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Resumo

No ambito da escrita da Dissertacao para o Mestrado de Bioquimica em Sadde com especializagao no
Ramo de Biotecnologia, foi realizada a mesma no ano letivo 2021/2022, sob orientacdo da Doutora
Virginia Fernandes, do Grupo de Reacao e Andlises Quimicas, localizado no Instituto Superior de
Engenharia do Porto.

0 tema principal do trabalho aborda o impacto que as abelhas e o mel tém na vida humana, bem como os
contaminantes e poluentes emergentes que estao a ser estudados cientificamente. Para além disso,
estudou-se a possibilidade do mel ser um biomarcador ambiental, e de que modo o podemos utilizar para
monitorizar o meio ambiente e os contaminantes que podem interferir no quotidiano.

Paratal, foram analisadas 17 amostras de mel do Parque Natural do Montesinho, e 3 amostras comerciais.
A metodologia realizada consistiu na utilizagao de QUEChERS e cleanup dSPE para a extracao, e a analise
por GC-ECD e GC-FPD.

Relativamente aos resultados, foram identificados 14 dos 40 poluentes das diversas familias testadas, e
todas as amostras de mel apresentaram na sua constituicao pelo menos um pesticida e/ou contaminante

ambiental. Por fim, através das retas de calibracao foi possivel determinar a concentracao desses

poluentes.

Palavras-chave: Poluentes; Mel; Cromatografia Gasosa; Quimica Analitica; Biomarcador ambiental.



Abstract

As part of the writing of the Dissertation for the Master's Degree in Biochemistry in Health with
specialization in the Biotechnology, that was carried out in the academic year 2021/2022, under the
guidance of Doctor Virginia Fernandes, from the Chemical Reaction and Analysis Group, located at
Instituto Superior of Engineering in Porto.

The main theme of the work addresses the impact that bees and honey have on human life, as well as
emerging contaminants and pollutants that are being studied scientifically. In addition, the possibility of
honey being an environmental biomarker was studied, and how we can use it to monitor the environment
and the contaminants that can interfere with daily life.

For this, 17 samples of honey from the Parque Natural do Montesinho, and 3 commercial samples were
analyzed. The methodology used consisted in the use of QUEChERS and cleanup dSPE for the extraction,
and the analysis by GC-ECD and GC-FPD.

Regarding the results, 14 of the 40 pollutants from the different families tested were identified, and all
honey samples had at least one pesticide and/or environmental contaminant in their constitution. Finally,

through the calibration lines it was possible to determine the concentration of these pollutants.

Keywords: Pollutants; Honey; Gas Chromatography; Analytical chemistry; Environmental biomarker.
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PNM: Parque Natural do Montesinho
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eficiente, robusto e Seguro
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PSA: Amina Primaria e Secundaria
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1. Introducao

Ao longo dos anos tem-se visto uma maior preocupacao da humanidade com o ambiente e com a
utilizacao de produtos alimentares provenientes da terra, com o minimo de tratamentos quimicos
possivel. Como tal, cada vez mais existe uma procura por alimentos biolégicos e com producao
sustentavel, por exemplo alguns tipos de fruta e produtos provenientes da agricultura, como o0 morango,
amora preta, o milho (1), e até mesmo o mel.

Destacando o mel da lista, este pode ser definido como um produto natural, complexo e doce, produzido
pelas abelhas, e pode ser utilizado diretamente pelo ser humano, sem ter de passar por nenhum tipo de
processamento (2), sendo um dos poucos produtos naturais presentes no mercado atualmente (3), e
consumido por intimeras pessoas em todo o mundo (4).

De acordo com o ultimo relatdrio apresentado pela Comissao Europeia no Parlamento, em abril de 2022,
a Uniao Europeia é o sequndo maior produtor de mel com cerca de 218000 toneladas produzidas, sendo
a China o maior produtor global. De acordo com o ranking de producao, os paises da EU que mais produzem
sao a Espanha, Roménia, Grécia, Poldnia, Franca e Italia, sendo que Portugal também se destaca nos 10
maiores produtores, ocupando a décima posicao (5).

Como tal, devido a todas as preocupacdes em torno deste produto alimentar, é possivel, também, assumir
que este pode ser considerado um biomarcador ambiental, através da forma como €é produzido. Assim,
devido ao trajeto vasto que as abelhas podem percorrer, ao mesmo tempo que contactam com
determinados compostos presentes no seu percurso, esta espécie de animal transporta-os para as
colmeias, podendo culminar na presenca de potenciais contaminantes e poluentes, aquando a producao
de mel, que provém de diversos subsistemas integrados no meio ambiente (6).

O presente trabalho insere-se no ambito de um projeto financiado pela Fundacao para a Ciéncia e a
Tecnologia, intitulado “Honey* New reasons to care honey from the Natural Park of Montesinho (NPM): a
bioindicator of environmental quality and it’s therapeutic potential’, sendo que os principais objetivos do
projeto Honey* consistem na avaliagao do mel e de que forma este pode ser util como biomarcador
ambiental para a poluicao, sendo capaz de avaliar as diferentes classes de poluentes no ar, solo, agua e
plantas, e de que modo pode influenciar a qualidade do mel presente em amostras do Parque Natural do
Montesinho. Para além disso, é também um dos objetivos, estudar o comportamento terapéutico e
farmacoldgico das amostras de mel recolhidas através da avaliagao de ensaios in vivo.

Deste modo, estando inserido no projeto Honey*, os objetivos acabam por ir ao encontro dos objetivos
globais do projeto, no entanto, assentam, essencialmente, na construcao e otimizacao de um protocolo,
com determinada metodologia, que se revele eficaz ao ponto de ser possivel analisar multiplos
contaminantes numa s6 extracao de cada amostra retirada do Parque Natural do Montesinho, no sentido
de continuar a incorporar a metodologia no seqguimento do projeto Honey*. Para além disso, foi também

um dos objetivos, a andlise desses mesmos contaminantes extraidos das 20 amostras de mel, a fim de



poder concluir se, de facto, existe a possibilidade do mel ser considerado um potencial biomarcador
ambiental, no sentido em que ja houveram alguns estudos que comprovam que as abelhas também

podem ser consideradas como indicadores da poluicao ambiental (7-9).
1.1. Composicao do mel e as suas propriedades hioldgicas e nutricionais

Sendo um produto natural, o mel é composto por uma solucao aquosa de acticar supersaturada, tornando-
se numa excelente fonte de energia (2,6). E, portanto, uma substancia que contém cerca de 80% de
carboidratos, principalmente glicose (35%), frutose (40%) e sacarose (5%), e a volta de 20% de agua,
aminoacidos, proteinas, acidos organicos, lipidos, ceras, vitaminas, minerais, compostos aromaticos,
pigmentos flavonoides, graos de pdlen e enzimas (2,6). Ou seja, a sua composicao apresenta diversos
compostos naturais e propriedades, muito interessantes para a satide humana (10).

No entanto, é importante ressalvar que a composi¢cao do mel depende fortemente da espécie de plantaem
gue o néctar, o pélen e a melada sao colhidos, bem como de outros fatores climdticos e ambientais (2,4).
0 mel pode ser classificado de diversas formas, levando em consideracao a fonte de matéria-prima e a
sua origem botanica, sendo que em relacao a matéria-prima pode ser distinguido entre o mel proveniente
de melada (partes vivas de plantas ou secrecdes de insetos) e o mel proveniente de flores (11). Ja em
relacdo a origem botanica, pode ser distinguido por mel monofloral ou polifioral (11), tendo em conta se o
néctar coletado pelas abelhas provém de uma ou varias espécies de flores, sendo que este fator €,
também, importante para autenticar o mel que é comercializado (12).

Devido a producao de mel ter um papel de elevada importancia, este produto tem sido bastante abordado
cientificamente, a fim de compreender e reunir mais estudos e informacoes acerca deste alimento,
nomeadamente sobre as suas propriedades benéficas para a satide humana. Assim, no tltimo século, o
mel foi sujeito a humerosas investigacdes clinicas e laboratoriais, confirmando os seus beneficios
medicinais, que estao atribuidos essencialmente a presenca de antioxidantes, compostos fendlicos,
aminodcidos e vitaminas (13,14).

Deste modo, varios estudos provaram que o mel tem um potencial antibacteriano, anti-hipertensivo, anti-
inflamatdrio, antioxidante, conferindo, ainda, protecao hepatica e atua a nivel hipoglicémico (14). Para
além destes beneficios para a sadde, apresenta também propriedades antissépticas, ideais para
determinados tipos de tratamentos de feridas, queimaduras e outros problemas oftalmoldgicos,
respiratdrios, orais e gastroenterolégicos (14). E importante referir, tambhém, que o mel deve ser livre de
qualquer contaminacao quimica ou bioldgica, a fim de ser sequro para o consumo humano (13).

As propriedades antibacterianas do mel sao dos beneficios mais estudados, nomeadamente devido ao
facto do mel ser provado como um forte potencial agente antimicrobiano natural (15). Uma das
caracteristicas mais importantes que confere esta propriedade ao mel, é a sua acidez, com um pH entre

3,2 e 45, que é significativamente menor do que o pH favoravel (6,5-7,5) para o crescimento da maioria



das bactérias (15). E relevante salientar, também, que as propriedades antibacterianas apresentam uma
maior afluéncia de compostos quimicos como os flavonoides e os compostos fendlicos e as propriedades
antioxidantes, tém sido mais correlacionadas com as proteinas presentes no mel do que com os
compostos quimicos (10).

Relativamente as propriedades bioldgicas e nutricionais do mel, as mesmas podem ser decisivas para a
escolha do consumidor, bem como para a comercializacao deste alimento (6), daiaimportancia de abordar
estudos com as composicoes quimicas, as propriedades e beneficios do mel. Os parametros fisico-
quimicos e nutricionais mais importantes deste alimento, como o doce, a viscosidade, a textura, a
higroscopia e valores energéticos dependem, claramente, da composicao em acticar do mel (6).

Como referido anteriormente, os principais constituintes do mel sao os carbohidratos simples, como o
caso da frutose e glicose, que podem ser utilizados pelo ser humano para responder as necessidades
energéticas do corpo, devido a absorcao rdpida para o sangue, e sem necessitar de digestao prévia (16).
Assim, a nivel energético, o mel é um exemplo favordvel de alimentos que providenciam bastante energia,
sendo que 100 gramas de mel tém cerca de 1283 kJ, correspondendo a perto de 306 kcal (6). A titulo de
exemplo, 20 gramas de mel representam a quantidade de uma colher de sopa, que consiste em cerca de
3% da percentagem total de energia necessdria e recomendada para consumir por dia, para adultos

saudaveis (17).
1.2. Importancia das abelhas no mel

As abelhas representam um papel de elevada importancia na vitalidade de todo o mundo, pois sem este
ser vivo, a natureza pode quebrar e, por consequéncia, todo o ecossistema sofre uma reviravolta total.
Assim, esta pequena espécie, tem nas suas “maos”, um dos papeis mais importantes de todo o ciclo da
vida. Deste modo, as abelhas conseguem promover o desenvolvimento sustentdvel através da sua maior
contribuicao para o ecossistema, a polinizacao, um dos processos mais importantes no ciclo reprodutor
das plantas, que ao ser realizada, contribui para a manutencao da biodiversidade e para a seguranca
alimentar (18).

Apis mellifera Linnaeus, é o nome de uma das espécies de abelhas que é muito comum em vdrios
continentes. Esta abelha consegue sobreviver a diversos climas e habita em inimeros locais, estando
dividida em vdrias subespécies (19), tornando-se num ser vivo bastante estudado entre a comunidade
cientifica.

As abelhas desempenham um papel vital na polinizacao de diversos produtos provenientes da terra,
sendo importantes, tambhém, para producao de produtos comerciais, como o mel e a cera de abelha (4). A
grande maioria de plantas que originam flores, necessitam de insetos para realizar a polinizacao, de modo
a maximizar a producao de frutos e sementes, através dos processos de fertilizacdo das flores (20). Para

além disso, é de salientar que, para assegurar este processo, deveras necessario para 0 meio ambiente, as



abelhas sao o inseto que melhor o fazem utilizando, ainda, meios para produzir o mel, tornando-se assim
esta espécie, 0 mais valioso polinizador (20).

0 mel é produzido pelas abelhas através de um processo complexo e intenso, feito pela recolha do néctar
das plantas, ou a partir de secrecoes presentes nas partes vivas das mesmas, sendo depois
transformadas com substancias especificas préprias das abelhas, como o caso das enzimas que estas
possuem no estdbmago, depositando depois essa combinacdo nas colmeias, e ai passa por um processo
de desidratacao, armazenamento e amadurecimento (11,13).

As abelhas podem percorrer dreas bastante grandes, com distancias longas, e nesse raio, contactarem
comindmeras fontes de pesticidas e outros contaminantes ambientais (21). Este contacto pode tornar-se
num dos possiveis problemas aquando da recolha de pdlen e néctar pelas abelhas, uma vez que grande
parte destes pesticidas e compostos podem nao ser indicados ao consumo humano. Esta possibilidade
estd reportada na literatura, uma vez que quando as abelhas pousam em determinadas plantas, solos e
aguas que podem estar contaminadas, transportam de seguida esses contaminantes para as colmeias,
acabando por ficar incorporado na producao do mel (21,22).

No caso dos pesticidas, existe ainda a possibilidade de estes serem expostos as abelhas pelo ar, através
dos produtos quimicos que os apicultores utilizam para controlar algumas pragas que possam aparecer,
ou até mesmo por residuos atmosféricos que possam ficar retidos no corpo das abelhas (2).

Deste modo, existem alguns estudos publicados que mostram que os produtos provenientes do trabalho
das abelhas podem ser usados como indicadores de contaminacao ambiental (2,22), devido ao contacto
variado e alargado a que as abelhas se submetem, e existem, também, estudos que demonstram o declinio
do nimero de abelhas quando expostas a estes contaminantes (7-9). Como ja foi referido anteriormente,
as abelhas permanecem em contacto com um vasto leque de contaminantes e poluentes, quando se
deparam com estes no decorrer das suas buscas por alimento e para efetuarem a polinizacao. Com o
decorrer do tempo, colmeias de abelhas tem sido estudadas e monitorizadas, devido ao aumento da taxa
de mortes que se tem verificado destes seres vivos (7,8) levando estudos cientificos a comprovar que, de
facto, esta exposicao constante, principalmente aos compostos que pertencem aos pesticidas,

nomeadamente a classes como neonicotindides, piretréides e organofosforados (8).
1.3. Contaminantes presentes em amostras de mel

A determinacao dos contaminantes presentes no mel é de elevada importancia, para que seja possivel
averiguar se este produto alimentar pode conter poluentes e de que modo isso podera afetar a sua
qualidade, se poderd ser consumido com seguranca, ou se apresenta algum risco para a satide humana.

Assim, de acordo com varios estudos jd realizados, encontraram-se diversos poluentes, sendo uma das
principais classes de contaminantes encontrados, os pesticidas, que sao uma categoria de quimicos

tdxicos, normalmente utilizados no combate a pestes, a fim de eliminar ou até mesmo repelir as mesmas



(2). Esta classe comum de poluentes, cruza-se no caminho percorrido pelas abelhas e, portanto, depois é
transportado pelas mesmas até ao seu nicho. Ja foram, também, evidenciados alguns antibiéticos, metais
pesados e materiais radioativos no mel (3,21).

As categorias de pesticidas mais comuns sao, os inseticidas, acaricidas, algicidas, herbicidas e fungicidas
(2,21). No caso dos inseticidas e acaricidas, estes eliminam insetos e parasitas (p.e. dcaros) através de
processos de disrupcao da atividade neuronal ou outros mecanismos especificos do metabolismo destas
espécies (2), contactando com as abelhas através do uso dos mesmos por varios apicultores, ou até,
agricultores. Os algicidas e os herbicidas, eliminam plantas e algas, destruindo as capacidades
fotossintéticas ou incapacitando os mesmos de realizarem a sintese de compostos organicos (2),
podendo significar que a presenca desta subclasse no mel, pode ser devido ao percurso das abelhas perto
de dguas (algicidas) ou campos (herbicidas). Por tltimo, os fungicidas eliminam fungos através da inibicao
de processos essenciais ao seu desenvolvimento, como por exemplo, a inibicao da formacao de
membranas celulares (2), e que sao, tambhém muito utilizados por agricultores ou apicultores no combate
a ameaca dos fungos nas suas plantacdes ou animais.

Algumas destas classes de pesticidas podem ser consideradas perigosas para a saude humana,
nomeadamente os organofosforados, que sao utilizados como inseticidas na agropecuadria, e aparentam
ser 0s que tém maior risco para o ser humano (23), se utilizadas em excesso, ou até mesmo para as
proprias abelhas (2).

