

n — NUmero de padrdes ou amostras;

Onde:

v — Resultado individual obtido;
y — Média aritmética dos resultados obtidos.

Pode-se ainda expressar esta medida através do desvio padrdo relativo, como mostra a
equacdao IlI-16 (Coordenacado Geral de Acreditagdo 2010; RELACRE 2000).

e Reprodutibilidade

A reprodutibilidade consiste no grau de concordancia dos resultados obtidos a partir da analise
de uma mesma amostra em condi¢cdes diferentes (operador, local, equipamento, etc). Este
parametro é geralmente obtido a partir de ensaios interlaboratoriais. E enviada uma determinada
amostra a determinado nimero de laboratérios, para que estes realizem as analises necessarias
sobre a mesma amostra (Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000; Ribani et al.
2004).

A reprodutibilidade é expressa pelo coeficiente de variacdo de reprodutibilidade, CVg, como se
mostra na equacdo 3.18 (Coordenacgéo Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000; Ribani et al.
2004).

_ Sri
CVR(%) = ? x 100 3.18

Onde:
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Sgi — Desvio padrdo da reprodutibilidade associada aos resultados considerados de cada
laborat6rio;

X — Média dos valores determinados.

111.7.2.7 — Exatidao

A exatiddo, como dito anteriormente no ponto 7.1, capitulo lll, representa a concordancia entre
o valor aceite como verdadeiro e os valores encontrados através do método a validar. Este
parametro pode ser determinado através de uma avaliacdo direta (ponto 11.7.1), ou através de
ensaios de recuperacéo (Brito et al. 2003; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

A recuperacéo do analito pode ser avaliada com recurso a analise de amostras fortificadas com
uma quantidade conhecida de um padrédo, uma substéncia modificada isotopicamente ou, em
tltimo caso, um composto substituto que represente o comportamento do analito de interesse
(Coordenacéo Geral de Acreditagdo 2010; Ribani et al. 2004).

A recuperacdo é entdo determinada através da equacdo 3.19 (Coordenacdo Geral de
Acreditagéo 2010; Ribani et al. 2004):
(€1 —C)

Recuperagio (%) = - x 100 3.19
3

Onde:

C:1 — Concentracao do analito na amostra fortificada;

C, — Concentragéo do analito na amostra néo fortificada,;

Cs — Concentracéo adicionada de analito & amostra para fortificagcéo.

Estes ensaios tém a limitagcdo de que o analito adicionado néo est4 necessariamente na mesma
forma em que se encontra na amostra. Assim, podemos adicionar uma substancia numa forma
em que esta seja mais facilmente detetada, obtendo-se uma recuperacdo mais otimista do que a
realidade (Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010; Ribani et al. 2004). Para determinar a
exatiddo do método, a recuperacéo calculada deve sofrer uma retificacdo através de um factor de
correlagéo, que deve de ser determinado para cada analito com base na sua pureza (Ribani et al.
2004).
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111.7.2.8 — Robustez

A robustez de um método é definida como a capacidade que este tem de permanecer inalterado
guando existem pequenas varia¢cdes nos parametros do método. Assim, € considerado que um
método € robusto quando € insensivel a estas pequenas alteracGes (Brito et al. 2003;
Coordenacao Geral de Acreditacdo 2010; RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

No caso de métodos cromatograficos, pode-se variar parametros como a temperatura,

concentracao do solvente organico, tempo de extracao, etc (Brito et al. 2003; Ribani et al. 2004).

Para avaliar a robustez, o INMETRO e a RELACRE recomendam o teste de Youden. Este
permite ordenar a influéncia de cada um dos parametros estudados/variados, além de avaliar a
robustez do método. Este teste consiste em oito ensaios com uma combinacgéo dos parametros a

variar, e na analise do efeito da alteracdo dos mesmos (RELACRE 2000; Ribani et al. 2004).

Em métodos/trabalhos onde existem mudancas de marcas de reagentes, fornecedores de
reagentes ou fabricantes de equipamentos ao longo do desenvolvimento e validacdo do método,
sem uma diferenga significativa nos resultados, pode-se dizer que o método tem uma robustez
intrinseca, pois foi capaz de manter a sua resposta quando existiram mudancas no ambiente da
andlise (Ribani et al. 2004).
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IV — Parte experimental

O procedimento seguido teve como base a Norma Europeia EN 12014-4 de maio de 2005, que
descreve um método cromatogréafico de troca idnica para a determinagdo de nitrato e nitrito em

amostras a base de carne.

A extracdo dos nitratos e nitritos foi realizada com agua quente (entre 50 e 60 °C) e a respetiva
clarificacéo foi feita com acetonitrilo, tal como recomendado pela norma. Os volumes utlizados
foram reduzidos para metade, passando de um volume total de ensaio de 200 mL para 100 mL de
modo a concentrar os teores de nitrato e nitrito (EN 12014-4 2005).

As condi¢cdes cromatograficas ndo foram alteradas, tendo-se utilizado uma unidade de
Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢éo com a coluna de troca idnica referida na norma (ponto
6.3, capitulo V). Os analitos foram detetados na regido do UV a 205 nm (EN 12014-4 2005).

Por fim, relativamente a curva de calibracdo utilizada para a quantificacdo pelo método do
padréo externo, fez-se alteracdes comparativamente & norma europeia: ndo se considerou o zero
como primeiro ponto da curva de calibragéo e utilizou-se fase movel em vez de agua para preparar

as solucdes dos padrdes, pois melhorava a resolugdo do cromatograma (EN 12014-4 2005).

V.1 - Material

Para desenvolver este trabalho foi necessario utilizar os seguintes materiais:

e baldes volumétricos certificados de 10, 20, 25, 50, 100 e 200 mL;

e barquinhas para pesagem;

o erlenmeyers de 100 mL;

e filtros de membrana 0,45 um, de polipropileno hidrofilico, da marca Pall;
o filtros de papel n° 2 e n°® 4 da marca Whatman;

o filtros de seringa 0,45 um, em PVDF;

e vials de HPLC;

e funis;

o kit de filtrac&o;
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medidores de Kipp de 5, 20 e 50 mL;

pipetas volumétricas certificadas de 1, 2, 5, 10, 25 e 50 mL;
seringas;

tubos Falcon de 15 mL;

vidros de relégio.

IV.2 — Equipamento

Para realizar este procedimento foi necessario:

arca congeladora com temperatura < -20 °C da marca Sanyo;

balanca da marca Mettler Toledo, modelo XP205;

banho de agua com refluxo da marca Trade Raypa;

banho de ultrassons da marca Bransonic, modelo Branson 3510;

camara frigorifica com temperatura 4 °C da marca Labmetro;

coluna cromatografica com resina de polimetacrilato com uma amina quaternaria como
grupo funcional, 4,6 mm x 150 mm, particulas de 10 um, da marca Waters, modelo IC-
PAK Anion HC;

homogeneizador (ultra-turrax) da marca Yellowline, modelo DI25 basic;

moinho de faca da marca Grindomix, modelo GM 200;

placa com agitador da marca Heidolph, modelo HG 3001;

placa com agitador magnético da marca lkalabortechnik, modelo RCT basic;
potenciometro da marca Metrohm, modelo 780;

sistema de HPLC da marca Waters, modelo A2695, com bomba quaternaria, forno de
coluna, sistema de injegdo automética e detetor de diodos UV-Vis DAD da marca
Waters, modelo 2996. Software Empower;

sistema de purificacdo de agua da marca Millipore, modelo Milli-Q.
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IV.3 — Reagentes

Os reagentes utilizados nesta metodologia, assim como as especificacdes dos respetivos
fabricantes estdo resumidos na tabela IV-1.

Para a preparacdo da fase mével foi utilizada agua ultrapura obtida a partir de um sistema de
purificacdo Mili-Q (Millipore). Para o processamento das amostras foi utilizada dgua destilada,
também obtida a partir de um sistema da Millipore.

Tabela IV-1: Férmula quimica, marca e pureza de cada reagente utilizado.

Reagente Férmula Marca Pureza
Acetonitrilo C2HsN VWR Chemicals =299,9 %
Acido Borico H3sBO3 Merck -
Acido Cloridrico HCI Merck 25 %
Acido Cloridrico 1N HCI - -
Acido Gluconico CsH1207 Merck 50 %
Glicerol CsHsOs Merck 85 %
Hidréxido de Litio Anidro LiOH Merck 98 %
Nitrato de Potassio KNOs Merck 99,995 %

Nitrito de Sédio NaNO2 Sigma Aldrich >99,9 %
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IV.4 — Solucdes

Tampdao Gluconato de Borato de Litio: Num copo de 1 L adicionou-se cerca de 500 mL de
agua, 34 g de 4cido bdrico e 19,6 mL de acido gluconico A50%. De seguida dissolveram-se 11,22 g
de hidréxido de litio a 98%. Por fim, acrescentaram-se 148 mL de glicerol a 85%, transferiu-se e

completou-se o volume com agua ultrapura num baldo volumétrico de 1 L.

Solucéo de Acido Cloridrico 1,8 M: Pipetaram-se 22,3 mL de &cido cloridrico a 25% para um

baldo de 100 mL e perfez-se o volume com agua ultrapura.

Solucéo de Acido Cloridrico 0,1 M: Pipetaram-se 10 mL de &cido cloridrico 1 N para um baldo

volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com &gua ultrapura.

Fase Mével: Mediram-se 34 mL de tampao gluconato de borato de litio para um copo de 2 L e
adicionaram-se 250 mL de acetonitrilo. Juntou-se alguma agua ultrapura e acertou-se o pH A 6,5
+ 0,1 com as solugdes de &cido cloridrico a 1,8 M e 0,1 N. Completou-se o volume (2 L) em baldo
volumétrico, filtrou-se a solugdo num kit de filtragdo com um filtro de membrana de 0,45 um e

desgaseificou-se o filtrado no banho de ultrassons por 30 minutos.

Solucdo stock de nitrato de potassio (1 mg de nitrato/mL): Pesaram-se 81,5 mg de nitrato
de potassio para um baldo volumétrico de 50 mL. Dissolveu-se o nitrato de potassio com fase

movel e perfez-se o volume do baldo.

Solucdo stock de nitrito de sédio (0,5 mg de nitrito/mL): Pesaram-se 37,5 mg de nitrito de
sédio para um baldo volumétrico de 50 mL e dissolveu-se o nitrito de sédio com fase movel. O

volume foi aferido com fase moével.
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IV.5 — Amostras

Para a validacao do método foram adquiridas 9 embalagens de fiambre da péa, 6 latas de
salsichas e 3 embalagens de paté de porco. Assim, analisaram-se amostras de 5 lotes diferentes
de fiambre, 3 lotes diferentes de salsichas e 2 lotes diferentes de paté.

A tabela V-2 mostra quais as amostras analisadas ao longo do trabalho e respetivos cédigos

atribuidos, assim como o numero de lotes e o tipo de amostra.

Tabela IV-2: Amostras analisadas ao longo do trabalho, quantidade de lotes e tipo de amostras.

Amostra Descricdo Amostra composta N° de lotes analisados
Al Fiambre da pa x 5
A2 Salsichas x 3
A3 Salsichas x 1
A4 Fiambre x 1
A5 Salame x 1
A6 Paté de porco x 2
A7 Bolo e queques v -
A8 Massa v -
A9 Carapau fresco v -
Al10 Maruca fresca v -
All Presunto e Bacon v -
Al2 Fiambre v -
A13 Chourigﬁ,oﬁlrri\;ga, paio, v i
Al4 Salsichas v -
A15 Fiambre de pera v -
Al6 Fiambre da pa v -

Al7 Fiambre da perna v -
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As amostras A7 a Al4 sdo amostras compostas por 12 sub-amostras, fazendo estas parte do

projeto TDS Exposure.

As amostras A15, A16 e A17 contém cada uma 12 sub-amostras de fiambre de varias marcas

e fazem parte de um estudo para a obtencdo de dados para a tabela da composicéo dos alimentos.

IV.6 — Procedimento experimental

IV.6.1 — Preparagéo e extragdo das amostras

As amostras utilizadas na validagdo do método (Al e A2) foram processadas com a ajuda de
um moinho de facas. A amostra de fiambre foi exposta a 3 ciclos de 2500 rpm, com a duracao de
10 segundos cada, enquanto que na amostra de salsichas foram feitos 2 ciclos de 2500 rpm, 10
segundos cada. Os varios lotes nunca foram misturados entre si. Cada lote foi separado por
frascos e congelado numa arca congeladora a -20°C. A amostra A6 ndo precisou deste tipo de

processamento.

No dia anterior a cada analise, procedeu-se ao descongelamento das amostras necessarias
(no frigorifico). Pesaram-se entre 5 e 10 g de cada amostra para um erlenmeyer de 100 mL. De
seguida, adicionaram-se 25 mL de agua destilada quente, entre os 50 e os 60 °C, a cada
erlenmeyer e homogeneizou-se a amostra com um homogeneizador. Juntaram-se 25 mL de
acetonitrilo a cada erlenmeyer e esperou-se que a mistura arrefecesse (se necessario). Transferiu-
se a mistura anterior para um baldo volumétrico de 100 mL e aferiu-se o volume com agua
destilada. Por fim, filtrou-se toda a solucdo com papel de filtro e através de um filtro de seringa de
0,45 pm.

Uma aliquota do filtrado foi transferida para vials de HPLC, que foram introduzidos no injetor

automatico para analise.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado, sendo que a terceira amostra foi fortificada
com 1 mL das solug@es stock de nitrato de potassio e nitrito de s6dio, de modo a determinar a taxa

de recuperacao dos analitos em estudo.
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IV.6.2 — Preparacao das solucdes padrao de calibracao

A partir das solucdes stock de cada um dos padrées, nitrito de sodio e nitrato de potassio, foi
realizada uma diluicdo intermédia de 1:10 em fase movel. Por fim, a partir desta diluicdo foram
efetuadas as solucdes de calibracdo que correspondem aos 6 pontos da curva de calibracdo como

mostra a tabela IV-3, para um volume final de 10 mL.

Tabela 1V-3: Concentracéo de cada ido na respetiva solucdo padrdo e volume adicionado de cada

solucao.
Concentracgéo de Volume de nitrito de Concentracgéo de Volume de nitrato
ido NO; (ng/mL) sédio (mL) ido NO3 (pg/mL) de potéssio (mL)
P1 0,5 0,1 1 0,1
P2 2 0,4 2 0,2
P3 3,5 0,7 4 0,4
P4 5 1,0 6 0,6
P5 6,5 1,3 8 0,8

P6 8 1,6 10 1,0
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IV.6.3 — Condicdes cromatograficas

Através do estudo de otimizacdo do método (ponto 1, capitulo V), foi possivel estabelecer as

condi¢cbes cromatograficas descritas na tabela 1V-4.
Tabela IV-4: Condi¢c8es cromatograficas apds a otimizacdo do método.

