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Resumo

Alguns vegetais, nomeadamente espinafres e alfaces, apresentam uma elevada capacidade

em acumular nitratos, e € conhecido que o excesso de consumo deste ido pode ter

implicagdes na salude humana.

Neste contexto, pretendeu-se determinar alguns factores que possam influenciar o teor de
nitratos em alfaces e espinafres, para que seja possivel, no futuro préximo, ter algum

controlo sobre esse teor.

Inicialmente realizou-se um ensaio de armazém com espinafre, para determinar se o

tamanho do caule dos espinafres teria influéncia no teor de nitratos.

Numa segunda fase, foram realizados trés ensaios de campo de espinafre e dois ensaios de
campo de alface. Pretendeu-se avaliar a influéncia de culturas em estufa versus ar livre,
adubo de libertagcédo controlada versus adubo convencional, quantidade de adubo colocada,

hora da colheita e espinafre inteiro versus folha de espinafre.

Dos resultados obtidos pode concluir-se que nenhuma das amostras de vegetais recolhidas
atingiu os limites maximos estabelecidos na legislagdo. Constatou-se que as folhas de
espinafre apresentam menor teor de nitratos que os espinafres inteiros. Concluiu-se também
que a cultura de espinafre em estufa apresenta teores de nitratos superiores

comparativamente a cultura de espinafre em ar livre.

Propbe-se o aprofundar do conhecimento dos efeitos de praticas culturais, bem como do
metabolismo dos nitratos e seus efeitos no homem, de modo a garantir melhor obtencéo de

rendimento das culturas sem pbr em risco a seguranca alimentar dos consumidores.

Palavras-chave: Nitratos, alface, espinafre



Abstract

Some vegetables like lettuce and spinach have a high capacity to accumulate nitrates, and
we know that the excess of consumption of this ion may have implications for human health.
It was intended to determine some factors that might influence the nitrate content in lettuce

and spinach.

Initially was performed a trial in storage with spinach to determine if the size of the spinach
stalk would influence the nitrate content.

In the second phase, there were three field experiments of spinach and two field experiments
of lettuce. It was intended to evaluate the influence of: greenhouse crops versus outdoors,
release controlled fertilizer versus conventional fertilizer, amount of fertilizer placed, time of

harvest and spinach versus leaf spinach.

From the results it can be concluded that none of the samples collected reached the
maximum limits established by law. It was found that spinach leaves have lower nitrate
content than spinach integers. It was further concluded that the spinach culture present in the
greenhouse show higher levels of nitrates than the culture carried out in open air.

In order to understand the effects of cultural practices as well as the metabolism of nitrates
and its effects on man, further studies must be made to ensure the best crops without

jeopardizing food safety.

Keywords: Nitrates, lettuce, spinach
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1 Introducéo

1.1 Generalidades

Seguranca alimentar € um conceito que se encontra cada vez mais relacionado com a
evolucdo das sociedades e as alteragcBes dos hébitos alimentares dos consumidores.
Actualmente existe a tendéncia da procura e consumo de alimentos isentos de
contaminantes e de residuos toxicos. O consumo de hortalicas, devido ao seu baixo teor
calérico e elevado valor nutricional, tem vindo a retomar o seu lugar na mesa dos
portugueses.

O azoto € um dos principais nutrientes que influenciam a producao de horticolas (Rodrigues,
2006). A deficiéncia deste componente condiciona a producdo e composi¢ao dos diferentes
tecidos vegetais, mas em excesso pode ser prejudicial para o consumidor e para o meio
ambiente. Devido a baixa eficiéncia do azoto utilizado para este tipo de culturas, existe um
grande risco de poluigdo de aguas subterraneas. A fertilizagdo excessiva pode levar a que
na porgdo comestivel dos horticolas se atinjam teores de nitratos muito superiores aos
recomendados para o consumo humano (Ramos, 2001).

Sendo a produtividade o grande gerador na sustentabilidade da economia, o homem tende a
interferir nas condi¢des de desenvolvimento e crescimento dos vegetais, tentando obter o
maior lucro da producédo. Assim, geralmente sdo adicionadas grandes quantidades de azoto
aos solos com o intuito de fertilizar as culturas de horticolas, em prol da produtividade.

As hortalicas sdo as mais susceptiveis a esta contaminacao, principalmente em espinafre e
alface. Estes vegetais sdo de facto, dos mais preocupantes por serem 0s mais propensos a
acumular nitratos e pela sua importancia relativa na dieta humana, factores que teréo levado
ao estabelecimento de concentragdes maximas admitidas por Lei.

Tém sido desenvolvidos diversos estudos tendo em vista minimizar a acumulacdo de
nitratos em vegetais, tentando esclarecer que factores possam estar na origem da
acumulacdo de nitratos, de modo a permitir aos produtores melhores préticas, boas
rentabilidades e garantir a seguranca alimentar nestes produtos. Neste contexto, € objectivo
deste trabalho perceber os factores que possam influenciar a quantidade de nitratos
presentes em alfaces e espinafres, no campo e em armazém, tendo em vista a

implementacéo de préticas culturais que minimizem a sua acumulagéo nos vegetais.



1.2 Nitratos e os vegetais

O processo pelo qual o azoto circula através das plantas e do solo, pela accdo de
organismos vivos, é conhecido como ciclo do azoto (Figura 1). O azoto encontra-se presente
na biosfera de diversas formas, ndo estando disponivel directamente para as plantas. Este
nutriente faz parte da clorofila, das proteinas, dos acidos nucleicos, estando directamente

envolvido na fotossintese.
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Figura 1 - Ciclo de azoto (Adaptado de: http://naturlink.sapo.pt/Natureza-e-Ambiente/Gestao-
Ambiental/content/Alteracoes-antropogenicas-do-ciclo-do-azoto/section/2?bl=1)

As plantas conseguem absorver azoto principalmente, sob a forma de ides amonio (NH,") e
ides nitrato (NOj3), compostos que sdo obtidos através de varios processos tais como
a fixacao e nitrificacdo do azoto atmosférico (LOpez et al.,, 1998; Lucifiski, Polcyn &
Ratajczak, 2002).

A fixacdo € o processo através do qual o azoto é capturado da atmosfera em estado gasoso
(N,) e convertido em formas U(teis para outros processos quimicos, tais
como amoniaco (NHj), nitrato (NO3) e nitrito (NO,). A fixacdo bioldgica ocorre atraveés de
bactérias Rhizobium, numa relagdo de simbiose com algumas plantas (leguminosas),
permitindo a captura de azoto atmosférico e a sua conversdo em amoniaco. A simbiose é
estabelecida quando as plantas consomem o amoniaco, que € produzido pelas bactérias
gue vivem nas suas raizes (Martinez-Espinosa et al, 2011).

O termo nitrificacao refere-se a oxidagdo do amoniaco, um processo que converte amoniaco
em nitratos, através de bactérias nitrificantes presentes nos solos. Existem dois tipos de
bactérias envolvidas: as Nitrosomonas, que convertem o id0 amonio a ido nitrito, e as

Nitrobacter, que convertem o ido nitrito a ido nitrato (L6pez et al, 1998).


http://naturlink.sapo.pt/Natureza-e-Ambiente/Gestao-Ambiental/content/Alteracoes-antropogenicas-do-ciclo-do-azoto/section/2?bl=1
http://naturlink.sapo.pt/Natureza-e-Ambiente/Gestao-Ambiental/content/Alteracoes-antropogenicas-do-ciclo-do-azoto/section/2?bl=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_do_nitrog%C3%AAnio#Fixa.C3.A7.C3.A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_do_nitrog%C3%AAnio#Nitrifica.C3.A7.C3.A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amon%C3%ADaco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amon%C3%ADaco

Os nitratos ocorrem naturalmente fazendo parte do ciclo do Azoto. Considerados a mais
importante fonte de azoto mineral para as plantas, sdo um dos principais constituintes das
plantas, que sdo incorporados em proteinas e nucleétidos (Forde, 2000; Santamaria, 2006,
EFSA, 2008). O processo pelo qual as plantas reduzem os nitratos e 0s incorporam em
moléculas organicas denomina-se assimilacdo dos nitratos e envolve as etapas de
absorcdo, reducdo dos nitratos a amoniaco e conversdao em formas organicas de azoto
(Maldonado, Aglera & Vicente, 2000).

As plantas adquirem os nitratos provenientes do solo por absorgéo, através da membrana
plasmatica da epiderme e das células da raiz, podendo acumular nos seus tecidos
concentracdes de nitratos excessivas relativamente as quantidades necessarias ao
desenvolvimento da planta. Esta acumulac&o pode ser vista como uma vantagem evolutiva,
permitindo as plantas manter as suas capacidades vegetativas em épocas de caréncia do
nutriente (Forde, 2000; Rodrigues, 2006).

A absorgdo dos nitratos pode seguir diversas vias na planta: i) efluxo dos nitratos, mantendo
elevadas concentragfes junto a superficie radicular; ii) redugdo na raiz; iii) transporte
através do xilema até as folhas, sendo ai armazenados nos vacuolos ou reduzidos no
citosol. De facto, cerca de 90% dos nitratos absorvidos sdo transportados para as folhas e
armazenados em vacuUolos, podendo ser libertados a medida que as necessidades
nutricionais da planta assim o exijam (Forde, 2000).

O ido nitrato para ser incorporado nas plantas tem que ser reduzido a ido amoénio, que é
catalizado por duas enzimas (Figura 2). O ido nitrato é primeiro reduzido a nitrito, pela nitrato
redutase no citosol, e subsequentemente € reduzido a ido amadnio pela nitrito redutase, nos
cloroplastos (Rodrigues & Coutinho, 1995; Forde, 2000). O iao amonio €&, posteriormente,
incorporado em aminoacidos pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintetase
(GOGAT), formando glutamina (GLN), glutamato(GLU) e outros aminoacidos (Bredemeier &
Mundstock, 2000).
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Figura 2 - Esquema da assimilacdo do azoto nas raizes e folhas das plantas (NOj3; nitrato; NO,;
nitrito; NH,": aménio; GLN: glutamina; GLU: glutamato; RN: nitrato redutase; RNi: nitrito redutase; GS:
glutamina sintetase; GOGAT: glutamato sintetase; T: transportador) (Adaptado de Bredemeier &
Mundstock, 2000)

Os nitritos raramente se acumulam em plantas intactas, mesmo estando os complexos
enzimaticos separados fisicamente. Este facto pode ser explicado porque a nitrito redutase
parece ser mais abundante que a nitrato redutase, estando a conversao do ido nitrato a ido
amonio limitada pela actividade da enzima nitrato redutase. A actividade desta enzima é

elevada nas folhas em expansdo e zona apical de raizes, permitindo uma menor

acumulacéo de nitratos nestas regides (Rodrigues &Coutinho, 1995).



1.3 Factores que influenciam a concentracéo de nitratos em vegetais

A acumulacdo de nitratos nas folhas dos vegetais depende de uma excessiva absorcdo
deste nutriente relativamente a capacidade da planta os reduzir e posteriormente assimilar
(Pardo-Marin et al., 2010).