Compostos como o HCH, DDT, carbaril ou coumafos tém sido encontrados em colmeias, assim como, 0
imidacloprida, clorpirifos, tiacloprida, clotianidina e tiametoxam, que tém sido detetados em abelhas
mortas (2). Alguns destes Ultimos compostos, como a imidacloprida, o tiametoxam, a tiacloprida e a
clotianidina, pertencem a um grupo de inseticidas que tem sido muito relatado, os neocotindides,
extensivamente utilizados para tratamento de algumas sementes, plantas e frutos, estando também
presentes em vdrios recursos aqudticos e no solo (2).

Para além dos compostos ja descritos, existem varios dados que tém sido documentados, indicando a
presenca de pesticidas organoclorados (OCP), compostos que tém pelo menos um dtomo de cloro ligado
a uma cadeia carbonada, bifenilos policlorados (PCB), compostos derivados dos organoclorados com
adicao de cloro ao bifenilo, e éteres difenilicos polibromados (PBDE) no mel, compostos organicos
sintéticos que apresentam varios dtomos de bromo ligados a sua estrutura (21).

Muitos destes compostos referidos acima, nomeadamente o HCH, DDT, os OCP, os PCB e PBDE, tém sido
documentados como pertencentes a uma das classes de contaminantes mais preocupantes a nivel
mundial, os Poluentes Organicos Persistentes (POP), que se tornaram contaminantes ambientais devido
ao seu uso extensivo, de longa duracdo, e a sua persisténcia e toxicidade (24) Devido a esta crescente
preocupacao, em maio de 2001, foi organizada uma convengao em Estocolmo, na Suécia, para abordar

esta tematica sobre os POP, tendo por objetivo a protecao da satide humana e do meio ambiente,



delineando algumas medidas destinadas areduzir, e até mesmo eliminar as libertagcdes destes compostos
no meio ambiente, e consequentemente reduzindo a exposicao humana (25). Foram adotadas medidas
para monitorizar estes contaminantes, que vao sendo sempre atualizadas pelos laboratérios
responsaveis, num documento exclusivo, que é o Plano de Monitoramento Global (PMG), onde, também,
novos produtos quimicos com alta relevancia sao adicionados e atualizados no documento (25).

A European Food Safety Authority (EFSA), revelou que existem riscos para a satide publica relacionados
com a presenca de retardantes de chama bromados (BFR) na comida, principalmente os PBDE, que sao
parte integrante dos compostos organicos de bromo, e que contaminam o ambiente e a cadeia alimentar
devido a sua natureza lipofilica, bio acumulativa e tdxica, suspeitando-se que causem efeitos a nivel
neuronal e enddcrino (21).

E ainda relevante salientar, que foram relatados, também, outros poluentes existentes em amostras de
mel, como os hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (PAH) que sao um grupo de compostos organicos
constituidos por dois ou mais anéis aromaticos (26). Este tipo de contaminantes estd presente em larga
escala no ambiente, mostrando uma evidéncia de mutagenicidade e genotoxicidade (26). Os principais
PAH que podem ser considerados como indicadores ambientais foram agrupados num grupo de 4
elementos, pela EFSA, sendo estes o benz(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo[b]fluorantreno e criseno
(26,27), uma vez que, de acordo com os estudos efetuados, sao os que apresentam uma maior relacao
entre a taxa de ocorréncia em alimentos e a toxicidade (27).

Posteriormente, um dos grupos com maior abundancia de compostos, sao 0s metais pesados, que se
originam quando alguns minerais presentes no mel provém de uma fonte inorganica ou metalica, podendo,
assim, ter um fator gravidade especifico cinco vezes superior a dgua, tornando-se téxico (28).

Os principais metais pesados que sao mais abordados em literatura cientifica, sao o chumbo (Pb), cddmio
(Cd), mercdrio (Hg), crémio (Cr), cobre (Cu), manganés (Mn), niquel (Ni), zinco (Zn) e prata (Ag)(28). No
entanto, aqueles que sao mais perigosos para a salide humana sdo o Pb, o Cd e o metaloide arsénio (As),
sendo que este Gltimo é muito pouco relatado em amostras de mel, devido ao seu baixo uso no meio
ambiente (28). Assim, estes compostos, para além dos estudos que ja foram feitos, assumem uma
elevada importancia para continuar a serem estudados, devido aos seus efeitos prejudiciais na sadde
humana mesmo em baixas concentracoes, como dores fortes de cabeca, anormalidades metabdlicas,
problemas respiratdrios, nduseas e vémitos (28).

Como referido anteriormente, as abelhas sao espécies que ajudam a monitorizar a poluicao existente,
nomeadamente a Apis mellifera, devido as suas caracteristicas bioldgicas, e as suas capacidades de
realizar viagens distantes das suas coldnias a fim de se alimentarem quando ha escassez de alimento nas
suas zonas (22). Como tal, no decurso da recolha de alimento elas podem acumular e transportar para as
colmeias diversos contaminantes (22,26), sendo, portanto, considerados, tanto as abelhas como os seus

produtos, em especial destaque o mel, como fortes potenciais biomarcadores ambientais (29).



1.3.1. Poluentes emergentes em amostras de mel

E importante realcar que, para além destes compostos conhecidos e com varios estudos cientificos
associados, existem outros que estdo, cada vez mais, a emergir e a serem abordados em novas
investigacades cientificas.

Os microplasticos foram abordados recentemente como contaminantes presentes em amostras de mel,
sendo considerados um dos principais poluentes emergentes. Deste modo, € de conhecimento geral, que
o pldstico faz parte das rotinas do ser humano, embora haja, cada vez mais, uma preocupacao para reduzir
estes consumos. No entanto, a maioria dos desperdicios de pldstico sao libertados para o meio aquatico,
maioritariamente em oceanos, e as pequenas particulas deste material ficam, muitas vezes, suspensas no
ar e no ambiente em geral, tornando-se assim, numa problematica com elevado interesse associado (29),
como se pode observar na figura 1, uma vez que este aumento de micropldsticos, se traduz na presenca
dos mesmos em amostras de mel (30,31).

Quanto a sua relevancia em torno da salde, os microplasticos apresentam impactos negativos na saude
humana, que podem ser empregues através do consumo de alimentos em que estes estejam presentes,
sendo que, maioritariamente, tem sido descobertos problemas a nivel de toxicidade (29-31).

Estudos relativamente recentes correlacionam o stress oxidativo, a citotoxicidade e a translocacao entre
tecidos destes compostos, como desencadeador de inflamacao crénica, aumentando o risco de cancro
(32). Em adicao, podem também estar relacionados com o aumento da incidéncia de doencas
neurodegenerativas, e ainda, comportarem-se como vetores para microrganismos perigosos ao ser

humano (30,32).
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Figura1- Ciclo de contaminagcdo com microplasticos. Imagem retirada do artigo " Naggar Y al, Brinkmann M, Sayes CM, Al-Kahtani
SN, Dar SA, El-Seedi HR, et al. Are honey bees at risk from microplastics? Toxics. 2021 May 1:9(5). "

Atualmente, tem, também, havido uma maior preocupacao acerca das substancias que sao utilizadas em
processos ao nivel daindustria, da agricultura e do préprio consumo, uma vez que alguns quimicos podem,

efetivamente, causar uma disrupcao do sistema enddcrino, afetando assim o controlo hormonal (33).



Deste modo, estes quimicos capazes de afetar o sistema enddcrino, tém sido considerados como novos
poluentes emergentes, os quimicos desreguladores enddcrinos (EDC)(33).

Neste grupo de compostos, podem estar incluidos o bisfenol A, 0 2,4-diclorofenol, o 2,4 5-triclorofenol, o
pentaclorofenol, entre outros, sendo estes compostos utilizados industrialmente ou, até, produzidos por
processos industriais (33), elevando assim a capacidade de poluicao dos mesmos.

E importante ressalvar estes quimicos desreguladores enddcrinos, uma vez que tém sido encontrados
alguns deles em amostras de mel, e de acordo com as diretrizes da Uniao Europeia, 0 mel, como um

produto natural, tem de estar livre de quimicos (33), dai aimportancia de estudos nesta drea.
1.4. Metodologias analiticas para avaliacao da presenca de contaminantes no mel

O mel pode conter varios tipos de pesticidas ou outros contaminantes devido a todo o seu processamento,
e do modo como as abelhas e os apicultores trabalham. Assim, o néctar presente nas colmeias, passa por
uma transformacao para originar o mel, podendo conter alguma poluicao que possa estar incorporada
significativamente (34). Como tal, a fim de proteger a satide do consumidores, foi estabelecido um nivel
maximo de residuos (MRL), para cada pesticida de forma individual (35).

De acordo com a literatura cientifica, existem varios métodos para extracao e analise dos contaminantes,
sendo que a analise cromatografica é das metodologias mais abordadas para este tipo de estudos (13,35-
37). Deste modo, para ser possivel retirar o melhor proveito e obter melhores resultados, o passo de
preparacao de amostras é bastante importante para se consequir fazer uma boa analise, e como tal, tem
sido utilizado um passo de extracao dos compostos de interesse, eliminando interferentes que possam
causar transtorno na determinacao da concentracao dos analitos que se pretendem avaliar (13,35,37,38)
Um dos métodos mais utilizados universalmente para preparar as amostras, de forma a permitir a
extracao de ummaior nimero de contaminantes em cada amostra sao os QUEChERS (35), que representa,
uma metodologia traduzida pelas sequintes seis caracteristicas: rapida, facil, barata, eficiente, robusta e
segura (38). Esta técnica utiliza solventes, sais dispersos e adsorventes, tendo sido empregue em
diversas andlises e estudos, principalmente focados em residuos de pesticidas em alimentos e no meio
ambiente (39). A forma mais comum de abordar esta metodologia, consiste na extracao inicial com
solventes e sais, de modo a promover a particao liquido-liquido, e por ultimo, poder realizar-se uma
extracao com uma fase sdlida dispersiva (dSPE), com o recurso a vdrios adsorventes, a fim de purificar o
extrato obtido (37).

Em adicao, exitem também, outros métodos de preparacdo prévia das amostras, nomeadamente para o
processo de extracdo. A extracao liquido-liquido (ELL) é uma das vdrias técnicas utilizadas, tendo como
maior vantagem de utilizacao, o facto de ser um método no qual o volume ou a massa utilizada das
amostras é maior do que nos QUEChERS, no entanto, apresenta uma desvantagem grande, que é o uso de

solventes organicos toxicos na sua abordagem (13). Para além disso, a ELL é uma metodologia,



caracterizada, também, por ser um procedimento demorado, caro, prejudicial a0 meio ambiente e
trabalhoso (40).

Abordando uma dltima técnica de extracao habitualmente usada, a Extracao em fase sdlida (SPE), a
mesma é baseada na retencao de analitos selecionados nos sorventes, seguindo-se uma eluicao com os
solventes mais apropriados, ou seja, pode atuar como um passo de limpeza (clean up) (36). Assim,
combinando a extracao com QUEChERS e o passo de clean up, proporciona uma extracao mais pura,
podendo ser analisada por outras metodologias, como as cromatografias (13). As principais
caracteristicas da SPE, sao a sua simplicidade, robustez, rapidez e o baixo consumo de solvente,
tornando-a, assim, uma das mais requeridas para estes procedimentos (36).

Relativamente a andlise, é de salientar que os pesticidas, apds uma preparacao prévia das amostras,
podem ser determinados no mel através de cromatografias gasosas ou liquidas, acopladas a detetores
mais comuns, como a espetrometria de massa, o detetor por captura de eletrdes, entre outros, consoante
as suas propriedades fisico-quimicas (13). Na tabela 23, em anexo, pode-se observar um conjunto das
técnicas mais abordadas para determinados pesticidas e contaminantes ambientais presentes em
diversas amostras de mel de toda a parte do mundo, de modo a ser possivel agrupar os procedimentos

mais utilizados nos tltimos 10 anos.

2. Materiais e Métodos Experimentais
2.1. Materiais e Reagentes

Relativamente aos contaminantes utilizados, os pesticidas (PYR, OCP e OPP) sao da Sigma Aldrich, bem
como os Retardantes de chama- Esteres Organofosforados, e os Retardantes de chama- Eteres
difenilicos polibromados sao da Isostandards Material. 3 os bifenilos policlorados sao de duas marcas
diferentes, Sigma Aldriche Techno Spec.

Quanto aos aparelhos e reagentes utilizados na andlise dos contaminantes, os compostos n-hexano e
acetonitrilo usados na cromatografia foram adquiridos na UniSolv Merck (Darmstadt, Alemanha) e na
Carlo Erba (Val de Reuli, Franca), respetivamente. O kit comercial dos sais QUEChERS e dSPE foram
adquiridos pela Agilent Technologies (California, Estados Unidos da América). Os compostos organicos
halogenados foram determinados usando um cromatdgrafo a gas (GC) com um detetor de captura de
eletrdes (GC-ECD) (GC-2010, Shimadzu, Quioto, Japao) e a coluna capilar de GC utilizada foi Zebron-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) (Phenomenex, Madrid, Espanha).Jd na determinacao dos OPP foi utilizado
um GC com um detetor fotométrico de chama (FPD) (GC-2010, Shimadzu, Quioto, Japao) usando um filtro
de fdsforo, e a coluna capilar utilizada foi a Zebron-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm ) (Phenomenex,
Madrid, Espanha).



2.2. Métodos Experimentais

A metodologia usada neste trabalho consistiu em trés partes, sendo a primeira uma otimizacao do
protocolo experimental, onde se determinou o método de extracao mais eficaz, avaliando vdrios
procedimentos experimentais para concluir qual o que se enquadra melhor para aplicar nas 20 amostras
de mel, 17 delas coletadas no Parque Natural do Montesinho (PNM), e as restantes 3 amostras eram
comerciais. A avaliacao da eficiéncia de extracao foi realizada através de estudos de recuperagao. De
seguida, apds a escolha do procedimento mais eficaz, o0 método analitico foi validado e aplicou-se o
procedimento que obteve melhores recuperacoes as amostras de mel que se pretendeu avaliar e,
determinou-se, através das retas de calibracao da matriz, as concentracdes de diferentes pesticidas
(como os OCP, OPP e PYR) e outros contaminantes ambientais (como OPE, BDE e os PCB) presentes nas
amostras de mel. No protocolo experimental foram extraidos 40 contaminantes (19 POP (9 OCP, 6 BDE e
4 PCB),5 PYR erespetivos isdmeros, 7 OPE e 6 OPP) que estao representados na tabela 1.

Os compostos avaliados foram analisados por dois equipamentos de Cromatografia Gasosa, sendo que
os compostos halogenados, como os OCP, PYR, PCB e BDE, foram analisados no GC-ECD, e os compostos
fosforados como os OPP e os OPE, foram analisados no GC-FPD. Algumas das principais condicoes

cromatograficas de ambos os instrumentos de analise, estao representados na tabela 2.
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Compostos

Tabela 1- Compostos analisados no projeto.

Grupo

a-HCH
B-HCH
v-HCH
Aldrina
Endl
DDE
Dieldrina
o,p-DDT
p,p -DDD
Bifentrina
Cialotrinalell
Cipermetrina
Fenvaleratolell
Deltametrinalell
BDE 153
BDE 47
BDE 100
BDE 99
BDE 154
BDE 183
PCB28
PCB 118
PCB153
PCB180
TPrP
TiBP
TnBP
TCEP
TBEP
TEHP
Fosfato de trietil (TToP)
Dimetoato
Cloropirifos-metilo
Paratiao — metilo
Malatiao
Cloropirifos
Clorfenvinfos

Pesticidas
organoclorados (OCPs)

Piretroides
(PYRs)

Retglrdantes de chama-
Eteres difenilicos
polibromados (BDEs)

Bifenilos
policlorados
(PCBs)

Retardantes de chama -
Esteres
Organofosforados
(OPEs)

Organofosforados
(OPPs)

1"



Tabela 2 - Principais caracteristicas cromatogrdficas do GC-ECD e GC-FPD.

Caracteristicas GC-ECD GC-FPD
Temperatura coluna 40°C 100 °C
Temperatura detetor 300°C 300°C

Temperatura SPL1 250 °C 250°C
Volume de injecao TuL 1,4 uL
Gas de arrastamento Hélio Hélio
Pressao do gas 83 .2kPa 92,2kPa
Fluxo total 23, 1mL/min 15,8 mL/min

2.2.1. Otimizacao de Protocolo

Inicialmente, da pesquisa sobre o mel, reuniram-se informac6es acerca dos procedimentos que tém
obtido melhores resultados neste tipo de atividades, e foram testados diferentes protocolos
experimentais. Como tal, metodologia utilizada foi de acordo com alguns autores que usaram QUEChERS
com o cleanup dSPE, e para a andlise dos compostos optaram por diversos tipos de cromatografia
(35,38,41-47) Na totalidade destes artigos diferenciados, a metodologia de extracdo para varios tipos de
contaminantes em diversas origens de amostras de mel, culminou no uso de QUEChERS em conjunto com
um passo de cleanup que foi, também, a grande maioria com extracao em fase sdlida dispersiva, dSPE,
outros com extracao liquido-liquido, e a analise das amostras foi feita tanto por Cromatografia Gasosa,
acoplados a ECD ou MS (espetrometria de massa), outros por Cromatografia Liquida, e um dos estudos
referenciados optou por cromatografia liquida de ultra performance (UPLC).