Parametro Condicao
Modo de separacéo Troca iénica
Resina de polimetacrilato com uma amina
Coluna guaternaria como grupo funcional, 4,6 mm x 150

mm, particulas de 10 um

Tampéo gluconato de borato de litio diluido em

Fase movel agua com acetonirilo a 12,5%
Volume de injecao 40 uL
Detecgéo 205 nm
Fluxo 1 mL/min
Temperatura do forno da coluna 37°C
Temperatura das amostras 15°C

Tempo de cada corrida
cromatografica

30 min

Quando necessario, o volume de injecdo de cada amostra foi ajustado de modo a que a
concentracdo dos analitos se encontrasse dentro dos limites da curva de calibragdo. Uma vez que
os tempos de retencdo foram diminuindo com o tempo, o tempo da corrida cromatogréfica foi

sendo ajustado, uma vez que inicialmente se realizavam corridas de 40 min.

IV.6.4 — Identificacdo e quantificagcdo dos analitos

A identificacao dos analitos nas amostras foi realizada por comparacéo dos tempos de retencao
dos picos das solucbes padrdo com os tempos de retencdo dos picos dos cromatogramas das

amostras.

Para a quantificacéo, foi utilizada uma curva de calibracdo com seis pontos — método do padréao

externo. Esta curva relaciona a concentracdo dos analitos com a &rea dos picos obtidos nos
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cromatogramas. Assim, a equacédo da curva de calibracdo permitiu a quantificacdo dos analitos

com base na area dos picos.

Cada solucéo padrdao ou amostra foi injetada duas vezes, sendo que a area do pico utilizada
para determinar a concentracdo de cada analito foi a média das areas de ambas as injecoes.

Todos estes célculos foram feitos no software Empower.

De seguida, os dados obtidos foram inseridos numa folha de Excel, onde foram processados
de acordo com o recomendado pela horma EN 12014-4. Para a determinacéo da fracdo massica

de nitrito e nitrato (mg i&o/kg amostra) foi utilizada a equacgédo 4.1 (EN 12014-4 2005).

100 x A(analito) x
m

F 4.1

w (analito) =

Onde:

W (analito) — Fracdo massica do analito ha amostra analisada;
Agnaito) — Concentracdo do analito na amostra analisada (mg/L);
m — Massa de amostra pesada no inicio do procedimento (g);
100 — Volume em que a amostra foi diluida (mL);

F — Factor de diluigc&o.

IV.7 — Processo de validacdo do método

O processo de validagdo deste método incluiu a avaliagdo de parametros como a gama de
trabalho, linearidade do método na gama de trabalho, sensibilidade, limites analiticos (LQ e LD),
precisdo. Os estudos de precisdo foram realizados em condicdes de repetibilidade e precisédo
intermédia. Estes parametros foram estudados seguindo procedimentos de guias de referéncia,
como a RELACRE, e o guia de validacdo de métodos cromatograficos do INSA. Foram também
avaliadas a linearidade e repetibilidade do injetor. Os procedimentos adotados encontram-se na
tabela IV-5.
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No tratamento de resultados foram utilizadas folhas de Excel validadas e implementadas no
DAN.

Tabela I1V-5: Parametros de validacao do método avaliados e respectivo procedimento.

Seletividade e

Consistiu na preparacéo e injecao de duas amostras, uma com nitratos e
Especificidade

nitritos, e outra sem estes analitos.

A partir da diluicdo intermédia, foram preparadas dez réplicas das solucdes
equivalentes ao primeiro e ao Ultimo ponto das curvas de calibracao (0,5-8
pg/mL para nitritos e 1-10 pg/mL para nitratos) e uma réplica para cada
ponto intermédio (2; 3,5; 5; 6,5 pg/mL para nitritos e 2; 4; 6; 8 ug/mL para
nitratos). De seguida calculou-se a variancia (Si?) das dez réplicas e o valor
PG e, por fim, comparou-se este ultimo valor com o valor da distribuicdo F
de Snedecor/Fisher.

Gama de trabalho

Para avaliar este pardmetro foram construidas as duas curvas de
Linearidade caIibra}géo. Analisa_ram-se os valores dos coeficientes d_e_ correlacéo (r2)~e
os residuos e por fim fez-se o teste de Mandel para verificar a adequacéo
do modelo linear.

A partir das curvas de calibrag&o obtidas nos ensaios realizados, obteve-se
Sensibilidade 0 desvio padréo e o coeficiente de variagdo (CV) do declive de ambas as
retas.

Os limites analiticos do método foram calculados com base na relagao
sinal/ruido. Para o limite de quantificacao foi adotada uma relacédo de 10:1,
enquanto que para o limite de detecéo adotou-se uma relagéo de 3:1. De
seguida, confirmaram-se os limites analiticos através da realizacao de um
ensaio com adicao de padrdo correspondente ao primeiro ponto da curva
de calibragéo para o limite de quantificacéo, e a injecdo de 1/3 do volume
para o limite de detecéao.

Limites analiticos

Realizaram-se dezoito réplicas de cada amostra (seis réplicas por dia,
Repetibilidade durante trés dias) em condi¢cBes de repetibilidade, e calcularam-se os

respetivos desvios padréo relativos (RSDr).

Preciséo Realizaram-se trés ensaios de repetibilidade e calcularam-se os respetivos
intermédia desvios padréo relativos (RSDR).
Exatido Fizeram-se trés tomas de 5 g da amostra do ensaio interlaboratorial e

realizou-se o procedimento normal de analise.

Repetibilidade do

Programou-se o sistema de HPLC para injetar dez vezes 40 uL do padrao
injetor

P1 e P6 (ver tabela IV-3).

Linearidade do Programou-se o sistema de HPLC para injetar 20, 40, 60, 80, 100, 120,
injetor 140, 160, 180 e 200 pL do padréo P4 (tabela I1V-3)
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V.8 — Testes estatisticos

Ao longo do trabalho foram realizados o0s seguintes testes estatisticos:

o Teste t emparelhado — Para comparar os modos de extracao dos analitos de interesse,
na parte do trabalho de otimizacdo do método;

¢ Homogeneidade de variancias — Para comparar as variancias das réplicas dos padrdes
P1 e P6;

e Teste de Mandel — De forma a avaliar se 0 modelo linear era adequado ou nao as curvas
de calibracéo;

o Teste ANOVA — De modo a comparar a homogeneidade dos teores de analitos nos

diferentes lotes analisados.
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V — Apresentacéao e discusséo de resultados

V.1 - Otimizacao do processo analitico

Como referido anteriormente, este trabalho teve como um dos principais objetivos a
implementacéo e otimizagdo de um método de HPLC de troca ionica para a determinagéo de
nitritos e nitratos em amostras a base de carne. O procedimento foi baseado na Norma EN 12014-
4 (maio de 2005), tendo sido estudadas, de forma critica, algumas modificacbes a fazer,
nomeadamente a nivel do comprimento de onda de detecdo, preparacdo das solucbdes padrao,
composicdo da fase movel, fluxo da fase moével e temperatura de extragdo dos analitos de

interesse.

V.1.1 - Comprimento de onda

A norma EN 12014-4 aconselhava a utilizacdo de um comprimento de onda de detecdo de
nitratos e nitritos de 205 nm, o que se veio a comprovar como sendo o adequado. Apos a primeira
injecdo, obteve-se um cromatograma do tipo da figura V-1.

ﬁlIL ™

Figura V-1: Cromatograma dos padrdes de nitrito de sodio (1) (10 mg/mL) e nitrato de potassio (2) (20
mg/mL), preparados em agua.

Pensou-se que o problema poderia ser o comprimento de onda de dete¢do, uma vez que em
alguma da bibliografia consultada, o comprimento de onda utilizado para a detecéo era de 214 nm
(Dennis et al. 1990; Hsu et al. 2009; Reece & Hird 2000).

Assim, foram realizados espectros de varrimento para ambos os analitos, de modo a

compreender se este parametro deveria ser alterado. Obtiveram-se dois espectros com 0s
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maximos de absorcdo a 201,2 nm para o nitrato € 209,4 nm para o nitrito, como se pode ver na

figura V-2.
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Figura V-2: Espectros de absorc¢do do nitrato (1) e do nitrito (2) entre o comprimento de onda de 200 e 300
nm.

Assim, decidiu-se manter o comprimento de onda recomendado pela norma como o
comprimento de onda utilizado no método, uma vez que os 205 nm é um comprimento de onda

intermédio entre a absor¢cdo maxima de ambos os analitos.

V.1.2 — Preparacdao das solucdes padréo

A norma EN 12014-4 aconselhava a que os padrdes fossem dissolvidos em agua e preparados
diretamente a partir da solugdo-mé&e. De acordo com os célculos, teriam de se medir volumes

muito reduzidos, pelo que se recorreu a uma diluicdo intermédia de 1:10 de cada solugdo-méae.

O cromatograma obtido (figura V-1) da solucdo padréo de nitrato em conjunto com a solugéo
padrao de nitrito apresentava uma altura dos picos muito pequena, devido a existéncia de um pico
de fase no inicio do cromatograma, o que levava a dificuldades na visualizacao e na integracao

dos picos dos analitos.

Logo, alterou-se a preparacao dos padrées e comecou a utilizar-se fase moével como solvente.

A melhoria no cromatograma é visivel na figura V-3.
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Figura V-3:Cromatograma dos padrdes de nitrato de potassio (20 mg/mL) e nitrito de sodio (10 mg/mL)
preparados em fase moével.

V.1.3 - Composicéo da fase movel

A composicao da fase movel neste trabalho foi, mais uma vez, a composigéo referida na norma
adotada, ou seja, 12,5% de acetonitrilo e 1,7% de tamp&o gluconato de borato de litio em agua.
Na bibliografia consultada utilizavam como base da fase mével tampéo fosfatos ou carbonato de
sodio (EN 12014-4 2005; Dennis et al. 1990; Hsu et al. 2009; lammarino et al. 2013; lammarino et
al. 2014; Lopez-Moreno et al. 2016; Reece & Hird 2000; Vasco & Alvito 2011). No entanto, uma
vez que a coluna utilizada neste trabalho vinha com a recomendacao da utilizagéo da fase movel
referida anteriormente, estes dois tipos de fases moveis (tampao fosfatos e carbonato de sédio)

nao foram testados.

Uma vez que o acetonitrilo é bastante dispendioso e toxico, tentou-se diminuir a percentagem
de acetonitrilo utilizado na fase mével. Assim, realizaram-se ensaios com fase moével com 12,5%
e 6,25% de acetonitrilo com os padr6es da gama de trabalho. Através destes ensaios concluiu-se
gue consoante se diminuia a percentagem de acetonitrilo, maior se tornava o tempo das corridas,

razdo pela qual se decidiu manter os 12,5% de acetonitrilo.

V.1.4 — Fluxo da fase movel

O fluxo da fase mével foi também um dos pardmetros estudados ao longo da otimizag&o deste
método. A norma europeia na qual o trabalho se baseou sugeria a utilizacdo de um fluxo de 1
mL/min. No entanto, com este fluxo, as corridas cromatograficas tinham uma duracdo de 30/40
minutos cada. Uma vez que ndo foi possivel reduzir a quantidade de acetonitrilo utilizado na

constituicdo da fase moével, como referido no ponto anterior, estudou-se a hipétese de diminuir o
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tempo de corrida através do aumento do fluxo, uma vez que a pressao da coluna, com um fluxo

de 1 mL/min, era baixa.

Assim, experimentou-se um fluxo de 1,5 mL/min, 0 que resultava numa pressdo ainda
relativamente baixa da coluna. Com esta alteragéo, os tempos de corrida diminuiam de 40 minutos

para 30 minutos, o que levava a poupanca de fase movel.

No entanto, a medida que se foram realizando injecdes da curva de calibracdo e de algumas
amostras com um fluxo de 1,5 mL/min, foi possivel chegar a conclusédo que o resultado obtido em
cada injecao nao era reprodutivel. Por esta razdo, resolveu-se manter o fluxo aconselhado na

norma de 1 mL/min.

V.1.5 - Temperatura de extragéo
Nesta etapa do processo de otimizacao utilizaram-se as amostras Al e A2.

A norma EN 12014-4 refere que a temperatura de extracdo dos analitos deve ser entre os 50 e
0s 60 °C. No entanto, as taxas de recuperacao obtidas nos testes iniciais eram muito baixas (entre
50% e 60%). Assim, estudou-se o efeito da temperatura e 0 modo de extragdo. Segundo a
bibliografia consultada, existiam extragfes feitas com dgua quente a uma temperatura de 100 °C,
e outras de extracdes também efetuadas com agua a 100 °C, num banho de agua fervente durante
15 min e com refluxo (Dennis et al. 1990; lammarino et al. 2013; lammarino et al. 2014; Merusi et

al. 2010; Reece & Hird 2000). Assim, as metodologias de extracdo foram testadas.

A extragdo apenas com agua a 100 °C ndo apresentou grandes melhorias em relacdo a
extracdo efetuada com agua a 100 °C num banho de agua fervente durante 15 minutos, e com

refluxo, razéo pela qual foi posta de parte (tabela V-1).
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Tabela V-1: Valor médio da concentracdo em nitrato e nitrito, em mg/kg de amostra, na amostra Al e A2
sujeita a diferentes procedimentos de extracao.

Procedimento Amostra Nitrato (mg/kg Nitrito (mg/kg
amostra) amostra)
Al 24 15
Adicao de agua entre 50 e 60 °C
A2 39 3,1
Al 26 16
Adicdo de adgua a 100°C

A2 31 3.3
Adicao de 4gua a 100 °C, 15 Al 31 17

minutos em banho de agua
fervente e refluxo A2 43 10

Para decidir qual o melhor procedimento, entre a extragdo com agua entre 0os 50 e 60 °C e a
extragdo com &gua a 100 °C, num banho de &gua fervente com refluxo, foi realizado um teste de
hipoteses. Este teste pode ser utilizado para comparar um método de referéncia com um novo
método ou para ver se é vantajoso adotar uma determinada mudanca de procedimento (Miller &
Miller 1993).

Comecou-se por definir o nimero de ensaios a realizar com cada método, tendo-se decidido

gue cinco ensaios independentes seriam um bom ponto de partida.

Estabeleceu-se a hip6tese nula: expor a amostra a agua a 100 °C, seguido de 15 minutos num
banho de agua fervente com refluxo ndo altera de forma significativa o teor de nitrito e nitrato

obtido para cada amostra e selecionou-se o nivel de significancia para o teste, 95%.

De seguida, calcularam-se os desvios padrédo e as médias do teor de nitrato e nitrito de cada

procedimento. Estes valores encontram-se resumidos na tabela V-2.
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Tabela V-2: Valores médios de concentracdo de nitrato e nitrito e respetivos desvios padrdao, em mg/kg
amostra, para as amostras Al e A2 consoante o procedimento de extracdo utilizado.

Nitrato (mg/kg Nitrito (mg/kg
amostra) amostra)
Al A2 Al A2
Média 23 30 14 3,2
Adicao de agua entre 50 e 60 °C
Desvio padréo 5,2 3,6 1.4 0,8
Média 29 29 15 3,9
Adicéo de dgua a 100 °C, 15 minutos

em banho de agua fervente e refluxo ) -

Desvio padréao 9,3 3,6 1.8 1,1

Calcula-se entéo a variancia de cada método, para cada analito em cada amostra através da
equacgéao 5.1.

