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Resumo

O presente trabalho surgiu com dois objectivos principais: avaliar o grau de contaminacdo, por
metais pesados, em produtos horticolas de duas zonas diferenciadas e avaliar as diferencas de

concentracdes de musks em diferentes amostras biolégicas.

Numa primeira fase, perante os resultados obtidos para os metais pesados nas duas zonas
diferenciadas (Vila Nova de Mil Fontes e Carrasqueira) foi possivel avaliar o risco de exposicéo das

duas populacbes.

Os produtos horticolas utilizados no estudo do grau de contaminacdo foram: alfaces, couves,
batatas e tomates. Numa tentativa de identificar uma possivel fonte de contaminacgéo foi analisado
igualmente a agua utilizada para rega e o solo que rodeava a cultura. O método usado na
determinacdo foi a espectrometria de massa acoplada a plasma induzido (ICP-MS). Foram
analisados os seguintes elementos: Manganés, Arsénio, Cadmio, Cobalto, Cobre, Chumbo,
Estréncio, Niquel, Cromio, Selénio e Zinco. Houve grandes variacbes das concentracdes dos
elementos entre as duas zonas em que 0s horticolas, agua e solo foram colhidos. Em todas as
amostras, 0os elementos maioritarios foram o zinco, o manganés e o estroncio. Nas culturas, o
chumbo era o elementos que apresentava concentragfes mais baixas. Para a agua utilizada nas
regas, a zona da Carrasqueira apresenta concentracdes muito baixas comparando com a zona de
Vila Nova de Mil Fontes. Todos os valores encontrados nas culturas, na agua e no solo se

encontram abaixo dos valores maximos legislados.

A analise de risco, revela situagfes de alerta, para um individuo da Carraqueira e quatro individuos
de Vila Nova de Mil Fontes, uma vez que para o arsénio a dose diaria toleravel segundo a EFSA é
de 0,30 pug/kg/dia e os valores encontrados foram 0,30; 0,33; 0,61; 0,42 e 0,34 pg/kg/dia,

respectivamente.

A determinacdo de musks em amostras biolégicas, como ostras e mexilhdes, salmdo (musculo,
figado e gbnadas) e enguias de vidro, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS) recorrendo ao metédo de QUEChERS revelou que o galaxolide e o tonalide foram
0s analitos maioritéarios em todas as amostras. De entre as amostras de ostras e mexilhdes, as
colhidas na ria de aveiro apresentam concentra¢cdes muito superiores para o galaxolide e o tonalide,
13,4 e 2,1 ng/g respectivamente, que as outras analisadas. Nas analises de salm&o foram tidas em
conta duas zonas diferenciadas, Nivelle e Bidassoa. Perante os resultados, a zona de bidassoa
apresentou menor contaminagdo de musks nas amostras recolhidas. Por dltimo as andlises as
enguias de vidro dopadas permitiu tracar a cinética de acumulacdo de galaxolide e tonalide por

parte do organismo e por outro lado identificar o galaxolidone, metabolito resultante do galaxolide.

Palavras — chave: ICP-MS, metais pesados, produtos horticolas, GC/MS, musks, QUEChERS,
amostras biolégicas



Abstract

This work came up with two main objectives: to assess the degree of contamination by heavy metals
in vegetables from two different areas and evaluate the concentrations of musks in different

biological samples.

Initially, before the results obtained for heavy metals in the two marked areas (Vila Nova de Mil

Fontes and Carrasqueira) it was possible to assess the risk of exposure of the two populations.

The vegetables used in the study of the degree of contamination were: lettuce, cabbage, potatoes
and tomatoes. In an attempt to identify a possible source of contamination was also analyzed water

used for irrigation and the soil surrounding cultures.

The method used to determine was Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) . The
following elements were analyzed: Manganese, Arsenic, Cadmium, Cobalt, Copper, Lead,
Strontium, Nickel, Chromium, Selenium and Zinc. There were large variations in the concentrations
of elements between the two areas in which the vegetables, water and soil were collected. In all
samples, the majority elements were zinc, manganese and strontium. In cultures, lead was the
element which had lower concentrations. To the water used in irrigation, the area of Carrasqueira
presents very low concentrations compared with the area of Vila Nova de Mil Fontes. All values

found in the crops, water and soil are below the legislated maximum.

Risk analysis reveals situations of alert for an individual from Carraqueira and four individuals from
Vila Nova de Mil Fontes, once for arsenic the acceptable daily intake according to the EFSA is 0.30

pg/kg/ day and values were 0.30; 0.33; 0.61; 0.42 and 0.34 pg/kg/day, respectively.

The determination of musks in biological samples, such as oysters and mussels, salmon (muscle,
liver and gonads) and glass eels, by Gas chromatography—mass spectrometry (GC/MS) using the
method of QUEChERS revealed that Galaxolide and tonalide were the majority analytes in all

samples.

Among the samples of oysters and mussels, collected in the Ria de Aveiro presented much higher

concentrations for Galaxolide and tonalide, 13.4 and 2.1 ng/g, respectively, than the other analyzed.

In the analysis of salmon were taken into account two different areas, Nivelle and Bidassoa. Given

the results, the zone of Bidassoa showed lower contamination of musks in the collected samples.

Finally the analysis to doped glass eels allowed to trace the kinetics of accumulation of tonalide and
Galaxolide by the organism and secondly to identify the galaxolidone, metabolite resulting from

Galaxolide.

Key words: ICP-MS, heavy metals, vegetables, GC/MS, musks, QUEChERS, biological samples
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Introducao

A Qualidade Alimentar foi definida por Multon e Davenas em 1994 como "A aptiddo de um
produto para bem nutrir". Contudo, este conceito foi evoluindo e hoje é mais abrangente
envolvendo igualmente as questdes da seguranca. Assim, pode dizer-se que a principal
funcdo de um alimento é fornecer, em condicbes de seguranca, energia e nutrientes

necessarios para um bom funcionamento do organismo.

A qualidade e seguranga alimentar incluem muitos fatores, tais como sabor, aroma, cor,
textura, funcionalidade, salde, custo, ambiente, trabalho decente, igualdade, tradicdo e
cultura. A seguranca alimentar € uma preocupacdo publica mundial. Durante as Ultimas
décadas, a crescente preocupacdo pela seguranca alimentar tem estimulado a pesquisa de
possiveis contaminantes presentes em alimentos (Gebrekidan et al., 2013). A seguranca
alimentar caracteriza-se quando todas as pessoas em todos os momentos tém acesso a uma
alimentacéo suficiente, nutritiva e isenta de riscos para a sua saude, que Ihes permita manter
uma vida saudavel e activa. Este conceito inclui ainda o acesso fisico e econdmico a

alimentacéo, que atenda as necessidades e preferéncias alimentares (OMS, 2014).

A seguranca alimentar é suportada por trés pilares fundamentais, sendo esses: A
disponibilidade de alimentos, garantindo uma quantidade de alimentos suficientes e capaz de
abranger toda a populagdo mundial; O acesso aos alimentos, possibilitando recursos
suficientes na obtencdo de alimentos; e a utilizacdo dos alimentos focando-se num uso
adequado destes com uma boa base nutricional e cuidados higiénicos. Assim, a segurancga
alimentar consiste num equilibrio entre um desenvolvimento econémico e ambiental

sustentavel e uma vertente ligada a saude (OMS, 2014).

A contaminagdo de alimentos pode ocorrer de forma acidental ou deliberada, podendo os
alimentos, ser contaminados por perigos fisicos, microbiolégicos ou quimicos. A presenca
destes perigos nos alimentos pode comprometer a sua seguranca e a adequacdo (Codex
Alimentarium, 2012). Os perigos quimicos incluem contaminantes ambientais, metais
pesados, micotoxinas, toxinas naturais, residuos de medicamentos veterinarios ou
contaminantes que surgem de um processamento e/ou armazenamento inadequados
(Thomson et al., 2012).

Existem muitas ferramentas, que foram tornadas obrigatérias por lei, para garantir a
seguranca dos produtos alimentares. Essas ferramentas incluem as Boas Praticas Agricolas
(BPA), Boas Préticas de Fabrico (BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo
(HACCP). As normas da Organizacao Internacional de Normalizacéo (ISO) representam um
importante papel na certificacdo de programas de garantia de qualidade e da seguranga
alimentar (FAO, 2014).

Os compostos quimicos podem ser classificados em organicos e inorganicos. Os

contaminantes organicos séo produtos quimicos a base de carbono, tais como, pesticidas,



bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, éteres de difenilo
polibromados ou fragrancias (Musks), entre muitos outros. A agéncia de proteccdo ambiental
americana (EPA) estabeleceu limites legais para 56 contaminantes orgéanicos. Os
contaminantes inorganicos sdo compostos quimicos com uma base mineral, tais como
metais e nitratos. A EPA estabeleceu 15 limites legais para contaminantes inorganicos (EPA,
2014a).

Para reduzir o impacto negativo dos contaminantes nos géneros alimenticios e para prevenir
0s riscos que podem representar para a sadde humana, a Unido Europeia (UE) reforcou a
criacdo de medidas para reduzir cada vez mais os teores maximos desses elementos na
alimentacéo. Os teores maximos descritos pelos regulamentos e directivas diferem de acordo
com o contaminante e com 0 prejuizo que estes causam a salde do consumidor. O
Regulamento (CE) N° 315/93 estabelece procedimentos comunitarios para os contaminantes
presentes nos géneros alimenticios, proibe a entrada no mercado de géneros alimenticios
que contenham contaminantes em quantidade toxicologicamente inaceitavel do ponto de vida
da saude publica. O Regulamento (CE) N° 1881/2006 fixa os teores maximos que certos

contaminantes quimicos podem Apresentar nos géneros alimenticios.

A melhor forma de evitar a contaminacéo quimica dos alimentos € a preven¢do uma vez que,
quando estes entram na cadeia alimentar mantém praticamente inalterada a sua
concentracdo desde a producgdo até ao consumidor final, sendo, em grande parte, resistentes

aos tratamentos térmicos.

A crescente preocupacéo de seguranga alimentar tem estimulado pesquisas sobre os efeitos
para a saude associados ao consumo de alimentos contaminados por perigos quimicos tais
como, por exemplo, pesticidas, metais pesados ou toxinas (Gebrekidan et al., 2013), bem
como sobre os niveis destes contaminantes que se podem encontrar nos alimentos. Neste
contexto, pretendeu-se neste trabalho avaliar o nivel de contaminac¢&o de diversos grupos de
alimentos com contaminantes quimicos de natureza orgénica e inorgénica. Assim, no
primeiro capitulo serd estudada a contamina¢@o de produtos horticolas, bem como de
amostras de agua e de solo das suas zonas de produgdo, com metais pesados, efectuando-
se uma anadlise de risco das populagfes das regides abrangidas pela amostragem. No
segundo capitulo serd estudado o grau de contaminacgdo de diversos produtos do mar com

fragréncias ou musks, utilizados em diversos produtos de limpeza e/ou de higiene pessoal.



1. Quantificacdo de contaminantes quimicos em produtos horticolas

1.1. Introduc¢ao
O aumento da consciencializacdo sobre o valor alimentar dos vegetais, como resultado da
exposicdo a uma educacdo adequada, tem levado a um aumento gradual do seu consumo,

particularmente entre as comunidades urbanas (Itanna, 2002).

Contudo, apesar de todos os beneficios nutricionais conhecidos, estudos tém demonstrado
gue o consumo de frutas e vegetais pode constituir uma importante via de exposi¢do humana
aos metais pesados (McLaughlin et al., 1999; Adamsa et al., 2004). A exposi¢do humana a
este tipo de contaminantes tem sido relacionada com um aumento da incidéncia de doengas
crénicas, como deformacdes e cancro (Muller e Anke, 1994; Tembo et al., 2006; Ramadan e
Al-Ashkar, 2007). Portanto, além do valor nutricional destes géneros alimenticios é de igual
interesse estudar o contexto de seguranca alimentar, dando relevancia a acumulagdo de

metais pesados no solo e a sua translocacéo para a planta.

Devido aos seus efeitos cumulativos e interac¢des de longo prazo, a concentracado de metais
pesados no solo afecta negativamente a eco-seguranca regional e representa uma ameaca
relevante para 0s animais e plantas. A agricultura representa um sector de
autossustentabilidade de muitas familias, sendo que, independentemente das praticas
agricolas que executam, as pequenas exploragdes ndo sdo controladas o que pode levar a
reducdo da seguranca alimentar e por em risco a saude dos consumidores. Numa escala
maior, se o0s produtos resultantes da agricultura ndo tiverem um controlo adequado e

rigoroso, a liberalizagdo dos mercados pode constituir uma ameaca a seguranca alimentar.

1.1.1 Contaminacgdo de Produtos Horticolas com Metais Pesados

Os metais pesados estdo entre os principais contaminantes dos vegetais (Zaidi et al., 2005).
Estes elementos ndo sé@o biodegradaveis, ttm meias-vidas biologicas longas, persistem por
longo periodo de tempo nos ecossistemas, apresentando potencial para se acumularem em
diferentes 6rgdos (Jarup, 2003; Sathawara et al., 2004; Zhang et al., 2010; Singh et al.,
2010; Nabulo et al., 2011).

Oligoelementos essenciais, muitos dos elementos minerais como selénio, cobre e zinco,
desempenham um papel importante na biologia humana. Estes elementos nao sao
sintetizados no corpo e apresentam func¢des bioquimicas e fisiolégicas importantes, sendo
indispensaveis para a manutencdo da salde humana. Desta forma, a sua deficiéncia
acarreta prejuizo na salde. No entanto, mesmo quando indispensaveis em doses baixas,
quando em doses mais elevadas, a exposicdo a estes elementos pode causar a danos na
salde, podendo causas disfuncdo de 6rgdos humanos, sendo, alguns deles, potenciais

cancerigenos. A exposicao a metais pesados tem um efeito cronico, isto € o contacto com



doses relativamente baixas, que ndo desencadeiam de imediato reac¢Bes de toxicidade,
durante um longo periodo de tempo pode vir a originar o aparecimento de doencas. Estudos
revelam que metais pesados como o cadmio e o chumbo tém efeitos cancerigenos
(Trichopoulos et al., 1997). Assim, elevadas concentra¢des destes metais em frutos e
vegetais estdo relacionadas com o aumento da prevaléncia de cancro gastrointestinal
(Turkdogan et al., 2002).