Nos trés protocolos reunidos foram testados diferentes sais QUEChERS, com composicoes varidveis
entre si. De acordo com os requisitos dos kits, 0o QUEChERS AOAC apresentam 6 g de Sulfato de magnésio
(MgS0.) e 1,5 g de Acetato de sddio, 0 QUEChERS EN consistem em 4 g de MgS0,, 1g de Cloreto de sédio
(NaCl), 1 g de Citrato de sddio e 0,5 g de Citrato dissddico sesquihidratado, e 0 QUEChERS Original contém
6 g de MgS0; e 15 g de NaCl. Foram, também, testados 3 distintos Cleanups (C1:150 mg MgS04, 50 mg
PSA, 50 mg C18; C2:150 mg MgS0., 25 mg PSA, 50 mg C18; C3: 150 mg MgS04, 50 mg PSA, 25 mg C18).
Numa primeira parte da otimizacao do protocolo, foram avaliados os QUEChERS , de sequida os cleanups
e, por fim o uso dos ultrassons, como passo intermédio, para verificar se ajudava na homogeneizacao.
Assim, a performance dos métodos testados, foi avaliada de acordo com estudos de recuperagao, em que
se fez uma extracao, na qual foi contaminado primeiro com os analitos em estudo a concentragao de 25
1g/L,amassa de mel pesada (cercade 5 g), e adicionou-se, depois, o conjunto de sais (QUEChERS+dSPE)

—aque chamamos o Pré-spiking — e, outra extracao onde se contaminava o extrato final antes de analisar
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pelo GC — a que denominamos de Post-spiking. Como tal, através do estudo e comparacao desses dois
resultados, chegamos a determinadas recuperacaes e, foi possivel, analisar quais as que se encontravam
dentro das melhores percentagens (entre 70% a 120%), a fim de concluir qual o método mais eficaz para
a extracdo. E de ressalvar, que a testagem dos 3 QUEChERS, dos 3 cleanups e do uso dos ultrassons foi
realizada, inicialmente, apenas no grupo que tinha maior nimero de compostos, os POP, composto por
pesticidas OCP, BDE e PCB, e s6 depois se aplicou as restantes familias quimicas (PYR, OPE e OPP),
refutando que apenas foi realizado neste sentido pela praticidade do uso dos compostos, que ja se
encontravam misturados numa solucao padrao mista composta por estes mdiltiplos contaminantes.

De sequida, para diferenciar este método mais utilizado dos trabalhos cientificos ja publicados, testou-se,
também, se poderia ser eficaz o uso combinado dos QUEChERS e dSPE num s6 tubo, mais pequeno, ou
seja, reduzir a quantidade de sais utilizada, mas em proporcao, diminuindo-se tamhém a massa de mel
utilizada (de 5 g para 2 g), e consecutivamente, a nivel energético seria mais vantajoso, pelo que se
despendiou menos tempo no vdértex e na centrifuga, permitindo-nos reduzir custos. Neste passo, por
terem sido feitos cortes em proporcao, nao houve alteracao das recuperacaes e, portanto, permitiu que
fizéssemos dessa forma a extracao dos contaminantes para as amostras de mel num sg passo e mais

rapidamente aplicados nas 20 amostras.
2.2.2. Protocolo otimizado: QUEChERS EN conjugado com cleanup 1

Posteriormente a otimizacao do protocolo experimental, ficou estabelecido o procedimento final para
aplicar as amostras de mel recolhidas do Parque Natural do Montesinho.

Neste procedimento, pesou-se cerca de 2 g de cada uma das amostras de mel para tubos de falcon de 15
mL, devidamente identificados, que ja continham o QUEChERS EN e o cleanup, e adicionou-se ainda 6 mL
de acetonitrilo e 3 mL de agua destilada. Homogeneizou-se cada tubo durante cerca de S0 sequndos, no
vortex, e utilizou-se a centrifuga para cada uma das amostras, a 4500 rpm durante 5 minutos, e
transferiu-se, aproximadamente, entre 1000 a 1200 pL de sobrenadante para o vial de 1,5 mL. De sequida,
foram colocados, cada vial, a secar no evaporador, com fluxo de nitrogénio, e redissolveu-se no mesmo
volume, 1000 a1200uL, de n-Hexano. Por fim, transferiu-se cerca de 150 pL de cada uma das amostras
extraidas, para novos vials com insert, de modo a que as amostras pudessem ser, posteriormente
analisadas por Cromatografia Gasosa com detecao por captura eletrénica (GC-ECD) e com detecdo
fotométrica de chamas (GC-FPD), esquematizado na figura 2.

Apos a extracao concluida, foi necessario fazer 7 solucoes padrao, a diferentes concentragoes, de cada
contaminante pertencente as classes POP, PYR, OPP e OPE, nomeadamente a 10, 15, 25, 50, 75,100 e
125 pug/L, para se construir as retas de calibragao para cada contaminante. Obteve-se duas retas, ambas
redissolvidas na prérpia matriz, sendo que numa das retas as concentragdes estavam em pg/L, e naoutra

reta construida, fez-se a conversao com a massa das amostras e obteve-se as concentracoes em ug/kg,
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de modo a se conseguir ter as unidades certas para se retirar as concentracdoes de possiveis
contaminantes que possam aparecer nas amostras de mel, com o objetivo de aferir se realmente algum

dos contaminantes presentes poderia estar presente na matriz das nossas amostras de mel.

1 -
Mel — — + & —
1) H20 &
- & €
Pesar 2 gramas Tubo de 15 mL, 6mL de acetonitrilo Vfirtex
com QUEChERS + 3mL de agua 1a2
EN e Cleanup 1 desionizada minutos
X | e H L)
=% s
Centrifugadora
Evaporador 5 minutos
4500 rpm
[ = ‘ _.J
;’ f —_— rein RS —_— ——gis
& | —
A
Redissolver em n- Pipetar para os Injetar <
hexano inserts (150 pL) no GC Anaitsndos

cromatogramas

Figura 2 - Esquemna do Protocolo Experimental aplicado nas amostras de mel.

2.3. Amostragem

0 Parque Natural do Montesinho, localiza-se no extremo nordeste de Portugal, em que cerca de 1/3 do
territdrio é coberto por matos, que tém na sua principal constituicao 3 principais grupos com a seguinte
composicao floristica: os urzais (mais abundantes) representados pela espécie Erica australis, 0s giestais
representados pela espécie Cystisus multiflorus, e os estevais identificados pela espécie Cystus ladanifer
(40). Tem cerca de 75000 hectares, aproximadamente 750 km2, abrangendo dimensdes bastante

grandes, e esta rodeado de uma variedade de locais mais industrializados e, também, locais mais rurais.

f

/
L0y
]

Figura 3 - Geolocalizagdo do Parque Natural do Montesinho, com base no artigo Xie, Ying & Peng, Minggang. (2019).
Forest fire forecasting using ensemble learning approaches. Neural Computing and Applications. 31. 10.1007/s00521-
018-3515-0.
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As amostras de mel foram recolhidas em outubro de 2021, sendo que é de elevada importancia conhecer
a sua origem. Comumente, das 20 amostras, 17 foram recolhidas do Parque Natural do Montesinho (ABC,
ACB, ABA, ABB, ACA, CAB5, H2, H3, H4, H6, H7, M1, M2, M3, M8, M9 e M10) e, nesta recolha, tentou-se
abranger diversos locais que estivessem em condicdes distintas, e as restantes 3 amostras (C1,C2 e C3)
foram amostras comercializadas em mercados, para ter um meio de comparacao do que se pode
encontrar também nos locais de venda do produto.

Foram, portanto, obtidas amostras de zonas com bastante densidade florestal, zonas com diversidade de
fauna e flora, locais mais perto de estradas movimentadas, perto de indtistrias e empresas, bem como de
casas e campos agricolas.

A diversidade de locais, permite complementar os resultados obtidos, tendo em conta a origem de cada
amostra, a fim de se compreender de que modo pode comprometer o mel, e se este poderd ser

considerado como um bom biomarcador ambiental, como o esperado.

3. Resultados

Neste capitulo sao apresentados os resultados para as duas principais partes integrantes do tema da
dissertacao, nomeadamente os valores que validam o método para a otimizacdo de protocolo concluida
como primeiro passo, bem como, a andlise da presenca de contaminantes em diferentes amostras de mel
do Parque Natural do Montesinho e as respetivas concentra¢oes obtidas, a fim de concluir se o mel poderd
representar um potencial bioindicador da poluicao, tendo por base a zona onde se localiza o parque, no

nordeste transmontano.
3.1. Otimizacao de Protocolo - Validacao do método

A otimizacao de protocolo consistiu na testagem de varios aspetos metodoldgicos, para ser possivel
determinar qual seria 0 melhor método para a extracao de mdiltiplos contaminantes nas amostras de mel.
Para tal, de acordo com a literatura cientifica reconhecida, o0 método mais recente que se utiliza para a
extracdo de contaminantes em diferentes objetos de estudo é a utilizacao de diferentes composicoes de
QUEChERS, em conjunto com uma segunda fase de cleanup com fase sélida dispersiva, acabando por
serem analisadas por diferentes cromatografias, como se pode verificar na tabela A1em anexo.

Neste projeto, testou-se 3 kits de QUEChERS, e 3 composicdes diferentes de cleanup’s, para avaliar as
percentagens de recuperacao através do uso das diferentes composicoes, de modo a selecionar o método
ideal.

Destaforma, o primeiro grupo testado foram os POP, que continham 9 OCP, 6 BDE e 4 PCB, e por serem 0
grupo com maior nimero de compostos avaliados, optou-se por testar os QUEChERS e os cleanup’s para
estes contaminantes, que sao também os mais relevantes e mais abordados em varios estudos cientificos

(48,49) . Como demonstrado nafigura 4, temos as recuperacdes da extracao muiltipla dos 19 POP, para os
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diferentes QUEChERS, EN, AOAC, e ORIGINAL, em conjunto com o cleanup de composicao 1, e na tabela 3,
encontram-se delineados os valores dos desvios padrdes relativos (RSD) e as recuperacdes (RCV), ambos
em percentagem. Nas figuras 4,5 e 6 e nas tabelas 3, 4, 5 e 6, os valores a verde significam que as
recuperacdes obtidas estao dentro dos limites requeridos para este parametro, ou seja, entre 70% e 120%
(50), enquanto os valores azuis sao colocados quando se encontram muito abaixo dos 70% ou muito
acima de 120%. Ainda nas tabelas 1, 2 e 3, temos os valores a amarelo, que significam que com um ajuste

de dreas nos cromatogramas, podera conseguir-se atingir os limites ideais.
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Figura 4 - Recuperacées para Otimizacdo de protocolo, utilizando trés tipos diferentes de QUEChERS (EN,
AOAC, ORIGINAL), respetivamente, com o Cleanup C1.
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Tabela 3 - Valores especificos das recuperagdes e desvios padroes relativos para QUEChERS EN,
AOAC, ORIGINAL.

QuEChERS ORIGINAL AOAC EN
Compounds RSD RCV RSD RCV RSD RCV
o-HCH % 50% 1% 50% 3% 47%
HCB 4% 37% 3% 1% 1% 39%
B-HCH 1% 56% 6% 70% 2% 67%
lindane 2% 81% 1% 68% 9% 83%
z-HCH 14% 82% 3% 145% 3% 122%
PCB28 84% 242% 35% 63% 14% 82%
Aldrin 9% 55% 3% 62% 5% 66%
PCB10 7% 74% 9% 61% 3% 64%
End| 3% 62% 0% 67% 5% 69%
p.p’-DDE 11% 67% 5% 75% 4% 7%
Dieldrin 4% 66% 3% 61% 8% 67%
PCB118 6% 7% 7% 67% 0% 71%
BDE28 3% 106% 20% 43% 8% 7%
DDD 4% 97% 5% 81% 7% 1M7%
DDT 9% 79% 6% 69% 7% 131%
PCB153 3% 62% 7% 75% 3% 91%
Methoxychlor 1% 66% 2% 65% 4% 69%
PCB180 15% 74% 5% 94% 5% 82%
BDEA47 14% 119% 20% 69% 15% 132%
IS 7% 72% 1% 76% 9% 7%
BDE100 4% 68% 2% 78% 4% 72%
BDE99 14% 83% 4% 81% 5% 87%
BDE153 14% 58% 6% 7% 18% 79%
BDE154 9% 82% 2% 69% 12% 82%
BDE183 14% 93% 6% 79% 4% 89%

Na figura 5, pode-se observar, que foi selecionado o melhor QUEChERS, e passou a testar-se as 3
diferentes composicdes de clean up's (C1, C2 e C3), estando representadas as recuperacoes, tamhém,
apenas para os POP, com mais detalhe dos valores na tabela 4, onde alegenda das cores é igual ao que ja
foi mencionado para as figuras acima. E importante ressalvar que, no grafico de barras em que esta
representado o QUEChERS EN e o C2, eliminou-se as barras do lindano, DDD, PCB 180 e aldrina, e no
grafico de barras em que estd representado o QUEChERS EN e o C3, eliminou-se o DDD e 0 PCB 180, uma
vez que apresentavam recuperacoes muito acima dos 120% e alteravam a escala dos grdficos, no entanto,
para efeitos de percentagens dos grdficos circulares respetivos, estes encontram-se representados na

mesma.
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Figura 5 - RecuperacGes para Otimizacao de protocolo, utilizando os trés tipos diferentes de Cleanups (C7,
C2, (3) respetivamente, com o QUEChERS EN.

Tabela 4 - Valores descritos para recuperacoes e RSD, para os Cleanup C1,C2 e (3.

Clean Up A c2 c3
Compounds RSD RCV RSD RCV RSD RCV
o-HCH 3% 47% 4% 26% 1% 44%
HCB 1% 39% 2% 18% 8% 248%
B-HCH 2% 67% 9% 42% 6% 51%
lindane 9% 83% 23% 697% 31% 93%
z-HCH 3% 122% 15% 14% 8% 62%
PCB28 14% 82% 34% 32% 120% 185%
Aldrina 5% 66% 1% 410% 42% 214%
PCB10 3% 64% 2% 59% 2% 82%
End| 5% 69% 3% 43% 21% 23%
DDE 4% 7% 5% 71% 8% 70%
Dieldrina 8% 67% 7% 39% 37% 46%
PCB118 0% 71% 4% 54% 1% 45%
BDE28 8% 7% 5% 45% 17% 51%
DDD 7% M7% 7% 866% 84% 302%
DDT 7% 131% 3% 155% 44% 89%
PCB153 3% 91% 13% 73% 2% 74%
Metoxicloro 4% 69% 9% 53% 16% 53%
PCB180 5% 82% 39% 285% 126% 1801%
BDE47 15% 132% 56% 70% 18% 116%
IS 9% 7% 1% 96% 7% 87%
BDE100 4% 2% % 66% % 53%
BDE99 5% 87% 5% 57% 5% 43%
BDE153 18% 79% 3% 63% 4% 51%
BDE154 12% 82% 0% 58% 5% 50%
BDE183 4% 89% 3% 41% 19% 56%




De seguida, o tiltimo passo da otimizacao de protocolo, consistiu na utilizacdo de ultrassons (US), antes da
utilizacao dos QUEChERS ou antes da utilizacao do dSPE. Apds selecionado o QUEChERS e o clean up de
melhores composicdes, comparou-se as recuperacdes sem e com 0 uso dos US em duas ordens
diferentes, como se pode verificar nafigura 6, bem como natabela5, em que se encontra os valores exatos
obtidos. A legenda de cores permanece do mesmo método que as figuras e tabelas representadas
anteriormente. E importante ressalvar, também, que no grafico de barras em que esta representado a
utilizacao de US antes do QUEChERS, foram eliminados o «-HCH, o PCB 118 e o PCB 180, por estarem
muito distantes dos valores assumidos, no entanto, entra na mesma para as percentagens do grdfico

circular.
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Figura 6 - Recuperagdes para Otimizagdo de protocolo, utilizando ultrassons nos passos intermédios do
procedimento experimental.
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Tabela 5 - Valores descritos para recuperacoes e RSD, para o uso de ultrassons antes do dSPE e do
QUEChERS, e sem o uso de ultrassons.