52_(n1—1)><512+(n2—1)><522 5 1
B (ny +n, —2) '

Onde

S? — Variancia do método;

N1 e n, — nimero de ensaios realizados para cada método (cinco);

Si1 e S, — desvio padrdo dos teores obtidos em cada método de extracao.

Por fim, calculou-se o valor de t experimental através da equacgédo 5.2 para cada amostra e cada
analito e comparou-se esse valor com o valor de t tabelado, para 8 graus de liberdade (calculados

com base no niumero de ensaios realizados com cada método — Equagao 5.3).

X1 — X2

t=ﬁ 5.2
s X n_1+n_2

Onde:
X1 € Xo— Média dos teores de nitrato e nitritos obtidos em cada método de extracao.

A tabela V-3 mostra os valores de variancia determinados, enquanto que a tabela V-4 mostra

os valores experimentais de t.
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Tabela V-3: Valores de variancia calculados para cada analito, amostra e procedimento em estudo.

Nitrato Nitrito
1 tabelado = 2,31
Al A2 Al A2
Adicéo de agua entre 50 e 60 °C 27 13 2,0 0,6
Adicdo de 4gua a 100 °C, 15
minutos em banho de agua a 100 86 13 3,3 1,2
°C e refluxo
Valor experimental de t 1,32 0,53 0,32 1,10

Como se pode observar, os valores de t experimental sdo sempre mais baixos do que o valor
de t tabelado para 8 graus de liberdade (2,31). Assim, ndo existem evidéncias para rejeitar a
hip6tese nula, razdo pela qual se aceita a mesma como sendo verdadeira, ou seja, ndo existe uma
diferenca significativa nos resultados ao seguir o procedimento da bibliografia. Assim, continuou-

se a realizar a extracdo dos analitos de interesse com a adicao de agua quente entre 50 e 60°C.

Apos os estudos descritos acima, a Unica alteracdo adotada relativamente ao aconselhado na
norma foi a preparacédo das solucdes padrdo, passando estas a ser preparadas em fase mével em

vez de agua.

Ao longo do tempo de vida de uma coluna de troca ionica, o tempo de retencdo dos analitos
vai diminuindo. Tal facto verificou-se neste trabalho, uma vez que a coluna era nova e teve de
estabilizar. Assim, o tempo de corrida inicial era de cerca de 40 minutos, e no fim do estudo era

cerca de 30 minutos.

V.2 — Validacdo do método

V.2.1 — Especificidade e Seletividade

Para a avaliacdo deste parametro foi realizada a analise de duas amostras de peixe fresco:
maruca (A10) e carapau (A9). Ambos néo tém indicagdo de ser adicionado nitrito ou nitrato. Uma
vez que a maruca apresentou uma pequena quantidade de nitrato, escolheu-se entdo a amostra
de carapau (A9) para a realizagado deste ensaio. As figuras V-4 e V-5 mostram a diferenca entre a

amostra A9 sem e com a adicdo dos padrdes de nitrato e nitrito.
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Figura V-5: Cromatograma da amostra A9 com adi¢do de padrédo de nitrato de potassio e nitrito de sodio.

E possivel observar que ndo existiu nenhuma substancia interferente com os analitos de

interesse utilizando a matriz da amostra A9 (carapau), razdo pela qual se pode afirmar que este

z

método é especifico e seletivo para a detecdo e quantificacdo dos analitos em questdo em

matrizes a base de carne.

V.2.2 — Gama de trabalho

A norma EN 12014-4 sugere uma gama de trabalho de 0 a 10 ug de nitrito/mL e de 0 a 20 ug

de nitrato/mL. Segundo a norma, o ponto 0 também devera ser incluido na gama de trabalho.
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No entanto, uma vez que existiam fontes bibliograficas que referiam que a incluséo do ponto 0
na curva de calibracdo levava a erros, pois estamos a forcar a curva de calibracéo a passar pelo
ponto zero, fez-se a experiéncia: tracaram-se duas curvas de calibracdo, uma cujo primeiro ponto
era 0 0 ug /mL e outra cujo primeiro ponto era 0,5 pg de nitrito/mL e 1 pg de nitrato/mL
(Coordenacdo Geral de Acreditacdo 2010; Ribani et al. 2004). A diferenca do declive
(sensibilidade) das curvas foi tdo elevada, que se optou por ndo incluir o ponto zero, uma vez que

diminuia bastante a sensibilidade do método.

Entretanto, estudou-se a extenséo das duas gamas de trabalho. Fizeram-se varios ensaios com
amostras de fiambre e salsichas enlatadas (Al e A2) e chegou-se a conclusdo que ambas as
gamas de trabalho eram demasiado extensas, principalmente a do nitrato. Optou-se entdo por
trabalhar numa gama de 0,5 a 8,5 pg de nitrito/mL e 1 a 10 pg de nitrato/mL.

Desta forma, para a validagcédo desta nova gama de trabalho, prepararam-se varias réplicas do
primeiro e Ultimo padréo, e uma réplica por cada ponto intermédio, tal como descrito no ponto 7.2.2
do capitulo Il e na tabela IV-5. A tabela V-4 mostra um resumo das réplicas preparadas por cada
ponto da curva de calibragcédo para ambos os analitos em estudo.

Tabela V-4: Nimero de réplicas preparadas para cada ponto da curva de calibracéo.

Numero de réplicas

P1 (1 pg nitrato/mL e 0,5 pg nitrito/mL) 10
P2 (2 pg nitrato/mL e 2 ug nitrito/mL) 1
P3 (4 pug nitrato/mL e 3,5 ug nitrito/mL) 1
P4 (6 pg nitrato/mL e 5 ug nitrito/mL) 1
P5 (8 ug nitrato/mL e 6,5 pg nitrito/mL) 1
P6 (10 ug nitrato/mL e 8 ug nitrito/mL) 10

Pela aplicacdo do teste de homogeneidade de variancias numa folha de célculo de Excel
validada no INSA (exemplo no anexo 1) foi possivel verificar se existia ou ndo homogeneidade de
variancias na gama de trabalho. Para tal, através da equacao 3.7, calcularam-se as variancias

associadas as reéplicas.

Na tabela V-5 encontram-se reunidos os valores de sinal obtidos para cada réplica e o valor da

variancia calculado.
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Tabela V-5: Valores médios do sinal obtido, em unidades de absorvancia, para cada réplica do primeiro e
Gltimo ponto da curva de calibracdo e da variancia associada.

Nitrato Nitrito
Réplica

P1-1 pg/mL P6 - 10 pg/mL P1-0,5 pg/mL P6 - 8 pg/mL

1 165 768,0 1652612 192 633,0 2980415

2 210 361,0 1677 095 156 819,0 2977 596

3 174 275,0 1698 890 212 168,0 2986 758

4 218 817,0 1708 371 184 067,0 2964 337

5 187 291,0 1705624 176 709,0 2951 909

6 195 277,0 1741929 179 396,0 2939 514

7 171 054,0 1687 186 168 753,0 2939 514

8 197 761,0 1658 022 184 774,0 2 992 997

9 206 777,0 1787084 184 054,0 2989 281

10 220 7112,0 1722133 205 240,0 2 945 067
Variancia 391913551 1608 829 813 262 583 342 413 466 080

Através da equacao 3.8 (S > S?), foi possivel calcular o valor de PG (tabela V-6)

Tabela V-6: Valores calculados de PG.

Nitrato 4,1

Nitrito 1,6

Estes valores foram comparados com o valor de F tabelado para n-1 graus de liberdade (9) de
5,35. Uma vez que os valores calculados sdo menores do que valor tabelado, conclui-se que a
gama de trabalho estd bem ajustada e que ndo existem diferencas de homogeneidade

significativas.

Logo, a gama de trabalho foi definida de 1 a 10 ug nitrato/mL e de 0,5 a 8 pg nitrito/mL.

V.2.3 — Linearidade das curvas de calibracéo

Como referido no ponto 7.2.3 do capitulo Ill, para proceder a avaliacao da linearidade das

curvas de calibracdo, construiram-se as mesmas com base na relacéo entre o sinal medido e a
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concentracao dos padrdes (exemplo do relatério obtido a partir do software Empower no anexo 2).
A linearidade das curvas foi verificada de trés formas: através do coeficiente de determinacao,

através da andlise dos residuos e segundo o teste estatistico de Mandel.

Na figura V-6 encontra-se um exemplo das curvas de calibracdo para nitrato de potassio e nitrito

de sédio.
Curvas de calibracao

5000000
__ 4000000 y = 548761x - 16032 o
g 12 = 0,9998 Nitrito
8 3000000 Nitrato
o
(0]
©
$ 2000000 y = 155163x + 23265
< r2=0,9992

1000000

0
0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo (ug/mL)

Figura V-6: Curvas de calibragdo do nitrato e nitrito.

Relativamente ao coeficiente de correlacéo, r, este deve ser superior a 0,995 (Costa 2015;
Sargaco 2013). No entanto, em vez de se adotar este factor, utilizou-se antes o coeficiente de
determinacgdo, r?>, uma vez que este é mais exigente relativamente ao método. Este critério (r?

superior a 0,995) foi respeitado em todos o0s ensaios realizados.

Os residuos obtidos para cada ponto da curva de calibragdo foram retirados do Software
Empower e também foram analisados nesta etapa. Definiu-se que o valor maximo de cada residuo
deveria de ser 10%, de modo a que se pudesse considerar a curva linear. Este critério foi definido
pelo guia de controlo de qualidade interno do INSA e foi cumprido, como se pode ver nas figuras
V-7 e V-8.
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Figura V-7: Representac¢do gréafica dos residuos obtidos para cada ponto da curva de calibragédo do padrao
de nitrato de potassio.
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Figura V-8: Representacdo gréafica dos residuos obtidos para cada ponto da curva de calibracédo do padrao
de nitrito de sodio.

Como se pode ver pelas figuras V-7 e V-8, obtiveram-se residuos mais elevados para o nitrato
do que para o nitrito. E possivel observar que existe alguma variacdo nos residuos obtidos ao

longo da curva, o que se pode dever a natureza dos analitos analisados.

Procedeu-se ainda a analise da linearidade das curvas de calibracdo através do teste de
Mandel (folha utilizada no anexo 3). Para tal, calcularam-se as diferencas de variancia e os desvios

padréo residuais das fungdes de calibragéo linear e ndo linear, com a ajuda da equagéo 3.11. Por
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fim, calculou-se o valor de PG (equacao 3.12), obtendo-se 0,63 para o nitrato e 0,44 para o nitrito.

Compararam-se estes valores com o valor de F tabelado para n-3 graus de liberdade (10,56).

Uma vez que os valores de PG obtidos foram inferiores ao valor de F tabelado, a funcéo de

calibracéo linear é a mais apropriada.

V.2.4 — Sensibilidade

Através da analise dos declives das curvas de calibragdo preparadas ao longo do trabalho,
avaliou-se a variacao da sensibilidade do método ao longo do tempo. Assim, calculou-se a média,
desvio padrao e coeficiente de variacdo deste parametro para ambas as curvas de calibracgéo.
Estes resultados encontram-se resumidos na tabela V-7.

Tabela V-7: Sensibilidade média do método, desvio padréo e coeficiente de variagcdo para nitratos e

nitritos.
Nitrato Nitrito
Sensibilidade (UA/ug/mL) 157 739 556 348
Desvio Padrao (UA/ug/mL) 4031 7 419
CV (%) 2,6 1,3

Como se pode ver pelos resultados expostos na tabela V-8, o método tem uma sensibilidade
bastante elevada para ambos os analitos. Como os valores do coeficiente de variacdo, calculados
com a equagdo 3.16, sao relativamente baixos, 1,33 % para o nitrito e 2,56 % para o nitrato,
também se pode afirmar que a sensibilidade do método se manteve aproximadamente constante
ao longo do trabalho, embora o nitrito apresente uma maior estabilidade da sensibilidade ao longo

do tempo.

V.2.5 - Limites analiticos de detecdo e quantificacéo

Como dito anteriormente no ponto 7.2.5 do capitulo Ill, existem véarias formas de calcular os
limiares analiticos de um método. Embora a forma mais utilizada seja através dos parametros da
curva de calibracdo, neste trabalho optou-se por calcular os limites do método através da relacao

sinal/ruido.
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Assim, tendo como base o ensaio utilizado para validar a gama de trabalho (ponto 2.2 do
capitulo V), fez-se uma média do sinal obtido para 10 réplicas, com 2 injecdes cada, de padrao de
nitrito de sédio e nitrato de potéassio, 0,25 pg nitrito/mL e 0,5 pg nitrato/mL, respetivamente. Fez-
se ainda uma média dos dois maiores sinais de ruido obtido nestes ensaios através de uma analise

visual de todos os cromatogramas (tabela V-8).

Tabela V-8:Valores obtidos, em UA, em dez réplicas injetadas em duplicado de uma solucéo de padrao de
nitrito de sdédio 0,25 ug nitrito/mL e nitrato de potassio 0,5 ug nitrato/mL.

Ruido Nitratos Nitritos

12 22 12 22
injecéo injecéo injecéo injecdo

12injecdo 2%injecdo 12%injecdo 2% injegdo
1 0,000193 0,000072 0,000112 0,000093 0,00198 0,00182 0,00350 0,00342
2 0,000203 0,000135 0,000193 0,000076 0,00171 0,00164 0,00344 0,00340
3 0,000258 0,000451 0,000041 0,000187 0,00166 0,00182 0,00363 0,00374
4 0,000208 0,000121 0,000142 0,000143 0,00198 0,00198 0,00380 0,00370
5 0,000197 0,000012 0,000115 0,000002 0,00238 0,00199 0,00356 0,00325
6 0,000152 0,000072 0,000090 0,000114 0,00266 0,00253 0,00358 0.00347
7 0,000042 0,000052 0,000062 0,000073 0,00168 0,00169 0,00341 0,00349
8 0,000101 0,000163 0,000068 0,000208 0,00155 0,00160 0,00380 0,00392
9 0,000094 0,000211 0,000056 0,000202 0,00171 0,00176 0,00317 0,00317

10 0,000075 0,000096 0,000086 0,000085 0,00163 0,00168 0,00370 0,00356

Média 0,000126 0,00187 0,00354

Através destes valores e das rela¢des indicadas no capitulo Ill, ponto 7.2.5, foi possivel calcular
os limites de quantificacdo e dete¢&o. Os valores obtidos foram de 0,001264 UA para o limite de
guantificacédo e 0,000379 UA para o limite de detecéo, o que equivale a um LQ de 0,14 pg/mL para

0 nitrato de potassio e 0,029 ug/mL para o nitrito de sédio.

No entanto, neste trabalho, em vez de utilizarmos os valores indicados anteriormente, optou-
se por utilizar o primeiro ponto de cada curva de calibracdo como o limite de quantificacdo e um

terco deste valor como limite de detecéo, por uma questéo de seguranca (tabela V-9).
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Tabela V-9: Limites de quantificacdo e detecdo considerados.

