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Resumo

Os alimentos sao a principal fonte de metais essenciais para o ser humano. Esses metais
sao0 necessarios em varias funcoes vitais do nosso organismo, podendo a sua deficiéncia causar
sérios problemas para a saude. No entanto, outros metais quando presentes no organismo
podem causar intoxicagcdes, mesmo em concentracdes extremamente baixas. Como tal, é
necessaria a determinagéo dos teores dos metais essenciais, bem como dos metais prejudiciais
nos produtos alimentares.

A nivel europeu existem dois regulamentos que sdo considerados importantes no que
respeita aos alimentos. O regulamento (EU) N° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do
Conselho, relativo a prestacéao de informacao aos consumidores sobre os géneros alimenticios,
vem estabelecer as regras e os requisitos para a apresentacao da declaragéo nutricional relativa
aos géneros alimenticios, com a inclusdo da informagdo nutricional nas embalagens. A
declaracao nutricional obrigatéria inclui a informacéo sobre o teor de sal. E o regulamento (CE)
N? 1881/2006 da Comissao fixa os teores maximos de certos contaminantes, designadamente
do cadmio e do chumbo, presentes nos géneros alimenticios.

No ambito do trabalho de estagio, foram analisados produtos agroalimentares com o
intuito de determinar varios elementos, por espectrofotometria de absor¢éo atdmica com chama
(FAAS) na determinagao de calcio, zinco, potassio e sodio e com camara de grafite (GFAAS) na
determinacédo de cadmio e chumbo. Para além disto, adaptou-se a metodologia para a
determinagéo do sédio em vinhos. Foram utilizados como métodos de pré-tratamento das
amostras a digestao por via seca e a digestdo por micro-ondas.

Os métodos utilizados foram validados para as matrizes alimentares, tais como: bolachas,
leite, produtos carnicos, cevada, alimentos infantis, e produtos da pesca. Foram também
analisadas amostras de circuitos interlaboratoriais como: Soya Flour, Chilli Powder e o Offal
(Liver) e utilizadas ferramentas do controlo de qualidade. A determinagéo do teor dos metais nos
alimentos selecionados revelou teores de sddio muito variados, sendo estes mais elevados em
alimentos processados como um produto carnico, e teores dos metais téxicos abaixo dos teores
maximos legislados. Foi também realizada a validagédo do método utilizado na determinacéo do
s6dio em vinhos. Os ensaios realizados mostraram que esse método € adequado atendendo a
exatidao e a precisao.



Abstract

Food is the main source of essential metals to humans. These metals are needed in
several vital functions of our body, its deficiency can cause serious problems for health. However,
other metals, when present in the body can cause poisoning even in extremely low
concentrations. So, the determination of concentrations of the essential metals as well as the
harmful ones is required in food products.

In Europe there are two regulations that are considered importante for food products. The
Regulation (EU) No 1169/2011 of the European Parliament and of the Council on the provision
of information to consumers on foods, is to establish the rules and requirements for the
presentation of the nutrition declaration on foodstuffs, with the inclusion of nutritional information
on packaging. The mandatory nutrition declaration includes information about the salt content.
And the Regulation (EC) No 1881/2006 of the Commission setting maximum levels for certain
contaminants, including cadmium and lead, in foodstuffs.

In this internship, food products were analyzed in order to determine various elements, by
flame atomic absorption spectrophotometry (FAAS) for the determination of calcium, zinc,
potassium and sodium and graphite furnace (GFAAS) for the determination of cadmium and lead.
In addition, the methodology was adapted for the determination of sodium in wines. Were used
as sample pretreatment methods, the dry-ashing and the microwave assisted digestion.

The methods used are validated for food matrices, such as: wafers, milk, meat products,
barley, baby foods and fishery products. Were also analysed inter circuit samples such as: Soya
Flour, Chilli Powder and Offal (Liver) and used quality control tools. The determination of the
content of these metals in various foods showed very different sodium levels, which are higher in
processed foods like meat product, and levels of toxic metals below legislated maximum levels.
It was also performed the validation of the method used in determining the sodium in wines. The
essays showed that the method is suitable, attending to accuracy and precisin.
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AAS - Espectrofotometria de absorcao atomica (atomic absortion spectrometry)
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1.Introducao

Atualmente, existe uma grande preocupacao por parte das industrias alimentares em
atender as exigéncias de um mercado cada vez mais competitivo, procurando 0 maximo de
qualidade ao mais baixo custo para aquilo que é produzido. Assim, o setor de Controlo da
Qualidade numa empresa torna-se dos mais importantes, sendo que este € o setor responsavel
pela averiguacdo da qualidade do produto.

A analise de alimentos é muito importante para a avaliagdo do seu valor nutricional, para
o controlo da qualidade de produtos frescos e processados e para a monitorizagdo de aditivos e
contaminantes alimentares toxicos ['.Os alimentos s&o a principal fonte de nutrientes e minerais
essenciais do organismo humano, como tal, é fundamental que se faca uma analise quimica
exata e precisa dos seus teores, para que os consumidores e profissionais de saude possam
fazer escolhas e recomendagdes responsaveis com base no seu teor nutricional 2. Por outro
lado, sabe-se que grande parte dos minerais considerados essenciais sao metais e destes,
quase todos sdo téxicos quando absorvidos pelo organismo humano em concentragcoes
elevadas, como o cobre e o zinco, por exemplo. No entanto, existem metais que causam
intoxicacdes mesmo em concentragdes extremamente baixas, como o chumbo e o arsénio B4,
Deste modo, e para que ndo causem danos toxicolégicos ao Homem, estes metais
contaminantes devem ser mantidos em niveis controlados.

Do ponto de vista analitico, os métodos mais adequados para a determinagdo destes
metais sdo 0os métodos espectrofotométricos, sendo os métodos de espectrofotometria atémica
0s mais usuais para a determinagdo de metais em géneros alimentares 29,

Neste trabalho recorreu-se ao uso de técnicas espectrofotométricas na determinagao de
metais em produtos agroalimentares, nomeadamente espectrofotometria de absorgéo atémica
com chama e com camara de grafite, utilizando como técnicas de pré-tratamentos de amostras
a digestao da matéria organica por via seca e por micro-ondas.

Os elementos determinados foram quatro minerais essenciais: o calcio, o zinco, o
potéssio e o sédio por espectroscopia de absor¢do atémica por chama, e dois metais tdxicos, o
chumbo e o caddmio por espectroscopia de absorgdo atdmica com camara de grafite. Em todas
as determinagbes realizadas foram aplicadas ferramentas de controlo da qualidade para a
validagao dos resultados obtidos.

Os métodos que se utilizaram j& estavam implementados do laboratério de Métodos
Instrumentais de Andlise da empresa Silliker Portugal, S.A..
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1.1. Silliker Portugal, S.A.

A seguranca alimentar é nos dias de hoje uma preocupacao crescente que apresenta
desafios para as politicas atuais de saude publica em muitos paises.

A Silliker, adquirida em 1996 pelo Instituto Mérieux, conta com mais de 45 anos de
experiéncia nas areas da segurancga alimentar e de nutrigéo .

A Silliker Portugal, S.A. € uma empresa independente de prestacdo de servicos para o
setor agroalimentar. A empresa esta situada na zona industrial de Canelas, Vila Nova de Gaia
(Figura 1).

Figura 1 - Instalagées da Silliker Portugal SA. "),

Fundada em 1993 como EGI- Sociedade de Engenharia e Gestdo de Qualidade
Industrial, Lda., integra desde 2008 o grupo Silliker, lider mundial na prestagéo de servigos que
visam a melhoria da qualidade e seguranca alimentar ©l.

A equipa Silliker Portugal é constituida por especialistas das mais diversas areas do setor
alimentar. A garantia da qualidade dos servigos prestados € baseada na competéncia da equipa,
na adequacao dos métodos, na atualizagdo permanente de procedimentos e equipamentos, e
no sistema de melhoria continua. A sua estrutura permite oferecer uma ampla gama de servigos,
onde se inclui o servigo de analises microbioldgicas, quimicas e sensoriais; consultadoria em
seguranca alimentar e desenvolvimento; auditorias; rotulagem e legislagéo ©..

A Silliker Portugal, S.A. esta integrada no Sistema Portugués da Qualidade desde 1993,
devido a acreditagdo do seu laboratorio (Certificado de acreditacdo n°L0087), tendo
implementado um rigoroso sistema de qualidade que visa o controlo analitico, cumprimento de
critérios de acreditacao para laboratorios de ensaio estabelecidos pela NP EN ISO/IEC 17025 e
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tem assim como parte integrante do seu servico, um forte compromisso com a qualidade e com
a identificacéo das necessidades dos seus cliente .

As suas instalacdes estdo distribuidas por um Unico piso repartido em duas grandes
areas: Laboratorial e Administrativo. A area laboratorial estda dividida em dois laboratérios
independentes: Microbiologia e Fisico-Quimica.

O laboratério de microbiologia emprega uma ampla gama de metodologias de teste para
verificar a qualidade e seguranca microbioldgica dos produtos contando com a melhor tecnologia
e com profissionais experientes para satisfazer as exigéncias e os padrdes internacionais a que
foi proposto ©.

O laboratério de Fisico-quimica & constituido por duas unidades independentes, o
laboratério de Fisico-quimica, onde sdo executadas todas as técnicas classicas de analise, e 0
laboratério de Métodos Instrumentais de Analise (MIA), onde sao realizadas técnicas
cromatogréficas e espectrofotométricas [©.

A 13 de Dezembro de 2014 entrou em vigor o Regulamento (UE) n®1169/2011 (descrito
mais a frente) que visa a obrigatoriedade da informacao nutricional nos rétulos dos produtos
alimentares, uma vez que a alimentacdo e a saude estéao intimamente correlacionadas e cada
vez mais 0s consumidores tém a preocupagao de fazer escolhas alimentares adequadas. Assim,
o conhecimento do valor calérico, das propriedades nutricionais dos alimentos e os seus
componentes funcionais adquire cada vez maior importancia 9.

A fim de proteger a saude publica, os contaminantes tém obrigatoriamente de estar a
niveis aceitaveis ao consumo humano do ponto de vista toxicoldégico. O regulamento (CE)
n.21881/2006 de 19 de Dezembro de 2006 define os teores maximos de alguns contaminantes,
tendo em conta o risco relacionado com o consumo dos alimentos [,

Na Tabela 1 sdo enumerados os parametros que podem ser determinados na Silliker

recorrendo as mais variadas técnicas analiticas 2.

Tabela 1 - Alguns parametros determinados nos laboratérios da Siliker '],

Rotulagem Nutricional Nutrientes Funcionais Contaminantes
v Valor energético v Omega 3 v Nitratos
v" Proteinas v Omega 6 v' Afatoxinas
v Hidratos de carbono v EPA v" Ocratoxina A
v’ Lipidos v DHA v' Patulina
v Fibras alimentares v Célcio v Desoxinivalenol
v" Minerais v Isoflavonas v’ Zearalenona
v Vitaminas v Fosfolipidos v" Fumonisinas
v' Corantes v Acido linoleico v Foxinas T-2 e HT-2
v' Conservantes conjugado (CLA) v" Metais pesados
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v" Acidos organicos v 3-MCPD
v Acidos gordos v Dioxinas, furanos e
componentes PCB
v" Hidrocarbonetos
aromaticos
policiclicos

Pelo facto de ser uma referéncia a nivel mundial no setor alimentar, o grupo Silliker
necessita de garantir a fiabilidade dos resultados analiticos publicados. Assim, a empresa
submete-se a auditorias periddicas internas e externas, e participa a nivel nacional e
internacional, em circuitos de ensaios de comparacao interlaboratorial (ECI), com o propésito de
avaliar o seu desempenho. Para além disto, diariamente segue rigorosos procedimentos de
controlo de qualidade como o uso de DPCS (Daily Process Control Sample), analises de

amostras em duplicado e analises de padrdes de controlo (em métodos de curva de calibragao)

[13]
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1.2. Enquadramento do trabalho de estagio

As analises efetuadas na Silliker ttm como principal objetivo caracterizar e verificar a
conformidade dos produtos agroalimentares enviados pelas empresas de prestacao de servicos
alimentares e os particulares. Assim, a legislacao aplicavel é tida em conta, de forma a

uniformizar a rotulagem alimentar e nutricional e a proteger a saude do consumidor.

1.2.1. Regulamento (EU) N2 1169/2011

O Regulamento (EU) N2 1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 25 de
Outubro de 2011, relativo a prestagcdo de informagdo aos consumidores sobre géneros
alimenticios. Este regulamento funde as diretivas 2000/13/CE relativa a rotulagem dos géneros
alimenticios e 90/496/CEE relativa a rotulagem nutricional, a fim de melhorar os niveis de
informag&o e de protegao dos consumidores europeus ['%.

O regulamento estabelece os principios, 0s requisitos e as responsabilidades gerais que
regem a informag&o sobre géneros alimenticios, em particular a sua rotulagem ", Tendo em
conta a necessidade de proporcionar flexibilidade suficiente para dar resposta a evolugdes
futuras e a novas exigéncias de informagao, o regulamento garante o direito dos consumidores

a informagéo e procedimentos para a prestacdo de informagao sobre géneros alimenticios.

Os objetivos do novo regulamento sao:

v' Garantir um elevado nivel de defesa do consumidor, no que refere a informagao
sobre os géneros alimenticios (rotulagem, particularmente);

v Assegurar simultaneamente o bom funcionamento do mercado interno;

v Estabelecer os principios, os requisitos e as responsabilidades gerais que regem
a informacao sobre os géneros alimenticios e, em particular, a rotulagem dos
géneros alimenticios;

v' Garantir o direito dos consumidores a informagdo e procedimentos para a
prestacao de informagdes sobre os géneros alimenticios.

Aplicabilidade:
v Aos operadores das empresas do setor alimentar em todas as fases da cadeia
alimentar, sempre que as suas atividades impliquem a prestacédo de informacoes

sobre o0s géneros alimenticios ao consumidor;
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v A todos os géneros alimenticios destinados ao consumidor final, incluindo os que
sao fornecidos por estabelecimentos de restauragao coletiva e os que se destinam
a ser fornecidos a esses estabelecimentos;

Entrada em vigor e data de aplicacao:
v' A partir de 13 de Dezembro de 2014.
v' Excecoes:
v Declaragao nutricional (aplicavel a 13 de Dezembro 2016);
v" Requisitos especificos relativos a designagado de “carne picada”
(aplicavel a 1 Janeiro 2014).

Na declaracéo nutricional minima obrigat6ria constam valores nutricionais médios
por 100 g ou por 100 mL referentes ao valor energético (kj, kcal), lipidos, dos quais acidos
gordos saturados (@), hidratos de carbono, dos quais agucares (g), proteinas (g) e sal (g)
[10]_

Além da informagéo nutricional obrigatéria, a declaragao pode conter informacao
nutricional facultativa ', no entanto, a sua apresentagdo deve ser feita com base no

ilustrado da Tabela 2, respeitando a disposi¢cao e ordem dos elementos descritos.

Tabela 2 - Declaragao nutricional minima obrigataria pelo Regulamento (EU) N°1169/2011 [1%,

. . Informacao nutricional facultativa
Informacao nutricional o
(ou obrigatéria em caso de presenca de

obrigatéria
alegac6es nutricionais ou de saude)
Energia --- KJ/Kcal Acidos gordos monoinsaturados
Lipidos -9 Acidos gordos polissaturados
Acidos gordos --g Poliéis
Hidratos de carbono --g Amido
Agucares --g Fibra
Proteinas --g Vitaminas e minerais
Sal - Outros nutrientes (Omega 3, Omega 6, ...)

1.2.2. Regulamento (CE) N2 1881/2006 da Comissao, de 19 de Dezembro de 2006

O regulamento (CE) n® 1881/2006 da Comissao, de 19 de Dezembro de 2006, fixa os

teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios com a finalidade
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de proteger a saude publica e manter os contaminantes a niveis que sejam aceitaveis do ponto
de vista toxicoldgico [,

No caso dos contaminantes que sejam considerados como substancias cancerigenas
genotdxicas ou em casos em que a exposicao atual da populacao ou dos grupos vulneraveis da
populacdo se aproxime ou exceda a dose admissivel, o regulamento diz que devem definir-se
teores maximos a um nivel que seja tao baixo quanto razoavelmente possivel (ALARA).

Na seccado 3 do anexo deste regulamento estao descritos os teores maximos (em mg/kg)

de metais existentes em géneros alimenticios.

1.2.3. Regulamento (CE) N2 1924/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 20 de
Dezembro de 2006

Pela existéncia de um numero cada vez maior de alimentos rotulados e publicitados e de
forma a ser possivel assegurar um elevado nivel de protegao dos consumidores e a facilitar as
suas escolhas, os produtos colocados no mercado, incluindo os importados, deverao ser seguros
e devidamente rotulados. Um regime alimentar variado e equilbbrado € uma condicao
indispensavel para a manutencdo da saude e os produtos considerados individualmente tém
uma importancia relativa no contexto do regime alimentar geral.

Desta forma, o Regulamento (CE) N® 1924/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 20 de Dezembro de 2006, relativo as alegagdes nutricionais e de saude sobre os alimentos,

prevé uma uniformizacdo das rotulagens para os géneros alimenticios ['l.
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1.3. Objetivos do Estagio

Este trabalho tem como objetivo principal a determinacao de calcio, zinco, potassio e
s6dio por espectrofotometria de absorcdo atémica com chama e a determinacdo dos metais
téxicos cadmio e chumbo por espectrofotometria de absorcao atémica com camara de grafite
existentes em produtos alimentares.

Com este estagio pretende-se adquirir conhecimento pratico relativamente a aplicacao
de métodos de analise quimica na area da qualidade e seguranca alimentar, desenvolvendo
competéncias profissionais no que respeita a aplicacao de técnicas instrumentais de analise.

Pretende-se ainda adquirir experiéncia em ambiente empresarial, trabalhando em equipa
e avaliando e comparando o desempenho individual com o trabalho feito por analistas mais

experientes.
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2. Fundamentos teoricos

2.1. Metais nos alimentos

O organismo humano necessita de alguns metais para o seu correto funcionamento. A
auséncia de alguns deles pode ocasionar sérias doencas. Por outro lado, alguns metais de
transicao, quando presentes no organismo humano, podem causar intoxicacées. Sao exemplos
classicos, o arsénio, o chumbo e o mercurio.

Grande parte dos elementos quimicos que compdem a tabela periddica esta presente no
organismo humano. Tais elementos aparecem de forma combinada nas mais variadas
substancias, desempenhando diferentes fungées. E interessante destacar que tais substancias
estdo em continuo estado de rotatividade, sendo formadas e consumidas a velocidades que
variam de fragdes de segundos até anos "7\,

E importante destacar, ainda, outros metais, sem os quais a vida humana néo seria
possivel. Entre eles estdo o cromio, 0 manganés, o niquel, o cobre e o zinco, envolvidos em
processos metabdlicos que regulam a produgéo de energia e o bom funcionamento do corpo
humano. A falta ou o excesso de metais ou de quaisquer outros elementos quimicos pode ser
prejudicial & satde '8,

2.1.1. Minerais

Os minerais sao substancias inorganicas necessarias a saude do corpo humano e estao
presentes nos tecidos corporais em pequenas quantidades. Sao utilizados pelo organismo para
ativar enzimas, hormonas e outras moléculas que desempenham fungbes importantes para o
organismo. Como ndo podem ser sintetizados pelo organismo, 0os minerais sao obtidos através
da alimentagéo !9,

Os minerais podem ser classificados em dois grupos, de acordo com a quantidade
necessaria de ingestdo. Assim, sdo chamados de macrominerais quando s&o necessarios em
quantidades maiores que 100 mg/dia e os microminerais (ou oligoelementos) quando séo
necessarios em quantidades menores que 100 mg/dia. Sdo exemplos de macrominerais o calcio,
0 magnésio, o sédio, o potassio, o fésforo e o cloro. Estes minerais estdo presentes em
praticamente todas as células do corpo humano, mantendo a sua homeostasia. Sao
considerados como microminerais (ou oligoalimentos) o ferro, o cromio, o cobre, o iodo, o selénio,

0 manganés, o zinco e o molibdénio "9,
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2.1.1.1. Calcio

O calcio é de vital importancia para o homem, sendo o elemento quimico mais abundante
no organismo, constituindo cerca de 2% do peso de uma pessoa. Estima-se que cerca de 99%
do calcio encontra-se presente nos 0ssos e dentes e o restante 1% esta no sangue. Desta forma,
este metal € o responsavel pela formacdo 6ssea e dentaria, além de atuar na coagulacéo
sanguinea juntamente com a vitamina K 9,

Este mineral assiste no processo de relaxamento e contragdo dos musculos e na
transmissdo de estimulos nervosos, ajuda a combater a hipertensédo e regula os batimentos
cardiacos.

Sendo que as fungdes fisioldgicas do calcio sao vitais para o equilibrio do organismo,
segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), € necessaria uma ingestao de calcio que
varia entre 1000 e 1300 mg/dia para individuos adultos . No entanto, ndo é necessaria uma
ingestéo exagerada de alimentos que o possuem, uma vez que o organismo absorve 10 — 30 %
do célcio que é consumido. Como tal, uma ingestao deste metal muito acima do recomendado
pode trazer complicagbes, como a calcificagdo exagerada dos 0ssos, a dificuldade do organismo
em absorver ferro, faléncia renal e em casos extremos, problemas de foro mental.