Ultrassound (US) No US US+QuEChERS US+dSPE
Compounds RSD RCV RSD RCV RSD RCV
o-HCH 3% 47% 10% 838% 3% 134%
HCB 1% 39% % 100% 8% 95%
B-HCH 2% 67% % 199% 2% 84%
lindane 9% 83% 3% 87% 4% 33%
z-HCH 3% 122% 2% 109% 10% 61%
PCB28 14% 82% 9% 123% 1% 42%
Aldrin 5% 66% 4% 89% 1% 66%
PCB10 3% 64% 2% 96% 1% 70%
End | 5% 70% 35% 101% 2% 32%
p,p -DDE 4% 7% 1% 107% 1% 74%
Dieldrin 8% 67% 3% 96% 8% 61%
PCB118 0% 1% 3% 366% 12% 70%
BDE28 8% 7% 2% 125% 3% 54%
DDD % 1M7% 20% 106% 0% 3%
DDT 7% 131% 1% 102% 2% 51%
PCB153 3% 91% 3% 103% 28% 110%
Methoxychlor 4% 70% 124% 20% 19% 82%
PCB180 5% 82% 14% 214% 2% 53%
BDE47 15% 132% 49% 132% 0% 107%
1S 9% 7% 4% 14% 32% 60%
BDE100 4% 2% 2% 102% 8% 7%
BDESS 5% 87% 34% 98% 18% 1M7%
BDE153 18% 79% 3% 98% 27% 87%
BDE154 12% 82% 2% 104% 8% 102%
BDE183 4% 89% 1% 75% 1% 81%

Por tltimo, aplicou-se o método que melhor resultado obteve, aos restantes pesticidas (OPP e PYR) ao

contaminantes ambientais retardantes de chama fosforados (OPE) que se pretendeu avaliar na extracao

de mudiltiplos contaminantes das amostras de mel, a fim de perceber se 0 método escolhido, era eficaz

também nos PYR, OPP e OPE, como se verifica na tabela 6. Na tabela 7, estao representadas todas as

recuperacoes obtidas para a totalidade dos 40 compostos analisados.

Tabela 6 - Recuperagées obtidas com o Protocolo QUEChERS EN e cleanup (1, para os contaminantes PYR, OPE e OPP.

Recuperacoes PYR, OPP e OPE

Recuperacées PYR | RecoveriesOPP+OPE |
Compostos Recuperacoes Compostos Recuperacoes

Bifentrina 81% TPrP 1%
Cialotrina1 106% TiBP 74%
Cialotrina 2 531% TnBP 93%
Cipermetrina 92% Cloropirifos-metilo 85%
Fenvalerato 1 91% Paratiao-metilo 85%
Fenvalerato 2 108% Clorfenvinfos 105%
Deltametrina 1 M% Dimetoato 70%
Deltametrina 2 96% TCEP 13%
Malatiao 102%
Cloropirifos 105%

TEHP 70%

TToP 81%
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Tabela 7 - Recuperacdes finais para todos os 40 compostos analisados.

Grupo Compostos % Recuperacoes

o-HCH 47%

B-HCH 67%

v-HCH 83%

Aldrina 66%

0oCP End| 69%
DDE 7%

Dieldrina 67%

DDD N7%

DDT 131%

Bifentrina 81%

Cialotrina 1 106%

Cialotrina 2 531%

PYR Cipermetrina 92%
Fenvalerato 1 91%
Fenvalerato 2 108%
Deltametrina 1 1M1%
Deltametrina 2 96%

BDE153 79%

BDE47 132%

BDE BDE100 72%
BDES9 87%

BDE154 82%

BDE183 89%

PCB28 82%

PCB PCB118 1%
PCB153 91%

PCB180 82%

TPrP 71%

TiBP 74%

TnBP 93%

OPE TCEP 113%
TBEP 62%

TEHP 70%

TToP 81%

Dimetoato 70%
Cloropirifos-metilo 85%

OPP Paratiéo—TetiIo 85%
Malatiao 102%

Cloropirifos 105%
Clorfenvinfos 105%

Na validacdao do método, foram feitos 7 padroes com os compostos, a diferentes concentragdes, para 0s
POP e PYR em conjunto, e para os OPE e OPP, também em conjunto. Foram tragadas retas padrao para
cada um dos pesticidas e outros contaminantes ambientais, e de acordo com a tabela 8, compilou-se os
Limites de detecao e quantificacao, bem como os coeficientes de correlacdo, para obtencao das

concentracdes em ug/L e em pg/kg.
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Tabela 8 - Valores LOD, LOQ e Coeficiente de correlacdo para os componentes estudados, em 1.9/ e ug/kg, e o fator matriz

associado.

Compostos Reta(ug/L) Reta(ug/kg) Fator matriz
OPE LOD LOQ |Correlacao| LOD LOQ |Correlacao,
TPrP 5,83 19,42 0,996 0,44 1,46 0,996 0,96
TiBP 16,76 55,87 0,996 1,26 419 0,996 0,81
TnBP 6,47 21,56 0,999 0,49 1,62 0,999 1,30
TCEP 12,15 40,51 0,997 0,91 3,04 0,997 0,80
TBEP 10,24 3414 0,998 0,77 2,56 0,998 0,24
TEHP 6,73 22,43 0,999 0,50 1,68 0,999 173
TToP=TCP 713 23,78 0,999 0,53 1,78 0,999 1,45
PYR
Bifentrina 6,06 20,21 0,999 0,45 1,52 0,999 0,06
Cialotrina 1 43,70 145,65 0,978 3,28 10,92 0,978 4,32
Cialotrina 2 7,61 25,38 0,999 0,57 1,90 0,999 0,46
Cipermetrina 12,98 43,25 0,998 0,97 3,24 0,998 0,88
Fenvalerato 1 15,31 51,02 0,996 115 3,83 0,996 0,64
Fenvalerato 2 2112 70,40 0,995 1,58 5,28 0,995 480
Deltametrina 1 17,83 5942 0,996 1,34 446 0,996 0,81
Deltametrina 2 10,28 34,26 0,999 0,77 2,57 0,999 0,21
OPP
Dimetoato 13,79 4598 0,996 1,03 3,45 0,996 0,64
Cloropirifos-metilo| 10,29 34,30 0,998 0,77 2,57 0,998 0,67
Paratidao-metilo 10,29 34,30 0,998 0,77 2,57 0,998 0,46
Malatiao 8,13 27N 0,999 0,61 2,03 0,999 0,42
Cloropirifos 9,92 33,06 0,998 0,74 2,48 0,998 0,70
Clorfenvinfos 7,66 25,53 0,998 0,57 1,91 0,998 8,02
oCP
a-HCH 7,70 25,68 0,999 0,58 1,93 0,999 0,34
B-HCH 8,43 28,09 0,999 0,63 2N 0,999 0,61
v-HCH 17,23 57,43 0,997 1,29 431 0,997 26,73
Aldrina 22,72 75,72 0,994 1,70 5,68 0,994 0,55
End| 1317 43,90 0,998 0,99 3,29 0,998 1,08
DDE 1,77 39,25 0,998 0,88 2,94 0,998 0,7
Dieldrina 26,17 87,25 0,991 1,96 6,54 0,991 0,75
DDT 18,88 62,93 0,995 142 472 0,995 0,78
DDD 4708 156,93 0,984 3,53 n77 0,984 0,75
BDE
BDE 153 4798 159,92 0,974 3,60 1,99 0,974 014
BDE 47 9,36 31,19 0,998 0,70 2,34 0,998 0,38
BDE 100 3,93 13,10 1,000 0,29 0,98 1,000 1,32
BDE 99 17,35 57,82 0,998 1,30 434 0,998 1,81
BDE 154 36,00 | 120,01 0,983 2,70 9,00 0,983 0,98
BDE 183 20,36 67,86 0,995 153 5,09 0,995 0,89
PCB
PCB 28 17,21 5737 0,996 1,29 430 0,996 0,75
PCB 118 12,65 4216 0,997 0,95 3,16 0,997 0,20
PCB 153 40,40 | 134,68 0,968 3,03 10,10 0,968 0,77
PCB 180 22,09 73,63 0,994 1,66 552 0,994 0,08

A fim de compreender se poderia haver o efeito matriz, utilizaram-se dois padrées para cada

contaminante, ou seja, dois padrdes a 25 ug/L, em que um foi redissolvido na propria matriz (mel) e outro

em que se redissolveu no solvente (n-hexano). Assim, desta forma, determinou-se o quociente entre as
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areas da matriz e do solvente, e obteve-se o fator matriz, que deve permanecer entre os valores de 0,8 a

1,20, para avaliar se existe algum efeito da matriz na analise cromatografica.
3.2. Anadlise dos contaminantes presentes nas amostras de mel

Na andlise mais abrangente dos pesticidas e outros contaminantes ambientais, aplicou-se o método
otimizado e validado, as diferentes 20 amostras de mel, e consoante a andlise do cromatograma de ambos
os tipos de Cromatografia Gasosa (GC-ECD e GC-FPD) utilizados, determinaram-se as dreas dos picos
que foram encontrados. Neste passo, foi realizada uma analise qualitativa, em que se comparou um
cromatograma padrao, com todos os picos delineados e respetivos tempos de retencao para cada
pesticida e contaminante ambiental, com os cromatogramas de cada amostra, de modo a ser possivel
verificar a presenca de algum pico, dentro dos mesmos tempos de retencao dos picos padrao, obtendo a
area de cada um. Assim, dentro dos 40 pesticidas e restantes contaminantes avaliados, foram
identificados apenas 15 poluentes. Para cada composto encontrado, utilizou-se a reta de calibracao e a
respetiva equacao, juntamente com a drea dos picos, para determinar a concentracao do analito de
interesse nas amostras de mel.

Nos seguintes tépicos, sao apresentadas tabelas em que consta, para cada composto identificado, os
parametros de validacao para cada pesticida e contaminante ambiental e aidentificacao da amostra onde
foi identificado o composto, e o respetivo valor da concentracao calculada pela equacao da reta de
calibraco. E de ressalvar, ainda, que existe uma legenda de cores para identificar se as concentracdes se
encontram entre os LOD e LOQ da validacao, ou se estao fora dos limites. No primeiro caso, estando dentro
dos limites (acima do LOD e abaixo do LOQ), apresentam um tom verde, quando estao abaixo do limite de
detecao identificou-se com um tom azul e quando estdo acima do limite de quantificacdo, estao

representados os valores na cor amarelo.
3.2.1. Piretréides (PYR)

Relativamente aos Piretrdides, foram estudados 5 poluentes pertencentes a este grupo e respetivos
isdmeros perfazendo um total 8 compostos, sendo que, no entanto, apenas foram detetados 2 desses
compostos, a Cialotrina 1 (ou Cialotrina 2) e Cialotrina 2 (ou Cialotrina y).

A Cialotrina 1, apenas foi identificada numa amostra, ABB, em que a concentracao foi superior ao limite de
quantificacao (tabela 9).

Ja a Cialotrina 2, esteve presente num maior nimero de amostras deste grupo de pesticidas, a ABB, a H2,
a H3 e a H4, sendo que apenas a H3 apresentou concentracdes dentro dos LOD e LOQ (ou seja, superior

ao LOD, mas inferior ao LOQ), e as restantes estiveram acima do limite de quantificacao (tabela 10).
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Tabela 9 - Valores para validacdo do método e amostras que contém a Cialotrina 1.

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
4,39E+04 3,48E+05 0,978 3,28 10,92
Amostra: ABB Média [ 1ng/kg
mABB=2,136g 2070058,6 39,23
Tabela 10 - Valores para validagdo do método e amostras que contém a Cialotrina 2.
declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pug/kg) LOQ(pg/kg)
1,36E+06 7,82E+03 0,999 0,57 1,90
Amostra: ABB Média [ Ing/keg
mABB=2,136g 4863737,2 3,56
Amostra: H2 Média [ Iug/kg
mH2=2,002g 11059445,1 8,10
Amostra: H3 Média [ Iug/kg
mH3=2,123g 1545901,1 1,13
Amostra: H4 Média [ Ing/kg
mH4=2,139¢g 3009303,05 2,20

3.2.2. Retardantes de chama fosforados — Esteres Organofosforados (OPE)

Quanto aos OPE, foram analisados 7 compostos pertencentes a este grupo, sendo que no total, apenas

foram detetados 2 desses compostos, o TBEP e o TToP. O TToP, foi identificado em 7 amostras, ACB,

ABA, ABB, ACA, CAB5, H2 e H3, nas quais a concentracao foi superior ao limite de quantificacao (tabela11).
O TBEP, representado na tabela 12, foi identificado em 11 amostras, H6, H7, C1, C2, C3, M1, M2, M3, M8, M9

e M10, estando 7 delas dentro dos limites LOD e LOQ, e 4 estao acima dos valores de LOQ.

Tabela 11 - Valores para validacao do método e amostras que contém o TToP.

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(ug/kg) LOQ(ug/kg)
3,13E+04 -2,04E+04 0,999 0,53 1,78
Amostra: ACB Média [ Ing/kg
mACB=2,099g 440994,1 14,73
Amostra: ABA Média [ Ing/kg
mABA=2,101g 315457,6 10,72
Amostra: ABB Média [ Ing/kg
mABB=2,136g 383578,4 12,90
Amostra: ACA Média [ Ing/kg
mABB=2,087g 330477,8 11,20
Amostra: CAB5 Média [ Ing/kg
mCAB5=2,002g 298283,9 10,17
Amostra: H2 Média [ Ing/kg
mH2=2,002g 355800,6 12,01
Amostra: H3 Média [ Ing/kg
mH3=2,123¢g 559809,2 18,52
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Tabela 12 - Valores para validagcao do método e amostras que contém o TBEP.

declive(m) intercept(b) correlacdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
2,19E+05 -1,40E+05 0,998 0,77 2,56
Amostra: H6 Média [ lug/kg
mH6=2,084g 269416,9 1,87
Amostra: H7 Média [ lue/ke
mH7=2,104g 261566,8 1,84
Amostra: C1 Média [ lug/kg
mC1=2,104g 381192,2 2,38
Amostra: C2 Média [ Ine/kg
mC2=2,064g 418642,1 2,55
Amostra: C3 Média [ lug/kg
mC3=2,088g 697498,3 3,83
Amostra: M1 Média [ lug/kg
mM1=2,095g 382508,8 2,39
Amostra: M2 Média [ lue/ke
mM2=2,019g 308145,8 2,05
Amostra: M3 Média [ lug/kg
mM3=1,949g 254109,8 1,80
Amostra: M8 Média [ Ine/kg
mM8=2,060g 657041,6 3,65
Amostra: M9 Média [ lug/kg
mM9=2,048g 434645,4 2,63
Amostra: M10 Média [ lug/kg
mM10=2,111g 466608, 1 2,77

3.2.3. Poluentes Organicos Persistentes (POP)

Em relacao aos POP, este grupo é o que contém mais compostos avaliados, foram 19 compostos na

totalidade, mas apenas foram identificados nas amostras de interesse, 13 poluentes.

O o-HCH, o R-HCH sdo isémeros do composto HCH e fazem parte do grupo dos pesticidas

organoclorados. O o-HCH foi identificado em 13 amostras de mel (ABB, CAB5, H2, H4, H6, H7, C2, C3, M1,

M3, M8, M9 e M10) e todas as concentracoes calculadas, ficaram dentro dos limites LOD e LOQ

estabelecidos, como se verifica na tabela13.

No caso do 3-HCH, este foi observado em 12 amostras (ACB, ABB, CAB5, H2, H4, H6, H7, C2,C3, M1, M3 e

M8), em que 7 apresentaram concentracdes dentro dos LOD e LOQ, 4 estiveram abaixo do LOD, e 1acima

do LOQ (tabela14). Quanto aos resultados para o HCH, encontrou-se este composto em 9 amostras (ABB,

H2, H6, C3, M1, M3, M8, M9 e M10), sendo que apenas 1 concentracao se encontrava acima dos valores de

LOQ, e as restantes estao dentro dos limites de detecao e quantificacao, como se verifica na tabela15.
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Tabela 13 - Valores para validacao do método e amostras que contém o o—HCH.

declive(m) intercept(b) correlacdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
1,46E+07 -8,43E+06 0,999 0,58 1,93
Amostra: ABB Média [ Ing/kg
mABB=2,136g 8354054,5 1,15
Amostra: CAB5 Média [ Ing/kg
mCAB5=2,002g 5292078,7 0,94
Amostra: H2 Média [ Ing/kg
mH2=2,002g 4656848,6 0,89
Amostra: H4 Média [ Ing/kg
mH4=2,139¢g 1105545,9 0,65
Amostra: H6 Média [ Iug/kg
mH6=2,084¢g 2733786,9 0,76
Amostra: H7 Média [ Ing/kg
mH7=2,104g 474845,7 0,61
Amostra: C2 Média [ Ing/kg
mC2=2,064g 4046963,5 0,85
Amostra: C3 Média [ Ing/kg
mC3=2,088g 8018627,9 1,12
Amostra: M1 Média [ Iug/kg
mM1=2,095g 1516894,6 0,68
Amostra: M3 Média [ Ing/kg
mM3=1,949g 6796803,8 1,04
Amostra: M8 Média [ Ing/kg
mM8=2,060g 13392230,9 1,49
Amostra: M9 Média [ Ing/kg
mM9=2,048g 13250878,5 1,48
Amostra: M10 Média [ Ing/kg
mM10=2,111g 16363048,0 1,69
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Tabela 14 - Valores para validacdo do método e amostras que contém o 3-HCH.

declive(m) intercept(b) correlacdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
3,84E+06 3,09E+05 0,999 0,63 2,11
Amostra: ACB Média [ Ing/kg
mACB=2,099¢g 3410831,5 0,81
Amostra: ABB Média [ Ing/kg
mABB=2,136g 4232761,8 1,02
Amostra: CAB5 Média [ Ing/kg
mCAB5=2,002g 7034576,8 1,75
Amostra: H2 Média [ 1ng/kg
mH2=2,002g 4781443,5 1,17
Amostra: H4 Média [ Ing/kg
mH4=2,139g 518667,8 0,05
Amostra: H6 Média [ Ing/kg
mH6=2,084g 3927651,7 0,94
Amostra: H7 Média [ Ing/kg
mH7=2,104g 440564,0 0,03
Amostra: C2 Média [ Ing/kg
mC2=2,064g 1365705,1 0,28
Amostra: C3 Média [ Ing/kg
mC3=2,088g 3746625,1 0,90
Amostra: M1 Média [ Ing/kg
mM1=2,095g 740503,1 0,11
Amostra: M3 Média [ Ing/kg
mM3=1,949g 4847892,1 1,18
Amostra: M8 Média [ Ing/kg
mM8=2,060g 17598448,4 4,51
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Tabela 15 - Valores para validacao do método e amostras que contém o HCH.