Nitrato (pg/mL Nitrito (ng/mL)
Limite de Quantificagéo 1 0,5
Limite de Detec¢éo 0,3 0,2

Para confirmar os valores dos limites propostos na tabela V-10 utilizou-se a amostra A9
(carapau) e seguiu-se o descrito na tabela V-5, ou seja, fizeram-se 4 tomas da amostra: duas
para se poder confirmar que a amostra ndo contem nitrato ou nitrito (ponto 2.1 do capitulo V) e
duas para a confirmacado dos limites, as quais adicionaram-se 1,5 mL de diluicdo intermédia de
nitrato de potéassio e 1,4 mL de diluicdo intermédia de nitrito de sodio, tendo em conta que a

amostra era diluida em baldes de 100 mL.

Na tabela V-10 encontram-se os valores de concentracdo obtidos para as solu¢gdes com adi¢ao
de padrédo e se foi possivel confirmar visualmente o pico do limite de dete¢do nos respetivos

cromatogramas (Anexo 4).

Tabela V-10: Limites de quantificac&o e detecdo confirmados.

Limite de Quantificacdo (ung/mL) Confirmagso

SrumEEeR do limite de
a a 3

12 toma 22 toma média (%) detecdo
Nitrato 1,0 1,0 11 11 105 v
Nitrito 0,6 0,6 0,5 0,6 115 v

A partir dos resultados da tabela V-10, pode-se concluir que foi possivel confirmar os limites de
detecdo e quantificacdo, tenho em conta que as recuperacdes médias para cada analito estdo
entre os 80% e os 120% (Costa 2015; Sargaco 2013). Assim, é possivel definir 1 ug NOs/mL e
0,33 ug NOs/mL como limites de quantificacdo e detecado do nitrato e 0,5 ug NO>/mL e 0,17 ug

NO./mL como limites de quantificagédo e detecéo do nitrito.

A partir dos limites analiticos da curva de calibracdo, foi possivel obter os limites do método,
tendo em conta as dilui¢cdes realizadas, com a ajuda da equacgéo 4.1. Estes limites séo especificos

para as condicdes utilizadas neste trabalho e encontram-se na tabela V-11.
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Tabela V-11: Limites de quantificacdo e detecao do método.

Nitrato (mg/kg amostra) Nitrito (mg/kg amostra)
Limite de Quantificagéo 10 5,0

Limite de Detec¢éo 3,3 1,7

V.2.6 — Precisao

Neste trabalho foram avaliados dois tipos de precisdo: a repetibilidade (ou precisao intra-

ensaio) e a precisao intermédia.

Para o estudo da repetibilidade foram analisadas no mesmo dia seis tomas independentes de
uma mesma amostra, sob condi¢des idénticas, como referido no ponto 7.2.6 no capitulo Ill. De
modo a avaliar se 0 método é preciso para mais do que uma matriz, foram testadas duas matrizes
representativas das amostras. Para a avaliagdo da precisdo intermédia, realizaram-se 0s ensaios

de repetibilidade em trés dias diferentes, com as amostras Al (fiambre) e A6 (paté de porco).

Em ambos os estudos foram calculados os coeficientes de variagdo da repetibilidade e da
precisao intermédia de acordo com as equacgfes 3.16 e 3.17. Estes coeficientes foram obtidos
através de folhas de Excel validadas, que se encontram nos anexos 5, 6 e 7. Os valores dos

coeficientes de variagcdo encontram-se nas tabelas V-12 e V-13.

Tabela V-12: Concentracdo média, desvio padréo e coeficiente de variacdo da repetibilidade e da precisédo
intermédia para o nitrato.

Coeficiente de Coeficiente de

. Concentracéo Desvio-padrao o« variagéo da
Dia variacdo da e
(mg/kg amostra) (mg/kg amostra) L precisao
repetibilidade (%) . .
intermédia (%)
1 28 1,9 6,9
Al 2 25 2,2 8,9 9,6
3 24 1,6 6,5
1 612 17 2,8
A6 2 633 19 3,0 2,8

3 633 4,8 0,8
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Tabela V-13: Concentracdo média, desvio padréo e coeficiente de variacdo da repetibilidade e da precisédo
intermédia para o nitrito.

Concentracéo Coeficiente de Coeficiente de

Dia média (mg/kg Desvio-padrdo variacdo da variagdo da
amostra) (mg/kg amostra) repetibilidade (%) inteern?glc?i?(% )
1 8,4 0,04 0,53
Al 2 8,2 0,2 2,0 1,9
3 8,1 0,1 1,6
1 8,7 0,1 1,7
A6 2 9,2 0,2 2,0 3,1
3 9,0 0,2 2,6

Como mostram as tabelas anteriores, 0 método € preciso para ambas as matrizes, uma vez
gue os coeficientes de precisdo intermédia sao inferiores a 10% (Bahadoran et al. 2016, EN12014-
4:2005). Pode-se observar que no caso da amostra Al, o nitrato tem valores de coeficiente de
variagdo mais elevados do que o nitrito, assim, como uma maior variagcao dos niveis de nitrato ao
longo do tempo. Isto possivelmente deve-se ao facto de que os nitratos e 0s nitritos serem
espécies interconvertiveis, transformando-se facilmente uma na outra e noutros compostos
derivados. O nitrito, por sua vez, reage facilmente, transformando-se noutros compostos

nitrosados, como acido nitrico.

V.2.7 — Repetibilidade e linearidade do injetor

Para confirmar se o injetor do sistema de HPLC se encontrava bem calibrado, estudou-se a sua

repetibilidade e linearidade em processos de injecéo.

Assim, para o estudo da repetibilidade, programou-se o sistema para realizar 10 injecdes
sucessivas do primeiro e Ultimo padrdo da curva de calibracdo. De seguida, calculou-se a média,
o desvio padrao e o coeficiente de variacdo para cada padrdo com base na area de pico de cada

analito. Os resultados encontram-se resumidos na tabela V-14.
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Tabela V-14: Resumo dos resultados obtidos no estudo da repetibilidade do injetor, em UA*t.

Nitratos Nitritos
P1 (1 pg/mL) P6 (10 pg/mL) P1 (0,5 pg/mL) P6 (8 pg/mL)
Média 185 729,0 1629 807 277 957,0 4475 474
Desvio Padréo 912,9 3688 2105 2383
CV (%) 0,49 0,22 0,76 0,05

Como se pode ver na tabela V-15, o coeficiente de variacao foi inferior a 1% para todos os
casos. Assim, pode-se afirmar que o injetor apresenta um nivel de repetibilidade bastante
aceitavel, comparando com os resultados da preciséo e repetibilidade do método (tabelas V-12 e
V-13).

Foi também realizado um estudo a linearidade do injetor para confirmar a possibilidade de
injecdo de diferentes volumes. Para tal, programou-se o sistema de HPLC para injetar duas vezes
diferentes volumes entre 20 pL e 200 pL de uma solugéo padrdo com 6 pg/mL de nitrato e 5 pg/mL
de nitrito. Para cada volume injetado, calculou-se a média das areas de pico obtidas nas injecdes

dos diferentes volumes, o que pode ser observado na tabela V-15.

Tabela V-15: Média dos valores das areas dos picos obtidos para cada volume injetado e para cada
analito de interesse, em UA*t.

Nitrato Nitrito
20 pL 470 793,0 1386 672
40 pL 953 385,0 2792 765
60 pL 1419738 4 195 696
80 pL 1894 465 5591 351
100 pL 2380 436 6 983 444
120 uL 2 859 536 8 384 933
140 pL 3338525 9776 211
160 pL 3817 677 11 156 615
180 uL 4296 213 12 559 616

200 pL 4785 488 13 959 744
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De seguida, fez-se um gréfico representativo da variacdo do sinal obtido & medida que se
aumentou o volume de injecao da solucdo padréo (figura V-9). A correlagdo linear deve ter um
coeficiente de determinacgéo igual ou superior a 0,995 para se considerar que o injetor é linear.
Assim, se o injetor for linear, podemos utilizar o volume injetado para fazer diluicbes das amostras,

aumentando ou diminuindo o volume injetado.

Como se pode ver pela figura V-9, existe uma clara variagéo linear do sinal obtido em funcéo
do volume injetado, obtendo-se um coeficiente de determinacéo, r?, de 1 para ambos os analitos.

Linearidade do injector
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Nitratos Y. 969785x + 2229
rr=1
—_ 12000000 Nitritos
<
=)
o 9000000
Q
o
S 6000000 y =23949x - 12808
] ”
Q rr=1
<
3000000
0
0 50 100 150 200 250
Volume (pL)

Figura V-9: Correlagéo linear entre as médias dos valores do sinal obtido e 0s volumes de injec¢éo.

Com base nos resultados de repetibilidade e linearidade do injetor, pode-se dizer que este se
encontra bem calibrado, sendo que pode ser utilizado para diluir ou concentrar a amostra,

aumentando ou diminuindo o volume de injecdo da amostra.

V.2.8 — Exatidao

A exatiddo deste método foi avaliada através da participagdo num ensaio interlaboratorial.
Assim, como referido no capitulo 1V, tabela IV-5, a exatidao foi avaliada através de um ensaio com
trés tomas de cerca de 5 g de uma amostra de carne FAPAS n° 15123. Estas 3 tomas foram
processadas da mesma forma que todas as outras amostras: adicionaram-se 25 mL de 4gua entre
50 e 60 °C, homogeneizou-se, acrescentaram-se 25 mL de acetonitrilo, transferiu-se tudo para um

baldo de 100 mL, aferiu-se o volume e filtraram-se as solugbes obtidas.
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Apbs serem feitas as diluicbes necessarias, obteve-se um valor de 2 214 mg nitrato/kg de
amostra e 51 mg nitrito/ kg de amostra, 0 que equivale a 3 607 mg de nitrato de potassio/ kg de

amostra e 76 mg de nitrito de sodio/ kg de amostra.

Como ainda ndo existem resultados disponiveis de valores de referéncia, nao foi possivel até

ao momento calcular o valor de z-score através da equacao 3.5.

V.3 — Estabilidade das curvas de calibracédo e da fase mével

Foi ainda considerado importante fazer estudos de estabilidade das curvas de calibracdo e da
fase movel. Estes estudos foram realizados logo no inicio do trabalho, antes de o método ser

otimizado e validado.

Relativamente a estabilidade das curvas de calibracdo, a norma em que este trabalho se
baseou recomendava que as solugfes padréo e as curvas de calibragdo fossem construidas para

cada analise realizada.

Assim, prepararam-se as solugfes padrdo e guardaram-se em 3 conjuntos de 6 vials, com 0s
pontos da curva de calibracdo. De seguida, um desses conjuntos foi injetado no HPLC (dia 1),
enquanto que os outros dois conjuntos de 6 viais foram armazenados a 4°C. Estes conjuntos de
viais foram injetados no HPLC dois dias e nove dias apés a preparacdo das solucdes,

respetivamente dia 2 e dia 9.

Os resultados obtidos em cada andlise encontram-se representados nas figuras V-10 e V-11.
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Figura V-10: Curvas de calibrag&o obtidas nos diferentes dias de injecdo para o nitrato.

Curvas de calibrac&o do ido nitrito
6000000
y = 557999x - 11136 R
5000000 r2=0,9998
< y = 557203 - 4948,4 X
3 4000000 2= 0,999
o \asrt
L2 k-
S 3000000 y =559826x - 2645,4 %Dia 1
2 2= 0,999 8
[
§ 2000000 o2 ADia 2
<
1000000 X ®Dia 9
o L X
0 2 4 6 8 10 12
Concentracao do iao nitrito (ug/mL)

Figura V-11: Curvas de calibracdo obtidas nos diferentes dias de injecdo para o nitrito.

Através das equacdes das curvas de calibragdo obtidas neste ensaio foram calculados a média,
desvio padréo e coeficiente de variacdo dos parametros da curva de calibragdo, como mostram
as tabelas V-16 e V-17.
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Tabela V-16: Variacdo do declive das curvas de calibracdo do nitrato e nitrito ao longo de uma semana,
em (UA mL)/mg.

Nitrato Nitrito
Média 160 265 558 343
Desvio padréo 557,58 1098,06
CV (%) 0,35 0,20

Tabela V-17: Variagdo do r? das curvas de calibragao do nitrato e nitrito ao longo de uma semana.

Nitrato Nitrito
Média 1 1
Desvio padrédo 0 0
CV (%) 0 0

Como se pode observar pelas figuras V-10 e V-11 e nas tabelas V-16 e V-17, o declive das
retas ao longo dos dias de andlise nao variou. Compararam-se ainda estes valores com os valores
obtidos no estudo da sensibilidade do método (tabela V-8), concluindo-se que de facto, ndo existe

guase variacdo do declive das curvas de calibracdo ao longo de uma semana.

Constatou-se entao que era viavel a constru¢cao de uma curva de calibra¢@o por cada semana,
uma vez que os parametros da curva de calibracdo néo variavam ao longo do tempo estudado.
No entanto, optou-se por apenas seguir esse procedimento na analise das amostras, sendo que
durante o processo de validagédo e otimizacdo do método foram construidas novas curvas de

calibragdo para cada ensaio realizado.

No que diz respeito a estabilidade da fase mdvel, a norma referia que a fase mével ndo era
estavel por mais do que uma semana, e que antes de cada utilizacdo, o pH deveria ser medido
para confirmar se estava dentro dos limites aceitaveis (entre 6,4 e 6,6). Assim, para confirmar esta
informacédo, preparou-se fase moével, da qual se recolhe uma fracdo que foi guardada em
condicbes ambientais. No dia de preparacado da fase mével mediu-se o pH (dia 1), assim como 3
dias depois (dia 4), 9 dias depois (dia 10) e 15 dias depois (dia 16), cujos valores se apresentam
na tabela V-18.
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Tabela V-18:Valores de pH da fase mével ao longo de duas semanas.

Valor de pH medido

Dia 1 6,5
Dia 4 6,5
Dia 10 6,6
Dia 16 6,6

Como se pode ver pelos resultados apresentados na tabela V-18, o pH da fase mével mantém-
se estavel por pelo menos 2 semanas a temperatura ambiente. Assim, foi possivel preparar fase

movel para mais do que um ensaio de cada vez.

V.4 — Anéalise das amostras

Neste trabalho foram analisadas 17 amostras diferentes, sendo que para algumas delas foram
analisados mais do que um lote (tabela 1V-2). A analise foi feita de acordo com o descrito no
capitulo 1V, ponto 6. Cada amostra foi analisada em triplicado e adicionou-se 1 mL de cada
solucdo-mée padréo a cada terceira toma de amostra, de modo a calcular a taxa de recuperacao

segundo a equagéo 5.4 (anexo 8).

Cfortificada matriz

Taxa de Recuperagio (%) = 5.4

Cadicionada

Onde:

Crorificada — CONcentracao da amostra fortificada, em mg/L;

Cmariz — Concentracdo da amostra sem adi¢cao de analitos, em mg/L;
Cadicionada — Concentracéo adicionada de analito, em mg/L.