Quando existe insuficiéncia de calcio, quer por ma alimentacdo ou por questdes
hormonais, para manter 0s niveis normais deste mineral no sangue, 0 corpo vai
desmineralizando os 0sso0s, sendo que uma dieta adequada em teores de célcio é um fator muito
importante para a manutengéo de um esqueleto saudavel [ 22],

Um dos fatores conhecidos que mais dificultam a absor¢ao de calcio pelo organismo é o
sodio. Estd comprovado que quando existe uma maior ingestao de sddio no organismo os niveis
de excregao de célcio tendem a aumentar, presumidamente devido a competicdo entre estes
dois metais aquando da absorgao nos tubos renais 23,

A deficiéncia de calcio no organismo pode causar diversos problemas para a saude, ndo
s6 através das doencas relacionadas aos 0ssos (osteoporose, raquitismo e osteomalacia), mas
também pelo desequilibrio hormonal, que pode desencadear aumento de peso através do
inchago dos tecidos de gordura.

Relativamente as principais fontes deste mineral temos o leite e seus derivados (queijo,
manteiga, iogurte, etc.), os vegetais de folhagem verde-escura (horteld, brdcolos, espinafres,
ect,), peixes, ostras, améndoas e frutas.

E importante referir, que alguns alimentos consumidos juntamente com calcio podem
prejudicar a sua absor¢ao, como € o caso dos alimentos ricos em oxalato, o inibidor mais potente
da absorcao deste mineral. O oxalato encontra-se em altas concentragcdes nos espinafres e em
concentragdes mais reduzidas no feijao. Também o acido fitico, porém com menor poténcia, é

um inibidor da absorgao de calcio. O acido fitico pode ser encontrado em grdos como o trigo € o
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centeio, no entanto, as leveduras possuem uma enzima denominada fitase que degrada o acido
fitico, reduzindo o seu teor em paes e outros alimentos fermentados ['9l.

Todavia, existem outros componentes que aumentam a absorgao do calcio no organismo,
como a vitamina D (o sol é a melhor fonte para obtencao de vitamina D) e a lactose presente no
leite 241,

2.1.1.2. Zinco

O zinco € um mineral essencial presente em todos os tecidos e fluidos do organismo e a
sua quantidade foi estimada em 2 g, num adulto.

Este elemento esta envolvido num elevado nimero de reagdes enzimaticas (mais de
trezentas) na sintese e degradacao de hidratos de carbono, lipidos, proteinas e acidos nucleicos,
bem como no metabolismo de alguns micronutrientes. O zinco contribui para a manutengao da
integridade das células e dos 6rgaos porque estabiliza os componentes da estrutura celular e
das membranas. Além disso, tem um papel fundamental na expressao génica e no sistema
imunitario %, Marca presenga em todos os 6rgaos, estando particularmente concentrado no
pancreas, no figado, na pele e nos faneros (cabelos, pelos e unhas).

As carnes vermelhas, os cereais integrais e os legumes e leguminosas sédo os alimentos
que fornecem o zinco em maiores concentragdes. Este metal também pode ser encontrado em
peixes, raizes e tubérculos, vegetais de folha verde e frutas, ainda que em concentragdes mais
modestas. As gorduras e 6leos, o agucar e o alcool tém um teor muito reduzido de zinco. Sabe-
se que o organismo aproveita apenas entre 5 a 10% do zinco ingerido através da alimentacao.
Esta razdo deve-se a sua biodisponibilidade e de existirem substancias presentes na
alimentacédo que modificam a sua absorgao, tais como, as fibras, o &lcool e os contracetivos
orais, por exemplo, estes sdo bons inibidores da sua absorgéo 2%,

A deficiéncia do zinco pode causar varios problemas para a saude como a desaceleragéao
do crescimento, atraso na maturidade sexual, niveis baixos de insulina, perda de visao (causa
alteracdes na retina), perda de apetite, cicatrizagao lenta, diarreia, nauseas e fragilidade do
sistema imunitario. As deficiéncias de zinco estdo associadas a disturbios do intestino que
interferem com a absor¢ado dos alimentos, alcoolismo e doengas debilitantes conicas.

Apesar de ndo serem muito frequentes, segundo a FAQ, ja foram reportados alguns casos
de intoxicagao por ingestao exagerada de zinco (entre 4 a 8 gramas). Nestes casos o0s sintomas

foram febre, nauseas, vomitos e diarreia.
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2.1.1.3. Soadio e Potassio

O sédio tem um papel importante no balanco hidrico da agua corporal. E extremamente
importante para manter o volume de fluidez corporal e um normal funcionamento das células ..

Existem varios tipos de transporte transmembranar que dependem de energia na forma
de ATP. Um dos exemplos mais importantes € a bomba de Na* ou Na*/K*- ATPase existente ao
nivel da membrana plasmatica nos tecidos animais. Este transportador ubiquo tem como fungao
o transporte de 3 ides Na* para fora da célula e de 2 ibes K* para dentro da célula, contra os
respetivos gradientes idnicos, onde a concentracgao intracelular de Na* é mais baixa e a de K* é
mais alta relativamente ao meio extracelular, e esta acoplado a hidrélise de uma molécula de
ATP. Desta forma, no meio intracelular, € mantida uma concentracdo baixa de Na* e uma
concentracao alta de K*. Por outro lado, é criado um potencial elétrico transmembranar pelo facto
de se dar um transporte desigual do numero de cargas para cada um dos lados da membrana (3
cargas positivas para fora e 2 cargas de igual sinal para dentro). Além disso, este transportador
é essencial para a condugéo do potencial de agdo ao nivel das células nervosas 7.,

As necessidades de sédio sdo muito reduzidas e largamente cobertas pela alimentagao,
sendo que naturalmente, o sédio pode ser encontrado numa grande diversidade de alimentos
como carnes, leite e marisco 2. Este mineral pode ser incluido na alimentagdo como ingrediente,
como por exemplo o sal de cozinha (cloreto de sddio) ou bicarbonato de sodio adicionado no
processamento ou durante a confecdo do alimento 8. Foi comprovado que os alimentos com
maior teor de s6dio sdo os processados, como é o caso do pao, carnes processadas e petiscos
29,30 Nos molhos e temperos também sao frequentemente encontrados altos teores de sodio.

A deficiéncia de sédio é rara, sendo observada apenas em dietas excessivamente
condicionadas em sal. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), é recomendado a um
adulto que este consuma menos de 2 g de sddio, ou seja, menos de 5 g de sal por dia B,

Em individuos saudaveis, a excrec¢ao urinaria é o principal mecanismo de manutengao do
equilibrio do sédio, uma vez que quase 100% do sddio ingerido é absorvido pelo organismo B,

Relativamente ao potéssio, varios alimentos contém este metal como é o caso de frutas,
nomeadamente a banana e o abacaxi, e 0s vegetais, como a salsa e os espinafres ¥2. Apesar
de em menor quantidade, as carnes, o leite e 0s sumos a base de citrinos sdo também uma boa
fonte de obtencao deste mineral.

A ingestao de potassio € de grande importancia para o organismo existindo problemas
para a saude caso este mineral seja ingerido em excesso ou em deficiéncia. Quando este mineral
€ ingerido em pouca quantidade, pode provocar hipertenséo e possivelmente acidente vascular
cerebral. No entanto, caso ingerido em quantidades superiores as recomendadas (3510 mg/dia
para um adulto) B3 causa toxicidade, denominada de hipercaliemia ou hiperpotassemia. O

excesso de potassio pode nao ter sé efeitos na fungdo metabdlica mas também na transmissao
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de impulso nervoso, na contragdo muscular e, principalmente no ritmo cardiaco, podendo levar
ao desenvolvimento de arritmias.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a populacdo em geral consome mais sédio

do que o aconselhavel e menos potassio do que o necessario a uma vida saudavel B34,

2.1.2. Metais Toxicos

Os metais tdxicos sao aqueles que nao tém funcao conhecida no organismo e que sao
muito prejudiciais para todos 0s seres vivos, mesmo em concentracdes extremamente baixas. A
distincao entre os metais que sao essenciais e aqueles que sao toxicos, numa dieta humana, é
complicada, uma vez que todos os metais sdo téxicos quando absorvidos pelo organismo em
concentragdes elevadas 4.

Os metais téxicos, que causam maior dano a saude sdo o cadmio, chumbo e mercurio,
que apesar de nao serem parte constituinte dos seres vivos, causam toxicidade por
apresentarem estruturas quimicas semelhantes aos metais essenciais, mimetizando e
substituindo estes em inUmeras reag¢des enzimaticas e processos metabdlicos.

Muitos metais sdao convertidos no solo por microorganismos, na sua forma organica e sao
absorvidos pelas plantas. Estas sdo ingeridas posteriormente por outros animais como aves,
ovinos e caprinos, resultando na sua entrada na cadeia alimentar. No meio aquético s@o
bioconcentrados pelos organismos aquaticos, especialmente os moluscos. O poder de
bioconcentragado varia com as espécies, ocorre em ambiente aquatico e terrestre, e em cada
individuo varia nos diferentes érgaos. Alguns metais podem ainda sofrer bioamplificacédo, ou seja,
verifica-se a acumulacao destes compostos ao longo da cadeia alimentar. O fenémeno de
bioamplificacdo assume um elevado risco para os animais no topo da cadeia, como o0 homem, e
a sua magnitude varia com o tipo de metal pesado.

Como descrito no ponto 1.2.2, a Unido Europeia, por via do regulamento (CE) n®
1881/20086, fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios,
nomeadamente o cadmio e o chumbo, com a finalidade de proteger a saude publica e manter os
contaminantes a niveis que sejam aceitaveis do ponto de vista toxicoldgico "

Neste trabalho foram determinados dois metais toxicos, o cadmio e o chumbo por
espectroscopia de absorgao atobmica com camara de grafite.
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2.1.2.1. Cadmio

O cadmio sofre uma bioacumulacdo em plantas aquaticas, invertebrados, peixes e
mamiferos onde a alimentacdo é a principal fonte de exposicdo ao cadmio para a populagao
geral e ndo fumadores.

Apesar de estar presente em todos os alimentos, este metal, encontra-se em
concentracdes muito baixas. Na Tabela 3 estao representados os niveis de cadmio presente em
alguns alimentos.

Apesar das carnes, peixes, ovos € lacticinios conterem pouco cadmio, os érgaos internos,
especialmente figado e os rins, podem conter concentracées mais elevadas. Normalmente, os
produtos vegetais contém mais cadmio que os produtos de origem animal. O habito de fumar
aumenta a exposi¢cdo ao cadmio ja que as folhas de tabaco acumulam naturalmente altas

quantidades do metal ¥7..

Tabela 3 - Teores de cadmio detetados em alguns alimentos 1%/,

Alimento Gama de teores
Leite <10 pg/kg
Ovos <10 pg/kg

Carne (vaca) <10 pg/kg

Pescado 4,1 —14,3 pg/kg

Salmonete 7,6 — 28,9 ug/kg
Vieira 3,2 - 66 mg/kg
Ostra 0,4 — 40 mg/kg
Fruta 10 —100 pg/kg

Couve 2 — 150 pg/kg
Batata 5—180 ug/kg

Cenoura 1 —220 pg/kg
Feijao 20 — 80 pg/kg
Arroz <1 -310 pg/kg
Trigo <5 - 230 pg/kg

Apesar de a intoxicagcao de cadmio poder ocorrer por via respiratdria, digestiva e dérmica,
tem-se que a fragdo do metal que é absorvido por via cutdnea é minima e de pouca significancia.
Assim, pode dizer-se que o cadmio pode ser absorvido maioritariamente por via respiratéria
(através da inalacao de particulas que estao no fumo do tabaco e no ar) e por via digestiva
(através da ingestdo de agua e alimentos contaminados).
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Através da alimentagcdo, um individuo absorve entre 1 a 3 ug de cadmio. Assim, um
individuo que fume um mago de cigarros por dia, vai absorver sensivelmente o dobro de cadmio
que um individuo ndo fumador 6 381,

Dependendo dos habitos alimentares, das condicdes ambientais em que o alimento foi
produzido, das técnicas utilizadas no processo de fabrico e das condicdes de armazenamento,
os niveis de cadmio ingeridos variam 3% 401,

Sao mencionados pela ATSDR, valores de ingestao média de cadmio para um adulto,
cerca de 30 pg/dia, dos quais 1 a 3 pug séo absorvidos 61,

Devido a dieta, a exposicdo ao cadmio pode ocorrer a longo prazo, tendo como
consequéncia a acumulacao deste metal no organismo e apesar de nao apresentar funcoes
fisiolégicas, interfere com as fungdes fisioldégicas de outros metais, como o caso do zinco, por
permanecer no organismo durante longos anos, sendo considerado por isso um metal
extremamente toxico 6 411,

Da exposigao a este metal pode surgir toxicidade aguda, proveniente da exposi¢ao a
niveis elevados de cadmio, pela ingestdo de sais de cadmio ou inalagéo de poeiras e fumos
resultantes da combustédo de materiais contendo este metal 7 42, Os sintomas deste tipo de
intoxicagao podem ser nduseas fortes, diarreia e contragdes abdominais e em casos mais graves
pode levar a faléncia renal com depressao cardiopulmonar e consequente morte. Se a exposigao
for prolongada, pode haver toxicidade cronica, tendo como consequéncia lesdes sérias em varios
orgaos e tecidos, entre os quais, testiculos, pancreas glandula supra-renal, tiroide, 0ssos,
sistema nervoso central e pulmdes. Apesar de poder afetar todos estes 6rgaos, os érgaos-alvo
da toxicidade do cadmio sédo os rins (causando degeneracao e atrofia dos tubulos proximais e
em situagbes mais graves a fibrose intersticial do rim) e o figado (necrose dos hepatécitos,
variagoes metabdlicas e peroxidagdo membranar). A EPA (Agéncia de Protegdo Ambiental)
classificou este metal como possivel agente cancerigeno por inalagdo 4. A toxicidade deste
metal é largamente inibida pela presencga de selénio, zinco e cobalto 1%,

Na Tabela 4 estdo representados os teores maximos de cadmio em alimentos fixados
pela Unido Europeia, segundo o regulamento N°® 488/2014 da Comisséo de 12 de Maio de 2014
que altera o regulamento (CE) N° 1881/2006 no que respeita aos teores maximos de cadmio nos

géneros alimenticios 3,
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Tabela 4 - Teores maximos de Cadmio admissiveis em géneros alimenticios presentados no Regulamento N° 488/2014 da Comissao
de 12 de Maio de 2014 43,

Teores maximos

, , de Cadmio
Géneros alimenticios
(mg/kg de peso

fresco)
Produtos horticolas e frutos, com excecao de raizes e tubérculos,
tubérculos, produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, 0,050
couves de folha, produtos horticolas de caule, cogumelos e algas
Raizes e tubérculos (exceto aipo-rabano, pastinagas, salsifis e rabanos),
produtos horticolas de caule (com excec¢do de aipos). No caso das 0,10
batatas, o teor maximo aplica-se a batatas descascadas
Produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, couves de
folha, aipos, aipo-rabano, pastinagas, salsifis e 0os seguintes cogumelos: 0.20
Agaricus bisporus (cogumelo comum), Pleurotus ostreatus (pleuroto) e
Lentinula edodes (“shiitake”)
Cogumelos, com excecgao dos referidos no ponto anterior 1,0
Graos de cereais, com excegao de trigo e arroz 0,10
Graos de trigo, graos de arroz, sémea de trigo, gérmen de trigo para 0.20
consumo direto e gréos de soja
Carne (com excecao de miudezas) de bovino, ovino, suino e aves de
capoeira 0.050
Carne de cavalo, com excegao de miudezas 0,20
Figado de bovino, ovino, suino, aves de capoeira e cavalo 0,50
Rim de bovino, ovino, suino, aves de capoeira e cavalo 1,0
Parte comestivel do peixe, com excec¢ao das espécies referidas nos 0.050
pontos trés préximos pontos
Parte comestivel dos seguintes peixes: carapau (espécie Scomber),
atum (espécies Thunnus, Katsuwonus pelamis, Euthynnus) e 0,10
Sicyopterus lagocephalus
Parte comestivel dos seguintes peixes: judeu (espécie Auxis) 0,15
Parte comestivel dos seguintes peixes: biqueirdo (espécie Engraulis) 0.25

espadarte (Xiphias gladius) sardinha (Sardina pilchardus)
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Crustaceos: musculo dos apéndices e do abdémen. No caso dos
caranguejos e crustaceos similares (Brachyura e Anomura), a parte 0,50
comestivel dos apéndices

Moluscos bivalves e cefalépodes (sem visceras) 1,0
Suplementos alimentares, com excecao dos suplementos referidos no

ponto seguinte 1.0
Suplementos alimentares que consistam exclusiva ou principalmente em 30

algas secas, produtos derivados de algas ou moluscos bivalves secos

2.1.2.2. Chumbo

O chumbo ¢é libertado para o ambiente, na sua maioria, por fontes antropogénicas,
principalmente através de atividade mineira, fabricas e atividades de construcdo. Apesar deste
metal toxico poder estar presente na atmosfera na forma particulada, no solo devido a
precipitagdo atmosférica e na 4gua por meio da sua dissolugao a partir de fontes naturais, como
soldas, acessorios e conexdes contendo chumbo, a principal fonte de exposicdo ao chumbo
resulta do consumo alimentar 6/,

O chumbo esta presente em todos os alimentos e 0s seus niveis variam muito
dependendo da regido, sendo superiores em ambientes onde a poluicdo ambiental é mais
intensa 7. Na Tabela 5 s&o representados os niveis de chumbo detetados em alguns alimentos.

Tabela 5 - Teores de chumbo detetados em alguns alimentos ..

Alimento Gama de teores
Leite <0,01 - 0,08 mg/kg
Fruta enlatada 0,04 — 10,0 mg/kg
Fruta fresca <0,01 — 0,76 mg/kg
Vegetais enlatados 0,01 - 1,5 mg/kg
Vegetais frescos <0,01 - 1,5 mg/kg
Bebidas alcodlicas 50 — 100 pg/L

Cereais <0,01 — 0,81 mg/kg
Carne e peixe <0,01 — 0,70 mg/kg

A absorcdo de chumbo por via digestiva depende maioritariamente de fatores
relacionados com a alimentacao, a ingestdo de proteinas e a presenca de célcio, ferro e fosforo
481 A deficiéncia destes nutrientes aumenta a absor¢do do metal. Assim sendo, a ingestao média

didria de um adulto é de 0,1 a 2 mg de chumbo, dos quais apenas 10% é absorvido pelo
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organismo. No entanto, esta percentagem aumenta significativamente nas criancas onde o valor
absorvido é de 40% 8 especialmente se a dieta for rica em aglcares e pobre em célcio, ferro e
fésforo, como ja referido.

Os cosméticos e os remédios caseiros sdo também uma fonte de exposi¢cdao ao chumbo.
Este metal esta presente no tabaco em concentragcbes que variam entre os 2,5 e os 12,2
Hg/cigarro, dos quais, entre 2 a 6% podem ser inaladas pelo fumador 1“8,

O chumbo esta presente em todos os tecidos e 6rgaos do organismo, em concentragées
que variam dos 100 aos 400 mg num homem adulto, principalmente em trabalhadores que séo
vitimas de intoxicacdo ocupacional. Os mecanismos de toxicidade deste metal, envolvem
processos bioquimicos fundamentais, que incluem a capacidade do chumbo de inibir ou de imitar
a acao do célcio e de interagir com proteinas 9. A maioria do chumbo ingerido vai acumular-se
nos rins e no figado 9.

Apesar de muito toxico, a maior parte do chumbo que é ingerido é excretado por diversas
vias, sendo de destacar as vias renal e gastrointestinal.

O chumbo afeta excecionalmente o cérebro e o sistema nervoso em geral, onde em
situagdes extremas de dosagem elevada pode levar a edema e hemorragia cerebral, mas nao
s, afeta o sangue, os rins, os sistemas digestivo e reprodutor. E um agente teratogénico e
causador de hipertensdo " %2, A ingestdo de chumbo pode ainda provocar encefalopatia,
levando a disfungbes comportamentais e psicoldgicas, de forma especial em criangas devido a
sua maior vulnerabilidade aos efeitos do metal ..

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro (IARC) classifica os compostos
inorganicos de chumbo como potenciais cancerigenos para o ser humano.

A Comissao de 16 de Dezembro de 2006, a Unido Europeia formulou o Regulamento
(CE) N°1881/2006, onde sao apresentados os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios, onde constam os teores maximos de chumbo em alimentos
(1 (Tabela 6).

Tabela 6 - Teores maximos de Chumbo admissiveis em géneros alimenticios presentados no Regulamento N® 1881/2006 da

Comiss&o de 19 de Dezembro de 2006 [,

Teores maximos
Géneros alimenticios de Chumbo (mg/kg
de peso fresco)

Leite cru, leite tratado termicamente e leite para o fabrico de produtos

, 0,020
lacteos

Formulas para lactentes e férmulas para transicéo 0,020
Carne (com excecao de miudezas) de bovino, ovino, suino e aves de 0.10

capoeira
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Miudezas de bovino, ovino, suino e aves de capoeira

0,50

Parte comestivel do peixe 0,30
Crustaceos: parte comestivel dos apéndices e do abdémen. No caso

dos caranguejos e crustaceos similares (Brachyura e Anomura), a parte 0,50
comestivel dos apéndices.

Moluscos bivalves 1,5
Cefalépodes (sem visceras) 1,0
Leguminosas frescas, cereais e leguminosas secas. 0,20
Produtos horticolas, com excecao de brassicas, produtos horticolas de

folha, plantas aromaticas frescas, cogumelos e algas. No caso das 0,10
batatas, o teor maximo aplica-se a batatas descascadas.

Brassicas, produtos horticolas de folha e os seguintes cogumelos:

Agaricus bisporus (cogumelo comum), Pleurotus ostreatus (pleuroto) e 0,30
Lentinula edodes («shiitake»).