O estudo destes elementos é importante, uma vez que uns, em certas doses sdo benéficos
para o organismo e apresentam uma dose diaria recomendada, e outros séo potencialmente
téxicos, sendo indispensavel a sua monitorizagdo para garantir que os produtos se

encontram em seguranca de consumo e ndo excedem os limites méaximos estipulados.

A contaminacdo da cadeia alimentar é um dos caminhos mais importantes para a entrada de
poluentes toxicos para o corpo humano (Ferner, 2001 ; Ma et al., 2006; Harmanescu et al.,
2011). As principais vias de mobilizacdo de metais pesados sdo: Solo-Cultura-Alimentacdo
(Gebrekidan et al., 2013).

Solos contaminados por metais pesados resultantes da deposicao aérea ou da irrigagdo com
aguas contaminadas s&o susceptiveis de induzir uma contaminacdo correspondente nas
culturas. (Nan et al., 2002). Culturas em/ou perto de locais contaminados podem captar e
acumular estes metais e exercer risco potencial quando consumidos por seres humanos e
animais (Gupta & Gupta, 1998; Jarup, 2003).

A contaminacdo das plantas com metais pesados deve-se ao facto destas absorverem
metais a partir do solo contaminado, bem como da deposicdo sobre as partes das plantas
expostas ao ar em ambientes poluidos (Khairiah et al., 2004; Chojnacha et al., 2005; Krishna
e Govil, 2007; Bigdeli e Seilsepour, 2008; Oves et al., 2012). Outros factores que contribuem
para o aumento dos niveis de metais pesados nos horticolas sdo a adicdo de lamas de
depuracdo, fertilizantes e pesticidas, que com as alteracdes das propriedades fisico-quimicas
dos solos podem ser transformados em componentes prejudiciais e absorvidos pelas culturas
(Whatmuff, 2002; McBride et al., 2003). Os vegetais folhosos tém uma propensdo maior para

acumular metais pesados.

1.1.2 Efeito dos Minerais na Saude

1.1.2.1. O Crémio

Com uma massa atomica de 51,99, o crémio (Cr) € um metal que pode ser encontrado em
diversos estados de oxidacdo. No estado trivalente, este metal € chamado de "elemento
essencial", porque sao necessarias pequenas quantidades para a manutencdo da saude
humana. O Cr(lll) desempenha uma papel essencial no controlo dos niveis de aglcar no

sangue, desempenhando ainda fungdes no crescimento e na resposta imunitaria. Os
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alimentos que contribuem para aumentar a concentracdo de crémio no organismo incluem a
levedura de cerveja, carnes magras, queijos, rim de porco, pdes e cereais integrais e

especiarias (Kohlmeier, 2003).

A forma hexavalente do crémio é aquela que se encontra associada aos principais efeitos de
toxicidade mediados por este metal. O Cr(VI) é corrosivo e pode causar ulceracédo da pele. A
exposicdo a elevadas doses desta forma do crémio pode causar faléncia renal aguda. Os
compostos de cromio hexavalente sdo mutagénicos e o cromio neste estado de oxidagdo é
considerado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) como
cancerigeno para o Homem (Liu et al., 2008; IARC, 2014).

Na legislacdo portuguesa existem limites para o teor de crémio que podem surgir nas aguas.
Assim, a diretiva 2003/40/CE que estabelece os limites de concentracdo dos constituintes
das aguas naturais, assim como o Decreto-Lei n.° 306/2007 que estabelece os valores
paramétricos para a agua destinada ao consumo humano fornecida por redes de distribuicéo,
por fontanarios ndo ligados a rede de distribuicdo, por pontos de entrega, por camifes ou
navios-cisterna, por reservatorios nao ligados a rede de distribuigdo, utilizada nas industrias
alimentares ou posta a venda em garrafas ou outros recipientes, fixam o maximo de crémio
0,050 mgl/L.

1.1.2.2. O Niquel

Com uma massa atémica de 58,69, o niquel (Ni) € um composto que ocorre no ambiente
apenas em niveis muito baixos. Apesar de ser um oligoelemento essencial para algumas
plantas, bactérias e invertebrados, nunca foram descritas sindromes associadas a caréncia
em niquel no Homem. Alguns ensaios efectuados com compostos sollveis de niquel tém
dado resultados positivos em ensaios de cancerigénese em roedores, embora outros tenham
dado resultados negativos. Os maiores riscos de cancerigénese associados a este metal
prendem-se com o0 desenvolvimento de cancro do pulmdo associado a exposicdo
ocupacional aos compostos de niquel (Liu et al., 2008). O niquel pode aparecer em alimentos
como o cacau, sementes, frutos e legumes secos (Flyvholm, M.A, et al., 1984 & SCF, 2006).
O limite de niquel nas aguas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas aguas para

consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 é de 0,020 mg/L.

1.1.2.3. O Arsénio

O arsénio (As, massa atémica de 74,92) pode apresentar-se em diferentes formas e estados
de oxidacdo. Assim, o0 arsénio pode apresentar-se nas formas de &cido arsenioso (As(lll)),
acido arsénico (As(V)), acido monometilarsénico (MMAA(V), acido dimetilarsinico (DMAA

(V)), arsenobetaina (AsB) e arsenocolina (AsC) (Demesmay et al., 1994).



A diferenciacdo do arsénio pelas suas diferentes formas €é importante por estas
apresentarem variag@es no grau de toxicidade, sendo as formas inorganicas mais téxicas do
gue as formas orgéanicas, como a arsenobetaina e a arsenocolina, que sao relativamente nao

téxicas (Barra et al., 2000).

A maior fonte de arsénio na alimentacdo humana é o pescado, no entanto, nestes alimentos
este metaldide encontra-se principalmente sob a forma organica. Os compostos de arsénio
sdo convertidos pelos organismos marinhos em arsenobetaina que é uma forma
praticamente inofensiva para o ser humano, porque é metilada no organismo e rapidamente

excretada pela urina (Rodriguez, I.B., et al., 2009).

O arsénio ndo desempenha nenhuma funcéo essencial para 0 Homem, ndo podendo ser
usada nenhuma suplementacéo que o contenha (Kohlmeier, 2003). A ingestdo de arsénio
inorganico, em doses de 70 a 180 mg, pode ser fatal. Os sintomas de intoxicacdo aguda
incluem febre, anorexia, melanose, arritmia e, nos casos fatais, paragem cardiaca. A
exposicdo crénica induz danos na pele, figado, sistema nervoso, sistema vascular periférico,
estando ainda associada ao aparecimento de tumores especialmente na pele, bexiga e
pulmao (Liu et al., 2008), estando o0 arsénio e os seus compostos inorganicos classificados

pela IARC como cancerigenos para o Homem (IARC, 2014).

O limite de arsénio nas aguas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas aguas para

consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 é de 0,010 mg/L.

1.1.2.4. O Cadmio

O cadmio (Cd, massa atomica de 112,41) é um dos metais pesados com maior toxicidade,
visto ser toxico em niveis de exposicdo muito baixos, apresentando efeitos agudos e
cronicos. A maior fonte de exposicdo ao cadmio da populagdo ndo-fumadora € a
alimentagéo. Essa contribuicdo vem essencialmente do consumo de produtos horticolas, que

tém grande capacidade para absorver o cadmio existente no solo (NCM, 2003).

A exposicéo alimentar a doses de cadmio capazes de desencadear efeitos agudos € rara. Os
efeitos de exposicdo aguda incluem irritacdo severa do trato gastrointestinal. J& a exposicao
crénica ao cadmio tem sido associada a problemas renais, problemas a nivel do esqueleto,
com desenvolvimento de osteoporose e desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
Muitos desses efeitos resultam de distirbios no metabolismo do céalcio. Para além de todos
estes efeitos o cadmio esta classificado como cancerigeno para o pulmao pela IARC (IARC,
2014) havendo também evidéncias que suportam uma associagdo entre esta exposi¢do e o

desenvolvimento de tumores na préstata, rim e pancreas (Liu et al., 2008).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma dose semanal admissivel

provisoria de 7 pg/kg de peso corporal (OMS, 1993).



O Regulamento (CE) N° 1881/2006 fixa os teores maximos de certos contaminantes
presentes nos géneros alimenticios. Assim, € este regulamento que fixa os maximos de
cadmio que podem estar presentes nos géneros alimenticios. No caso dos produtos
horticolas esses valores variam entre os 0,05 mg/kg para todos os produtos horticolas e
frutos com excepcdo dos produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas,
cogumelos, produtos horticolas de caule, pinh&es, raizes e batatas e os 0,20 mg/kg para os
produtos horticolas de folha, plantas aromaticas frescas, cogumelos de cultura e aipos
(Regulamento (CE) N° 1881/2006). O limite de cadmio nas aguas naturais, fixado pela
directiva 2003/40/CE e nas aguas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.°
306/2007 é de é de 0,003 mg/L.

1.1.2.5. O Chumbo

O chumbo (Pb, massa atomica de 207,2) € um metal pesado téxico com um nivel de
exposi¢do baixa. Este elemento tem como efeito mais critico atraso no desenvolvimento
neurologico em criangas, mesmo em baixos niveis de exposi¢éo. Outros efeitos adversos
incluem  complicagBes  neuroldgicas, cardiovasculares, renais, gastrointestinais,
hematologicas e reprodutivas (UN, 2010). O chumbo acumula-se nos o0ssos sendo
mobilizado para a corrente sanguinea devido a reabsor¢cdo dssea. A libertagdo do chumbo
acumulado nos ossos pode constituir uma importante fonte de exposicdo especialmente
durante a gravidez, lactacdo, menopausa e nos casos de osteoporose (Liu et al., 2008; UN,
2010).

A associacdo entre a exposicdo ao chumbo e o desenvolvimento do cancro tem sido
amplamente estudada, estando os compostos inorganicos de chumbo classificados pela
IARC como provavelmente cancerigenos para o Homem (IARC, 2014). A dose diaria
admissivel de chumbo é de 3,57 pg/kg/dia (EFSA, 2010).

Segundo o Regulamento (CE) N° 1881/2006, os limites maximo de chumbo permitidos nos
produtos horticolas variam entre os 0,1 mg/kg de peso fresco para os produtos horticolas,
com excepgdo de brassicas, produtos horticolas de folha, plantas arométicas frescas,
cogumelos e batatas descascadas e os 0,3 mg/kg de peso fresco para as brassicas,
produtos horticolas de folha e cogumelos de cultura. O limite de chumbo nas aguas naturais,
fixado pela directiva 2003/40/CE e nas aguas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei
n.° 306/2007 é de 0,010 mg/L.

1.1.2.6. O Zinco

O zinco (Zn, massa atomica de 65,37) € um dos mais importantes oligoelementos essenciais

na nutricdo humana.



A deficiéncia de zinco do corpo humano leva a varias doengas, mas uma ingestdo excessiva
de zinco também causa varios efeitos adversos agudos e crénicos (Scherz e Kirchhoff,
2006). A recomendacao diaria recomendada para adultos € 8 mg/ dia para mulheres e 11

mg/dia para homens (Institute of Medicine, 2002).

O zinco participa em multiplos processos metabdlicos, sendo importante para a actividade
catalitica de mais de 300 metaloenzimas e constituinte de cerca de 2000 factores de
transcri¢éo (Liu et al., 2008). Segundo a EFSA, o zinco desempenha fun¢des essenciais no
crescimento e desenvolvimento do organismo durante as fases de gravidez, infancia e
adolescéncia, tendo um papel importante na maturagéo testicular, sendo ainda essencial
para a funcdo neuroldgica, cicatrizacdo de feridas e imunocompeténcia (EFSA, 2006).
Usualmente, os sintomas de deficiéncia em zinco incluem dificil cicatrizacdo de feridas,
diminuicdo de resisténcia a infecgfes, reduzida taxa de crescimento, perda de apetite,
diarreia, alopécia, deficiéncias cognitivas, dermatites, alteragbes testiculares e
comprometimento da fungdo sexual, estando ainda esta deficiéncia associada ao
aparecimento do cancro (EFSA, 2006; Liu et al., 2008).

Boas fontes alimentares de zinco incluem carne vermelha, trigo, passas, cereais nao
refinados (embora estes possam ter baixa biodisponibilidade devido ao elevado nivel de
fitatos) e cereais fortificados. Leite, frutas e legumes sdo pobres neste elemento (EFSA,
2006).

O nivel maximo de ingestéo toleravel para adultos é de 40 mg/dia. Um consumo superior a
este valor pode induzir um esgotamento das reservas de cobre, prejudicar a funcdo
imunitaria e reduzir os niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (FDA, 2001;
Kohlmeier, 2003), podendo ainda levar a situacdes de toxicidade neuronal e pancreatica (Liu
et al., 2008).

1.1.2.7. O Manganés

Com uma massa atémica de 54,94, o manganés é um metal de transicdo com valéncias
potenciais +2, +3 e +7. Este metal funciona como um cofactor para algumas enzimas, com
especial importancia no metabolismo dos agucares, metabolismo e digestdo de proteinas,

regeneracao das cartilagens e defesa contra radicais livres (Kohlmeier, 2003).

O manganés pode ser encontrado em maiores quantidades no cha preto, nozes, grao,
batata-doce e espinafres, sendo a dose diaria recomendada de 1,8 mg para as mulheres e
de 2,3 mg para os homens (Institute of Medicine, 2002). Doses deficientes de manganés
podem estar relacionadas com o retardamento do crescimento das criangas, diminuicdo da

fertilidade, elevada susceptibilidade para convuls@es e fracturas 6sseas (Kohlmeier, 2003).

A exposicao crénica ao manganés € responsavel por reac¢cfes toxicas sendo o cérebro o

principal érgéo alvo, sendo que as interacgdes entre o ferro e 0 manganés desempenham um
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papel na toxicidade do manganés (Liu et al., 2008). Teores elevados de ferro e manganés

séo responsaveis pela deposicédo de 6xidos de ferro na doenca de Parkinson (FDA, 2001).