A tabela V-19 reline os resultados obtidos para cada amostra e para cada analito em estudo.
Nesta tabela, para as amostras em que foram analisados mais do que um lote (Al, A2, A6), o valor

apresentado corresponde ao valor médio de todos os lotes.
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Tabela V-19: Concentracdo média e taxa de recuperacao nas amostras para o nitrato e o nitrito.
LQ — Limite de Quantificagao

Taxa de Taxa de

Concentragéo (mg Concentrag&o (mg

Amostra KNOs /kg amostra) recu?;)r)agéo NaNO:2 /kg amostra) recu;()(;)r)agao

Al Fiambre da pa 43 110 15 100
A2 Salsichas 92 118 <LQ 105
A3 Salsichas 48 103 <LQ 90
A4 Fiambre 31 96 20 98
A5 Salame 648 120 <LQ 89
A6 Paté de porco 1190 73 20 105
A7 Bolo e queques 29 96 <LQ 105
A8 Massa 19 90 <LQ 101
A9 Carapau fresco - = - -

A10 Maruca fresca 14 - - -

All Presunto e Bacon 196 75 <LQ 104
Al2 Fiambre 142 68 <LQ 100
A3 incira, hourigdo 173 126 <LQ 2
Al4d Salsichas 60 101 <LQ 104
A15 Fiambre de peru 122 87 <LQ 95
Al6 Fiambre da pa 121 99 <LQ 101
Al17  Fiambre da perna 102 109 <LQ 99

Com se pode observar na coluna relativa as recuperagfes, estas estdo sempre a cerca de
100%. No entanto, algumas amostras, nhomeadamente as amostras A6, All e Al2, tém
recuperacdes mais baixas, possivelmente devido a combinagéo de perdas dos analitos durante o

procedimento experimental, uma vez que as amostras sao transferidas varias vezes, assim como
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outros factores, como por exemplo, uma extracdo menos eficiente. Algumas amostras, como as
amostras A2 e A13, tém taxas de recuperacao bastante superiores a 100%, possivelmente devido

as incertezas do material utilizado.

Como se pode observar pela tabela V-19, a maior parte das amostras analisadas ndo contém
valores quantificaveis/possiveis de detectar de nitrito, 0 que pode ser devido ao facto de este ser
muito reativo, transformando-se facilmente em nitrato (por oxidacdo) ou noutras espécies
nitrosadas. Uma outra razdo para este facto pode ser a adicdo de nitratos em maior quantidade
do que os nitritos pelos fabricantes, de modo a que o nitrato se comporte como reserva de nitrito
(Hsu et al. 2009).

No entanto, relativamente as amostras que tém niveis de nitrito quantificaveis estes encontram-

se dentro dos valores permitidos por lei, de 50 mg nitrito de sodio/kg amostra (tabela I11-2).

Ja os teores de nitrato encontram-se dentro dos valores legislados, de 250 mg nitrato de
potassio/kg amostra (tabela IlI-2), exceto para duas amostras: A5 (salame) e A6 (paté de porco),
gue tém niveis de nitrato de 648 e 1 190 mg de nitrato de potassio/kg amostra, respetivamente.

Como mostra a tabela V-20, o rétulo da amostra A5 (salame) informa o consumidor que este
produto tem adicdo de E 250 (nitrito de sédio) e E 252 (nitrato de potassio) embora nao refira as
guantidades em que séo adicionados. Assim, € suposto encontrar nitrato e nitrito nesta amostra.
No entanto, apenas foi encontrado nitrato, embora ndo se possa dizer que todo o nitrato
encontrado tenha sido adicionado nessa forma, uma vez que o nitrato e o nitrito se transformam

um no outro.

Jé o rétulo da amostra A6 (paté de porco) indica que existe apenas a adicao de nitrito de sodio.
No entanto, além de se ter encontrado nitrito, também se encontrou nitrato ao realizar a analise a
esta amostra. E referida uma observacéo semelhante num estudo realizado em 2008, que mostrou
gue cerca de 10% a 40% do nitrito adicionado se transforma em nitrato (Honikel 2008). Embora o
rétulo indique que néo foi adicionado nitrato & amostra A6, foram encontrados teores superiores
ao permitido por lei, consegue-se presumir que de facto o nitrito se transforma facilmente em
nitrato por oxidacao. Outra hipotese para se encontrarem valores superiores ao permitido por lei
pode ser um possivel incumprimento pela parte do industrial ou até mesmo a contaminacéo prévia

da carne utilizada para este produto com nitrato.
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Tabela V-20: Indicacdes dos rétulos das amostras A5 e A6 relativamente aos compostos adicionados
como conservantes.

E 249 -KNO2 E250-NaNO2 E251-NaNOs E 252 - KNOs
A5 x v X v

A6 x v X x

Comparando os teores de nitratos e nitritos obtidos neste trabalho com os teores obtidos por
outros trabalhos, referidos na introducdo, pode-se observar que os teores de nitrato sdo mais
elevados do que os teores de nitritos obtidos, sendo que ao contrario do obtido no trabalho de
alguns autores, varias amostras chegam mesmo a ndo apresentar niveis quantificaveis/possiveis
de detectar de nitritos (Bahadoran et al. 2016; Zhang et al. 2014).

V.4.1 — Avaliagcdo da homogeneidade dos lotes

Como dito anteriormente, em algumas amostras, nomeadamente as amostras Al (fiambre), A2
(salsichas) e A6 (paté de porco), analisou-se mais do que um lote. Assim, foi possivel estudar a
variancia da homogeneidade entre cada lote da mesma amostra e entre cada amostra. Para tal,
recorreu-se ao método estatistico ANOVA de um factor para comparar o0s varios ensaios que foram
feitos a cada lote. Este teste avalia a variancia que existe nos resultados comparando-os através
das suas médias, sendo necessarios pelo menos dois conjuntos de resultados. Baseia-se no

estabelecimento de duas hipéteses:

¢ Ho ou Hipétese nula — as médias populacionais sao iguais;

e Hi ou Hip6tese alternativa — as médias populacionais tém uma diferenca significativa.

E ainda necessario estabelecer um nivel de confianca para o qual o teste é feito, neste caso,
0,05 (intervalo de confianca de 95%). De seguida, compara-se o valor de F obtido com o valor de
F oiiico- S€ 0 valor de F for superior ao valor de F qiico, aceita-se a hipétese alternativa como
verdadeira e rejeita-se a hipétese nula; se F for inferior ao F ciico, aceita-se a hipétese nula como
verdadeira (Miller & Miller 1993).

Os teores de nitrato e nitrito obtidos em cada lote encontram-se reunidos no anexo 9. A partir
desses dados foi realizado o teste da ANOVA, obtendo-se os valores de F e F ciico que estdo na
tabela V-21.
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Tabela V-21: Valores de F e F citico Obtidos para o nitrato e o nitrito.

Analito F F critico

Nitrato 3,6 3.4
Al

Nitrito 7,0 3,4
A2 Nitrato 11,2 4.5

Nitrato 574,2 10,1
A6

Nitrito 1872 10,1

As tabelas da analise ANOVA realizada para cada amostra e cada analito encontram-se no
anexo 10.

Como se pode observar, em todas as situacdes, 0 F ciico € inferior ao valor de F, ndo existindo
evidéncias para aceitar a hipétese nula, o que leva a conclusdo de que é necessario aceitar a
hip6tese alternativa, ou seja, as médias dos teores dos lotes séo significativamente diferentes. Isto
guer dizer que os lotes ndo apresentam homogeneidade entre si. Este facto pode dever-se a
natureza interconvertivel dos dois analitos, uma vez que consoante o tempo de armazenamento,

os teores de nitratos e nitritos vao-se alterando.

V.5 — Exposicéo da populagéo

Como visto anteriormente no ponto 4 do capitulo Ill, 0 consumo de nitratos e nitritos tem impacto
na saude dos consumidores, pelo que é importante conhecer a exposicao da populagéo a estes
ides. Para tal, utilizaram-se dados de consumo de cada uma das amostras a base de carne do
estudo TDS- Exposure (amostras A1l a Al4), fornecidos pelo DAN (tabela V-23) (Poinhos et al.
2009).

Estes dados combinados com os dados obtidos a partir da analise das amostras, e utilizando a

equacdo llI-1, obtiveram-se os resultados expostos na tabela V-22.
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Tabela V-22: Dados de consumo, teor de nitratos e resultados da exposicéo da populacdo a nitratos.

Consumo (g/kg

Teor de nitrato Exposicdo (mg/kg
Amostras massa corporal/ h
dia) (mg/g amostra) massa corporal/ dia)
All Presunto e bacon 0,03 0,1206 3,979 x 103
Al2 Fiambre 0,11 0,0871 9,331 x 103
INER - CLnion pels clErE, 0,05 0,1063 4,922 x 103
chourigédo

Al4 Salsichas 0,02 0,03669 5,588 x 10

Uma vez que nao foram encontrados valores quantificaveis de nitritos na maioria das amostras,
nomeadamente nas amostras do estudo TDS-Exposure, este calculo foi apenas feito para os
nitratos. Como se pode ver pelos valores obtidos, nenhum destes valores se aproxima da DDA de
3,7 mg/ kg massa corporal/dia para o nitrato.

Existem estudos recentes, que referem que os produtos a base de carne representam apenas
cerca de 5% da ingestao de nitratos e nitritos (Bryan & Ivy 2015). Também existem referéncias
gue enfatizam que o consumo geral de nitratos e nitritos nos EUA é de cerca de 40 a 100 mg/dia,
enguanto que na Europa é entre 50 e 140 mg/dia (na Europa sdo consumidos mais vegetais e
frutas, que contém bastantes nitratos) (ATSDR 2013). Comparando estes valores com os valores
obtidos de exposicdo da populacdo por parte dos alimentos a base de carne, pode-se observar

gue estes ndo contribuem significativamente para a exposi¢édo da populacdo a nitratos e nitritos.
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VI —Conclusao

Através da realizacdo deste trabalho foi possivel concluir que o método de HPLC de troca i6nica
utilizado é adequado para determinar teores de nitratos e nitritos em amostras a base de carne,
assim como amostras a base de cereais e peixe.

Relativamente a otimizacdo do método, foram estudados varios parametros, nomeadamente o
comprimento de onda de detecdo, a composicao da fase mével, a preparacdo dos padroes, fluxo
da fase movel e temperatura de extracdo dos analitos. Concluiu-se que seriam de manter os
valores dos parametros indicados na norma de referéncia (EN 12014-4), exceto a prepara¢éo dos
padrbes, que em vez de serem preparados em agua passaram a ser preparados em fase moével,
de modo a facilitar a visualizacdo e integracdo dos picos dos analitos de interesse

Na fase de validacdo do método conseguiu-se mostrar que este é seletivo e/ou especifico para
os analitos de interesse. As curvas de calibrag&o obtidas sé&o lineares, o que foi confirmado através
do teste de Mandel. Os limites de quantificacédo e detecdo foram calculados, obtendo-se os valores
de 10 mg nitrato/kg amostra e 5 mg nitrito/ kg amostra, e 3,3 mg nitrato/kg amostra e1,7 mg nitrito/
kg amostra, respetivamente. Foram obtidos os valores abaixo de 10% para o coeficiente de
variacdo nos estudos de preciséo intermédia e de repetibilidade. Estudou-se ainda a repetibilidade
do injetor e a sua linearidade, assim como a sensibilidade do método, podendo-se concluir que o
método é sensivel aos analitos, e que o injetor apresenta uma boa repetibilidade (coeficientes de
variacao inferiores a 1%) e linearidade (coeficiente de correlagdo igual a um). Por fim, realizou-se
uma analise a amostra FAPAS n° 15 123, obtendo-se um valor de 2 214 mg de nitrato/kg amostra
e 51 mg nitrito/kg amostra. N&@o foi possivel comparar estes valores com valores de referéncia,
pois até ao momento néo foi recebida essa informag&o. Assim, nédo foi possivel concluir para ja o
valor da exatiddo do método.

Relativamente as amostras analisadas, a maior parte destas ndo apresenta valores de nitritos:
apenas as amostras Al, A4 e A6 mostraram niveis de nitrito quantificaveis. Os teores de nitrito

encontrados nestas amostras estavam bastante abaixo dos niveis permitidos por lei.

J& em relagdo aos nitratos, todas as amostras apresentaram teores de nitratos quantificaveis,
exceto a amostra A9, utilizada para mostrar a seletividade e especificidade do método. As
amostras A5 e A6 apresentam teores de nitrato de 648 e 1 190 mg de nitrato de potassio/kg
amostra, respetivamente. Estes valores sdo bastante mais elevados do que os teores permitidos

por lei.

Foi realizado um estudo a estabilidade da fase mével e das curvas de calibracdo. Concluiu-se

gue a fase movel é estavel por, pelo menos, 2 semanas a temperatura ambiente, enquanto que
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as curvas de calibracdo do nitrato e do nitrito sdo estaveis, pelo menos, por uma semana, ao
serem armazenadas em ambiente refrigerado.

Fez-se uma analise da homogeneidade dos varios lotes de trés amostras diferentes, utilizando-
se o teste estatistico ANOVA, com um nivel de significancia de 0,05. Com base nos resultados
obtidos a partir deste teste, foi possivel constatar que os teores de nitratos e nitritos presentes
nestas amostras diferiam significativamente de lote para lote. Isto provavelmente deve-se ao facto
de gue os nitratos e nitritos se interconverterem ao longo do tempo de armazenamento.

Por fim, estudou-se a exposi¢cédo da populagéo ao nitrato a partir dos resultados obtidos para as
amostras do projeto TDS exposure a base de carne. Com base nos resultados pode-se concluir
gue embora sejam adicionados nitratos e nitritos aos alimentos a base de carne, estes nao
contribuem significativamente para a exposicdo da populacdo a nitratos, pois obtém-se valores
inferiores a 0,01 mg nitrato/kg massa corporal/dia), o que é bastante inferior a DDA de 3,7 mg
nitrato/kg massa corporal/dia).

Foi possivel verificar através da pesquisa bibliogréafica realizada no &mbito deste trabalho que
existe bastante controvérsia no que diz respeito aos efeitos na saltde do consumidor destes dois
compostos, pois alguns autores evidenciam os efeitos adversos, como a potencial relacdo com o
aparecimento de varios tipos de cancro, enquanto de outros autores demonstram os efeitos
benéficos do consumo destes analitos em doses moderadas, nomeadamente a nivel

cardiovascular, imunolégico e na neuro-transmissao.