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
3,96E+06 -1,55E+05 0,997 1,29 4,31
Amostra: ABB Média [ Jue/ke
mABB=2,136g 9895534,4 2,54
Amostra: H2 Média [ Jue/ke
mH2=2,002g 8936351,4 2,30
Amostra: H6 Média [ Ing/kg
mH6=2,084g 5475605,5 1,42
Amostra: C3 Média [ Ing/kg
mC3=2,088g 8075779,9 2,08
Amostra: M1 Média [ Ing/kg
mM1=2,095g 4934410,0 1,29
Amostra: M3 Média [ Ing/kg
mM3=1,949¢g 8869601,2 2,28
Amostra: M8 Média [ Ing/kg
mM8=2,060g 17277967,5 4,40
Amostra: M9 Média [ Ing/kg
mM9=2,048g 6963876,0 1,80
Amostra: M10 Média [ Ing/kg
mM10=2,111g 5364146,5 1,39

Relativamente aos seguintes compostos, PCB28, PCB118, PCB 153, e PCB180, estes pertencem ao grupo
dos PCB em que a principal diferenca estrutural entre estes 4 compostos esta relacionada com as
posicoes nas quais 0s atomos de cloro se ligam.

Assim, para o PCB28, 0 mesmo foi encontrado em 13 amostras de mel (ACB, ABB, ACA, CAB5, H2, H4, H6,
H7,C2, C3, M1, M3 e M8), estando as concentracdes todas inferiores ao LOD (tabela 16).

28



Tabela 16 - Valores para validacao do método e amostras que contém o PCB 28.

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
1,06E+07 -4,28E+06 0,996 1,29 4,30
Amostra: ACB Média [ Ing/ke
mACB=2,099g 2222860,3 0,61
Amostra: ABB Média [ Ing/ke
mABB=2,136g 7234675,6 1,08
Amostra: ACA Média [ Ing/ke
mABB=2,087g 4586578,8 0,83
Amostra: CAB5 Média [ Iug/kg
mCAB5=2,002g 8172444,6 1,17
Amostra: H2 Média [ ug/kg
mH2=2,002g 5577820,5 0,93
Amostra: H4 Média [ Iug/kg
mH4=2,139g 7624040,0 1,12
Amostra: H6 Média [ Iug/kg
mH6=2,084g 1440170,0 0,54
Amostra: H7 Média [ Jug/kg
mH7=2,104g 3852634,3 0,77
Amostra: C2 Média [ Iug/kg
mC2=2,064g 7837873,1 1,14
Amostra: C3 Média [ Jug/kg
mC3=2,088g 4172224,6 0,80
Amostra: M1 Média [ Ing/kg
mM1=2,095g 2385265,2 0,63
Amostra: M3 Média [ Ing/kg
mM3=1,949¢g 1706540,8 0,56
Amostra: M8 Média [ Ing/kg
mM8=2,060g 9305189,8 1,28

No caso do PCB153, este foi identificado numa amostra, ABC, em que a concentracao determinada

estava abaixo do limite de detecao estipulado (tabela 17).

Tabela 17 - Valores para validagdo do método e amostras que contém o PCB 153.

declive(m) intercept(b) correlagcio(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
1,66E+06 2,39E+05 0,968 3,03 10,10
Amostra: ABC Média [ Ine/kg

mABC=2,031g 326034,4 0,05



0 end |, também conhecido por Thiodan, é um pesticida organoclorado, que foi detetado em 3 amostras de

mel (ACA, C1 e C3), estando dentro dos limites de detecao e quantificacdo em 2 amostras, e noutra

encontrou-se abaixo do LOD (tabela18).

Tabela 18 - Valores para validacdo do método e amostras que contém o End .

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
2,39E+06 6,01E+05 0,998 0,99 3,29
Amostra: ACA Média [ 1ug/kg
mABB=2,087g 5920456,4 2,23
Amostra: C1 Média [ Iug/kg
mC1=2,104g 6904931,5 2,64
Amostra: C3 Média [ Iug/ke
mC3=2,088g 2245064,6 0,69

Em relacao ao DDT, este é outro dos compostos organoclorados a ser considerado um POP. O DDE, é

muito semelhante ao DDT, havendo uma pequena alteragao estrutural ao nivel dos hidrogénios.

No primeiro caso, 0 DDT foi encontrado em 3 amostras, ABC, C2 e C3, sendo que as 3 concentracdes estao
abaixo do LOD (tabela 19).

Tabela 19 - Valores para validacdo do método e amostras que contém o DDT.

declive(m) intercept(b) correlacgdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
1,75E+06 1,00E+06 0,995 1,42 4,72
Amostra: ABC Média [ Ing/kg
mABC=2,031g 1046544,4 0,03
Amostra: C2 Média [ Ing/kg
mC2=2,064g 1046380,6 0,03
Amostra: C3 Média [ Ine/ke
mC3=2,088g 2266628,6 0,72

Quanto ao DDE, este foi identificado em 5 amostras, ABB, H2, H3, H4 e C3, em que a totalidade das

concentracoes estao acima do LOQ, como se pode verificar na tabela 20.

Tabela 20 - Valores para validacao do método e amostras que contém o DDE.

declive(m) intercept(b) correlacdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)
1,85E+05 1,93E+05 0,998 0,88 2,94

Amostra: ABB Média [ 1ug/kg
mABB=2,136g 5198204,5 27,01
Amostra: H2 Média [ Tue/ke
mH2=2,002g 4950458,7 25,67
Amostra: H3 Média [ Jue/ke
mH3=2,123g 1852422,9 8,95
Amostra: H4 Média [ lug/kg
mH4=2,139g 1836213,2 8,87
Amostra: C3 Média [ lug/kg
mC3=2,088g 2266877,5 11,19
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Alguns compostos pertencentes a classe dos BDE, foram adicionados e tratados como Poluentes
Organicos Persistentes (POP), como é o caso do BDE100, BDE99 e BDE4T.

0 BDE47, foi identificado em 7 amostras (ABB, H2, H3, H4, C3, M1 e M3), onde se pode constatar que as
concentracdes obtidas em 2 das 7 amostras, foram dentro dos LOD e LOQ, e as restantes 5 amostras
obtiveram concentracdes superiores ao limite de quantificacao delineado para o composto (tabela 21).
Em adicao, aquando da andlise das amostras de mel, um dos compostos pertencentes a esta familia, o
BDE100, foi o que apresentou maior presenca na globalidade das amostras. Assim, para 0 BDE100, houve
19 amostras (ABC, ACB, ABA, ABB, ACA, CABS5, H2, H3, H4, H6, H7, C1, C2, C3, M1, M3, M8, M9 e M10) em

que este foi identificado, estando todas as concentracdes acima do limite de quantificacao (tabela 22).

Tabela 21- Valores para validagcao do método e amostras que contém o BDE 47.

declive(m) intercept(b) correlagdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pg/kg)

4,30E+05 2,40E+05 0,998 0,70 2,34
Amostra: ABB Média [ Ing/kg
mABB=2,136g 1187131,1 2,20
Amostra: H2 Média [ Ing/kg
mH2=2,002g 3174889,8 6,83
Amostra: H3 Média [ Ing/kg
mH3=2,123g 1698828,4 3,39
Amostra: H4 Média [ Ing/kg
mH4=2,139g 1548270,0 3,04
Amostra: C3 Média [ Ing/kg
mC3=2,088g 1872290,5 3,80
Amostra: M1 Média [ Ing/kg
mM1=2,095g 1573684,5 3,10
Amostra: M3 Média [ 1ng/kg
mM3=1,949¢g 1055796,4 1,90
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Tabela 22 - Valores para validacao do método e amostras que contém o BDE 100.

declive(m) intercept(b) correlacdo(R?) LOD(pg/kg) LOQ(pug/kg)
1,08E+06 -4,22E+05 1,000 0,29 0,98
Amostra: ABC Média [ Ins/kg
mABC=2,031g 7433405,9 7,27
Amostra: ACB Média [ Ins/kg
mACB=2,099g 4486836,5 4,54
Amostra: ABA Média [ Ins/kg
mABA=2,101g 9939541,4 9,59
Amostra: ABB Média [ Ine/kg
mABB=2,136g 9032105,8 8,75
Amostra: ACA Média [ 1ug/kg
mABB=2,087g 10601360,5 10,20
Amostra: CAB5 Média [ 1ug/kg
mCAB5=2,002g 10745365,0 10,34
Amostra: H2 Média [ lus/ksg
mH2=2,002g 8846607,2 8,58
Amostra: H3 Média [ Ine/kg
mH3=2,123g 8310317,9 8,08
Amostra: H4 Média [ lne/kg
mH4=2,139g 10633741,7 10,23
Amostra: H6 Média [ lue/kg
mH6=2,084g 4802052,5 4,84
Amostra: H7 Média [ Ins/kg
mH7=2,104g 6433210,6 6,35
Amostra: C1 Média [ lug/kg
mC1=2,104g 11287639,9 10,84
Amostra: C2 Média [ Ine/keg
mC2=2,064g 8734901,7 8,48
Amostra: C3 Média [ 1us/kg
mC3=2,088g 6344958, 2 6,26
Amostra: M1 Média [ 1ug/kg
mM1=2,095g 7083832,8 6,95
Amostra: M3 Média [ lus/ksg
mM3=1,949g 13719243,5 13,09
Amostra: M8 Média [ lug/kg
mM8=2,060g 13719243,5 13,09
Amostra: M9 Média [ Ine/kg
mM9=2,048g 4625756,7 4,67
Amostra: M10 Média [ Ine/kg
mM10=2,111g 9063299,6 8,78

3.2.4. Pesticidas Organofosforados (OPP)

apresentou vestigios destes compostos assinalados.

No grupo de OPP, foram analisados 6 pesticidas, o Dimetoato, o Malatiao, o Cloropirifos, o Cloropirifos-

metilo, o Paratiao — metilo e o Clorfenvinfos. Contudo, nenhuma das amostras de mel de interesse
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4. Discussao de Resultados

Relativamente a primeira parte do tema exposto, a mesma envolveu uma analise mais pormenorizada da
metodologia que seria mais eficaz, sendo que depois de rever na literatura cientifica, optou-se por
escolher trés protocolos experimentais, e otimizar de forma a chegar-se a um consenso sobre qual seria
0 que resultaria melhor e, simultaneamente, diferenciador e inovado. Ja na segunda parte, o principal
objetivo foi utilizar a metodologia otimizada e o protocolo novo e devidamente validado, e extrair de uma
Unica vez, multiplos contaminantes que pudessem estar presentes em cada uma das amostras de mel
recolhidas do PNM, determinando as concentracoes desses mesmos poluentes, e comparar com 0s
valores estipulados pela Comissao Europeia nas suas Guidelines fixas e recomendadas relativas aos
pesticidas e outros contaminantes ambientais (51-53) que foram estudados ao longo deste trabalho.
Assim, na otimizacao do protocolo, os resultados obtidos foram conclusivos e culminaram no
procedimento em um tnico passo em que se utilizou 0 QUEChERS EN (4 g de MgS04, 1 g de Cloreto de
s6dio, 1g de Citrato de sddio e 0,5 g de Citrato dissédico sesquihidratado), com dSPE (cleanup C1: 150 mg
MgS0.,, 50 mg PSA, 50 mg C18), e fez-se correr as amostras por GC-ECD e GC-FPD, consoante a classe
de pesticidas e outros contaminantes a analisar.

Neste processo de otimizacao do protocolo, foi realizado um estudo de recuperacdes, em que se avaliou a
eficacia dos 3 QUEChERS com o Cleanup 1 (C1), e verificaram-se melhores recuperacdes no QUEChERS
EN+C1, como se verifica na figura 4 e tabela 3 dos resultados, em que cerca de 80% dos compostos
analisados (POP) apresentaram recuperacdes entre os 70% e 120%. De sequida, testou-se os Cleanup’s
de diferentes composicoes com o QUEChERS selecionado, e verificou-se melhores resultados para o
Cleanup de composicao C1, com cerca de 80% dos compostos com recuperacoes entre 0s 70% e 0s 120%,
selecionando-se 0 QUEChERS EN e Cleanup C1, como representado na figura 5 e tabela 4. Em adicao, com
o objetivo de reduzir custos e recursos seguindo os principios da Quimica Verde, fez-se uma reducao de
reagentes e tempo de uso de equipamentos, de forma proporcional, em que se misturou 0 QUEChERS com
0 dSPE (1, diminuindo a massa de amostra pesada, de modo a encurtar o protocolo, e a facilitar o tempo
de execucao do mesmo, havendo neste sentido uma melhoria e diferenciacao da metodologia. Para
terminar este passo de otimizacao, foram testados procedimentos intermédios, em especifico os
ultrassons, a fim de ver se poderia haver melhorias na homogeneizacao da matriz do mel, e
consequentemente na extracao de mdltiplos contaminantes. Com isto, observou-se que a matriz nao
apresentava melhorias significativas com o uso de ultrassons, pelo que, apenas com o vortex e a
centrifuga, ja se obtiveram boas recuperagdes, sendo que este ligeiro desenquadramento das
recuperacoes obtidas com US, poderia estar a promover a dissolu¢ao de mais interferentes na solucdo da
amostra prejudicando a etapa do uso de cleanup, cujo objetivo foi remover estes possiveis interferentes
da matriz do mel, como os acucares e lipidos, e poderia estar a perder-se a eficiéncia na extracao dos

compostos. Neste processo intermédio, quando se utilizou os US antes da adicao do QUEChERS, cerca de
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76% dos compostos apresentaram recuperacoes dentro dos limites considerdveis, e na utilizagao dos US
antes da adicdo do dSPE, houve 56% de compostos com boas recuperacoes, no entanto, nas amostras
em que nao se utilizou US, estivemos perante 80% de compostos com bons resultados, e ainda neste
ponto obtivemos para os restantes 20% dos compostos, recuperacoes mais proximas dos 70% ou dos
120%, que seriam facilmente arredondadas para estes limites, com um ajuste de dreas nos picos dos
respetivos cromatograma (figura 6 e tabela 5). Apds todos os parametros selecionados, chegou-se a um
protocolo final, e aplicou-se aos restantes compostos quimicos (OPE, PYR e OPP), para ver o
comportamento das recuperacdes dos compostos, sendo que houve praticamente 100% dos poluentes
que apresentaram recuperacoes entre 0s 70% e os 120%. Quando verificamos a totalidade das
recuperacdes obtidas para os 40 compostos (tabela 7), observamos que 80% dos compostos, estiveram
dentro do intervalo pretendido, e os restantes 20% encontraram-se abaixo de 70% ou superior a 120%.
Para finalizar a otimizacao do protocolo selecionado, foi necessario valida-lo, e para isso foram feitos 7
padrdes a diferentes concentrac6es, com a metodologia otimizada, e tracaram-se retas de calibracao na
matriz, para cada pesticida, em pg/L e em pg/kg, respetivamente, determinando os Limites de Detecdo
(LOD) e os Limites de Quantificacao (LOQ), bem como os declives (m), ordenadas na origem (b) e o
coeficiente de correlacao (R?), estando este tltimo bastante perto do valor ideal de 1, para a totalidade dos
pesticidas e contaminantes ambientais avaliados.