O valor paramétrico para 0 manganés estabelecido para efeitos de controlo da qualidade da
agua destinada ao consumo humano fornecida por redes de distribuicdo, por fontanarios nao
ligados a rede de distribuicdo, por pontos de entrega, por camifes ou navios-cisterna, por
reservatérios nao ligados a rede de distribuicdo, utilizada nas indUstrias alimentares ou posta

a venda em garrafas ou outros recipientes é de 0,050 mg/L (Decreto-Lei n.° 306/2007).

1.1.2.8. O Selénio

O selénio é um elemento ndo metdlico com uma massa atémica de 79, que apresenta trés
estados de potencial oxidagdo, +6, +4 e -2. As formas inorganicas importantes sdo o
selenato (Na,SeQ,), selenito (Na,SeO,) e seleneto de sodio (Na,Se) e o cloreto de selénio
(SeCly).

O selénio actua na prevencdo de cancro e doencgas cardiovasculares e manutencao
adequada do sistema imunitério (Thomson, 2013). Este elemento desempenha funcdes
como cofactor de enzimas e proteinas com importancia vital na defesa antioxidante, controla
o funcionamento das hormonas da tiréide e da insulina, regula as células do crescimento e
manutencdo da fertilidade. A dose diaria recomendada para adultos é de 55 pg/dia e para
mulheres gravidas é recomendado um consumo adicional de 5 pg/dia. A caréncia neste
elemento leva a aumento do risco de falhas cardiacas, doengas do figado, cancro, queda de
cabelo, alteragBes na pele e infertilidade (Kohimeier, 2003). Os organismos aquaticos, em
especial os camarbes, carne, leite e produtos lacteos e os graos constituem fontes

alimentares de selénio (Liu et al., 2008).

A selenose é uma doencga que se caracteriza por uma exposi¢ado crénica ao selénio e ocorre
guando a exposicao ao selénio supera as capacidades de excre¢do. Os efeitos de toxicidade
manifestam-se essencialmente ao nivel da pele e do sistema nervoso (Liu et al., 2008). O
limite de selénio nas aguas naturais, fixado pela directiva 2003/40/CE e nas aguas para

consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 é de 0,010 mg/L.

1.1.2.9. O Cobre

O cobre (Cu, massa atomica de 63,546) € um metal essencial encontrado em todos os
organismos vivos na forma de cobre oxidado (Cu2+) ou reduzido (Cu®) (EFSA, 2003; Tapiero
et al., 2003).

Os beneficios do cobre para a saude sdo diversificados, é essencial no metabolismo

energético (interferindo com a respiragdo celular), na funcionalidade do cérebro (na
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regulacao de neurotransmissores), na sintese de colagénio e ainda como antioxidante sendo
um escudo contra radicais livres que aumentam o risco de cancro e doencas

cardiovasculares (Kohlmeier, 2003).

O consumo médio de cobre para adultos varia entre 0,6 a 1,6 mg/dia. A absorcao de cobre
ocorre no estdmago e no intestino delgado por transporte activo, contudo a ingestao
excessiva de zinco diminui a absor¢do de cobre (Lonnerdal et al., 1999). A percentagem de
absorgdo de cobre pela dieta é fortemente influenciada pela quantidade de cobre ingerido,
por tanto € baixa quando a ingestao de cobre € baixa e alta quando o consumo € alto (EFSA,
2006).

A deficiéncia de cobre caracteriza-se por desenvolvimento de anemia, neutropenia e
anormalidades esqueléticas (Prentice, 1993; ATSDR, 1994; Linder e Azam, 1996; Foster e
Sumar, 1997; Salgueiro et al., 2000). A exposicdo a doses muito elevadas de cobre esta

associada a danos no figado (FDA, 2001).

O limite maximo de cobre nas aguas para consumo humano fixado pelo Decreto-Lei n.°
306/2007 é de 2,0 mg/L.

1.1.2.10. O Cobalto

Em quantidades pequenas o cobalto (Co, massa atdmica) é um nutriente essencial, sendo
um componente da vitamina B12 (cianocobalamina). Esta vitamina é essencial para a sintese
dos eritrécitos, podendo a sua caréncia desencadear situagdes de anemia, perda de peso e
crescimento retardado. O excesso de cobalto pode originar o aparecimento de bécio, aumento da
pressao arterial, danos no sistema nervoso. Doses superiores a 10 mg/dia podem originar

cardiopatias (Liu et al., 2008).

1.1.2.11. O Estréncio

O estroncio (Sr) é um metal semelhante ao chumbo e quimicamente muito reativo. O
estrdncio apresenta quatro isétopos estaveis de ocorréncia natural, o Sr-84, -86, -87, e -88 e
mais doze outros isotopos sdo radioativos. O estroncio-90 € o is6topo radioativo mais
importante no ambiente (ATSDR, 2014).

O estrbncio-90 é utilizado como um marcador radioactivo em estudos médicos e agricolas
(EPA, 2014). O calor gerado pela desintegracdo do estroncio-90 radioativo pode ser
convertido em eletricidade. Todos estamos expostos a pequenas quantidades de estrdncio-

90, uma vez que é amplamente disperso no ambiente e na cadeia alimentar (IAEA, 2014).

O risco de cancro aumenta com o aumento da exposicdo ao Sr-90 e esse risco depende da

concentracdo de Sr-90 no ambiente e das condi¢des de exposic¢ao.
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Quantidades controladas de estrdncio-90 tém sido usadas para tratamento do cancro dos

0ssos e doencas dos olhos (EPA, 2014).

Apbs uma possivel exposicdo ao estrdncio-90 um ensaio biolégico, geralmente por exame de
urina, é o teste mais comum para o diagndstico. Tal como acontece com a maioria dos casos
de contaminacdo interna, quanto mais cedo o teste é feito apds a ingestdo ou inalacdo do
contaminante mais precisos sdo os resultados (EPA, 2014). Os sintomas variam segundo a
intensidade e duracdo da exposicao entre nauseas, vomitos, sintomas neurolégicos e morte
(Yamamoto, 2013).

O estrbncio-90 é quimicamente semelhante ao calcio e tende a depositar-se no tecido ésseo
e medula 6ssea. Uma exposicdo ao Sr-90 pode implicar graves problemas de saude, como:
cancro dos 0ssos, cancro dos tecidos moles perto do osso e leucemia (Nielsen, 2004; EPA,
2014).

Estudos internacionais e em grande escala avaliam a hipétese de um farmaco (ranelato de
estréncio) combater a osteoporose. Este apresenta uma dupla acgdo, aumenta a formagao
Ossea e diminui a reabsor¢cdo 6ssea, havendo um reequilibra 6ésseo a favor da formacgéo
Ossea e aumenta a forca do 0sso. A eficacia anti-fractura é estudada pela ingestéo oral de 2

g por dia de ranelato de estréncio (Ortolani et al., 2006).

1.1.3 A Espectrometria de Massa Acoplada a Plasma Indutivo (ICP-MS)

A espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS) é um método para
identificar os diferentes atomos que compde uma substancia. Esta técnica permite a
determinag&o simultanea do teor de cromio, manganés, niquel, cobre, zinco, arsénio, selénio,
estroéncio, cadmio e chumbo, identificando os is6topos *°Cr, **Mn, ®Ni, ®®*Cu, *°zn, "As, "'Se,
gy, 1cd e °°pb.

Na aplicagdo desta técnica, a amostra liquida é introduzida no plasma onde, através de
processos de transferéncia de energia sobre a amostra, sofre: nebulizacdo, dessolvatacao,
vaporizagdo, atomizacéo e ionizacao (figura 1.1). O objectivo principal desta etapa é a
transformacédo de moléculas de grandes dimensfes em ides, por accdo da energia cedida,

para posteriormente serem detectados e quantificados.

Nebulizacéo Dessolvatag&o Vaporizag&o Atomizac&o lonizag&o

Amostra ~
Liquida —» Aerossol ———————p Particulas »Moléculas » Atomos ——— [5es

Figura 1. 1: Fases de transformacdo da amostra liquida em iGes.
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Os ides formados na etapa anteriormente descrita séo, de seguida, encaminhados até ao
analisador de quadrupélo onde sdo separados com base na sua relagdo massa/carga. No
final do processo um detector de multiplicacdo de electrbes quantifica os isotopos dos

elementos seleccionados. Essa quantificagdo é possivel devido a calibracdo do ICP-MS

recorrendo a solucdes padréo. A figura 1.2 apresenta de forma esquematica o funcionamento
de um ICP-MS.

Separagéo dos ides

pela razéo m/z

Atomizacgéo e

Detector de ides Interface MS lonizacé@o

Detecgao/
quantificagao
dns irAtonns

lon optics

d

Espectro de massas -
Quadrupdlo

=

Figura 1. 2: Representagdo esquematica do sistema de funcionamento de um ICP-MS (Adaptado
de Ramén, F.R., 2014 )

O uso de ICP-MS estd a tornar-se cada vez mais comum em andlise laboratorial de
alimentos (Leblanc et al., 2005). A técnica tem vantagens distintas das outras vulgarmente
usadas, pois inclui a capacidade de medicdo multielementar simultanea, limites de deteccéo
muito baixos e permite que com a mesma injeccdo possam ser determinados elementos
maiores e elementos traco devido a uma gama dindmica linear (Ammann, 2007; Parsons e
Barbosa, 2007).

No entanto, e como todas as técnicas laboratoriais, esta técnica tem igualmente limitacdes.
Na analise de amostras com uma concentracdo elevada de matéria organica, como é o caso
das amostras alimentares, ha a possibilidade de ocorréncia de interferéncias da matriz e/ou
interferéncias no espectro de ides poliatdbmicos. Estes efeitos podem ser eliminados ou
minimizados pelo uso de is6topos alternativos e/ou equagdes de correcgdo de interferéncias.
A digestdo da amostra vai também controlar as interferéncias e tem o objectivo de reduzir a

quantidade de carbono presente (Nardi, 2009).

1.1.4 Enquadramento e Objectivo do Primeiro Capitulo

Conforme anteriormente referido, a contaminagdo dos produtos horticolas com metais
pesados, que acontece devido a contaminacdo dos solos e da atmosfera, representa uma
ameaca para a seguranca e qualidade destes produtos. A toxicidade potencial, natureza
persistente e comportamento acumulativo dos metais pesados, bem como o consumo cada
vez maior de horticolas, conduz a necessidade de testar e analisar os alimentos para

assegurar que 0s niveis destes contaminantes estdo de acordo com 0s requisitos
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internacionais acordados e por isso ndo trazem riscos a salde do consumidor. E, desta
forma, de importancia relevante que ocorram levantamentos regulares e programas de
monitorizacdo das concentragbes de metais pesados em produtos alimentares. Neste
contexto o primeiro capitulo desta tese teve como objectivo principal determinar o grau de
contaminacdo de produtos horticolas provenientes de duas zonas, a zona da Carrasqueira,
situada junto ao estuario do rio Sado, perto de uma zona industrial e rotulada como zona de
contaminacdo, € uma zona de controlo ou de referéncia que foi a zona de Vila Nova de

Milfontes, situada perto de um estuario “considerado limpo”, o Estuario do rio Mira.

A escolha da zona da Carrasqueira teve como base estudos realizados anteriormente que
determinaram elevado grau de contaminacao em peixes, moluscos e crustaceos no rio Sado,
pelo que desencadeou o interesse de verificar 0 grau de contaminacdo de culturas que

tivessem acesso a 4gua do rio através da rega.

Para cumprir o objectivo proposto foi necessério descodificar, com a realizacdo de
questionarios de frequéncia alimentar (QFA) feitos a habitantes dessas zonas, quais 0s
produtos horticolas mais consumidos e quais as quantidades consumidas. Estes
questionarios permitiram seleccionar os alimentos mais indicados ao estudo. Com as
respostas adquiridas, constatou-se que o0s alimentos pertencentes ao subgrupo dos
horticolas consumidos em maior quantidade e mais vezes nas refeicbes eram a couve, a

alface, a batata, o tomate e a cebola.

A primeira fase deste ponto do trabalho teve por objectivo analisar contaminantes — metais
pesados e metal6ides — nos produtos horticolas seleccionados, bem como na agua de rega e
no solo, por espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS). Os
contaminantes determinados e quantificados ICP-MS para os géneros alimenticios
seleccionados foram o crémio, niquel, arsénio, cadmio, chumbo, zinco, manganés, selénio e
estrdncio. Nas amostras de dgua os elementos determinados e quantificados foram o crémio,
niquel, arsénio, cadmio, chumbo, cobalto e selénio. Para as amostras de solo foram
determinados o crémio, niquel, cobre, arsénio, cAdmio, chumbo, zinco, manganés, selénio e

estroncio.

Este capitulo teve ainda como objectivo avaliar o risco de exposicao dos habitantes daquelas
zonas a metais pesados provenientes dos horticolas comparando a Dose de Ingestao Diaria
(EDI) com a Dose de Ingestao Diaria Toleravel (IDT) recorrendo ao TDS 2 (Second French
Total Diet Study),
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1.2. Materiais e Métodos

1.2.1. Plano de Amostragem

Este trabalho incidiu no estuario do Sado, que se localiza na costa oeste de Portugal. Esta
area esta parcialmente classificada como reserva natural, mas é ameacada por muitas fontes
de pressdo antrOpica e escoamento de terras agricolas, dando origem a um estuario

moderadamente contaminado em algumas areas.

A pequena comunidade da vila da Carrasqueira (Carrasq.) esta localizada na margem sul do
Estuario do Sado, onde estudos epidemioldgicos anteriores confirmaram varias vias de
exposicdo a contaminantes nomeadamente pelo consumo de agua e alimentos. Outra
populacdo, Vila Nova de Milfontes (VNMF), estabelecida perto de um estuario “considerado

limpo”, o Estuério do rio Mira, foi analisada como referéncia.