Este trabalho j& deu origem a duas comunicagdes, ambas apresentadas sob a forma de poster

(anexos 11 e 12).
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VIl — Perspetivas futuras

Apresentam-se em seguida algumas sugestdes de trabalho futuro relacionadas com este

trabalho, dando continuidade ao tema apresentado neste Trabalho Final de Mestrado:

o Fazer um estudo da variacdo da concentracéo de nitrato e nitrito nas amostras ao longo
de varios tempos de armazenamento;

e Testar novas formas de armazenamento de amostras, como por exemplo, desidratar as
mesmas antes de as congelar, uma vez que o nitrato e nitrito sdo extremamente sollveis
em agua;

¢ Realizar mais estudos sobre a homogeneidade dos lotes de diferentes amostras, de

modo a confirmar se € pratica comum existirem diferengas significativas entre eles.
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Anexos

Anexo 1 — Folha de célculo utilizada na avaliagdo da homogeneidade de varidncias da gama de trabalho do

meétodo
Nitratos
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Nitritos
Conc. Simal [y =Area do pico ;;ensaio )
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Anexo 2 - Relatério obtido através do Software Empower relativo as curvas de

calibracao (exemplo)

LC Calibration Report

Processing Method:  SS20170929NN System: HPLC5
Processing Method ID: 75915 Channel: W2896 205.0nm-1.2
Calibration ID: 75917 Proc. Chnl. Descr.. W2996 PDA 205.0 nm at 1.2
Date Calibrated: 10/3/2017 11:27:19 AM Europe/Lisbon
5x106]
dx106-
3x106-
g !
< 2x1054
1x106“-
i
[527) FLEL RSP P SOSL LR 371 UL A SRR v ri S5 AL A 5] P B S AL PO, s L S 1022 1 RRALACE ™ b SR LR PO2)
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00
Amount
Peak Name: Nitrito; RT: 6.934; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id:75918; R:0.999899; R"2:
0.999798; Weighting: None; Equation: Y = 5.49e+005 X - 1.60e+004; Standard Error 2.190983e+004
Peak: Nitrito
Calc. %
Sample Name Result id | Peak Name | Level | X Value | Response Vikia [Baviakon Manual
1 | P1 KNO3 + NaNO2 75925 | Nitrito 0.500 265385.001 | 0.513(-2.50 No
2 | P1 KNO3 + NaNO2 75928 | Nitrito 0.500 264046.250| 0.510(-2.03 No
3 | P2 KNO3 + NaNO2 75931 | Nitrito 2.000 |[1102999.003| 2.039(-1.92 No
4 | P2 KNO3 + NaNO2 75934 | Nitrito 2000 |[1102269.004| 2.038|-1.86 No
5 | P3 KNO3 + NaNO2 75938 | Nitrito 3.500 |[1887142.566| 3.468|0.92 No
6 | P3 KNO3 + NaNO2 75941 | Nitrito 3.500 |[1884304.412| 3.463|1.07 No
7 | P4 KNO3 + NaNO2 75944 | Nitrito 5.000 |[2708354.004( 4.965|0.71 No
8 | P4 KNO3 + NaNO2 75947 | Nitrito 5.000 (2701604508 | 4.952)|0.96 No
9 | P5 KNO3 + NaNO2 75950 | Nitrito 6.500 |3533464.521| 6.468|0.49 No
Reported by User: Elsa Vasco (Evasco) Project Name: Referencia\Nitratos
Report Method: LC Calibration Report Date Printed:
Report Method ID 13270 10/3/2017

Page: 1 0of 4 11:27:58 AM Europe/Lisbon
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Peak: Nitrito
Sample Name Result id | Peak Name | Level | X Value | Response S;t:é Dev?;tion Manual
10 | P5 KNO3 + NaNO2 75953 | Nitrito 6.500 |[3540151.770| 6.480|0.30 No
11 [ P6 KNO3 + NaNO2 75954 | Nitrito 8.000 |4399058.017 | 8.046 (-0.57 No
12 | P6 KNO3 + NaNO2 75955 | Nitrito 8.000 |4405641.527| 8.058|-0.71 No
Peak: Nitrito
ignore | Residual Sum of Squares
1 | No 4.800406e+009
2 | No 4.800406e+009
3 |No 4.800406e+009
4 [No 4.800406e+009
5 | No 4.800406e+009
6 [No 4.800406e+009
7 |No 4.800406e+009
8 [No 4.800406e+009
9 [No 4.800406e+009
10 | No 4.800406e+009
11| No 4.800406e+009
12| No 4.800406e+009
Reported by User: Elsa Vasco (Evasco) Project Name: Referencia\Nitratos
Report Method: LC Calibration Report Date Printed:
Report Method ID 13270 10/3/2017

Page:2of 4 11:27:58 AM Europe/Lisbon
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1.8x1083
1.6x108
1.4x1083
1.2x1083
1.0x108]
g 3.0;105—;
6.0x1053
4.0x10%3
2.0x10%
0.0
-2.0x105—f
Tl LT ol GC s Cael Ealad Caed LT Canl Gl Lol Ched kel Rokod Rohed Roled Rukod, g
0.00 1.00 2.00 3.00 £.00 5.00 8.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Amount
Peak Name: Nitrato; RT: 11.088; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve d:75919; R:0.999577; R"2:
0.999155; Weighting: None; Equation: Y = 1.55e+005 X + 2.33e+004; Standard Error 1.574218e+004
Peak: Nitrato
0,
Sampie Name Result id | Peak Name | Level | X Value | Response S;:fé Devi/;tion Manual
1 | P1 KNO3 + NaNO2 75925 | Nitrato 1.000 172554.501 | 0.962|3.93 No
2 | P1 KNO3 + NaNO2 75928 | Nitrato 1.000 176768.943( 0.989(1.08 No
3 | P2 KNO3 + NaNO2 75931 | Nitrato 2.000 357968.250 2.157 |-7.28 No
4 | P2 KNO3 + NaNO2 75934 | Nitrato 2.000 358260.500( 2.159(-7.36 No
5 | P3 KNO3 + NaNO2 75938 | Nitrato 4.000 622625641 3.863(3.55 No
6 | P3 KNO3 + NaNO2 75941 | Nitrato 4.000 624259.001 ( 3.873(3.27 No
7 | P4 KNO3 + NaNO2 75944 | Nitrato 6.000 946727 004 5.952(0.81 No
8 | P4 KNO3 + NaNO2 75947 | Nitrato 6.000 941134503 5.916(1.43 No
9 | P5 KNO3 + NaNO2 75950 | Nitrato 8.000 |[1266055.507| 8.010|-0.12 No
10 | P5 KNO3 + NaNO2 75953 | Nitrato 8.000 |1264884.259( 8.002(-0.03 No
11| P6 KNO3 + NaNO2 75954 | Nitrato 10.000 | 1584772.005 | 10.064 |-0.63 No
12 | P6 KNO3 + NaNO2 75955 | Nitrato 10.000 | 1583269.511  10.054 [ -0.54 No
Peak: Nitrato
Ignore | Residual Sum of Squares ignore | Residual Sum of Squares
1 | No 2.478164e+009 3 [No 2.478164e+009
2 | No 2.478164e+009 4 | No 2.478164e+009
Reported by User: Elsa Vasco (Evasco) Project Name: Referencia\Nitratos
Report Method: LC Calibration Report Date Printed:
Report Method ID 13270 10/3/2017

Page:30f 4 11:27:58 AM Europe/Lisbon
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Peak: Nitrato

Ignore | Residual Sum of Sguares
5 [ Mo 247816424008
& Mo 247816424008
7 | Mo 247816424008
8 [Mo 247816424008
9 Mo 247816424008
10| Mo 24781642008
11 | Mo 247816424008
12| Mo 247816424008

Reported by User: Elsa Vasco (Evasco)
Report Method: LC Calibration Report

Report Method ID 13270
Page: 4 of 4

Project Name: Referencia\Nitratos
Date Printed:

10/3/2017

11:27:58 AM Europe/Lisbon
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Anexo 3 — Folha de calculo utilizada para o teste de linearidade (Mandel)

Ajuste Linear
(¥, =¥ )

Ajuste Polinomial

I': Y, - .-,":'.-' :':

1,824463E+08
9, 37075TE+O7
1,041882E+08
6,951174E+05
1,815164E+09
2. 254125E+08
5,855807E+09
2,452592E+08
4 492701E+07
7,056800E+09
2.119869E+08
4,825001E+09

1,312060E+06
7,188595E+06
6,796318E+07
7.823331E+06
1,007045E+08
1,716416E+07
8,030277E+09
6.616153E+06
4 060931E+06
6,290820E+09
8,343130E+08
3,040146E+09

Ajuste Linear

5¥, = Desvio padrio
residual do ajuste linear

SV, = Desvio padréo
residual do ajuste polinomial

2,066140E+10

1,8931472E+10

Nitratos
£
1
2
3
4
5
6
7
8
g
10
11
12
Sy, =5,
M

12

12

DSt =

Diferenga das variancias

Valor do teste

~ ~ ~ DS )
DS*=(N-2)8’-(N-3)% £G = el
I S
1,346675303E+09 E; = 0627504691

SV =4545480811E+04 5y, =4 632580334E+04

F (133, 009% ) = 10,56143105

PG<F OK (

PG=F . t
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Nitritos

Ajuste Linear Ajuste Polinomial
é (.}'.-' _j'.-' :'_ (.}'.-' _j'.-' :'_
Ajuste Linear
1 4 698469E+06 2.149432E+07 N
2 5.643453E+06 2.346624E+07 SV; = Desvio padréo
3 8.368155E+05 1,983862E+06 Sy, = residual do ajuste linear
4 4 139348E+07 4 799021E+07 N-2
5 T 115172E+07 1,083687E+08
& 6.711128E+07 1,033685E+08 SV, = Desvio padrio
7 5 504870E+07 2 96436TE+07 residual do ajuste polinomial
8 1,815347E+08 1,32217T8E+08
g 3.169151E+08 2.995803E+08
10 9.168121E+06 1,240174E+07
11 5 598921E+07 2 514682E+07
12 7.658450E+07 3.947183E+07
Yy - )2 8.860856E+08 8.451340E+08
N = m S:lf'l =0 413212076E+03 5V, =9,690396109E+03
Diferenga das variincias Valor do teste F (LN-3, 99% ) — 10,56143105
DS
2 . 2 . 2 - PG<F OK (
DS*=(N -2\ -(N-3).5y; FO = ==
| o PG>F . (
DS? = 4 095162515E+07 PG = 043102003
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Anexo 4 — Exemplo dos cromatogramas obtidos na confirmacao dos limites
analiticos

Cromatograma da amostra A9 (carapau) sem adi¢do de padrdo

.00
250
2,00

2 150

1.00-

0.50

0,00 —

T
Q.00 32.00 10.00

AU

10.918

Nitrato -

K

[ ol g0 1= 119 | | e P | [ | Il Bl | | [ (L
1400 1600 1800 2000 2200 2400 26.00 28.00 30.00
Minutes

1 [ 1
000 200 400 600 800 10.00 1200
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Cromatograma com adi¢do de padrdo para confirmagéo dos limites analiticos com aumento da escala

(escala a que séo vistos os padrdes)

0,30+
0,254
020
0,15- = o
: &
L e
010+ o ’
2 E ., =
= [
005 U 8 £
0004 e —

-0,10~
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Anexo 5 - Folha de célculo para o calculo da concentracdo de analito nos

ensaios de repetibilidade

Amostra A 1 — Nitratos

O

_Nacional de Salde

Departamento de Alimentagio e Mutrigio

Labaratario de GQuimica

PARAMETRO:
N®/Tata de Entrada:
Amostra:

Observacies:

Mitratos

A1 (novo lote: FP2D 1-8)
SS5201T70528NN, procedin

Toma de Amostra

4 5

Data de inicio de andlise:

26092017

Executante:

cCobC

Pasta M=

Diluicdo na técnica

Rectas de Calibracdo:
Y (area) vs X{pg/mL)

Residuos = 10 %

Sim

Coeficients correlacdo (r)=0,%

Sim

Toma da amostra (g)

10,0838 | 10,0849

10,1104

10,0877 | 10,0837

10,0220

Wolume em que a amostra &
diluida {mL}

100 100

100

100 100

100

Diluicio posterior

Concentracdo Sol.
Analizadas (pg/mL)

25950 | 2,3070

29740

30150 | 27500

25180 |

Concentracdo da Toma de
Amostra (mg'kg amestra)

25,7343 27 8880

254153

25 8583 27,353

251247

Conceniragac Meda da
Amostra (mg/kg

Amnstral

27,5625

repetibilidade (CW=5%)

0K

r (repetibilidade)

C
=y

3125
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Amostra A 1 - Nitritos

(', Nacional de Satide

Departamento de Alimentagao e Mutrigio
Laboratorio de CQuimica

PARAMETRO: Nitratos
N=/Data de Entrada:

Amostra: A1 (novo lote: FF2ZD 1-8)
Observacies: SS201T0926NN, procedin

Toma de Amostra 1 2 3 4 5 [+
Data de inicio de andlise: 26.059.2017
Executante: coc

Pasta N®:

Diluicio na técnica 1

Rectas de Calibracio:
w(area) vs X{pg/mlL)

Residuos < 10 %

Sim

Coeficiente correlacdo (rj=0,5% Sim

Toma da amostra (g) 10,0838 | 10,0649 | 10,1104 | 10,0877 | 10,0537 | 10,0220

Wolume em gue a amostra &
diluida (mL} 100 100 100 100 100 100

Diluicie posterior 1 1 1 1 1 1

Concentracdo Sol.
Analisadas (ug/ml ) 0,8420 0,8470 0,8450 0,380 0,3460 0,8390

Concentracdo da Toma de
Amostra (mg/kg amostra) 8,3500 84154 83577 8 2080 84143 83716

Concentragao Media da
Amostra (mg'kg

Amnstral

repetibilidade (CWV,=5%)

8,3681

Ok

r (repetibilidade) 1,6736

Data de fim de analise
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Amostra A6 - Nitratos

(, _Nacional de Salde

Departamenta de Alimentagio e Mutrigio
Labaratdrio de Guimica

PaRAMETRO: Nitratos |

MN=/Drata de Entrada:
Amostra: A 6 (novo lote: FG 1-6)
Observacies: S5201T0926NN, procedin

Toma de Amostra 1 2 3 4 5 ]

Data de inicie de andlise: 26.09.2017
Executante: CchC
Pasta N%;

Diluicdo na técnica 1

Rectas de Calibracdo:
W (area) vs X{pg'mL)

Residuos £ 10 % Sim

Coeficiente correlacdo (rj=0,5% Sim

Toma da amostra (g) 10,0155 | 10,0433 | 100123 | 100123 | 100211 | 10,1058
Wolume em gue a amostra &

diluida (mL} 100 100 100 100 100 100
Diluicdo posterior 110 110 110 110 110 110

Concentragio Sol
Analisadas (sginl) 62630 | 61690 | 61270 | 58140 | 62910 | 615680

Concentracdo da Toma de

Amestra (mg/kg amostra) 6253307 | 6142403 | 611,9473 | 580,6858 | 627 7734 | 6091551

LConcentragaoc Media da

Amostra (ma/kg 511,5224
Amnstral
repetibilidade (CW,=5%) oK

r (repetibilidade) 1223045
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Amostra A6 - Nitritos

"’ _Nacional de Satde

Departamento de Alimentagio e Mutricio
Laboratdrio de Guimica

PARAMETRO: Nitratos |

M=fData de Entrada:
Amostra: A & (novo lote: FG 1-6)
Observacies: 55201 70926NN, procedin

Toma de Amostra 1 2 3 4 3 6
Data de inicio de analise: 26.00.2017

Executante: CDC

Pasta N®:

Diluicdo na técnica 1

Rectag de Calibracio:
W(area) ve X{pg/mL)

Residuos = 10 % Sim

. T
Coeficiente correlacao (rjz0,5% =im
e e ——

Toma da amostra (g) 10,0155 | 10,0433 | 100123 | 100123 | 10,0211 | 101058

Wolume em gue a amostra &
diluida (mL} 100 100 100 100 100 100

Diluicdo posterior 1 1 1 1 1 1

Concentracdo Sol.
Analisadas (ug/mL) 08760 | 08780 | 08870 | 08550 | 08500 | 0,8850

Concentracdo da Toma de

Amostra (mg/kg amostra) B, 7464 &, 7421 8,858 &,2385 &,4821 &,00084

Loncentragac Nedia da

Amostra (mgikg 8 G548
Amrstral :
repetibilidade (CW,=5%) oK

r (repetibilidade) 1,7310
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Anexo 6 — Folha de calculo do desvio padréo relativo de repetibilidade

Amostra A 1 - Nitratos

DADOS DE PRECISAO

Matureza da

amostra A1

Descricao da

amostra FPZD 118
Método Morma, volumess2

DADOS / série

Pregncher az células verdes | data de andlise |S520170926HN| 55201 TO92THN| 55201 7 0928NN
série(i) 1 2 3

n

1 25,7343 22 8956 24 5044

2 27 8890 235266 235293

3 29 4153 225371 23,0094 Y .