Frutos, com excepcgao de bagas e frutos pequenos 0,10
Bagas e frutos pequenos 0,20
Oleos e gorduras, incluindo a matéria gorda do leite 0,10
Sumos de frutos, sumos de frutos concentrados reconstituidos e 0.050
néctares de frutos

Vinho (incluindo vinho espumante, com excepgéo do vinho licoroso), 0.20
sidra, perada e vinho de frutos

Vinho aromatizado, bebidas aromatizadas a base de vinho e cocktails 0.20
aromatizados de produtos vitivinicolas

Suplementos alimentares 3,0
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3. Técnicas analiticas para a determinacao de

metais em alimentos

A determinacédo de metais em alimentos pode ser feita com recurso a diversas técnicas
analiticas, como a espectrofotometria atomica (ponto 3.1), nomeadamente a espectrofotometria
de absorcao atémica (AAS) e a espectrofotometria de emissao atémica (AES), a eletroforese
capilar, a cromatografia i6nica, os métodos eletroquimicos e a espectroscopia de infravermelho.

No ambito alimentar, sdo passiveis de serem detetados através de eletroforese capilar,
ides de metais alcalinos e metais alcalino-terrosos, utilizando detetores ultravioleta (UV) e de
fluorescéncia 31, Através da eletroforese capilar, podem ser determinados metais como o calcio,
0 potéssio, o sédio, o magnésio ®*, cobre, ferro, zinco, niquel e o cobalto ®°. Esta técnica tem
como vantagens uma boa eficiéncia de resolugdo em tempos de analise reduzidos, a
necessidade de pouca quantidade de amostra, o baixo custo dos materiais descartaveis e a
possibilidade de detecéo e de injegdo em fluxo 581,

Para a industria alimentar, sdo passiveis de serem determinados por cromatografia i6nica
metais em forma de ides, tais como o cobre, o niquel, o zinco, 0 manganés, o cobalto, o ferro ®7),
o0 cadmio e o chumbo 8 .Este método é vantajoso pelo facto de haver simplificagdo da
determinacao de espécies idnicas em simultaneo.

Apesar de ndo serem muito usuais, as técnicas voltamétricas tém vindo a ganhar algum
peso, em particular a voltametria de redissolugao andédica, por fornecem bons resultados no que
respeita a determinacdo de metais em alimentos. As técnicas de voltametria de redissolugao
anodica tém demonstrado elevado potencial na determinagdo de metais toxicos vestigiais, como
o mercurio ¥, o chumbo % o cadmio Y, o arsénio 2 e o estanho I, bem como metais
essenciais, como o ferro 84, zinco ° e cobre 8, niquel e cobalto ! em produtos alimentares. A
voltametria de redissolu¢do € um método eletroquimico que se destaca por ser um método
rapido, barato, sensivel e preciso 8,

A espectroscopia de infravermelho é uma alternativa viavel para a determinacdo dos
elementos minerais dos alimentos face aos métodos usualmente utilizados. Este método permite
a determinacéo do contetudo mineral de amostras sélidas e liquidas sem que haja pré-tratamento
da amostra. A espectroscopia de infravermelho € uma técnica que permite a determinacao de
varios metais em alimentos, como o célcio, o potassio, o ferro, 0 magnésio, o sédio e o zinco 6%
70,711 Como vantagens tem o facto de ser nao destrutiva, rapida e de baixo custo. No entanto, a
sua aplicagdo na determinagdo de minerais € limitada, principalmente em elementos presentes

em quantidades vestigiais "2,
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3.1. Espectrofotometria Atdmica

A espectrofotomentria de absorgdo atomica e a espectroptometria de emissdo atémica
sao técnicas que podem ser utilizadas para determinar o teor de matais em alimentos.

A técnica analitica de espectrofotometria atdmica pode ser utilizada na determinacao
qualitativa e quantitativa de mais de 70 elementos quimicos. Em termos de sensibilidade, estes
métodos tém a capacidade de atingir gamas de concentragdes na ordem de partes por milhao
(ppm) e de partes por bilido (ppb). Estes métodos tém como vantagens a rapidez, a elevada
seletividade e, dependendo dos métodos, custos reduzidos 7%,

A determinacao espectrofotométrica de espécies atdbmicas apenas pode ser realizada
numa mistura gasosa, na qual os atomos individuais ou ides elementares estao
convenientemente separados uns dos outros.

Os equipamentos modernos de espectrofotometria atomica, que sao atualmente
utilizados, tem a capacidade de medir tanto a radiagéo absorvida por uma espécie atdbmica como
a que é emitida por outra espécie atémica. Associado ao nucleo, cada elemento quimico tem um
numero especifico de eletrdes. Diz-se que um atomo se encontra no estado fundamental, quando
este se apresenta na sua configuragao mais estavel. Ao ser aplicada uma determinada energia
sobre o atomo, e esta é absorvida, um dos eletrdes mais externos é promovido a um nivel de
energia superior, ficando o 4tomo com uma configuragao eletrénica menos estavel, ou seja,
atinge o seu estado excitado. O 4tomo tem tendéncia a voltar para o seu estado de menor
energia, o estado fundamental, processo no qual liberta a energia absorvida %

A atomizacdo € o primeiro processo a tomar lugar em qualquer procedimento de
espectrofotometria atémica, no qual, a amostra é volatilizada e decomposta até que sejam
formados atomos e ides numa mistura gasosa. A sensibilidade, a precisao e a exatidao do
método séo largamente influenciados pela eficiéncia e reprodutibilidade da fase de atomizacao,
fazendo desta, consequentemente, uma fase critica na espectroscopia atémica 3.

Na Tabela 7 estédo listados os varios métodos utilizados para atomizar amostras para
espectrofotometria atdmica. Os atomizadores de chama e eletrotérmicos sdo utilizados em
espectrofotometria de absor¢do atémica, enquanto os atomizadores de plasma acoplado

indutivamente sdo utilizados em espectrofotometria de emisséo e de massa.

Tabela 7 - Métodos de atomizagéo mais utilizados em espectrofotometria atomica 73!,

Classificacao dos métodos de espectrofotometria atomica

Método de Temperatura tipica Tipo de Nome comum e abreviatura
atomizacao de atomizacao, °C  espectrofotometria
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Espectrofotometria atomica

Emissao com plasma acoplado
Plasma 6000-8000 indutivamente (ICP-AES)
Espectrometria de massa
Massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS)
Absorcéo Espectrofotometria de
absorcao atémica (FAAS)
Chama 1700-3150 Emissao Espectrofotometria de
emissao atomica (FAES)
Fluorescéncia Espectrofotometria de

fluorescéncia atémica (AFS)
Espectrofotometria de

Absorcao absorgao atomica
o eletrotérmica ou camara de
Eletrotérmico 1200-3000 grafite (GFAAS)
o Espectrofotometria de
Fluorescéncia fluorescéncia atomica (AFS)

eletrotérmica

Segundo F. James Holler e Stanley R. Crouch, a partir do momento em que a amostra €
convertida em atomos ou ides gasosos, podem ser realizados diversos tipos de
espectrofotometria, nomeadamente, absorgéo, emissdo, massa e fluorescéncia.

Para a determinacdo do conteddo mineral existente nos alimentos sdo a
espectrofotometria de absorgdo atdémica (FAAS), a espectrofotometria de absor¢do atémica com
camara de grafite (GFAAS), a espectrofotometria atémica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-AES) e a espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) [ 741,

Na escolha do método analitico apropriado para a caracterizagdo das amostras em
estudo, alguns dos seguintes fatores sdo tidos em consideragao 7%:

e 0 tipo de informagao que se pretende obter;

e a quantidade de amostra disponivel e a proporgéao do(s) constituinte(s) a analisar;
e a exatidao e a precisdo do método analitico;

e as interferéncias analiticas e o seu controlo;

e as dificuldades com possiveis contaminagoes;

e 0 tempo necessario para analisar cada amostra;

e 0 custo da andlise de cada elemento por amostra.

Para que os métodos sejam utilizados de forma a explorar convenientemente as suas
potencialidades, é fundamental o conhecimento dos principios dos fendémenos fisicos presentes,
as vantagens e, principalmente as limitagées mais relevantes de cada método de forma a serem
criadas as condi¢des experimentais necessarias para a sua aplicacdo. Tendo em isto em conta,
o objetivo é utilizar o método mais acessivel e que possa satisfazer as exigéncias da anélise. Na

Tabela 8 sdo comparadas algumas das caracteristicas de desempenho destas técnicas 2.
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Tabela 8 - Comparagéo das técnicas de espectrofotometria atomica 2.

Limites de s

. Multi- . Efeitos de Precisao o

Técnica detecao . Seletividade Exatidao Custo
elemento matriz (%)
(ng/mL)

FAAS Nao 1-100 Pequenos Boa 0,1-1 Boa Baixo
GFAAS Nao 0,001-1 Pequenos Boa 1-5 Boa Moderado
ICP-AES Sim 1-100 Pequenos Moderada 0,1-1 Boa Moderado
ICP-MS Sim 0,001-0,1  Moderados Boa? 0,2-2 Boa Elevado

2 seletividade isotdpica

Através da observacao da Tabela 8, pode dizer-se que as técnicas de ICP-AES e ICP-
MS tém a grande vantagem de permitirem a analise de varios elementos numa so6 analise e que
as técnicas de FAAS e GFAAS nao o permitem, fazendo dos primeiros bastante adequados para
a determinagdo de metais em amostras alimentares. No que respeita aos limites de detecao,
estes sdo iguais para as técnicas de FAAS e ICP-AES, sendo que para as técnicas de GFAAS e
ICP-MS sao muito idénticos. Apesar de ser passivel a analise de multi-elemento e de ter limites
de detegao reduzidos, a técnica de ICP-MS é monetariamente desfavoravel. Assim, quando se
pretende a determinacédo de poucos elementos, os métodos de espectrofotometria de absorgao
atomica (AAS) sdo os mais apropriados e usuais por terem um custo reduzido, mesmo que nao
tenham a capacidade de determinagdo multi-elemento.

Espectrofotometria de absorcao atomica (AAS)

Na determinacdo de metais em alimentos, a espectrofotometria de absorgao atémica é a
técnica recorrente.

Na espectroscopia de absorgcao atémica, o vapor do analito € irradiado com uma fonte
externa de radiagao (visivel ou ultravioleta). Se a fonte de radiagéo estiver na frequéncia correta,
pode ser absorvida pelos &tomos do analito e promove-os para estados excitados, permitindo a
determinagao do analito através da medi¢édo da radiagdo que foi absorvida. Esta técnica recorre
a um detetor que mede a radiacdo que € transmitida pela amostra, num determinado
comprimento de onda e compara-a com a radiacao original que passou através da amostra, com
0 mesmo comprimento de onda, permitindo a medicao da quantidade de energia, na forma de
fotdes de luz, que é absorvida pela amostra. Cada elemento quimico possui 0 seu proprio padrao
distinto de comprimentos de onda, uma vez que cada atomo tem uma configuracao prépria de

eletrdes na sua camada externa. Sendo a absorvancia diretamente proporcional a concentragéo,
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a concentracdo da solugdo amostra pode ser determinada fazendo uso de uma curva de

calibragéo obtida a partir de padroes 178,
Para um espectrofotometro de absorcao atomica de feixe simples, a instrumentacao é

bastante rudimentar como demonstrado na Figura 2.

A\
S | Signal
| Atomizer I

Monochromator

Y

Computer
system

Figura 2 - Esquema de um espectrofotémetro de absorcao atémica de
feixe simples ",
A maioria das medi¢cdes em espectrofotometria de absor¢do atomica é feita com
instrumentos equipados com monocromadores de ultravioleta/visivel, utilizados num

espectrofotometro de absor¢do atomica de feixe duplo (Figura 3).

Reference beam
—_——————
Hollow—cathode/ \

lc |
P \ + Burner ¥

| \ |
> —»—Lk— ————————— )

Chopper Half-silvered Monochromator Detector
mirror

Figura 3 - Esquema de um espectrofotémetro de absorgéo atémica de feixe duplo /¢,

A radiacdo proveniente da fonte € mecanicamente dividida em dois feixes por um chopper
espelhado, um que passa através da chama e outro que a contorna. Os dois feixes voltam a
convergir, com o auxilio de um semi-espelho, passando alternadamente pelo monocromador. A
razdo entre a referéncia e o sinal da amostra € amplificada e levada ao dispositivo de saida

(medidor digital ou registrador potenciométrico) 7.
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Para a espectrofotometria de absorcéao atomica, usualmente sao utilizadas lampadas de
catodo oco (Figura 4) e as lampadas de descarga sem elétrodos (Figura 5) como fonte de
radiacao.

Anode Hollow

cathode

—— \

— \Qllill'll or

/ ~ Pyrex window

Glass Ne or Ar
shield at 1-5 torr

Figura 4 - Diagrama de uma lampada de catodo oco 771,

As lampadas de catodo oco consistem num anodo de tungsténio e num céatodo cilindrico
selado num tubo de vidro que contém, no seu interior, um gas inerte (argon, por exemplo) a
pressdo de 1 a 5 torr. O catodo é fabricado a partir do metal a que se refere o analito, ou serve
como suporte para o revestimento do préprio metal. Existem lampadas de cétodo oco para
aproximadamente 70 elementos. O desenvolvimento de lampadas de catodo oco foi um marco
na evolugao da espectroscopia de absor¢do atdomica, na medida em que tornaram este, num
método pratico 73,

RF coil Q/\
N y \

Quartz
window ™

™\ Ceramic
holder

Figura 5 - Diagrama de uma |ampada de descarga sem elétrodos 7%,

Como ja referido, para além das lampadas de catodo oco, existem as lampadas de
descarga sem elétrodos. Estas lampadas possuem intensidades de magnitude superiores que
as suas homdlogas. Este tipo de lampadas sédo constituidas por um tubo de quartzo selado,
contendo um gas inerte (argon, por exemplo), a uma pressao de poucos torr e uma pequena
quantidade do analito metdlico (ou o seu sal). Este tipo de lampadas tem a particularidade de
nao ter elétrodos. Em vez disso, a energia provém de um campo intenso de radiofrequéncia ou
de radiagéo de micro-ondas "1,

Apesar das lampadas de catodo oco serem as mais utilizadas em espectrofotometria de
absorcao atémica, para elementos como o arsénio, selénio e telurio as lampadas de descarga

sem elétrodos sdo mais interessantes por serem mais intensas em magnitude 13,
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Dos métodos listados na Tabela 7, os mais utilizados sdo a espectrofotometria de
absorcdo atémica com chama (FAAS) quando a concentragdo do analito é elevada ou por
espectrofotometria de absorcdo atomica com cémara de grafite (GFAAS), quando as
concentragdes do analito sdo muito baixas. Uma vez, a capacidade de detecao de FAAS sendo
adequada, deve-se sempre optar por esta técnica, devido a sua simplicidade, eficacia, rapidez,
relativo baixo custo e menor sensibilidade a interferéncias (por exemplo a absorcdo nao
especifica ou absor¢éo de fundo), relativamente a técnica de GFAAS .,

Para a determinacao de alguns metais em alimentos, existem ainda duas outras técnicas
de espectrofotometria atémica, a espectrofotometria de absorcdo atémica com geracdo de
hidretos (HGAAS) que se aplica a elementos que formam hidretos covalentes volateis como o
arsénio e o estanho, por exemplo, e a espectrofotometria de absor¢cao atomica com vapor frio,
util na determinacao de elementos que sao facilmente convertidos na sua forma volatil como o
mercurio [4 78],

Apesar de sé se conseguir determinar um elemento por analise, uma vez que cada
elemento requer uma lampada diferente, as técnicas de espectrofotometria atdbmica sdo uma boa

opgao devido a sua simplicidade, eficacia e relativo baixo custo 3.

3.1.1. Espectrofotometria de Absorcao Atomica com Chama (FAAS)

A espectrofotometria de absorgao atdmica com chama (FAAS) é atualmente a técnica de
absorgao atdbmica mais utilizada devido a sua eficécia, baixo custo, exatidao e seletividade e pelo
facto de ser uma técnica simples, permitir que as determinagbes possam ser realizadas mesmo
com executantes de experiéncia reduzida.

Em FAAS sao utilizados atomizadores de chama que consistem num nebulizador
pneumatico que converte a solugdo-amostra num aerossol (uma suspensao de particulas num
gas) que é posteriormente introduzida num queimador (Figura 6), onde o analito € dessolvatado,

vaporizado e convertido em atomos livres "3,
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Figura 6 - Estrutura de um queimador de fluxo laminar utilizado em espectrofotometria de absorgéo atémica com chama 73,

Quando a amostra nebulizada é transportada para a chama (Figura 7), esta é

dessolvatada na zona de combustdao primaria (1). As particulas solidas resultantes sao

transportadas para a zona mais quente da chama, a zona intermédia (2), onde sao convertidas

em atomos gasosos %, ides elementares e espécies moleculares. Os 4tomos, ides e moléculas,

numa fase final, sdo levados para o limite da chama (3) onde sao dispersos para a atmosfera.

Onde a amostra se encontra atomizada, através da chama, passa um feixe de radiagdo com

comprimento de onda especifico para o elemento que se esta a determinar, permitindo a

determinacdo desse mesmo elemento.

Secondary
combustion
zone

Interzonal

region

Primary
combustion
zone

Fuel-oxidant
mixture

Figura 7 - Regides da chama num queimador 7%,
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Na Tabela 9 estdo listadas as chamas mais comumente utilizadas em espectroscopia
atomica e o intervalo de temperaturas atingido em cada mistura. Normalmente, em FAAS a
chama utilizada é de ar-acetileno ou de peroxido de azoto-acetileno. As temperaturas atingidas
por estas misturas séo suficientemente elevadas para que sejam obtidas boas atomizacdes para
a maioria dos elementos que podem ser determinados por este tipo de espectrofotometria de
absorcao atomica e, ndo € demasiado elevada para que as interferéncias que possam ocorrer
durante o processo de ionizagdo sejam significantes ["l.

Tabela 9 - Lista de chamas utilizadas em espectroscopia atémica [

Chamas utilizadas em espectroscopia atomica

Combustivel e Oxidante Temperatura (°C)

*Gas/Ar 1700 — 1900

*Gas/O2 2700 — 2800

Ho/Ar 2000 - 2100

H/ O2 2500 — 2700

*CaoHo/Ar 2100 — 2400

*CoHz/ Oz 3050 — 3150
*C2H2/N20 2600 — 2800

*Propano ou gas natural
*Acetileno

A variacdo da temperatura da chama influencia fortemente os espectros de absorgao.
Sendo a atomizagao a parte onde ocorre a dessolvatagao, vaporizagdo e conversao a atomos
livres, a sua eficiéncia é determinada em larga escala pela temperatura, onde temperaturas mais
elevadas aumentam a populagéo de atomos na chama, aumentado também a sensibilidade do
método.

Esta técnica, como referido anteriormente, € extremamente utilizada na determinagéo de

elementos minerais em alimentos, como o calcio, o zinco, o potassio e o sddio #%,
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3.1.2. Espectrofotometria de Absorcao Atomica com Camara de Grafite (GFAAS)

A espectrofotometria de absorcdo atémica com camara de grafite pode também ser
designada de espectrofotometria de absorcao atdmica com forno de grafite ou espectrofotometria
de absorcao atémica com atomizacéao eletrotérmica.

Na atomizacao eletrotérmica, a amostra é colocada dentro num tubo de grafite, o qual é
submetido a um aquecimento progressivo previamente programado, onde acorre a
dessolvatacao e volatilizacao da amostra, dando origem a uma nuvem densa de vapor atémico
2791 O programa de temperaturas escolhido depende do elemento e da matriz da amostra a
analisar e compreende quatro etapas de temperatura (Figura 8).

T/
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Figura 8 - Programa de temperaturas tipico da atomizagao eletrotérmica.

Etapa 1- Secagem

Nesta etapa ocorre a evaporagao do solvente. O aquecimento da amostra tem de ser
suave (normalmente 110°C), uma vez que esta pode espalhar-se pelo tubo, tendo repercussdes
na sensibilidade e na reprodutibilidade dos resultados. Por vezes séo utilizadas rampas de
aquecimento, sendo o tempo de secagem selecionado de modo a que este atinja a sua
temperatura de ebulicdo e seque a amostra lentamente.

Etapa 2 — Decomposicao

Esta etapa tem como o objetivo a eliminacdo dos componentes de matriz. Assim, a
temperatura vai aumentando, geralmente até os 1200 °C, incinerando a matéria organica.

Etapa 3 — Atomizacao

Num curto periodo de tempo (entre alguns milissegundos a segundos), o tubo de grafite
€ elevado a temperaturas que rondam os 2000 e os 3000 °C, provocando a vaporizagao e
atomizagéo da amostra. A atomizacao é a etapa mais importante.

Etapa 4 — Pirdlise (limpeza)

Sao aplicadas, de modo a evitar o efeito de memdéria entre as amostras, temperaturas

elevadas para serem eliminados os vapores constituintes da matriz '3 811,
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Na figura 9 esta a representacao de um atomizador eletrotérmico.

Internal gas flow
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Figura 9 — Esquema de um corte transversal de um atomizador de camara de grafite "%,

A radiacdo proveniente da fonte atravessa longitudinalmente a camara de grafite,
possibilitando a determinagao do elemento de interesse 2.

A espectrofotometria de absorgdo atdmica em camara de grafite tem como vantagens o
facto de utilizar volumes de amostra reduzidos (na gama dos microlitros), de ter limites de
detecdo muito baixos e de apresentar elevada sensibilidade. As desvantagens da GFAAS
prendem-se com as interferéncias (fisicas ou quimicas), a vulnerabilidade a fenébmenos de
contaminagao e, o tempo gasto na determinagao de varios elementos por amostra, uma vez que
cada elemento requer programas de tempo/temperatura especificos com ciclos de aquecimento
que podem levar alguns minutos 13,

Neste tipo de espectrometria, as amostras sao introduzidas na camara de grafite em
forma de solugdo, no entanto, j4 existe instrumentacdo onde podem ser utilizadas amostras
sélidas % &4,

A GFAAS é uma técnica utilizada com muita frequéncia na determinagédo de chumbo e

cadmio em alimentos 8%
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3.2. Pré - tratamento das amostras

A etapa mais critica em todo o processo de determinagdo da composicao mineral de
matrizes alimentares é o seu pré-tratamento.