Nas duas zonas em estudo foram recolhidas amostras de tomate, alface, couve, batata e
cebola e ainda de agua e solo que estivesse em contacto directo com estas culturas. As
amostras dos vegetais, bem como o solo e a agua foram colhidos de trés quintas em cada
populacdo (VNMF e Carrasg.). Assim, na zona da Carrasqueira foram colhidas amostras das
quintas designadas por Carrasq. 1 (zona S1 da figura 1.3), Carrasq. 2 (zona S2 da figura 1.3)
e Carrasq. 3 (zona S4 da figura 1.3). Na zona de referéncia VNMF (Mo na figura 1.3) foram

escolhidas igualmente 3 zonas representativas (VNMF 1, VNMF 2 e VNMF 3).
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Figura 1. 3: Mapa dos pontos de recolha das amostras (Caeiro, 2013).

Em cada zona foram colhidos trés amostras de cada um dos produtos horticolas
seleccionados. As amostras de horticolas, num total de 26, foram identificadas de acordo

com a codificacdo apresentada na tabela 1.1.
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Tabela 1. 1: Codificagdo das amostras de horticolas

Identificacéo N° de Identificagao N° de
Zona | Horticola Zona Horticola
da Amostra amostras da Amostra amostras
VNMF 1 Carrasq.1
Couve VNMF 2 3 Couve Carrasq.2 3
VNMF 3 Carrasq.3
0 Carrasg.1
*GE) Alface x“mg ;‘ 2% Alface Carrasg.2 3
2 o Carrasg.3
s 9]
° VNMF 1 = Carrasq.1
° Batata VNMF 2 3 @ Batata Carrasq.2 3
g VNMF 3 = Carrasq.3
i VNMF 1 © Carrasq.1
3 Tomate VNMF 2 3 Tomate Carrasq.2 3
VNMF 3 Carrasq.3
Carrasq.1
Cebola N.A N.A Cebola Carrasg.2 3
Carrasq.3

*Perda de amostra devido a elevada perecibilidade do produto; N.A — Nao houve colheita deste horticola na zona

indicada

Para estudo das possiveis fontes de contaminacéo, foram igualmente recolhidas amostras de
solo e A4gua. As amostras de solo provieram dos mesmos terrenos das culturas
seleccionadas (solo em contacto com os produtos recolhidos) e as amostras da agua usada
para rega foram recolhidas de pocgos. As amostras de agua e solo foram identificadas de

acordo com a codificacdo apresentada na tabela 1.2.

Tabela 1. 2: Codificagdo das amostras de agua e solo

Identificacéo N° de Identificacéo N° de
Zona | Amostra Zona Amostra
da Amostra amostras da Amostra amostras
Q VNMF 1 c
£ . VNMF 2 3 . arrasq. 1
S Agua VNMF 3 © Agua Carrasq.2 3
= z Carrasq.3
2 >
(3] o
© [%]
o VNMF 1 g
2 VNME 2 3 5 Carrasq.1
z Solo VNME 3 O Solo Carrasq.2 3
<
= Carrasq.3
>

No final das colheitas obteve-se um total de amostras a analisar de n=38, representativas de

horticolas, agua e solo das duas zonas assinaladas.
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1.2.2. Analise dos Metais e Metal6ides por ICP-MS

O grau de contaminacdo destas amostras foi determinado de acordo com a quantificacédo

simultédnea do teor de elementos vestigiais, estando os elementos predefinidos no ICP-MS.

1.2.2.1. Preparacéo das Amostras

A preparacao das amostras foi efectuada feita de acordo com a norma EN 13804. Apenas a
parte edivel dos produtos horticolas foi analisada. Na preparacéo de amostras foi necessario
aplicar procedimentos e cuidados especiais, como sejam o impedir o contanto da amostra
com objectos metdlicos. Assim, na fase de trituragdo da amostra recorrendo ao Grindomix
foram utilizadas apenas laminas de titdnio e toda a &gua utilizada para lavagem das

amostras e laminas foi agua ultrapura (MILIQ).

Numa primeira fase as amostras sofreram uma liofilizagdo (HETO, POWERDRY 9000), de
forma a remover toda a agua. Esta etapa teve a duracdo de 48 horas. Em seguida as
amostras foram trituradas, com o auxilio do GRINDOMIX, com o objectivo de homogeneizar

as amostras e aumentar a exactidao entre os duplicados.

Depois de liofilizadas e homogeneizadas as amostras foram digeridas de forma a destruir
toda a matéria organica reduzindo, assim, as interferéncias na analise. A duracdo deste
processo foi de aproximadamente 40 minutos incluindo o arrefecimento dos vasos. A
digestéo foi efectuada em sistema de microndas (ETHOS 1, Milestone) em vasos fechados
segundo a EN 13805. Nesta técnica, o risco de contaminacdo e as perdas por volatilizacao
de analitos da amostra sdo praticamente nulas (DeLafuente e Juarez, 1995 ; Lima et al.,
2000). A programacéo do microndas de acordo com a matriz a estudar encontra-se na tabela
1.3.

Tabela 1. 3: Programa de digestéo por microndas usado para a matriz horticolas

Etapa Tempo (min) Temperatura (°C) Poténcia (W)
1 10 850 180
—
o
c 2 5 0 180
s
g 3 6 1100 210
o
4 5 0 210
5 6 650 90

Pesaram-se aproximadamente 0,6 g de amostra para 10 dos 12 vasos do rotor do
microndas, havendo um duplicado de cada amostra. No vaso 11, foi colocado o material de
referéncia certificado para a matriz em estudo, sendo que o peso do material de referéncia foi

de aproximadamente 0,5 g.
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O material de referéncia usado foi o GBW 10014 indicado para amostras bioldgicas e 1548a
indicado para dieta tipica. A utilizagdo destes materiais permite a validagdo dos resultados. O
material de referéncia escolhido passou pelas mesmas etapas e condicdes das amostras
(adicdo de reagentes, digestdo e leitura) sendo assim possivel verificar a existéncia de
contaminacbes ou erros através da comparacdo dos valores obtidos com os valores do

certificado.

A cada vaso adicionou-se 4 mL de HNO;, 3 ml de H,0 e 1 ml de H,0,. Estas quantidades
sdo adequadas devido a presenca de uma sonda que controla toda a digestdo e que tem de
estar emersa nos reagentes. Em cada rotor foi sempre colocado pelo menos um branco, e
um controlo de qualidade (material de referéncia). Os brancos vdo garantir que ndo houve
contaminagBes no processo, devendo os valores dos brancos estar abaixo do primeiro ponto

da curva de calibracdo definida.

ApO6s a digestdo estar concluida, recolheu-se toda a solugdo para balGes de
perfluoroalcdixido (PFA) e perfez-se com &gua ultrapura. A concentracdo de acido na
amostra foi controlada uma vez que o aparelho ndo aceita concentra¢gdes elevadas de acido

que levam a erros de leitura e danos fisicos nas tubagens.

1.2.2.2. Leitura das Amostras no ICP-MS

Comecou por se efectuar uma leitura prévia das amostras no ICP-MS para se adequar a
diluicdo a fazer a determinados elementos que apresentavam concentragdes muito elevadas
nas amostras. O objectivo das diluicdes € o de adequar a concentracdo dos elementos
maiores para incidirem na curva de calibracdo desenhada, uma vez que sé sédo garantidos os

resultados que se encontram dentro da curva de calibracéo.

Para a construcdo das curvas de calibracdo preparam-se sete solugbes padrdo com
concentracbes conhecidas. Para a construcdo da curva de calibragdo foram escolhidas
concentracdes tendo sempre em conta a gama de trabalho para os elementos a determinar
(tabela 1.4). A partir do padrdo — MERCK XVI multielementar, com uma concentracdo de
100.000 ppb, preparou-se um solucao-mée de 500 ppb para um volume final de 50 mL. A
solucdo—mae foi assim preparada juntando 250 uL de padrdo multielementar em baldo PFA

de 50 mL e agua acidificada com HNO; a 2% para perfazer o volume final.
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Tabela 1. 4: Gama de trabalho na determinacéo de metais e metaléides no ICP-MS.

Elemento Gama de Trabalho (ug/L)
Manganés 0,25-30
Arsénio, cadmio, cobalto, cobre 0,25-50
Chumbo, estréncio, niquel 0,50-30
Crémio, selénio 0,50-50
Zinco 2,5-50

Na realizacdo desta analise foram utilizados pontos de controlo de qualidade (QC’s). Estes
QC’s garantem a aceita¢@o da curva de calibragcdo, porque s&o adicionadas concentracdes
conhecidas que tém que coincidir com a curva, sendo esses pontos feitos exactamente como
0s pontos para a curva, mas utilizando outro lote do mesmo padrdo ou de um padrédo
diferente. Ao coincidirem com a recta ja definida garantem boas leituras do aparelho. Foram
apenas escolhidos dois pontos de controlo: QC1 0,5 pg/L e QC2 10 pg/L. Conforme
anteriormente referido, nesta andlise forma também utilizados materiais de referéncia para
garantir a veracidade dos resultados. Na tabela 1.5 e estdo representados alguns dos
critérios de controlo de qualidade dos resultados, como o coeficiente de variagdo que néo
deve ser superior a 10%, o valor certificado do material de referéncia, bem como o valor

encontrado apds a analise.

As condi¢des operacionais do ICP-MS encontram-se na tabela 1.6. S6 foram aceites valores
para os replicados cujo coeficiente de variagdo (%CV) ndo fosse superior a 10%. As curvas
de calibracdo foram aceites sempre que o coeficiente de distribuicdo linear fosse maior ou
igual a 0,9995.
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Tabela 1. 5: Parametros de controlo de qualidade.

Valor do material

Limite de Coeficiente Material de Valor de referéncia
Elemento | Quantificacdo (LQ) | de Variagédo Referéncia certificado
(Mg/Kg) (%) (hg/Kg) encontrado
(ng/Kg)
Crémio i) 6 0-9.96 a) GBW 10014 | a) 1800+300 a) 2063
i) 2 0-9.84 b) 1548a b) N.A b) N.A
iii) 4 0-8.34
iv) 3 0-7.30
V) 4 0-9.90
Niquel i) 6 0-5.18 a) GBW 10014 | a) 930+100 a) 949
i) 2 0-3.75 b) 1548a b) 369+23 b) 384
iii) 4 0-8.91
iv) 3 0-7.98
V) 4 0-6.21
Arsénio i) 3 0-9.83 a) GBW 10014 a) 62+14 a) 69
ii) 1 0-6.19 b) 1548a b) 200+10 b) 199
iii) 2 0-7.38
iv) 1 0-1.98
V) 2 0-8.72
Céadmio i) 3 0-3.27 a) GBW 10014 a) 35+6 a) 31
ii) 1 0-9.14 b) 1548a b) 35+2 b) 34
iii) 2 0-6.27
iv) 1 0-1.28
) 2 0-1.95
Chumbo i) 6 0-7.10 a) GBW 10014 a) 190+30 a) 162
ii) 2 0-4.40 b) 1548a b) 44+9 b) 52
iii) 4 0-5.67
iv) 3 0-6.35
) 4 0-7.09
Zinco ) 600 0-5.75 a) GBW 10014 a) a) 25380
) 576 0-4.72 b) 1548a 26000+2000 b) 23212
i) 388 0-2.38 b)
V) 252 0-1.68 24600+1790
) 880 0-4.83
Manganés |i) 60 0-1.50 a) GBW 10014 a) 18895
ii) 58 0-0.82 b) 1548a a) 18700+800 b) 5816
iii) 39 0-3.61 b) 5750+170
iv) 25 0-0.87
v) a4 0-1.97
Selénio i) 6 0-6.49 a) GBW 10014 a) 215
ii) 2 0-8.83 b) 1548a a) 200+30 b) 271
iii) 4 0-8.91 b) 245+28
iv) 3 0-8.70
) 4 0-8.40
Estroncio i) 60 0-1.57 a) GBW 10014 a) 48162
i) 58 0-1.15 b) 1548a a) b) 2813
iii) 39 0-1.30 48000+3000
iv) 25 0-4.37 b) 2930+100
v) 88 0-1.44

NA = Nao aplicavel; i) Couve ii) Alface iii) Batata iv) Tomate v) Cebola; a) GBW 10014 — “Biological Sample.

Institute of Geophysical and Geochemical Exploration”; b) SRM 1548a - “Typical Diet. National Institutes of

Standards and Technology”
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Tabela 1. 6: Condi¢cGes operacionais do ICP-MS.

ICP-MS

Thermo X series Il

Extraccéo -113,7
Foco 10,0
Polarizacéo -0,1
Polarizagéo do Hexapolo -3,0
Taxa de Nebulizador (L min™) 0,87
Poténcia (W) 1404
Taxa de fluxo de gas (L min™) 13,0
Caudal do gas auxiliar (L min™) 0,90
Profundidade de Amostragem 120
Resolucéo Padrédo 135
Alta Resolugéo 150
Detector Analdgico 1902
Detector PC 3353

1.2.3. Questionéarios ao Consumo

Para seleccionar os produtos horticolas a ser analisados e para avaliar o respectivo
consumo, de modo a poder efectuar, posteriormente, uma analise de risco de exposicao a
metais pesados através do consumo de horticolas, foi necessario comegar por efectuar um
guestionario de frequéncia alimentar (QFA) a populagdo assinalada como de risco, a
populagdo da Carrasqueira, e a populacao da zona de controlo, a populacdo de Vila Nova de

Milfontes.

A este inquérito responderam 102 residentes na Carrasqueira e 100 residentes em Vila Nova
de Milfontes de diferentes idades (criancas, adultos e idosos) e género. O QFA tinha

presente 50 sugestfes incluindo alimentos e bebidas.

Para cada item do QFA, os participantes respondiam sobre o consumo médio nos ultimos 12
meses. Este periodo alargado de tempo tem a vantagem de englobar todas as datas festivas,
bem como as estacdes do ano que fazem variar o0 consumo alimentar, mas, por outro lado,

tem a desvantagem de poder levar a erros de memoria.
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Tendo em conta o consumo individual, a pessoa poderia assinalar entre sete respostas
possiveis de consumo: Nunca ou menor que uma vez por més, uma a trés vezes por més,
uma vez por semana, duas a quatro vezes por semana, cinco a seis vezes por semana, uma

vez por dia e duas a trés vezes por dia.

A recolha de informacdo foi feita com deslocacdo de técnicos de saulde, previamente
treinados, a residéncia dos participantes, As entrevistas decorreram entre Junho e Julho de
2012.