Existem diversos factores que podem afectar a acumulagdo de nitratos em vegetais,
nomeadamente: factores genéticos (espécie e variedade de planta), factores ambientais (a
intensidade luminosa, temperatura, humidade atmosférica, fotoperiodo, a qualidade do solo)
e factores nutricionais (disponibilidade do nutriente para a planta, tendo em conta a
fertilizacdo azotada) (Vieira, Vasconcelos & Monteiro, 1998; Muramoto, 1999; Santamaria,
2006; Castro, Mafas & Heras, 2009; Correia, 2009).

De acordo com Pavlou, Ehaliotis & Kavvadias (2007), a acumulacdo de nitratos resulta do
desequilibrio entre a absorcdo e a translocacdo dos nitratos através do xilema, e a sua

reducdo a amonia, que é rapidamente incorporada em aminoacidos.

1.3.1 Fertilizagéo

As fertilizacbes num solo sdo calculadas para uma dada producdo esperada, tendo em
conta as necessidades das plantas, a disponibilidade de azoto do solo e a eficiéncia das
plantas utilizarem os nutrientes destes fertilizantes. Para maior precisdo na aplicagdo de
fertilizantes deve ser feito um reconhecimento prévio das caracteristicas do solo,
principalmente ao nivel das transformacdes de azoto que ocorrem (Rodrigues & Coutinho,
1995; Lastra et al., 2009). A incorporacdo de adubos no solo sem o auxilio de uma analise
de terra é uma pratica arriscada e desaconselhavel. O custo da andlise é inferior
relativamente ao custo que acarreta o desperdicio de adubos ou a diminuicdo da producéo
provocada por um solo desequilibrado.

O azoto utilizado na forma de fertilizante, quando aplicado em quantidades apropriadas
promove o crescimento vegetativo e o desenvolvimento do sistema radicular, tdo importante
na absorcdo de agua e nutrientes, controlando desta forma o crescimento das plantas.
Contudo, quando aplicado em condicdes deficientes, provoca o amarelecimento de folhas,
perdendo a planta o seu vigor e valor comercial. Quando o fertilizante é aplicado em
excesso, verifica-se um crescimento exuberante, promovendo instabilidade nutritiva,
principalmente devido a grande facilidade na planta obter o azoto para além das suas
necessidades metabdlicas (Rodrigues & Coutinho, 1995).

Para uma melhor gestdo do azoto, deve-se utilizar formas de azoto mais eficientes e
melhorar o seu fraccionamento. Os adubos de libertacdo controlada surgem como uma boa

escolha, na medida em que apresentam tecnologias para aperfeicoar a nutricdo das plantas,
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garantindo uma boa producdo. Podem apresentar tecnologias diversas como o revestimento
de grdos, permitindo uma libertagcdo gradual dos nutrientes, ou actuar na estabilizacdo do
azoto amoniacal, através de um inibidor que actua ao nivel das bactérias Nitrosomonas,
retardando a conversdo do iAo amonio a ido nitrato. Este efeito permite o méaximo

aproveitamento do azoto e minimiza as perdas por lixiviagdo (Rodrigues & Coutinho, 1995).

1.3.2 Luminosidade e hora da colheita

A hora da colheita € um dos factores que pode influenciar a concentracdo de nitratos em
vegetais. Este factor encontra-se relacionado com a intensidade luminosa, que influencia o
funcionamento da enzima nitrato redutase (Ott, Koening & Miles, 2008, 2008; Lopes et al.,
2011). O teor de nitratos superior em plantas submetidas a baixa intensidade luminosa pode
ser explicado por ndo existir nos cloroplastos um fluxo de electrBes suficiente para a enzima
nitrito redutase reduzir os nitritos presentes a amonio, originando um aumento na
concentracdo de nitritos. Por sua vez, os nitritos acumulados promovem uma inibicdo da
actividade da nitrato redutase no citoplasma, inibindo a reducdo dos nitratos absorvidos e
consequentemente a sua acumulacdo nos vegetais (Krohn et al., 2003; Faquin & Andrade,
2004; Weightman et al., 2006). De acordo com Khron et al. (2003), durante o dia a
intensidade luminosa € superior, a planta regista maior actividade fotossintética, mais
nitratos sdo assimilados, e consequentemente menores teores de nitratos estdo presentes
na planta. No periodo da noite, ndo existe actividade fotossintética promovendo a

acumulacéo de nitratos nos vacuolos.

1.3.3 Tipo de cultura

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o consumo diario de, pelo menos, 400
g ou cinco porcdes de frutas e horticolas. O consumo de fruta e horticolas tem sido
associado a reducdo do risco e da mortalidade ligados as doencas cardiovasculares, a
obesidade e a algumas neoplasias. No entanto, importa referir que alguns vegetais tendem
a ser mais susceptiveis de acumular contaminantes, nomeadamente os nitratos, e o efeito
do consumo destes vegetais poder tornar-se adverso. De facto, de acordo com Santamaria
(2006), existem alguns vegetais que tendem a acumular mais nitratos, relativamente a
outros, como é o caso das alfaces e espinafres.

Como foi referido anteriormente, o teor de nitratos nas plantas varia entre espécie e

variedade, e de facto, a genética da prépria planta pode influenciar a eficacia das enzimas



envolvidas no mecanismo de reducéo e assimilacao dos nitratos (Forde, 2000; Guadagnin,
Rath & Reyes, 2005). De acordo com Santamaria (2006), os diferentes teores de nitratos
entre espécies ou variedades, podem estar relacionados com a diferente localizagdo da
nitrato redutase nas plantas, como também podem ser devidos a diferentes graus de
absorcao do ido e a sua transferéncia na planta.

1.4 Legislacéo e teor maximo de contaminantes

A acumulacdo de nitratos em vegetais pode tornar-se um grave problema de seguranca
alimentar, relacionado, eventualmente, com o uso desmedido de fertilizantes azotados.
Segundo Weightman et al. (2006), os nitratos estdo presentes nos vegetais, mas a alface e
0 espinafre estdo entre 0s vegetais que apresentam os teores mais elevados e sdo a
principal fonte de nitratos na dieta humana, como pode ser observado na tabela 1, em que
Correia (2009) considerou cinco classes de vegetais tendo em conta o teor de nitratos

acumulado.

Tabela 1 - Teor em nitratos (mg NO3/kg) em vegetais

Muito baixo Baixo Médio Elevado Muito elevado
(< 200) (200-500) (500-1000) (1000-2500) (>2500)
Abébora Ervilhas Abdbora-menina Couve Aipo vermelho Agrido
Alcachofra Espargos Brocolos Couve-saboia Alho francés Aipo
Alho Fava Cenoura Endro Couve chinesa Alface
Batata Feijdo-verde Couve-flor Nabo Rabano Alface-de-cordeiro
Batata-doce Melancia Pepino Endivias Acelga
Beringela Mel&o Funcho Cerefdlio
Cebola Pimento Salsa Espinafre
Cogumelos Tomate Rabanete
Couve de
Bruxelas

(Adaptado de Correia, 2009)

Deste modo, a ingestdo continuada de dietas ricas em nitratos deve ser evitada
(Santamaria, 2006; Correia, 2009).

Por forma a prevenir eventuais problemas de saude publica a concentragcdo maxima de
nitratos em determinados vegetais encontra-se regulamentada por legislacdo comunitaria.

O Regulamento (CE) n° 1258/2011, veio estabelecer novos teores maximos de nitratos em
produtos horticolas, alterando o Regulamento (CE) n° 1881/2006, que estipula limites

dificilmente cumpriveis em certas regides da Unido Europeia. De facto, a nova legislagédo



permite que, independentemente das condicbes especificas de luminosidade a que as
culturas sdo sujeitas, e desde que salvaguardado que o produtor mantém as boas praticas
agricolas, esteja garantida a seguranca do consumidor.

Os teores maximos de nitratos permitidos encontram-se descritos na tabela 2 (Regulamento
(CE) n° 1258/2011).

Tabela 2 - Teores maximos de residuos de NO5;'(mg/kg) permitidos em alfaces e espinafres

Géneros alimenticios Teores maximos (mg NO3z/kg)
Espinafres frescos 3500
Espinafres conservados, ultracongelados 2000

ou congelados

Alface fresca (cultivada em estufa e do Colhida de 1 de Outubro a 31 de Marco:
campo) Cultivada em estufa 5000
Cultivada em campo 4000

Colhida de 1 de Abril a 30 de Setembro:
Cultivada em estufa 4000
Cultivada em campo 3000

(adaptado de: Regulamento (CE) n° 1258/2011)

1.5 Ingestéo de nitratos

Os vegetais sao considerados a principal fonte de nitratos da dieta humana, representando
80 a 95% do total de nitratos ingeridos (Correia et al., 2010), como € evidenciado na tabela
3.

Tabela 3 - Estimativas de origem de nitratos ingeridos com a alimentacéo

Origem de nitratos na alimentacdo humana (ug/mg)

Regido Vegetais Agua Cereais Fruta
Africa 300 400 150 100
América latina 650 150 50 100
Asia 450 300 150 100
Europa 900 50 <50 50
Médio Oriente 650 200 100 50

(adaptado de Santamaria, 2006)

De acordo com Santamaria (2006), os nitratos podem ser obtidos de forma exdgena, através

da alimentacdo, mais propriamente nos vegetais e na 4gua de consumo.

Os nitratos, por si, sdo relativamente pouco toxicos. No entanto, ap0s a ingestdo de

alimentos ricos em nitratos, estes podem ser convertidos a nitritos e outros metabolitos que

podem provocar efeitos adversos no homem. Aproximadamente cerca de 5% dos nitratos

ingeridos séo reduzidos a nitritos, por enzimas nitrato redutase existentes na boca e tracto
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gastrointestinal (Tamme et al., 2006, Correia et al., 2010). Os nitritos reduzidos sao
posteriormente acidificados no estbmago e convertidos em oOxido nitrico (NO) e compostos
do tipo N-nitroso (NOC). Estes ultimos formam-se quando os nitritos reagem com amidas e
aminas para originarem, respectivamente, nitrosamidas e nitrosaminas (Shao-ting, Yong-
song & Xian-yong, 2007; Correia, 2009).

Cerca de 25% dos nitratos provenientes da alimentacdo (figura 3) entram em circulagéo
sendo absorvidos entre a saliva e o tracto gastrointestinal, sendo que a maior parte sdo
excretados através da urina, suor e lagrimas (Shao-ting, Yong-song & Xian-yong, 2007).

Via exdgena
1 3 . 0—
Nitratos fonte alimentar |:> Boca |:> Nitrit05|:> Oxido nitrico
X
I A
Sistema circulatorio d Nitratos e
a nitritos
Via enddgena
¢
L-arginina + Oxigénio [~ Oxido nitrico sintetase > Oxido nitrico a Urina, lagrimas e
o— suor

Figura 3 - Metabolismo dos nitritos e nitratos no homem (1 - Accdo de bactérias nitrato redutase na
boca e enzimas com actividade de nitrato redutase; 2 — Bactérias nitrato redutase; 3 — Enzimas com
actividade nitrito redutase) (adaptado de Hord, Tang & Bryan, 2009)

1.6 Toxicidade e efeitos no homem

Os efeitos dos nitratos da dieta no homem nao sdo consensuais (Shao-ting, Yong-song &
Xian-yong, 2007; Correia, 2009), pois se por um lado, existem estudos que referem que uma
dieta rica em nitratos pode ter efeitos adversos na salde humana, com efeitos cancerigenos
e incidéncias na metahemoglobinémia infantil (Guadagnin, Rath & Reyes, 2005), por outro,
alguns autores sugerem que 0s nitratos ingeridos que sofrem reducdo a 6xido nitrico no
estbmago podem auxiliar na destruicdo de microrganismos patogénicos que provocam
gastroenterites (Santamaria, 2006; Powlson et al., 2008).