Em alguns casos, pode ser realizada a analise direta das amostras, que consiste numa
diluicdo simples da mesma ou o recurso a técnicas que permitem a analise de sélidos ou
suspensoes .

No entanto, a maioria das técnicas analiticas utilizadas neste tipo de analises requer a
destruicdo da matéria organica, que geralmente é conseguida com recurso a digestao por via
seca ou digestao por via humida, nomeadamente a digestao assistida por micro-ondas. Apenas
no seguimento das digestdbes se podem preparar as solucbes que posteriormente serédo
analisadas [,

No ambito deste trabalho foram realizadas a digestao por via seca e a digestao assistida

por micro-ondas.
3.2.1. Digestao por via seca

A digestéo por via seca é o método de preparagao de amostras simples e muito utilizado
para a determinagao de metais em alimentos [?. Este método consiste na eliminag&o (calcinagio)
da matéria organica da amostra a analisar por decomposigao térmica, em vaso aberto, com
recurso a uma mufla. Por norma sao utilizadas temperaturas entre os 450 e 0 550 °C, a pressao
atmosférica. As cinzas resultantes da queima sao posteriormente solubilizadas num acido
apropriado [©°1,

Com afinalidade de prevenir a volatilizagao de analitos e acelerar o processo de digestao,
podem ser utilizados reagentes oxidantes. Sdo comummente utilizados para estes processos o
oxido e o nitrato de magnésio, bem como o 4cido nitrico.

Este tipo de tratamento de amostra pode ser aplicado a quase todo o tipo de alimentos,
exceto quando se pretendem determinar metais volateis, como o mercurio, por exemplo. E uma
técnica de facil aplicacao, que utiliza pequenas quantidades de acido e que permite o tratamento
de varias amostras em simultdneo. Uma das grandes vantagens deste método estd na
possibilidade de pré-concentracdo dos analitos na solugdo final, ou seja, permite digerir
quantidades substanciais de amostra e dissolver a cinza resultante num pequeno volume de
acido, o que se torna bastante util quando as concentragées dos analitos sdo muito baixas. Este
tipo de digestéo elimina por completo a matéria organica, o que é um pré-requisito para algumas
técnicas analiticas como a voltametria, por exemplo #7.,

A digestéo por via seca acarreta varias desvantagens, como o facto de ser um processo
demorado (dias), a possibilidade de contaminag¢do da amostra devido ao longo periodo de tempo
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no qual estdo expostas ao ar e a possibilidade de perda de analito por volatilizacdo. A
volatilizacdo da amostra € um fator dependente da temperatura uma vez que quanto mais alta
for, maiores serdo as perdas. Por outro lado, se a temperatura aplicada nao for suficientemente
alta, ndo haverd decomposicdo total da amostra, originando resultados incorretos ©8. A
volatilizagdo depende também da forma em que o analito esta presente na amostra e do
ambiente quimico 9,

Este método de pré-tratamento de amostras € muito utilizado para a determinacao de
metais em alimentos, nomeadamente o manganés, ferro, cobre, zinco, crémio, cadmio, chumbo

e niquel (01,

3.2.2. Digestao por via humida

A digestao por via hiumida € um método de preparacdo de amostras que implica o
aquecimento da amostra na presenga de um acido ou mistura de acidos. Se durante um periodo
de tempo o aquecimento se der a temperaturas elevadas, é possivel oxidar por completo a
maioria das amostras, possibilitando que na solugdo é&cida resultante figuem apenas os
elementos a serem determinados na sua forma inorganica mais simples 2. A digestao por via
humida pode ser realizada através de varios métodos, nomeadamente a digestdo em vaso aberto
a pressao ambiente, a digestdo em vaso fechado a pressao elevada e a digestdo assistida por
micro-ondas. Destes, a digestao por micro-ondas € o método mais atrativo e vantajoso, uma vez
requer pequenos volumes de amostra e leva a poucas perdas ©8,

O &cido utilizado na preparagao das amostras é um fator de grande importancia e pode
ter consequéncias importantes aquando das determinagdes. Os acidos utilizados na digestao
por via humida sédo o &cido nitrico, o acido sulfurico, o acido cloridrico e o acido perclérico e
podem ser utilizados individualmente (com excegao do acido perclérico) ou combinados uns com
0s outros.

O &cido nitrico € o mais adequado em todas as técnicas analiticas de espectrofotometria
atomica pelo facto de néo se registarem problemas analiticos severos. Normalmente o acido é
utilizado em concentragdes superiores a 10 %, sendo essa concentragcdo similar nos padrbes
doas solugdes amostra 2,

Devido a sua viscosidade, o 4cido sulfurico, é frequentemente evitado apesar de ter uma
eficiéncia elevada em processos de digestdo de matéria orgénica. Este acido é particularmente
indesejado em técnicas analiticas como a FAAS, ICP-MS e ICP-AES devido a possiveis
interferéncias fisicas, uma vez que a introducao da amostra nestas técnicas € feita por

nebulizagao 9,
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A utilizacdo de acido cloridrico € desaconselhavel em analises de GFAAS devido a
possivel formagcao de analitos cloridricos volateis ou de dificil dissociagdo, sendo geradas
interferéncias na fase vapor e/ou espetral 2.

Apesar de ser 0 que apresenta maior poder de oxidacao para a matéria organica, o acido
perclérico acarreta inimeras desvantagens por ser extremamente reativo com a matéria
organica, havendo o risco de explosdao. Como consequéncia, este acido é sempre utilizado em
mistura com acido nitrico em sistemas fechados. No entanto, devido a sua perigosidade é
normalmente substituido por outro &cido 3.

O método de digestdo por micro-ondas baseia-se na interacdo da radiacdo de micro-
ondas com a amostra no acido ou na mistura e acidos, tendo como resultado o seu aquecimento
e consequente decomposicao.

Existem dois tipos de digestao por micro-ondas, em vaso aberto a pressao atmosférica
ou em vaso fechado com sistema pressurizado. Ambas as técnicas sdo amplamente utilizadas
para amostras organicas pelo facto de reduzirem a diferenga entre a preparagéo da amostra e a
sua andlise através de técnicas rapidas ®¥. A mais vantajosa das duas técnicas é a digestao
assistida por micro-ondas em vaso fechado e sob pressdo atmosférica, uma vez que é uma
técnica rapida, que minimiza o consumo de &cido, o risco de contaminacao e a perda de analitos
volateis 189,

O uso deste tipo de digestdao é geralmente preferivel relativamente ao método de
aquecimento em placa, uma vez que a energia de micro-ondas € diretamente fornecida na
amostra de forma eficaz e ndo transferida por condugdo como no caso das placas de
aquecimento. Salientam-se também o facto da energia fornecida poder ser controlada e
programada automaticamente, assegurando assim uma melhor reprodutibilidade, o facto dos
tempos de digestdo serem substancialmente menores e do facto de ser preciso uma menor
quantidade de reagente. Adicionalmente, existe uma menor hipdtese de perda de analitos por
volatilizagéo e a diminuig&o do risco contaminagédo da amostra [ 991,

Para a dissolugédo de amostras alimentares os acidos mais utilizados s&o o acido nitrico
e misturas de &cido nitrico e &cido cloridrico, com ou sem adicdo de perdxido de hidrogénio.
Foram publicados varios trabalhos para a determinacao de metais em alimentos em que foi
utilizado como pré-tratamento de amostra a digestdo por micro-ondas, por exemplo na
determinagéo de chumbo e cadmio por GFAAS 8l e de célcio, magnésio, sodio, e potassio por
FAAS 7,
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Parte 11



4. Execucao experimental

Neste segmento serdo descritos os procedimentos experimentais dos métodos utilizados

para a determinagao do célcio, zinco, potassio, sédio, chumbo e cadmio em diversos produtos

alimentares por espectrofotometria de absorg¢ao atémica com chama (FAAS) e com camara de
grafite (GFAAS).

4.1. Material e equipamento utilizados

No decorrer do trabalho experimental foi utilizado o material de laboratério de uso

corrente, e ainda:

v

N N N N N NI

Balanga analitica (capacidade de pesagem com aproximagao de 0,1 mg (Sartorius
BP 221 S);

Capsulas de porcelana;

Vasos em Pyrex com capacidade de 50 mL;

Tampas para os vasos de Pyrex

Micro-barras de agitacdo magnéticas;

Placa elétrica (Combiplac);

Mufla (Barnstead Thermolyne);

Sistema de digest@o por micro-ondas com amostrador automéatico (CEM, modelo SP
— D 80)

Espectrofotometro de absor¢do atdmica com queimador de ar/acetileno equipado
com lampada de deutério para correcao de fundo e amostrador automatico (Agilent
Technologies 240FS AA), representado na Figura 10;

Espectrofotometro de absorgédo atomica equipado com camara de grafite com efeito
Zeeman e amostrador automatico (Agilent Technologies 240Z AA), representado na
Figura 11;

Lampadas de catodo oco de célcio, zinco, potassio, sédio, cadmio e chumbo (Agilent).

E de salientar que todo o material de vidro, porcelana e silica é lavado previamente num banho

de &cido nitrico 68% (v/v) e dgua (1:9).
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Figura 10 - Espectrofotémetro de absorgdo atomica com Figura 11 - Espectrofotémetro de absor¢cao atémica com

atomizagao por chama e amostrador automatico, Agilent. camara de grafite e amostrador automatico, Agilent.

4.2. Reagentes e solucoes utilizados

Reagentes Solucdes
Solugbes padrao de célcio, zinco, Acido cloridrico 6 mol/L
potassio, sédio, cadmio e chumbo de Acido nitrico 20 % (v/v);
1000 mg/L, da Merck; Cloreto de lantanio ([La3+] = 50 g/L);
Acido cloridrico 37%, da Prolabo; Cloreto de césio 100 g/L;
Acido nitrico 68%, da Prolabo ; Acido nitrico 0,1 mol/L;
Oxido de lantanio, da Sigma-Aldrich; Paladio 0,05 g/L (modificador de matriz
Cloreto de césio da Prolabo . do cadmio);
Acido nitrico 67%, da Prolabo ; Dihidrogenofosfato de aménio 5 g/L
Solucao de paladio 10,0 g/L, da Merck; (modificador de matriz do chumbo)

Dihidrogenofosfato de aménio, da Merck.

Foram preparados dois brancos, o branco das amostras, preparado substituindo a
amostra por dgua desionizada e seguindo todos 0s passos da preparagao das amostras, e 0
branco dos padrées, preparado da mesma forma dos padrdes, sem a adigdo do elemento em

analise.
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4.3. Amostras

Foram utilizadas as amostras indicadas na Tabela 10 ao longo do trabalho experimental.

Tabela 10 - Amostras utilizadas em FAAS e GFAAS, descricao e proveniéncia.

Amostras Descricao Proveniéncia
Alimentares Boftd::’ ;elilrt:ér?tr:?;taon;??;g}ncr?a\ll Zda’ Clientes Silliker
€ um, ’ Portugal, S.A.
pescada.
DPCS Infant Cereal e Biscuit Silliker, USA
FAPAS Soya Flour, Chilli Powder, Offal (Liver) FAPAS

Mistelle, Red Wine, Semi-Sparkling Wine,

White Wine, Wine Flavoured Drink BIPEA

BIPEA

No laboratério, a primeira etapa de uma analise quimica consiste na sua homogeneizagao
adequada, visando 0s passos subsequentes.

Na homogeneizacdo todas as amostras sao trituradas/moidas num triturador
GRINDOMIX, durante aproximadamente vinte segundos. As amostras, apés homogeneizagao,
sao acondicionadas em frascos plasticos esterilizados, com tampa, e mantidas ao abrigo do
calor, como ilustrado na Figura 12, tendo como exemplo uma amostra de batatas fritas.
Posteriormente, cada analista procura o copo correspondente a andlise que tem de realizar.

Figura 12 - Principais etapas de preparagdo da amostra: A - Triturador Grindomix; B - Colocagdo das
batatas no copo de trituragdo; C - Amostra apés trituragdo; D - Amostra homogeneizada; E -

Acondicionamento da amostra em frascos de plastico
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4.4. Método de determinacao de calcio, zinco, potassio e s6dio numa
bolacha, num leite e num produto carnico

A determinacéo de calcio, zinco, potassio e s6dio numa bolacha, num leite € num produto
carnico foi efetuada segundo um procedimento interno da Silliker Portugal, S.A. acreditado pelo
Instituto Portugués de Acreditagdo (IPAC). O procedimento em questdo estabelece a
metodologia para a quantificagdo dos teores de calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés,
potassio, sédio e zinco por espectrofotometria de absorgéo atomica com chama (FAAS), apds
digestao da matéria organica por via seca, por diluigdo ou apds a digestao da matéria organica
por micro-ondas (no caso do calcio, magnésio, potassio e s6dio).

4.4.1. Digestao da matéria organica por via seca

Pesou-se rigorosamente, entre 1 a 10 g de amostra, de acordo com o teor esperado, para
capsulas de porcelana (Figura 13A) levou-se a calcinar numa placa elétrica (Figura 13B) e
incinerou-se em mufla (Figura 13C), a 500 * 15 °C, durante toda a noite. Humedeceu-se a cinza
com aproximadamente 2 ml de agua, secou-se em placa elétrica e levou-se novamente a mufla
por um periodo de 2 horas. Apés completa mineralizagao, dissolveu-se o residuo em &cido
cloridrico 6 mol/L e transferiu-se a solugédo para baldao volumétrico de 50 ou 100 mL (Figura 13D)
com porgoes de agua desionizada, perfazendo o volume apds arrefecimento da solugao.

Figura 13 - Etapas da digestdo da matéria organica por via seca: A — pesagem; B — Calcinagdo em placa
elétrica; C — Incineragcdo em mufla; e D — preparacao das solugdes das amostras. 53



4.4.2. Digestao da matéria organica por micro-ondas

Pesou-se rigorosamente 0,5 ou 1 g de amostra para vasos em Pyrex, consoante o tipo

de amostra (seca ou com alto teor de gordura, ou humida, respetivamente). Colocou-se uma

micro-barra de agitagao no interior do vaso, adicionou-se 10 mL de acido nitrico 68 % e colocou-

se tampas nos vasos. Levou-se as amostras a digerir num sistema de digestdo por micro-ondas

(Figura 14), utilizando o programa adequado para o tipo de amostra (Tabela 11). Transferiu-se

as solugdes para baldées volumétricos de 50 mL e perfez-se com agua.

Figura 14 - Digestor de micro-ondas da CEM com amostrador automatico

utilizado.

Tabela 11 - Condigoes de digestdo das amostras: A - método utilizado para amostras himidas; B - método utilizado para amostras

secas ou com alto teor de gordura.

) Temperatura Rampa de Tempo de Pressao Poténcia L
Método Fase . . Agitacao
(°C) tempo (min.) espera (min.) (PSI) (W)
A 1 200 05:00 04:00 400 300 Média
B 1 150 03:30 02:00 400 300 Média
2 200 03:00 04:30 400 300 Média

4.4.3. Solucoes padrao de calcio, zinco, potassio e sodio

Prepararam-se solugdes padrdo de concentragdo 20 mg/L para os varios elementos, a

partir de padrées comerciais de 1000 mg/L. As solu¢des padrao utilizadas na calibragao foram

preparadas a partir de solugdes padrao mais concentradas, adicionando cloreto de lantanio (10

mL) no caso do calcio, acido cloridrico 6 mol/L (5 mL) no caso do zinco e cloreto de césio (5 mL)
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e acido cloridrico 6 mol/L (5 mL) (digestao por via seca) ou acido nitrico 20 % (5 mL) (digestao
por micro-ondas) no caso do sédio e potassio, perfazendo o volume com agua. O cloreto de
lantanio e o cloreto de césio funcionam como modificadores de matriz. Utilizaram-se as seguintes
gamas de concentragao: 0,1 a 5,0 mg/L para o célcio, 0,1 a 1,0 mg/L para o zinco, 0,1 a 0,5 mg/L
para o potassio e 0,1 a 1,0 mg/L para o sédio.

4.4.4. Analise das amostras e condicGes operatdrias

Diluiram-se as solugbes das amostras a analisar, de acordo com o teor de elemento
esperado, e adicionou-se os modificadores de matriz (cloreto de lantanio, usado para sequestrar
o fésforo, aquando da determinagéo calcio e cloreto de césio, usado para impedir interferéncias
de outros atomos em solugao, fazendo com que esses se combinem com ele, deixando o sédio
e 0 potassio livres de interferéncias) e no caso do sodio e potassio, adicionaram-se também
volumes dos &cidos utilizados na preparacdo das amostras: acido cloridrico 6 mol/L (digestao
por via seca) e acido nitrico 20 % (v/v) (digestdo por micro-ondas). Mediu-se a absorvancia das
solugdes padrdo dos metais para construgdo da curva de calibragdo, utilizando as condigbes
operatérias apresentadas na Tabela 12. E sempre tragada uma nova curva de calibragio antes
de cada analise. A absorvancia das solu¢gdes amostra e dos brancos foi determinada nas

mesmas condigbes das solugdes padrao.

Tabela 12 - Condi¢des de andlise utilizadas na determinagao de célcio, zinco, potassio e sédio por FAAS.

Comprimento Corrente da o
) Slit width Gama de
Metal de onda lampada
(nm) trabalho
(nm) (mA)

Calcio 4227 12 0,5 0,1 a5,0 mg/l
Zinco 213,9 10 1,0 0,1a1,0 mg/l
Potassio 766,5 10 1,0 0,1a0,5mg/l
Sadio 589,0 10 0,5 0,1a1,0 mg/l
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4.5. Método de determinacao do cadmio e chumbo em cevada, atum,
alimento infantil, sardinha e pescada

A determinacédo de cadmio e chumbo em cevada, atum, alimento infantil, sardinha e
pescada por espectrofotometria de absor¢cdo atomica com camara de grafite (GFAAS) foi

efetuada com base na norma europeia “EN 14082:2003 18],

4.5.1. Digestao da matéria organica por via seca

Pesou-se rigorosamente cerca de 10 g de amostra para cadinhos de silica, levou-se a
calcinar numa placa elétrica e incinerou-se em mufla, a 450 * 25 °C, durante toda a noite (Figura
15). Ap6s completa mineralizagéo, dissolveu-se o residuo em acido nitrico 0,1 mol/L e transferiu-
se a solugao para um baldo volumétrico de 25 mL.

Y
\\ o)

Figura 15 - Cadinhos com as cinzas das amostras obtidas apos

incineragao na mufla.

4.5.2. Digestao da matéria organica por micro-ondas

Pesou-se rigorosamente 0,5 a 1 g de amostra para vasos em Pyrex. Colocou-se uma
micro-barra de agita¢@o no interior do vaso, adicionou-se 10 mL de acido nitrico 68 % e colocou-
se tampas nos vasos. Levou-se as amostras a digerir num sistema de digestao por micro-ondas
(Figura 14), utilizando o programa adequado para amostras secas ou com alto teor de gordura.
(Tabela 13). Transferiu-se as solu¢des para baldes volumétricos de 50 mL e perfez-se com agua.

Tabela 13 - Condicdes utilizadas para a digestdo das amostras secas ou com alto teor de gordura.

] Temperatura Rampa de Tempo de Pressao Poténcia L
Método Fase . . Agitacao
(°C) tempo (min.) espera (min.) (PSI) (W)
1 150 03:30 02:00 400 300 Média
B 2 200 03:00 04:30 400 300 Média
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4.5.3. Solucoes padrao de cadmio e chumbo

Prepararam-se solucdes padrdao de cadmio e chumbo a partir de padrées comerciais de
1000 mg/L. As solucbes padrao utilizadas na calibragao foram preparadas por diluicdo das
solucdes padrao com a solugcao de acido nitrico 0,1 mol/L. Utilizou-se as seguintes gamas de
concentracdo: 0,2 a 1,5 ug/L para o cadmio e 5,0 a 30 ug/L para o chumbo.

4.5.4. Analise das amostras e condicGes operatdrias

Determinou-se a absorvancia das solucdes de calibracao para construcao das curvas de
calibracédo, utilizando as condicdes operatérias descritas na Tabela 14 e as condigcdes de
operacao da camara de grafite apresentadas nas tabelas 15 e 16, sendo sempre tracada uma
nova curva de calibracao antes de cada analise. Mediu-se a absorvancia das solugbes amostra

e dos brancos nas mesmas condigdes das solugdes padrao.

Tabela 14 — Condi¢des de analise utilizadas na determinagéo de cadmio e chumbo por GFAAS.