Os resultados do QFA revelaram como produtos mais consumidos e posteriormente

recolhidos para estudo a batata, couve, alface e tomate.

1.2.4. Pressupostos para Tomada de Decis&o na Andlise de Risco

1° Pressuposto: Os inquéritos apenas apresentavam frequéncias de consumo, por isso, foi
necessario definir factores que correspondessem a essas frequéncias que variam do minimo
de nunca para um maximo de uma a trés vezes por dia. Os factores aplicados foram entédo
de zero para a frequéncia “Nunca a menor que trés vezes por més”; 0,06 para “uma a trés
vezes por més”; 0,133 para “uma vez por semana”; 0,4 para “duas a quatro vezes por
semana”; 0,733 para “cinco a seis vezes por semana”; 1 para “uma vez por dia”; e um factor

de 2,5 para a frequéncia de “duas a trés vezes por dia”.

2° Pressuposto: Foram definidos dois cenarios possiveis; O primeiro, designado de cenario
intermédio, em que o consumo foi multiplicado pela concentragdo média encontrada para
aguele elemento naquele legume; O segundo, designado de pior cenario, em que 0 consumo

foi multiplicado pela concentragdo méaxima do metal para o devido alimento.

3° Pressuposto: Para criangas nascidas antes de 2009 foi definido o consumo de porcgbes
minimas com o erro associado porque héa criangas que se alimentam muito bem e uma dose
minima é insuficiente. Para os adultos foi assumida uma dose média, igualmente com erros
associados, uma vez que pelo peso encontrado em alguns adultos possivelmente o consumo

seria de uma dose grande.

4° Pressuposto: Numa primeira fase foi calculada a concentracéo de metal pesado real por
cada alimento consumido e numa segunda fase foi a concentracéo total do metal pesado
pelo consumo de todos os vegetais por dia, uma vez que, numa refeicdo é possivel o
consumo de batata, couve, alface e tomate, e assim ter uma concentra¢cdo acumulada por

dia.
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O célculo da ingestdo diaria (IgD) de cada metal foi obtido pela seguinte equagdo (Zheng et
al., 2007):

IgD (ug /dia)= C x Fc

Em que C é a concentracdo do elemento encontrada em cada produto (Alface, Couve, Batata
e Tomate) e FC é a frequéncia de consumo de cada um desses produtos. A divisdo da IgD
pelo peso real de cada individuo permitiu, posteriormente, calcular a dose diaria estimada
(EDI) em pg/kg/dia.
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1.3. Resultados e Discussio

1.3.1. Resultados obtidos nas amostras de produtos horticolas

Os resultados (média + desvio padrdo) dos varios elementos nas varias amostras de

produtos horticolas analisadas encontram-se na tabela 1.7.

Analisando a contaminagdo em crémio pode verificar-se que a alface proveniente da
Carrasqueira 2 apresenta um valor bastante elevado comparando com outras alfaces e
também comparando com as restantes amostras. No caso do niquel e do arsénio os valores
s8o mais elevados nas amostras de couve comparando com as restantes amostras. O
cadmio tem o valor mais elevado para a amostra de batata proveniente de Vila Nova de
Milfontes 3. O chumbo aparece apenas nas amostras de couve, alface e batata,
apresentando o valor mais elevado na amostra de couve proveniente da Carrasqueira 2. O
zinco, 0 manganés e o estrdncio sdo os elementos maioritarios, aparecendo em maiores
concentracdes nas varias matrizes analisadas. Em relacdo ao selénio foi novamente a couve
0 produto que apresentou maior concentragdo deste mineral. Pelo contrario, a sua

concentracdo nas amostras de cebola fico sempre abaixo do limite de quantificaco.

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura consultada. Com efeito, segundo a
literatura, os legumes de folhas geralmente crescem mais rapidamente com taxas de
transpiracdo mais elevados do que tubérculos (Luo et al., 2011), sendo a absorcdo de metais
pelas raizes das plantas maior em vegetais de folhas, como a couve e a alface (Stalikas et
al., 1997; Zheng et al., 2007), por outro lado, devido a grande area foliar, os vegetais de
folha sdo mais susceptiveis & acumulacdo de metais através de poeiras do solo e da 4gua da
chuva (Kucharski et al., 1994; Luo et al., 2011).

A legislagéo existente apenas apresenta limites maximos para o cddmio e o chumbo, sendo
esses valores varidveis dependendo do produto horticola. Assim, para as matrizes
analisadas o limite maximo de chumbo é de 300 pg/kg peso fresco para a couve e alface e
de 100 pg/kg peso fresco para a batata, tomate e cebola. J& o cAdmio tem como valores
maximos, 200 ug/kg peso fresco para couve e alface, 100 ug/kg peso fresco para batata e
cebola e 50 pg/kg peso fresco para tomate (Regulamento (CE) n® 1881/2006). Comparando
os valores legislados com os obtidos é possivel concluir que todas as amostras apresentam

valores de cadmio e chumbo abaixo dos maximos permitidos por lei.
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Tabela 1. 7: Dados Analiticos - elemento por amostra.

Elementos (ug/kg peso fresco) Média+ desvio padréo

Amostra Zona
Cr Ni As Cd Pb Zn Mn Se Sr
VNMF 1 - 64+3,3 31+1,0 4+0,1 <LQ 3345+73,1 2638+0,4 61+2,8 4716 +18,5
VNMF 2 - 49+2.5 12+1,1 5+0,0 <LQ 3133+26,9 1539+7,9 13+0,8 370949,2
Couve VNMF 3 28+0,0 44+1,2 24+0,1 10+0,2 70,2 3231+27,5 374348,3 2340,8 4482+3,3
Carrasq.1 - - 19+1,8 4+0,0 4+0,3 2749+11,1 2304+34,7 47+0,9 8791+138
Carrasg.2 37+3,7 57+0,5 114+4,9 8+0,0 17+0,4 3114+179 4179+0,6 39+2,6 11261+23,9
Carrasg.3 22+0,2 21+1,6 - 2+0,0 50,1 2489+13 .4 1653+8,0 - 3020+10,2
VNMF 1 9+0,9 14+0,5 30,2 30,2 7+0,3 2638+25,3 535+3,7 50,8 833+6,9
VNMF 2 - 17+0,5 2+0,1 5+0,1 <LQ 3017+22,1 1833+4,6 3+0,3 559+2,5
Alface VNMF 3 23+0,3 16+0,6 40,1 9+0,1 40,1 4001+29,2 5526+18,9 7+0,5 1230+1,8
Carrasq.1 20+1,8 12+0,3 4+0,8 2+0,2 3+0,9 2872+103 986+7,2 9+30,3 1178+5,7
Carrasq.2 246+1,6 26+0,4 15+0,6 8+0,1 3+0,0 4604+176 12081+49,0 <LQ 870+8,8
VNMF 1 23+0,0 11+11 14+0,1 13+0,0 <LQ 3417+2,94 689+13,2 20+0,1 97+0,0
VNMF 2 10+0,7 12+0,3 4+0,3 60,0 <LQ 2980+94,3 1081+4,1 5+0,1 98+0,3
Batata VNMF 3 25+0,9 27+0,0 <LQ 20+0,0 <LQ 4446+99,1 1663+5,2 <LQ 106+0,1
Carrasq.1 12+0,8 9+0,8 4+0,3 3+0,0 <LQ 3020+34,9 746+1,8 15+1,5 156+0,1
Carrasq.2 12+0,0 2840,1 41+0,1 6+0,0 9+0,1 2558+0,01 707+0,4 12+0,1 43+0,0
Carrasq.3 11+0,2 7+0,5 10+0,6 4+0,1 <LQ 3107+19,6 1113+0,6 29+1,0 36+1,1
VNMF 1 - - 6+0,9 3+0,0 <LQ 2047+34,5 790+6,9 70,6 241+2.8
VNMF 2 5+0,3 60,3 4+0,4 2+0,1 <LQ 1534+18,8 1194+49,4 3+0,3 87+4,6
Tomate VNMF 3 60,5 40,2 3+0,1 2+0,0 <LQ 15114227 776%2,9 10+0,4 132+0,4
Carrasq.1 - 5+0,3 2+17 2+0,0 <LQ 1745+3,73 494+0,8 4+0,1 154+69,5
Carrasq.2 13+0,2 15+0,0 6+0,3 3+0,1 <LQ 1483+7,38 1226+2,9 3+0,1 97+29,2
Carrasq.3 21+0,2 11+0,4 3+0,0 4+0,1 <LQ 2802+2,21 1089+5,1 5+0,4 53+0,6
Carrasq.1 2+0,0 4+0,0 2+0,0 1+0,0 <LQ 3885+317 1378+15,1 <LQ 17261+13,3
Cebola Carrasq.2 2+0,0 4+0,0 1+0,0 1+0,0 <LQ 1437+44,4 969+14,6 <LQ 6834+10,3
Carrasq.3 2+0,0 5+0,0 1+0,0 2+0,0 <LQ 4397+234 1670+3,8 <LQ 20647+22,9
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A andlise dos resultados ndo revela uma contaminagdo muito superior nos vegetais
produzidos na zona da Carrasqueira em relacdo aos produzidos na zona controlo de Vila
Nova de Milfontes. No entanto, € possivel destacar a quinta Carrasqueira 2 como sendo o
local de maior contaminagdo com arsénio, realidade especialmente verificada no caso da
couve, e a zona de VNMF 3 como a que apresenta maior contaminacdo com cadmio, sendo
esta diferenca mais notéria no caso da batata. A zona Carrasqueira 2 também se destaca
na contaminacdo com crémio nos vegetais de folha, em especial na alface, contudo essa

diferenga ndo é acompanhada nas restantes matrizes analisadas.

1.3.2. Resultados obtidos nas amostras de agua de rega

A tabela 1.8 apresenta os resultados da determinacédo da concentragdo de metais na agua
gue servia para regar as culturas. Esta determinacao foi efectuada para verificar se a agua
de rega poderia constituir uma possivel fonte de contaminacao. Na tabela 1.8 apresenta-se
ainda o limite de quantificacdo de cada um dos elementos analisados bem como 0 maximo
recomendado e admissivel permitido por lei para as aguas de rega, de acordo com o
Decreto-Lei n® 236/98.

Tabela 1. 8: Dados analiticos da agua de rega

Elementos (ug/L) Media + desvio padrao

Agua

Cr Ni As Cd Pb Co Se
VNMF 1 1,0940,08 6,82+0,01 0,80+0,05 0,26+0,001 4,13+0,04 0,64+0,00 2,60+0,09
VNMF 2 0,73+0,05 1,61+0,05 0,77+0,02 <LQ 1,00+0,03 0,40+0,01 1,30+0,05
VNMF 3 0,77+0,04 1,6940,01 0,63+0,01 <LQ <LQ 0,50+0,004 1,60+0,19
Carrasg.1 <LQ <LQ <LQ <LQ 2,30+0,06 <LQ <LQ
Carrasq.2 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Carrasq.3 0,56+0,01 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 0,53+0,01
LQ 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5
Valor Maximo

100 500 100 10 5000 50 20
Recomendado
Valor Maximo

20 000 2 000 10 000 50 20 000 10 000 50

Admissivel

Analisando os resultados obtidos é possivel concluir que todas as aguas se encontram
dentro dos limites legais de aguas destinadas a rega, estabelecidos pelo Decreto-Lei n.°
236/98.
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No que diz respeito aos elementos analisados € possivel verificar que as dguas cumprem
até os requisitos estabelecidos pela directiva 2003/40/CE, que estabelece os limites
méximos de concentragdo para 0s constituintes das dguas minerais naturais bem como os
maximos fixados pelo Decreto-Lei n.° 306/2007 para as aguas de consumo humano, que
estabelece os limites maximos para o Cr, Ni, As, Cd, Pb e Se em 50, 20, 10, 5, 10 e 10 pg/L,

respectivamente.

Comparando as duas zonas em analise é possivel verificar que a agua de rega de Vila Nova
de Milfontes apresenta niveis mais elevados de contaminagdo, com os elementos em
estudo, do que as aguas de rega da zona da Carrasqueira. Dentro das trés zonas
estudadas em Vila Nova de Milfontes é a VNMF1 a que apresenta maior nivel de
contaminacdo. Contudo, a contaminacéo das aguas de rega ndo parece constituir uma fonte
de contaminagdo com os elementos em estudo devido, ndo s, aos baixos niveis de metais
gue estas apresentam, mas também, ao facto da tendéncia de contaminagédo das aguas néo

acompanhar a tendéncia verificada na contaminacéo dos produtos horticolas.

1.3.3. Resultados obtidos nas amostras de solo

A contaminag&o por metais no solo recebe cada vez mais atencdo em todo o mundo, devido
ao aumento da exposicdo humana a contaminagdo do solo, através do triangulo: solo-
planta-consumo humano. A transferéncia solo-planta é um dos componentes chave da
exposi¢do humana aos metais através da alimentacao (Jolly, 2013). Estudos revelam que
0s vegetais podem ser contaminados com metais pesados se crescerem em solos
contaminados (Cui et al., 2004), sendo os niveis de contaminacdo em vegetais e nos solos
de grande interesse publico devido ao risco que podem acarretar para as populagdes (Xie et

al., 2006; Wang et al., 2008).

Os resultados das andlises efectuadas ao solo que serve de suporte aos produtos horticolas
analisados encontram-se na tabela 1.9. Na mesma tabela sdo igualmente indicados os
limites de quantificacdo e os limites méximos (ug/kg) para cada elemento de acordo com o

Canadian Soil Quality Guidelines.

Comparando os resultados obtidos com a referéncia (Canadian Soil Quality Guidelines), é
possivel constatar que todos os valores estdo abaixo do limite maximo. O solo proveniente
de VNMF1 é o que apresenta teores mais elevados de todos os elementos analisados com
excepcao do chumbo (Carrasq. 3), selénio (VNMF2) e estroncio (Carrasq. 1). Desta forma, é
possivel verificar alguma concordancia entre as amostras de agua e de solo. Contudo, tal
como verificado com a contaminacao das aguas, também a tendéncia de contaminacéo dos

solos nao acompanha a tendéncia verificada na contaminacao dos produtos horticolas.
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Tabela 1. 9: Dados analiticos do solo em contacto com as culturas.

