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Resumo

O ano de 2017 foi o mais devastador na udltima década em termos de area ardida.
Nesse ano, e principalmente nos meses de junho e outubro, perderam-se milhares de
hectares de floresta, vidas humanas, bens materiais e a seguranga e a qualidade da agua, dos

alimentos e do ar foi afetada ().

Os PAHs sao compostos nocivos formados pela combustao incompleta de material
organico e, com estes incéndios, foram produzidos em concentragoes muito elevadas. Sendo
compostos persistentes no ambiente, acumulam-se nos solos e na agua e podem passar para
a cadeia alimentar causando danos no ser humano. Os PAHs tém atividade carcinogénica,

genotoxica e teratogénica (2).

Este trabalho teve como finalidade comparar as concentracoes de PAHs em mel
recolhido e extraido antes e apds os incéndios, para varias regioes afetadas por estes e
perceber se os fogos teriam algum impacto em termos da seguranga alimentar do mel. O
mel é um género alimenticio produzido de forma natural e que se guarda durante varios
anos sendo, por esta razao, muito facil de recolher amostras anteriores e posteriores aos
incéndios. As amostras de mel foram recolhidas em diversos concelhos da zona centro
especialmente os mais afetados pelos incéndios de outubro. Foram recolhidas amostras de
mel extraidas no verao de 2017 (antes dos incéndios) e do verio de 2018 (apds os
incéndios) do mesmo apicultor. Cada apicultor teve o cuidado de fornecer mel do mesmo

local para que a contaminagao base do ambiente fosse semelhante.

Com este trabalho foi otimizada e validada uma metodologia para a extragao de
PAHSs para amostras de mel sendo os limites de detegao para cada um dos PAHS: 0,07 pg/kg
para o B(a)A, 0,08 pg/kg para o Cris, 0,07 pg/kg para o B(b)F e 0,09 pg/kg para o B(2)P e os
limites de quantificagao 0,21 pg/kg para o B(a)A, 0,23 pg/kg para o Cris, 0,22 pg/kg para o
B(b)F e 0,27 pg/kg para o B(a)P (considerando uma toma tipica de mel de 10 gramas,
reconstituido em | mL de volume final e a recuperacao média determinada para cada um
dos compostos). Os valores encontrados permitem que o método seja usado para controlo
de mel, ao nivel de valores legais ja estabelecidos para outras matrizes (o teor mais baixo
legislado é | pg/kg). Em nenhuma das amostras foram detetados PAHs e, desta forma,
considera-se que na producio de mel de 2018, nas regices estudadas, nio houve

contaminagao do mel produzido com PAHSs provenientes dos incéndios de 2017.



Apesar dos resultados obtidos nao evidenciarem contaminagao por PAHs, é
necessario continuar a monitorizar nao sé o mel, mas os diversos alimentos que possam ser

afetados a longo prazo por esta catastrofe.

Palavras-chave: hidrocarbonetos aromaticos policiclicos; mel; incéndios florestais.



Abstract

2017 was the most devastating year in terms of burned area. In that year, and
especially in June and October, thousands of forest hectares and some human lives were lost

and the water, food and air quality and security were threatened (1).

The PAH are formed by the incomplete combustion of organic material and, with
these fires, they were produced in high concentrations. As they are persistent in the
environment, they accumulate in the soil and water, they can go through the food chain and

be harmful to humans. PAH have carcinogenic, genotoxic and teratogenic activity (2).

In this thesis, the PAH concentration in honey collected and extracted before and
after the fires was compared to understand their influence in food security. Honey is
produced naturally and can be stored for several years. For that reason, it is easy to collect
samples produced before and after de fires. The honey samples were collected in several
cities of the center area, especially the most affected by the October fires. Honey samples
extracted in 2017’s summer (before the fires) and 2018’s summer (after the fires) were
collected. Each beekeeper provided honey from the same place in order to the basal

contamination be similar.

With this work, it was optimized and validated a methodology to extract PAHs from
honey samples with values of LOD of: 0.07 pg/kg for B(a)A, 0.08 pg/kg for Cris, 0.07 pg/kg
for B(b)F and 0.09 pg/kg for B(a)P and LOQ of 0.21 pg/kg for B(a)A, 0.23 pg/kg for Cris,
0.22 pg/kg for B(b)F and 0.27 pg/kg for B(a)P (considering a typical sample weight of 10
grams, recovered in | mL of final volume and a mean recovery rate for each compound).
These values allow the method to be used to control honey, to already established legal
limits to other matrices (the lowest content legislated is | pg/kg). In none of this samples
were detected PAHs and it is considered that in 2018’s honey’s production, in the studied

regions, there was no honey contamination with PAHs because of 2017’s fires.

Despite the results showing no contamination from PAHs on honey, it is necessary
to continue to monitor, not only the honey, but also the several foods that could be affected

in the future by this catastrophe.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons; honey; forest fires.
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|I. Contextualizacao e objetivos

O ano de 2017 foi o ano mais severo em termos de area ardida dos dltimos 10 anos
com 442 418 hectares queimados sendo que, no més de outubro arderam 223 901 hectares
(correspondente a 51 % da area ardida total do ano). Nesse ano, existiram |16 dias em
alerta amarelo ou superior devido as condigdes meteoroldgicas que eram favoraveis a
propagacao de incéndios florestais (I). Os dois principais incéndios ocorreram em junho e
outubro, em Pedrégao Grande e na regiao norte e centro, respetivamente. No total
morreram mais de 100 pessoas e mais de 250 ficaram feridas o que faz deste ano o pior de

sempre (3) relativamente a perdas humanas.

Em grandes incéndios como estes (fogos cuja area ardida é igual ou superior a 100
hectares) (1) além das mortes que ocorrem também se verificam grandes danos, nao so a
nivel material e de biodiversidade, mas também na salide das populagoes (com a inalagao de

fumo) e pode existir um potencial risco na seguranga da agua e dos alimentos.

De modo a perceber qual é a influéncia de grandes incéndios na seguranca alimentar
€ necessario que haja resultados do mesmo tipo de amostras e do mesmo local antes e
depois do incéndio. S6 assim se consegue fazer de um modo mais adequado a comparagao

de ambos os cenarios.

Como a ideia deste estudo surgiu apos os incéndios de 2017, seria necessario
escolher um alimento para o qual fosse possivel encontrar amostras existentes antes dos
incéndios e amostras produzidas no ano de 2018. O género alimenticio escolhido foi o mel
exatamente por esta razao: era expectavel encontrar amostras, no estado natural, antes e
depois dos incéndios. Os PAHs sao compostos persistentes e formados, principalmente, pela
combustio incompleta de material organico, podendo presumir-se que durante estes

incéndios tenham sido produzidos em elevadas quantidades.
Os principais objetivos deste trabalho sao determinar as concentragoes de PAHs nos

méis da zona centro antes e apos os fogos e perceber se os incéndios de 2017 estao

relacionados com alguma possivel alteragao nestes valores.
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2. Seguranca Alimentar

Ao longo dos anos a seguranga dos alimentos tem sido um tema cada vez mais
debatido e explorado na comunidade cientifica com cada vez mais interesse por parte das
populagoes. Existem varios perigos a ter em conta quando se fala sobre alimentos. Os mais
comuns sao os perigos bioldgicos, os perigos fisicos e os perigos quimicos (4). Os primeiros
sao aqueles que apresentam um maior risco na seguran¢a dos alimentos e podem ser
bactérias, parasitas e virus, por exemplo. Estes microrganismos siao eliminados, na sua
maioria, quando se expoe o alimento a elevadas temperaturas e, por isso, os casos de
doenga ocorrem, mais frequentemente, quando a contaminagao ¢ feita depois dos alimentos
estarem cozinhados ou quando sao consumidos crus. Os perigos fisicos sao todas as
matérias estranhas que estao num alimento. Estas matérias podem ser ossos, espinhas ou
fragmentos de madeira, vidro ou metal, por exemplo, e provocam efeitos imediatos quando
ingeridos ao causar lesoes no trato gastrointestinal e/ou asfixia (5). Os perigos quimicos sao
substancias quimicas que podem estar presentes nos alimentos resultantes da adigao ou
contaminagao de produtos usados em qualquer momento da sua produgao, processamento
ou transporte, por exemplo. Dos varios perigos quimicos podem enumerar-se os pesticidas,
os PAHs e os metais pesados (6). Neste caso, as doengas sao provocadas, normalmente,
devido a acumulagao destas substincias no organismo, o que é problematico a longo prazo,

podendo provocar alteragdes hormonais ou cancro (4).

Apesar de ser impossivel eliminar todos os perigos dos alimentos que consumimos é
indispensavel controlar a sua contaminagao, visto que uma contaminagao elevada ou a
propagacao de microrganismos patogénicos em alimentos podem causar doengas ou

perturbagoes nos consumidores.

De modo a evitar potenciais riscos que possam por em causa a saude dos
consumidores deve ser implementado um sistema de Andlise de Perigos e Controlo de

Pontos Criticos (HACCP) em todas as empresas do setor alimentar.

Este sistema passa pela aplicagao de principios técnicos e cientificos em toda a cadeia
alimentar desde a sua produgao até ao momento em que o alimento esta a ser consumido
(X3 /4 " . 7. " . . . . .
(*do prado até ao prato”). Estes principios tém como objetivo identificar os perigos,

estabelecer e aplicar medidas preventivas e corretivas para esses perigos, estabelecer
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processos regulares de verificagao das medidas aplicadas e criar um sistema de registo para

todos os controlos efetuados (8).

A avaliagao do risco é um dos componentes da andlise do risco que permite estimar
a associagao entre a exposicao a um perigo e a ocorréncia de resultados que ponham em
causa a salde das populagoes. Esta analise é feita em quatro passos: a identificagao e a
caracterizagao do perigo, a avaliagao da exposigao e a caracterizagao do risco. No caso dos
PAHs, a identificagao e a caracterizagao do perigo ja estao definidos (7). Isto é, sabe-se o que
sao PAHSs, como sao formados e a sua composicao bem como os seus efeitos quando existe
uma exposigio elevada por parte dos individuos. E necessirio agora verificar, através de
dados estatisticos, com que frequéncia e de que modo é que os PAHs entram na cadeia
alimentar das populagoes (neste caso em concreto, perceber qual é a ingestao média diaria
de mel e os niveis de contaminagao médios nele presentes) para avaliar a exposicao, e de
seguida, estimar a probabilidade e a severidade com que estes compostos afetam a
populagao. Finalmente, é necessario que haja uma boa gestao e comunicagao do risco para
que a informagao chegue com a rapidez, pertinéncia e o cuidado necessirios a essa

populagao.
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3. Mel

3.1- As abelhas e o mel

As primeiras abelhas da espécie Apis melifera, que sao as abelhas do mel mais
estudadas e conhecidas, apareceram na era Cenozoica ha cerca de cinquenta e cinco milhoes
de anos. A colheita de mel pelo ser humano comegou com o Homo sapiens ha cerca de
trezentos e cinquenta mil anos. As provas mais antigas desta interagao correspondem a
gravuras do Mesolitico onde se encontram imagens de uma pessoa a subir uma rocha e

outra com um saco ao pé do ninho e varias abelhas a voar a volta (9).

Cada ninho tem uma abelha-rainha cuja unica funcao é por ovos para assegurar a
continuidade da espécie. Estes ovos, ao desenvolver-se podem formar abelhas-operarias,
abelhas-rainha ou zangaos. Os ovos das abelhas-operarias sao colocados no favo. Estas
abelhas sao as mais pequenas da colmeia e sao as que sao normalmente encontradas nos
campos e nas flores. Todas estas abelhas sao fémeas e as suas fungdes sao guardar e
construir a colmeia, recolher o néctar e o polen, polinizar as flores e tratar das abelhas mais
jovens (10). As abelhas-rainha desenvolvem-se através de larvas cujos ovos foram colocados
em alvéolos construidos propositadamente com um tamanho maior e em forma de
amendoim (I1) e apenas comem geleia real que é produzida por glandulas das abelhas
operarias. E esta alimentacio que faz com que o sistema reprodutor destas abelhas se torne
muito mais desenvolvido. Quando adultas, abandonam o ninho com algumas abelhas-
operarias para criar um ninho novo. Os zangaos sao todos os machos e apenas servem para
fertilizar as abelhas-rainha (10). Quando as abelhas-rainha abandonam o ninho onde
nasceram, os zangaos ja estao a espera no local do novo ninho para as fecundar. No
momento em que se estao a reproduzir, o aparelho reprodutor fica agarrado as abelhas e os
zangaos ficam desmembrados. Por isso, quando se separam, morrem imediatamente. Os
zangaos que nao forem escolhidos para a copulagao voltam para a colmeia, mas, ao fim de

algum tempo sao excluidos e expulsos pelas abelhas.

No verao, a populagao nas colmeias aumenta exponencialmente ascendendo até aos
milhares de abelhas e é nessa altura que se desenvolvem mais abelhas-rainha e zangaos

sendo, por isso, uma altura em que novos ninhos sao formados.
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3.2- Categorias do mel

Segundo o Decreto-Lei n® 214/2003 (12), o mel é uma “substancia agucarada natural
produzida pelas abelhas da espécie Apis melifera a partir do néctar de plantas ou das
secre¢oes provenientes de partes vivas das plantas ou de excreg¢oes de insetos sugadores de
plantas que ficam sobre partes vivas das plantas, que as abelhas recolhem, transformam por
combinagdo com substincias especificas proprias”. A esta substancia nao pode ser
adicionado qualquer tipo de ingrediente ou aditivo alimentar nem removido algum dos seus

elementos (13).

Existem diversas formas de categorizar o mel desde a sua origem, tipo e fonte do
néctar, por exemplo. Na Tabela | encontram-se resumidas algumas destas categorias e a

descricao de cada uma delas (12) (14).