Os efeitos negativos dos nitratos no homem tém sido postos em causa, principalmente
devido a escassez de evidéncias cientificas (L’Hirondel & L’Hirondel, 2002; Santamaria,
2006).

Muitos alimentos, incluindo os vegetais, sdo benéficos quando ingeridos em pequenas

doses, mas a doses elevadas podem-se tornar prejudiciais. Deste modo, Santamaria (2006)
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e Katan (2009) sugerem que se deve evitar a ingestao prolongada de dietas contendo doses
de nitratos superiores as doses didrias recomendadas, por ndo serem ainda explicitos os

efeitos de uma exposi¢éo continuada.

1.6.1 Metahemoglobinémia infantil

Um dos principais efeitos adversos dos nitratos ha saude humana é a metahemoglobinémia
(mtHb). A relacdo entre a ocorréncia de metahemoglobinémia e a presenca de nitratos
remonta a estudos de 1945, nos quais associaram esta doenca a dietas alimentares (Shao-
ting, Yong-song & Xian-yong, 2007). De acordo com Shao-ting, Yong-song & Xian-yong
(2007), os nitritos produzidos endogenamente a partir dos nitratos ingeridos da dieta séo
considerados a principal causa de metahemoglobinémia infantil.

Esta doenca, conhecida igualmente por “sindrome do bebé azul”, resulta do facto dos nitritos
reduzidos no estdbmago e intestino delgado reagirem com a hemoglobina (oxyHb) para
originar metahemoglobina e nitratos (Figura 4), levando a um estado de cianose e hipoxia
(Santamaria, 2006; Shao-ting, Yong-song & Xian-yong, 2007; Hord, Tang & Bryan, 2009).

NO,~ + oxyHb(Fe?t) —— metHb(Fe**) + NO5~

Figura 4 - Férmula da reaccéo dos nitritos com hemoglobina (Adaptado de Santamaria, 2006)

A metahemoglobina, a forma oxidada da hemoglobina ndo se liga ao oxigénio, devido a
presenga de nitritos, principalmente em criangas com idades inferiores a trés meses
(L’Hirondel & L’ Hirondel, 2002). Tal circunstancia pode dever-se ao facto: i) as criancas
apresentarem baixos niveis da enzima metahemoglobina redutase, responsavel pela
conversao da metahemoglobina em hemoglobina; ii) o pH gastrico ser mais elevado,
favorecendo uma maior reducédo de nitratos a nitritos através das bactérias nitrato redutase;
iii) e pensa-se que exista maior quantidade de hemoglobina oxidada no plasma, permitindo

maiores concentracdes de metahemoglobina (Santamaria, 2006; Chan, 2011).

1.6.2 Efeitos cancerigenos

Alguns autores defendem que a ingestédo de nitratos pode promover a ocorréncia de cancro.
Tanto os nitratos como 0s nitritos ndo s@o por si s6 cancerigenos, no entanto, 0s nitritos

resultantes da reducéo dos nitratos provenientes da dieta podem reagir com aminas, dando
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origem a NOC (composto N-nitroso). Apesar de existirem estudos que revelam que o NOC
pode ser cancerigeno em modelos animais, ndo existem evidéncias de que em humanos
possa ter esse efeito. Deste modo, segundo alguns autores é necessario que se efectuem
novos estudos por forma a confirmar o efeito cancerigeno dos metabolitos dos nitratos nos
humanos (Correia, 2009; Hord, Tang & Bryan, 2009).

1.7 Consumo diario admissivel de nitratos

A ADI (Acceptable daily intake) € um conceito criado pelo Joint Expert Committee of the
Food and Agriculture (JECFA), Organization of the United Nations/ World Health
Organization (WHO) e surge com o objectivo de proteger o consumidor contra a exposi¢ao
excessiva a substancias nocivas. Ficou definido que a ADI para nitratos se mantivesse entre
0-3,7 mg/kg de peso corporal (Tamme et al., 2006; Rodrigues, 2006; Shao-ting, Yong-song
& Xian-yong, 2007). Considerando um individuo de 60kg, pode facilmente ultrapassar a ADI
em cerca de 13%, se ingerir 100g de um vegetal com teor de nitratos 2500mg/kg
(Santamaria, 2006).

1.8 Alface

A alface (Lactuca sativa L.), familia Asteraceae, € uma planta herbacea de ciclo anual,
vulgarmente designada por horticola de folhas, de regifes de clima temperado. E uma
planta com raiz aprumada e pouco desenvolvida, com pequeno caule, em que as folhas
crescem na forma de roseta, podendo ser lisas ou frisadas, consoante a variedade. E uma
planta originaria de espécies silvestres do Sul da Europa e Asia Ocidental (Almeida, 2006).
A alface é constituida essencialmente por agua (95%), encontrando-se também algumas
fibras, acucares, minerais, proteinas, lipidos, vitaminas e acidos organicos. O valor nutritivo
é reduzido: 13 Kcal por 100 g de parte comestivel, sendo apreciada ndo tanto pelo seu valor
nutritivo mas mais pelas suas qualidades nutritivas (vitaminas e fibras) e a sua fécil
preparacdo (Almeida, 2006).

Existe uma grande variedade de alfaces, e geralmente, a classificacdo baseia-se em
caracteristicas como a forma da folha, o tamanho, ou o grau de formagdo do repolho.
Actualmente, as diferentes variedades dividem-se em 5 grandes grupos: as alfaces tipo
“‘Bola de Manteiga” (alface de folhas lisas), as “Batavias” (alface de folhas frisadas), as
“‘Romanas”, as “de folhas” ou “de cortar” e as “de caule” (Almeida, 2006). Em Portugal, o
cultivo de maior expressao sdo as variedades que pertencem ao grupo das “Bola de

Manteiga” (Figura 5) e “Batavias” (Figura 6).
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Figura 5 - Alface “Bola de manteiga” (original) Figura 6 - Alface “Batavia” (original)

A duracao do ciclo cultural (desde a sementeira até a colheita) é variavel, dependendo da
variedade de alface e, sobretudo, da época de producgéo. O ciclo cultural em estufa dura
aproximadamente 9 semanas na época de Primavera-Verdo e 10 a 12 semanas durante o
Inverno.

O ciclo vegetativo de alfaces destinadas ao consumo divide-se em 3 etapas: i) germinacgéo e
emergéncia; ii) formacao da roseta de folhas; iii) formag&o do repolho (Almeida, 2006).

A alface desenvolve-se melhor em terrenos francos e com alto teor em matéria organica,
que nado retenham excessivamente a humidade. E ligeiramente tolerante & acidez do solo,
crescendo melhor em solos com pH entre 6,5 e 7,2 (Almeida, 2006).

A alface é caracterizada por ter um ciclo curto e um crescimento vegetativo rapido, o que
exige uma atencéo especial ao fornecimento do azoto pois 0 excesso ou deficiéncia podem
acarretar prejuizos elevados para a respectiva produtividade e qualidade. Os efeitos do
excesso de azoto incluem, o grande desenvolvimento vegetativo, com folhas maiores, que
tornam a planta mais fragil. Desta forma podem favorecer os ataques de pragas e doencgas,
bem como promover a acumulacdo de nitratos na planta. As necessidades de azoto da
cultura sdo muito variaveis ao longo do ciclo cultural. Comecam por ser muito reduzidas e
vado aumentando gradualmente até a Ultima semana antes da completa formacdo do
repolho, onde sdo maximas (Almeida, 2006).

De acordo com Pavlou, Ehaliotis & Kavvadias (2007) a acumulacdo de nitratos nas alfaces
parece ser mais influenciada pela textura do solo, tipo de fertilizante, intensidade luminosa,
época de cultura e tipo de cultivar e variedade. Assim, para minimizar a acumulacdo de
nitratos na alface, deve-se ter em consideracao: i) selecionar variedades mais adequadas ao
local e estacé@o do ano; ii) evitar os excessos de fertilizagdo azotada, principalmente proximo
da altura de colheita; iii) realizar um plano de adubac&o equilibrado, incluindo os
micronutrientes.
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1.9 Espinafre

O espinafre (Spinacea oleracea L.) € uma planta herbacea pertencente a familia
Chenopodiaceae. Admite-se que o espinafre é originario da Pérsia, das regibes que
actualmente constituem o Irdo e o Afeganistdo. Desconhecido das culturas Grega e
Romana, o seu cultivo na Europa iniciou-se na Peninsula Ibérica através da expansdo do
Império Islamico para esta regido (Almeida, 2006).

O espinafre (Figura 7) é uma planta herbacea anual, apresenta um caule principal curto, da
base do qual surgem seis ou mais ramos laterais, radiais, que crescem horizontalmente, e
as folhas dispostas em roseta sdo de coloracdo verde-escura. Apresenta um sistema

radicular aprumado, pouco ramificado (Almeida, 2006).

Figura 7 - Espinafre (original)

A espécie Spinacea oleracea é caracteristica de climas temperados e é cultivado
preferencialmente no Outono e no Inverno, sendo intolerante a temperaturas acima dos
20°C. Os solos para a cultura do espinafre devem ser férteis, com boa drenagem e elevada
capacidade de retencdo de agua (Almeida, 2006).

De forma a maximizar o sucesso comercial da cultura de espinafre é importante considerar
os critérios de seleccdo das diferentes variedades: i) porte da planta; ii) tipo de folhas; iii)
textura do limbo (folhas lisas, semi-rugosas ou rugosas); iv) aptidao ao consumo (frescos ou
congelados); v) Adaptagdo a época de produgdo (Outono-lnverno ou Primavera —Verao)
(Almeida, 2006).

A cultura de espinafre deve ser bem fertilizada de modo a suportar as elevadas taxas de
crescimento e a proporcdo de folhas. No entanto, o risco de acumulacdo de nitratos nas
folhas é elevado em condicbes de baixa luminosidade, baixa temperatura e excesso de

azoto, pelo que se deve realizar um plano de adubacédo adequado as condi¢des existentes.
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O espinafre é uma hortalica com elevado valor nutritivo, sendo cultivado para obtencao de
folhas. O seu consumo é valorizado pelo seu elevado teor em acido ascérbico, riboflavina e
carotenos percursores da vitamina A. E uma boa fonte de ferro e éacido félico, calcio e
fosforo (Almeida, 2006).

1.9.1 Presencgade nitratos no caule de espinafres

O teor de nitratos pode variar em funcdo dos diversos tecidos vegetais. Geralmente as
folhas apresentam teores de nitratos inferiores relativamente aos caules (Muramoto, 1999;
Ott, Koening & Miles, 2008; Chan, 2011).