Elementos (ug/kg) Média + Desvio padréo

Solo
Cr Ni Cu As Cd Pb Zn Mn Se Sr

VNMF 1 6587+0,85 2759+0,07 4937+0,12 2304+0,19 <LQ 6474+0,92  30772+1,87 88460+2,86 <LQ 12125+0,11
VNMF 2 2144+0,16 <LQ 1917+0,02 <LQ <LQ 2117+0,03 <LQ 68414+0,14 1208+0,04 5775+0,07
VNMF 3 2249+0,21 <LQ 2044+0,19 725+0,07 <LQ  2682+0,02 <LQ 34501+1,35 1036+0,04 5523+0,62
Carrasq.1 4270+0,08 1115+0,11 4526+0,16 546+0,13 <LQ 4577+0,31 <LQ 46441+0,01 <LQ 15419+1,19
Carrasq.2 3628+0,08 1186+0,11 5590+0,35 1092+0,17 <LQ 10172+0,44 <LQ 24558+0,01 <LQ 3384+0,12
Carrasq.3 3434+0,30  1514+0,06 4050+0,23 1331+0,33 <LQ 24052+0,48 <LQ 41298+0,07 <LQ 6144+0,58
LQ 2000 1000 1000 500 500 1000 20000 1000 1000 2000
Limite Maximo* 64000 50000 63000 12000 1400 70000 200000 n.a 10000 n.a

*Canadian Soil Quality Guidelines (ng/kg); n.a. N&o aplicavel.
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Os solos podem ser contaminados pela acumulacdo de metais pesados e metaldides através
da proximidade com areas industriais em rapida expanséao, contacto com gasolina com chumbo
e tintas, aplicacdo de fertilizantes, derrame de esgotos, pesticidas, irrigacdo de aguas
residuais, residuos de combustdo de carvdo, derramamento de produtos petroquimicos e
deposicdo por parte da atmosfera (Khan, 2008; Zhang, 2010). O maior problema relacionado
com a presenca de metais no solo resulta da maioria deles ndo sofrer degradacdo microbiana
nem quimica (Kirpichtchikova et al., 2006), pelo que a sua concentracao total persiste durante
um longo periodo de tempo apos a sua introducdo (Adriano, 2003) mantendo-se, assim,

disponiveis para serem absorvidos pelas culturas.

Alguns solos séo deficientes em metais, como o Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn, que s&o
essenciais para o0 crescimento saudavel das plantas (Lasat, 2000). Para colmatar estas
deficiéncias estes elementos tém de ser adicionados aos solos em quantidades muito
reduzidas através de fertilizantes. Contudo, uma utilizacdo continuada e ndo controlada pode
levar a uma condenacdo do solo em causa. A aplicacio em grandes quantidades de
determinados fertilizantes fosfatado pode acrescentar cadmio e outros elementos

potencialmente toxicos, incluindo o mercurio e chumbo, ao solo (Sumner, 2000).

Os pesticidas também podem ter o papel de aumentar a concentracdo destes compostos no

solo, uma vez que insecticidas e fungicidas contém Cu, Hg, Mn, Pb e Zn.

O comportamento dos metais no solo € muito complexo, envolvendo varios processos como
adsorcao-dessorcdo, complexacdo-dissociagdo, oxidacdo-reducdo, troca ibnica e transporte
(Swartjes et al., 2007). Estes mecanismos quimicos interagem uns com 0S outros € no seu
conjunto podem controlar o destino dos metais no solo. Os metais pesados entram nos tecidos
vegetais, principalmente, através das raizes e folhas, mas a absor¢do radicular € o caminho

mais dominante. Os metais podem ser transferidas da agua do solo para as plantas através

das raizes sob a forma de i6es dissolvidos (por exemplo Cd2+) (McLaughlin et al., 2011).

As plantas entram em contacto com os metais quando os absorvem dos solos contaminados
ou quando ha a deposi¢édo na parte foliar por exposi¢édo a ar poluido (Zurera e Moreno, 1984).
A acumulagdo de metais nos tecidos vegetais pode ser influenciada por multiplos factores, tais
como, as propriedades do solo (por exemplo, o pH, quantidade de matéria organica, teor de
argila e concentragdo de metais), factores de plantas (por exemplo, tipo de planta) e condi¢cdes
ambientais (ambiente e poluicdo industrial por exemplo) (Twining et al., 2004). Em particular, o
pH do solo parece poder afectar de forma significativa a biodisponibilidade e toxicidade dos
metais no solo (Badawy et al., 2002; Wang et al., 2006b). O pH do solo é considerado um dos
factores mais importantes que influenciam a transferéncia de cddmio e chumbo do solo para a
planta, valores de pH mais elevados reduzem a biodisponibilidade e toxicidade de Cd e Pb
(McBride et al., 1997; Tudorean e Phillips, 2004). O pH do solo também é o maior determinante

da solubilidade e mobilidade do crémio e zinco (Speir et al., 2003).
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Desta forma, a auséncia de uma relacéo directa entre os teores em metais detectados no solo
e nas amostras de produtos horticolas pode resultar das condices dos varios solos,
nomeadamente do seu valor de pH, que pode afectar a mobilidade e solubilidade dos
elementos fazendo com que a absor¢do dos metais possa ser mais elevada em solos com

menor grau de contaminacéo.

Neste contexto, seria conveniente efectuar uma analise mais pormenorizada aos solos que
incluisse outros parametros fisico-quimicos, nomeadamente o pH, e que incluisse ndo sé a
guantificacdo total dos metais no solo mas também a quantificacdo dos metais extraiveis de
forma a poder tirar mais conclus@es sobre a influéncia do solo na concentracdo dos metais nos

produtos horticolas.

1.3.4. Estudo da translocacgéo dos metais na alface

Para se ter uma ideia da translocacdo dos metais do solo para a planta, foi analisado o teor nos
vérios elementos em diferentes zonas da alface. Assim, alfaces provenientes da zona da
Carrasqueira, colhidas numa fase muito inicial de desenvolvimento, foram separadas em raiz e
folhas e cada uma destas fraccdes foi analisadas individualmente. Os resultados estéo

presentes na tabela 1.10.

Tabela 1. 10: Quantificagdo dos elementos minerais na parte foliar e raiz de alfaces, bem como no solo

colhido nas mesmas zonas.

Folha (ug/kg) Média + desvio padrdo

Zona
Cr Ni Cu As Cd Pb Zn Mn Se

Carrasq. 1 151+14 375429 3807+134 156+1 106+2 78+1 51375+174 82981+1314 224122
Carrasq. 2 209+12  300+20 4848+221 96+10 49+1 246+1 328004594 254804345 290+22
Carrasq. 3 165+15 193+1 3727+2 135+4 102+1 8516 37381+1243 23740+62  310+14

Raiz (ng/kg) Média + desvio padrao
Zona

Cr Ni Cu As Cd Pb Zn Mn Se

Carrasq. 1 209+5 234+3 276043 522426 93%3 918+18 40685+648 38103+401 8610
Carrasq. 2 214+45 202+2  3790+23 168+12 29+0 670+50 23965+26 8354+99 8916
Carrasq. 3 172+15 130+8 3362+155 352+18 93+3 1132+15  48148+1973 20703+570 68+1

Solo (ug/kg) Média

Zona
Cr Ni Cu As Cd Pb Zn Mn Se
Carrasq.1 4270 1115 4526 546 <500 4577 <20000 46441 <1000
Carrasq. 2 3628 1186 5590 1092 <500 10172 <20000 24558 <1000
Carrasq. 3 3434 1514 4050 1331 <500 24052 <20000 41298 <1000
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Os resultados mostram para todos os elementos minerais analisados um valor muito mais
elevado de contaminacdo do que aquele que tinha sido observado na amostragem anterior
(tabela 1.7). Tal diferenga resulta da colheita nas duas amostragens ter sido efectuada em
fases muito diferentes do desenvolvimento da planta. Assim, enquanto que nha primeira
amostragem os produtos horticolas foram analisados na altura de serem colhidos para
consumo, nesta amostragem as alfaces foram colhidas quando ainda se encontravam numa

fase muito precoce de desenvolvimento.

A analise dos resultados mostra que em relagdo ao Cr, Ni, As e Pb, a concentragéo diminui no
sentido solo — folhas. De destacar que no caso do Pb e do As a concentracdo era bastante
superior no solo, reduzindo na raiz e consequentemente na folha. No caso do Cu, Cd, Zn, Mn e
Se a concentracdo é maior na parte foliar da planta do que na raiz, podendo indicar que a
contaminagdo poderd vir da atmosfera e ficar retida nas folhas, ou ainda uma maior mobilidade
destes metais para se deslocarem para a parte aérea da planta. Os resultados séo similares

aos obtidos por Zhuang, 2009.

O Factor de Bioconcentracdo (FBC) pode ser definido como a razdo entre a concentracdo de
um elemento numa planta e a concentracdo do mesmo elemento no solo. O FBC é um
importante indicador quantitativo de contaminacdo de culturas e geralmente tem sido utilizado
para estimar a transferéncia de metais do solo para as plantas (Garcia et al., 2009; Melgar et
al., 2009; USEPA 2005). A tabela 1.11 mostra os FBC calculados para cada elemento e para

cada grupo de alfaces provenientes das diferentes zonas da Carrasqueira.

Tabela 1. 11: Factor de bioconcentracao em diferentes alfaces por elemento.

FBC

Alface
Cr Ni Cu As Cd Pb Zn Mn Se

Carrasqueira 1 0,04 0,34 0,84 0,29 0,21 0,02 2,57 1,79 0,22
Carrasqueira 2 0.06 0,25 0,87 0,09 0,10 0,02 1,64 1,04 0,29

Carrasqueira 3 0,05 0,13 0,92 0,10 0,20 0,00 1,87 0,57 0,31

Média 0,05 0,24 0,88 0,16 0,17 0,01 2,03 1,13 0,27

Segundo os resultado obtidos, os elementos com maior capacidade de transferéncia do solo
para a alface foram o Zn>Mn>Cu, que sdo 0s elementos maioritarios, quer nas culturas quer
nos solos. O seguinte grupo com menor capacidade de transferéncia do solo para a cultura foi
0 Se>Ni>Cd>As.
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O Cr e 0 Pb sdo os elementos com um factor de bioacumulacdo quase nulo e por isso a
transferéncia do solo para a planta é pouco notéria, como é demonstrado na tabela 1.10 em
gue a concentragdo destes elementos no solo é muito elevada e da raiz para a folha ha um

decréscimo muito acentuado, como se pode visualizar graficamente na figura 1.4.

Crémio (Cr)

4500 1
4000
3500
3000 -
2500
2000
1500
1000
500 A

Carrasqueira 1

Carrasqueira 2

W Carrasqueira 3

s T

Folhas Raiz Solo
Chumbo (Pb)
25000 -
20000 -+
15000 Carrasqueira 1
Carrasqueira 2
10000 ~ M Carrasqueira 3
5000 - | |
0 - T : T 1
Folhas Raiz Solo

Figura 1. 4: Concentracdo de Cr e Pb (pg/kg) no solo, raiz e folhas de alface
nas diferentes zonas de colheita.

1.3.5. Andlise de Risco

O consumo de frutas e vegetais é a principal via de exposicdo humana aos metais pesados
(McLaughlin et al., 1999; Calderon et al., 2003; Roychowdhury et al., 2003), portanto, é de
grandes importancia avaliar a extensdo da acumulacao de metais pesados nas culturas e a

partir dai avaliar o risco para as populagfes que resulta da ingestéo diaria desses alimentos.
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Esta importancia prende-se com o facto de ser conhecidos que os metais pesados sdo podem
causar efeitos adversos sobre a saude humana (Davydova, 2005), estando provado que a
exposigcdo excessiva a estes compostos conduz ao desenvolvimento de varias doencas (Jarup,
2003). Conforme ja anteriormente referido, os metais pesados podem ser classificados como
potencialmente téxicos, como é o caso do arsénio, cddmio ou chumbo, sendo alguns deles
essenciais em pequenas quantidades como é o caso do cobre, zinco ou manganés (Zhu et al.,
2011).

Apesar das concentracBes nestes elementos terem sido de um modo geral baixas, estando, no
caso do cadmio e do chumbo, sempre dentro dos valores admitidos por lei, € sabido que a
exposi¢cdo a compostos toxicos pode ser muito prejudicial mesmo quando estes se encontram
em doses muito baixas se a ingestdo for muito elevada ou continuada ao longo do tempo
(Gopalani et al., 2007; Unak et al., 2007).

Assim, efectuou-se uma andlise de risco de exposicdo a doses elevadas de metais pesados,
através do consumo de horticolas, para as populacdes em estudo. Para tal foi necessaria a
realizacdo de questionarios de frequéncia alimentar a populacdo assinalada como de risco, a
populagdo da Carrasqueira, e a populagdo da zona de controlo, a populagdo de Vila Nova de
Milfontes. A partir das respostas dadas foi necessario transformar essas frequéncias em

factores para ser possivel o calculo do consumo real de cada pessoa.

Foram desenhados posteriormente dois cenérios possiveis de exposi¢cdo, um cenario
intermédio e um pior cendrio. No cenario intermédio o consumo foi multiplicado pela
concentracdo média do metal pesado presente nos varios legumes e no pior cenério foi usada

a concentracdo maxima do composto nos varios legumes.

Para se obterem os resultados da andlise foi necessario confrontar os resultados da ingestédo
diaria de cada metal em estudo para cada individuo com os limites maximos admissiveis. Apés
a realizacdo dessa confrontacdo para todos os individuos em estudo foi possivel identificar um
individuo da Carrasqueira e quatro de Vila Nova de Milfontes que se encontram em situacao de
risco por, no pior dos cenarios, ultrapassarem o limite maximo toleravel de arsénio. Na tabela
1.12 estdo presentes essas situagdes de alerta. Na tabela 1.12, ID representa o nimero de

identificacdo do individuo e IDT a dose diaria toleravel de cada elemento por dia e por pessoa.