Tabela | - Tipos de mel
Categoria Descricdo

Segundo a sua origem
Mel de néctar Mel obtido através do néctar das plantas
Mel obtido a partir, principalmente, de excregoes de insetos sugadores de

Mel de melada plantas (como cigarras, por exemplo) que ficam nas plantas ou secregoes
de plantas

Segundo a fonte do néctar

Floral
Unifloral Mel recolhido do mesmo tipo de flor
Multifloral Mel recolhido de flores de varios tipos
Nio floral Mel de abelhas que extraem os agucares de tecidos vivos de plantas e

frutas e/ou de excregoes de insetos que estdo nas plantas
Segundo o modo de apresentacdo ou producao
Mel em favos Mel armazenado nos alvéolos dos favos

Mel com pedagos de
pecat Mel que contém pedagos de mel em favos

favos
Mel escorrido Mel obtido pelo escorrimento de favos
Mel centrifugado Mel obtido pela centrifugagao de favos
Mel prensado Mel obtido pela compressao de favos com aquecimento maximo de 45 °C
Mel filtrado Mel obtido pela eliminagao de substancias estranhas da sua composigao

Segundo o tipo

Mel de apiario Mel produzido por Apis cerana indica e Apis melifera em apiarios

Mel produzid I Ihas Api inh I de Api
Mel florestal el produzido pelas abelhas Apis dorsata ou ninhos selvagens de Apis

cerana indica
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Todas as propriedades fisicas e quimicas tais como a cor (que pode variar desde
quase incolor a castanho-escuro) (12), o aroma, a densidade, a viscosidade, o sabor e o valor
nutricional sao diferentes segundo o tipo de mel e influenciadas pelo tipo de flores usadas e

pelas condi¢oes climaticas (14).

Existe também o mel para uso industrial. Este mel nao deve ser consumido em cru e
pode ter uma cor e sabor anormais, ter sido sobreaquecido e ter fermentado ou comegado
a fermentar. O mel para uso industrial serve para ser utilizado como ingrediente de outros

géneros alimenticios (12).

3.3- Composicao quimica, ingestio média diaria e limites
legais

O mel é uma solugao aquosa de aglcar hidrolisado com uma mistura complexa de
proteinas, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, polifendis, vitaminas, minerais e outros
compostos (14). O mel nao é um género alimenticio comido diariamente e em grandes
quantidades. Apesar da sua enorme variedade a nivel de constituintes na sua composigao, a
contribuicio do mel para a Dose Diaria Recomendada de nutrientes é muito baixa. Uma
colher de mel (cerca de 20 g) apenas contribui em cerca de 3 % para as necessidades

energéticas recomendadas diariamente (15).

A sua composicao depende da origem floral, do néctar recolhido, da fisiologia da

abelha e do modo de processamento apos a colheita do mel (16).

Segundo a legislagao portuguesa (12), no mel de néctar, a soma do teor de frutose e
glucose deve ser sempre superior a 60 % e no mel de melada e nas misturas de mel de
melada com mel de néctar deve ser, no minimo, 45 %. Estes aglcares sao os que estio em
maior quantidade no mel (9) e, em zonas temperadas, podem chegar até 80 % da sua
composicao (14). No mel em geral, o teor de sacarose nao pode ultrapassar os 5 %. Um
valor alto de sacarose esta relacionado com a maturagao do mel ou pode ser revelador de
adulteragoes. Apesar disso, é também influenciado pela origem botanica do mel (17). Assim
sendo, ha excegdes no que a este parametro dizem respeito, e ha certos méis especificos
em que este valor passa a ser 10 % e |5 %. Dentro destas excegdoes encontra-se, por

exemplo, o mel de citrinos e rosmaninho, respetivamente (12).
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O teor de agua depende das condigoes climaticas, da humidade dentro do favo, do
néctar e do modo de extracao e armazenamento do mel (14). O mel para consumo humano
deve ter, no maximo 20 % de agua (12), sendo que, com valores superiores a |18 % existe o
risco de ocorrer fermentagao. Apenas o mel de urze tem uma exceg¢ao em que o valor
maximo é de 23 % visto que, este mel tem, naturalmente, um teor de agua superior (17)
talvez devido ao facto de que o mel de urze é um mel com origem montanhosa e,
normalmente esta acompanhado de silvas — o que torna o mel com mais humidade (18).
Como descrito anteriormente, apenas nos méis para uso industrial pode ocorrer
fermentagao. Deste modo, o mel para uso industrial tem também o valor maximo legislado

de 23 % para o teor de agua e o mel de urze para uso industrial de 25 % (12).

O mel tem também alguns acidos na sua composicao sendo o mais predominante o
acido glicdlico. Os acidos nao sao sé responsaveis por conferir sabor, mas também para
manter a estabilidade do mel contra microrganismos (19) como veremos no ponto 3.5. O

pH do mel pode variar muito (ha estudos que descrevem valores de pH entre 3.4 e 6.1)

(14).

Apesar de ter |8 aminoacidos essenciais e nao essenciais (14) estes nio apresentam
valor nutricional significante porque estdo em pouca quantidade. E pela quantidade de azoto
que se consegue determinar o teor de proteina numa amostra. Em média, o mel tem 0,04 %
de azoto e apenas 40 % a 65 % correspondem a proteina (o restante corresponde a
aminoacidos livres) (19). A quantidade e distribuicio de aminoacidos é caracteristica e
permite perceber a origem botinica do mel (14). Estudos indicam que a presencga de valor
mais elevados de proteina faz com haja uma diminuigao na tensao superficial e aumenta a
tendéncia de formar espuma e bolhas de ar. Um exemplo pratico é o mel de trigo sarraceno
que ja tem, naturalmente, um maior conteido em proteina e a essa tendéncia de formar

bolhas de ar e espuma confirma-se (19).

O mel tem também outros compostos que sao Uteis para detetar a origem e
adulteragoes. E o caso dos compostos volateis e dos polifendis. Os primeiros sao como que
impressoes digitais do aroma e os segundos sao potenciais marcadores bioquimicos para a

autenticagao de propriedades antioxidantes e da origem geografica do mel (14).

O valor de HMF é usado, muitas vezes, como indicador da qualidade do mel. Este
composto é formado naturalmente através da decomposicao da frutose em meio acido, mas

também pode ser resultado de um armazenamento inadequado, da adigao de agucares ao
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mel e da exposicao do mel a temperaturas elevadas (o que fomenta a produgao de HMF)
(20). Apesar de ainda nao haver dados que indiquem que a ingestao de HMF seja prejudicial
ao ser humano, existem limites maximos legislados para que se evitem adulteragoes. O mel
em geral (exceto o mel para uso industrial que pode ser aquecido) tem um limite maximo
estabelecido de 40 mg de HMF por kg de mel. No mel de regides tropicais este valor passa
para 80 mg/kg de mel, possivelmente por estar mais exposto ao calor e, naturalmente,

produzir uma quantidade superior de HMF.

Além dos indicados, ha outros limites legais que é necessario serem cumpridos como

é o caso dos parametros enunciados na Tabela 2 (12).

Tabela 2 - Limites legais de alguns compostos no mel (12)

Critério Legislacdo
Teor de matérias Em geral: max: 0,1 g/ 100 g mel
insoliveis na agua Mel prensado: max: 0,5 g/ 100 g mel

Em geral: max: 0,8 mS /cm
Condutividade elétrica Mel de melada, mel de flores de castanheiro:
min: 0,8 mS/cm

Em geral: max: 50 mEq /kg de mel
Mel para uso industrial: max: 80 mEq /kg de mel
Em geral (exceto mel para uso industrial): min: 8

Acidos livres

indice diastasico Mel com baixo teor de enzima e teor de HMF nao

superior a |5 mg/ kg: min: 3

3.4- Contaminac¢dao: como e com qué?

Sendo o mel um alimento ingerido, normalmente, sem qualquer tipo de
processamento, todas as formas de contaminagao nele presentes nao siao eliminadas. A
contaminagao do mel pode ocorrer de diversas formas. Pode ocorrer contaminagao direta
quando é o apicultor que, de forma nao propositada, contamina o mel com que esta em
contacto; contaminagao indireta advém das praticas agricolas e do ambiente (21). Apesar da
legislagao indicar que o mel deve estar livre de “matérias organicas e inorganicas estranhas a
sua composi¢ao” (12) o mel pode estar contaminado de varias formas. Das diversas formas

de contaminagao, as mais comuns sao toxinas, pesticidas, PAHs e PCBs (21).

Existem varios fatores que influenciam o tipo e o nivel de contaminantes no mel,

como seja o aumento do uso de produtos quimicos como por exemplo pesticidas. A
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contaminagao do mel depende também da fisiologia da abelha e da contaminagao ambiental a
que estao expostas, da localizagao das amostras, do tratamento do mel apds a sua colheita e

da origem e do tipo de flora (21).

Pela cor do mel consegue-se perceber facilmente algumas caracteristicas. Estudos
indicam que o mel com uma cor mais escura tem maiores concentragoes de cadmio, ferro e
chumbo enquanto que os méis de cor mais clara tém uma concentragao superior de

aluminio e magnésio (10).

Tanto as abelhas como os produtos resultantes da sua atividade sao bons indicadores

de contaminagao por muitas razoes (10):

sao ubiquos no ambiente e facilmente identificaveis;

existem em muitos habitats, incluindo os habitados e contaminados pelo Homem;

estao presentes durante o ano todo;

acumulam contaminantes;
- as abelhas recolhem o néctar de diversas plantas, em localizagoes diferentes além de

sobrevoarem e recolherem néctar de areas com uma grande extensao;

é facil apanhar as abelhas, porque todas as noites elas voltam as colmeias;

sao produtos faceis de obter e a um prego baixo;

reproduzem-se rapidamente e tém um ciclo de vida pequeno;

adaptam-se a condigoes menos favoraveis.

3.4.1- Botulismo

O mel contaminado com esporos de Clostridium botulinum esta associado a um
elevado nimero de casos de botulismo em criancas. O botulismo é uma doenca
potencialmente fatal e rara, causada pela ingestao de neurotoxinas de C. botulinum. Esta
bactéria produz esporos que, na auséncia de oxigénio germinam, crescem e produzem
toxinas. O botulismo é caracterizado pela paralisagao muscular generalizada dos musculos

que, numa fase final, levam a falha respiratoéria pela falta de movimentos respiratorios.

Ao contrario da bactéria, as toxinas nao se degradam em meios acidos e, por isso,
mantém-se presentes no mel. Os esporos e as toxinas sao também resistentes ao calor. A

ingestao de esporos e toxinas por criangas € muito perigosa, principalmente até aos 6 meses
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de idade porque nesta altura as defesas do organismo das criangas nao estao completamente
desenvolvidas e o sistema imunitdrio nao os consegue eliminar. Por esta razao, nao é

recomendado a ingestao de mel por criangas até | ano (22).

3.5- Propriedades terapéuticas e beneficios do mel

Devido a composicao e caracteristicas tipicas do mel este possui propriedades
benéficas ao organismo e ao sistema imunitario. De entre estas propriedades encontram-se
as atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias e antioxidante além de ajudar na cicatrizagao

de feridas cutaneas (14).

A composicao do mel confere-lhe propriedades antimicrobianas. O mel tem tanto a
capacidade de inibir o crescimento de bactérias (atividade bacteriostatica) como a de as
eliminar (atividade bactericida). A primeira e principal razao é o facto de este ter uma
enorme quantidade de agucar, tornando-o uma solugao saturada, aumentando a
concentragao osmotica e, por consequéncia, baixando a atividade da agua. Isto faz com que
os microrganismos nao tenham agua nem suporte para o seu crescimento e acabem por
morrer desidratados. A acidez também é um fator que auxilia na acao bacteriostatica. O
nivel de acidez do mel é, normalmente, inferior ao ideal para o crescimento e propagacao da
grande maioria dos microrganismos patogénicos. Mais concretamente, o mel tem uma agao
eficaz contra a ligagao de Salmonella as mucosas do intestino e também ¢é Util no combate a

Escherichia coli O157:H7 (a estirpe mais perigosa de E. coli) e Helicobacter pylori.

Como visto anteriormente, a acidez do mel confere estabilidade contra
microrganismos. Uma das reagoes que ocorre no organismo depois da ingestao do mel é a
oxidagao da glucose. A glucose resultante da conversao da sacarose (em glucose e frutose)
formada pela agao da invertase sofre oxidagado em meio aquoso na presenca de glucose

oxidase e forma acido gluconico e peroxido de hidrogénio. De forma geral,

Equacao 1: Glucose + H,0 + 0, — Acido glucénico + H,0,

As propriedades terapéuticas que daqui advém relacionam-se com decomposi¢ao do

H,O, em radicais livres. Estes radicais sio muito reativos e vao interagir e matar as bactérias

(14).

20



A atividade antioxidante do mel provém, na sua maioria, dos compostos fendlicos
presentes no mel. De uma forma geral, o que os antioxidantes fazem ¢ inibir a formagao de
radicais livres e diminuir os efeitos adversos causados por oxigénio reativo e azoto. Ha
estudos que indicam que os méis mais escuros tém uma concentra¢ao maior de compostos
fenolicos e que, por isso, tém uma atividade antioxidante maior do que os méis de cor mais

clara (17).

Os componentes responsaveis pela atividade anti-inflamatéria do mel sio os
flavonoides. Apesar dos mecanismos ainda nao serem bem compreendidos sabe-se que estao
relacionados com a atividade antioxidante dos mesmos e que promovem a eliminagao dos

agentes oxidantes (responsaveis pela inflamagao) (17).