Carranca (2000) e Santamaria (2006) referem que existem diferencas nos teores de nitratos
nos diversos 6rgaos da planta, sendo os caules os que revelam ter maior concentragédo de
nitratos. As diferencas na capacidade de diversos tecidos vegetais acumularem nitratos
pode estar relacionada com a localizacdo da enzima nitrato redutase, mas também com o
facto de os niveis de absor¢do deste i&o ou o grau de transferéncia na prépria planta
poderem ser diferentes (Santamaria, 2006). Estes estudos permitem considerar que se
devem efectuar cortes no comprimento dos caules por ser um método de redugéo do teor de

nitratos nas folhas de espinafre.
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1.10 Objectivos

Este trabalho surge com o objectivo de se responder a necessidade de se implementarem
praticas culturais que minimizem a acumulacdo de nitratos em vegetais.

Numa primeira fase, e tendo em conta a bibliografia consultada, pretendeu-se determinar se
o tamanho dos peciolos de espinafres em armazém teriam alguma influéncia no teor de
nitratos, de modo a garantir um produto mais seguro ao consumidor.

Na segunda fase deste trabalho, e tendo em consideracdo os resultados da primeira fase,
pretendeu-se avaliar e relacionar os factores que possam influenciar a quantidade de
nitratos em alfaces e espinafres no ensaio em campo, para o que foi verificado e/ou
comparado:

- Cultura em estufa versus ar livre

- Adubo de libertacéo controlada versus adubo convencional

- Quantidade de adubo colocada

- Hora da colheita

- Espinafre inteiro versus folha de espinafre
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2 Material e métodos

2.1 Ensaio de corte de caules de espinafre em armazém

As folhas e os caules de espinafres apresentam teores de nitratos diferentes (Beninni et al.,
2002; Chen et al., 2004; Shimada & Ko, 2004; Lastra et al., 2009). Pretendeu-se verificar se
as folhas de espinafres apresentavam teores de nitratos inferiores, quando comparados com
os teores dos espinafres inteiros.

As recolhas foram efectuadas nas instalagdes do Grupo Jerénimo Martins Retalhista, na
Azambuja.

Pediu-se aos fornecedores envolvidos no projecto (tabela 4), que fornecessem uma caixa
com molhos de espinafres para se efectuar o ensaio de corte de folhas de espinafre.

Tabela 4 - Fornecedores envolvidos no projecto

Fornecedores

A

B

C

Foram realizados dois ensaios em dias diferentes (28.11.2011 e 31.01.2012), com dois
replicados em cada dia.
Posteriormente (16.05.2012) efectuou-se novo ensaio, tendo sido recolhido para o efeito 15

amostras do produtor C.
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2.1.1 Amostragem

Os molhos de espinafres foram divididos em dois, uma das metades foi analisada inteira, e a
outra metade retiraram-se 0s peciolos. Na figura 8 encontra-se representado o corte de

folhas de espinafre (A) e o aparo dos caules de espinafre (B).

Figura 8 - Fotografia representativa do corte de folhas de espinafre (A) e do corte de espinafres
inteiros (B) (original)

As amostras de espinafres inteiros e folhas (duas amostras de cada fornecedor, por dia)
foram acondicionadas e identificadas em sacos de plastico individuais de forma célere.
Foi colhida aproximadamente 1kg de amostra em cada saco. Selou-se 0 saco

imediatamente apos a recolha.
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2.1.2 Doseamento do ido Nitrato

Os sacos com as amostras foram recolhidos por um técnico da Labiagro e analisados os
teores de nitratos nesse laboratério, através da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (“HPLC”), de acordo com EN 12014-4 (1998).

Manteve-se uma cépia da etiqueta utilizada em cada saco de plastico (tabela 5).

Tabela 5 - Dados sobre os espinafres utilizados no ensaio

Data Fornecedor Variedade Adubo Ultima adubacdo Parcela
28 — Nov A Kouto Entec 26 3 semanas antes  Ar livre
B Walibi Fertigran (3.3.3), cobertura 3 dias antes Estufa

C Sem inf. Sem inf. Sem inf. Sem inf.

31-Jan A Walibi Entec 26 2 semanas antes  Ar livre
B Walibi Foskamonio 111 5 semanas antes Estufa

C Walibi Sem inf. Sem inf. Ar livre

16 - Mai C Actos Fertigete 4 semanas antes  Ar livre

2.2 Ensaio de campo para pesquisa de nitratos em alfaces e espinafres

2.2.1 Localizacdo dos ensaios

A experiéncia foi realizada em parcelas de trés produtores.

O ensaio realizado com espinafre foi efectuado em trés parcelas distintas, duas de estufa e
uma de ar livre (Tabela 6)

No ensaio realizado com alfaces recorreu-se a duas parcelas diferentes, ambas de estufa

(Tabela 6). A cultura de alface néo € viavel em ar livre nos meses de Inverno.

Tabela 6 - Localizag&o das parcelas utilizadas no ensaio

Cultura Parcela Localizagao
Espinafre Estufa Aruil, Sintra
Ar livre Aruil, Sintra
Estufa Calvos, Mafra
Alface Estufa Aruil, Sintra
Estufa Tourinha, Mafra
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2.2.2 Caracteristicas dos solos e aguas de rega

Foram realizadas recolhas de amostras de solos e aguas de rega em cada parcela.

As amostras de solos foram obtidas recolhendo-se diversas porgdes de terra de diferentes
locais de cada parcela (a cerca de 20 cm de profundidade), sendo efectuado de seguida
uma mistura dessas porcdes e retirado cerca de 1 Kg de amostra para sacos de plastico
limpos, individuais e identificados, fornecidos pelo fornecedor C.

As recolhas de amostra de aguas de rega foram efectuadas nas diferentes parcelas, tendo
sido colhido 1 L de amostra de agua cerca de meia hora apo6s o inicio da bombagem da
agua (em poco ou furo). As amostras de agua foram guardadas em recipientes de plastico,
limpos, rolhados e identificados.

As amostras foram entregues no Instituto Superior de Agronomia, onde foram realizadas as
analises. Foi determinado o teor de nitratos nos solos e &guas de rega por

espectrofotometria de absor¢cdo molecular.

2.2.3 Plantas e sementes

As plantas de alface utilizadas no ensaio foram fornecidas pelos préprios produtores.

As sementes de espinafre utilizadas neste ensaio foram cedidas pela empresa Rijk Zwaan.
As sementes de espinafre foram colocadas no solo mecanicamente, as plantas de alface
foram colocadas nas parcelas, tendo sido colocado plastico perfurado no solo.

Na tabela 7 encontram-se resumidas as informagfes relativas aos espinafres e alfaces

utilizadas.

Tabela 7 - Espinafres e alfaces utilizadas no ensaio

Espécie Variedade Tipo Local do ensaio
Alface Judita Lisa Aruil/estufa
Matinale Frisada Tourinha/estufa
Espinafre Walibi - Calvos/estufa
Walibi - Aruil/estufa
Esmer - Aruil/ar livre
2.2.4 Adubos

Pretendeu-se estudar o efeito de adubos convencionais e de adubos tecnolégicos de
libertacdo gradual de nutrientes (Duratec).

O adubo Duratec 14.7.14 (14% de azoto total; 7% de pentdxido de fosforo; 14% de Oxido de
potassio) € um adubo granulado “NPK” (Azoto, fésforo e potassio) que utiliza duas

tecnologias distintas: inibicdo da nitrificagdo (actua ao nivel das bactérias Nitrosomonas,
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retardando a conversdo de aménio a nitrato) e revestimento dos granulos (os graos séo
cobertos por uma membrana, e em contacto com a humidade do solo, libertam de forma
gradual os nutrientes).

O adubo convencional € um adubo semelhante ao que os produtores normalmente utilizam
sem libertac&do controlada de nutrientes.

Os adubos foram colocados a lanco.

Os adubos utilizados no ensaio foram fornecidos pela empresa COMPO.

2.2.5 Delineamento experimental

O plano de adubacéo foi elaborado em parceria com um técnico da empresa COMPO e a
técnica de campo do fornecedor C.

Todos o0s ensaios cumpriram um delineamento experimental idéntico, existindo seis
modalidades de adubag&o em cada parcela. Os ensaios estiveram inseridos em sectores de
producdo, pelo que foi necesséario adaptar o espago dos ensaios em cada produtor,
garantindo a reprodutibilidade dos mesmos.

As modalidades de adubacg&o neste ensaio encontram-se descritas na tabela 8 (ensaio de
espinafre) e tabela 9 (ensaio de alface), tendo sido aplicadas nas parcelas as unidades de
azoto finais descritas nas tabelas abaixo. Relativamente aos adubos convencionais nas
alfaces (tabela 9) foram colocadas unidades de azoto finais inferiores as unidades de azoto
pretendidas.

No adubo sem azoto (grupo controlo) apenas foram colocadas unidades de fésforo e

potassio.

Tabela 8 - Informacdes relativas aos adubos utilizados nos ensaios de espinafre

Tipo de Adubo Tipo de adubacgao Unidades de Azoto Unidades de azoto
pretendidas Finais
Sem azoto Fundo 0 0
(Controlo)
Convencional Fundo e cobertura 100 100
Fundo e cobertura 125 125
Duratec Fundo 70 70
(14.7.14) Fundo 100 100
Fundo 125 125
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Tabela 9 - Informacdes relativas aos adubos utilizados nos ensaios de alfaces

Tipo de Adubo Tipo de adubacéo Unidades de Azoto Unidades de azoto
pretendidas Finais
Sem azoto Fundo 0 0
(Controlo)
Convencional Fundo e cobertura 100 32
Fundo e cobertura 125 36
Duratec Fundo 70 70
(14.7.14) Fundo 100 100
Fundo 125 125

2.2.5.1 Ensaio em Aruil/estufa - espinafre e alface

O ensaio foi realizado em estufa numa empresa do tipo familiar, sediada em Aruil, na
Freguesia de Almargem do Bispo, do Concelho de Sintra, com a variedade de espinafre
Walibi (Figura 9) e a variedade de alface Judita (Figura 10). Optou-se por esta variedade de
alface por se adaptar as condi¢des climaticas, tendo sido considerada a experiéncia do
produtor.

Foram utilizadas cinco linhas da parcela, separadas entre si por igual distancia. Cada linha
correspondeu a uma modalidade de adubacgdo, com excepcdo da primeira linha que foi
dividida ao meio, de modo a obter mais modalidades de adubacéao.

O ensaio em Aruil/estufa foi iniciado em 5 de Novembro de 2011.

100C

0 70D 100D 125D

125C

Figura 9 - Esquema de modalidades de adubacéo em espinafre na estufa em Aruil (100 C — adubo
convencional com 100 unidades de azoto; 125 C — adubo convencional com 125 unidades de azoto; O
— adubo sem unidades de azoto; 70 D — adubo com 70 unidades de azoto; 100 D — adubo com 100
unidades de azoto; 125 D — adubo com 125 unidades de azoto)
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A 12 linha da parcela (figura 9) foi dividida para ensaiar os adubos convencionais com 100 e
125 unidades de azoto. Utilizou-se adubo de fundo e adubo de cobertura para perfazer as
unidades de azoto pretendidas. O adubo de cobertura foi colocado a 26 de Novembro de
2011.

Na 22 linha colocou-se adubo de fundo sem unidades de azoto (0), o grupo controlo.

Na 32, 42 e 52 linha colocou-se adubo de fundo Duratec (70, 100, 125 unidades de azoto,

respectivamente).