Condicoes operatorias Cadmio Chumbo

Comprimento de onda 228,8 nm 283,3 nm
Slit width 0,5 nm 0,5 nm
Volume de amostra 20 yL 20 yL

Volume do modificador de 5 uL (paladio) 5 yL (dihidrogenofosfato de

matriz amonio)

Corrente da lampada 8,0 mA 12,0 mA
Gas Argon Argon

Gama de trabalho 0,2a1,5 ug/L 5,0 a 30 pg/L

O palédio e o dihidrogenofosfato de amdnio, como modificadores de matriz, servem para remover
as interferéncias que podem ocorrer antes da fase de atomizagao e estabilizar o analito para

temperaturas elevadas.
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Tabela 15 - Programagéo dos tempos e temperaturas da camara de grafite para a determinagao do cadmio.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (s) Fluxo (L/min)

1 85 5,0 0,3
2 95 40,0 0,3
3 120 10,0 0,3
4 250 5,0 0,3
5 250 1,0 0,3
6 250 2,0 0

7 1800 0,8 0

8 1800 2,0 0

9 1800 2,0 0,3

Tabela 16 - Programacgéo dos tempos e temperaturas da camara de grafite para a determinagao do chumbo.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (s) Fluxo (L/min)

1 85 5,0 0,3
2 95 80,0 0,3
3 120 10,0 0,3
4 400 5,0 0,3
5 400 2,1 0,3
6 400 2,1 0

7 2100 0,9 0

8 2100 2,0 0

9 2100 2,0 0,3

58



4.6. Determinacao do sédio em vinhos e validacao do método

A determinacdo do s6dio em vinhos foi determinada por espectrofotometria de absorcéo
atomica e realizada com base num protocolo interno estabelecido pela empresa, com base no
protocolo estabelecido para a determinagcdo do sbédio em produtos agroalimentares. A
metodologia para a validacdo deste método consistiu na analise de amostras BIPEIA
provenientes de ensaios de comparacao interlaboratorial analisadas pelo laboratério de forma a
estimar todos os parametros de validagao.

4.6.1. Solucoes padrao de sodio

Prepararam-se solugdes padrao de concentracao 20 mg/L para o sédio a partir do padrao
comercial de 1000 mg/L. As solucdes padrao utilizadas na calibracdo foram preparadas por
diluicdo das solugbes mae, ou de solugdes padrao mais concentradas, com agua e adicionando
cloreto de césio e acido cloridrico 6 mol/L (digestdo por via seca). Utilizou-se a gama de

concentracdo de 0,1 a 1,0 mg/L para o s6dio.

4.6.2. Analise das amostras e condicGes operatdrias

Para as matrizes de vinho, ndo é necessaria prepara¢ao da amostra. Foi transferido 1 mL
da amostra para um baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se 1 mL o cloreto de césio
(modificador de matriz) e também 1 mL de acido cloridrico 6 mol/L e perfez-se o volume com
agua. Determinou-se a absorvancia das solugdes de calibragdo para construgcdo da curva de
calibragéo, utilizando as condigdes operatérias apresentadas na Tabela 12. E sempre tragada
uma nova curva de calibracdo antes de cada analise. A absorvancia das solu¢cdes amostra e dos
brancos foi medida nas mesmas condi¢des das solugbes padrao.
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5. Resultados e discussao

Neste segmento serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos por cada um dos
métodos descritos no capitulo anterior, bem como aplicadas ferramentas de controlo para validar
esses mesmos resultados. Sera avaliado o método e o desempenho do analista na determinacao
de calcio, zinco, potassio e sédio por FAAS por meio de digestdo por via seca. Sera feito um
estudo de comparacao entre a digestdo de matéria organica por via seca com a digestao da
matéria organica por micro-ondas na determinagdo do cadmio e do chumbo, recorrendo em
ambos os casos a amostras utilizadas em circuitos interlaboratoriais. Uma vez que o método de
determinacdo do sodio na matriz vinhos ainda ndao se encontrava validada, também sera

apresentada a parte da validacdo dessa extenséao.

5.1. Determinacao do calcio, zinco, potassio e sédio numa bolacha,
num leite e num produto carnico, apos digestdo da matéria
orgéanica por via seca

Os teores de célcio, zinco, potassio e sédio em produtos alimentares foram determinados
por espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS). Foram analisadas amostras de
rotina laboratorial, nomeadamente uma bolacha, um leite e um produto carnico. Estas amostras

foram sujeitas a digestao da matéria organica por via seca.
5.1.1. Curvas de calibracao

Construiu-se uma curva de calibragao para cada um dos elementos a determinar (Tabela
17). No caso do calcio, para além da curva tragada com todos os pontos (0,1 a 5,0 mg/L), tragou-
se também uma curva de calibragdo de gama baixa de concentragdes (0,1 a 1,0 mg/L) de forma
a obter um melhor ajuste para concentracdes inferiores a 1,0 mg/L. E de salientar que todas as
curvas de calibragdo apresentam bons coeficientes de correlagao (r > 0,999).

Tabela 17 — Parametros das retas de calibracdo efetuadas para a determinagdo de cada um dos elementos pelo método de FAAS

com digestdao da matéria organica por via seca.

Analista Elemento Equacao da reta de calibracao*
Calcio y = (0,344, + 0,0035)x + (0,052, + 0,008)
Calcio (gama baixa) y = (0,363, £+ 0,0055)x + (0,041 + 0,002,)
Meu Zinco y = (0,2434 £+ 0,0045)x + (0,006, + 0,002,)
Potassio y = (0,397, + 0,0094)x + (0,017 + 0,002,)
Sodio y = (0,369, + 0,006,)x + (0,014, + 0,004,)
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Calcio

y = (0,352, + 0,005¢)x + (0,057, + 0,01,)

Calcio (gama baixa)

y = (0,383, + 0,015)x + (0,0415 + 0,0075)

Laboratério 1 Zinco

y = (0,243, + 0,007,)x + (0,0095 + 0,0035)

Potassio

y = (0,308, + 0,0095)x + (0,018, + 0,002,)

Sadio

y = (0,369 + 0,0075)x + (0,016, + 0,0044)

Calcio

y = (0,337, + 0,004,)x + (0,057, +0,01,)

Calcio (gama baixa)

y = (0,369, + 0,01,)x + (0,042, + 0,005,)

y = (0,248, + 0,005,)x + (0,003 + 0,002)

Laboratério 2 Zinco
Potassio y = (0,309, + 0,0095)x + (0,021, + 0,002,)
Sodio y = (0,373, + 0,009,)x + (0,017 + 0,006,)

*Incertezas calculadas para uma probabilidade de 95%

De forma a avaliar a qualidade das curvas de calibragcdo que se obtiveram, as mesmas

foram comparadas com curvas de calibracdo efetuadas anteriormente pelo laboratério de

Métodos Instrumentais de Analise.
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Figura 16 - Comparagéo entre as curvas de calibragdo obtidas para o célcio (A- gama completa e B- gama baixa), zinco (C), potassio (D) e

sédio (E) com as curvas de calibragao efetuadas em andlises de rotina no laboratério (Lab 1 e Lab 2).

Por observagdo das curvas dos quatro elementos estudados, pode concluir-se que
bastante semelhantes as curvas efetuadas anteriormente pelo laboratério em analises de rotina,

a nivel de declive, ordenada na origem e coeficiente de correlacéo.
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A partir das equacdes 1 e 2, respetivamente, e aplicando a férmula de célculo dos teores
dos elementos nas amostras (3), foram determinados os limiares analiticos, limite de detecao
(LD), intervalo em que é possivel distinguir, com uma dada confianga estatistica, o sinal do
branco do sinal da amostra e assim indicar a presenca ou auséncia do analito, e limite de
quantificacdo (LQ) menor concentracdo medida a partir da qual € possivel a quantificacao do

analito com uma determinada preciso e exatiddo ['9],

(1) LD =22

declive

_ 10 Sy/x

(2) LQ " declive

(3) C = Ci XV XR
m;

Sy - desvio padrao residual da curva de calibracéo;

C — teor de cada elemento, expresso em mg/kg ou mg/L;

ci— concentragao do elemento obtida por interpolag@o na curva de calibragdo em mg/L;
Vi - volume da solu¢ao da amostra em mL;

m; - massa ou volume da amostra em g ou mL;

R — razao de volumes.

No Anexo A esta representado um exemplo de calculo dos limiares analiticos. Sempre que
se tragca uma nova reta, é determinado o limite de quantificagao e este, controlado numa carta
de controlo. O valor do limite de quantificagao utilizado pelo laboratério foi definido por defeito a
partir do valor obtido utilizando o padrao de quantificagéo, que nestes casos é o padrao de menor
concentragdo. Na Tabela 18 sdo apresentados os limites de detecdo e de quantificagéo
determinados para cada um dos elementos estudados, bem como os limites de quantificagéo
definidos pelo laboratério.

Tabela 18 - Limiares analiticos calculados a partir das curvas de calibragdo e LQ definidos pelo laboratério para a determinagao do

célcio, zinco, potassio e sédio pelo método de FAAS com digestao da matéria organica por via seca.

Elemento LDcaicutado (Mg/kg) LQcalculado (MG/KQ) LQuaboratsrio (MY/KQ)
Calcio (gama baixa) 0,2171 0,6579 1,0
Zinco 0,3219 0,9754 1,0
Potassio 0,3278 0,9932 1,0
Sadio 0,3657 1,1082 1,0
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Os limiares analiticos para o calcio foram calculados a partir da curva de calibracao da
gama baixa, uma vez que a concentragdo das amostras com absorvancia inferior ao padrao de
1,0 mg/L sao calculadas a partir dessa curva. Como se verifica, a exceg¢ao do sodio, os limites
de quantificacdo determinados para as curvas de calibracdo dos elementos em estudo sao
inferiores aos limites de quantificacao definidos pelo laboratério, o que é benéfico e suporta os
limites estabelecidos pelo laboratério. Para o limite de quantificacdo do sédio, os resultados nao
foram os esperados, sendo 0 LQcaicutado > LQuaboratsrio, desta forma, o laboratério deve redefinir o
LQ a apresentar ao cliente para este elemento.

O critério de aceitacao dos brancos é definido pelo laboratério e define que a absorvancia
do branco seja inferior a 1/3 da absorvancia do padrao de quantificacdo, que no que respeita aos
elementos analisados corresponde ao padrdo de menor concentracdo da curva de calibracao
(0,1 mg/L em todos os elementos). Como isto se verifica, 0 seu valor pode ser desprezado e
sendo assim ndo contabilizado no calculo das concentragdes nas amostras.

No inicio de cada andlise e forma a validar as curvas de calibragédo, foram avaliados o
padrédo de menor concentragéo e o de maior concentragdo, o0 primeiro por se encontrar na zona
de concentragdes mais baixa, aquela que é mais suscetivel a ocorréncia de desvios e o segundo
para verificar se a curva se mantém valida para concentragbes mais elevadas. De forma a
verificar se a curva de calibragdo se manteve valida durante toda a analise a cada 5 a 10
amostras foi analisado um padrao de controlo. Assim, sdo considerados validos os padroes de
controlo cujo erro relativo seja igual ou inferior a 15%, percentagem de erro maxima definida pelo
laboratério. Na Tabela 19 estao representados os erros relativos obtidos na anélise dos padrdes
de controlo utilizados.

Tabela 19 - Erro relativo para a analise dos padroes de controlo do célcio, zinco, potassio e sédio pelo método de FAAS com digestao

da matéria organica por via seca.

Concentracao de Concentracao Erro relativo L
Elemento o ] Classificacao
referéncia (mg/L) obtida (mg/L) (%)
0,1000 0,08600 14,0 Aceitavel
] 1,000 1,03 3,4 Aceitavel
Calcio :
2,000 1,961 2,0 Aceitavel
5,000 4,960 0,8 Aceitavel
Calcio (gama 0,1000 0,110 9,6 Aceitavel
baixa) 1,000 1,01 0,6 Aceitavel
0,1000 0,0950 5,0 Aceitavel
Zinco 0,9000 0,888 1,3 Aceitavel
1,000 0,964 3,6 Aceitavel
Potassio 0,1000 0,0990 1,0 Aceitavel
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0,4000 0,390 2,5 Aceitavel

0,5000 0,500 0,0 Aceitavel

0,1000 0,0870 13,0 Aceitavel

Saédio 0,5000 0,498 0,4 Aceitavel
1,000 0,956 4,4 Aceitavel

Por observagdo da Tabela 19, pode dizer-se que todos os padrdées de controlo estdo
classificados como aceitaveis, apresentando erros relativos maximos de 14,0% no caso do
calcio, de 5,0% no caso do zinco, 2,5% no caso do potassio e 13% no caso do sédio. No entanto,
€ de frisar que a ndo-aceitacao dos padrdes de concentracao inferior a 1,0 mg/L na curva de
gama maior, pode ser admitida desde que os mesmos estejam aceitaveis na curva de gama
baixa. A aceitacdo de todos os padrdées de controlo demonstra que as curvas de calibracédo se

mantiveram validas para todas as analises.

5.1.2. Resultados obtidos nas analises das amostras

Determinou-se o teor de calcio, zinco, potassio e sddio em trés matrizes distintas de
alimentos, nomeadamente uma bolacha, um leite e uma carne.

Em cada série de trabalho foi analisada uma amostra diaria de controlo (DPCS) do célcio,
zinco, potassio e sodio, farinha lactea (Infant Cereal), em duplicado. Os resultados encontram-
se na Tabela 20.

O DPCS, Daily Process Control Sample, trata-se de um material de referéncia que é
analisado para a validagao da série de trabalho. As amostras de controlo de processo seguem o
mesmo tratamento que as amostras que sao analisadas rotineiramente. O resultado obtido para
as amostras de controlo tera de estar dentro dos limites de uma carta de controlo validada por
vinte pontos experimentais. Caso néo se verifique que o resultado se encontra dentro do intervalo
estabelecido, todos os resultados da série de trabalho perdem a sua validade e todas as
amostras terdo de ser reprocessadas. O intervalo da carta de controlo esta estabelecido
informaticamente e os seus resultados foram validados por uma série de laborat6rios que
provaram os teores contidos na amostra de controlo de processo. O DPCS tem de ser renovado
periodicamente, consoante a extensédo da sua validade. No processo de transicdo de DPCS,
aquele que valida as amostras é o mais antigo. Simultaneamente e paralelamente, o novo DPCS
€ analisado para proceder a constru¢éo de uma nova carta de controlo que assume um caracter
provisorio ao fim de sete pontos experimentais, altura onde se rejeita o DPCS antigo. Quando
sdo atingidos os vinte pontos a carta de controlo é refeita e passa a ter caracter definitivo, sendo

que nao sao admissiveis resultados abaixo ou acima dos seus limites.
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E recomendado o recurso a duplicados entre 5 a 10 % do total de analises. A sua escolha
€ aleatéria e da responsabilidade do analista. O uso de duplicados é recomendado para analises
com varios passos e fontes de erro, assim como para novas amostras ou amostras de dificil
homogeneizagéo e/ou estabilidade °. Apds a homogeneizagéo da amostra, sdo repetidas duas
tomas da mesma e estas tratadas e analisadas individualmente passando por todo o processo
até a determinacao dos teores dos seus componentes. A diferenca dos resultados nao deve ser
maior do que a estipulada por cada método (precisdo intermédia). E de frisar que o recurso a
analise de amostras em duplicado (ou triplicado, ou outro nimero de réplicas) ndo garante, por
si s6, que o resultado final seja exato 9.

Tabela 20 - Avaliagdo do desempenho do método - Valores obtidos para o padrao diario de controlo (DPC) do calcio, zinco, potassio

e sédio pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por via seca.

Limite
Valor obtido Limite superior
DPCS inferior Desempenho
(mg/kg) (ma/ka) (mg/kg)
(4,01 + 0,55) X 10° Aceitavel
Infant Cereal (Ca) 3,85 X 10° 4,46 X 103 NE avel
(8,15% 0,60) X 10° ao aceltave
(2,62 +0,11) X 10° Aceitavel
Infant Cereal (Zn) 4105 X10° 2,40 X 10! 2,83 X 10! Acoitavel
4 6 ceitave
(7,59 +0,77) X 108 Aceitavel
Infant Cereal (K) 755079 X1 6,59 X 103 7,7:X 103 Acoitavel
1 9 ceitave
(1,154 0,46) X 103 Aceitavel
Infant Cereal (Na) 1,001 X108 1,2,X 108
(1,14 + 0,4¢) X 108 Aceitavel

Com excecdo de um dos duplicados do Ca, todos 0s ensaios apresentam valores
aceitaveis de desempenho, o que significa que os seus valores se encontram dentro dos limites
definidos por uma carta de controlo construida para cada elemento pelo laboratorio.

Foi realizado um ensaio em duplicado para a amostra da bolacha, para cada um dos
elementos, para avaliar a precisao dos resultados e detetar possiveis erros aleatérios. O critério
de aceitacao dos duplicados, estabelecido pelo laboratério, diz que estes sédo aceites se 0 desvio
relativo entre eles for igual ou inferior a 10%. Na Tabela 21 estdo representados os resultados
das analises dos duplicados realizados e a respetiva aceitagao.
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Tabela 21 - Desvio relativo do duplicado efetuado para a determinagéo do calcio, zinco, potassio e sodio pelo método de FAAS com

digestdo da matéria organica por via seca.

Valor obtido o Desvio relativo L
Amostra Média Classificacao

(mg/kg) (%)
(2,65 + 0,73) X 10°

(2,46 + 0,67) X 10°

(0,65+ 0,043) X 10 .
Bolacha (Zn) 0,67 X 10' 3,0 Aceitavel
(0,66+ 0,03g) X 10

(2,04 0,25) X 10° .
Bolacha (K) 2,00 X 102 3,2 Aceitavel
(1,97+0,25) X 103

2,80+ 0,12) X 108
Bolacha (Na) 2,9 X 108 2.1 Aceitavel
(2,95+ 0,12) X 108

Bolacha (Ca) 2,54 X 10° 6,7 Aceitavel

Os resultados para o duplicado, como se pode observar na Tabela 21, estao aceitaveis
tendo um desvio relativo entre 2,1 e 6,7%, concluindo-se que os resultados apresentam boa

precisao.
5.1.3. Calcio

Na Tabela 22, estdo apresentados os teores de calcio obtidos para os alimentos
selecionados em g/100g por ser esta a unidade mais utilizada na rotulagem dos alimentos. E

também apresentado o valor diario de referéncia (VDR) de ingestédo de célcio por um adulto, 1,0
g [100]

Tabela 22 - Teores de calcio determinados pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por via seca nos alimentos

selecionados e respetiva % do valor diario de referéncia (VDR).

Amostra Teor de calcio (g/1009) VDR %
(2,654 0,73) X 102 26%
Bolacha
(2,46 + 0,67) X 102 25%
Leite (1,174 0,37) X 102 12%
Produto carnico (88,4 + 0,065) X 10°® 0,88%

Relativamente ao teor de célcio nestes alimentos, pode observar-se que os seus teores
estao bastante diferenciados, uma vez que para a bolacha os teores deste mineral ((2,63+ 0,73)
X 102 g/100g e (2,46 + 0,67) X 102 g/100g) séo substancialmente superiores aos encontrados

num produto cérnico ((88,4 + 0,06s5) X 10 g/100g), por exemplo. Observa-se que o teor de calcio
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varia significativamente de amostra para amostra, tal pode ser explicado pela diferenga na matriz

de cada amostra.

5.1.4. Zinco

Na Tabela 23, estdo apresentados os teores de zinco obtidos para os alimentos
selecionados em g/100g por ser esta a unidade mais utilizada na rotulagem dos alimentos. E
também apresentado o valor diario de referéncia (VDR) de ingestdo de zinco por um adulto,
0,011 g [1o1],

Tabela 23 - Teores de zinco determinados pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por via seca nos alimentos

selecionados e respetiva % do valor diario de referéncia (VDR).

Amostra Teor de zinco (g/1009) VDR %
(0,65 + 0,043) X 103 6%
Bolacha
(0,66+ 0,035) X 103 6%
Leite (0,414 0,044) X 103 4%
Produto carnico (8,33+ 0,21) X 102 30%

Através da andlise da tabela anterior, pode dizer-se que relativamente ao teor de zinco
determinado nestes alimentos, todos eles tém valores bastante reduzidos. No entanto, devido a
pequena quantidade de zinco necessaria no dia-a-dia, os valores de percentagem diaria
recomendados sao consideraveis, chegando mesmo aos 30% no caso do produto carnico.
Observa-se que o teor de zinco nao varia significativamente quando sdo comparados os valores
da bolacha com o do leite, no entanto verifica-se que o produto carnico apresenta valores muito
diferentes das restantes amostras, tal pode ser explicado pela diferenga na matriz de cada
amostra e pelo facto de serem produtos processados (bolacha e produto carnico).

5.1.5. Potassio
Na Tabela 24, estdo apresentados os teores de potassio obtidos para os alimentos
selecionados em g/100g por ser esta a unidade mais utilizada na rotulagem dos alimentos. E

também apresentado o valor diario de referéncia (VDR) de ingestdo de potassio por um adulto,
3,51 g [102],
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Tabela 24 - Teores de potassio determinados pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por via seca nos alimentos
selecionados e respetiva % do valor diario de referéncia (VDR).

Amostra Teor de potassio (g/100g) VDR %
(2,04+ 0,25) X 10" 6,0%
Bolacha
(1 ,97 iO,22)X 107 6,0%
Leite (1,35+0,11) X 10" 4,0%
Produto carnico (4,80+0,73) X 10" 14%

Ao serem analisados os teores de potassio nos alimentos selecionados, pode dizer-se
que a semelhanca do que acontece com 0 zinco, os valores sao baixos, notando-se uma maior
quantidade deste elemento no produto carnico ((4,80+0,75) X 10" g/100g ) e uma menor no leite
(1,35 £0,14) X 10" g/100g). Observa-se que o teor de potassio ndo varia significativamente
quando sdo comparados os valores da bolacha com o do leite, no entanto verifica-se que o
produto carnico apresenta quase o dobro dos valores das restantes amostras, tal pode ser
explicado pela diferenga na matriz de cada amostra e pelo facto de serem produtos processados
(bolacha e produto carnico).

5.1.6. Sadio

Na Tabela 25, estdo apresentados os teores de sédio obtidos para os alimentos
selecionados em g/100g por ser esta a unidade mais utilizada na rotulagem dos alimentos. E

também apresentado o valor diario de referéncia (VDR) de ingestao de sodio por um adulto, 2,0
g [103]

Tabela 25 - Teores de sédio determinados pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por via seca nos alimentos

selecionados e respetiva % do valor diario de referéncia (VDR).