A nivel celular, o mel estimula também a multiplicagao de linfécitos B e T e ativa os
neutrofilos, células responsaveis pela defesa do organismo contra organismos estranhos ao
corpo. Também potencia a produgao de TNF-a que sao células capazes de provocar a
apoptose de células tumorais. Além disso, o mel pode também ser usado no tratamento de
feridas, sendo ja um ingrediente de diversos medicamentos. Devido a sua natureza viscosa, o
mel forma uma barreira que evita a contaminagao da ferida e promove a formagao de novos
capilares sanguineos em tecidos mais profundos da pele. Auxilia também a produgao de

fibras de colagénio, estimula o crescimento de células epiteliais e previne cicatrizes. (14)
A adicao de mel a medicamentos como xaropes, por exemplo, além de todas as

vantagens terapéuticas anteriormente descritas, € uma forma facil e barata de tornar este

medicamento mais doce e aceitavel (23).
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4, Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

4.1- Caracteristicas gerais

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, comummente designados por PAHs, sao
compostos organicos sem cor, brancos ou amarelados. Estas substancias sao constituidas
apenas por carbono e hidrogénio organizados em dois ou mais anéis aromaticos combinados
em variadas estruturas (2). Na Figura | encontram-se algumas destas estruturas sendo estas

(da esquerda para a direita) exemplos de uma estrutura linear, angular e agrupada.

Antraceno Dibenzo (ah) antraceno ~ Benzo(a)pireno

Figura | - Exemplos de estruturas moleculares de alguns PAHs

Os PAHs estao divididos, essencialmente, em dois grandes grupos: os PAHs com
baixo peso molecular, onde se encontram os compostos com até quatro anéis aromaticos; e
os PAHs com elevado peso molecular que sao os compostos com mais de quatro anéis
aromaticos (24) e que, devido ao nimero mais elevado de anéis aromaticos sao mais
estaveis e toxicos (25). Os PAHs tém pontos de ebulicio e de fusio elevados, baixa pressao
de vapor, fraca solubilidade na agua, sao sensiveis a luz e resistentes ao calor (2). Além disso,
sao também persistentes no ambiente (podendo acumular-se no solo durante décadas) (26),
ubiquos no solo, na agua e no ar (7), lipofilicos e hidrofébicos (27). Estas duas ultimas
particularidades indicam que os PAHs tém elevada afinidade com tecidos lipidicos, muito
pouca afinidade com a agua e permitem que haja uma acumulagao dos compostos nos
tecidos das plantas e dos animais (26). Estes compostos apresentam fluorescéncia e tém um

espetro no UV caracteristico que permite que haja uma identificagao simples e inequivoca

).

Como descrito mais pormenorizadamente no ponto 4.4, os PAHs tém efeitos
negativos nas populagoes. Além de ser o mais estudado, o benzo(a)pireno é o unico PAH
que pertence ao grupo | da IARC e que é carcinogénico para os humanos (27). Contudo,
existem outros PAHs considerados prioritarios pela US-EPA (28) e pela EFSA (29) que se

encontram descritos nas Tabelas 3 e 4 com o grupo da IARC ao qual pertencem (30).
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A IARC desenvolveu uma classificagao que avalia a carcinogenicidade de substancias.
Esta classificagao consiste em cinco grupos sendo o grupo | o que contém os compostos
considerados carcinogénicos e o grupo 4 os compostos que nao apresentam
carcinogenicidade para o ser humano (30). Deste modo:

- Grupo |: os compostos sao carcinogénicos para os humanos;

- Grupo 2A: os compostos sao, provavelmente, carcinogénicos para os humanos;

- Grupo 2B: os compostos sao, possivelmente, carcinogénicos para os humanos;

- Grupo 3: os compostos nao podem ser classificados como carcinogénicos para os
humanos;

- Grupo 4: os compostos provavelmente nao sao carcinogénicos para os humanos.

Tabela 3 - |6 PAHs prioritarios pela EPA e os
respetivos grupos da IARC
Tabela 4 - |5 PAHs prioritarios pela EFSA e os
respetivos grupos da IARC

Composto Grupo IARC

Naftaleno Grupo 2B Composto Grupo IARC
Acenafteno Grupo 3 Benzo(a)antraceno Grupo 2B
Acenaftileno | ceeeeeeee- Benzo(b)fluoranteno Grupo 2B
Fluoreno Grupo 3 Benzo(j)fluoranteno Grupo 2B
Fenantreno Grupo 3 Benzo(k)fluoranteno Grupo 2B
Antraceno Grupo 3 Benzo(g,h,i)perileno Grupo 3
Fluoranteno Grupo 3 Benzo(a)pireno Grupo |
Pireno Grupo 3 Criseno Grupo 2B
Benzo(a)antraceno Grupo 2B Ciclopenta(c,d)pireno Grupo 2A
Criseno Grupo 2B Benzo(a,h)antraceno Grupo 2A
Benzo(b)fluoranteno Grupo 2B Dibenzo(a,e)pireno Grupo 3
Benzo(k)fluoranteno Grupo 2B Dibenzo(a,h)pireno Grupo 2B
Benzo(a)pireno Grupo | Dibenzo(a,i)pireno Grupo 2B
Benzo(a,h)antraceno Grupo 2A Dibenzo(a,l)pireno Grupo 2A
Benzo(g,h,i)perileno Grupo 3 Indeno(1,2,3,c,d)pireno Grupo 2B
Indeno(1,2,3,c,d)pireno Grupo 2B S-metilcriseno Grupo 2B

Os compostos assinalados a negrito sao os que estao em comum nas duas listas e
que, por este motivo, sao mais estudados pela comunidade cientifica. Estes oito PAHs sao
denominados PAHS8. Era pratica comum a determinagao destes oito compostos em géneros
alimenticios. Contudo, estudos indicam que a analise de apenas quatro destes oito PAHs
(designados PAH4 e que incluem o benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, criseno e

benzo(a)pireno) sao suficientes. Isto é, a analise dos PAH8 nao adiciona informagao mais
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relevante do que os PAH4 (31). Isto acontece porque os restantes quatro PAHs que
completam o grupo dos PAH4 nao sao encontrados frequentemente nos alimentos (32).
Dessa forma, neste trabalho serao analisados os PAH4. Na Tabela 5 encontra-se a estrutura

molecular e a massa molecular dos quatro PAHs em questao (29).

Tabela 5 - Estrutura e massa molecular dos PAHs em estudo

Composto Estrutura molecular Massa molecular (g/mol)

252,316

Benzo(b)fluoranteno C@

Criseno 228,294

228,294

Benzo(a)pireno '800 252,316

Benzo(a)antraceno OO

Todos estes compostos tém quatro ou mais anéis aromaticos e, por essa razao,
pertencem ao grupo de PAHs com elevado peso molecular sendo, por isso, muito estaveis e
toxicos. Com a excegao do benzo(a)pireno, que é carcinogénico para o ser o humano, todos

os outros PAHs pertencem ao grupo 2B da IARC e sao possiveis agentes cancerigenos.

4.2- Fontes, usos e tipos de PAHs

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sao formados, maioritariamente, pela
combustiao incompleta de material organico (33) mas existem diversas fontes e tipos de
PAHs. Quantos as fontes, os PAHs podem ter origem natural ou antropogénica. Na
natureza, os PAHs sao formados durante erupgdes vulcanicas, incéndios florestais e até por

algumas bactérias (2).

A responsabilidade do Homem na producao e emissio de PAHs na atmosfera passa
sobretudo pela queima de madeira, 6leos, gas e carvao para aquecimento residencial, para
gerar energia na industria, incineragao, produciao de aluminio, ferro e aco, bem como na

producao de destilados de petroleo (sendo este fator cada vez menos importante por se
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utilizarem sistemas fechados e de reciclagem cada vez mais eficientes). Estas fontes fixas de
producao e emissao de PAHs representam cerca de 80 % do total anual das emissoes de
PAHSs. Das fontes nao fixas de producao destes compostos destaca-se o transito rodoviario

(24).

A origem e concentragao dos PAHs varia consoante a estagao do ano. Estudos
indicam que, normalmente, no inverno a concentragao de PAHs é superior em relagao as
outras trés estagoes devido ao aumento de material que é queimado para o aquecimento das
casas (29). As diferentes fontes de produgio e emissao de PAHs correspondem também

diferentes perfis de compostos existentes (29).

Apesar de nao serem produzidos propositadamente (2), os PAHs podem ser usados
em diversas industrias como intermediarios na produgao de metal (24), produtos
farmacéuticos e agroquimicos, pigmentos, plasticos e eletronica apds a sua refinagao e

purificagao (2).

Quanto ao tipo, os PAHs mais comuns no ambiente sao os pirogénicos, os
petrogénicos e os biologicos, que diferem na forma como siao formados. Os PAHSs
pirogénicos sao originados sob condi¢oes de pouco oxigénio e temperaturas superiores a
350 °C. Estes compostos sao formados, por exemplo, durante a combustao incompleta dos

combustiveis motores, madeira e 6leos dos sistemas de aquecimento.

Os PAHs petrogénicos sao formados durante a maturagao do petroleo bruto
durante milhdes de anos sob temperaturas na ordem dos 150 °C. Dado o elevado uso e
transporte do petréleo e dos seus derivados estes PAHs sao difundidos muito rapidamente

por toda a atmosfera.

A temperatura a qual sao formados e o numero de anéis aromaticos sao
propriedades que ajudam a distinguir estes dois tipos de PAHs formados de diferentes
modos. Temperaturas de formagao superiores tendem a produzir PAHs com menos cadeias
alquiladas e por isso, normalmente os PAHs pirogénicos tém menores cadeias de carbono
do que os PAHs petrogénicos. Além disso os PAHs com anéis de cinco carbonos sao,
normalmente, mais comuns em substancias petrogénicas do que em substancias pirogénicas,

isto porque como a formagao dos PAHs petrogénicos é muito lenta, os anéis tém tempo
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para se reorganizar de uma forma diferente. Por outro lado, a rapida formagao dos PAH

pirogénicos implica uma produgao de PAHs com anéis aromaticos mais estaveis (2).

Fluoreno Fenantreno

Figura 2 - Exemplos de PAHs com um anel de cinco carbonos (2 esquerda) e com seis
carbonos (a direita)

Por ultimo, os PAHs biolégicos sao sintetizados por algumas plantas e bactérias ou
durante a degradagao de matéria vegetal. Certos alimentos como o trigo e as lentilhas

podem sintetizar PAHs e/ou absorvé-los através da agua, do ar e do solo (2).

4.3 - Ocorréncia de PAHs em géneros alimenticios

Nos alimentos, a contaminagao ocorre maioritariamente através do processamento,
sobretudo durante o processo de assar e grelhar (quando existentes) (35). A comida crua
nao contém, normalmente, elevadas concentracoes de PAHs sendo a contaminagao nestes
alimentos reflexo da contaminagao do ambiente onde siao produzidos. Deste modo, a
vegetacgao e os alimentos produzidos em regioes proximas de zonas industriais ou estradas
com trafego acentuado podem apresentar teores até cerca de dez vezes superiores ao

verificado em areas rurais (2).

As caracteristicas dos PAHs que mais influenciam a ocorréncia destes compostos nos
alimentos sao: a baixa solubilidade em agua, a elevada solubilidade em solventes organicos e
a sua volatilidade, que determinam a capacidade de transporte e propagagao de PAHs no
ambiente, bem como a sua bioacumulagao na cadeia alimentar; a reatividade quimica, que
determina a acumulacdo em plantas e animais e a sua capacidade e degradagao pelo

ambiente.

Os PAHs com maior peso molecular (quatro ou mais anéis) encontram-se
essencialmente agregados a particulas em suspensao no ar (tipicamente fuligem e cinzas),

sendo por isso a sua deposigao a principal via de contaminagao do solo e consequentemente
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a porta de entrada na cadeia alimentar. Os PAHs com dois ou trés anéis aromaticos
encontram-se na sua maioria na fase gasosa, havendo uma distribuicao equilibrada entre
estas duas situagoes para os PAHs de quatro anéis. Consequentemente vegetais de folha
larga, bem como todo o tipo de animais que se alimenta destes vegetais podem ser

contaminados pelos PAHs adsorvidos nas particulas que sofrem deposi¢ao no solo.

Outra potencial porta de entrada no ciclo alimentar humano é aberta pelos bivalves
que, filtrando volumes elevados de agua contaminada, quer por deposicao de PAHSs
ambientais, quer por langcamento de residuos industriais e domésticos contaminados em rios
e mares, vao acumular estes compostos, podendo resultar (sobretudo em zonas perto de
industrias poluentes) em teores de PAHs elevados presentes nestes seres vivos. Estes sao
depois diretamente consumidos pelos humanos ou entram na cadeia alimentar através dos

peixes que consomem os bivalves.

No caso de pessoas nao fumadoras, apesar da inalagao ter também uma grande
influéncia (36), a alimentagao é a maior fonte de exposigao a PAHs (36). Dado a sua natureza
lipofilica, os PAHs tém uma tendéncia para se acumular em gordura e, deste modo, esta
categoria de alimentos € a que mais contribui para a ingestao de PAHSs pelas populagoes (25).

Nos fumadores, o tabaco contribui com 50% da exposigao total (29).

A Tabela 6 indica a ingestao média diaria de alguns PAHs por alimentos, agua e ar

(37).