Figura 10 - Esquema de modalidades de adubacdo em alface na estufa em Aruil (32 C — adubo
convencional com 32 unidades de azoto; 36 C — adubo convencional com 36 unidades de azoto0 —
adubo sem unidades de azoto; 70 D — adubo com 70 unidades de azoto; 100 D — adubo com 100
unidades de azoto; 125 D — adubo com 125 unidades de azoto)

Na figura 10, referente & adubacao da alface, mostra-se que a 12 linha foi dividida em duas
para ensaiar o adubo convencional com 32 e 36 unidades de azoto em fundo, ndo tendo
sido aplicado qualquer outro adubo nestas metades de linha.

No ensaio foram utilizadas cinco linhas da parcela, de acordo com as quantidades e tipo de
adubo utilizado. Tendo em conta que na area destinada ao ensaio, foi colocado plastico no
solo, ndo foi possivel efectuar adubacdo de cobertura. Para contornar a situacdo foi
sugerido a fertirrigagdo, remogéo do plastico do solo ou aplicacdo de adubos foliares. A
fertirrigagdo ndo poderia ser feita numa Unica linha, porque os aspersores alcangam cerca
de trés linhas, pelo que os resultados ficariam inviabilizados nas linhas paralelas. O facto de
se remover o plastico do solo poderia danificar as alfaces. No caso da adubacéo foliar, a
taxa de absorcdo deste nutriente pelas folhas é baixa, além de que existiria o risco de
queimaduras das folhas. Por tudo isso, as trés alternativas foram eliminadas.

Na 22 linha foi colocado adubo de fundo sem unidades de azoto (0), o grupo controlo.

Na 32, 42 e 52 linha foi colocado adubo de fundo Duratec (70, 100, 125 unidades de azoto,
respectivamente).

Na figura 11 observa-se imagens da adubacédo na parcela de espinafre (estufa — Aruil) e da

parcela de alface (estufa — Aruil).
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Figura 11 - Adubacdo a lango na parcela de espinafre em Aruil/estufa (A). Parcela de alface em
Aruil/estufa (B) (original)

2.2.5.2 Ensaio em Calvos/estufa - espinafre

O ensaio foi realizado em estufa numa empresa do tipo familiar, sediada na povoacéo da
Calvos, na Freguesia do Milharado, do concelho de Mafra com a variedade de espinafre
Walibi (Figura 12 e 13). Foram utilizadas seis linhas da parcela, separadas entre si por igual
distancia. Cada linha correspondeu a uma modalidade de adubacéo.

O ensaio em Calvos/estufa foi iniciado em 5 de Novembro de 2011.

0 70D 100D 125D 100 C 125C

Figura 12 - Esquema de modalidades de adubacdo em espinafre na estufa em Calvos (0 — adubo
sem unidades de azoto; 70 D — adubo com 70 unidades de azoto; 100 D — adubo com 100 unidades
de azoto; 125 D — adubo com 125 unidades de azoto; 100 C — adubo convencional com 100 unidades
de azoto; 125 C — adubo convencional com 125 unidades de azoto)
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Na 12 linha da parcela foi colocado o adubo de fundo sem unidades de azoto (0O N).

Na 22, 32, 43 52 e 62 linha colocou-se adubo de fundo (70, 100, 125 unidades de azoto de
adubo Duratec e o adubo convencional com 100 e 125 unidades de azoto,
respectivamente). O adubo convencional de cobertura foi colocado a 25 de Novembro de
2011.

Figura 13 - Sementeira na parcela de espinafre em Calvos/estufa (A). Parcela de espinafre em
Calvos/estufa (B) (original)

2.2.5.3 Ensaio em Tourinha/estufa - alface

O ensaio foi realizado em estufa numa empresa do tipo familiar, sediada na povoacdo de
Tourinha, na Freguesia da Azueira, do concelho de Mafra com a variedade de alface
Matinale (Figura 14 e 15). Optou-se por esta variedade de alface por se adaptar as
condi¢cdes climéaticas, tendo sido considerada a experiéncia do produtor.

Foram utilizadas trés linhas da parcela, separadas entre si por igual distancia. Cada linha foi
dividida ao meio, sendo que cada meia linha correspondeu a uma modalidade de adubacéao.

O ensaio em Tourinha/estufa foi iniciado em 21 de Novembro de 2011.
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Figura 14 - Esquema de modalidades de adubagéo em alface na estufa em Tourinha (32 C — adubo
convencional com 32 unidades de azoto; 36 C — adubo convencional com 36 unidades de azoto; 0 —
adubo sem unidades de azoto; 70 D — adubo com 70 unidades de azoto; 100 D — adubo com 100
unidades de azoto; 125 D — adubo com 125 unidades de azoto)

A 12 linha foi dividida em duas para ensaiar o0 adubo convencional com 32 e 36 unidades de
azoto em fundo, néo tendo sido aplicado qualquer outro adubo nestas metades de linha.
Também neste caso, na area destinada ao ensaio foi colocado plastico no solo, pelo que,
pelas razdes acima expostas para a parcela de alface em estufa — Aruil, se optou por néo se
fazer a adubacgéo de cobertura.

A 22 linha foi dividida e colocou-se, na primeira metade da linha, adubo de fundo sem
unidades de azoto (0) e 70 unidades de azoto Duratec na segunda metade da linha.

A 38linha foi dividida e colocou-se 100 e 125 unidades de azoto de adubo de fundo Duratec.

Figura 15 - Adubacdo de fundo na parcela de alface em Tourinha/estufa (A). Parcela de alface
Tourinha/estufa (B) (original)
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2.2.5.4 Ensaio em Aruil/ar livre - espinafre

O ensaio foi realizado em ar livre em empresa do tipo familiar, sediada em Aruil, na
Freguesia de Almargem do Bispo, do Concelho de Sintra, com a variedade de espinafre
Esmer (Figura 16). Optou-se por esta variedade de espinafre para o ar livre por ser mais
resistente as condigfes climaticas, tendo sido considerada a experiéncia do produtor.

Foram utilizadas cinco linhas da parcela, separadas entre si por igual distancia. Cada linha
correspondeu a uma modalidade de adubacdo, com excep¢do da primeira linha que foi
dividida ao meio, de modo a obter mais modalidades de adubacéao.

O ensaio em Aruil/ar livre foi iniciado em 26 de Novembro de 2011.

100C

Q oD 00 128D

125C

Figura 16 - Esquema de modalidades de adubagc&o em espinafre em ar livre em Aruil (100 C — adubo
convencional com 100 unidades de azoto; 125 C — adubo convencional com 125 unidades de azoto; O
— adubo sem unidades de azoto; 70 D — adubo com 70 unidades de azoto; 100 D — adubo com 100
unidades de azoto; 125 D — adubo com 125 unidades de azoto)

A 12 linha foi dividida em duas para ensaiar os adubos convencionais com 100 e 125
unidades de azoto. Usou-se adubo de fundo e adubo de cobertura para perfazer as
unidades de azoto pretendidas. O adubo de cobertura foi colocado a 3 de Janeiro de 2011.
Na 22 linha colocou-se adubo de fundo sem unidades de azoto (0), o grupo controlo.

Na 32, 42 e 52 linha colocou-se adubo de fundo Duratec (70, 100, 125 unidades de azoto,

respectivamente).

2.2.6 Amostragem

O processo de amostragem em cada parcela foi realizado aleatoriamente, tendo sido
colhidas 3 replicados de cada modalidade de adubacéo.

No ensaio dos espinafres foram colhidos cerca de quatro pés por amostra,
(aproximadamente 1 kg de amostra). Foram colhidas amostras de espinafres inteiros e

amostras de folhas de espinafre. As amostras de folhas de espinafre foram obtidas de
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acordo com o ponto 2.1.1., tendo-se cortado os peciolos dos espinafres cerca de 5cm
imediatamente abaixo da primeira insercéo de folhas (figura 8).

No ensaio das alfaces fora colhida cerca de 1 kg de amostra.

Todas as amostras foram identificadas e colocadas em sacos de plastico individualizados, o
mais rapido possivel.

Os sacos com as amostras permaneceram em local fresco e seco, tendo sido recolhidos por

um técnico da Labiagro ao fim de cada dia de colheita de amostras.

2.2.7 Doseamento do ido Nitrato

As amostras foram analisadas no laboratério da Labiagro, através da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (“HPLC”), de acordo com EN 12014-4 (1998).

2.3 Tratamento estatistico

Para a analise estatistica dos resultados foi utilizado o programa PASW Statistics 18.0. Sdo
apresentadas estatisticas descritivas das determinacdes do teor de nitratos (média,
mediana, minimo, maximo, desvio-padréo, erro padrdo da média) para os dados relativos ao
ensaio preliminar bem como para cada uma das variedades estudadas no ensaio de campo
(Alface lisa, Alface frisada, Espinafre inteiro, Espinafre em folhas).

Para as variedades de Alface (Lisa ou Frisada) foi utilizado o método de ANOVA medidas
repetidas (2 niveis: periodo de colheita Manh& ou Tarde) com um factor de variagédo: Tipo de
adubo (6 niveis: 0 N; 32 C; 36 C; 70 D; 100 D; 125 D), para comparar o teor de nitratos
relativamente aos diferentes adubos utilizados.

Para cada uma das variedades de espinafre (Folhas ou Inteiro), foi utilizado o método de
ANOVA medidas repetidas (2 niveis: periodo de colheita Manhd ou Tarde) para detectar
diferencas no teor de nitratos, com dois factores de varia¢do: Tipo de adubo (6 niveis: O N;
100 C; 125 C; 70 D; 100 D; 125 D) e Tipo de local (2 niveis: Ar livre ou Estufa), examinando
também todas as possiveis interacgoes.

Relativamente as determinacdes do teor de nitratos, a percentagem de erro dos ensaios no
laboratério Labiagro apresenta uma incerteza de +/- 10%, para um factor de expansao k

igual a 2, que permite associar aos resultados um nivel de confianga de 95%.
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3 Resultados e discusséo

3.1 Ensaio de corte de caules de espinafre em armazém

Apbs uma revisdo bibliografica, decidiu-se comprovar se as folhas de espinafre teriam um
teor de nitratos mais elevado quando comparadas com espinafres inteiros. De acordo como
os estudos de Carranca (2000), as folhas de espinafre revelam um teor de nitratos superior
aos caules.

Foram efectuadas andlises a amostras de espinafres inteiros e amostras de folhas de
espinafre apoés ter sido cortado o caule (conforme ponto 2.1.1.). As variedades em estudo
foram Walibi e Kouto, de diversos fornecedores e sob diferentes condi¢gbes de fertilizacéo.
Na figura 17 encontram-se representados os valores médios de teores de nitratos, de
acordo com as estatisticas descritivas (ANEXO [). Considerou-se os trés produtores (A, B e

C), folhas de espinafre ou espinafre inteiro, em duas datas de colheita (28 de Novembro de

2011 e 31 de Janeiro de 2012).
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Figura 17- Distribuicdo dos valores médios do teor de nitratos (mg/kg) e respectivas barras de erro
por produtor e produto (espinafre inteiro/espinafre folhas)
Nos produtores A e B, no dia 28 de Novembro de 2011, os espinafres inteiros registaram um

teor de nitratos superior as folhas de espinafre, em cerca de 60%. No produtor C, ndo se
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verificaram diferencas consideraveis entre os espinafres inteiros e as folhas, talvez por se
tratar de uma variedade de espinafre diferente, com um caule curto e muitas folhas.