Relativamente a andlise especifica das amostras de mel, sabe-se que o rasto que os pesticidas deixam
nos alimentos em que estao presentes, denominam-se por residuos, que quando analisados, devem estar
em concentracdes baixas, de modo a garantir que determinado produto é seqguro para o0 consumo humano
ou animal. Assim, a Comissao Europeia criou uma base de dados em que existem valores fixos para o nivel
maximo de residuos (MRL) (54,55) que podem ser encontrados nos alimentos para consumo humano e
animal. O nivel maximo de residuos (MRL) consiste na concentracao maxima toleravel e legalmente
suportada pelo ser humano, em que para alguns casos € obrigatdrio cumprir, e esta estipulado por
legislacoes, e noutros exemplos é apenas recomendado, quando encontrados em regulamentacoes.
Como tal, em relacao aos piretréides encontrados, o limite maximo de residuos para a o-cialotrina e 3-
cialotrina afixado pela Comissao Europeia é de 50 12g/kg no caso do mel e outros produtos agricolas (51).
No caso da o-cialotrina, esta apenas foi detetada numa amostra de mel, a ABB, resultando numa
concentracao de 39,23 11g/kg, o que considerando os LOD e LOQ (3,28 e 10,92 1g/kg, respetivamente),
observamos que esta acima de limite de quantificacao, revelando ser quantificavel na amostra, mas
continua abaixo do valor MRL, logo nao é considerado um problema para a satide, neste caso. No que toca
a B-cialotrina, foi detetada em 4 amostras, ABB, H2, H3 e H4, em que na amostra H3, o valor da
concentracao do analito estd acima do LOD e abaixo do LOQ (0,57 ug/kg e 1,90 1g/kg, respetivamente),
sendo por isso detetdvel, mas nao quantificavel. As restantes 3 amostras em que foi detetado o analito,

tém concentracdes superiores ao limite de quantificacdo, (ABB=3,56 pg/kg; H2=8,10 ng/kg; H4=2,20
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1g/kg), mas continuam inferiores ao valor MRL estipulado, ndo representando um perigo para consumo
nestes valores.

Em relacao aos Poluentes Organicos Persistentes (POP), o o-HCH, o R-HCH, 0 HCH e o Endosulf3o |,
apresentam MRL de 10 1g/kg, nas regulamentacdes da Comissao Europeia para o mel(52). Assim,
analisando o pesticida o-HCH, houve 13 amostras em que foi detetado o analito, todas as concentracdes
estiveram acima do limite de detecao (0,58 11g/kg), mas abaixo do limite de quantificacdo (1,93 1ng/kg), o
que torna o contaminante detetdvel nas 13 amostras de mel, mas nao quantificavel o suficiente. Quanto
ao p-HCH, foiidentificado em 12 amostras (ACB, ABB, CAB5, H2, H4, H6, H7, C2, C3, M1, M3 e M8), em que
4 amostras (H4, H7, C2 e M1) obtiveram concentracdes abaixo do LOD (0,63 11g/kg), ndo sendo, por esse
motivo consideradas concentracdes suficientes para serem detetadas nas amostras, 7 amostras
mostraram concentracoes do analito acima do LOD, mas inferior ao LOQ, e por isso, o pesticida foi
detetado, mas nao considerado quantificdvel, e a restante amostra (M8), apresentou uma concentracao
de contaminante superior ao LOQ, o que torna um contaminante quantificavel, mas sem estar acima do
MRL, e portanto nao é considerado perigoso para a saude. No caso do HCH, houve 9 amostras que
apresentaram concentracdes detetaveis deste analito (ABB, H2, H6, C3, M1, M3, M8, M9 e M10), sendo
gue 8 estdo acima do LOD e abaixo do LOQ (1,29 ng/kg e 4,31 ug/kg, respetivamente), ou seja, sao
concentracdes detetdveis, mas nao quantificaveis, e apenas 1 (M8) obteve concentracao de analito
superior ao LOQ, mas ainda assim nao superior ao MRL estabelecido pela Comissao Europeia. Ja em
relacao ao End |, foi identificado em 3 amostras (ACA, C1e C3),em que ACA e C1tiveram concentracoes do
pesticida acima do LOD, mas inferior ao LOQ (LOD: 0,99 ng/kg; LOQ: 329 1g/kg), e por isso sao
concentracoes detetdveis, mas nao quantificaveis, enquanto a amostra C3 teve uma concentracao
inferior ao LOD, e nesse sentido nao é considerada detetavel.

Os compostos DDE e DDT, tém diretrizes para os niveis maximos de residuos de 50 pg/kg (52).
Analisando o DDE, este foi encontrado em 5 amostras de mel (ABB, H2, H3, H4 e C3), com concentracdes
sempre superiores ao LOQ (2,94 11g/kg), o que significa que esta efetivamente presente nessas amostras,
em altas concentracdes, mas ainda assim, sao inferiores ao MRL estipulado, e por esse mativo, nao é
prejudicial. No caso do DDT, houve 3 amostras (ABC, C2 e C3) em que foi identificado, sendo que a
totalidade das amostras apresentaram concentracdes inferiores ao LOD (1,42 11g/kg), o que revela que
este analito nao é considerado detetdvel, nesta situacao.

Em relacao aos contaminantes BDE 47 e BDE 100, os valores das diretrizes, ndao estao regulamentados,
e, portanto, sao apenas os recomendados, apresentando entao valores mais baixos, de todos os
compostos que foram analisados, com um valor MRL de 0,01 11g/kg (53). O primeiro composto, BDE 47,
apresentou-se em 7 amostras (ABB, H2, H3, H4, C3, M1e M3), 2 delas acima do LOD, mas inferior ao LOQ,
enquanto as restantes 5 (H2, H3, H4, 3 e M1) apresentaram concentracdes superiores ao LOQ e, ainda,

superiores ao MRL, o que podera significar que este contaminante, a estas concentracoes, podera
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provocar lesdes no organismo humano se o mel dessa origem for consumido, e poderd ter de ser reportado
para monitorizacao do caso em especifico. No caso do BDE 100, este foi o pesticida que foi mais
identificado na totalidade das 20 amostras, tendo sido detetado em 19 amostras, com concentracoes
todas superiores ao LOQ (0,98 11g/kg), e também superiores ao MRL, o que se podera traduzir numa
questao de elevada importancia para a saude.

Abordando, também os compostos PCB 28, PCB 153, PCB 118 e PCB180, as diretrizes nao estao
idealmente afixadas nem existem recomendacdes para o caso especifico do mel, no entanto, existem
recomendacdes para alguns PCB (nenhum deles abordado neste estudo em questao) em determinados
alimentos como carnes, leite e gorduras vegetais, entre outros. Ainda assim, é de salientar que nenhuma
amostra de mel apresentou concentracdes destes pesticidas que fossem acima do limite de detecao para
serem consideradas vdlidas e quantificdveis.

Por dltimo, no grupo dos OPE, foram encontrados os compostos TBEP e o TToP em algumas amostras,
no entanto, as guidelines de MRL's para estes compostos no mel, ainda ndo estao estruturadas
oficialmente nem existem recomendacoes a seu respeito, 0 que nao permite a comparacao do que se
obteve com os dados regulamentados. Assim, o TToP foiidentificado em 7 amostras, ACB, ABA, ABB, ACA,
CABS5, H2 e H3, nas quais a concentracao de analito foi, em todas, superior ao limite de quantificacao (1,78
1g/kg). Ja o TBEP foi observado em 11 amostras, H6, H7, C1,C2, (3, M1, M2, M3, M8, M9 e M10, estando 7
delas acima do LOD e abaixo do LOQ (0,77 1g/kg e 2,56 119/kg, respetivamente), o que o torna detetavel,
mas ndo quantificdvel e 4 estao acima dos valores de LOQ, o que permite uma quantificacao
suficientemente fidedigna.

E, ainda, importante salientar, que em todas as 20 amostras analisadas, tanto as comerciais como as
recolhidas no PNM, tém na sua composicao pelo menos um pesticida e/ou contaminante ambiental.
Deste modo, comparando os resultados com a literatura cientifica ja publicada anteriormente, observa-se
gue, num estudo realizado em Espanha (Aragao), foram utilizadas metodologias idénticas para a extracao
e andlise de mdltiplos contaminantes em 111 amostras de mel recolhidas (56). Os compostos analisados
pertenciam a familias quimicas como os PCB, OCP e OPP, sendo analisados cerca de 6 PCB,15 0CP e 7
OPP. O estudo de recuperacoes foi idéntico, sendo que o limite minimo e maximo das recuperagoes
abrangeu a escala de 60-120%, enquanto neste estudo foi de 70-120%, em que valores abaixo foram
descartados e, em alguns casos, repetidos em laboratdrio. Quanto as concentracdes mdximas de alguns
poluentes como o o-HCH, B-HCH e HCH (lindano), foram de 86,90 ug/kg, 5,15 ug/kg e 597 ug/kg,
respetivamente, sendo que para o trabalho presente foram obtidas, para 0s mesmos compostos, na
totalidade das 20 amostras, as concentracdes mdximas encontradas de 1,69 ug/kg, 4,51 ug/kg e 4,40
ug/kg, respetivamente. No caso do End |, DDE e DDT, as concentragdes mdximas obtidas para o artigo
que se comparou, foram de 3,52 ug/kg, 93,57 ug/kg e 9,58 pg/kg, respetivamente. Ja no presente

estudo, para 0s mesmos contaminantes, os valores culminaram em 2,64 pg/kg, 27,01 ug/kg e 0,72
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ug/kg, respetivamente. Por fim, para a classe dos PCB, os valores do estudo anterior assentaram em
593,70 ug/kg para o PCB 28 e 6,30 ug/kg para o PCB 153, e os valores do presente trabalho foram
bastante mais pequenos, 1,28 ug/kg para o PCB 28 e 0,05 pg/kg para o PCB 153. Deste modo,
comparando os valores obtidos neste estudo (56), em relacao ao artigo utilizado para comparacao, estes
foraminferiores ao que ja foi encontrado naliteratura, ressalvando que, para estes compostos analisados,
nao haverd nenhuma precaucao a ser adotada com urgéncia.

No caso dos BDE, existem alguns estudos que analisam a presenca destes contaminantes em amostras
de mel (57,58), no entanto, num dos casos, as amostras obtiveram concentracdes do BDE 47 e do BDE
100, abaixo do limite de detecdo, e, portanto, ndo foram quantificadas (57). Outro exemplo na literatura
cientifica, representa a existéncia de ambos os BDE estudados no presente trabalho, em diferentes
localizacoes geogrdficas, mas com valores muito pequenos, nomeadamente 0,43+0,56 ug/kg para o
BDE 47 e 0,06+0,05 ug/kg para o BDE 100, no caso de paises desenvolvidos (58). Comparando estes
valores com os que foram obtidos, observa-se que as concentracdes estiveram entre 1,90-6,83 ug/kg
para o BDE 47, e entre 4,54-13,09 pug/kg para o BDE 100 e, portanto, sdao dados bastante superiores ao
que foi encontrado na literatura cientifica. Estes valores, principalmente aqueles que foram quantificados,
por estarem acima do valor de quantificacdo, um total de 5 em 7 amostras para o BDE 47, e 19 para o BDE
100, podem significar que existe uma problematica associada a presenca destes compostos nas amostras
de mel recolhidas no PNM.

Emrelacao aos OPE e aos PYR detetados nas amostras de interesse, existem poucos estudos publicados
que utilizem estes poluentes, sendo que no caso dos OPE, mais especificamente para 0s compostos
detetados nas amostras analisadas, como o TBEP e o TToP, nao foram encontrados dados que
revelassem concentracdes detetaveis para esta familia quimica, e no caso dos PYR, em destaque a
cialotrina 1 e 2, foram encontradas informacdes em artigos cientificos mas em alguns casos nao tinham
concentracdes detetdveis nas amostras de mel analisadas (59)e noutro dos estudos encontrados, apenas
para a cialotrina 1, foi detetado e quantificado numa das amostras de mel, uma concentracao de 220
ug/kg (60). Neste exemplo, pode-se comparar com as concentracdes obtidas para a cialotrina 1, que foi
detetada numa amostra, com um valor de 39,25 ug/kg, acima do limite de quantificacdo, mas ainda assim,
inferior ao que foi encontrado na literatura cientifica evidenciada e, portanto, nao representa um perigo

significativo.
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5. Conclusao

O presente trabalho teve como principal objetivo determinar a presenca e a concentracao de analitos
reportados na literatura cientifica, numa ulnica extracao, para cada uma das 20 amostras de mel
analisadas, a fim de compreender se o mel se pode comportar como um biomarcador ambiental. Assim,
foram destacados 40 pesticidas e contaminantes ambientais de diversas familias quimicas, 5 PYR e
respetivos isémeros (total de 8), 6 OPP, 7 OPE, 9 OCP, 6 BDE e 4 PCB, sendo que 0s PCB, 0s OCP e os BDE
analisados fazem parte dalista de POP, o que torna o projeto mais enriquecido, pelo facto de nao existirem
estudos cientificos com compostos de familias quimicas tao diversificadas.

E importante ressalvar que os métodos utilizados ao longo de todo o projeto, foram baseados na literatura
cientifica ja existente, com a alteracao/otimizacao de valores como massa e volumes de amostras e
reagentes, bem como o uso mais econdmico dos aparelhos utilizados, em proporcao, de modo ahaveruma
maior preocupacao com a reducao de custos energéticos e de produto, o que torna este método
diferenciador e eficazmente validado pelos parametros obtidos. Para além desses aspetos, é um método
que satisfaz os propdsitos necessarios, de extrair num tinico passo, multiplos contaminantes de forma
rdpida, econdmica e eficaz. Na validacao de método foi também estudado o efeito matriz, avaliando se
poderia haver uma possivel supressao ou aumento do sinal no detetor do GC. Para este efeito ser
desprezivel, os valores deveriam ser o mais préximo de 1(entre 0,8 1,20), e com a analise dos resultados,
concluiu-se que houve, efetivamente, um efeito matriz afastado do valor ideal em vdrios compostos e,
portanto, optou-se por utilizar os valores obtidos pelas retas de calibracao realizadas com a matriz do mel,
para obter as concentracdes de poluentes mais fidveis, sem haver necessidade de se construir novas
retas em que se redissolvia os padrdes no solvente n-hexano.

Deste modo, pelo estudo das concentrac6es dos pesticidas e restantes contaminantes, apenas 14 foram
detetados nas amostras, 2 PYR (a cialotrina1e 2),2 OPE (TBEP e TToP),2 PCB (PCB 28 e PCB 153), 2 BDE
(BDE 47 e BDE 100) e 6 OCP (x-HCH, 3-HCH, HCH, DDT, DDE e Endl), sendo que apenas os BDE se
encontravam acima dos MRL recomendados. Numa analise geral das amostras, concluiu-se que em todas
as 20 analisadas, estavam presentes pesticidas e/ou contaminantes ambientais, 0 que comprova gue na
regiao do PNM, dentro de um raio onde as abelhas realizam a polinizacao e se alimentam, existem vdrios
compostos quimicos, e tornam o mel um forte possivel biomarcador ambiental, uma vez que ao mostrar
que as amostras de mel, revelam, em alguns casos, concentracdes de poluentes acima dos valores limite
de quantificacao.

Em relacao aos MRL legislados, verificou-se que apenas estao divulgados para os piretrdides e para os
pesticidas organoclorados analisados, faltando requlamentacdes mais especificas para os bifenilos
policlorados em especifico para o mel, uma vez que existem apenas recomendacoes para outros tipos de
alimentos, e no caso dos retardantes de chama (OPE e BDE) existem recomendacdes para o mel, mas

nenhuma muito bem definida e sustentada. Este facto revela uma elevada preocupacao, os PCB ja foram
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relatados em varios estudos como téxicos para a saide humana, e os OPE e BDE sao aditivos de plasticos,
que tém vindo a destacar-se como perigosos quando ingeridos. Como estes nao se encontram legislados,
e alguns nem sequer se encontram recomendacoes de MRL a cumprir, eleva a problematica associada a
toxicidade quando ingerido este superalimento que é o mel, e que apresenta estes compostos na sua
composicao, sem uma regulamentacao valida para que os 6rgaos de controlo de qualidade dos produtos
essenciais e alimentares possam remover do mercado.

Assim, este trabalho, para além de sustentar o facto de o mel poder ser indicado como um marcador
ambiental, também é relevante para ressalvar a falta de legislacoes que deveriam existir para este
alimento, uma vez que é um alimento disponivel na grande maioria dos mercados, e acessivel a maior
parte dos consumidores.

Em suma, os resultados colmataram na resposta afirmativa ao principal objetivo de compreender se o mel
se poderia comportar como um bom biomarcador ambiental. Como perspetivas futuras do estudo
efetuado, pretende-se verificar e sustentar estes valores obtidos através da recorréncia a Cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa, a fim de ser uma das técnicas mais utilizada e recomendada

para a confirmacao da presenca de contaminantes neste tipo amostras.

39



Referéncias Bibliograficas

1.

10.

Asami DK, Hong Y], Barrett DM, Mitchell AE. Comparison of the total phenolic and ascorbic
acid content of freeze-dried and air-dried marionberry, strawberry, and corn grown using
conventional, organic, and sustainable agricultural practices. J Agric Food Chem.2003 Feb
26;51(5):1237-41.

Andreo-Martinez P, Oliva J, Giménez-Castillo JJ, Motas M, Quesada-Medina J, Cdmara MA.
Science production of pesticide residues in honey research: A descriptive bibliometric
study. Vol. 79, Environmental Toxicology and Pharmacology. Elsevier B.V.; 2020.
Liebezeit G, Liebezeit E. Non-pollen particulates in honey and sugar. Food Addit Contam
Part A Chem Anal Control Expo Risk Assess. 2013;30(12):2136-40.