Tabela 6 - Ingestao média estimada didria por diferentes meios por um adulto nao-fumador

Composto Alimentos Agua potavel Ar (ng/pessoa)
(ng/pessoa) (ng/pessoa)

Benzo (a) pireno 50 - 290 02-2 20

Benzo (e) pireno 200 20

Benzo (a) antraceno <20-410 02-10 20

Criseno 200 - 1530 200 20

Benzo (b) fluoranteno 5-360 0,1 -2 20
Benzo (j) fluoranteno <30 0,02 - 0,2

Benzo (k) fluoranteno 40 - 140 0,02 - 0,2 20

Dibenzo (a,h) antraceno <10 -80 2
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Em termos legais, os limites maximos de PAHs em alimentos sao variados. O
Regulamento da Comunidade Europeia n°® 1881 de 2006 (38) fixa os teores maximos de
diversos contaminantes de géneros alimenticios. No caso dos PAHs, a regulamentagao
estabelece quais os géneros alimenticios e respetivos teores maximos para o benzo(a)pireno

(individualmente) e para a soma dos PAH4:

Tabela 7 - Teores maximos de PAHs em géneros alimenticios (38)

Teor maximo (pg/kg)

Género Alimenticio B(a)P 2(B(a)P + B(a)A
+ Cris + B(b)F)

Oleos e gorduras (com a excecdo da manteiga de cacau e

dleo de coco) 20 10.0
Graos de cacau e produtos derivados 5.0 (por kg de 30,0 (por kg de
gordura) gordura)

Oleo de coco 2,0 20,0
Carnes fumadas e produtos fumados a base de carne 2,0 12,0
Parte comestivel de peixe fumado 2,0 12,0

Espadilhas fumadas, moluscos bivalves (frescos ou
congelados) e carne tratada termicamente >0 300
Moluscos bivalves (fumados) 6,0 35,0

Alimentos transformados a base de cereais e alimentos

para bebés destinados a lactentes e a criancas jovens "9 "0
Formulas para lactentes e formulas de transicao 1,0 1,0
Alimentos dietéticos destinados a fins medicinais G 0

especificos

Como se verifica pela Tabela 7, ha diversos alimentos e grupos de alimentos que nao
tém um teor maximo estabelecido de PAHs (como é o caso do mel), nao sendo possivel

avaliar assim, se ha contaminagao acima de um valor legal.

4.3.1- Ocorréncia de PAHs no mel

Existem varios estudos que avaliam a influéncia da poluicio ambiental na
contaminagao do mel com PAHs. Na grande maioria destes estudos, nao sao reportados
casos de concentragoes elevadas destes compostos que possam causar preocupagao para a
saude humana. Num estudo realizado em quinze regices da Roménia (39) verificou-se que o

mel produzido nas zonas urbanas estaria mais contaminado do que o mel das zonas rurais o
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que foi justificado pela maior afluéncia de automoveis. Também se verificou que consoante a
vegetacao e arvores existentes, o mel das zonas rurais apresentava niveis de contaminagao

diferentes.

Num outro estudo, realizado em Espanha (40), em quinze das quarenta e duas
amostras de mel analisadas nao foram detetados quaisquer PAHSs. Neste caso, foi usado mel
vendido em supermercados. O facto de algumas amostras de mel nao apresentarem niveis

de PAHs detetaveis foi justificado devido a baixa poluigdo ambiental nas zonas em questao.

Um outro estudo, realizado na Republica Checa (41) concluiu que niao existem
diferengas substanciais de concentragoes de PAHs entre mel de produtores locais e méis
vendidos em grandes superficies comerciais. Neste estudo, os resultados obtidos foram
muito baixos e, em diversas amostras, nao foi possivel quantificar a concentragao dos PAHs

porque os valores foram inferiores ao limite de quantificagao caracteristico do método.

4.4 - Efeitos dos PAH na saude humana

Como descrito anteriormente, existem variadas formas de o ser humano estar
exposto a PAHs e, apesar da ingestao ser a maneira mais comum de exposicao, o ar
respirado dentro e fora de casa, o fumo do tabaco e de lareiras e o contacto dérmico tém

também uma grande importancia (2).

Diariamente, a populagiao nao esta exposta a apenas um PAH, mas sim a uma mistura
complexa destes compostos que podem ter diferentes mecanismos de agao no organismo
humano. Como descrito anteriormente, os PAHs sao lipofilicos, ou seja, ligam-se a tecido
lipidico. Desta forma, a sua acumulagao ocorre, principalmente, nos 6rgaos internos com
mais tecido adiposo (2). Para serem excretados, os PAHs tém de passar por diversos
processos até serem libertados pelas fezes e pela urina e, apesar dos PAHs na sua forma
natural terem alguma toxicidade, sao os seus metabolitos que causam maiores danos no ser
humano (2). No organismo, os PAHs para serem metabolizados sao ativados por enzimas
especificas. Passam por um processo de epoxidagao, seguido de conjugagao com glutationa.
Caso nao exista esta conjugagao com a glutationa, estes sao convertidos em fendis e diois.
Os metabolitos cuja polaridade nao é suficiente para a sua excregao podem ser conjugados

com sulfato ou glucuronato aumentando a polaridade e permitindo, assim, a sua excregao.
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Os efeitos dos PAHs na saide humana dependem do tempo e fonte de exposigao, da
concentragao a que a pessoa foi exposta, do seu estado de saude e da idade (2). Os efeitos
mais comuns de toxicidade a curto-prazo, ou seja, efeitos visiveis pouco tempo apos a
exposi¢ao, sao irritagoes oculares, vomitos, nauseas, diarreia e sensagao de desnorteio.
Normalmente isto s6 acontece a pessoas que trabalham em industrias em que ha formacgao
de elevadas concentracoes de PAHs (tais como industrias de carvao), na construgao e
reparacao de estradas, mecanicos e magquinistas, por exemplo (42). Mais a longo prazo
(toxicidade croénica) os efeitos causados pela exposicao a PAHs sao cataratas, lesées no
figado e nos rins e problemas respiratorios e nos pulmoes. Uma exposicao prolongada de

PAHs com a pele pode causar vermelhidao e inflamagao na pele (37).

Os metabolitos dos PAHs tém a capacidade de se ligar a proteinas celulares e ao
DNA e podem causar alteragoes genéticas que podem provocar o desenvolvimento de
malformagoes e o aparecimento de tumores e cancro. Um longo periodo de exposicao
aumenta o risco de contrair cancro, sendo os cancros na pele, nos pulmoes na bexiga e os
gastrointestinais os mais comuns (2). O consumo frequente de carne e de peixe fumados ou
grelhados no carvao esta altamente associado a elevada incidéncia de cancro de estomago

(40).

Estudos conduzidos em laboratério e pela observagao de alguns casos especificos,
indicam que a ingestao e a exposicao a elevadas concentragoes de PAHs durante a gravidez
resultam em malformagoes nos fetos, partos prematuros e asma (2). Apds o nascimento, os
bebés também sao expostos a grandes quantidades de PAHs porque o tecido mamario,
sendo constituido por lipidos, acumula PAHs que sao depois excretados pelo leite materno

e ingeridos pelos bebés (42).

4.5 - Eliminacao de PAHs

Existem diversas formas de remover os PAHs do ambiente. Como cada PAH tem
uma estrutura diferenciada e propriedades especificas, cada processo de degradacao afeta de
forma diferente a sua eliminagao (2). De forma muito geral e simplificada serao discutidos

dois dos processos de eliminagao de PAHs da atmosfera.

A biodegradagao é o processo de degradagao mais estudado (2). Este processo pode
ocorrer aerdbia ou anaerobiamente sendo que o metabolismo aerdbio [com oxigénio na
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forma de agua (H,O) ou didxido de carbono (CO,), por exemplo] (43)é muito mais eficiente
do que o metabolismo anaerdbio (2) [na auséncia de oxigénio, estando presente metano
(CH,)] (43). Isto acontece devido a maior quantidade de oxigénio presente que serve tanto
como aceitador de eletroes como fonte de oxigénio o que favorece a degradagao dos PAHs.
A degradacao microbiana é o principal processo de dissipacio de PAHs com baixo peso
molecular nos sedimentos (44). Este tipo de degradagao depende das condigoes ambientais,
do nimero e do tipo de microrganismos presentes e do PAH em questdo. Alguns dos
microrganismos capazes de degradar PAHs sao: Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium spp.,
Haemophilus spp. e Rhodoncoccus spp. (43). As enzimas tém, também, uma grande importancia
na degradagao dos PAHs. Apesar dos PAHs com estrutura angular (como o
dibenzo(a)antraceno) serem os mais estaveis termodinamicamente, devido a sua estrutura,
tém zonas abertas onde se ligam as enzimas capazes de os destruir. No entanto, se no
mesmo local estiverem outros compostos de carbono, estas enzimas vao ligar-se a esses
compostos deixando, assim, os PAHs persistir na atmosfera (2). Algumas enzimas envolvidas

na degradacao dos PAHs sao a oxigenase, a lacase e as enzimas ligninoliticas (43).

Uma outra forma de degradagao dos PAHs é através da fotolise, ou seja, por reagoes
provocadas pela absor¢ao de luz. Quando a luz é absorvida pelos PAHs os eletroes excitam-
se dentro das moléculas o que destabiliza a estrutura do PAH e induz diversos processos
fisicos e quimicos que levam a destruicao do composto. Os PAHs com uma estrutura linear

sao os que mais facilmente sao eliminados pela acao da luz direta (2).

Existem varios aspetos que devem ser tidos em conta para reduzir as concentragoes
de PAHs na atmosfera: devem ser implementadas novas leis e regulamentos que limitem as
emissoes de PAHSs, deve haver um incentivo ao desenvolvimento de novas tecnologias que
melhorem as tecnologias de combustao e devem ser implementadas fontes de energia mais
limpas. Em Portugal, os dados correspondentes as concentragoes de PAHSs sao limitados. No
entanto, na Europa as emissoes de PAHs tém vindo a descer gragas a diminuigao do uso de

carvao, as melhorias nas industrias e da legislagao mais rigida no setor dos transportes (24).
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5. Trabalho experimental

5.1- Recolha das amostras

Todas as amostras foram recolhidas entre julho e outubro de 2018 de apicultores
residentes em concelhos da regiao centro, especialmente nos afetados pelos incéndios de
outubro de 2017. Em todos os locais foram solicitadas amostras de 2017 e de 2018, sendo
que, para cada amostra de 2017 recolhida existe outra do ano de 2018 do mesmo local e do
mesmo apicultor. Na Figura 3 encontra-se demarcado com a cor laranja as areas queimadas
nos incéndios de outubro de 2017 e a localizagao aproximada das amostras recolhidas e

analisadas.
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Figura 3 - Area ardida nos incéndios de outubro de 2017 e a localizagio das amostras recolhidas

Como ¢é possivel perceber através da Figura 3 as |7 amostras recolhidas sao
provenientes de 12 concelhos diferentes sendo que 10 destes concelhos foram fortemente
afetados pelos incéndios (com a excegao de Montemor-o-Velho e Soure). Na Tabela 8 estao
registados os locais de onde foram recolhidas as amostras, o respetivo concelho e a
nomenclatura dada a cada uma das amostras para que a sua identificagio fosse o mais
simples e rapida possivel. De referir que, nos resultados, a indicagio do ano ao qual a
amostra pertence é feita com a designagao “17” ou “18” (que corresponde a 2017 e 2018,
respetivamente) em frente a abreviatura a seguir descrita. Todas as amostras foram
preparadas em duplicado e as letras “A” e “B” tém como objetivo diferenciar estes ensaios.
Assim, nos resultados podemos ver abreviaturas como “CMBI8A”, por exemplo, que

corresponde ao primeiro ensaio da amostra de Cambra, Vouzela do ano 2018.
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Tabela 8 - Local das amostras recolhidas, respetivo concelho e a abreviatura atribuida

Local Concelho Abreviatura
Valeirinha Mira MIR
Cambra Vouzela CMB
Farves Vouzela FAR
Campia Vouzela CMP
Mangualde Mangualde MAN
Lousa Lousa LOU
Mortagua Mortagua MOR
Nelas Nelas NEL
Sdo Pedro de Alva Penacova PEN
Fiais da Beira Oliveira do Hospital FIB
Coval Santa Comba Dao SCD
Zambujeiro Montemor-o-Velho ZAM
Montemor-o0-Velho Montemor-o-Velho MVI
Montemor-o0-Velho Montemor-o-Velho MV2
Seia Seia SEI
Seia Seia SE2
Granja do Ulmeiro Soure GUL

As amostras foram mantidas nos recipientes originais, num local fresco e seco até ao
momento da preparagao para a andlise. Todas as amostras estavam armazenadas em frascos
de vidro com a excegao das amostras de Mortagua do ano de 2018 e de Montemor-o-Velho

(MVI) de 2017 e 2018 que se encontravam em recipientes de plastico.

Devido ao facto de a quantidade de mel produzida no ano de 2018 ser muito inferior
em relagao aos anos anteriores devido aos incéndios, alguns apicultores nio colheram nem
extrairam mel. Por esta razio, a amostra de mel de Mortigua de 2018 cedida nao foi
extraida e ainda se encontrava no favo (Figura 4). De modo a conseguir recolher o mel, o
favo foi pressionado com uma colher de metal e deixado na vertical para que o mel

escorresse, ficasse acumulado no recipiente e fosse possivel, entao retirar o mel necessario.
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Figura 4 - Amostra de Mortagua do ano de 2018 (favo de mel)

5.2- Selecao do método analitico

Apos a recolha e a andlise de diversos artigos com diferentes métodos de extragao e
andlise de PAHs em mel, decidiu-se que se iria testar o método indicado no artigo intitulado
“Polycyclic aromatic hydrocarbons and risk elements in honey from the South Moravian region
(Czech Republic)” de Petra Batelkova (41). A escolha baseou-se no facto do método ter uma
preparagao simples, ser rapido e o equipamento e as condi¢oes de quantificagao serem
compativeis com as do método implementado no LSA, para doseamento de PAHs em outras

matrizes.

Resumidamente, este método consiste em adicionar sulfato de sodio anidro a 10 g de
mel, homogeneizar e adicionar a mistura 40 mL de diclorometano. A seguir, usa-se o banho
de ultrassons e o Ultraturrax para a extragao. Filtra-se o e evapora-se o filtrado até o balao
ficar seco. Por fim, redissolve-se adicionando | mL de acetonitrilo e filtra-se com filtro de
membrana (PTFE de 0,22 ym). E um método bastante simples, rapido e com apenas dois

reagentes.
5.3- Estabelecimento das condi¢Ges instrumentais de
quantificacio do método - curva de calibracao

Neste ponto pretende-se estabelecer as condigoes instrumentais de quantificagao do

método a implementar e validar as curvas de calibragao para os PAH4.