J& os resultados do dia 31 de Janeiro de 2012, ao contrario do previsto, mostram que 0s
valores de nitratos obtidos da andlise das folhas sdo sempre superior ao teor das plantas
inteiras.

Talvez as condi¢cdes meteoroldgicas (tempo seco e quente) atipicas deste Inverno tenham
contribuido para o efeito.

Posteriormente efectuou-se nova recolha de amostras (16 de Maio de 2012), com o intuito
de se verificar se os teores de nitratos nas folhas seriam inferiores quando comparados
apenas com os caules e ndo com o espinafre inteiro. Foi efectuada uma recolha com maior
namero de amostras (15 amostras). A variedade utilizada foi a Actos, tendo sido recolhidas
amostras de um unico produtor (produtor C).

Os resultados encontram-se representados na figura 18, tendo sido selecionada a
representacéo “Box plot”, para ilustrar a diferente distribuicdo de valores entre as amostras

de caules e folhas de espinafre.
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Figura 18 - Distribuicdo dos valores médios do teor de nitratos (mg/kg) e respectivos intervalos de
confianca de 95% por produto (espinafre caules/espinafre folhas)

As amostras do dia 16 de Maio revelam que a quantidade de nitratos presentes nos caules é

muito superior a verificada nas folhas. Estes resultados vém reforcar os resultados das
29



amostras de folhas de espinafre e amostras de espinafre inteiro, obtidos no dia 28 de
Novembro, nos produtores A e B, e vao ao encontro de alguns dos estudos efectuados por
Ott, Koening & Miles (2008), em que também analisaram os teores de nitratos em folhas e
caules de espinafres, tendo verificado que as folhas registaram teores de nitratos inferiores,
comparativamente aos caules.

Também Lastra et al. (2009) efectuaram estudos em alfaces, tendo concluido igualmente
gue as folhas registam teores de nitratos inferiores, relativamente aos caules.

De acordo com Santamaria (2006),0s tecidos vegetais podem apresentar diferencas no que
diz respeito a acumulac@o de nitratos, as quais podem estar relacionadas com factores
como: i) a localizacdo da enzima nitrato redutase (enzima envolvida nha reducdo deste ido a
nitritos); ii) os niveis de absorcéo de nitratos nos tecidos vegetais podem ser diferentes; iii) a

intensidade de transferéncia deste ido no vegetal pode ser distinta.

3.2 Resultados de andlises de solos no ensaio de campo

As amostras de solo nas parcelas onde se realizaram o0s ensaios de campo foram
recolhidas, e posteriormente analisadas no laboratério do Instituto Superior de Agronomia,
através da técnica de espectrofotometria de absorgdo molecular. Na tabela 10 encontram-se

os resultados das analises de solos.

Tabela 10 - Resultados de analises de solos

SOLOS pH pH Mat. Org. P K NO3 Textura
(H20) (KCI) (%) disp(mg/Kg) disp(mg(Kg) (mg/Kg) solo

Estufa- 6.79 6.08 4.81 >200 >200 115.6 argilosa
Aruil

Ar livre- 6.52 5.37 2.76 >200 >200 200.2 franco-argilosa
Aruil

Estufa- 8.29 7.32 0.63 8.3 160 71.7 argilosa
Calvos

Estufa- 7.87 7.67 3.28 >200 >200 132.4 argilosa

Tourinha
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3.3 Resultados de analises de 4guas de rega no ensaio de campo

As amostras de aguas de rega utilizadas nas parcelas onde se realizaram 0s ensaios de
campo foram analisadas no laboratério do Instituto Superior de Agronomia, através da
técnica de espectrofotometria de absorcdo molecular. Na tabela 11 encontram-se 0s

resultados das analises de solos.

Tabela 11 - Resultados de analises de aguas de rega

AGUAS Tipo NOs (mg/L)
Estufa - Aruil Furo 150.8
Ar livre — Aruil - 37.3
Estufa — Calvos Furo 30.7
Estufa — Tourinha Poco 3

3.4 Ensaio de campo para pesquisa de nitratos em alfaces e espinafres

Sabe-se que o fornecimento em excesso de nitratos a vegetais, relativamente ao que
conseguem absorver, favorece a acumulagédo deste ido nos seus tecidos. A capacidade de
absor¢cdo e acumulacdo de nitratos e nitritos estad dependente das fontes exdgenas de
nitratos, como seja a fertilizacdo azotada. Assim, a disponibilidade de nitratos desempenha
um papel muito importante na sua acumulacdo nas plantas e no proprio crescimento das
mesmas (Chen et al., 2004).

Neste estudo pretendeu-se investigar quais os factores que possam afectar o teor de
nitratos em alfaces e espinafres, tendo em conta: i) a cultura em estufa versus ar livre; ii) 0
adubo de libertacdo lenta versus adubo convencional; iii) a quantidade de adubo colocada;
iv) a hora da colheita; v) o espinafre inteiro versus folha de espinafre.

As variedades de alface em estudo foram Judita e Matinale, ambas cultivadas em estufa, e
as variedades de espinafre analisadas foram o Walibi (cultivadas em estufa) e o Esmer
(cultivado em ar livre).

Importa referir que o adubo convencional de cobertura nas alfaces (lisas e frisadas) néo foi
colocado por dificuldades técnicas. Estas dificuldades prendem-se com diversos factores: i)
o adubo é granulado e as alfaces sdo colocadas em plastico perfurado, ndo permitindo o
eficiente acesso dos graos a planta; ii) a disposicédo dos aspersores nas estufas ndo permitiu
gue se realizasse a fertirrigacdo numa Unica linha, sem pdr em risco as linhas adjacentes
cujas unidades de azoto colocadas eram diferentes; iii) custo e tempo associado a nova
implementacédo do ensaio, bem como a quantidade de adubo disponivel no solo, por ja ter

sido aplicado o adubo de fundo no mesmo.
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Tendo em consideracdo estes factores, ficou decidido que nédo seria colocado adubo
convencional de cobertura em alfaces (estufa). Foi apenas realizada adubacéo de fundo,
com 32 e 36 unidades de azoto.

Outro factor limitante aquando da implementacdo do plano de adubacgéo foi o tempo de
espera dos resultados das analises de solo e de dguas de rega das diferentes parcelas. O
facto do tempo de espera ser superior a uma semana (prazo dado pelo laborat6rio), criou
alguma ansiedade, na medida em que as parcelas utilizadas neste estudo estavam inseridas
em sectores de producédo, pelo que ndo seria possivel prolongar a espera de resultados das
andlises, pondo em causa a rentabilidade do produtor. Deste modo, delineou-se o plano de
adubacédo, antes de obtidos os resultados das analises de solos e de 4guas de rega. O
plano de adubacao foi delineado juntamente com o técnico de campo da empresa COMPO
e um técnico de campo de um dos fornecedores, tendo em consideracdo a area das
parcelas e a producéo esperada.

Dos resultados obtidos neste ensaio de campo nenhum atingiu os teores maximos definidos
no Regulamento (CE) n° 1258/2011, em vigor desde 2 de Dezembro de 2011 (Espinafre
fresco — 3500 mg NO3/kg; Alface fresca — 5000 mg NO3/kg).

Na tabela 12 e 13, encontram-se resumidas as informagfes relativas as amostras de
espinafres e alfaces recolhidas neste ensaio, respectivamente. De notar a quantidade de
nitratos presentes no solo, principalmente em Aruil/estufa (115,6 mg/kg NOgy), Aruil/ar livre
(200,2 mg/kg NOg3) e Tourinha/estufa (132,4 mg/kg NO3), e a quantidade de nitratos
presente na agua de rega de Aruil/estufa (150,8 mg/kg NO3). Estes teores deveriam ter sido
considerados na fase de delineamento do plano de adubag&o, o que nédo foi possivel,
conforme j& acima explanado. De acordo com o DR n° 236/98, em vigor desde 1 de Agosto
de 1998, o valor maximo recomendado de nitratos na agua € de 50 mg /L NOj, valor de

facto inferior ao obtido nas andlises de aguas realizadas.

Tabela 12 - Informacdes relativas as amostras de espinafres recolhidas para o estudo

Espinafre Espinafre Espinafre
Variedade Walibi Walibi Esmer
Local Aruil/estufa Calvos/estufa Aruil/Ar livre
Cultura anterior Nabica Terraplanagem Pousio
Data sementeira 05-Nov 05-Nov 26-Nov
Adubo Alanco A lango Alanco
Rega Furo Furo -
Data colheita 05-Jan 04-Jan 10-Fev
Hora colheita 8h30/14h00 8h30/14h00 9h30/14h00
NO; solo (mg/kg) 115,6 71,7 200,2
NO; dgua (mg/kg) 150,8 30,7 37,3
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Tabela 13 - Informacdes relativas as amostras de alfaces recolhidas para o estudo

Alface Alface
Variedade Matinale Judita
Local Tourinha/estufa Aruil/estufa
Cultura anterior Feijdo verde Nabica
Data sementeira 21-Nov 05-Nov
Adubo Alango Alanco
Rega Poco Furo
Data colheita 27-Jan 19-Dez
Hora colheita 8h30/14h00 8h30/14h00
NO; solo (mg/kg) 132,4 115,6
NO; agua (mg/kg) 3 150,8

As recolhas de amostras, tanto de espinafre quanto de alface foram realizadas em cada
produtor num Unico dia, repartido em dois momentos distintos - da parte da manha (inicio
colheita 8h30 — fim colheita 9h30) e da parte da tarde (inicio da colheital4h00 — fim da
colheita 15h00). A recolha de amostras de espinafre Esmer, foi efectuada as 9h30, pois
nesse dia a temperatura do ar encontrava-se demasiado baixa e 0s campos apresentavam-
se cobertos de gelo, dificultando o acesso as plantas.

No produto Alface lisa, os dados evidenciaram diferencas significativas entre as
modalidades de adubacgéo (Fs;1, = 12.932 com p = 0,000174) e também entre as medicdes
entre o Periodo da Manhad e da Tarde (Fi;4 = 15.6 com p = 0,002). Nao se verificaram
interaccdes entre o periodo de colheita e as modalidades de adubacéao.

No produto Alface frisada verificaram-se diferengas significativas entre as modalidades de
adubacéo (Fs;1» = 6.472 com p = 0,004), mas ndo entre o periodo de colheita. Ndo se
verificaram interacgdes entre modalidades de adubagéo e periodo de colheita.

Quanto ao produto Espinafre folhas, os dados sugerem diferengas significativas entre o tipo
de local (Fy;47 = 15.059 com p = 0,000324), mas ndo se verificam diferencas significativas
entre as modalidades de adubacdo, nem se verificam interac¢fes entre o tipo de local e as
modalidades de adubacéo.

No caso do produto Espinafre inteiro, os dados evidenciaram diferengas significativas do
teor de nitratos entre o tipo de local (Ar livre versus Estufa) (Fi47 = 19.268 com p =
0,000064) e também entre as medi¢cdes no periodo de colheita (Manha versus Tarde) (Fy;47
= 4.597 com p = 0,037). Ndo se observaram interac¢des entre o periodo de colheita,
modalidades de adubacéo ou tipo de local.