Amostra Teor de sodio (g/100g) VDR %
(2,894 0,12) X 10°° 14%
Bolacha
(2,95+ 0,12) X 10°° 15%
Leite 0,319+ 0,014) X 102 2,0%
Produto carnico 1,49 + 0,085) X 10° 75%

Relativamente ao teor de sodio nestes alimentos, pode observar-se na tabela acima que
0s seus teores estao bastante diferenciados, sendo que o leite tem 0 menor teor de sédio ((0,31¢
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+ 0,014) X 102 g/100g), a bolacha um teor superior ((2,8¢ + 0,12) X 10" e (2,95 + 0,12) X 10
9/100g) e o produto carnico um teor muito superior aos restantes (1,49 X 10* mg/kg). Observa-
se que o teor de sédio varia significativamente de amostra para amostra, tal pode ser explicado
pela diferenca na matriz de cada amostra e também pelo facto de a bolacha e do produto carnico
serem produtos processados e lhes ser adicionado sal (juncao de especiarias, farinhas, entre
outros...). Pode dizer-se que a necessidade de ingestao de sédio é largamente coberta pela
alimentacdo e que se consome mais sédio do que o desejavel. Deve ter-se preferéncia por

alimentos naturais em detrimento dos processados.

5.1.7. Determinacao do sodio numa bolacha, num leite € num produto carnico apos
digestao por micro-ondas

Procedeu-se a andlise das amostras escolhidas, bolacha, leite e produto carnico, pelo
método de digestao da matéria organica por micro-ondas. A equacao da reta de calibragao obtida

para o sodio esta representada na Tabela 26.

Tabela 26 - Parametros da reta de calibracao do soédio, efetuadas por FAAS com digestao da matéria organica por micro-ondas.

Método Equacao da reta de calibracao
Digestao por micro-ondas y = (0,4315 + 0,006,)x + (0,005, + 0,004,)

A curva de calibragao apresentou bons coeficientes de correlagéo (r > 0,999).
Na Tabela 27 estao representados os limites de detegéo e de quantificagdo determinados
para o sédio, bem como os limites de quantificacao definidos pelo laboratério.

Tabela 27 - Limiares analiticos determinados e limites de quantificagdo definidos pelo laboratério para a determinagéao de sédio pelos

métodos FAAS com digestao da matéria organica por micro-ondas.

MétOdO LDcaIcuIado (mg/kg) LQcalcuIado (mg/kg) LQIaboratério (mg/kg)
Digestao por micro-ondas 0,3015 0,9135 1,0

O limite de quantificag&o calculado nesta analise é inferior ao definido pelo laboratorio, o
que é favoravel e suporta os valores definidos pelo laboratorio. Para validar a curva de calibra¢do
analisou-se a solugédo padrdo de menor concentragcao e a de maior concentragao no inicio da
andlise e padrdes de controlo a cada 5 a 10 amostras. Na Tabela 28 esta apresentado o erro
relativo obtido para a andlise dos padrdes de controlo utilizados por este método de digestao,
sendo que o erro maximo estipulado pelo laboratério é de 15%.
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Tabela 28 - Erro relativo para a andlise dos padrdes de controlo do sédio pelo método FAAS com digestao da matéria organica por

micro-ondas (erro méaximo aceitavel - 15 %).

Concentracao de  Concentracao Erro relativo

Método o . Classificacao
referéncia (mg/L) obtida (mg/L) (%)
. . 0,1000 0.105 0,5 Aceitavel
Digestao por i -
. 0,5000 0.546 9,2 Aceitavel
micro-ondas i -
1,000 1,03 2,6 Aceitavel

Por observagdo da Tabela 28, pode dizer-se que todos os padrdées de controlo estdo
classificados como aceitaveis, apresentando erros relativos maximos de 9,2%. A aceitagao de
todos os padrbes de controlo demonstra que as curvas de calibracdo se mantiveram validas para
todas as analises.

Foram também analisadas as amostras selecionadas (bolacha, leite e carne), pelo
método de FAAS com digestdo da amostra por micro-ondas. Os resultados obtidos para esta

amostra estdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 - Resultados obtidos para a determinagao de so6dio na bolacha em duplicado pelo método FAAS com digestao da matéria

organica por micro-ondas.

) Concentracao Média dos Desvio relativo dos
Método Amostra . . )
obtida (mg/kg) duplicados (mg/kg) duplicados (%)
Digestao por (8,06 0,11) X 103
) Bolacha 3,06 X 10° 0,5
micro-ondas (8,0s+ 0,11) X 10°

O duplicado realizado apresentou desvios relativos baixos, 0,5 %. Os resultados
apresentam boa preciséao.

Na Tabela 30 estdo representados os teores de sédio obtidos para os alimentos
selecionados em g/100g por ser esta a unidade mais utilizada na rotulagem dos alimentos. E
também apresentado o valor diario de referéncia (VDR) para um adulto, 2,0 g 1%,

Tabela 30 - Teores de sodio determinados pelo método de FAAS com digestdo da matéria organica por micro-ondas nos alimentos

selecionados e respetiva % do valor diario de referéncia (VDR).

Amostra Teor de sodio (g/100g) VDR %
(8,06 0,11) X 10 15%
Bolacha
8,05+ 0,11) X 10 15%
Leite (0,402+ 0,015) X 102 2,0%
Produto carnico (1,65 + 0,055) X 10° 84%
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Verifica-se que os valores obtidos pelos dois métodos, considerando as incertezas
associadas, sobrepdéem-se, o que demonstra que ambos os métodos permitem obter valores
equivalentes.

5.1.8. Comparacao dos resultados obtidos na determinacao do sédio por FAAS, pelos

dois métodos de digestao da matéria organica (via seca e micro-ondas)

v" Curvas de calibracio:

Tabela 31 - Parametros das retas de calibragdo efetuadas para a analise do sédio por FAAS, pelos dois métodos de digestdao da

matéria organica, via seca e micro-ondas.

Método Equacao da reta de calibracao
Digestao por via seca y = (0,369, + 0,006,)x + (0,014, + 0,004,)
Digestao por micro-ondas y = (0,4315 + 0,006, )x + (0,005, +0,004,)

As curvas de calibracdo sdo semelhantes a nivel de declive, ordenada na origem e
apresentam bons coeficientes de correlagéo (r > 0,999).

v" Limiares analiticos:

Tabela 32 - Limiares analiticos determinados e limites de quantificag@o definidos pelo laboratério para a determinagéo do sédio por

FAAS, pelos dois métodos de digestdo da matéria organica, via seca e micro-ondas.

MétOdO LDcaIcuIado (mg/kg) LQcaIcuIado (mg/kg) LQIaboratério (mg/kg)
Digestao por via seca 0,3657 1,1082 1,0
Digestao por micro-ondas 0,3015 0,9135 1,0

Para o limite de quantificacao da analise recorrendo a digestao por via seca, os resultados
nao foram os esperados, sendo 0 LQcaicuiado > LQiavoratsrio, desta forma, o laboratério deve redefinir
o LQ a apresentar ao cliente. O limite de quantificacdo da analise recorrendo a digestao por
micro-ondas deu um valor inferior ao definido pelo laboratério, o que é favoravel e suporta os
limites definidos pelo laboratorio.
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v" Resultados obtidos para as amostras:

Tabela 33 - Resultados das amostras na determinagao do sédio por FAAS pelos dois métodos de digestdao da matéria organica, via

seca e micro-ondas.

Método Amostra Teor de sodio (g/100g) VDR %

(2,89i 0,12))( 107" 14%

Bolacha
Digestéo por via 2,95+ 0,12) X 107 15%
seca Leite (0,3194 0,014) X 102 2,0%
Produto carnico (1,49 + 0,085) X 10° 75%
(3,064 0,11) X 10" 15%

Bolacha
Digestao por micro- (8,0s+ 0,14) X 10" 15%
ondas Leite (0,402 % 0,015) X 102 2,0%
Produto cérnico (1,65 £ 0,05¢) X 10° 84%

Comparando os dois métodos de digestao, pode dizer-se que os resultados obtidos séao
bastante semelhantes.
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5.2. Determinacao de cadmio e de chumbo em cevada, atum, alimento

infantil, sardinha e pescada

Os teores de cadmio e de chumbo foram determinados por espectroscopia de absorcao
atbmica com camara de grafite. Foram realizados ensaios com amostras normalmente
analisadas em rotina (cevada, atum, alimento infantil, sardinha e pescada) e em amostras
utilizadas em circuitos interlaboratoriais, para avaliar o desempenho do método, bem como do

analista na determinacéo do chumbo e do cadmio.
5.2.1. Curvas de calibracao

Construiram-se curvas de calibracdo para cada um dos elementos a determinar,
atendendo ao processo de digestdo da amostra, via seca e micro-ondas, respetivamente. Nas
Tabelas 34 e 35 estdo representados os resultados. Os elementos, apresentam bons
coeficientes de correlagéo (r > 0,999), pelas duas formas de digestao da amostra.

Tabela 34 - Parametros das retas de calibragdo efetuadas para a andlise do cadmio e do chumbo por GFAAS, com digestdo da

matéria organica por via seca.

Elemento Equacao da reta de calibracao*
Cadmio y = (0,0482 £+ 0,0009)x + (—0,0005 + 0,0006)
Chumbo y = (0,00298 + 0,00004)x + (0,0007 =+ 0,0005)

* Incertezas calculadas para uma probabilidade de 95%

Tabela 35 - Parametros das retas de calibragcéo efetuadas para a analise do cadmio e do chumbo por GFAAS, com digestao da

matéria organica por micro-ondas.

Elemento Equacao da reta de calibracao*
Cadmio y = (0,0734 4+ 0,0013)x + (0,0031 + 0,0009)
Chumbo y = (0,00381 + 0,00005)x + (—0,0021 + 0,0008)

A partir das equacdes 1 e 2, respetivamente, e aplicando a férmula de célculo dos teores
dos elementos nas amostras (7), foram determinados os limiares analiticos, limite de detecao
(LD) e limite de quantificacao (LQ).

(7) C = Ci XV;i XR
m; X1000

C — teor de cada elemento, expresso em mg/kg ou mg/L;
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ci— concentracao do elemento obtida por interpolacao na curva de calibragdo em pug/L;
vi - volume da solucao da amostra em mL;
m; - massa ou volume da amostra em g ou mL;

R —razao de volumes.

Sempre que se traca uma nova reta, € determinado o limite de quantificacdo e este,
controlado numa carta de controlo. O valor do limite de quantificacao utilizado pelo laboratério foi
definido por defeito a partir do valor obtido utilizando o padréo de quantificacdo, no caso do
chumbo, o padrao de 5,0 ug/L. Para o cadmio, foi definido o mesmo valor, mesmo tendo este
elemento um padrdo de quantificacdo inferior ao do chumbo (0,5 pg/L). Na Tabela 36 sao
apresentados os limites de detecdo e de quantificacdo determinados para os dois metais
estudados, bem como os limites de quantificacao definidos pelo laboratério.

Tabela 36 - Limiares analiticos calculados para o cadmio e chumbo a partir das curvas de calibragao e LQ definido pelo laboratério

para o método GFAAS, pelos métodos de digestédo por via seca e micro-ondas.

Método de LDcaIcuIado LQcaIcuIado LDIaboratétrio
. Elemento
digestao (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
) Cadmio 0,015 x 102 0,046 x 102 0,01
Via seca
Chumbo 0,020 x 10! 0,061 x 10" 0,01
: Cadmio 0,014 x 102 0,042 x 102 0,01
Micro-ondas
Chumbo 0,018 x 10" 0,055 x 10! 0,01

Como se verifica, os limites de quantificacao determinados para as curvas de calibragao
dos elementos em estudo séo inferiores aos limites de quantificacao definidos pelo laboratério,
tanto com a digestdo da matéria organica por via seca como pela digestdo da matéria organica
por micro-ondas, o que é benéfico e suporta os limites estabelecidos pelo laboratério.

O critério de aceitacao dos brancos é definido pelo laboratério e define que a absorvancia
do branco seja inferior a 1/3 da absorvancia do padrao de quantificagéo, que no que respeita aos
elementos analisados corresponde ao padrdao de concentragéo 0,5 ug/L para o cadmio e o de
concentracdo 5,0 pg/L para o chumbo. Como isto se verifica, o seu valor pode ser desprezado e
sendo assim ndo contabilizado no calculo das concentragdes nas amostras.

No inicio de cada andlise e de forma a validar as curvas de calibragéo, foram avaliados o
padrao de menor concentragao e o de maior concentragao e de forma a verificar se a curva de
calibragdo se manteve valida durante toda a andlise a cada 5 a 10 amostras foi analisado um
padrao de controlo. Assim, sdo considerados validos os padrdes de controlo cujo erro relativo
seja igual ou inferior a 20%, percentagem de erro maxima definida pelo laboratério. Na Tabela
37 estao representados os erros relativos obtidos na analise dos padrées de controlo utilizados.

75



Tabela 37 - Erro relativo para a andlise dos padrdes de controlo do cadmio e chumbo pelo método GFAAS, pelos métodos de

digestao por via seca e micro-ondas (erro maximo aceitavel: 20%).

Método de Concentracao de Concentracao Erro relativo L
. . Elemento . ] Classificacao
digestao referéncia (ug/L)  obtida (ug/L) (%)
0,500 0,458 8,5 Aceitavel
Cédmio 1,00 0,852 14,8 Aceitavel
. 1,50 1.46 2,5 Aceitavel
Via seca i
5,00 5,82 16,4 Aceitavel
Chumbo 25,0 25,5 1,9 Aceitavel
30,0 29,5 1,8 Aceitavel
0,500 0,510 2,0 Aceitavel
Céadmio
1,50 1,43 4,5 Aceitavel
Micro- "
5,00 5,80 16,0 Aceitavel
ondas
Chumbo 30,0 29,6 1,2 Aceitavel
30,0 27,7 7,7 Aceitavel

Todos os padrdes de controlo sdo classificados como aceitaveis, para os dois métodos
de pré-tratamento de amostra, apresentando os valores obtidos de erros relativos entre 2,5 e
14,8 % no caso do cadmio e entre 1,8 e 16,4 no caso do chumbo, para digestdo da matéria
organica por via seca, e valores de erros relativos entre 2,0 e 4,5 % para o cadmio e entre 1,2 e
16,0 % para o chumbo, quando o pré-tratamento foi realizado no micro-ondas. A aceitagcao de
todos os padrdes de controlo comprova que as curvas de calibragdo se mantiveram validas nas
duas andlises.

5.2.2. Avaliacao do desempenho do método e do analista

De forma a avaliar o desempenho do método e do analista na determinacao de caddmio e
chumbo foram analisadas amostras utilizadas em circuitos interlaboratorial, sendo que uma
delas, a amostra Soya Flour 707204 (FAPAS),foi analisada em duplicado para os dois metais
pelas duas vias de digestao de amostra. Para o caddmio, foram analisadas também em duplicado
as amostras Soya Flour T07226, Chilli Powder T07124, Offal (Liver) T07199 e Offal (Liver)
T07221. Os resultados obtidos estao apresentados nas Tabelas 38, 39 e 40.

Nota: FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme) € um provedor de ensaios de

proficiéncia reconhecido internacionalmente para o setor dos alimentos.
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Tabela 38 - Resultados obtidos para a analise de cadmio e chumbo na amostra Soya Flour T07204 pelo método GFAAS.

Método . Desvio
Resultado obtido o
de Elemento Amostra (ma/ka) Média (mg/kg) relativo
m
digestao 9xe (%)
3 . (49(5‘|‘021)X101
Cadmio (4794 02)x 10" (4,85 + 0,21)x 10" 3,5
Via seca
Chumb (5,20 + 0,13)x 10 3 1
umboo -1 ,
Soya Flour (5,04 + 0,15)x 10" (8,124 0,12) x 10
T07204 (8,75 + 0,1g)x 10"
Cadmio (8,791 0,20)x 10" 2,1
Micro- (8,85 + 0,25)x 10
ondas (6,1s+ 0,46)x 10"

Chumbo 6.3 % 055 x 10° (6,25 + 0,51) x 10" 2,1

—

Os resultados obtidos para os duplicados foram, pelo método de digestdo da matéria
organica por via seca, de 3,5% para o cadmio e 3,1 % para o chumbo. No caso da digestao da
matéria organica por micro-ondas, o resultado para os dois metais foi 0 mesmo, 2,1%. Uma vez
gue o desvio relativo maximo aceitével é de 20% e os valores obtidos para o cadmio e para o
chumbo, pelos dois métodos de digestdo de amostra, foram bastante inferiores, conclui-se que
o0 método apresenta uma boa precisao.

Para avaliar o desempenho do método e do analista, foram calculados os Z— score. Uma
vez que no relatério de ensaio os valores estao expressos em unidades de pg/kg, também serao
utilizadas as mesmas unidades na tabela abaixo.

Tabela 39 - Z-scores da amostra Soya Flour TO7204 obtidos para a analise de chumbo do cadmio, pelo método GFAAS.

Meétodo Valor
Valor de referéncia
de Elemento Amostra obtido Z - score

N (ng/kg)

digestdo (ng/kg)

Via seca Cadmio 488 + 21 457 0,377

Chumbo Soya Flour 512+ 13 607 0,905

Micro- Cadmio T07204 379+ 20 457 0,948
ondas Chumbo 625 + 51 607 0,171

Os valores obtidos para os dois metais foram satisfatérios (|Z-score| < 2). Quando é feita
a digestdo da matéria orgéanica por via seca, obtiveram-se valores de 0,377 para o cadmio e
0,905 para o chumbo. Pelo método de digestdo da matéria organica por micro-ondas, os valores
obtidos de Z-score foram, para o cadmio e para o chumbo de, 0,948 e de 0,171, respetivamente.

77



Os resultados demonstram a exatiddo do método na determinacdo destes dois metais. Pode
concluir-se deste modo que os dois métodos sdo adequados a determinacdao de cadmio e
chumbo e que o analista apresentou um bom desempenho na sua aplicacao.

Com o fim de verificar se as amostras FAPAS se encontravam ainda em condi¢des de
uso, procedeu-se a determinacdo e comparacdao destas amostras com amostras FAPAS
adquiridas mais recentemente, fazendo a determinagéo do cadmio por GFAAS, com digestao da
matéria organica por micro-ondas. Os resultados estdo expressos na Tabela 40.

Tabela 40 - Resultados obtidos para a analise de cadmio em amostras FAPAS pelo método GFAAS, com digestdao da matéria

organica por micro-ondas.

Desvio
Método de Resultado obtido o ]
didests Elemento Amostra (ma/ka) Média (mg/kg) relativo
igestao m
J g/kg (%)
(8,75 £ 0,1g)x 10"
Soya Flour T07204 3.8, 202K 10° (8,79 +£0,21)x 10 2,1
,83 £ 0,23)x 10°
(4,13 £0,1g)x 10
Soya Flour T07226 (3.9 £0.01x 10 (4,02 £ 0,090) x 10 55
91 £0,013)x 10
Micro- Chilli Powder (1,51 £0,073)x 10
Cadmio (1,62 0,073)x 10 13,6
ondas T07124 (1,75 £0,072)x 10
] (5,44 £0,45)x 10
Offal (Liver) T07199 (5.45 £ 0.4g)x 107 (5,44%0,46) x 107 0,2
43 £0,46)X 10°
, (8,97 £ 0,52)x 10"
Offal (Liver) T07221 8.8 £04x 107 (8,92% 0,49) x 10 1,2
,86 £ 0,46)X 10°

Os resultados obtidos para os duplicados de Soya Flour T07204 e de Soya Flour T07226
foram, respetivamente, de 2,1% e de 5,5 %. Para o Offal (Liver) T07199 e para o Offal (Liver)
T07221 obtiveram-se valores de 0,2 e de 1,2, respetivamente. Para o Chilli Powder T07124
obteve-se um resultado de 13,6. Uma vez que o desvio relativo maximo aceitavel é de 20% e os
valores obtidos foram bastante inferiores, tanto para as FAPAS mais recentes como para as mais
antigas, conclui-se que estas estavam ainda em boas condi¢ées de uso. No caso da amostra
FAPAS Chilli Powder T07124, esta demonstra um desvio superior as restantes amostras, isto
pode dever-se a complexidade desta matriz.

Para avaliar o desempenho do método e do analista, foram calculados os Z— score. Uma
vez que no relatdrio de ensaio os valores estao expressos em unidades de pg/kg, também serdo
utilizadas as mesmas unidades na tabela abaixo. Para a amostra Chilli Powder T07124 néo foi
possivel efetuar o calculo do Z-score, uma vez que esta nao foi avaliada pela Silliker em ensaio
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laboratorial até a data em que terminou o estagio. Assim, sao apresentados os calculos dos Z-
scores para as amostras Soya Flour (T07226 e T07204) e Offal (Liver) (T07221 e T07199).

Tabela 41 - Z-scores das amostras Soya Flour e Offal (Liver) (FAPAS) obtidos para a analise do cadmio, pelo método GFAAS.

Valor obtido Valor de referéncia
Elemento Amostra Z - score
(ng/kg) (ng/kg)
Soya Flour T07204 379 £ 21 457 0,95
) Soya Flour T07226 402 +9,0 469 0,79
Cadmio i
Offal (Liver) T07199 544 + 46 713 1,4
Offal (Liver) T07221 892 + 49 1060 1,0

Os valores obtidos para o metal foram satisfatérios (|[Z-score| < 2). Obtiveram-se valores
de 0,95 e de 0,79 para o Soya Flour T07204 e T07226, respetivamente. Os valores obtidos de
Z-score para o Offal (Liver) T07199 e T07221 foram de 1,4 e de 1,0, respetivamente. Os
resultados demonstram a exatiddo do método na determinagao deste metal. Pode concluir-se
deste modo que o método é adequado a determinagao de cadmio e que o analista apresentou
um bom desempenho na sua aplicagéo.