5.3.1- Curva de calibracao

O LSA, por meio do seu método interno QMI 132 (45), tem estabelecidas as

condigoes experimentais para o doseamento dos PAH4 apos processo de extragao, para os
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varios géneros alimenticios. Neste trabalho serao usadas essas condigoes, ja otimizadas, para

o processo de quantificagao dos PAH4, apds a sua extragao, da matriz mel.

As solugoes-padrao sao solugdoes com uma concentragao conhecida e sao usadas
para construir curvas de calibragio, com base na relagio proporcional entre o sinal
instrumental e a concentragao do analito nas amostras. Neste caso serao preparadas
solugdes de padroes mistos, com os quatro PAHs em estudo. O solvente usado na

preparacao dos padroes é acetonitrilo.

A partir de uma solugao comercial da marca Dr. Ehrenstofer GmbH, de concentragao
10 pg/mL para os PAH4 (S)) foram preparadas duas solugoes stock intermédias padrao, com
as concentragoes de 80 ng/mL (P80) e 100 ng/mL (P100).Da solugao stock intermédia de 100
ng/mL prepararam-se cinco solugdes padrao, de trabalho, com as concentragoes de 2 ng/mL
(P2), 5 ng/mL (P5), 10 ng/mL (P10), I5 ng/mL (P15) e 20 ng/mL (P20), para a construgao das
curvas de calibragao. Da solugao stock intermédia de 80 ng/mL preparou-se uma solugao
independente (de preparagao) com a concentragao de 8 ng/mL (P8), que se destina a ser
usada para a validagao das curvas de calibragao. A Tabela 9 resume todos os dados
necessarios a preparagao destes padroes e no Anexo | podem ser vistos com maior detalhe

as formulas de calculo subjacentes.

Tabela 9 - Esquema de preparagao das varias solugoes-padrao

Solugdo-padrio Concentragio Volume inicial Concentrac¢io Volume final
inicial (ci) (ng/mL) (vi) (mL) final (cf) (ng/mL) (vf) (mL)
P100 - stock 10 000 0,5 100 50
intermédia
P80 - stock 10 000 0,4 80 50

intermédia

Padroes de trabalho

P2 100 1,0 2 50
P5 100 2,5 5 50
PI10 100 5,0 10 50
P15 100 3,0 15 20
P20 100 10,0 20 50

Padrao com preparacao independente

P8 80 5,0 8 50
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As solugoes-padrao foram injetadas de acordo com as seguintes condigoes

cromatograficas de analise:

Coluna: Vydac CI8, 250 mm x 4,6 mm
Volume de injegdo: 20 pL

Fluxo: | mL/min.

Temperatura da coluna: 30 °C

Fase movel: composicao e gradiente de eluigao

Tabela 10 - Composicao e gradiente da fase movel

Tempo (min) % agua % acetonitrilo
0 ‘ 30 70
0-20 25 75
20 - 35 ‘ 0 100
35 - 47 30 70
47-57 ‘ 30 70

Detetor de fluorescéncia: programagao:

Tabela I | - Programagao do detetor de fluorescéncia
. . Condicoes
Inicio Fim detetor
. ApOs a eluicao do B(a)A e do Cris Bx 268 nm
Passo | 0 minutos .
(usualmente 18 minutos) Em 398 nm
ApOs a eluicao do
B(a)A e do Ciris Fim da injegao, usualmente 57 Ex 290 nm
Passo Il (usualmente 18 minutos)
. Em 430 nm
minutos)

As solugoes-padrao foram analisadas e foram estabelecidas curvas de calibragao com
os valores obtidos. As curvas de calibragao encontram-se no Anexo 2 e os respetivos

parametros caracteristicas do ajuste linear descritos na Tabela 12.
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Tabela 12 - Parametros caracteristicos do ajuste linear para as curvas de calibragao dos PAH4

Gama de Numero ~ . Erro .
. - Intercecao Declive - Coeficiente
PAH quantificacao pontos na origem AU sinal/ padrio de
da curva da curva AU sinal A(ng/mL) A sinal correlacido
(ng/mL) (n) 8 (ng/mL) ¢
B(a)A 2220 5 1588, 53368 4350,87 0,9999
Cris 2220 5 4562,5 41315 3258,92 0,9996
B(b)F 2220 5 2029,2 33655 6635,31 0,9999
B(a)P 2220 5 1578,3 125515 1959,82 0,9997

O erro-padrao é uma medida que indica a dispersao dos valores do sinal instrumental
em fungao da média. Este erro-padrao é calculado a partir das curvas de calibragao (46).
Com este valor é possivel calcular os limites de detegao e de quantificagdo que sao
indispensaveis para validar um método. Tanto o erro-padrao como os limites de detegao e
quantificagdo foram calculados automaticamente através de folhas de calculo pré-
estabelecidas pelo laboratorio. No entanto, serao descritos os calculos e os respetivos
valores necessarios para a sua determinagao neste e nos pontos seguintes. Para calcular o

erro-padrao ¢ usada a equagao 2:

Y. (Ylido — Ycal)?
n—2

Equacgio 2: Erroyaars0 =

Nesta equagao, n corresponde ao numero total de dados, Y lido ao sinal instrumental

do padrao e Y cal € o sinal calculado pela reta, para esse padrao.

Como ¢é possivel verificar através da Tabela 12, os coeficientes de correlagao
encontrados para o ajuste sao superiores a 0,9995 o que indica que, na gama de trabalho
estabelecida (de 2 ng/mL a 20 ng/mL) existe uma boa relagao linear entre o sinal e a

concentragao dos padroes.

5.3.2- Validacao da curva de calibracido

Apesar das curvas apresentarem uma boa linearidade (observagao visual e bom
coeficiente de correlagao) é boa pratica valida-las com um padrio independente de
preparagao e/ou um material de referéncia de forma a despistar algum erro sistematico que
ponha em causa a veracidade das concentragoes usadas. O uso de um material de referéncia,
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externo ao laboratorio, € uma metodologia que valida com maior independéncia as curvas, e

garante a veracidade dos resultados a produzir, com as curvas assim validadas.

5.3.2.1- Validacdo da curva de calibracio com padrao

independente (material interno)

Com o objetivo de validar a curva de validagao preparou-se o padrao independente
P8, para funcionar como padrao independente de validagao (PIV) com uma concentragao na
zona central da curva e distinta dos pontos da curva de calibragao, para uma maior facilidade

na sua identificagao.

Como critério para que o PIV valide as curvas de calibragao € necessario que a
concentragao lida para os quatro PAHs tenha desvios inferiores a 10 % da concentragao
tedrica. Neste caso a concentragao teorica € de 8 ng/mL, pelo que o desvio maximo
corresponderia a 0,8 ng/mL para cada um dos quatro PAHs. Assim, para que o PIV tenha
desvios inferiores a 10 % é necessario que os valores estejam compreendidos entre 7,2

ng/mL e 8,8 ng/mL.

A Figura 5 corresponde ao cromatograma de injecao do PIV 8 ng/mL dos quatro

PAHs.

Figura 5 - Cromatograma da injecao do ponto intermédio de validagao (PIV)

As concentragoes lidas, na analise do PIV, estio na Tabela |13 e é possivel verificar
que todos os valores se encontram dentro do intervalo aceitavel pelo que ficam validadas as

curvas de calibracgao.
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Tabela 13 - Resultados da analise do PIV — P8

PAH Concentracao lida (ng/mL)
B(a)A 7,901
B(b)F 7,736
Cris 8,052
B(a)P 7,740

5.3.2.2- Validacao da curva de calibracio com material de

referéncia (material externo)

Este ensaio foi preparado com uma matriz diferente do mel (neste caso, azeite),
porque no laboratério nao existiam materiais de referéncia com matriz semelhante ao mel.
Destaque-se que o objetivo € a verificagdo de que o teor deste material de referéncia, lido
nas curvas a validar, estd de acordo com o esperado. Neste passo nao estd em causa o
processo de extragao dos PAH, uma vez que ele esta estabelecido e validado pelo LSA. O
azeite usado é um material de referéncia usado nos ensaios interlaboratoriais do Conselho

Oleicola Internacional, (MR-COI).

O processo de extragao dos PAH4 do azeite é simples e passa a ser descrito:

|. Ativou-se uma coluna SUPELCLEAN da marca Supelco com cerca de 7 mL de
acetona;

2. Pesou-se 0,7049 g de azeite COI-MR para o cartucho;

3. Eluiram-se |15 mL de acetonitrilo (passagem feita com recurso a vacuo)
divididos em 3 vezes (5 mL + 5 mL + 5 mL) e recolheu-se o eluido;

4. Evaporaram-se sob corrente de azoto os |15 mL de acetonitrilo que passaram
pela coluna;

5. Adicionaram-se 0,250 mL de acetonitrilo e analisou-se o extrato.

A anilise dos resultados dos materiais de referéncia é frequentemente realizada

utilizando um parametro designado por Z score. O Z score é calculado através da equagao 3:

valor obtido — valor CV

Equacao 3: Z score = -
desviopqarso
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Este teste tem como objetivo perceber se os resultados obtidos experimentalmente
estao proximos dos resultados aceites como convencionalmente verdadeiros (valor CV).
Neste caso, o valor CV e o respetivo desvio padrao resultam de um ensaio interlaboratorial

organizado pelo COlI.

A avaliacdo com z,. € feita com a seguinte classificagao:
|Z score] < 2 — satisfatorio
2 < | Z ore]l £ 3 — questionavel

|Z score| > 3 — insatisfatorio
Na Tabela 14 estio descritos os resultados obtidos e a sua avaliagao dos z-scores.

Tabela 14 - Resultados de z-score para o material de referéncia com as curvas de calibragao a
validar

PAH Valor CV Desvio padrao  Valor obtido 7 score
(ug/kg) (ug/kg) (ug/kg)
B(a)A 5,19 [,1429 5,65 0,40
Cris 5,05 [,1103 5,63 0,52
B(b)F 5,52 1,2149 5,20 - 0,26
B(a)P 551 1,2128 5,44 0,06

Como se verifica, 0 Z . esta, em todos os PAHs, entre -2 e 2 e bastante proximo
de 0 o que significa que os resultados se encontram dentro do intervalo estabelecido para
valores aceitaveis. Desta forma, também os resultados obtidos para um material de

referéncia com os PAH4, validam as curvas de calibragao estabelecidas.

5.4 - Ensaios preliminares de otimizacao do método

Numa primeira fase foram realizados os ensaios preliminares com o objetivo de
perceber se o método escolhido tinha aplicabilidade e conseguia efetivamente extrair os

quatro PAHSs. Cada ensaio estava contaminado de modo a que a concentragao alvo fosse 2,5

ng/mL.

Este estudo tornou-se necessario porque, logo a partida, o artigo inicial escolhido
nao indicava qual a quantidade de sulfato de sédio anidro que deveria ser adicionada ao mel.
Assim, os dois primeiros ensaios tiveram o proposito de perceber qual seria a quantidade

ideal deste composto. De modo a otimizar o método escolhido, foram realizados diversos
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ensaios. Os primeiros quatro ensaios e os respetivos resultados estao esquematizados na

Tabela 15.

Tabela 15 - Descricao dos ensaios preliminares para a otimiza¢do do método

Massa de Volume de Concentracio lida na curva
Massa ~ Ultrassom + . ~
. sulfato de extracao de calibracdo (ng/mL)
Ensaio de sédio / (DCM/ Ultraturrax +
(mel) g QUECHhERS g Agua) mL Centrifuga B(a)A Cris B(b)F B(a)P
PREI | 103024  Sufatode DCM: 40 0,055 0,013 0063 0,254
sédio: 15
sulfato de 10/ min
PRE2 5,0603 6dio: 2.5 DCM: 20 Ultrassom + 45 2,316 2,227 2249 2,340

s Ultraturrax

PRE3 | 50600  coeoeoeeeer DCM: 20 0566 0516 0375 0,583
Agua: 5
. . 10 min
PRE4 = 50044  QUECHERS: DCM: 20 jtrassom + 45 1217 2,052 1,047 2,167
35¢g Agua: 5

s Ultraturrax

No ensaio PREI foram colocadas cerca de |5 g de sulfato de soédio anidro em cerca
de 10 g de mel. Devido a agao do composto, o mel ficou com uma consisténcia muito dura
sendo muito dificil adicionar e mexer o diclorometano. Por este motivo, os resultados
obtidos foram muito baixos. No ensaio PRE2, decidiu-se que a massa de sulfato de soédio
anidro seria metade da massa de mel. Assim, em 5 g de mel foram colocadas 2,5 g de sulfato
de sédio anidro. A consisténcia ja ficou muito mais maleavel e foi possivel realizar o restante

procedimento sem qualquer problema.

Nos ensaios PRE3 e PRE4, o objetivo era perceber se em vez de sulfato de sédio
anidro se poderia usar agua, uma vez que esta € imiscivel com o diclorometano. Assim, o
diclorometano captaria os PAHSs, separar-se-ia a agua do diclorometano através de uma
decantagao e analisar-se-iam os PAHs sem o uso de sulfato de sédio anidro que torna a
amostra mais viscosa e, possivelmente, podera deixar residuos de PAHs tanto no

Ultraturrax como no copo de vidro onde se prepara a amostra.

No ensaio PRE4, usaram-se também QUEChERS para testar a sua eficacia. Os
QUEChERS sao muito usados para extrair pesticidas de alimentos de forma simples e rapida
(47). Decidiu-se colocar cerca de 3,5 g para que a amostra nao ficasse muito rigida. Os
resultados obtidos nao foram promissores, tendo-se recuperado menos quantidade do que

no ensaio PRE2.
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5.5- Ensaios de otimizacao do método

De modo a otimizar o método escolhido, foram realizados diversos ensaios. Nestes

ensaios, varios parametros tais como o tempo no banho de ultrassons e do Ultraturrax, o

uso ou nao de uma centrifugadora, a quantidade de sulfato de sodio anidro e o nimero de

extracoes foram testados diversas vezes e de diferentes formas.