Mohr S, Garcia-Bermejo A, Herrero L, Gémara B, Costabeber IH, Gonzalez MJ. Levels of
brominated flame retardants (BFRs) in honey samples from different geographic regions.
Science of the Total Environment. 2014 Feh 15:472:741-5.

EUROPEAN COMMISSION. Report from the Commission to the European Parliament and
the council on the implementation of apiculture programmes on the implementation of
apiculture programmes . Brussels; 2019 Dec.

Machado De-Melo AA, Almeida-Muradian LB de, Sancho MT, Pascual-Maté A.
Composicion y propiedades de la miel de Apis mellifera: una revision. Vol. 57, Journal of
Apicultural Research. Taylor and Francis Ltd; 2018. p. 5-37.

Calatayud-Vernich P, Calatayud F, Simd E, Pascual Aguilar JA, Picd Y. A two-year
monitoring of pesticide hazard in-hive: High honey bee mortality rates during insecticide
poisoning episodes in apiaries located near agricultural settings. Chemosphere. 2019 Oct
1,232:471-80.

PohoreckaK, Szczesna T, Witek M, Miszczak A, Sikorski P. The exposure of honey bees to
pesticide residues in the hive environment with regard to winter colony losses. J Apic Sci.
2017 Jun 1;61(1):105-25.

Kasiotis KM, Anagnostopoulos C, Anastasiadou P, Machera K. Pesticide residues in
honeybees, honey and bee pollen by LC-MS/MS screening: Reported death incidents in
honeybees. Science of the Total Environment. 2014 Jul 1,485-486(1):633-42.
Montenegro G, Mejias E. Biological applications of honeys produced by Apis mellifera. Vol.

46, Biol Res. 2013.

40



1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2l

Cucu AA, Baci GM, Moise AR, Dezsi §, Marc BD, Stangaciu S, et al. Towards a better
understanding of nutritional and therapeutic effects of honey and their applications in
apitherapy. Vol. 11, Applied Sciences (Switzerland). MDPI AG; 2021.

Al-Awadhi MA, Deshmukh RR. A Review on Automatic Classification of Honey Botanical
Origins using Machine Learning. In: International Conference of Modern Trends in ICT
Industry: Towards the Excellence in the ICT Industries, MTICTI 2021. Institute of Electrical
and Electronics Engineers Inc.; 2021.

Souza Tette PA, Guidi LR, de Abreu Gldria MB, Fernandes C. Pesticides in honey: A review
on chromatographic analytical methods. Vol. 149, Talanta. Elsevier B.V.; 2016. p. 124—-41.
Rana S, Mishra M, Yadav D, Subramani SK, Katare C, Prasad G. Medicinal uses of honey: A
review on its benefits to human health. Vol. 20, Progress in Nutrition. Mattioli 1885; 2018.
p.5-14.

Hossain ML, Lim LY, Hammer K, Hettiarachchi D, Locher C. A Review of Commonly Used
Methodologies for Assessing the Antibacterial Activity of Honey and Honey Products. Vol.
11, Antibiotics. MDPI; 2022.

Ajibola A, Chamunorwa JP, Erlwanger KH. Nutraceutical values of natural honey and its
contribution to human health and wealth. Vol. 9, Nutrition and Metabolism. 2012.
Bogdanov S, Jurendic T, Sieber R, Gallmann P. Honey for nutrition and health: A review. J
Am Coll Nutr. 2008;27(6).

Galanis A, Vardakas P, Reczko M, Harokopos V, Hatzis P, Skoulakis EMC, et al. Bee foraging
preferences, microbiota and pathogens revealed by direct shotgun metagenomics of
honey. Mol Ecol Resour. 2022 Oct 1;

llyasov RA, Lee Mlyeol, TakahashiJichi, Kwon HW, Nikolenko AG. Arevision of subspecies
structure of western honey bee Apis mellifera. Vol. 27, Saudi Journal of Biological Sciences.
Elsevier B.V.;2020. p. 3615-21.

Scopece G, Cozzolino S, Johnson SD, Schiestl FP. Pollination efficiency and the evolution
of specialized deceptive pollination systems. American Naturalist. 2010 Jan;175(1):98-
105.

Chiesa LM, Labella GF, Giorgi A, Panseri S, Pavlovic R, Bonacci S, et al. The occurrence of
pesticides and persistent organic pollutants in Italian organic honeys from different
productive areas in relation to potential environmental pollution. Chemosphere. 2016 Jul

1,154:482-90.

141



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32

Bargariska Z, ~lebioda M, Namies “nik J. Honey bees and their products: Bioindicators of
environmental contamination. Vol. 46, Critical Reviews in Environmental Science and
Technology. Taylor and Francis Inc.; 2016. p. 235-48.

Terziev V, Petkova Georgieva S. HUMAN HEALTH PROBLEMS AND CLASSIFICATION OF
THE MOST TOXIC PESTICIDES. IJASOS- International E-journal of Advances in Social
Sciences. 2019 Dec 20:5(15):1349-56.

Kim YA, Park JB, Woo MS, Lee SY, Kim HY, Yoo YH. Persistent organic pollutant-mediated
insulin resistance. Vol. 16, International Journal of Environmental Research and Public
Health. MDPI AG; 201S.

Magulova K, Priceputu A. Global monitoring plan for persistent organic pollutants (POPs)
under the Stockholm Convention: Triggering, streamlining and catalyzing global POPs
monitoring. Environmental Pollution. 2016 Oct 1,217:82-4.

Kazazic M, Djapo-Lavic M, Mehic E, Jesenkovic-Habul L. Monitoring of honey
contamination with polycyclic aromatic hydrocarbons in Herzegovina region. Chemistry
and Ecology. 2020 Sep 13;36(8):726-32.

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Food - Scientific Opinion of the Panel on
Contaminants in the Food Chain. EFSA Journal. 2008 Aug 1;6(8).

Solayman M, Islam MA, Paul S, Ali Y, Khalil MI, Alam N, et al. Physicochemical Properties,
Minerals, Trace Elements, and Heavy Metals in Honey of Different Origins: A
Comprehensive Review. Compr Rev Food Sci Food Saf. 2016 Jan 1:15(1):219-33.
Diaz-Basantes MF, Conesa JA, Fullana A. Microplastics in honey, beer, milk and
refreshments in Ecuador as emerging contaminants. Sustainability (Switzerland). 2020
Jul1;12(12).

Pironti C, Ricciardi M, Motta O, Miele Y, Proto A, Montano L. Microplastics in the
environment: Intake through the food web, human exposure and toxicological effects. Vol.
9, Toxics. MDPI. 2021.

Naggar Y al, Brinkmann M, Sayes CM, Al-Kahtani SN, Dar SA, EI-Seedi HR, et al. Are honey
bees at risk from microplastics? Toxics. 2021 May 1;9(5).

Prata JC, da Costa JP, Lopes |, Duarte AC, Rocha-Santos T. Environmental exposure to
microplastics: An overview on possible human health effects. Vol. 702, Science of the

Total Environment. Elsevier B.V.; 2020.

42



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Rodriguez-Gonzalo E, Doml’nguez-AIvarez J, Garcia-Gomez D, Garcia-liménez MG,
Carabias-Martinez R. Determination of endocrine disruptors in honey by CZE-MS using
restricted access materials for matrix cleanup. Electrophoresis. 2010 Jul;31(13):2279-88.
Balayiannis G, Balayiannis P. Bee honey as an environmental bioindicator of pesticides’
occurrence in six agricultural areas of Greece. Arch Environ Contam Toxicol. 2008
Oct;55(3):462-70.

Gawet M, Kiljanek T, Niewiadowska A, Semeniuk S, Goliszek M, Burek O, et al.
Determination of neonicotinoids and 199 other pesticide residues in honey by liquid and
gas chromatography coupled with tandem mass spectrometry. Food Chem. 2019 Jun
1,282:36-47.

Pirard C, Widart J, Nguyen BK, Deleuze C, Heudt L, Haubruge E, et al. Development and
validation of amulti-residue method for pesticide determination in honey using on-column
liquid-liquid extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry. J
Chromatogr A. 2007;1152(1-2).

Bang Ye S, Huang Y, Lin DY. QUEChERS sample pre-processing with UPLC-MS/MS: A
method for detecting 19 quinolone-based veterinary drugs in goat's milk. Food Chem.
2022;373.

XiaoJ,He Q, LiuQ, Wang Z, Yin F, Chai Y, et al. Analysis of honey bee exposure to multiple
pesticide residues in the hive environment. Science of the Total Environment. 2022 Jan
20,805.

Perestrelo R, Silva P, Porto-Figueira P, Pereira JAM, Silva C, Medina S, et al. QUEChERS -
Fundamentals, relevant improvements, applications and future trends. Vol. 1070,
Analytica Chimica Acta. 201S.

Anthemidis AN, loannou KIG. Recent developments in homogeneous and dispersive
liquid-liquid extraction for inorganic elements determination. A review. Vol. 80, Talanta.
2009.

Shendy AH, Al-Ghobashy MA, Mohammed MN, Gad Alla SA, Lotfy HM. Simultaneous
determination of 200 pesticide residues in honey using gas chromatography-tandem
mass spectrometry in conjunction with streamlined quantification approach. J Chromatogr
A.2016;1427.

ben Mukiibi S, Nyanzi SA, Kwetegyeka J, Olisah C, Taiwo AM, Mubiru E, et al

Organochlorine pesticide residues in Uganda’s honey as a bioindicator of environmental

43



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

contamination and reproductive health implications to consumers. Ecotoxicol Environ Saf.
2021;214.

Mrzlikar M, Heath D, Heath E, Markelj J, Kandolf Borovsak A, Prosen H. Investigation of
neonicotinoid pesticides in Slovenian honey by LC-MS/MS. LWT. 2019;104.

Malhat FM, Haggag MN, Loutfy NM, Osman MAM, Ahmed MT. Residues of organochlorine
and synthetic pyrethroid pesticides in honey, an indicator of ambient environment, a pilot
study. Chemosphere. 2015;120.

Wiest L, Buleté A, Giroud B, Fratta C, Amic S, Lambert O, et al. Multi-residue analysis of 80
environmental contaminants in honeys, honeybees and pollens by one extraction
procedure followed by liquid and gas chromatography coupled with mass spectrometric
detection. ) Chromatogr A. 2011;1218(34).

Bargariska Z, Slebioda M, NamieSnik J. Pesticide residues levels in honey from apiaries
located of Northern Poland. Food Control. 2013;31(1).

Tomasini D, Sampaio MRF, Caldas SS, Buffon JG, Duarte FA, Primel EG. Simultaneous
determination of pesticides and 5-hydroxymethylfurfural in honey by the modified
QuUEChERS method and liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry.
Talanta. 2012;99.

Herrera A, Pérez-Arquillué C, Conchello P, BayarriS, Lazaro R, Yagiie C, et al. Determination
of pesticides and PCBs in honey by solid-phase extraction cleanup followed by gas
chromatography with electron-capture and nitrogen-phosphorus detection. Anal Bioanal
Chem. 2005 Feb;381(3):695-701.

Al-Alam J, Fajloun Z, Chbani A, Millet M. Determination of 16 PAHs and 22 PCBs in honey
samples originated from different region of Lebanon and used as environmental
biomonitors sentinel. J Environ Sci Health A Tox Hazard Subst Environ Eng. 2019 Jan
2;54(1):9-15.

Pihlstrom T, Fernandez-Alba AR, Ferrer Amate C, Erecius Poulsen M, Lippold R, Carrasco
Cabrera L, et al. ANALYTICAL QUALITY CONTROL AND METHOD VALIDATION
PROCEDURES FOR PESTICIDE RESIDUES ANALYSIS IN FOOD AND FEED SANTE
11312/2021.

European Commission. Commission Regulation (EC) No 839/2008 of 31 July 2008
amending Regulation (EC) No 396,/2005 of the European Parliament and of the Council as

44



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

regards Annexes Il, Ill and IV on maximum residue levels of pesticides in or on certain
products (Text with EEA relevance). Official Journal of the European Union. 2008;1-216.
European Commission. Commission Regulation (EC) No 149/2008 of 29 January 2008
amending Regulation (EC) No 396,/2005 of the European Parliament and of the Council by
establishing Annexes II, lll and IV setting maximum residue levels for products covered by
Annex | thereto (Text with EEA relevance). Official Journal of the European Union.2008;3—
400.

European Commission. 2014 /118/EU: Commission Recommendation of 3 March 2014 on
the monitoring of traces of brominated flame retardants in food Text with EEA relevance.
Official Journal of the European Union. 2014,;39-40.

Regulation (EC) No. 396/2005 of the European Parliament and of the Council on
maximum residue levels of pesticides in or on food and feed of plant and animal origin and
amending Council Directive 91/414/EEC. In.

SANTE/11956/2016. Technical guidelines for determining the magnitude of pesticide
residues in honey and setting Maximum Residue Levels in honey. 2020.

Herrera A, Pérez-Arquillué C, Conchello P, BayarriS, Lazaro R, Yagle C, et al. Determination
of pesticides and PCBs in honey by solid-phase extraction cleanup followed by gas
chromatography with electron-capture and nitrogen-phosphorus detection. Anal Bioanal
Chem. 2005 Feb;381(3):695-701.

Villalba A, Maggi M, Ondarza PM, Szawarski N, Miglioranza KSB. Influence of land use on
chlorpyrifos and persistent organic pollutant levels in honey bees, bee bread and honey:
Beehive exposure assessment. Science of the Total Environment. 2020 Apr 15;713.
WangJ,Kliks MM, Jun S, Li QX. Residues of polybrominated diphenyl ethers in honeys from
different geographic regions. J Agric Food Chem. 2010 Mar 24;58(6):3495-501.

Rissato SR, Galhiane MS, de Almeida M v. Gerenutti M, Apon BM. Multiresidue
determination of pesticides in honey samples by gas chromatography-mass
spectrometry and application in environmental contamination. Food Chem.
2007;101(4):1719-26.

de Pinho GP, Neves AA, de Queiroz MELR, Silvério FO. Optimization of the liquid-liquid
extraction method and low temperature purification (LLE-LTP) for pesticide residue
analysis in honey samples by gas chromatography. Food Control. 2010 Oct;21(10):1307-
1.

45



ANEXOS

lise, e parametros de validacao, encontrados

do e anél

de extrac

écnicas

ticidas, tt

is pes

de principa

cientifica

éncia ci

Tabela 23- Evid

nos tltimos 10 anos.

162081 T20 MRS I9TOT 0T/BI0iop 50y T A e i vogezwydo PR o
WOIAUR 30 3y1 1 sanpisal 3pinsad 3(dnjnw of 2insodka 3aq Asuoy o sishjeuy BYB0vE 050001 | /3 2001070 001 PRI AETINEND 04} SA/S-Dn | Sw-19 ANpIs-HNW SYIYIIM R
0'S0020C S0 faTOT OT/Su00p/ sty STeylew g ey Ipnes wo |0 (pouaw evoguanuo)
3530 10U 10S3p 10U - sapasad
3UDY U1 SINDUPATSI=)0 PUE )44 Buisn sapiagsad pue uonisoduwod Jedns Jo sehjeuy PR PR wn UonIeR pinbi-pinbry ey
8y/8r 7 Aangoadsay
: T/o0T0r/Boiop:
_m_m.e=msﬂmmmaﬁMHw_“__u_au“\ﬁw”%ﬁwwﬂ\haahf_Emsu 15%31,us30p D07 | /807 050D saues aioypue 05240 B¢/ | 01318 hﬂm uoizague =Tl n spis pogsad
WURIAIR 0 JojeNpUIDK _m m_Ea_____mH_Em_m:hm%_me %__ua_a uojyouedig S R Ielhsa-49) | Yl os0:ngsaisa s uwum_ﬁ_augim_mcmpéﬁ _m“m R UOUEED) 0 6
' o ' S ’ Raoy pue jos autos (s;66-5.) pue (306-51]
[Swsg-ga] uwnjoa Aejjidea
au-enn Aq uoresedas | (154
SO0 STO7 w2 TfaTor 0 /B op)- sty UL epioms e
’ o 50006 T=00'09 (35-p) worpenz seyd pijos
fuaut ks -5 8100 G 78U S CLO0T _
| yaeoudde uonenjquent paulueans yim oraunfued ul ARwodads ssew 1= 81 00°07 @ 00'SDOT | T-1w B OOE 0100T Q0N 2072 8103 UER pey SPUNCOLDY U5 6 SW/S-09 aHisaUsp e dais dnueap S2NpIS3) 3PINIS4 007
|desBojewouy2 se8 uisn Aauoy ut sanpisal 3piansad (7 10 UOBUILLETRP NOJUE) WIS : o
e Aq pawo|joy 3ot
o Suoryed prbi-pnby
PO SN
{1uanos Lorpesxa)
39401 {T-8 8 gT-g0) 1-1 1 99040y
ELOE0TI0Z AP0 aT0T T Ao op sty ﬂ.w.h_mwe%vxmwm_ﬂ gm_ wﬂwg {5/ 1-00) Rnawoiyzas ssew | wiojoiol pue (r2sidsp) saprsad
130 JRwwads ssew desy ol pue anided uoae e Bojewaiya sed Ag Aauoy Ul 9617 013G/ oy padlie) U3m S3URM00 Ueapy | deyf uojJo(0)3-)0) Aimde) 3JunuoE | |00 B
1LSA0 UL0|P0UED0 0 UOTULUEA 1.0} LOIBLIRODIL pIbI-pNbY aNsgsig | - e 001 | 90413502 01 -1 812 0-100 wy3|fydeifoeuon) seg | [TIO) wmenenw GOE ST
puB (23990} {T-8 8 =30} 1-1 811 ST (-7070 40 3801001
(3/0zeuns0uz)p
TT07 ewouy /9T T o1 B0 opy sty | vensaiep suoydsoyd uasonu-AudesSolewai L0122 33011 PIE oriomad
. - ‘ Loi3eizp smoydsoyd ‘ajoreuodiup
fauioy ur senpise) sapisad 207eU] JO UOGUILE|E) 10 UDIR B0 pintj-pinbi| [-33011-510:001 | 1-3 3017060000 $4001-L6 J0 3duey eBng-lyde Sopuow) pinbi-pby ansizdsip om0
dsip ainjesadws] paens|@ uo paseq PoLfaW UOGIEIFROII MRU & o Jawdoj3ag ’ PP amesadws] paess3 P 4
‘ajozeunauad)
sapimisad 3jozey|
ENOTOBI0C PPO0F /STOTOT/B010p S0 |spunoduwo? 34T ) By/3w 10°0| (spunoduwiod 1) %0/ > Spunodigd Ruueway 4/ dag-7:dnuegy
| ARUOIPaTS SSa LUZRUE i papN0) deIS0RLO1p By .aﬁ gapwu; B w.ma a M_M US30p: " WUE “ﬁ_w 19 Sg:.: 0 ol SS9 PR /ST z% E! ﬁa_. _u= PR 0
» Pt g 2oy Ut S3npisa 39173520 30 6T PUB SPIOUIL0R 0 LOJEUILIZR] /30 ) (sp 965t] BYAUTI00-D01HSHRLUS0PIQ01| T O 0L ={388] spu 10 luoleyy {12 211y SHIUDINY
SBOURIgEY 007001 (splsauencony sispwy Aujopoujaws uoipes spunaduiog