5.2.3. Resultados obtidos nas analises das amostras

Determinou-se o teor de cadmio em quatro alimentos normalmente analisados no
laboratério da Silliker, em rotina por GFAAS e digestdo da matéria organica por via seca. Para
validar os resultados e o desempenho do método analisou-se um material de referéncia, o padrao
diario de controlo (DPCS) do cadmio e do chumbo, Biscuit, em duplicado. Os resultados obtidos
estdo na Tabela 42, 43 e 44.

Tabela 42 - Resultados obtidos para a analise da amostra diaria de controlo (DPC) do cadmio e do chumbo pelo método GFAAS

para avaliagdo do desempenho do método.

Limite Limite
Valor obtido . ]
Elemento DPC inferior superior Desempenho
(mg/kg)
(mg/kg) (mg/kg)
. . (1,3420,047)x 10" Aceitavel
Cadmio Biscuit 0,70 x 10" 1,50 x 10" _
(1,0s+ 0,049) x 10" Aceitavel
- Aceitavel
Chumbo  Biscuit (2140050 x 107 6401 2,79x 10" -
(2,52+ 0,065) x 10 Aceitavel
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Os DPCS apresentam um desempenho aceitavel para os dois metais, o que significa que
os resultados obtidos nas analises encontram-se entre os limites definidos por uma carta de
controlo construida pelo laboratério para cada um dos elementos.

Nas Tabelas 43 e 44, sao apresentados os teores de cadmio e de chumbo obtidos para
as amostras analisadas e os teores maximos legislados de cadmio e de chumbo em alimentos
apresentados no Regulamento (UE) N© 488/2014 da Comissao de 12 de maio de 2014 que altera
o Regulamento (CE) n® 1881/2006 no que diz respeito aos teores maximos de cadmio nos
géneros alimenticios 3 e no Regulamento (CE) N2 1881/2006 da Comiss&o de 19 de Dezembro
de 2006 que fixa os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros alimenticios

1],

Tabela 43 - Teor de cadmio determinado pelo método GFAAS em vérias amostras de alimentos e teor maximo legislado 3!,

Teor maximo legislado **!

Amostra Teor de cadmio (mg/kg)
(mg/kg de peso fresco)
Cevada < LQ (0,01) 1,0x 10"
Atum (0,8 +0,036) x 10" 1,0x 10
Alimento infantil < LQ (0,01) -
Sardinha < LQ(0,01) 2,5x 10"
Pescada (2,10£0,095) x 102 0,50 x 10"

Os teores de cadmio obtidos para todos os alimentos analisados encontram-se abaixo
dos teores maximos legislados, estando estes aptos para o0 consumo humano no que diz respeito
aos niveis deste metal.

Dos alimentos analisados observa-se um maior teor de cadmio no atum e no pescado,
nos restantes alimentos, este encontra-se em quantidades vestigiais, 0 que é extremamente

favoravel.

Tabela 44 - Teor de chumbo determinado pelo método GFAAS em varias amostras de alimentos e teor maximo legislado ",

Teor maximo legislado ['"

Amostra Teor de chumbo (mg/kg)
(mg/kg de peso fresco)
Cevada <LQ (0,01) 20,0 x 102
Atum (1,20 +0,16) x 102 30,0 x 102
Alimento infantil < LQ (0,01) 20,0 x 102
Sardinha <LQ(0,01) 30,0 x 102
Pescada < LQ (0,01) 30,0x 102°
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Os teores de chumbo obtidos para os alimentos analisados encontram-se abaixo dos
teores maximos legislados, estando estes, assim, aptos para o consumo humano no que diz
respeito aos niveis deste metal.

Com excecao do atum, todas as amostras apresentam teores inferiores ao limite de
quantificacao (0,01 mg/kg), o que indica que estas ou ndo possuem chumbo ou que este se

encontra em quantidades vestigiais, 0 que é muito favoravel.
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5.3. Determinacio do sédio em vinhos e validacao do método

Ao longo do estagio na Silliker, procurou-se realizar o trabalho de validagédo do método
de determinacédo do sédio por espectrofotometria de absor¢ao atémica nos vinhos. Este método
de validacao refere-se apenas as matrizes vinhos tranquilo, frisante, espumante e licoroso.

Para validar este método foram realizados 0s ensaios necessarios e pertinentes para cada

um dos seguintes critérios:

v Precisao:

v" Repetibilidade.

v Precisao intermédia.
v Exatidao
v Limite de quantificagao.
v Linearidade.
v" Gama de trabalho.
v

Incerteza.
5.3.1. Precisao

A precisao avalia a concordancia dos resultados obtidos em ensaios espagados no tempo
e independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, em
condi¢coes definidas, aplicando o mesmo método de andlise, nas condigdes normais de
funcionamento do laboratério com respeito aos operadores e equipamento utilizado. Pressupde-
se que as caracteristicas da amostra ndo variam durante o intervalo de tempo considerado [©°l.
A dispersao dos resultados pode ser avaliada em condigdes de repetibilidade, condicées de
precisdo intermédia ou em condigdes de reprodutibilidade ['°. A precisdo pode ser expressa pelo
coeficiente de variagao (CV), que é calculado a partir da equagao 8.

(8) CV == x100

Kl

S — desvio padrao;
X — Média dos valores considerados.

Na tabela abaixo esta representada a relagéo entre a concentragédo do analito e a precisao
esperada a nivel do desvio padr&o relativo ou coeficiente de variagéo 1%,

82



Tabela 45 - Precis&o esperada, a nivel do coeficiente de variagdo (CV), em funcéo da concentragéo de analito ['%°,

% Analito Proporgao de analito Unidade CV (%)
100 1 100 % 1,3
10 107" 10 % 2,8
1 1072 1% 2,7
0,01 1073 0,1% 3,7
0,001 10* 100 mg/kg 5,3
0,0001 10° 10 mg/kg 7,3
0,00001 10 1 mg/kg 11
0,000001 107 100 pg/kg 15
0,0000001 108 10 pg/kg 21
0,00000001 10 1 ng/kg 30

Para o calculo da precisao foram analisados 5 replicados das diferentes matrizes BIPEA,
identificadas no ponto 4.3. deste relatério, para o sodio.

5.3.1.1. Repetibilidade

A repetibilidade avalia a precisdo de um método de ensaio efetuado em condigbes
idénticas, ou seja, refere-se a ensaios efetuados sobre uma mesma amostra nas mesmas
condigbes (mesmo laboratério, analista, equipamento, tipo de reagentes e curtos intervalos de
tempo) 1.

Para determinar a repetibilidade de um método, efetuam-se uma série de medic¢des (n =
10) sobre uma mesma amostra ou padrdes, em condi¢cdes de repetibilidade e determinam-se os
parametros a seguir descritos.

O limite de repetibilidade (r), calcula-se através da equagéo (9) utilizando a variancia de

repetibilidade associada aos resultados considerados (Srzi), determinada a partir da equagao

(10). O seu valor deve ser inferior a diferenga absoluta entre dois resultados de ensaio obtidos
em condigdes de repetibilidade, com uma probabilidade normalmente de 95%.

9 r=28 /sﬁi

2 (nyi-1). Sk,
(10) Sri = (nw;i—1)

(n,; — 1) — Graus de liberdade da série de analises;
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SZ. — Variancia associada aos resultados considerados.

Para demonstracao da repetibilidade usaram-se os resultados dos 10 replicados obtidos

da andlise das matrizes identificadas no ponto 4.3., deste relatério, realizados no mesmo dia. Os

resultados obtidos para avaliar a precisdao, em condi¢des de repetibilidade: média, desvio padrao

de repetibilidade, limite de repetibilidade e coeficiente de variacdo de repetibilidade, estao

representados na Tabela 46.

Tabela 46 — Estudo da repetibilidade para o sédio na matriz vinho

. Média S2 Desvio r o
Matriz (mgkg)  (mgkg)  padtio  (mgkg) CV (%)
Bipea 2014 - Wine
Flavoured Drink 20,678 0,038 0.194 0543 018
Wine
Bipea 2014 - White 54 454 0,035 0,186 0,521 0,17
Wine
Blpea 201‘_5 - 21,289 0,184 0,429 1,202 0,84
Mistelle wine
Bipea 2014 - Semi- 61,875 1512 1,229 3,442 2,44

sparkling wine

Os limites de repetibilidade para as matrizes apresentam valores entre os 0,521 e os

3,442 mg/kg e os coeficientes de variagao de repetibilidade variam entre os 0,17 e os 2,44 %.

De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos 10 - 100 mg/kg esperam-se coeficientes

de variagao inferiores a 7,3 e a 5,3 %. Assim, a precisdao do método em condicées de

repetibilidade, para as trés matrizes esta dentro dos valores esperados.

Para se comparar a homogeneidade das variancias dos vinhos, procedeu-se a realizagao

do teste de Cochran, aplicando a seguinte equacgao (11).

SZ
(1 1) Ccalculado = lena;z

i=1"i

2 . N [
Simax — Maior variancia;

K | S? — somatorio de todas as variancias.
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Tabela 47 - Teste de Cochran para as cinco matrizes de vinhos estudadas.

er::ter:‘:e(s’e Malor varlancia 1,512 Valor critico tabelado — Rejeitar a maior Eliminar a malor
0,4241 Avaliacao jeitar a m Conclusao variancia e repetir
C de Cochran Cc (5 %) variancia
5 0,824 o teste.
(calculado)
Numero de . A - - .
. Maior variancia 0,184 - . . Eliminar a maior
matrizes Valor critico toabelado ~  0,5017 Avaliacido Reje|tqrAa MaloT Conclusdo  variancia e repetir o
4 C de Cochran 0.571 Cc (5 %) variancia teste
(calculado) ’ '
Numero de . A .
. Maior variancia 0,067 -
matrizes ’ Valor critico tabelado — N ~ .
s C de Cochran 0452 Ce (5 %) 0,6167 Avaliacao Ccalc < Crabse Conclusao Valor aceite
(calculado) ’
Valor do limite da repetibilidade (média dos resultados da coluna "Limite da repetibilidade") 0,5948
Tabela 48 - Matrizes eliminadas (ap6s execugao do teste de Cochran).
Matriz Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5 Ensaio6 Ensaio7 Ensaio8 Ensaio9 Ensaio 10
Bipea 2015 — Mistelle
. 20,7 21,59 21,95 21,26 21,32 21,18 21,61 21,57 21,18 20,53
wine
Bipea 2014 - Semi-
61,92 62,64 59,15 62,58 61,05 62,38 62,9 60,64 62,93 62,56

sparkling wine
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Como se verifica na Tabela 47, foi necessario rejeitar 2 matrizes a Bipea 2015 — Mistelle
wine e a Bipea 2014 — Semi-sparkling wine, uma vez que apés o calculo do teste de Cochran o
Cecalculado de cada uma destas matrizes se mostrou superior ao C tabelado a 5%. Na Tabela 48
estdo demostradas as matrizes que foram eliminadas apés execucao do teste de Cochran.

O teste de Grubbs tem como objetivo detetar a presenca de valores “anormais” nos
resultados amostrais, designados de outliers. Este compara o desvio existente entre o “valor
suspeito” com o desvio padrdao da amostra, sendo que o valor suspeito € aquele se se encontra
mais afastado do valor da média amostral ['%], A férmula de calculo para o teste de Grubbs esta

representada na equacgao (12).

(12) G = =

X — média;
Sy — desvio padrao dos valores experimentais;

x, — valor suspeito

Tabela 49 - Teste de Grubbs na determinagao do sédio por FAAS para a matriz vinhos.

Valor Gp Teste ao Gp Teste ao
Matriz Populacao critico m\éral:cr: o Valor valor m\;?(li?r: o Valor valor
5% minimo minimo maximo maximo
Bipea 2014 -
Wine Flavoured 10 2,482 20,39 1,485 Aceitavel 21,00 1,660 Aceitavel
Drink
Bipea 2014 - " o
Red Wine 10 2,482 11,01 1,846  Aceitavel 11,78 1,140 Aceitavel
Bipea 2014 - s o
White Wine 10 2,482 20,82 1,807 Aceitavel 21,39 1,259 Aceitavel

Foi feita a determinacéo do teste de Grubbs, tanto para o valor minimo, como para o valor
maximo de cada matriz. Por observagédo da tabela, pode concluir-se que todos os valores do
teste de Grubbs sdo aceitaveis uma vez que 0 Gcarculado, €M todas as matrizes deu menor que o

Gitabelado, Para um nivel de confianca de 95%.
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5.3.1.2. Precisao intermédia

A precisdo intermédia refere-se a precisdo avaliada, sobre a mesma amostra, amostras
idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, 0 mesmo local, e medi¢des repetidas ao longo
de um periodo extenso de tempo, fazendo variar uma ou mais condicées (diferentes analistas;
diferentes equipamentos; diferentes épocas; com/sem verificacédo da calibragéo, etc.) ['%7). Esta
medida de precisdo € a mais representativa da variabilidade dos resultados habitual num
laboratorio 1194,

Para determinar a precisédo intermédia de um método, efetuam-se n medi¢cdes em
replicado, duplicado ou em ensaio Unico, sobre a amostra, nas condicdes pré-definidas. No caso
de as medi¢Oes serem realizadas em duplicado, como foi o0 caso, aplica-se a equagéao 13 para
determinar o desvio padrao da precisao intermédia (S)).

1
(13) Si = |57 Yiciji — ¥i2)?

t — nimero de amostras ensaiadas;

j —numero da amostra (que vai de 1 a t amostras);
yj1 — primeiro resultado obtido para a amostra j;

Yj2 — segundo resultado obtido para a amostra j.

Para avaliar a precisdo intermédia do método efetuou-se uma série de medi¢des sobre
as mesmas matrizes utilizadas nos ensaios de repetibilidade, em condicbes de precisdo
intermédia, de forma a avaliar o efeito do tempo nos resultados das medigdes. Para isso foram
realizadas 5 medi¢cbes em duplicado, efetuadas em dias diferentes. Da Tabela 50 a 54 sao
apresentados o desvio padrao da precisdo intermédia, o limite da precisao intermédia (equacao
14) e coeficiente de variagdo da precisdo intermédia determinados para as cinco matrizes
estudadas.

S; X2,8

(14) 7 = 22 x 100
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Tabela 50 - Resultados obtidos nos ensaios realizados para avaliar a preciséo, em termos de precisdo intermédia, do método de

determinacao de Na, para a matriz Bipea 2014 - Wine Flavoured Drink.

Soédio mg/L
Data Matriz Ensaio A EnsaioB A-B (A - B)? Y
31-10-2014 Bipea 20,8 20,8 0,0 0,0 20,8
05-11-2014  2074- 23,2 21,9 1,3 1,7 22,6
Wi
11-11-2014 ne 19,7 19,6 0,1 0,01 19,7
Flavoured
14-11-2014 , 19,8 20,3 0,5 0,3 20,1
Drink
17-11-2014 22,6 22,8 0,2 0,04 22,7
Populacao 5
Desvio padrao da precisao intermédia (Si) (mg/kg) 0,45
Limite de precisao intermédia (mg/kg) 5,9%
CV (%) 1,6

O limite de precisao intermédia para a matriz Bipea 2014 - Wine Flavoured Drink, foi de

5,9% mg/kg e o coeficiente de variagao de precisao intermédia de 1,6 %, valores esses que se

mostraram superiores aos obtidos em condi¢des de repetibilidade, o que era esperado devido a

alteragao do fator tempo nestas analises. De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos

10 - 100 mg/kg esperam-se coeficientes de variagao inferiores a 7,3 e a 5,3 %. Assim, a precisao

do método, em condi¢des de precisdo intermédia, para a matriz Bipea 2014 - Wine Flavoured

Drink é aceitavel.
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Tabela 51 - Resultados obtidos nos ensaios realizados para avaliar a preciséo, em termos de precisdo intermédia, do método de

determinacao de Na, para a matriz Bipea 2014 - Red Wine.

Sadio (7-17) mg/L

Data Matriz Ensaio A Ensaio B A-B (A-B)? Y
13/01/2015 11,3 11,2 0,1 0,01 11,3
16/01/2015 Bipea 12,8 13,6 0,8 0,64 13,2
19/01/2015 2014 — 13,2 14,1 0,9 0,81 13,7
27/01/2015  Fed Wine 14,4 14,1 0,3 0,09 143
30/01/2015 13,1 12,9 0,2 0,04 13,0

Populacao 5
Desvio padrao da precisao intermédia (Si) (mg/kg) 0,40
Limite de precisao intermédia (mg/kg) 8.5%
CV (%) 3,0

O limite de precisao intermédia para a matriz Bipea 2014 — Red Wine, foi de 8,5% mg/kg

e o coeficiente de variagdo de precisao intermédia de 3,0 %, valores esses que se mostraram

superiores aos obtidos em condi¢des de repetibilidade, o que era esperado devido a alteragao

do fator tempo nestas andlises De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos 10 - 100

mg/kg esperam-se coeficientes de variacao inferiores a 7,3 e a 5,3 %. Assim, a precisdo do

método, em condi¢des de precisdo intermédia, para a matriz Bipea 2014 — Red Wine é aceitavel.

89



Tabela 52 - Resultados obtidos nos ensaios realizados para avaliar a preciséo, em termos de precisdo intermédia, do método de
determinacao de Na, para a matriz Bipea 2014 - White Wine.

Sadio (17-22) mg/L

Data Matriz Ensaio A Ensaio B A-B (A - B)? Y
13/01/2015 21,3 21,1 0,20 0,04 21,2
16/01/2015  Blpea 212 20,1 1,1 1,21 20,7

2014 —
19/01/2015 20,3 21,5 1,2 1,44 20,9
White
27/01/2015 Wine 214 20,2 1,2 1,44 20,8
30/01/2015 21,1 21,6 0,5 0,25 214
Populacao 5
Desvio padrao da precisao intermédia (Si) (mg/kg) 0,66
Limite de precisao intermédia (mg/kg) 8.8%
CV (%) 3,1

O limite de precisao intermédia para a matriz Bipea 2014 — White Wine, foi de 8,8% mg/kg
e o coeficiente de variagdo de precisao intermédia de 3,2 %, valores esses que se mostraram
superiores aos obtidos em condi¢des de repetibilidade, o que era esperado devido a alteragao
do fator tempo nestas andlises De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos 10 - 100
mg/kg esperam-se coeficientes de variacdo inferiores a 7,3 e a 5,3 %. Assim, a precisdo do
método, em condigbes de precisdo intermédia, para a matriz Bipea 2014 — White Wine é

aceitavel.
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Tabela 53 - Resultados obtidos nos ensaios realizados para avaliar a preciséo, em termos de precisdo intermédia, do método de

determinagao de Na, para a matriz Bipea 2015 - Mistelle Wine.

Sadio (17-27) mg/L

Data Matriz Ensaio A Ensaio B A-B (A - B)? Y
20/02/2015 22,0 21,0 1,0 1,0 21,5
05/03/2015  Bjpeg 2014 22,0 21,0 1,0 1,0 21,5
11/03/2015 — Mistelle 21,0 20,3 0,7 0,49 20,7
13/03/2015 Wine 20,9 20,6 0,3 0,09 20,8
19/03/2015 243 23,8 0,5 0,25 241

Populacao 5
Desvio padrao da precisao intermédia (Si) (mg/kg) 0,53
Limite de precisao intermédia (mg/kg) 6,9%
CV (%) 2,4

O limite de precisao intermédia para a matriz Bipea 2015 — Mistelle Wine, foi de 6,9 %

mg/kg e o coeficiente de variagdo de precisdo intermédia de 2,4 %, valores esses que se

mostraram superiores aos obtidos em condicdes de repetibilidade, o que era esperado devido a

alteragao do fator tempo nestas analises. De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos

10 - 100 mg/kg esperam-se coeficientes de variacao inferioresa 7,3 e a 5,3 %.. Assim, a precisao

do método, em condigbes de precisdo intermédia, para a matriz Bipea 2015 — Mistelle Wine é

aceitavel.
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Tabela 54 - Resultados obtidos nos ensaios realizados para avaliar a preciséo, em termos de precisdo intermédia, do método de
determinacéo de Na, para a matriz Bipea 2014 - Semi-sparkling Wine.

Sadio (53-63) mg/L

Data Matriz Ensaio A Ensaio B A-B (A - B)? Y
09/02/2015 62,9 61,1 1,8 3,24 62,0
05/03/2015  Dipea2074 57,0 56,0 1,0 1,0 56,5

- Semi -
11/03/2015 55,5 53,9 1,6 2,56 547
parkling
13/03/2015 Wine 55,9 53,1 2,8 7,84 54,5
19/03/2015 58,4 56,5 1,9 3,61 57,5
Populacao 5
Desvio padrao da precisao intermédia (Si) (mg/kg) 1,35
Limite de precisao intermédia (mg/kg) 6,6%
CV (%) 2,5

O limite de precisao intermédia para a matriz Bipea 2014 — Semi-sparkling Wine, foi de
6,6 % mg/kg e o coeficiente de variagao de precisao intermédia de 2,5 %, valores esses que se
mostraram superiores aos obtidos em condi¢des de repetibilidade, o que era esperado devido a
alteragao do fator tempo nestas analises De acordo com a Tabela 45, para teores na gama dos
10 - 100 mg/kg esperam-se coeficientes de variagao inferiores a 7,3 e a 5,3 %.. Assim, a precisao
do método, em condigbes de precisao intermédia, para a matriz Bipea 2014 — Semi-sparkling
Wine é aceitavel.

5.3.2. Exatidao

Segundo o IPAC, tem-se como exatidao a aproximagao entre um valor medido e um valor
verdadeiro de uma medigéo. Refere-se, quando aplicado a um conjunto de dados, a combinagao
da avaliagao dos erros sistematicos com a avaliagao dos erros aleatérios.