Todos os ensaios e os respetivos resultados estao esquematizados na Tabela 16. As

amostras foram contaminadas de forma a que o extrato apresentasse uma concentragao de

10 ng/mL de PAHs (leitura na curva). Nos ensaios cujo tempo de Ultrassons e/ou de

Ultraturrax se encontra a negrito, este processo foi realizado em cada extragio. Nos

ensaios |6 e |8, as sucessivas extracoes foram analisadas individualmente. O resultado a

negrito corresponde a soma das concentragoes dos extratos lidas na curva em cada ensaio e

abaixo estao descriminados os resultados obtidos nos extratos de cada extracao.

Tabela 16 - Descricao dos ensaios de otimizagao do método - Parte |

Volume Concentracio lida na curva de
Ensaio Massa Massa extracio Ultrassom + calibracdo (ng/mL)
mel (g) | Na;SO, (g) DCM Ultraturrax

(mL) B(a)A | Cris | B(b)F | B(a)P

1A 10,0890 sulfato de 40 7,622 | 7225 | 7,121 7,175
IB 10,0616 sodio: 5 7,008 | 7,200 | 7,077 @ 6,993

10 min Ultrassom
I min Ultraturrax
2A 10,1059 sulfato de 20 4,969 | 4994 | 4,491 4,578
2B 10,1100 sodio: 5 5,697 | 4819 | 5432 | 5,345
3A 10,0220 sulfato de 30 | min Ultraturr 7,204 | 7,399 | 6,977 @ 6,983
3B 10,0939 sédio: 5 ! AT 5949 | 5067 4,881 4,898
4A 10,0577 sulfato de 40 10 min Ultrassom | 2,947 | 3,123 | 3,26l 3,049
4B 10,0163 sodio: 10 | min Ultraturrax | 3,901 3,676 | 4,207 3,779
10 min
5A 10,0267 sulfato de 20 + 20 Ultrassom 7,801 8,168 | 7,634 | 7934
5B 10,0276 sodio: 10 I min 9,180 | 10,075 9,462 8,969
Ultraturrax
6A 10,0438 sulfato de 30 10 min Ultrassom | 4,265 4,121 4,071 3,994
6B 10,0149 sodio: 10 | min Ultraturrax | 5,380 | 4,693 | 4,716 | 5,104
10 min

7A 10,0185 sulfato de 20 + 20 Ultrassom 9,349 7,881 6,383 7,051
7B 10,0541 sodio: 5 I min 8,275 5669 11,054 5,098

Ultraturrax
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Tabela 16 - Descricao dos ensaios de otimizacao do método - Parte 2

Ensaio

8A
8B

9A
9B

10A
10B

1A
1B

12A
12B

13A
13B

14A
14B

I5A
I5B

16A

16B

17A
17B

18A

18B

Massa
mel (g)

10,0393
10,0255

10,0668
10,0775

10,0088
10,0418

10,0833
10,0953

10,0144
10,0508

10,0307
10,0010

10,0045
10,0166

10,0542
10,0020

10,0333

10,0283

10,0474
10,0326

10,0185

10,0753

Massa
Na2504/
QUEChERS
(8

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 10

QUEChERS: 2
QUEChERS: 2

sulfato de
sodio: 10

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 5

sulfato de
sodio: 5

Volume
extracao

DCM
(mL)

20 +20

25+125

25+ 25

25+125

25+ 25

25+125

50

25+125

40 + 20

20 +20

Ultrassom +
Ultraturrax +
Centrifuga

8 min
Ultrassom
I min
Ultraturrax
5 min centrif.

I min
Ultraturrax
5 min centrif.

I min
Ultraturrax

| min Ultraturrax

8 min
Ultrassom
5 min centrif.

8 min
Ultrassom
I min
Ultraturrax

(colocado em
baloes diferentes)

I min
Ultraturrax
durante 8 min
Ultrassom

50 mL DCM, Ultraturrax, decantar, 5 g sulf. de
sédio, decantar, evaporar

copo inicial: 25 mL DCM, Ultraturrax, decantar,

2,5 g sulf. de sodio, decantar, evaporar
p/ lavar Ultraturrax: 25 mL DCM, Ultraturrax,

decantar, 2,5 g sulf. soédio, decantar, evaporar

(colocado em bal6es diferentes)

Concentracdo lida na curva de

calibracao (ng/mL)

B(@)A | Cris | B(b)F | B(a)P
6,167 6,268 @ 5,671 5,671
8,361 8,302 @ 6,947 6,838
6,958 7,563 | 6,003 6,029
5,803 5,738 | 31,990 | 4,812
6,300 6,632 33,807 @ 5,280
6,863 6,710 | 20,321 | 5,503
4,427 | 5,172 @ 5,299 3,337
4,192 5,255 | 4,483 3,525
5,863 5,743 4,588 6,532
5616 | 9,900 5,091 11,675
6,688 6,807 | 5,768 5,475
2,334 3,108 | 2,319 2,193
3,093 3,102 2,653 8,328
4,607 | 4,236 3,723 4,292
0,503 0,379 | 0,354 0,213
0,516 | 0,507 | 0,593 0,559
7,198 | 6,854 5,643 | 5,783
12 1% ext: I* ext: 1* ext:
ext:4,927 4,909 4,012 4,012
2° 2%ext: 2%ext: 2% ext:
ext:2,271 1,945 1,631 1,771
7,011 6,503 7,066 5,798
1? ext: 1? ext: I* ext: 1* ext:
4,927 5512 4,952 4,016
2° ext: 2%ext: 2° ext: 2% ext:
2,115 1,991 2,114 1,782
7,971 8,069 | 6,924 6,814
7,291 7,490 | 6,528 6,197
6,334 396! 5723 | 5584
I%ext: |3 ;Z;: I%ext: I%ext:
3,994 . 3,739 3,515
. 2%ext: . .
2%ext: 2195 2%ext: 2%ext:
2,340 3; oxt: 1,984 2,069
3% ext: - ) ’ 3% ext: - 3% ext: -
7,325 8633 5954 | 6,184
a %ext: a a
I%ext: 4591 I%ext: I%ext:
5.134 . 4,640 4,335
2° ext: i gz; 2%ext: 2%ext:
2,191 " 2,114 1,849
2 3% ext: 2 a
3% ext: - 3% ext: - 3% ext: -
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Tabela 16 - Descricao dos ensaios de otimizagao do método - Parte 3

M Volume Concentragiojida na curva de
Ensaio Massa Naa;s(; extracao Ultrassom + calibracio (ng/mL)
mel (g) P DCM/ Ultraturrax
(8) ACN (mL) B(a)A = Cris | B(b)F | B(a)P
I min
19A 10,0679 sulfato de DCM: 20 + Ultraturrax 6,324 | 6,131 5,359 5,224
19B 10,0710 sodio: 5 20 + 20 durante 8 min 6,984 | 12,064 | 8,055 8,466
Ultrassom
sulfato de I min
20A 10,0806 sédio: 5 DCM: 20 + Ultraturrax 5,880 | 6,335 | 5,607 5,074
20B 10,0603 (adicao no 20 +20 durante 8 min 7,350 6,233 7,026 6,671
fim) Ultrassom
I min
21A 10,0429 sulfatode =~ DCM: 20 + dt"r';:t“;r;’;n 8878 7391 7021 6825
21B 10,0800 sodio: 5 20 +20 . 9,096 | 7,527 | 7,675 6,868
Ultrassom 30
°C
I min
sulfato de ACN: 20 + Ultraturrax
22 10,0988 s6dio: 5 20 + 20 durante 8 min 3955 | 2,812 | 6,015 3,800
Ultrassom

Podem-se tirar diversas conclusdes com a realizagcao destes ensaios. Para perceber a
influéncia da massa de sulfato de sédio anidro foram realizados ensaios sob as mesmas
condigoes, em que esta seria a Unica variavel. Assim, enquanto que os ensaios |, 3 e 7 foram
realizados com 5 g de sulfato de sédio anidro, os ensaios 4, 6 e 5 tinham 10 g de sulfato de
sodio anidro. Estes ensaios (como descrevem as tabelas), foram realizados com diferentes
volumes de diclorometano de modo a perceber a influéncia da quantidade de reagente na
quantidade de sulfato de sodio anidro. Todos os restantes parametros foram semelhantes,
com a excegao do ensaio 3 que nao esteve no banho de ultrassons. Com isto, verificou-se
que existe uma melhor recuperagao dos analitos nos ensaios | e 3 em que a massa de
sulfato de sodio anidro corresponde a 5 g. Nos ensaios 5 e 7 (onde foram realizadas duas
extragoes com 20 mL de diclorometano em cada uma delas) os resultados foram

semelhantes.
Como nos ensaios preliminares (ponto 5.4) o uso de QUEChERS foi realizado num

ensaio em que foi usada agua decidiu-se voltar a testar esta possibilidade em condigoes mais

semelhantes as do método original. No ensaio || (o correspondente a esta técnica) os
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resultados foram piores do que os ensaios 9 e 10 (que estavam sob as mesmas condigoes,

mas com sulfato de sodio anidro) e rejeitou-se esta opgao.

Uma outra variavel importante a ter em conta seria o volume de diclorometano
usada para a extragao dos PAHs. Apesar de o artigo em que este método foi baseado indicar
o volume a usar (40 mL) foram testados outros volumes bem como o nimero de extragoes
realizadas. O ensaio 16 teve como objetivo perceber se apos uma extragao com 40 mL (os
indicados no artigo) todos os PAHs seriam extraidos ou se ainda ficaria uma quantidade
relevante de PAHs no balao. Deste modo, foram realizadas duas extragoes que foram
analisadas em separado. Concluiu-se que, apesar da primeira extragdo retirar a grande
maioria dos PAHs do balao, a segunda extragao (com 20 mL) ainda conseguia recolher uma
quantidade significativa (extrato com uma concentragao de cerca 2 ng/mL) de cada um dos
PAHSs. Assim sendo, para obter melhores resultados o melhor seria realizar mais do que
uma extragao. Para otimizar o volume de diclorometano usado na extragao foram também
realizados ensaios, tais como o 2, o 8 e 0 9, por exemplo. Destes ensaios, o que apresentou
melhores resultados foi o ensaio 8 (em que foram realizadas duas extragoes com 20 mL de

diclorometano em cada uma delas).

O tempo de ultrassons e Ultraturrax e o uso de centrifuga e temperatura no banho
de ultrassons também foram analisados. Com os ensaios 12 e |3 (onde nao foi usado o
banho de ultrassons) verifica-se que os resultados ficam aquém dos restantes e que o uso do
banho de ultrassons ajuda na extragao dos PAHs. O ensaio |5 foi realizado sem o uso do
Ultraturrax e os resultados obtidos foram muito baixos, o que indica que o Ultraturrax é
indispensavel neste método. A centrifuga foi usada nos ensaios 8, 9 10, |1, 12 e |15 de modo
a facilitar a decantagao do diclorometano para o balao antes da evaporagao para que nao
passassem residuos. Contudo, pelos resultados verificou-se que nao existe uma melhoria
significativa nas recuperagoes dos PAHs e o uso da centrifuga foi descartado. Os ensaios 19
e 2| tinham como objetivo perceber a influéncia da temperatura no banho de ultrassons na
recuperagao dos PAHs. Enquanto que o ensaio |19 nao tinha qualquer fonte de calor ligada,
no ensaio 2| o banho de ultrassons foi mantido a 30 °C. Através dos resultados, verifica-se

que o uso da temperatura favorece significativamente a extracao dos PAHs.

De modo a aumentar a recuperagao dos PAHs decidiu-se experimentar uma técnica
em que se usasse o Ultraturrax simultaneamente com o banho de ultrassons ligado. Desta

forma, colocou-se o Ultraturrax de maneira a que pudesse ser usado dentro do banho de
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ultrassons como demonstra a Figura 6. Isto foi testado nos ensaios 17, 19, 20 e 2l e

verificou-se que os resultados obtidos melhoraram e eram mais concordantes.

Figura 6 - Disposi¢ao do Ultraturrax dentro do banho de ultrassons

Também houve outros ensaios como o 18 e 0 22 em que foram realizadas alteragoes
mais drasticas no método. No ensaio |8 decidiu-se colocar o sulfato de sodio depois do
diclorometano e da decantacdo e no ensaio 22 usou-se acetonitriio em vez de
diclorometano. Nenhum destes ensaios obteve resultados suficientemente bons para

aprofundar mais estas técnicas.

Desta forma, com estes ensaios pode-se concluir que, para a obtencio de
recuperacoes melhores e mais concordantes se deveria usar 5,0 g de sulfato de sédio anidro,
realizar mais do que uma extragao com diclorometano e usar o Ultraturrax com o banho de

ultrassons ligado e a 30 °C, ou seja, as condi¢oes do ensaio 21.

O mel usado para os ensaios preliminares e da otimizagao do método foi comprado
em supermercado e de modo a confirmar que nao tinha presenca de PAHs, foi analisado
previamente nas condicoes PRE2. O cromatograma nao identificou qualquer presenca de

PAH:s.
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5.6 - Precisao e Veracidade - Critérios de desempenho do

meétodo

De modo a avaliar a exatidao (48) de um método sao efetuados testes de precisao e

veracidade.

5.6.1 - Taxas de recuperacao

A veracidade determina a aproximagao dos resultados obtidos através de um mesmo
método com o valor real do analito analisado (48) e pode ser afetada pela existéncia de
erros sistematicos. Estes erros podem ocorrer devido a mas calibragoes dos instrumentos
usados ou a leituras incorretas por parte do operador (49) ou outros inerentes ao proprio

desempenho do método.