46



T90°L0'STOZ oL {/9T0T 0T/210'10p ¥py ey

(sapronsad 7) poapaibd

‘|Auayd-1p pasplig

190°90°6707 Bwoay'[/970T°07T/S10'10p//:schay | Aauoy woxy sapionsad pash Ajapim uanas
§0 UOIIRAXR0AIIL Ul Uoredijdde S) pue Juarjos 31313 daap Asuap yBiy uaau3 e Jo SisayuAs

1-83001-17:001 1-8 8 7'7-7£0:001

998-9 o 33ue)

alute}j-AuydesSoyewouy sed

M3U & 8UISN UOIBANR0IIL

pinbi-pnbi) anissadsip usald

| sajoues Aauoy wouy sapionsadijnuo uoresedas oy uoredddy 1/3W0T-5'0°001 | 1/3W0'Z-1°0:001 %S71-18 SIN-D9 INGS S B S
“UOJIIBLX3042W 3Seyc-plj0sIo} [eu3tew Surjeod mau e se auaikyshiod painjonusoueu undseia3 0 Ms o m% _o
Joydsoydouess
LI0T0'8T07 W (/9707 0r/3h0'0p) - sty
3/3 v8'7-61°0:007 | 8/8u 580-900 001-7 -
| 4/ ooy Uexanof i s3ponsed poucaoau o opeSsany /20 58'7-61°0:001 | 3/8u50-900:001 %0001-C'6 SW/SN-D1 Uon2eIx3 SY3YIIND spiounoauoay
SI0SU3S (0UL[RQOINY
920508707 Woapooy (/97T 01/310"0p/f:shuy | Aeuoy ui uonaarap ‘ _
%_u_ua_eécgoggs___\So.w_x\v mu__m_mhoa_s_ _\m\uaﬁi‘_gaacggc_ssggce YBIH 11800 °001 | /& ségo-co1 OGT PP OTTEaanag s Aumd Wb | - Auosgqu winip oz fee)
_ [eyuauepuny Y3 1KOO-44H
S3pIRIASY|
-1533-QN) Answonaad 3lewieqed Jo spu
S00'60°L10¢ sl Tfaror-0T/Si010p//:stny | Anauwiondads ssew uoneziuol 1| /80 2T 017 Vo o szl M Qu ) POU33W Mau - Uofjesedaud LERE 0 S0
feid uond fak dad 1804@1,Us30p 001 | 8/3U 879 0197701 %9611 PUB %00 L8 UaMa( ssejy uoneziuol Aeidsona)3 ’ OM pUE S3pIafasUl
eIdS0A99}3 anaeAXa-Uopdiosap (eAnau Aq Aauoy uf s3piopsad 3jdnnu Jo uonaalap 19alQ - 3|duies 1spxa 3 Us3oq ——
§0Spupy sauyL
dn-ueapy
S LT OOy gy s PU UOIBAX3 SNOBUel|LUIS
11200 H/9T0T 0T/<40"10p/ -
| Aouoy yep pue 48] ut pUdo[DeIL pue Wexoujaelf) 1-8y8 01001 £00 D01 | 1-BY & 020'0 016100001 ppets SIN/SN=D1dHN A4l g ppet
e _ , . -%1°50T 01 €56 | WEXOUJAWeIY) - %G'90T 03 §'96 J3wihjod pajunduy UE WEXOU3LLeIY]
Jo dn-uea} pue uoaeLXa 3y} Joy Sajoruedoueu JawAjod pajutidul Apenasjow nausep e
ANISU3S PUB ANIA[3S MaN
[V pue 1ol ‘apejns
wnisaudew - dn ueay) /ajelade
i Pa—— WNIpos pue 3jejns wnisausew
S0°9T0 WaYapo0y | /9T0T'0T/1010p//:SARY | SA/SA-D1dHN
SEDSDIIOCERPROBTBIOL OLFE KRS T S-S B4/3u 5200 pue 070°0-001 | /3w $00'0:000 SHOTT PUe (. Uaamuag S/SIA-=014HN - Syesuonenca/ (yajpoe | saponsad 1
PUB SY34D3ND Patypow Jo Sueaw Aq Aauoy ui uopediyauenb sapionsad Jog poysa SSepIN e N gL e
b (] i !
[(EETITOERBEN
Uoeitxd | SH3YOIND PRPON
13Nos
U0RI3}3p UoljezIUo| 2393303 daap Ayisusp 8
RalaptoEo) Hiaia G2p Asap e sapiansad £

47



(sapionsad 0g)
Jojejn3ai ymouByoasul
6L0°90°TT0Z eWOIT/9TOT T:10p | U0NIZN3P ys1313uAs ‘apiwixogieap
2138W04303ds SSew yyim pajdnod AydesSozewioly sed pue pinbi| Aq pamojjo4 3inpaooid uopenxa 3)/81 ¢'59-0'¢ 2001 | B4/31 6°€2-10:001 %9¢T-6¢ 40129 3dSPp :dn ueap) | SY34230 ‘saupiuuAd
3uo Aq susjjod pue saagAauoy ‘sAUOY Ul SUBUILIBIIOD [BIUBWUOIIAUR (8 JO SISAjeue anpisak-nNN sjozeLy'splosyaifd
‘snioydsoydouedio
‘piwie ‘sauniojylouesi
T-6€E91-T10 (sapronsad
-LT2005/£00T°0T-10p | Anawoudads ssew-Aydeldojewioiy sed Aq Aauoy ul sapiansad auvojyaouedio /8 7'¢1-60:001 | 84/81 4-1°0:001 9% £8-G¢ SA-)9 JNMQ o
P313[35 JO UOIJeUILLI3}3P Y} Joj UONIRAX30IIIW PInbij-pInbi| AISIASIP Jo Uoned|ddy T sauLoluERio
) 100'80'T10 &4 /9101 01/3l0 _g\\_.ag [ sioajap Jsixa3,usa0p 07 | B4/8en00'0-€000°0 ) .
13W02123dS SSew U UOISSIWS dILIOJe Jo UosLiedwiod v :s3jdules auim pue Aauoy ul spunodwiod ) o % T0T-LL SIN=D9 pue 3v-)9 JNdS-SH (sapiansad /) sunouedig
urioue8io Jo uoferdads ayj Joy Aydesdozewioiyd se8 Aq pamoj|oy uoRIRAXR0IIW 35eyd-pijo 51-29) ao pue 3/8z20 0-2000:{03v-09) 401
(saprnsad
22) palyIssejaunsIaL o
L8TuIg/swoyd/607°01/310"1op//:sdny | Answioxdads ssew o) pajdnod AydesSojewoiyd . _ _ ‘Em fuatdp twmu_s
se3 Aq sajdwies Asuoy uy sapiIysad Jo UOeUIWIIIAP AU 10} JUBCIOS Payded Ul UORIBINB0IIN BT 001 35023,0520 Qo1 A S-39 Saa dnvea |31 UDOGER PO
-3IAd ‘sajeweq/ed
‘snuoydsoydouesio
'S3uLiojyaouesio
0TL00STOZ 2551/200T°0T/310°10p/ /-5ty | ea) pue Aauoy ur sapiansad auviojydouesio (SO saqroiey Loes (sapiansad
40 SISA|BuB 33 Joj 331413} }{BGOD YIM P31} SIGNIOUBU UOCIBI U0 P3Seq PoyIaL 3¢S J11audeu [anoN 13,0520 DOT | (1/34) 00 0-£1000°001 e 039 PRINEALEL g0 2L 8) sauuojyoouediQ
' : Juanos dn uea) | 34N |
(sapionsadg)
PIo. JU0LI3) ‘3pILLeIp
2|[IUBJJUE ‘3piLLEXOq
-IB) ‘3PIWIXOCLeIIP
§70°0T§107409po0y (/9TOT 07/310°10p/ /54y | 532mos Uojeuiweluo) Gt e e - i ' c”“\,ngw‘wc_s .
[enuaiod s} 0} UoIye[a1 Ul Seale Jualayjp Wiy Aauol Uelfey| uf Sanpisai 3piansad J0 3dUaLnalQ By-S 2 001 | 4y 1-5L0:001 L SWA-29 aegenuean|am e _,MC_HM_H__M“ o
‘apiwifeypyd ‘3j0zeuy
‘snuoyds-oydouedio
‘uoguedoiphy paeuriojyd
‘Saupojydouesio
760°80°702 348ydsowaya' /9107 °0T/30°10p//:sany | Apms Jojid @ ‘JualUOIIAUS ) . ) (sappasad
88! 09-7:001 | /2 0g-50:q01 %ST1-58 Q9 3dsp:dnueap) | Sy3yoI0 | 1) sproipaikd

Jualqwe Jo Jojeaipul ue ‘Aauoy ul s3ppansad ploayiiAd o

13Uuks pue auLiojydouesio Jo sanpisay

‘saullofyoouediQ

48



(sapnnsad
3|0zew} ‘ploufy
890'S0°Z107 eMeley /9101 0T/30'l0p//:seny " 0 t
-00]U0aU ‘ploayiaikd
| Anauionsads sseul wapue o) pajdno AdeiBojewoiy pinblj pue poyiaw SY34)IN0 8y/31 00016 ‘007 | 34/ 0g€-97:001 %L SW/SI-1DAY-D1 3dsp ‘dn ueay | SY340310 J———
3141pow 3y} Aq Aduoy u [enpngjAyauAxoipAy-G pue sapidsad JO UoeUIWL3}3P SNoaUE}|nW
Paljipow a3 Aq Aauoy ul [einpingjAu PAY-G pue S3pIafsad JO UOfeulLI33P ANUIS ‘snioyosoydouesio
‘9j0zepIIzZUBq ‘uIpILY
(s3pronsad
(5€)s8|0zeu) ‘sauizeuy
880°50°Z10¢"ewoy' (/9107 "0T/310°10p/ /-5ty ‘SpI0U1003U‘SeaIN
| Anawionaads ssew uopnjosai yBiy dexigiQ-AydesSoyewosy pinbiy Susn Asuoy 15143 1,uss0p 001 | 8Y/3r 05-S2:Q01 % 01-99 SIN-deaig-10-D1dHN n ‘sapransadoiq
Ut $3rup Aseunia)an pue sapionsad Jo UoieuILLIBIap Aieyuenb pue Ajeljend anIsuayRIdwo) ‘spioayjaifd ‘sjewieqied
‘saupiojyoouesio
‘snioydsoydouesig
990°71°ZT07 EMeleyT/9TOT OT/310'I0p/ /sty | sajdwes Asuoy ui spioipaikd jo
W 8T'0-0T°0 B S0'0-£0°0: ~ - -l-q - d A
UONBUIWLB}3P 3Y3 Joj 2Inpad0d 3]12e4 PUE [3AOU Yy :UORIBAIX30IDIL d13uGeu [enp payull-pinbi) J1uo| /AUSLG-010:00T | /A S00-£00:007 #8598 A 345 q dn ea| JATIQ-T (sapionsad ) sproupaikg
650°20'€T07 ey /91T 0T/Bi0'lop ¥py /-y | Anawonoads (sapinsad
§seu Wapuel-Aydesogewioayd pinbij y3im pauIguI0duOIILAX30.1 pinbij-pinbl| anISIadSIp paziudo 3y/81 ¢'7-57:001 | BY/81 0'7-5'0:001 9% ETT-4L SIN/SIN-DT JNTI0 POk
SPIOUNOJIUOR)
8uisn A3uoy Ut S3pIANIASUIPIOUJ001UOBU P3}I[AS JO UOIJRUILLIBIAP J0j POYIBUI BNPISBI-HNIN L] spouooLioa
690°60°2102 20300y {/910T 0F/310"10p"Xp/ /Ay . " \
AT 8y/8r 6~¢£'7:001 | 34/3 §-16°0:001 % 60108 SW/SA-IS3-1 3dsp :dn uea|) | 434030 saplonsad (g
TTET07 W T/9T0T°0T/81010p"Xp//:dy | S3yoeouddle paseq uonoexa pinbij-pinbijomy jo | 8y/8 ¢/ zz-11T 3 ue 8y/81 69°€7-0T'T :S43yp N 3¢5:7]
BTOTTET07 I /910 0T/B010pXp/ /-y | sayoeoudde paseq pibij-p o |3 Nw : .agg 8y @_m a_ H_m 4300 D01 5,080 S0 PUE %0696 TS WS 5315 S
$a1I3n03a4 apiansad Jo uosLiedwo)-S/SN-53-21Aq Asuoy ul uoneuiweluod apinsad Buiuiwalag | | 81/3M 60°2-S€°0:315 @07 pue S/3r £6'/-€€°0:543YdIND Q01 dn ueap) | S§349InD pue 315
(sapnnsad
GTT) S3piwixogIed
TH0°€0°7T0 AUR1002S/9T07°0T/B10'10p"Xp/ Ay | SeagABuOY Ul SYuapiaul N S -Ip ‘sa)ewiequed
(eap panioday :Buiuaalass/SN-1Aq uajjod 3aq pue Asuoy ‘s3agAauoy u sanpisal apiaNsad BB 8L-T0:001 | B ¢ 2-£00:001 LI WiSHE21 3dgp nueap | 3030 ‘snoJoydsoydouegio
'S9]0z8 1} ‘Saul|lueosuIp
‘spiounjoaluoay
€E0'70'STOZ BIueley [/9T0T OT/21070p ¥py ey (sapinsad
| Aauoy ur sanpisalapianasul plourjodluoall Jo UoeullL}3p Snoauelnuuls Jojhydelojewioiy pinbij 1/3W 007080001 | 1/ 8 05'0-52'0:001 % L0T-96 AN-D1dH AT P
SPIOUNOJIUOR)
0ueuLopad-y3ly yym pajdnoauonIesxaoidlw uopiued J3)em—{oueldo pajsisse aSuls pajdnod-u| L] spouooLioa
T20°TT'YT07 B4l 1/9T0T 01T/310"10p X/ /Ay (sapiansad
1 007-0'G: 67— ~ -
| 42U ) SPOUGO3IOS40 UOREULLIBR 0} OHIAL GNG-JTgH Jo Wedoptag 8Y/31 0'01-0'$ D01 | 8/ §'7-5'7:001 %811-¢L AN-DIGH WMa 1) spouroacay
090°TT¥T07 WaLppooy T/91or 07 /310 1o/ :sdny (saponsad
| AydesBojewioay pinbi| aaueusopad-ys1y Aq pamojjo} poyiaLjuawWIea}aId e e U01IRAXR0.I 1513 1,Us80p 001 | 1/3W 7'6-8'0:001 % ¥11-16 AI1dH JNTICTI

pinbi=pinbi| anissads|p-pinbipiuoy nys-ul uisn sajduies A3uoy uj sjouaydoso|ya Jo uopeuILLIRIAQ

9) sjouaydoiojy)

49