Em anexo encontra-se disponibilizado o tratamento de dados inerente a este subcapitulo
(Anexo ).

Nos resultados mostrados na figura 19, os dados do espinafre (inteiro e folhas), reportam

dados agrupados de dois produtores (estufas e ar livre). Estdo representados na figura 19

33



os valores médios de teores de nitratos em alface lisa, alface frisada, espinafre inteiro e

folhas de espinafre.
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Figura 19 - Distribuicdo dos valores médios do teor de nitratos (mg/kg) e respectivos intervalos de
confianca de 95% por tipo de adubo e periodo de colheita nos diferentes produtos

Ao observar a figura 19, pode-se constatar que as alfaces (tanto lisa como frisada)
apresentam teores superiores aos espinafres. Estes resultados vém no mesmo sentido dos
estudos de Mor, Sahindokuyucu & Erdogan (2010), que referem que a alface tende a
acumular teores de nitratos superiores, quando comparada ao espinafre.

No entanto, por seu lado, Muramoto (1999) refere que o espinafre € muitas vezes visto
como o vegetal que tendencialmente mais acumula nitratos, devido a sua estrutura, mais
concretamente devido a consisténcia dos peciolos por onde 0 ido nitrato passa e se
acumula e as folhas, onde este iao é reduzido e onde ocorre a assimilagdo. Certos vegetais
devido a um excessivo sistema de assimilacdo, a um deficiente sistema de reducédo, ou a
combinagédo destes sistemas, tendem a acumular mais nitratos que outros.
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Relativamente a hora da colheita, também foram registadas diferencas, no que diz respeito
ao tipo de alface. As alfaces lisas acumulam mais nitratos na colheita realizada de manha,
enquanto as alfaces frisadas apresentam um teor de nitratos superior na colheita da tarde.
De acordo com Krohn et al. (2003), ndo existem diferencas consideraveis na variedade de
alfaces lisa e frisada, o que importa é a diferenca de resposta das variedades aos
tratamentos a que foram submetidas, evidenciando a influéncia do factor genético sobre o
acumulo de nitrato. Os mesmos autores referem que apesar do factor genético ser
importante na tendéncia de acumulagdo de nitratos, também se devem considerar outros
factores, como o tipo de cultura, factores ambientais e a prépria instalacdo da cultura.
Observando a figura 20, relativamente a alface lisa, verifica-se que no caso da adubacao
convencional, existe uma maior acumulacdo de nitratos nas plantas, quando comparada
com o adubo Duratec. De facto, a modalidade de adubac¢édo 32 C (adubo convencional de
fundo com 32 unidades de azoto) € a que regista o0 teor mais elevado de nitratos em alfaces
lisas, apesar de apresentar menos unidades de azoto que qualquer outro adubo Duratec.
N&o se encontram explicagbes para o sucedido, mas o facto do proprio solo ja ter
disponiveis nitratos aquando da implementacdo do plano de adubacéo pode de alguma
forma influenciar estes resultados. Esta suposicdo também podera ser valida para tentar
explicar o facto de a modalidade de adubacdo O N (adubo de fundo com O unidades de
azoto), ndo ser o registo de menor concentragdo de nitratos em vegetais analisados neste
estudo.

Observando os resultados dos espinafres, verifica-se que as folhas apresentam teores de
nitratos inferiores quando comparados com o0s espinafres inteiros. A modalidade de
adubacdo em que se registou o valor mais baixo de nitratos, foi a 70 D (adubo Duratec com
70 unidades de azoto), tanto nas folhas de espinafre como em espinafres inteiros. Estes
dados podem sugerir que a partir de 70 unidades de azoto, as plantas possam adquirir azoto
em excesso que tendem a acumular nos seus tecidos.

Os resultados expostos na figura 20, relativos aos dados de espinafres de estufa séo
referentes a dois produtores, apresentando-se o0s dados agrupados. Os dados
representados no grafico representam os valores médios de teores de nitratos em

espinafres de ar livre e estufa.
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Figura 20 - Distribuicdo dos valores médios do teor de nitratos (mg/kg) e respectivas barras de
erro por tipo de adubo e produto (espinafre inteiro/espinafre folhas)

Ao analisar os resultados da figura 20, observa-se que a cultura em estufa registou teores
de nitratos geralmente superiores quando comparados com 0s teores registados da cultura
em ar livre. Vieira, Vasconcelos & Monteiro (1998) verificaram que em estufa os vegetais
tendem a acumular mais nitratos do que nas culturas realizadas em ar livre, tendo verificado
que no ar livre a acumulacédo ocorre mais lentamente. De acordo com Muramoto (1999),
existem diversos estudos que mostram a influéncia da luminosidade na acumulacédo de
nitratos em plantas, ao afectar a actividade da nitrato redutase. Este efeito pode ser
explicado, porque nas estufas existe menor intensidade luminosa, o periodo de luz diaria é
menor, com temperaturas mais elevadas que ao ar livre, podendo promover a mineralizacéo
e nitrificacdo do azoto nos solos das estufas durante os meses mais frios.

Quando se analisam os teores de nitratos em ar livre, ndo se consegue inferir qual o produto
(folhas de espinafre ou espinafre inteiro) que registou um teor de nitratos superior. No
entanto, importa referir que o valor mais baixo observado no ar livre foi na modalidade de 70

D (adubo duratec com 70 unidades de azoto), e que o valor mais elevado registado foi na
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modalidade 125 C (adubo convencional com 125 unidades de azoto), tanto em amostras de
folhas de espinafre como em amostras de espinafres inteiros. Isto pode sugerir que o adubo
convencional é o menos indicado para adubacdes de vegetais susceptiveis de acumular
nitratos, por libertar de uma forma n&o controlada o azoto, tornando-se assim o0 azoto mais
facilmente disponivel para as plantas assimilarem e acumularem nitratos nos seus tecidos.
No entanto, serdo necessarios estudos mais aprofundados sobre este tema. De acordo com
a bibliografia consultada, ndo existem conclusfes definitivas, e muitas vezes aquilo que é
relatado em teoria ndo esta de acordo com os resultados obtidos.

Relativamente a hora da colheita, de um modo geral, a colheita de amostras de espinafre
inteiro (tanto de estufa como de ar livre) da parte da manha registou teores de nitratos mais
baixos. Este facto vem reforcar os estudos de Turazi et al. (2006), que referem que em
colheitas realizadas a tarde, os vegetais apresentam um teor de nitratos superior, devido a
existéncia de menos luminosidade, 0 que se traduz numa reduzida actividade da nitrato
redutase.

Quanto ao tipo de produto, as amostras de folhas de espinafre registaram teores inferiores
de nitratos, em relagdo as amostras de espinafres inteiros, reforcando os estudos de Chan
(2011), que sugere que se retirem ou cortem os caules, ha medida em que se traduz numa
reducdo do teor de nitratos em alfaces e espinafres. Também Carranca (2000) chegou as
mesmas conclusdes, sugerindo que o corte de caules pode ser um método de reducdo do
teor de nitratos nas folhas de espinafre.

De um modo geral, as modalidades de adubag&o utilizadas neste ensaio contrariam 0s
estudos relatados na bibliografia, ndo se encontrando justificacdo para o seguinte. De facto,
Chen et al. (2004) realizaram ensaios para estudar o efeito do fornecimento de adubos
azotados na acumulacdo de nitratos em espinafres, e concluiram que a medida que se
aumentava a dosagem de adubo azotado no solo, maior a acumulagdo de nitratos nos
vegetais. Também Mantovani, Ferreira & Cruz (2005) efectuaram ensaios de andlise da
producdo de alfaces em funcédo da adubacdo azotada e verificaram que a medida que a
dose de adubo aumentava, maiores concentracdes de nitratos nas alfaces, o que nédo é
verificado neste ensaio.

Em projectos futuros deveria ter-se em consideracdo os valores de produgédo, os teores de
azoto (peso seco), por forma a poder relacionar a quantidade de adubo colocada em solo
aquando da adubacdo e o que realmente a planta adquire. Dever-se-ia igualmente
considerar as dotagbes de agua de rega, uma vez que, de acordo com alguns dos
resultados de analise de agua obtidas, a propria 4gua j& apresenta niveis de nitratos
consideraveis, podendo desta forma influenciar os resultados. Outro dos aspectos
importantes, em trabalhos futuros, poderd prender-se com a seleccdo de parcelas onde

possa ocorrer uma lixiviacdo dos solos, de modo a garantir que nenhum elemento presente
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do solo possa afectar os niveis de nitratos em vegetais, bem como efectuar o plano de
adubacéo, somente apoés os resultados de analises de solo e agua.

Apesar das limitagbes existentes neste ensaio, este trabalho revelou-se de extrema
importéncia por ter um envolvimento de area académica, da area comercial e da area da
producdo, permitindo que num futuro proximo as trés partes se aliem em novos ensaios e
gue consigam em comum eliminar ou prevenir algumas das dificuldades em n&o alcancar os
limites méximos estabelecidos por Lei, a seguran¢ca alimentar dos consumidores e 0s
interesses de todas as partes envolvidas. Este trabalho serviu de ponto de partida para
realizar um protocolo de elaboracdo de novos ensaios, tendo ficado certo das dificuldades e
possiveis entraves a sua elaboracdo. Os teores de nitratos em vegetais encontram-se
dependentes de diversos factores, entre os quais alguns relacionados com a propria planta,
com o solo e factores ambientais (temperatura e intensidade luminosa), pelo que, séo
essenciais umas boas praticas agricolas (por ser um factor manipulavel) de modo a garantir
e manter os niveis de nitratos dentro dos limites estabelecidos por Lei (Correia, 2009;
Andrade & Mendes, 2011).
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4 Considerag®es finais

Apbs a realizacdo destes ensaios e apesar de todas as condicionantes mencionadas,
concluiu-se que a maioria das amostras de vegetais recolhidas néo atingiu os limites
maximos estabelecidos na legislacao.

Dos resultados dos ensaios realizados preliminarmente e em campo, pode concluir-se que
as folhas de espinafre apresentam menor teor de nitratos que os espinafres inteiros. O corte
de folhas de espinafre parece ser uma medida eficaz na reducdo do teor de nitratos
veiculado por estes. No futuro seria de considerar alargar este tipo de estudos a outros
vegetais que sejam susceptiveis de acumular nitratos nos seus tecidos, como é o caso da
alface, principalmente por ter sido em alface que se registaram o0s teores de nitratos
superiores.

O ensaio realizado em estufa e em ar livre permite concluir que a cultura de espinafre
realizada em estufa apresenta teores de nitratos superiores relativamente a cultura de
espinafre efectuada em ar livre. A causa desta diferenca pode atribuir-se as condicdes
especificas a que as culturas em estufa se encontram sujeitas, nomeadamente, a
temperatura e intensidade luminosa, que de acordo com diversos autores, séo factores que
podem influenciar a acumulacdo de nitratos em vegetais.