A avaliacao da veracidade pode ser feita determinando as taxas de recuperagao que
indicam a percentagem recuperada de um determinado composto por um determinado

método analitico. Para isso, compara-se a concentragao quantificada face a esperada.

Neste estudo, as taxas de recuperagao foram calculadas em dois niveis de
fortificagao: 2 ng/mL e 10 ng/mL (valores de leitura na curva que correspondem a 0,2 ug/kg e
| pg/kg de mel. Os valores obtidos através da analise aos ensaios com as fortificagoes de 2
ng/mL (F2A e F2B) e de 10 ng/mL (FIOA e FIOB) e as respetivas médias encontram-se na
Tabela 17.

Tabela 17- Valores de concentracao lidos na curva de calibragao. Valores de concentragao teéricos
esperados: 2 ng/mL e de 10 ng/mL

Concentracdo lida (ng/mL)

Ensaio
B(a)A Cris B(b)F B(a)P
F2A 2,281 2,021 2,261 1,393
F2B 2,041 1,840 2,038 1,435
Média 2,161 1,931 2,150 1,414
FI0A 7,801 8,168 7,634 7,934
FloB 8,524 7,970 8,043 8,036
Média 8,163 8,069 7,839 7,985
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A taxa de recuperagao é dada por:

Equacao 4:

Concentracao lida na curva de calibragao

Taxa de recuperacgao (%) = — — X 100
Concentracao teodrica esperada

Na Tabela I8 estao descritas as taxas de recuperacgao para os PAHs em cada nivel de

reforgo.

Tabela 18 - Taxas de recuperagao
PAH B(2)A (%) Cris (%) B(b)F (%) B(a)P (%)

Concentracdo (ng/mL)

2 108,05 ‘ 96,55 107,5 70,7
10 ‘ 81,63 ‘ 80,69 78,39 79,85

Média dos valores ‘ 95 ‘ 88 93 75

Nesta fase do trabalho, e atendendo a que nao sao conhecidos os teores a encontrar
nas amostras de mel, foi estabelecida uma taxa de recuperagao média para cada um dos 4
PAHs. Quando houver quantificagdo poder-se-a equacionar uma determinagao da taxa de

recuperagao a um nivel mais adequado.

O intervalo aceitavel para a taxa de recuperagao varia de caso para caso e de método
para método. Cabe ao laboratorio estabelecer o intervalo aceitavel para o método em
questao (50). Para a determinagao dos PAHs, em controlo oficial, esta estabelecido no
Regulamento (CE) 333/2007 que as taxas de recuperagao devem ter valores compreendidos

entre 50 % e 120 % (51).

Como se verifica pela analise da Tabela 18, todas as taxas de recuperagao
apresentadas encontram-se dentro do intervalo indicado. Pelo que se conclui que o método
cumpre os critérios de desempenho de recuperagao descritos no Regulamento (CE)

333/2007.
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5.6.2- Repetibilidade

A precisao avalia a dispersao dos resultados de diferentes ensaios com a mesma
amostra (ou amostras semelhantes) e o mesmo método. (52). Os fatores que influenciam a
precisao de um método sao denominados erros aleatorios. Nos casos dos erros aleatorios
nao sao conhecidas, em concreto, as razoes para as suas ocorréncias podendo ocorrer, por
exemplo, por falta de sensibilidade do equipamento e/ou do operador. Ao fazer varias
repeticoes de um ensaio pode-se evitar a prevaléncia deste tipo de erros. De modo a avaliar
a precisao de um método sao usualmente determinados trés parametros: a repetibilidade, a

reprodutibilidade e a precisao intermédia.

A repetibilidade de um método é a sua capacidade de reproduzir os mesmos
resultados em varios ensaios na mesma amostra sob as mesmas condi¢gdes (com o mesmo

operador, equipamento e reagentes) e em pouco tempo, idealmente no mesmo dia (50).

Para determinar o limite de repetibilidade dos PAH4, ao nivel de uma concentragao
de | pg/kg de mel, foram realizados dez ensaios usando um mel (sem detegao de PAH) que
foi refor¢ado ao nivel de | pg/kg, para os quatro PAHs. Estes ensaios foram efetuados no

mesmo dia, sob as mesmas condigoes e segundo o método usado no ensaio 21 da Tabela 16.

A massa de mel e os resultados da concentragao presente na amostra encontram-se
na Tabela 19. No Anexo 3 estao descritas as concentragoes lidas nas curvas de calibragao. O
volume final de recuperagao do extrato para injecao foi de | mL e usou-se como taxa de
recuperacao de cada PAH os descritos na Tabela 18, para o nivel de leitura na curva de 10

ng/mL.
A concentragao de cada PAH na amostra é dada por:
Equacao 5:

Concentracao lida (ng/mL) X Volume final(mL)

c tracio PAH (ug/kg) =
oncentragao (hg/kg) massa de mel (g) X Recuperagéo

Como exemplo,

2,161 x1

Concentragio F2A B(a)A (ug/kg) = 10 X 095

= 0,23 ng/kg
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Assim, todos os resultados apresentados em pg/kg foram calculados através desta

equagao.

Tabela 19 - Resultados, média e desvio-padrao dos ensaios de repetibilidade

Concentragdao na amostra (ug/kg)

Ensaio m (mel) g

B(2)A Cris B(b)F B(2)P
Repl 10,0429 1,083 0,912 0,892 0,851
Rep2 10,0800 1,106 0,925 0,971 0,853
Rep3 10,0474 0,972 0,995 0,879 0,849
Rep4 10,0424 1,084 0,892 0,925 0,920
Rep5 10,0468 1,034 0,969 0,904 0,910
Repé 10,0320 1,120 1,030 0,922 0,950
Rep7 10,0603 0,895 0,768 0,891 0,830
Rep8 10,0341 0,879 0,799 0,971 0,991
Rep? 10,0283 0,880 0,914 0,887 0,872
Repl0 10,0000 1,044 0,988 1,026 1,006
Média 1,0096 0,9193  0,9269  0,9032
Desvio-padrio 0,0909 0,0796 0,0455 0,0594

O calculo do limite de repetibilidade (r) é feito através da equagao 6 (53), com uma

probabilidade de 95 % e distribuicao t-Student bilateral

Equacao 6: r= téfozs (n-1) X V2 x desviopadréo

Em que t55;n_1) € © valor critico da distribuicio t-student, com um nivel de

significancia de 0,050 com n-/ graus de liberdade (distribuicao bilateral). Através da tabela de

tstudent (54) verifica-se que tgo,5(0) € 2,262. Na Tabela 20 estio esquematizados os
resultados do limite de repetibilidade para cada um dos PAHs ao nivel da concentragao de |
pg/kg de mel.

Tabela 20 - Limite de repetibilidade determinado para uma concentragao de PAH de | pg/kg de mel

B(a)A Cris B(b)F B(a)P

r (uglkg) 0,29 0,25 0,15 0,19

Para que um método cumpra o seu limite de repetibilidade é necessario que o
modulo da diferenga de dois ensaios independentes (realizados em condi¢oes de
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repetibilidade) seja inferior ao limite de repetibilidade, em 95 % dos casos. Conforme os
valores obtidos, podera ser necessario recalcular o limite de repetibilidade para uma

concentracao ao hivel da contaminagao encontrada.

5.6.3- Precisao intermédia e Reprodutibilidade

Como referido anteriormente, para avaliar a precisao, além da repetibilidade, é usual
determinar também a precisao intermédia e de reprodutibilidade. A precisao intermédia,
também é conhecida como reprodutibilidade intra-laboratorial, e é estimada através de
ensaios no mesmo laboratério variando, por exemplo, os dias das determinagoes, os
operadores e/ou o equipamento (50). Os testes de reprodutibilidade sao efetuados com a
realizagao de ensaios usando o mesmo método em laboratérios diferentes, ou seja, sob
condi¢oes diferentes das condigoes originais (a nivel de equipamento, reagentes e

operadores).

No ambito deste trabalho apenas se justifica estabelecer a repetibilidade, para avaliar

de precisao de dados que venham a ser determinados.

5.6.4- Limites de quantificacdao e de detecdo

O limite de quantificacio (LOQ) na amostra estda muitas vezes dependente da
resposta instrumental e da qualidade do ajuste da curva de calibragao, para um determinado

analito.

Em termos praticos, o limite de quantificagao corresponde a concentragao minima
que é possivel quantificar de um analito, com um grau de confianga, face ao erro standard do
ajuste da curva de calibragao. Num método em que existe uma curva de calibragao linear
(este caso) o limite de quantificagao pode ser calculado através da equagao matematica 7
(55),

10 % erropadréo

E a0 7: LOQ =
quacao ¢ declive da curva de calibragao

Na Tabela 12 encontram-se todos os valores necessarios para o calculo do dos
limites de quantificagao tedricos dos quatro PAHs e os valores encontrados para os LOQ

que podem ser vistos na Tabela 21.
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Tabela 21 - Limites de quantificagao instrumentais, com base na curva de calibragao

PAH Limite de quantificacdao
instrumental (ng/mL)
B(a)A 0,82
Cris 0,79
B(b)F 1,97
B(a)P 0,16

Os valores encontrados sao baixos, devido ao bom ajuste das curvas ja
anteriormente comentado. Contudo, quanto efetuamos quantificacao devemos interpolar
valores. Como a gama de trabalho na curva estd estabelecida entre 2 ng/mL e 20 ng/mL o
valor para o limite de quantificagdo real devera ser maximizado para 2 ng/mL,
correspondente ao primeiro ponto da curva de calibragao. A Tabela 2| garante que esta
maximizagao esta tecnicamente correta, uma vez que os valores teoricos nela descritos sao

inferiores aos 2 ng/mL.

Quanto ao limite de detecao (LOD), ele é definido como sendo 1/3 do LOQ e
corresponde a um valor que é possivel detetar a presenca do analito com uma certeza
estatistica razoavel embora nao seja possivel quantifica-lo com exatidao. Neste caso o LOD

é de 0,7 ng/mL (valor de leitura na curva) para qualquer um dos PAHs analisados.

Tendo em conta as taxas de recuperagao médias previamente calculadas no ponto
5.6.1, os limites de detegao obtidos para cada um dos PAHSs serao: 0,07 pg/kg para o B(2)A,
0,08 pg/kg para o Cris, 0,07 pg/kg para o B(b)F e 0,09 pg/kg para o B(a)P. Os limites de
quantificagao serao 0,21 pg/kg para o B(a)A, 0,23 pg/kg para o Cris, 0,22 pg/kg para o
B(b)F e 0,27 pg/kg para o B(a)P (considerando uma toma tipica de mel de 10 gramas e

recuperado em | mL de volume final).

5.7 -Procedimento experimental e equipamento utilizado

Depois de estabelecidas as curvas de calibragao, determinada a repetibilidade do
método e as taxas de recuperagio e calculados os limites de detecao e quantificagao,

comegou-se a preparar as amostras de mel recolhidas.

Como ja descrito, o ensaio 2| (Tabela 16) foi o que apresentou melhor eficacia de

extragao pelo que o procedimento de extragao foi:
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|. Pesar 10 g de mel;

2. Adicionar 5 g de sulfato de sédio anidro e homogeneizar;

3. Adicionar 20 mL de diclorometano e colocar no banho de ultrassons a 30 °C durante
8 minutos. Durante este processo, ligar o Ultraturrax durante | minuto. Ao fim deste
tempo, recolher o diclorometano num balao de fundo redondo. Repetir este processo mais
2 vezes. (Satisfazendo no total 60 mL de diclorometano);

4. Evaporar o diclorometano;

5. Adicionar | mL de acetonitrilo no balao e agitar no voértex;

6. Colocar o acetonitrilo num vial, passando-o por um filtro de PTFE de 0,22 pm.

A anilise instrumental decorreu nas condigoes descritas no ponto 5.3.1.

O equipamento usado neste estudo foi HPLC Alliance constituido por Waters
Separations Module 2690 acoplado a um detetor de fluorescéncia Waters Scaning Fluorescence
Detector 474. O acetonitrilo foi HPLC grade de Carlo Erba, o diclorometano foi da marca
PESTINORM da VWR chemicals e o sulfato de sédio anidro foi fornecido pela Carlo Erba,

ativado a 490 °C durante |12 horas.

Uma das adversidades encontradas na preparagao das amostras foi o facto de
algumas amostras de mel se encontrarem cristalizadas (Figura 7, a esquerda). As amostras
que estavam neste estado eram as seguintes: SCD 18, MVAI7, MORI17 e PENI8. Outro fator
a ter em conta é que nas amostras SEA18, MANI7, ZAMI7, ZAMI8, FIBI7 e FIBI8 a tampa
da embalagem do mel estava com alguma “sujidade”, de origem desconhecida (Figura 7, a

direita).

Contudo foi possivel aplicar o procedimento de extragao, tal como descrito.

Figura 7 - Exemplo de uma amostra de mel cristalizado (a esquerda) e de
uma tampa com sujidade (a direita).
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6. Resultados e discussao dos resultados

Aquando da andlise das amostras de mel, os cromatogramas apresentavam

concentragoes de PAHs muito baixas (inferiores ao LOD) ao nivel do ruido e ocorriam

também interferentes (Figura 8),

sendo dificil delimitar os picos correspondentes aos PAHs,

que correspondiam a areas muito baixas.