4 29 8583 24 6513 25,5841 S = ﬂ.rfﬂ.ﬁ.‘, (S )

5 27 3531 27 3577 23,4057

g 25,1247 27 4569 21 5027
N®enzaios por Operador H ] o] 6
Media X 27 5828 24 73582 23,7853 7 _Za f
Desvie Padrio S 1,9045838558( 2,191945253 1,55332724 ri

%
“aridncia S 3,6827240031( 4804524016 2 412325515
Cvog c cogE
CW% 6,910448569| B8850210752| 6,5295259732
Desvio padrao da S
repetibilidade ri 2191945258
|

“faridncia da repetibilidade Sr: 4,504624016
Limite de repetibiidade I’ 5,137445724
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Amostra A 1 - Nitritos

DADOS DE PRECISAO

Matureza da

amostra A1

Descricao da

amostra FPZD 1-18
Metodo Morma, volumesd2

DADOS | serie

Preencher as células verdes | data de analize |SS201 70926NN| SS201 T0S27THN| 55201 70528NN
sérieli) 1 s 3
n
1 38,3500 7.5450 38,1551
2 23,4154 2,1424 20262
3 38,3577 38,3792 83117 1 . 1
4 82,2529 83,0855 38,2541 S = j.ffﬂ',l", (S }
5 32,4148 83,1137 23,0051 :
6 38,3716 28,3128 38,0275
N®ensaios por Operador H ] ] ]
Media X &,36581 3, 1641 21300 .i"" _258 ,SQ
Desvie Padrao ) 0,043942766| 0,153334532] 0131092635 FI
5
“farifncia S 0001930967 0,025069324| 0017185279
CVog cnc CAC
LW 0,525124471 1939399712 1,612465454
Desvio padrdo da S
repetibilidade ri 0,158334532
i |
“aridncia da repetibilidade S: 0,025069524
Limite de repetibilidade I 0,443336689
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Amostra A6 - Nitratos
MNatureza da
amostra A6
. Descricdo da
DADOS DE PRECISAO amostra FG1-18
Método MWorma, volumesi2

DADOS [ série

Preencher as celulas verdes | | data de andlise |SS20170926MNN| 55201 7T0927THN| SS20170928NN]
seérieli) 1 2 3
n
1 625,3310 624 1650 6324510
2 514, 2400 628 1610 641 3630
3 §11,8470 §22 7960 £32,3220 ) , 3
4 520,0686 666,3040 £35,9860 S = J.rf ax. (S ; j,l
5 8277750 §12,0150 §29,1740 n :
6 509,1550 541,4400 £28,5940
MW°enzaios por Operador H 5 5 L]
Media X 511,4154 G632 4302 633 3130 o
— S 1 |r=284)S
Desvio Padrao 17, 07203501 1910357896 4 7oo477085
gl
“arigncia S 2591 454516007 | 64,9467 28567 22 614562400
CV% CVie 2792197644 3.020423399] 0750885541
Desvio padrao da Sr
repetibilidade ri 19,10357895
o |
“aridncia da repetibilidade S: 64, 0467 28567
Limite de repetibilidade I 53,48002105




110

Anexos

Amostra A6 - Nitritos

DADOS DE PRECISAQ

Matureza da

amostra A G

Descricdn da

amostra FG 1-18

WMétodo Morma, volumess2

DADOS | série

Preencher as células verdes | data de analise | S5201 7T0S28NN| SS201 T0S2TNN| SS20170528NN
série(i) 1 2 3
n
1 B,7454 39,0001 9 2327
2 87421 g 2250 3 9557
3 8,8591 8,9452 8,9989 3 s )
4 8,5395 9,399 35148 S C= ﬂ.vfﬂ,r, (S ; )
5 g,4821 9,0787 9,1674 n :
6 §,5504 9,3210 87837
N®ensaios por Operador H & G G
Média X 86548 91817 8,9590 7 _28 |' 52
Desvio Padrao S 0148304331 0182207802  0,232010031 rt
=5
Varidncia S 0,021994175| 0,033199523| 0,053828655
E‘u‘r% CLC cC
C\%% 1, 7135586867 1,985808894( 25859677064
Desvio padrac da Sr
repetibilidade ri 0, 232010031
]
“aridncia da repetibilidade S N 00,0638 25655
Limite de repetibilidade I 0,649628088
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Anexo 7 - Folha de célculo utilizada para estudar a precisdo do método

Amostra A 1 - Nitratos

Matureza da
amostra Fiambre
Descricio da
amostra FP2D 1-18
DADDS DE PRECISAD Método Morma, volumes/2
DADOS | série ] ] ]
data de andlise FS20170926MM S320170927MNM SS20170928MMN
sériefi) 1 2 3
n Yin -yl Yin -y Yin ly —v]
1 257343 0370661111 22 8956 -2 46803888 24 9044 -0,458233848
2 27,889 2525361111 235266 -1,83703888 23,9293 -1,43433888
3 29 4153 4051661111 225371 -2, 82653889 23,0094 -2,35423889
4 29 8583 4 494661111 24 6513 -0, 71233888 259841 0620461111
5 27,3531 1,989461111 27 3577 1,994061111 23,4057 -1,95793889
] 251247 -0,238933848 27 4669 2103261111 218027 -3,860933848
N* de ensaios por operador H 6 6 6
Média dos ensaios de todoz os _,
operadores (M ensaios) 3 25 36363889
Mumero total de determinacies total N o
18 1 N —
2 vy 1004465005 Sp‘!{r,m = Z Vi = ]-
Desvio padrde da precisdo intermedia SP' 2 430764834 n - k=1
“Varidncia da precisdo intermédia g_, 5 908617679
Limite de preciséo intermédia P . 6.806141536 8'\/§
CVE CV% 9,533659682 ! _25 il
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Amostra A 1 - Nitritos

Matureza da
amuostra Fiambre
Descricdo da
amostra FP2D 1-18
DADOS DE PRECISAD Métado Morma, volumes/2
DADOS | série 0 0 0
data de analise BS20170926MM S320170927MNM S520170928MMN
sériefi) 1 2 3
n Yin -yl Yin -y YVin ly —v]
1 3,35 0129294444 7,845 -0,27570556 23,1551 -0, 06560556
2 83,4154 0194694444 83,1484 -0,07230556 a,0262 -0,19450556
3 83,3577 0136994444 83,3792 0158494444 83,3117 0,090994444
4 23,2988 0078194444 23,0855 -0,13520556 23,2541 0,033394444
5 34148 0,194094444 23,1137 -0,10700556 23,0051 -0,21560556
3] 83716 0150894444 g.3128 0082094444 a.0275 -0,19320554
N® de enzaios por operador ﬁl g g 6
WMédia dos ensaios de todos os _,
operadores (N ensaios) .J' B8 220705556
Numere total de determinacdes total N 18 1
i i _-~|
|r1—1| A ..,, . _ ( ] — .!‘]-
> ( SPio) YA
Desvio padréo da precisdo intermédia IRy =
F g Se 0157156103 k=l
Waridncia da precizdo intermédia i‘, 0.024695041
Limite de precisdo intermédia P ] 0.440037087 LSQ
CV% cVY, i _ZE\' Pi

1.911710637
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Amostra A6 - Nitratos
Matureza da
amostra paté porco
Descricdo da
amostra FG 1-18
DADOS DE PRECISAD Meétodo Morma, volumes/2
DADOS J série 0 0 0
data de analise |S520170926MMN S520170927TMNMN S520170928MMN
sériefi) 1 2 . . 3
n y:‘ 7l -y y:‘ 4 W —) Y i.n lv—w)
1 625,331 -0.4072 624,165 -1,6732 632 451 6,7128
2 614 24 -11.4932 628,161 24228 641,363 156248
3 611,947 -13,7912 622 796 -2,9422 632 322 6,5338
4 550.0686 -45 6696 666,304 405658 635,986 10,2473
5 627 775 20368 612,015 -13,7232 629174 3,4358
6 609,155 -16.5832 641 44 167018 628,594 2. 8558
N® de en=saios por operador }? 6 6 6
Média dos ensaios de todos os _,
operadores (N ensaios) 2 B25 7382
Humero total de determinacies total N 18 1 .
PRRVESY 5242413585 Sp I{'T.G.'} Z ,} _.}’ ]-
Desvio padrdo da precisdo intermédia SP:' 17 56067395 H - ]‘ k=1

“faridncia da precisdo intermédia

308,3772697

Limite de precizdo intermédia P

49,16988707

Cwie

2_805393145.
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Amostra A6 - Nitritos

Matureza da

amostra paté porco
Descricdo da
amostra FG 1-18
DADOS DE PRECISAD Método Morma, volumes/2
DADOS [ série 0 0 ]
data de analise |SS20170926MNMN SS2017092THN S520170928MNM
sériefi) 1 2 . 3
n Yin -yl Yin =¥ Yin -]
1 8.7464 -0, 17875 9.0001 0.07495 92327 0.30755
2 8.7421 -0,18305 9,225 0,299385 8,9567 0.03155
3 8,859 -0,06605 4,9452 0,02005 8,9989 007375
4 8,5395 -0,38565 9.23999 0.47475 8.6148 -0,31035
5 8.4821 -0,44305 9.0787 0.,15355 9.1674 0.,24225
b 8,6594 -0,36575 9,321 0,395385 8,7837 -0,14145
N® de enzaios por operador ﬁl 6 £ 6
Média dos enzaics de todos os _,
operadores (N ensaios) 3 8.92515
Mumero total de determinacies total N .
18 1 N _"_‘_|
2 ly-y) 1,326237425 SP I['T,[},'] Z _} . T

Desvio padrdo da precisdo intermédia SP:' 0 279309803
“aridncia da precisdo intermédia g‘_ 0 078013966
Limite de precizdo intermedia P . 0.782067449
Ce CVo6 3,129469009
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Anexo 8 — Folha de calculo utilizada para a determinacdo do teor de analitos

na amostra e da respetiva taxa de recuperacao

Amostra A4 - Nitratos

(, _Nacional de Saide

Departamento de Alimentagdo e Mutrigio
Laboratario de Quimica

PARAMETRO: Nitratos |

W=/C:ata de Entrada:
Amostra: A 4 (F Por 1-3)
Observacies: SS520170929MN; procedimento da r

Toma de Amostra 1 2 3 4 5 G
Data de inicio analise: 28.08.2017
Executante: CDC

Pasta MN®:

Diluicéo na técnica 1

Rectas de Calibracdo:
w(area) vs X{pug/mL)

Residuos = 10 %

Sim
Coeficiente correlacdo (rj=0.99 Sim
Wolume em que a amostra &
diluida (mL) 100 100 100
Concentracde do padrio
(ug/mL) 1629
Wolume do padrio
adicionado (mL) 1,0
Diluicdo posterior 1 1 112
Concentracioe Sol.
Analizadas (po/mL) 18310 | 15760 | 57780
Concentracdo da Toma de - - -
Amostra (mg/kg amostra) 188816 | 197131 | 114 3822 | #DMNIE #ONSA #ONSADE

Conce ntra;ao Kledia da
Amostra (mg/kg 19,1873 EDIVID!

Admn=stral

Repetibilidade (CV,=5%) oK #ONSO!

Taxa de recuperacio (%) R #OMID

r (repetibilidade) 89,3481 #DND
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Amostra A4 - Nitritos

"’ _Nacional de Satde

Departamento de Alimentagio e Mutrigio
Laboratdrio de Guimica

PARAMETRO: Nitratos

W=/Data de Entrada:

Amostra: A 4 (F Por 1-3)

Observacies: SS5201T05Z25NN; procedimento da r

Toma de Amostra 1 2 3 4

L

Diata de inicio andlise: 259.09.2017

Executante: CoC

Pasta N®

Diluicio na técnica 1

Rectas de Calibracdo:
Y(area) vs X(po'mL)

Residuos <10 % im

- - Ve L .
Coeficiente correlacao (rjzl, 5% 2im

Toma da amostra (g} 10,1331 | 10,0238 | 10,0590

YWolume em gue a amostra &
diluida {mL} 100 100 100

Concentracdo do padrdo
(ugim) 70

Yolume do padrdo
adicionado (mL) 1.0

Diluicdo posterior 1 1 1

Concentracio Sol
Analisadas (pg/mL) 13550 | 13500 | 6.2650

Concentracdo da Toma de

Amostra (mg/kg amostra) 13,3720 | 134879 | 822825 | DN

#DNI

#DN

COncentragao Media da
Amaostra (mag'kg 13,4200

Aminstral

#DIVio!