No pior cenario, os resultados demonstram, para a zona da Carrasqueira, uma crianca (C110)
em risco devido a ultrapassar os niveis admissiveis de arsénio por dia, no cenério intermédio o
valor maximo para o arsénio ja ndo foi atingido. Para a zona de Vila Nova de Milfontes, que se
esperava de menor risco para as populagbes, foram assinaladas trés criancas
(C057;C017;C066) e um adulto (C052) com valores acima do admissivel para a dose diaria de
arsénio (figura 1.5). Das vérias situacBes assinaladas a da crianga C017 é aquela onde o
méximo foi mais largamente excedido, tendo-se verificado uma dose diaria de arsénio superior

ao dobro da dose diaria admissivel. Para o cenario intermédio esse risco ja nao se verifica.
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Os restantes elementos estdo, em ambos 0s cenarios, relativamente longe de atingir o limite

maximo.

Tabela 1. 12: Individuos em situacéo de alerta por ultrapassarem o limite méaximo toleravel de arsénio.

EDI (png/kg/dia)

Cenario intermédio Pior cenario
Zona ID Elemento IDT (ug/kg/dia)
Carrasqueira C110 As 0,14 0,30 0,3%
cr 0,10 0,11 0,5°
Ni 0,13 0,22 22,0°
Cu 4,61 6,85 71,4
Pb 0,03 0,04 3,57°
Cd 0,03 0,05 0,8
Zn 21,70 23,87 300°
Vila Nova de Milfontes CO057 As 0,15 0,33 0,3%
cr 0,14 0,11 0,5°
Ni 0,13 0,24 22,0°
Cu 0,14 7,57 71,4
Pb 0,04 0,04 3,57°
Cd 0,03 0,05 0,8
Zn 23,50 25,47 300°
Vila Nova de Milfontes Cc017 As 0,31 0,61 0,3*
Cr 0,25 0,23 0,5°
Ni 0,32 0,51 22,0°
Cu 4,00 14,82 71,4
Pb 0,090 0,130 3,57°
Cd 0,08 0,11 0,8
Zn 51,80 61,28 300°
Vila Nova de Milfontes C066 As 0,20 0,42 0,3*
cr 0,18 0,15 0,5°
Ni 0,18 0,31 22,0°
Cu 0,40 9,29 71,4°
Pb 0,05 0,06 3,57°
Cd 0,04 0,07 0,8
Zn 30,68 34,37 300°
Vila Nova de Milfontes C110 As 0,20 0,34 0,3%
cr 0,11 0,13 0,5°
Ni 0,14 0,21 22,0°
Cu 0,82 1,99 71,4
Pb 0,04 0,06 3,57°
Cd 0,02 0,03 0,8
Zn 12,78 14,99 300°

ID: identificag&o do individuo; IDT: dose diaria toleravel; *EFSA, 2009b; "OEHHA, 2010; AFSSA, 2008b e OMS, 2005;
ISCF, 2006; °EFSA, 2010; ' JECFA, 2011b; °OMS e JECFA, 1982.
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Figura 1. 5:Situacdes de alerta encontrados para as popula¢des das duas zonas assinaladas.

A identificagdo de qual dos alimentos mais contribuiu para as situacdes de excesso de arsénio,
mostrou que no caso das criangas, quer da Carrasqueira quer de Vila Nova de Milfontes, a
batata foi o alimento que mais contribuiu para a quantidade de arsénio, variando esta
contribuicdo de 32 a 80% (figura 1.6). Para o Unico adulto de Vila Nova de Milfontes que
ultrapassou o limite maximo de arsénio, o alimento que mais contribuiu foi a couve que foi

responsavel por 69% do total da ingestdo de arsénio (figura 1.7).

Total de Arsénio = 0,302 pg/dia Total de Arsénio = 0,423 pg/dia

M Batata M Batata

W Couve W Couve

WTomate WTomate

W Alface W Alface
CriangaC110 Crianga C066
Carrasqueira Vilz nova de mil fontes

Total de Arsénio = 0,326 pg/dia Total de Arsénio = 0,607 pg/dia
M Batata

M Batata

W Couve
m Couve
W Tomate
mTomate

m Alface = Alface

Crianga C057
Vilanova de mil fontes

Crianga C017
Vilanova de mil fontes

Figura 1. 6: Contribuicéo percentual dos varios produtos horticolas em estudo para a dose diaria de arsénio nas
criangas da Carrasqueira (C110) e de Vila Nova de Milfontes (C066, C057 e C017).
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Total de Arsénio = 0,343 ug/dia

M Batata
W Couve
mTomate

mAlface

Adulto C052
Vila nova de mil fontes

Figura 1. 7: Contribuicdo percentual dos varios produtos horticolas em estudo para a dose

diaria de arsénio no adulto de Vila Nova de Milfontes (C052).

Segundo os resultados obtidos, o grupo mais susceptivel sdo as criancas. Este resultado
resulta da elevada quantidade de alimentos que as criangas ingerem em fung¢éo do seu baixo
peso. Esta maior ingestao relativa de alimentos prende-se com a maior necessidade energética
gue as criangas apresentam por se encontrarem numa fase de crescimento. Assim, uma
crianca pode ingerir quase a mesma quantidade de alimentos, com a mesma concentragéo do
metal pesado que um adulto, o que faz com que a dose diaria ingerida por ambos seja
semelhante. Contudo, devido ao menor peso da crianca, o seu EDI (ug/kg/dia) vai ser superior
ao do adulto. Isto mesmo se pode verificar nas tabelas 1.13 e 1.14, que mostram os valores de
EDI maximo e minimos obtidos para as criancas e adultos na regido da Carrasqueira (tabela
1.13) e de Vila Nova de Milfontes (tabela 1.14)
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Tabela 1. 13: Compilacédo dos valores maximos e minimos de EDI (ug/kg/dia) nos dois cenarios tracados

e variagdes de peso das criangas e adultos na zona da Carrasqueira.

Criancgas da zona da Carrasqueira (n=13)

Peso (kg) EDI cenario intermédio EDI pior cenario
Elemento
Méximo Minimo Méaximo Minimo Méximo Minimo
51 14 As 0,03 0,01 0,30 0,01
Cr 0,10 0,01 0,11 0,01
Ni 0,13 0,01 0,22 0,01
Cu 4,61 0,22 6,85 0,24
Pb 0,03 0,00 0,04 0,00
Cd 0,03 0,00 0,05 0,00
Zn 21,74 1,00 23,87 1,20

Adultos da zona da Carrasqueira (n= 89)

Peso (kg) EDI cenario intermédio EDI pior cenéario
Elemento
Méximo Minimo Méximo Minimo Méximo Minimo
105 49 As 0,06 0,00 0,11 0,01
Cr 0,04 0,00 0,04 0,00
Ni 0,05 0,00 0,05 0,00
Cu 1,38 0,00 1,96 0,02
Pb 0,01 0,00 0,02 0,00
Cd 0,01 0,00 0,02 0,00
Zn 6,98 0,17 8,39 0,20
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Tabela 1. 14: Compilacéo dos valores maximos e minimos de EDI (ug/kg/dia) nos dois cenarios tragcados

e variacdes de peso das criangas e adultos na zona de Vila Nova de Milfontes.

Criangas da zona de Vila Nova de Milfontes (n=12)

Peso (kg) EDI cenario intermédio EDI pior cenario
Elemento
Méximo Minimo Méximo Minimo Méximo Minimo
65 12 As 0,31 0,02 0,61 0,04
Cr 0,25 0,02 0,23 0,01
Ni 0,32 0,02 0,51 0,03
Cu 4,00 0,02 14,82 0,33
Pb 0,09 0,00 0,13 0,01
Cd 0,04 0,00 0,11 0,01
Zn 51,82 3,12 61,28 3,50

Adultos da zona de Vila Nova de Milfontes (n= 88)

Peso (kg) Elemento EDI cenéario intermédio EDI pior cenario
Méximo Minimo Méximo Minimo Méximo Minimo
105 45 As 0,20 0,01 0,34 0,01
Cr 0,12 0,01 0,11 0,00
Ni 0,14 0,01 0,21 0,01
Cu 0,93 0,02 6,79 0,04
Pb 2,14 0,00 2,06 0,01
Cd 0,03 0,00 0,04 0,00
Zn 21,19 0,93 23,47 1,16
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2. Avaliacdo do grau de contaminacao de diversos produtos do mar com
fragrancias ou musks

2.1. Introdug¢ao

Os musks sao fragrancias sintéticas utilizadas em muitos produtos de consumo, como produtos
de limpeza e produtos de higiene pessoal (perfumes, lo¢cdes para aplicar apés o barbear,
locBes para o corpo, champés, etc.) para garantir o odor agradavel (Rimkus, 1999; Kannan et
al., 2005; Nakata, 2005; Reiner et al., 2011; Wu, 2012).

Os musks sdo compostos organicos lipofilicos e semi-volateis. A ampla utilizacdo destes
compostos provocou a sua dispersdo pelo Ambiente e, no inicio de 1990, foi relatada a sua
presenca no ar, na agua, nos sedimentos, animais selvagens e em seres humanos. A sua
distribuicdo ubiqua no ambiente aquético demonstra a sua persisténcia e a sua lipofilicidade

confere-lhes elevada afinidade para com o tecido adiposo.

Os musks apresentam-se em duas classes distintas, 0s nitro-musks e 0os musks-policiclicos. Os
nitro-musks foram descritos pela primeira vez no final do século IXX por A. Bauer. Nestes
compostos sintéticos h& a adicdo de dois ou trés grupos nitro (NO,) e alguns grupos metilo

(CHz) a uma molécula de benzeno.

Na tabela 2.1 apresentam-se algumas caracteristicas dos cinco nitro-musks mais comuns
encontrados na natureza. Assim, na tabela 2.1 pode encontrar-se a férmula quimica de cada
um dos nitro-musks, bem como o seu coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), solubilidade
em agua, ponto de ebulicdo e ainda dados toxicol6gicos em organismos aquaticos. O
coeficiente de particdo octanol/agua permite enquadrar o composto de acordo com a sua
afinidade para o octanol e para a agua definindo assim o seu caracter mais ou menos lipofilico.
Quando o log Kow € superior a 5, 0 composto é considerado como muito lipofilico, uma vez que
a sua afinidade para com o octanol é superior a sua afinidade para com a agua (Geyer et al.,
2000). O LCso € um parametro de toxicidade aguda e representa a dose letal capaz de matar
50% da populacdo exposta. O NOEC (Non Observed Effect Concentration) representa a dose
maxima de composto testada que ndo desencadeou nenhum efeito nos organismos de teste.
Os compostos com elevada resisténcia a degradacdo fisica, quimica ou biol6gica sdo
compostos muito persistentes no Ambiente, podendo permanecer intactos durante longos
periodos de tempo. Um elevado caracter lipofilico e uma elevada persisténcia sédo duas
caracteristicas que estdo associadas a compostos com elevado potencial de bioacumulacao.
Os compostos sdo mais ou menos perigosos e merecedores de alertas segundo o estudo das

suas Persisténcia, Bioacumulacéo e Toxicidade (PBT).
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Tabela 2. 1: Identificagdo e caracterizagdo dos cinco nitro-musks mais comuns.

Nome Comum . Dados toxicol6gicos
. Solubilidade Ponto de . "
(Abreviatura) Estrutura (organismos aquéticos)

CAS NP quimica Log Kow ©m agua ebulicéo
(mgiL) (°C)
Massa molécular LCso NOEC *PBT
Musk Ambrette
(MA) Levemente 369.3
83-66-9 5,7 soltivel em ' n.a n.a n.a
268,3 etanol® (760 mmHg)
Musk Ketone N&o é
(MK) 4 g L oo’ 369,0 - 0.01° candidato
81-14-1 ) ) , , a
(760 mmHg) substancia
294,3 PBT?
Musk Moskene
1 5,8 0,046 oL
, , n.a n.a n.a
116-66-5 (760 mmHg)
278,3
Musk Tibetene
D 5,9¢ 0,052° 3910
, , n.a n.a n.a
145-39-1 (760 mmHg)
266,3
Musk Xylene O;N?O )
(MX) HyC. M 3923 E uma
15- . S 4,9° 0,49° ' 3,75  0,06° substancia
81-15-2 O\ﬁ (760 mmHQ) PBT®
297,2 Ha

ChemSpider.com; 2SWECO Environment, 2010; °NIST Chemistry WebBook, 2011; ‘Chase, 2012; “Osemwengie, 2001.

De entre estes compostos, 0 musk tibetene é o que apresenta maior Koy (5,9) e por isso o
composto mais lipofilico. O composto com maior solubilidade em agua é o musk ketone. O

musk que apresenta maior ponto de ebulicdo € o musk xylene.

O uso de musk ambrette (MA), musk tibetene (MT) e musk moskene (MM) em produtos
cosmeéticos foi banido na Unido Europeia, contudo os musk xylene (MX) e musk ketone (MK)
podem ser utilizados mas sujeitos a restrices. Em relagdo a Portugal estes musks tém limites
de utilizagdo. Assim, o MX ndo pode exceder 1% em perfumes, 0,4% em &aguas-de-colbnia e
0,03% em outros produtos cosméticos. Para o MK os valores permitidos sdo um pouco mais
altos, sendo que para perfumes o valor limite é 1,4%, em aguas-de-col6nia é 0,56% e 0,042%
em outros produtos cosméticos. Os produtos de higiene oral podem ndo conter estes

compostos (Decreto-lei n® 189/2008).

Os musks-policiclicos foram introduzidos na industria em 1950. Estes musks séo derivados de

tetralina e indano, substituidos por varios grupos metilo (Rimkus, 1999).
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Varios musks-policiclicos foram introduzidos em produtos de limpeza e higiene, contudo os que

se encontram em maiores concentragdes sédo o galaxolide (HHCB) e o tonalide (AHTN) (Bester,

2009)

Na tabela 2.2 pode encontrar-se a férmula quimica dos seis musks-policiclicos mais estudados,

bem como o seu coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), solubilidade em agua, ponto de

ebulicdo e ainda dados toxicoldgicos em organismos aquaticos.

Tabela 2. 2: Identificacdo e caracterizacdo dos seis musks-policiclicos mais comuns.