A exatidao foi medida por matriz, fazendo a comparagdo entre o valor obtido nas
medigdes, com os valores e os limites superior e inferior certificados. Os valores obtidos estéo

representados na Tabela 55.
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Tabela 55 - Parametros da exatidao para as matrizes dos vinhos estudados.

. Valor Limite Limite Avaliacao
Valor medido . L ]
Matriz " certificado inferior superior da
m
g mg/L mg/L mg/L exatidao
Red Wine 11,29 12,00 7,00 17,00 Boa
White Wine 21,16 22,00 17,00 27,00 Boa
Mistelle Wine 21,29 22,00 17,00 27,00 Boa
Semi-sparkling Wine 61,88 58,00 53,00 63,00 Boa

Os valores medidos para as matrizes estudadas tomaram valores entre os 11,29 e os
61,88 mg/kg. Assim, em comparagcao com os valores de referéncia, pode dizer-se que todas as
matrizes estudadas apresentam boa exatiddo, uma vez que os valores obtidos encontram-se
dentro dos limites estabelecidos pela entidade de referéncia.

5.3.3. Limites de quantificacao

Esta série de trabalho foi executada em 2014-10-31 e apresenta, os resultados da matriz
Bipea 2014 - Wine Flavoured Drink.

0,50
0,40
0,30
0,20

Absorvancia

0,10

0,00
0,00 0,50 1,00

Concentragdo (mg/L)

Figura 17 - Curva de calibracdo obtida para o Na, pelo
método de FAAS no em 2014-10-31.

Construiu-se uma curva de calibragéo para o sodio (Figura 17), e os resultados obtidos
estao representados na Tabela 56. A curva de calibragdo apresenta um bom ajuste (r > 0,999).

Tabela 56 - Parametros da reta de calibragao efetuada para a determinagao do sédio por FAAS, no dia 2014-10-31.

Elemento Equacao da reta de calibracao*
Sodio y =(0,491020,0060)x + (0,014, + 0,004,)
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O limite de quantificagdo € determinado sempre que se traca uma nova reta e controlado
numa carta de controlo. O valor utilizado pelo laboratério para este limite foi definido por defeito
a partir do valor obtido utilizando o padrao de quantificacao, que nestes casos é o padrao menor
concentracdo. Na Tabela 57 sdo apresentados os limites de detecdo e quantificacao
determinados para cada um dos elementos, assim como os limites de quantificacdo definidos

pelo laboratério.

Tabela 57 - Limiares analiticos calculados a partir das curvas de calibragcéo e LQ definidos pelo laboratério para a determinacao do
Na, no dia 2014-10-31.

Elemento LDcaiculado (Mg/kg) LQcalculado (mg/kg) LQuaboraterio (mg/kg)
Sadio 0,3899 1,1818 1,0

Para o limite de quantificagdo do sodio, os resultados nao foram os esperados, sendo o
LQcacutado > LQiavoratsrio, desta forma, o laboratério deve redefinir o LQ a apresentar ao cliente. Para
verificar se os limiares analiticos estao dentro dos limites estabelecidos pelo laboratério, é feita
uma pequena validagao, representada na Tabela 57.

Tabela 58 - Validagao dos limiares analiticos do método da determinagé@o do sédio por FAAS.

Limite de quantificacao Limite detecao
Média 0,8770 0,2894
Desvio padrao 0,2199 0,07255
n 138 138

Pode verificar-se que tanto os limites de quantificagdo como os limites de detecédo se
encontram abaixo dos limites estabelecidos pelo laboratério para a determinagao do sédio por
FAAS.

De forma a verificar a concordancia dos valores obtidos em cada analise efetuada pelo
método de FAAS, foi construida uma carta de controlo através dos limites de quantificagéo. A
tabela abaixo mostra os valores utilizados para a construgédo da carta em 2014-10-31.

Tabela 59 - Valores utilizados na construgdo da carta de controlo do limite de quantificagdo do método da determinacao do sédio por
FAAS.

Média Desviopadrao x+10 X+ 20 X+ 30 x—1o xX— 20 x—30
0,9835 0,3315 1,3149  1,6464 1,9779 0,6520 0,3206 -0,01090
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25 - Carta de controlo do limite de quantificagao

-0,5
03/01/2014 24/01/2014 14/02/2014 07/03/2014

Figura 18 - Carta de controlo do limite de quantificagdo do método da determinagéo do sodio por FAAS.

Pela carta de controlo verifica-se que os valores nao ultrapassam os limites maximos da
carta de controlo, o que respeita os limites impostos pelo laboratério.

Relativamente aos brancos, o seu critério de aceitagao, definido pelo laboratério, é que a
sua absorvéancia seja inferior a 1/3 da absorvancia do padrao de quantificagao, que nestes casos
€ 0 padrao mais baixo da curva de calibragdo, 0,1 mg/L para o sédio. Como isto se verifica, 0
seu valor pode ser desprezado e nao foi tido em conta no céalculo das concentragbes nas
amostras. Para validar as curvas de calibragao foram analisados o padrdao mais baixo e o padrao
mais, no inicio de cada analise. A cada 5 a 10 amostras foi analisado um padrao de controlo para
verificar a validade da curva de calibragdo durante toda a analise. Para este método, considera-
se que os valores obtidos para os padrées de controlo sdo aceitaveis se o seu erro relativo for
igual ou inferior a 15 %, percentagem de erro maxima definida pelo laboratério. Na Tabela 60 é
apresentado o erro relativo obtido na andlise dos padrbes de controlo utilizados.

Tabela 60 - Erro relativo para a analise dos padrdes de controlo do 0sédio pelo método FAAS, no dia 2014-10-31. (erro maximo

aceitavel — 15 %)

Concentracao de Concentracao Erro relativo L
Elemento . . Classificacao
referéncia (ug/L) obtida (pg/L) (%)
0,1000 0,0780 22,0 Nao aceitavel
. 1,000 0,904 9,6 Aceitavel
Saodio :
0,4000 0,368 8,0 Aceitavel
0,5000 0,481 3,8 Aceitavel
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0,6000 0,571 4,8 Aceitavel

0,6000 0,600 0,0 Aceitavel
0,4000 0,348 13,0 Aceitavel
0,5000 0,441 11,8 Aceitavel
0,6000 0,538 10,3 Aceitavel
0,7000 0,628 10,3 Aceitavel
0,4000 0,348 13,0 Aceitavel
0,5000 0,443 11,4 Aceitavel
0,6000 0,525 12,5 Aceitavel

Os resultados obtidos para todos os padrdes de controlo, exceto o de menor concentracdo, sao
aceitaveis, apresentando um erro relativo maximo de 13,0 %. A aceitacdo dos padroes de

controlo comprova que as curvas de calibragéo se mantiveram validas para todas as andlises.

5.3.4. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em amostras, dentro de uma determinada faixa de
concentracao.

A linearidade é registada diariamente num impresso elaborado pela empresa, como se
pode ver pelas Tabelas 55, 56 e 58 e pela Figura 18.

5.3.5. Gama de trabalho

Para o método de determinagdo do sodio por FAAS, a gama de trabalho esta
compreendida entre 1 e 100 mg/L.

5.3.6. Incerteza

Segundo a ISO, a incerteza corresponde a um parametro ndo negativo que caracteriza a
dispersdo da quantidade de valores a ser atribuida a uma medida, com base na informacao
utilizada.

Os resultados obtidos para as incertezas estdo nas Tabelas 61 e 62, abaixo
representadas (ver anexo A).

Nota: Na estimativa da incerteza expandida foi considerado como fator de expansao k=2.
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Tabela 61 - Dados relativos aos certificados de analise das matrizes utilizadas na validagdo do método da determinagdo do sddio

por FAAS.
Matriz Valor medido  Valor certificado Limite inferior Limite superior Incerteza certificado
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) absoluta
WFD 20,68 23 Circuito ndo avaliado 1
RW 11,29 12 7 17 1
ww 21,16 22 17 27 1
Mi 21,29 22 17 27 1
Ss W 61,88 58 53 63 2

Pela observacao da Tabela 61 pode dizer-se que valores de todas as BIPEAS encontram-

se dentro dos limites estabelecidos e proximos do valor certificado para cada matriz, o que é

favoravel e sustenta os parametros estabelecidos pelo laboratério.

Tabela 62 - Dados relativos ao célculo da incerteza do método da determinacao do sodio por FAAS.

Precisao intermédia Desvio Incerteza
. padrao
Matriz Relativa . ] ) Expandida
Absoluta  Precisao Combinada Expandida ]
(%) . AE relativa
intermédia

WFD 2,0825 0,4306 0,4405 1,0 2,0 9,7
RwW 3,0866 0,3485 0,4035 1,0 2,0 17,4
ww 3,9031 0,8257 0,8264 1,2 2,4 11,3
Mi 2,4199 0,5152 0,5350 1,2 2,4 9,9
SsW 2,2225 1,3752 1,253 2,2 4.4 7,1

5.3.7. Apresentacao dos resultados analiticos

A apresentacao dos resultados analiticos deve ser feita de forma correta e coerente. O

namero de algarismos significativos do resultado é estabelecido tendo por base um critério que

pode ser: especificagdes descritas na norma; incerteza estimada; precisdo do método [8l.
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Tabela 63 - Apresentacao dos resultados analiticos da preciséao Intermédia do método da determinagao do sodio por FAAS.

Resultad Desvio padrao da Arredondamento
Matriz 0 médio Precisao 0,05%c 0,5*c  Arredondamento final para precisao
(mg/ L) intermédia (o) intermédia

WFD 20,68 0,4405 0,0220 0,2202 0,1
RW 11,29 0,4034 0,0201 0,2017 0,1

ww 21,16 0,8263 0,0413 0,4131 0,1 0,1 (1 casa decimal)
Mi 21,29 0,5350 0,0267 0,2675 0,1
Ss W 61,88 1,2527 0,0626 0,6263 0,1

Para a apresentacao dos resultados analiticos obtidos pelo calculo da precisao intermédia
do método de determinagéo do sddio por FAAS, é feito um arredondamento do resultado para 1

casa decimal.
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6. Conclusoes

Neste trabalho, as ferramentas de controlo de qualidade utilizadas - padrdes de controlo,
amostras de controlo, amostras de referéncia, monitorizacdo dos brancos e duplicados
- apresentaram-se dentro dos parametros definidos pelo laboratério, para os métodos de
determinacao dos metais estudados. Conclui-se que as curvas de calibracdo do calcio, zinco,
potassio e sodio, feitas por mim, foram similares as feitas pelos analistas do laboratério de MIA
da Silliker, no que respeita aos valores de declive, ordenada na origem e coeficiente de
correlacéo linear.

Foi possivel a andlise das amostras alimentares: bolacha, leite, produto carnico, cevada,
atum, alimento infantil, sardinha e pescada, bem como amostras de controlo diario (/nfant Cereal
e Biscuit) e amostras utilizadas em ensaios interlaboratoriais (Soya Flour, Chilli Powder e Offal
(Liver)).

Para o calcio obtiveram-se valores mais elevados na bolacha, na ordem dos 2,5 x 102 g/100
g, correspondente a 26 % do VDR, seguindo-se o leite com 1,1 x 102 g/100 g e do produto
carnico com 8,8 x 10 g/100 g. O teor de célcio varia de amostra para amostra.

Para o zinco obtiveram-se valores muito mais elevados no produto carnico, na ordem dos
0,3 x 102 g/100 g, correspondente a 30 % do VDR deste metal no organismo humano. Ja na
bolacha e no leite foram obtidos teores de zinco bastante semelhantes, 0,7 x 10°%e 0,4 x 1072,
respetivamente.

Os teores de potassio determinados foram bastante semelhantes para todas as amostras
analisadas, sendo no entanto, o produto carnico a matriz que mais se destacou por excesso (4,8
x 107" g/100 g).

O sbdio foi o elemento determinado onde se manifestaram maiores diferencas. O leite,
sendo um produto natural obteve o menor teor (3,1 x 102 g/100 g), seguido da bolacha (2,9 x 10
1 9/1009) e do produto carmico (1,5 g/100 g). Nota-se que os produtos processados t&ém um maior
teor de sédio na sua composigao.

O recurso a amostras de controlo permitiu concluir que a técnica de FAAS, na determinagéo
do sédio, pelos métodos de digestdo da matéria organica por via seca e por micro-ondas
conduzem a resultados bastante semelhantes (bolacha: 2,9 x 10% e 3,0 x 102 g/100 g; leite:0,3 x
102e 0,2 x 102g/100 g; produto carnico: 1,5 e 1,6 g/100 g, respetivamente). Apesar da digestiao
da matéria orgénica por micro-ondas ser um método que exige uma maior disponibilidade
financeira na aquisicao, o facto da digestao por via seca ser um método bastante demorado e
conduzir a maiores contaminag¢des de amostra (digestdo em sistema aberto), torna a digestao
por micro-ondas um método desejavel. A andlise destas amostras mostrou também que a

metodologia utilizada foi adequada.
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A técnica de GFAAS, ap6s digestdo da matéria organica por via seca e por micro-ondas,
mostrou ser adequada na determinacdo cadmio e chumbo. Também os dois processos de
digestao da amostra conduziram a resultados bastante semelhantes. Na determinagéo do teor
de cadmio e chumbo nas amostras analisadas, com digestao da matéria organica por via seca e
por micro-ondas, encontraram-se teores abaixo dos teores maximos legislados. Assim, na
cevada, no alimento infantil e na sardinha obtiveram-se valores menores que o limite de
quantificacao definido pelo laboratério (0,01 mg/kg) para os dois metais; para o atum obtiveram-
se teores para o cadmio e para o chumbo de 0,9 x10"" mg/kg (méximo legislado: 1,0 x10™' mg/kg)
e de 1,2 x102 mg/kg (méaximo legislado: 30 x102 mg/kg), respetivamente; a pescada revelou
teores de cadmio 2,1 x102 mg/kg (maximo legislado: 0,50 x10" mg/kg), sendo que para este
alimento os teores de chumbo estavam abaixo do limite de quantificacdo do laboratério (0,01
mg/kQ).

Foi feita a validagdo do método de determinagdo do sédio em vinhos por FAAS,
nomeadamente ensaios relativos a anélise da precisao, da exatidao, dos limites de quantificagao,
da linearidade, da gama de trabalho e da incerteza. Pelos ensaios realizados pode concluir-se
gue a precisdo do método a nivel da repetibilidade e da precisdo intermédia é aceitavel.
Recorrendo a amostras de referéncia de vinhos, verificou-se que o método da origem a
resultados exatos. Os limites de quantificagao, linearidade, gama de trabalho e incerteza sao
aceitaveis e estao de acordo com os parametros definidos pelo laboratério de MIA da Silliker.

O desenvolvimento desta tese em ambiente empresarial foi bastante enriquecedor,
permitindo a aplicacdo de conhecimentos tedricos e praticos adquiridos ao longo da minha
formacao académica, experimentagao de novas técnicas analiticas e a aquisicao de experiéncia

a nivel profissional.
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8. Anexos

Anexo A: Calculos e incertezas

Exemplo 1: Calculo dos limiares analiticos
Utilizando como exemplo a curva de calibragédo do calcio (gama baixa):

v y=1(0,3634 + 0,0033)x + (0,0418 +0,0017)
v" Desvio padrao residual da curva de calibragéo: S, /, = /210;‘%1)2 =0,0024

v Limite de detecao a partir da reta: LD = % =0,0217 mg/L

Limite de quantificacdo a partir da reta: LQ = % = 0,0660 mg/ L

Limite de detecdo do método, utilizando a férmula de calculo das amostras

c;xvixD _ 0,0218 X100 x1
m; 10

(equagao 3): LD = = 0,2170 mg/ kg

v Limite de quantificacdo do método, utilizando a formula de calculo das amostras

¢;Xv;XD _ 0,0660x100 x1
m; 10

(equacao 3): LQ = = 0,6600 mg/ kg

v Limite de quantificacdo definido pelo laboratério, utilizando a formula de calculo

das amostras (equagdo 3) e o padrao de quantificagdo: LQ = Clx;—lXD =
0,1 X100 X1 — 1'0 mg/kg
10
Exemplo 2: Calculo do erro relativo dos padrées de controlo
Utilizando como exemplo o padrdo de 0,1 mg/L de célcio temos:
v Concentragdo de referéncia: 0,1 mg/L
v Concentragao obtida: 0,10959 mg/L
v Erro relativo = |Concentracio de referéncia — Concentragio Obtida| % 100 = 9,6 %

Conventracido de referéncia

Exemplo 3: Calculo do desvio relativo dos duplicados

Utilizando como exemplo a determinagao de célcio na amostra Bolacha temos:

v Concentragdo do duplicado A: 2627,8 mg/kg
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v Concentragdo do duplicado B: 2456,9 mg/kg
v" Média dos duplicados: 2542,4 mg/kg

|Concentracio de A — Concentracio de B|
£ - £ X 100 = 6,7 %
édia

v" Desvio relativo =

Exemplo 4: Calculo do Z-score

Utilizando como exemplo a determinacdo de cadmio na amostra Soya Flour (FAPAS),

utilizada previamente num circuito interlaboratorial, temos:

v Valor obtido (média dos duplicados) = 488 ug/kg

v' Valor de referéncia (fornecido pela entidade organizadora do ensaio
interlaboratorial) = 457 pug/kg

v S (desvio definido pela entidade organizadora do ensaio interlaboratorial) = 82,3

Vobtido =V enci 488-457
v Z-score = obtido Sreferenaa — — — 0’377

Exemplo 5: Calculo da incerteza das amostras

Utilizando como exemplo a determinagao de célcio na amostra DPC A temos:

v" Concentracdo da amostra:

¢ x v x D 1625079 x 50,00mL x 250,00
Camostra - m; - 5,0639g = 4011,23 mg/kg
v" Fontes de incerteza da amostra:
Calibraggo m Calibracdo Vpipeta
Resol. digital \ ;esol. digital - t
emperatura
M tara \ < M sélida

Calibracao —

—
v Camostra

Calibracao —,
Calibracdo—, “—Temperatura
*+— Temperatura

Cmée Vbaléo 1 Vbalﬁn 2

Figura XIIl - Diagrama de “causa-efeito” para amostra DPC A.



Tabela XIV - Fontes de incerteza da amostra DPC A.

Fonte de incerteza Valor de x u(x) u(x)/x

Concentracao inicial (mg/L) 1,6250 0,11759 0,0723
Massa da amostra (g) 5,0639 1,0x10* 1,97x10°

Volume do balao volumétrico 1 (mL) 50,00 0,06 0,012
Volume da pipeta volumétrica (mL) 1,00 8,0x 103 8,0x 103
Volume do baldo volumétrico 2 (mL) 250,00 0,15 3,0x 103

v" Aincerteza combinada da amostra foi calculada a partir da seguinte férmula:

2

2 2
—C u‘_Cl Umassa\ quipeta UVpaizo
Uegmoura = Camosra X |(T5) + (oesa) + (T ) +

pipeta Vbaléo
Tabela XV - Incerteza combinada e expandida da amostra DPC A.
Concentracao Incerteza Fator de Incerteza
Amostra . ~ .
(mg/kg) combinada (mg/kg) expansao expandida (mg/kg)
DPC A 4011,23 292,082 2 584,164

Exemplo 6: Validacdo do método de determinacao do sodio em vinhos

Usando como exemplo a amostra Red Wine:

v" Célculo da variancia de repetibilidade:

SZ' — (ny;—1). S\f/i — 9. (0,258)2
m (nwi—1)

= 0,067 mg/kg

v" Célculo do limite de repetibilidade:

r=2,8,/S% = 2,810,067 = 0,722 mg/kg

v" Célculo do coeficiente de variacio:
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0,067
CV % =

x 100 = X 100 = 0,58 ¢
00 11,480 00 =0,58%

S
X

Caélculo do teste de Cochran:

Maior variancia: s2,,, = 1,512

Somatério de todas as variancias: Z{-‘zl siz = 1,835

_ Shax __ 1512
Ccalculado -

SK s? 1835 0,824

Célculo do teste de Grubbs:

Teste ao valor minimo:

Valor minimo: 11,01 mg/kg

Desvio padrao dos valores experimentais: s, = 0,258

Média dos valores experimentais: 11,486 mg/kg

max |x; — x| - X 11,01 — 11,486 _ 1846
Sy s, 0,258 -

Teste ao valor maximo:

Valor maximo: 11,78 mg/kg
Desvio padrao dos valores experimentais: s, = 0,258
Média dos valores experimentais: 11,486 mg/kg
max |x; — x| x,— x 11,78 — 11,486
= = = = 1,140
Sy Sy 0,258

Calculo do desvio padrédo da precisdo intermédia:

t=5

Z§'=1(Yj1 - J’jz)2 = 1,59 mg/kg
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1
—.1,59 = 0,40 mg/kg

t
1
S; = of Z(Yﬂ — Yj2)* = 10
]:

v" Célculo do limite da precisao intermédia:

Média das médias dos duplicados: 13,07 mg/kg

s; X 2,8 0,45 X 2,8
r = —— %100 = ————"—x 100 = 8,5%
13,07

=

v' Calculo da precisdo intermédia relativa:

T 8,5
Precisdo intermédia relativa = 2—; = s 3,08 mg/kg

v" Célculo da precisdo intermédia absoluta:

Xrepetibilidade = 11,58 mg/kg
Precisdo intermédia relativa X Xyepetibitidade
100

=0,34 mg/kg

Precisdo intermédia absoluta =

v" Célculo da incerteza combinada:

) S\ |, (0398748\°
Ucombinada =  |Ucertificado absoluta + ﬁ = [1°+ \/E =1,038990

v" Cdlculo da incerteza expandida:

Fator de expansao: 2

Uexpandida = Ucombinada X 2=21

v" Cdlculo da incerteza expandida relativa:
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Uexpandida X100 2,1 X100

=179

uexpandida relativa —

frepetibilidade 11,58
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