P Benzo(a)pirena - 28,361

e

™,

Benzo(b)flucrantena - 22.080

000 %0 40 so 5800

Mindes

1500 200 2500 2500

Figura 8 - Exemplo de cromatograma de amostras de mel com sinal ao nivel do ruido e

interferentes

Também se reparou que apds a analise da primeira amostra do dia, as restantes

injegOes apresentavam mais interferentes. Desta forma, aumentou-se o tempo de corrida do

programa para garantir que a coluna era limpa entre amostras e se eliminavam alguns dos

interferentes que nela pudessem ter ficado da injegao anterior. O programa foi alterado da

seguinte forma:

Tabela 22 - Novo programa com gradiente de fase movel para a injegao

Tempo (minutos) Solvente Fluxo (mL/min)
0-20 ‘ 70 % ACN |
20-35 100 % ACN I
35-65 ‘ 100 % ACN 1,5
65 - 87 70 % ACN I
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Sabendo que todos os PAH em andlise tém um tempo de retengao inferior a 30
minutos, s6 a partir deste tempo € que se poderiam fazer alteragdes no programa. Assim,
determinou-se que dos 35 minutos (para ter a certeza que o Uultimo PAH saisse por
completo) aos 65 minutos, o fluxo iria aumentar progressivamente até |,5 mL/ min. de
modo a que todos os interferentes que estivessem na coluna saissem com mais facilidade.
Dos 65 minutos aos 87 minutos, tanto o fluxo como o solvente seriam repostos aos niveis
iniciais e o sistema estaria pronto para uma nova inje¢ao. Apesar desta alteragao implicar um
maior gasto de solvente, considerou-se que, a longo prazo, e devido a necessidade de

repeti¢oes das analises com o programa anterior, isto seria uma mais valia para o estudo.

Apesar da alteragao do programa para limpar a coluna entre injegoes todas as

amostras analisadas apresentaram valores dos quatro PAHs inferiores ao limite de detegao.

De forma a confirmar a auséncia dos PAH, uma vez que as condigoes cromatograficas
nao eram as melhores, os extratos das amostras foram reforcados ao nivel de | ng/mL de
PAHSs. A concentragao no extrato contaminado foi propositadamente feita entre o limite de
detecao e o limite de quantificagao. Assim, seria possivel evidenciar, para cada um dos picos
dos PAHs o surgimento de uma quantidade vestigial e nao quantificada o que comprovaria

que o extrato original estava sem estes analitos.

Na Tabela 23 estio descritas todas as concentragoes lidas (por extrapolagiao) das
amostras analisadas sendo que todas estas amostras foram contaminadas para apresentarem

uma concentracao del ng/mL de cada PAH.

Tabela 23 - Concentragoes lidas na curva das amostras de mel analisadas - Parte |

Concentracdo lida na curva (ng/mL)

Ensaio massa mel (g) B@)A Cris B(b)F B@)P
SCDI7A 10,0379 0,850 1,046 0,977 1,083
SCDI7B 10,0147 1,020 1,037 1,044 1,081
SCDISA 10,0484 0,832 1,034 0,638 1,010
SCDI18B 10,0046 1,072 1,097 1,099 0,996
MIRI7A 10,0845 0,961 1,071 0,974 1,036

MIRI7B 10,0698 0,805 0,947 0,868 0,824
MIRI8A 10,0318 1,054 1,031 0,795 0,913
MIRI8B 10,0046 0,913 1,015 0,973 0,839
MV2I17A 10,0771 1,035 Il 1,075 0,927
MV2I17B 10,0606 1,010 1,015 0,995 0,964
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Ensaio

massa mel (g)

Tabela 23 - Concentracoes lidas na curva das amostras de mel analisadas - Parte 2

Concentracdo lida na curva (ng/mL)

B(a)A Cris B(b)F B(a)P
MV2I8A 10,0235 0,989 1,067 0,987 0,945
MV2i18B 10,0292 0,983 1,076 0,972 0,979
MORI7A 10,0258 0,911 0,911 0,920 1,017
MORI7B 10,0222 0,954 1,001 0,987 0,956
MORISA 10,0928 0,976 0,890 1,094 1,032
MORI18B 10,0553 0,995 0,961 0,959 0,986
CMBI7A 10,0554 0,912 1,025 1,040 0,906
CMBI7B 10,0520 1,002 0,905 0,997 0,968
CMBISA 10,0754 0,966 1,096 1,095 1,024
CMBI8B 10,0354 0,955 1,083 1,033 0,989
GULI7A 10,0005 0,884 0,945 1,007 1,038
GULI7B 10,0233 0,949 1,052 1,052 0,966
GULISA 10,0255 0,940 0,911 0,919 0,914
GULI8B 10,0133 1,067 1,029 0917 0,957
SE217A 10,0858 0,884 0,890 1,060 0,885
SE217B 10,0236 0,851 0,938 1,158 0,939
SE218A 10,0148 0,881 0,825 1,143 0,888
SE218B 10,0780 1,039 1,093 1,260 0,925
CMPI7A 10,0437 0,988 0,950 0,997 0913
CMPI7B 10,0763 0,804 0,937 0,991 0,861
CMPISA 10,0701 1,001 0,933 0,978 0,882
CMPI8B 10,0632 0,914 0,926 0,956 0,928
LOUI7A 10,0022 1,021 1,597 0,810 0,843
LOUI7B 10,0420 1,071 1,449 0,893 0,953
LOUISA 10,0361 0,996 0,943 0,965 0,919
LOUI8B 10,0042 1,018 0,998 1,023 0,995
MVII7A 10,0503 1,119 1,006 1,100 1,029
MVII7B 10,0271 0,953 0,980 1,004 0,936
MVII8A 10,0900 0,899 1,076 1,041 0,936
MVII8B 10,0471 0,933 1,028 0,988 0,953
PENI7A 10,0750 0,957 1,176 0918 0914
PENI7B 10,0420 0,966 1,965 0,923 0,966
PENISA 10,0909 0,943 1,112 0,964 0,936
PENI8B 10,0055 0,980 1,025 0,998 0,958
FARI7A 10,0025 1,027 0,957 1,043 0,924
FARI7B 10,0210 0,921 0,935 1,039 1,007
FARISA 10,0710 0,901 0,865 1,023 0,938
FARI8B 10,0223 1,082 0,936 1,056 0,997

FIBI7A 10,0703 0,959 0,952 0,890 1,058

FIBI7B 10,0037 1,136 0,959 1,177 0,989

FIBISA 10,0566 0,912 1,005 0,985 1,044

FIBI8B 10,0090 0,909 1,053 1,121 0,965
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Tabela 23 - Concentragoes lidas na curva das amostras de mel analisadas - Parte 3

Concentracdo lida na curva (ng/mL)

Ensaio massa mel (g) ‘ B)A R BO)F B@)P
ZAMITA 10,0106 1,074 1,079 0,924 0,978
ZAMIT7B 10,0196 0,996 0,940 1,085 0,926
ZAMIBA 10,0106 1,005 1,090 1,036 0,931
ZAMI8B 10,0196 1,057 0,847 0,939 0,902
MANI7A 10,0901 0,963 0,938 0,979 0,938
MANI7B 10,0197 1,055 1,068 0,950 0,963
MANI8A 10,0247 0,905 0,991 1,028 0,960
MANI8B 10,0760 0,969 1,003 0,989 0,914

SEII7TA 10,0087 1,085 1,195 0,973 0,978
SEII7B 10,0254 0,917 0,952 0,905 0,921
SEII8A 10,0148 1,037 1,064 1,042 0,962
SEl18B 10,0293 0,988 0,967 0,993 0,938
NELI7A 10,0526 1,076 0,955 0917 0,951
NELI7B 10,0406 1,024 0,951 0,852 0,933
NELI8A 10,0650 0,955 0,871 1,017 0,979
NEL18B 10,0085 1,143 1,031 1,006 0,988

A Tabela 23 apresenta valores extrapolados da zona de quantificagao, uma vez que o
limite de quantificacdo corresponde ao ponto mais baixo da curva de calibragao (2 ng/mL).
Com os resultados obtidos verifica-se que é possivel detetar PAHs nas amostras em
concentragoes aproximadas as esperadas, devido ao facto de ter sido feita a contaminagao

ao nivel de | ng/mL.

Este facto valida os resultados dos cromatogramas das amostras sem reforgo que nao
apresentavam PAHs. Assim, pode-se considerar que, neste estudo e para os quatro PAHSs
todas as amostras analisadas tinham valores inferiores ao limite de detegao de 0,07 pg/kg

para o B(a)A, 0,08 pg/kg para o Cris, 0,07 pg/kg para o B(b)F e 0,09 pg/kg para o B(a)P.

O facto de nao ser encontrado qualquer contaminagao dos quatro PAHs em
nenhuma das amostras de mel produzidas depois dos incéndios pode ser justificado por, na
primavera e verao de 2018, as abelhas terem sido alimentadas pelos apicultores com mel de
anos anteriores devido a falta de vegetacao e flores locais, como foi referido por alguns dos

apicultores onde foram recolhidas as amostras.
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Ainda assim, estudos indicam que as plantas e vegetais que crescem em solos
contaminados apresentam concentragoes muito pequenas de PAHs nas suas raizes e ainda
mais baixas nos rebentos e flores das plantas estudadas (56). Nesse estudo, também se
concluiu, que nao foram detetadas translocagoes de PAHs das raizes para as partes aéreas
das plantas. Como as abelhas recolhem o pdlen das flores, pode-se especular que, mesmo
estando estas plantas em solos com uma elevada contaminagao de PAHs (o que nao foi
avaliado) as abelhas nao recolheriam podlen com elevados teores de PAHs através da
contaminagao do solo porque a flor nao teria PAHs provenientes do solo. Assim, a possivel
contaminagao das flores s6 poderia ser feita através do ar. No entanto, a vegetagao so
comecou de novo a florescer e as abelhas sairam para recolher o pdlen na primavera
seguinte aos incéndios (cerca de cinco meses depois) o que talvez tenha dado tempo

suficiente para dispersar e reduzir a contaminagao do ar.
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7. Conclusao

Com os resultados obtidos pode-se afirmar que nas amostras de mel analisadas nao
foram detetados nenhum dos quatro PAHs, cujos limites de detegao sao 0,07 pg/kg para o
B(a)A, 0,08 pg/kg para o Cris, 0,07 ug/kg para o B(b)F e 0,09 pg/kg para o B(a)P. A presenca
de qualquer um destes quatro PAHSs, que sao referidos como prioritarios segundo a EFSA e
a US-EPA (os que causam mais preocupagao em termos da saide humana) a existir, sera

residual e sem expressao na seguranga do mel, no que aos PAHs diz respeito.

Apesar do mel nao ter um limite maximo estabelecido para o teor de PAHSs, pode
fazer-se uma comparagao com os valores mais baixos regulamentados para estes
contaminantes em géneros alimenticios, que sao para alimentos destinados a bebés e
criangas com um teor maximo de | pg/kg. Usando esta referéncia, pode-se inferir que todas
as amostras de mel analisadas tém um valor cerca de trés vezes menor que o limite para
alimentos destinados a bebés e criangas. Considerando ainda que o consumo de mel nao é
recomendado a esta faixa etdria e que o mel nao é consumido diariamente nem
habitualmente em grandes quantidades pode entao afirmar-se que nao existe qualquer
problema na ingestao destes méis para a saude das populagoes, no que aos PAHs diz

respeito.

Os resultados encontrados, que revelam a auséncia de contaminagao por PAHs nas
amostras de mel testadas, estao em linha com o reportado nos estudos (43), (44) e (45), no
entanto € necessario deixar o alerta para o facto de apesar de nao haver contaminagao nos
méis recolhidos e extraidos no ano seguinte aos incéndios (nao existindo estudos que
comprovem que nos proximos anos nao possam aparecer PAHs em concentragoes
detetaveis/quantificaveis) €& importante verificar que nao houve entrada destes
contaminantes, a posteriori, no ciclo natural de produgao e extragao do mel sendo por isso
desejavel que se continue a avaliar e monitorizar a seguranga, nao s6 do mel, mas também

de outros alimentos que possam ser afetados por estas catastrofes.
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ANEXO | - Formulas de calculo subjacentes a preparacao das

solucdes-padrao

Os célculos para as diluigoes das solugoes-padrao tiveram como base equagao8:

cf X vf

Equacio 8: cixXvi=cf Xvf ©vi= pr

De forma a saber qual o volume inicial a usar a partir da solugdo com uma maior
concentragao para que as diluicdes seguintes tenham a concentragao desejada é necessario
saber qual a concentragao da solugao-inicial, a concentragao final da solugao que se quer
preparar e o seu volume final. Como exemplo, para saber qual o volume necessario retirar
da solugao inicial (S;) para preparar a solugao com a concentragao de 100 ng/mL (P100)

realizaram-se os seguintes calculos. Sabe-se que:
ci =10 pg/mL = 10 000 ng/mL

Ao substituir na equagao 8 os valores correspondentes [a concentragao final (cf) é

100 ng/mL, o volume final (vf) € 50 mL e a concentracao inicial (ci) € 10 000 ng/mL] tem-se:

_ 100 ng/mL x 50 mL
YI= 7710000 ng/mlL

< v;=05mL

Deste modo, verifica-se que para preparar uma solugaio de 50 mL com a
concentragao de 100 ng/mL devem-se retirar 0,5 mL da solugao inicial de 10 pg/mL para um

balao volumétrico de 50 mL e aferir com acetonitrilo.
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ANEXO 2 - Curvas de calibracao das solu¢ées-padrao
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Figura A2 | - Curva de calibragao do benzo(a)antraceno
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Figura A2 2 - Curva de calibragao do benzo(b)fluoranteno
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ANEXO 3 - Concentracdes lidas em ng/mL dos ensaios de

repetibilidade

Tabela A3 | - Concentragdes lidas dos ensaios de repetibilidade

Concentracdo amostra (ng/mL)

Ensaio B(a)A Cris B(b)F B(a)P
Repl 8,878 7,391 7,021 6,825
Rep2 9,096 7,527 7,675 6,868
Rep3 7,971 8,069 6,924 6,814
Rep4 8,887 7,23 7,283 7,374
Rep5 8,477 7,853 7,121 7,297
Rep6 9,172 8,34 7,248 7,609
Rep7 7,35 6,233 7,026 6,671
Rep8 7,801 8,168 7,634 7,934
Rep9 7,204 7,399 6,977 6,983
Repl0 8,524 7,97 8,043 8,036
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