Repetibiidade (CV,=5%) oK

#DNI

Taxa de recuperacdoe (%) B5 5

#DNI

r (repetibilidade) 5,2858

#DNI
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Anexo 9 — Teores de nitrato e nitrito obtidos para cada lote utilizado para testar

a homogeneidade dos lotes de amostras

Amostra A1 - Teor de Nitrato (mg/kg amostra)

Lote 1l Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
29,57547 39,02807 30,79429 2334748 44,89931
33,6527 26,94203 36,63816 22,94658 40,30016
30,74558 32,21804 38,75277
48,59975 30,54955
39.51074

Amostra A 1 - Teor de Nitrito (mg/kg amostra)

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5
16,71555 22,851 12,7155 84171 12,55215
15,77595 22,29675 15,402 744345 1224615

22,9971 26,3565 12,135
20,42445 16,1085
18,0483

Amostra A2 — Teor de Nitrato (mg/kg amostra)

Lote 1 Lote 2 Lote 3

68,29729 45,27545 46,75474

63,00626 30,74558 48,85143
o0,58048 50,12433
48,49533 50,0463
41,36292
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Amostra A6 - Teor de Nitrato (mg/kg amostra)

Lote 1 Lote 2
1380,571 996,0022
1385,551 1030,31

1031,67

Amostra A6 - Teor de Nitrito (mg/kg amostra)

Lote 1 Lote 2
25,9761 12,9822
26,15565 13,74255
13,4385
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Anexo 10 — Avaliacdo da homogeneidade dos teores de nitrato e nitrito em
varios lotes (ANOVA)

Amostra A 1 - Teor de Nitrato

Anova: factor dnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia
Colunal 2 B63,22817 31,61408 §,311878
Coluna 2 5 184,8262 36,96524 71,31138
Coluna 3 4 136,2 34,05001 8,967357
Coluna 4 2 46,29406 23,14703 0,080359
Coluna s 3 123,9522 41,31741 10,2211
ANOWA
Fonte de varic  5Q gl MO F valor P Fcritico
Entre grugp 444,6742 4 1111686 3,536272 0,041725 3,356069
Dentrode 340,982 11 30,99837
Total 785,6563 15
Amostra A 1 - Teor de Nitrito
Anova: factor Unico
SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Coluna 1 2 32,4915 16,24575 0441424
Coluna 2 5 106,6182 21,32364 4403176
Coluna 3 4 70,5825 1764563 35,86069
Coluna 4 2 15,86055 7930275 0473997
Coluna 5 3 36,9933 12,3311 0,037301
AMNOWVA
Fonte devaria 50 gl nMQ F valor P Feritico
Entre grug 320,6041 4 30,15101 ©,987063 0,004724 3,35669
Dentro de 126,1848 11 1147135

Total 446,7889 15
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Amostra A2 - Teor de Nitrato

Anova: factor dnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Coluna 1 2 13190326 6595178 11,00289
Coluna 2 5 2164658 43,29315 61,33801
Coluna 3 4 195,7768 48,9442 2 469386
ANOVA
Fonte devaric 50 gl MQ F valor P Feritico
Entre grug 735,171 2 3675855 11,1489 0,004861 4,45837
Dentro de 263,7646 8 3297057
Total 998,9356 10

Amostra A6 - Teor de Nitrato

Anova: factor Unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Coluna 1 2 2766,121 1383,061 12,39947
Coluna 2 3 3057,983 1019,328 4085154
AMNOVA
Fonte de varia 50 gl M F valor P Fcritico
Entre grug 158762,2 1 158762,2 574,2335 0,000159 10,12796
Dentro de 829,4303 3 2764763

Total 1595917 4
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Amostra A6 - Teor de Nitrito

Anova: factor dnico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Meédia Varidncia
Colunal 2 52,13175 26,06588 0,016119
Coluna 2 3 40,16325 13,38775 0,146465
AMNOVA
Fonte devaria 50 gl e F valor P Feritico
Entre grup 1928818 1 192,8818 1872,345 2,72E-05 10,1279%
Dentro de 0,309049 3 0,102016

Total 193,1909 4
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Anexo 11 — Poster exposto no Féorum de Engenharia Quimica e Bioldgica’17, ISEL
(2017)

| ISEL mediin @) SNSEG“" ¢y
Optimizagcao de um método para a determinagao de nitratos e nitritos por HPLC de
troca iénica

C. D. Carvalho *® M. C. Serra *, E. R. Vasco "
SISEL, Dep, e E Rua Emidio Navarra 1, 1868007 Lisboa, Portugal
¥ Instituto Naolonal de Saude Dr. Ricardo Jorge, Depar do A o G0, Av, Padre Cruz, 1640.016 Lisbon, Portugal
o-mall elna vascobinsa.min-saude.pt

’.’ Introdugéo N,
Hoje em dia, o8 nitratos e nitritos, embora sejam utilizados como conservantes, ado também vistos como contaminantes alimentares.
! Apesar de a principal fonte alimentar de nitratos e nitritos serem vegetais e frutas, os produtos a base de carne podem ter elevados niveis destes contaminantes.
| Os nitratos & nitritos 8o os principals conservantes utilizados neste tpo de produtos alimentares. Além da fun¢io de conservantes, através da sua aglo anti-
+ micrablana contra organismos como Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus, contribuem, também, para a cor teristica destes produlos e as suas
! propriedades organolépticas.
Q nitrito & extremamenta reativo, enquanto que o nitrato & mais estavel. No entanto, o nitrato pode ser reduzido a nitrito, que por sua vez, Ao reagir com outros
compostos como aminas, forma metabolitos e produtos reativos, que tém efeitos adversos na satde humana, como a inibigéo do transporte de oxigénio, cancro
| gastrico, entre outros,
\ Assim, & importante desenvolver um método pratico, rapido e eficiente para a determinagéo destes compostos em

e e s s o i o g

de produtos & base de carne de forma

AT T T AT ST T T e 2 e S e e e e 3 i ¥ s s A o s 4 T e e S Tt e e —dtey
7 Procedimento experimental N

/O método de HPLC de troca ibnica utilizado neste trabalho, baseado na norma EN \

, 12014.4 (2005), encontra-se ainda em desenvolvimento, aters injetor automatico, fome \

’ O nitrato @ o nitrito 580 extraidos da amostra com agua quente @ as substincias BAIPRANS A RRE i i detetor n,?, ot |

| Interferentes removidas com acetonitrilo. A separagiio & realizada num cromatégrafo Coluna Troca idnica, 4,8 X 150 mm, particulas de 10 |

| de HPLC com uma coluna de troca iénica detecio UV a 205 nm . O nitrato e o nitrito AT Tampllo glconato de barato zmb diluldo un‘z‘ua I

| s#o identificados comparando os tempos de retenclio dos padrbes com os das com acetonitrio 8 12,5%

i amostras e quantificados através de uma curva de calibragio. 3 Volume de Injegio 40 pL |

H Todas as amostras sfo analisadas em trplicado, sendo que na terceira toma & Fluxo 1 mumin

| adicionado uma quantidade adequada de cada padriio (KNO; e NaNO,;) para o Detegdo 208 nm I

+ cdleulo da recuperagio. 7 |

| F Temperatura do fome da arec

1 Homogeneizar » Adigionar 50 Homogeneizar coluna |

! amostra » posar 10 B Ml de Agun 8 , novemaonto o r‘""""“;"' clmarn das 15 |

L 5 » lugtes a Injetor

' g L10mg HO/60 amostra solug: |

' Tampo de cortida 40 min

| 1 Nimero de injegdes 2 I

| Transferr parn |

! ':""" “’"’: p'"‘: um hn‘b‘c‘n Adicionar 50 mL .

I o ":‘;;;m:':’ bl pe volutriétrico de . do scatonitrilo, l

i wuiluu:::ndu 0 A5 ;eur(l’n'.!:l?) ! "“mn‘r’vr:l:c:‘:"m | |

volume " )

i " i |

| X PR |

Injetar no ' m..
. [
| B
P XS] / oy
/ Resultados Experimentais N\, Conclustes \
/ = b Como se pode observar, o |
| f \ i método permite separar os analitos -
. I [ com uma boa resolugiio @ é bastante |
B sl fa | sensivel a ambos, sendo mais |
i i » | i sensivel principalmente  para  ao '
3 o] 7 . nitrito,
I ‘! : s # i l | A curva de calibrago & estavel, |
| { | [l - ¢ < |, umavez que nas andlises realizadas |
hoox | 7\ It £ 3 br g | a0 longo de nove dias, as curvas de |
[\ [ L : VN B 2 a9 | - : v
| st bty vt oy - ! | calibragio néo se alteraram e as i
i - e w W el el i e i b th Lo O nn o | areas  dos  picos  também  se !
Figura 1: Cromatograma obtida a partir do padrio de 4 mg/ml. de NaNO, e 0 Figura 2 Cromatograma obtida a partir de uma amostra composta de | mantiveram w"smme,a- < |
| my/ml de KNO, flambre da pama extra com adigio de ambos on padies | | Os estudos realizados até ao '
. momento revelam ser promissor a
Curv
| S e CUNR 06 SNbPIRSG 00 M) I \ aplicagio deste método na andlise |
6.002408 3508408 L
| X - R » | '\de amostras 4 base de came. ~
8008008 ! R ey s B e s ot
| 4008408 = Mo o | U ———— =
2,00840
| Haoomin . PIRRETArT FYSSETIT PR | 4 oy | ( Referéncias i
. 1,808408 = «D@y ¥ 180807k + 23005 |
I 2,008+00 ’ ADB2 Y= BATR0N - 43484 1,008408 AD@T )= 150408x + 15600 | ' WM. J B, M. ey, ¥ #aowOnn, W, bonser, K. € Matsey
1008406 o +Dia@ ¥ =550026x - 20454 .002408 - <D@e Y= 160480x ¢ 16168 | MO, Syieamioens o e e, 2 vt

S T M5 | e e N e S |

' 4 il Al roantorre.

\ CONentragdo aa 130 N1 (Mgami, ) CONOANMIaESD 00 K90 NN (ML) .’ | :?«:-:y:j‘g J::ﬁv.-';*' Y ":m -m:: i
'\ Figwad R rdfico da curva de calibvagho oblida & pank do Figura 4: Representacio grafica da curva de calibragha obtida a parirdo  / 130144, Fosastily = Detemmalion of mirse reier nivie
\, %mmf’mmmawwﬁ?www nitrato pars © pRMEINS, Segundo @ NoNo dis apos a realizacio dos ) ' ci‘::;m'w“amuwmﬁ j

N U . § i § e ¥ e - ik % e, e & sl & w5 iy SR S g gy e FY L) K e, ) g A i e ey i -
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Anexo 12 — Poster exposto na 102 Reunido Anual Portfir, INSA (2017)

@ 1seL OB @ sNszR @

Analise de nitratos e nitritos em alimentos a base de carne

Otimizacado de um método de HPLC
C. D. Carvalho *® M. C. Serra *, E. R. Vasco

* ISEL. Area Departamental Ge Engenbaria Quimica, Rua Consalheiro Emidio Navarro 1, 1958.007 Lisbor. Portuga
*lnstitute Neciconal de Seade DOr. Ricardo Jorge, Departamento de Alimaentacho ¢ Nulrigdo, Av. Padee Cruz. 1640.018 Lisboa, Portugal
wemall alaa vasco@inea min-ssude pt

/~  Objetivo Introducgéo \

Este estudo teve como Os nitratos e os nitritos, embora utilizados como aditivos alimentares nos produtos & base de came (fiambre, chourigo,
objetivo a ofimizacdo de presunto, enltre outros) sdo também considerados contaminantes. Além da fungdo de conservantes, alravés da sua agdo anti-
um meétodo com base na microbiana, conferem ainda a cor caracteristica destes produtos, contribuindo para as suas propriedades organolépticas.

norma  europeia  EN O nitrito é extremamente reativo, enquanto que o nitrato é mais estavel. No entanlo, este pode ser reduzido a nitrito, que por
12014-4 para determinar sua vez, ao reagir com outros compostos como aminas, forma metabolilos e produtos reativos, que tém efeitos adversos na
nitratos e nitritos  em sadde humana, como a inibigdo do transporte de oxigénio, cancro gastrico, entre outros.

alimentos & base de Assim, é importante desenvolver um método de andlise rapido e eficiente para a determinacgdo de nitratos e nitritos em
carne por HPLC. amostras de produlos a base de carne de forma a avaliar a exposi¢io da populagdo a estes conlaminantes.
/ Procedimento Experimental \

Amostras - Flambre e salsichas enlatadas. Tabela 1 - CondigBes cromatogrificas.

Método ~ HPLC com coluna de froca idnica e detecsio UV. Equipamento de HPLC mmmnwm&um«m“m
Extracio - Agua a S0/60°C. Coluna *IC-PAK Anion HC" 4.6 x 150 mm, 10 pm
Clarificagio ~ Acetonitriio. Tampdo gluconato de borato de litio diluido em égua com

- e movel acatondtrilo 8 12,5%

znm.-cwaumam padr3o de nirato & nitrito com os Volume de injecio 40

Fluxo 1 mLimin

Quantificacio - Método do padrio extemo (sais pontos de calibraclo). Detegao 205 nm

Método estatistico - Teste de hipieses: teste t empareiado. Foram realizados § ensalos 1o s 10M0 6 3rc

com cada um dos métodos em estudo: ¢ procadimento de exiragio referkdo na norma, com

égua a 50/60°C, e o mais ullizado na bibliografia, com adiclo de dgua a 100°C, saquida de  Temp 15°C

um banho com refluxo a 100°C por 15 minutos. Tempo de conida 40min /

Resultados
O processo de otimizagdo abordou os seguintes parametros:
Comprimento de onda de detecdo Processo de extragao Fluxo da fase movel
- L _fan %
f . [

A norma recomenda um fluxo da
- fase mdvel de 1 mlimin. Testou-

s2 0 fluxo de 1,5 mUmin com o
- objetivo de diminuir © tempo de
2 cormida. Ne entanto, a
. s concordancia  dos  resultados

diminuia, razlo pela qual se

v gy e gt §
IR0
e o e e g g

L - voltou 20 fluxo de 1 mLfmin.
Figues 1: . I L § i
Confl S8, COM 08 de a o ek rurma amoetr S Seree. s m‘.mm
utllizagso do de onda c

Realizaram-se ensaios com a

'. fase movel recomendada pela
l- norma (12,5 % de acetonitrilo) e
|: com uma fase movel com menor
i, percantagem de acetonitrio (6,25
f. ‘ ss).mmqueeammgmeo
" —_—rry fmam téxico e dispendioso. A

S Saing e — wum“

e == - s ot tempos de retencio dos analtos,
[ ) rebos mave arscena de Aumove. nit#ce rarms amous de exechim enleacas. pelo que n3c medhorara o
] ; desampenho do método.
Tatwls 3~ _&IMI-'-*
di Dbl realizados para efetuar o teste estatistico

el — e e e

(10 ghal ) m mraso e pordesio {20 Foiv) an K54 (1) 6 e faas Considerando um intervalo de conflanca de 5%, para 8 graus de liberdade, o
g valor de t tabelado & de 2,31.

A preparagdo dos padrbes com fase mével Os valores de t experimentais foram calculados e encontram-se na tabela 2.

(figura 2.2), melhorou a performance do m 1,09 032 Como se pode ver, 0 | experimental é Inferior &0 1 tsbelado, ndo existem
cromatograma

em relacio aos preparados diferengas significativas entre os dois métodos, logo, oplou-se por seguir o
com agua (figura 2.1). método de extragdo propesto pels nomma.
Conclusodes

Os ensaios para ofimizaco do método de determinagdo de nitrato e nitrito em alimentos & base de came permitiram confimar as condicbes de trabalho e melhorar os

Omamamm;aWeommmMamoomhMMMMau‘MQ
“conforme & norma propunha. A introdugo de fase mével na preparagao dos padrdes melhorow muito os cromatogramas oblidos.
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