Os resultados dos ensaios de campo, ndo permitem chegar a uma concluséao geral sobre o
tipo de adubo. Contudo, de acordo com os resultados obtidos, poder-se-a sugerir que o
adubo convencional possa ser 0 menos adequado para este tipo de culturas, pois foi o que
de um modo geral, implicou uma maior acumulagéo de nitratos em vegetais. Deste modo, 0s
ensaios deveriam ser repetidos, com maior nimero de replicados, por forma a melhor
compreender qual o efeito que a adubacdo tem sobre a acumulacdo de nitratos nos
vegetais, e tentar adequar o melhor possivel o plano de adubacgdo aos solos utilizados, por
forma a se obter o melhor rendimento e garantir a seguranca alimentar dos consumidores.

A hora a que se realiza a colheita ndo permitiu tirar ilacbes. Relativamente as alfaces
frisadas verificou-se uma maior acumulacdo de nitratos da parte da tarde, no caso da alface
lisa existe maior acumulacédo de nitratos da parte da manha. Quanto aos espinafres também
ndo existe grande consenso. No caso dos espinafres inteiros tendem a acumular mais
nitratos na colheita realizada a tarde, e as folhas de espinafres acumulam mais nitratos da
parte da manha. De modo a tentar compreender qual a influéncia da hora a que se realiza a
colheita no teor de nitratos acumulados em vegetais, dever-se-iam efectuar novos ensaios.
Apesar de certos vegetais serem susceptiveis de acumular nitratos nos seus tecidos, este
facto ndo deve ser considerado um risco em termos de efeitos nefastos no Homem, se
pensarmos que estes mesmos vegetais podem ser ricos em antioxidantes. Assim, revela-se

prioritario que se aprofunde o conhecimento do metabolismo dos nitratos e dos seus
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potenciais efeitos na salde humana, por forma a garantir uma melhor compreensdo dos

riscos associados a ingestao de nitratos provenientes da dieta.
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Estatisticas descritivas relativas aos dados preliminares

Teor nitratos (mg/kg)

Desvio Erro padrédo da
Produtor  Variedade Data N Média Mediana | Minimo Maximo padréo média (SE)
A Espinafre inteiro 28 Nov 2011 2 809.00 809.00 764 854 63.640 45.000
31 Jan 2012 2 2027.00 ( 2027.00 2002 2052 35.355 25.000
Total 4 1418.00 | 1428.00 764 2052 | 704.468 352.234
Espinafre folhas 28 Nov 2011 2 436.50 436.50 420 453 23.335 16.500
31 Jan 2012 2 2205.50 [ 2205.50 2061 2350 | 204.354 144.500
Total 4 1321.00| 1257.00 420 2350 | 1028.213 514.107
Total 28 Nov 2011 4 622.75 608.50 420 854 | 218.595 109.297
31 Jan 2012 4 2116.25( 2056.50 2002 2350 | 157.980 78.990
Total 8 1369.50 | 1428.00 420 2350 | 817.602 289.066
B Espinafre inteiro 28 Nov 2011 2 755150 | 7551.50 7044 8059 | 717.713 507.500
31 Jan 2012 2 2123.50 | 2123.50 1883 2364 | 340.118 240.500
Total 4 4837.50 | 4704.00 1883 8059 | 3167.227 1583.613
Espinafre folhas 28 Nov 2011 2 4376.00 | 4376.00 4299 4453 | 108.894 77.000
31 Jan 2012 2 2181.00 ( 2181.00 2180 2182 1.414 1.000
Total 4 3278.50 [ 3240.50 2180 4453 | 1268.843 634.421
Total 28 Nov 2011 4 5963.75 | 5748.50 4299 8059 | 1880.671 940.336
31 Jan 2012 4 2152.25| 2181.00 1883 2364 | 199.156 99.578
Total 8 4058.00 | 3331.50 1883 8059 | 2384.019 842.878
C Espinafre inteiro 28 Nov 2011 2 3833.50 | 3833.50 3743 3924 | 127.986 90.500
31 Jan 2012 2 2087.50 [ 2087.50 1878 2297 | 296.278 209.500
Total 4 2960.50 [ 3020.00 1878 3924 | 1025.130 512.565
Espinafre folhas 28 Nov 2011 2 3695.50 | 3695.50 3636 3755 84.146 59.500
31 Jan 2012 2 2421.50 | 2421.50 2138 2705 | 400.930 283.500
Total 4 3058.50 | 3170.50 2138 3755| 772.636 386.318
Total 28 Nov 2011 4 3764.50 [ 3749.00 3636 3924 119.031 59.515
31 Jan 2012 4 2254.50 [ 2217.50 1878 2705 | 346.449 173.225
Total 8 3009.50 [ 3170.50 1878 3924 | 842.003 297.693
Total Espinafre inteiro 28 Nov 2011 6 4064.67 | 3833.50 764 8059 | 3038.327 1240.392
31 Jan 2012 6 2079.33 | 2027.00 1878 2364 | 206.990 84.503
Total 12 3072.00 [ 2174.50 764 8059 | 2300.119 663.987
Espinafre folhas 28 Nov 2011 6 2836.00 | 3695.50 420 4453 | 1884.429 769.315
31 Jan 2012 6 2269.33 ( 2181.00 2061 2705| 233.483 95.319
Total 12 2552.67 2266.00 420 4453 | 1313.955 379.306
Total 28 Nov 2011 12 3450.33 | 3749.00 420 8059 | 2494.383 720.066
31 Jan 2012 12 2174.33 2159.00 1878 2705 232.593 67.144
Total 24 2812.33 | 2239.50 420 8059 | 1851.034 377.841
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Estatisticas descritivas relativas
Teor nitratos (mg/kg)

aos dados preliminares de 16 de Maio de 2012

Variedade

Desvio | Erro padrdo da
N Média Mediana | Minimo Maximo padrdo média (SE)
Espinafre inteiro 12 3072,00 | 2174,50 764 8059 2300,119 663,987
Espinafre folhas 12 2552,67 | 2266,00 420 4453 1313,955 379,306
Total 24 2812,33 | 2239,50 420 8059 1851,034 377,841
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ANEXO I
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Estatisticas descritivas relativas as amostras dos ensaios de campo

Teor nitratos (mg/kg)

Desvio Erro padrédo da
Variedade Tipo de local N Média Mediana Minimo Maximo padrdo média (SE)
Alface lisa Estufa 36 2811.56 2844.50 2157 3456 281.300 46.883
Total 36 2811.56 2844.50 2157 3456 281.300 46.883
Alface frisada Estufa 36 3045.39 3002.50 2234 3919 345.234 57.539
Total 36 3045.39 3002.50 2234 3919 345.234 57.539
Espinafre inteiro Ar livre 36 1558.06 1452.00 333 3606 813.695 135.616
Estufa 72 2395.13 2502.00 555 3687 733.186 86.407
Total 108 | 2116.10 2180.00 333 3687 854.657 82.239
Espinafre folhas Ar livre 36 1345.22 1250.50 121 2637 633.255 105.542
Estufa 72 1972.57 2073.00 465 3416 692.874 81.656
Total 108 | 1763.45 1866.00 121 3416 733.487 70.580
Total Ar livre 72 1451.64 1343.00 121 3606 731.815 86.245
Estufa 144 2183.85 2244.00 465 3687 741.762 61.813
Total 216 | 1939.78 1977.00 121 3687 813.944 55.382
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Alface lisa

Measure:teor_nitratos

Transformed Variable:Average

Tests of Between-Subjects Effects

Source Type Il Sum of Partial Eta
Squares Df Mean Square F Sig. Squared
Intercept 2,846E8 1 2,846E8 10472,797 ,000 ,999
Adubo 1756933,222 5 351386,644 12,932 0,000174 ,843
Error 326072,667 12 27172,722
Tests of Within-Subjects Effects
Measure Tear_nitratos
Type Il Sum Fartial Eta
Source of Sguares of Mean Square F Sig. Squared
factor Sphericity Assumed 361201.000 1 3E1201.000 15.600 ooz 565
Greenhouse-Geisser 361201.000 1.000 | 361201.000 15.600 .00z 565
Huynh-Feldt 361201.000 1.000 3E1201.000 15.600 ooz 565
Lower-baund 361201.000 1.000 361201.000 15.600 .00z 5B5
factor! *adubo  Sphericity Assumed 47434.000 g 9456.800 410 B33 146
Greenhouse-Geisser 47484.000 5.000 9496.800 410 B33 46
Huynh-Feldt 47434.000 5.000 9456.800 410 B33 146
Lower-bound 47484.000 5.000 9495500 410 833 146
Errarifactart) Sphericity Assumed 277852.000 12 23154333
Greenhouse-Geisser 277852.000 12.000 23154.333
Huynh-Feldt 277852.000 12.000 23154.333
Lower-bound 27FRa2.000 12.000 23154.333
Alface frisada
Tests of Between-Subjects Effects
Measure:Teor_nitratos
Transformed Variable:Average
Source Type Il Sum of
Squares Df Mean Square F Sig.
Intercept 3,339E8 1 3,339E8 5092,731 ,000
Adubo 2121428,556 5 424285,711 6,472 ,004
Error 786717,000 12 65559,750
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Espinafre folhas

Measure Teor_nitratos

Transformed Variahle: Averade

Tests of Between-Subjects Effects

Type Il Sum Fartial Eta
Saurce of Squares of Mean Square F Sin. Squared
Intercept 2.642E8 1 2.642E8 421193 .00o .00
adubo 42621449380 a 852420876 1.359 257 26
tipodelocal Q445548 894 1 Q445548 894 15.059 000324 243
Error 20479924 949 a7 B27232. 447
Espinafre inteiro
Tests of Within-Subjects Effects
Measure: Teor_nitratos
Type lll Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
factor1 Sphericity Assumed 1256600116 1 | 1256600.116 4.597 .037 .089

Greenhouse-Geisser 1256600116 1.000 | 1256600.116 4597 .037 .089

Huynh-Feldt 1256600116 1.000 | 1256600.116 4.597 .037 .089

Lower-bound 1256600.116 1.000 | 1256600.116 4,597 .037 .089
factor1 * adubo Sphericity Assumed 401970.639 5 80394.128 294 914 .030

Greenhouse-Geisser 401970.639 5.000 80394.128 294 914 .030

Huynh-Feldt 401970.639 5.000 80394.128 .294 914 .030

Lower-hound 401970.639 5.000 80394.128 294 914 .030
factor! *tipodelocal  Sphericity Assumed 110840.042 1 110840.042 406 527 .009

Greenhouse-Geisser 110840.042 1.000 110840.042 406 527 .009

Huynh-Feldt 110840.042 1.000 110840.042 .406 527 .009

Lower-hound 110840.042 1.000 110840.042 406 527 .009
Error(factor1) Sphericity Assumed 12846878.07 47 273337.831

Greenhouse-Geisser 12846878.07 47.000 273337.831

Huynh-Feldt 12846878.07 47.000 273337.831

Lower-hound 12846878.07 47.000 273337.831

Tests of Between-Subjects Effects
Measure: Tear_nitratos
Transformed Yariable: Average
Type I Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Sguare F Sig. Squared
Intercept ATE063276.1 1 ATE063276.1 429740 .0oo A0
adubo 58125844 491 g 1162588.893 1.332 26T 124
tipodelocal 1681644612 1 1681644612 18268 000064 281
Errar 4102013777 47 B72765.884
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