Nome Comum

Dados toxicolégicos

(Abreviatura) Solubilidade Ponto de
Ej}rr#itcue:a Log Kow €M agua ebulicio (organismos aquaticos)
CAS Ne°
(mglL) (°C) N
Massa molécular LCs  NOEC PBT
Cashmeran
(DPMI) ) ) 286,1
4,9 0,17 n.a n.a n.a
33704-61-9 (760 mmHg)
206,3
Celestolide
(ADBI) b b 309,1
6,6 0,02 n.a n.a n.a
13171-00-1 (760 mmHg)
244.3
Galaxolide )
(HHCB) s 326,3 it
1222-05-5 W 59 1,75 : 029°  014° candidato a
e (760 mmHg) substancia
258,4 PBT?
Galaxolidone
(HHCB-Lactona) .
384,1 E uma
507442-49-1 5,3° 17° 600? n.a substancia
272,4 (760 mmHg) PBT
Phantolide
(AHMI) Hoon
' 336,6
15323-35-0 W 6,7 0,03° na 0,04° na
2443 Hy Tow, (760 mmHg)
Tonalide
(AHTN)
-02- 356,8
1506-02-1 5,7° 1,25 255°  0,14° n.a
258,4 (760 mmHg)
Traseolide
(ATH)
68140-48-7 ) ) 350,0
8,1 0,09 n.a n.a n.a
258,4 (760 mmHg)

ChemSpider.com; *SWECO Environment, 2010; "Chase, 2012.
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Conforme se pode observar na tabela 2.1, traseolide € o musk com maior Kow (8,1), enquanto o
galaxolide é o que apresenta maior solubilidade em agua. O galaxolide ndo é considerado uma
substancia PBT, devido a evidéncia de degradagdo no ambiente aquatico, uma vez que a
monitorizacdo ao longo dos anos revelou uma tendéncia decrescente da concentracéo de
deste composto em lamas, agua, material em suspensdo, biota e sedimentos (European
Commission, 2008). O galaxolidone é um metabolito gerado durante a biodegradacédo do
galaxolide. Contudo, ao contrario do composto original, o metabolito galaxolidone &
considerado uma substéncia PBT, por ser persistente, bioacumulavel e téxica. A transformacao
de galaxolide galaxolidone é conhecida e tem sido investigada em diversos estudos que

elucidaram as diferentes etapas de degradacao (Rimkus, 1999).

Diversos trabalhos tém demonstrado a presenca destas substancias em varios organismos das
cadeias alimentares aquaticas (tabela 2.3) (Nakata, 2005; Kannan et al., 2005; Nakata, 2007),
amostras de sangue (Reiner et al., 2007; Schiavone et al., 2010) e tecido adiposo humano e
ainda leite materno (Kannan et al., 2005; Schiavone et al., 2010; Reiner et al., 2011). Desta
forma, o controlo de todas estas substancias é relevante e prioritario devido ao seu potencial
de bioacumulagédo e também devido a demonstrarem potencial de desregulacdo enddcrina
(Chase et al., 2012)

Tabela 2. 3: Organismos aquaticos em que foi detectada a presenga de musks e respectiva concentragao.

Organismo
Nome cientifico

Concentracdo encontrada
(ng/g)

Referéncia

Buzios

Gastropod potamopyrgus
Anelideo do mar
Polychaete capitella
Salmé&o do atlantico
Salmo salar

Peixe

Micropterus dolomieu
Tubarao martelo,
Sphyrna mokarran
Enguia (Figado)
Anguilla anguilla
Enguia (Musculo)
Anguilla anguilla
Carpa

Cyprinus carpio

Raia

Platyrhinoidis triseriata
Hadoque
Melanogrammus aeglefinus
Bacalhau do Atlantico
Gadus morhua
Bacalhau Paloco
Pollachius virens
Truta de viveiro

Salmo trutta

HHCB: 86-64200

HHCB: 1460-168190

HHCB: 1-3,2
AHTN: 1-1,6
HHCB: 4,3-5,4
AHTN: 1,6-1,9
HHCB: 16-48
AHTN:<9,1
HHCB: 30-4800
AHTN: 20-2300
HHCB: 34
AHTN: 17
HHCB: 1,4-4,5
AHTN: 1,4-3,6
HHCB: 8,3
AHTN: 1,2
HHCB: 1,5-250
AHTN: 1,1-23
HHCB: 0,14-530
AHTN: 0,24-760
HHCB: 2,6-5,2
AHTN: 0,37-2,1
HHCB: 0,52-53
AHTN: 0,44-16

Pedersen et al., 2009
Ramskov et al., 2009
Kannan et al., 2005
Kannan et al., 2005
Nakata, et al., 2005
Fromme et al., 2001
Gatermann et al., 1999
Osemwengie et al., 2001
Kallenborn et al., 1999
Kallenborn et al.,1999
Kallenborn et al.,1999

Kallenborn et al.,1999

Duedahl-Olesen et al.,
1999
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2.2.1. Deteccdo de Musks-Sintéticos por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectometria de
Massa (GC/MS)

Sao muitos os métodos de andlise para a determinagdo de musks sintéticos em amostras
ambientais, a maioria deles com base na andlise por cromatografia gasosa acoplado a
espectometria de massa (GC/MS) devido ao caracter semi-volatil destes compostos. Antes de
poderem ser analisadas por GC/MS, é crucial que as amostras sofram uma preparagdo
adequada com a finalidade de remover compostos que possam vir a interferir com a detecgéo
desejada, reduzindo assim a eficacia dos resultados e/ou a vida util da coluna. Normalmente a
gordura presente nas matrizes gera grandes interferéncias sendo indispensavel a sua remocéao
prévia. Assim, dependendo do tipo de matriz e das caracteristicas do composto a analisar, a
amostra entra no GC/MS depois de ter sofrido uma fase de extraccdo e de uma fase de

limpeza (“clean-up”).

Uma técnica é tanto melhor quando maior a sensibilidade e mais baixos os limites de deteccéo
para elementos traco como o0s musks. Normalmente isso consegue-se recorrendo a
cromatografia gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massa (MS). Esta ligacdo permite a
diferenciagéo das interferéncias da matriz e uma identificagdo e quantificagdo simultanea dos
analitos (Fernandez-Gonzalez et al., 2008). Na Figura 2.1 estdo representados 0s principais

componentes de um cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massa.

Seringa
7z Injector
= Analisador de
Erlwtrada de Fonte de quadrupolo Multiplicador de
gas ides Andlise de m/z electrdes
—
L)O(J / 3
j————] — E
7 || —— 2
Forno Cromatografia Gasosa g
- O
Linha de transferéncia
Espectometria de massa Cromatograma

Lente de focagem

Figura 2. 1: Esquema do GC/MS (Adaptado de Skoog et al., 2007).

A possibilidade de aplicar grande volume de injeccao (LVI do inglés large volume injection) é
um pré-requisito excelente para a determinacdo de componentes vestigiais, porque aumenta a
sensibilidade e reduz a necessidade de pré-concentragcdo do extracto para a analise (Jeroen e
Hans, 1996; Hoh e Mastovska, 2008).

O injector PTV é semelhante a um injector convencional porque, em ambos o0s sistemas, a

amostra é injectada para o interior de um dispositivo térmico.
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No entanto, o injector PTV é equipado com uma funcdo de controlo da temperatura muito
sofisticado e pode ser rapidamente aquecido ou arrefecido durante a injec¢cdo, enquanto que o
injector de separagdo convencional é isotérmico. O injector PTV permite um controlo da
temperatura, pressdo e caudal a que a amostra esta sujeita e € uma mais valia para a analise
de amostras complexas e com baixas concentracdes do analito, porque a entrada do PTV
permite a eliminacdo do solvente e desse modo uma pré-concentracdo do analito, também
permite a transferéncia desse para a coluna por accéo de vapor. O controlo da temperatura do
injector diminui as perdas por volatilizacdo dos compostos de baixo peso molecular e a
discriminacdo de compostos de elevado peso molecular, melhorando também a focagem na
entrada da coluna analitica. Assim, quando a amostra é sujeita a um procedimento de limpeza
antes da andlise é possivel uma eliminagdo mais eficiente de interferéncias da matriz
recorrendo a um PTV-LVI (Angel et al., 2013).

No procedimento de analise por GC a amostra € introduzida a baixa temperatura (sempre
abaixo do ponto de ebulicdo do solvente usado). O solvente é eliminado, em condi¢bes
definidas como 6ptimas, enquanto os analitos séo retidos no revestimento a entrada da coluna.
A entrada do PTV é rapidamente aquecida (até 12 °C/segundo) e os analitos retidos séo
transferidos para a coluna analitica, mantendo a temperatura do forno abaixo da temperatura
de ebulicdo do solvente para reorganizar os analitos na parte da frente da coluna. Por ultimo,
apos a transferéncia dos componentes de interesse, ha a abertura da valvula para remover o

vapor do solvente residual e compostos de matriz de baixa volatilidade para fora do sistema.

A implementagcdo de um PTV pode levar a eliminacdo completa das etapas de pré-
concentracdo de amostras contendo compostos vestigiais (Angel et al., 2013), contudo a
optimizacdo dos parametros ndo é facil e estes devem ser cuidadosamente ajustados as

matrizes em estudo, de modo a obter resultados confiaveis e reprodutiveis.

2.2.2. Metodologias de preparacdo das amostras para detec¢cdo de Musks-Sintéticos por GC/MS

O método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) foi introduzido em 2003
por Anastassiades e colaboradores. Inicialmente este método foi desenvolvido para a analise
de pesticidas em alimentos, contudo foi possivel adaptar este método a outros compostos e
outras matrizes. O método QUEChERS apresenta vdrias vantagens, tais como o facto de
envolver o uso de pequenas quantidades de solventes, da maioria dos solventes usados serem
pouco poluentes e toxicos, de permitir a reducao significativa de contaminacdes nas amostras,
uma vez que o material usado é descartavel e muito facil de manusear, e, adicionalmente, de

apresentar baixos custos e rapidez de andlise.
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O método apresenta duas fases essenciais e indispensaveis antes da analise no GC/MS: a
primeira fase é a extracgdo dos compostos da amostra para o solvente de extraccdo usado; a
segunda fase é chamada fase de limpeza (“clean-up”) e tem como finalidade reduzir as
interferéncias, uma vez que em amostras bioldgicas estdo presentes gorduras e outras
moléculas de elevado peso molecular que tém de ser separadas do analito de interesse. A fase
de limpeza minimiza o efeito de matriz, levando a resultados mais consistentes e reprodutiveis.
Em analise, a presenca de gordura leva a resultados com baixa precisdo e repetibilidade

devido a deformacao evidente dos picos (Gerhard et al., 1997).

Em ambas as etapas héa a adicdo de sais, com funcdes diferenciadas, que facilitam a extraccéo
e a limpeza da matriz. Na fase de extraccdo adiciona-se o sulfato de magnésio, que funciona
como agente secante e remove a agua residual, uma vez que a amostra é usada liofilizada; O
cloreto de sodio, que permite a modificagdo da matriz aumentando a disposicdo dos
constituintes da amostra e o citrato de sodio e o citrato dissédico hidrogenado que controlam o
pH da matriz evitando variagbes do pH. As aminas primarias e secundarias (PSA) eliminam
agucares, acidos gordos polares, 4cidos organicos polares e pigmentos polares presentes na
matriz. O octadecilico (C18) tem a fung&o de remover as substancias interferentes ndo polares,

como alguns lipidos (Wilkowska e Biziuk, 2011).

A técnica usada designa-se extraccdo em fase soélida dispersiva (d-SPE). Esta técnica
caracteriza-se pela poupanca de tempo, esforco e solventes, ndo requer aparelhos nem
utensilios, tais como cartuchos, vacuo, secagem nem fase de evaporagcdo de solvente, garante
maiores recuperagdes e resultados mais reprodutiveis e ainda melhor interac¢éo entre a
amostra, os solventes e os sais usados comparando com a SPE tradicional (Cieslik et al., 2011,
Wilkowska e Biziuk, 2011). A grande preocupacdo desta técnica reside na escolha de um
solvente que capte os compostos de interesse e ndo os componentes da matriz que causam

interferéncia, como gorduras ou acucares. (Skoog et al., 2007; Wilkowska e Biziuk, 2011).

Na figura 2.2 esta esquematizado o procedimento de d-SPE. Numa primeira fase é efectuado o
acondicionamento do tubo, onde é adicionado o solvente e os sais que vao auxiliar a
extrac¢do; na seguinte fase ocorre a adicdo da amostra no mesmo tubo. Nesta fase, no
solvente encontram-se retidos ndo s6 o analito de interesse mas alguns interferentes, por isso,
€ necessario uma terceira etapa, com novos sais “clean-up” para que ocorra a limpeza das
interferéncias e no solvente apenas figuem os compostos de interesse. A figura 2.3 mostra o
aspecto dos Kit QUEChERS.
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Condicionamento Adicdo de amostra  Limpeza
K

Ir dr 4

£15

[Analito * Interferentes "']

Figura 2. 2: Esquema ilustrado de d-SPE (adaptado de Paolo et al., 2012).

Figura 2. 3: Kit QUEChERS (Waters, 2014).

2.2.3. Enquadramento e objectivos do segundo capitulo

Os musks sintéticos sdo contaminantes alimentares emergentes que importa controlar devido
especialmente ao seu potencial de bioacumulacdo e de desregulacdo enddcrina. Neste
contexto, o objectivo do presente capitulo foi o de avaliar o nivel de diferentes matrizes
alimentares, todas de origem marinha, com sete destas substancias: o celestolide (ADBI),
phantolide (AHMI), traseolide (ATII), galaxolide (HHCB), tonalide (AHTN), musk ketone (MK) e
musk xylene (MX). Com o objectivo de avaliar a situagdo ao longo do tempo e em diferentes

zonas da Europa a amostragem foi realizada em anos e localizacdes diferentes.

Para atingir este objectivo foi necessario comecgar por implementar e validar o método de
extraccao/quantificacdo destas substancias em ostras e mexilhdo, salmao (musculo, figado e

gonadas) e em enguias de vidro.

Este trabalho teve ainda como objectivo avaliar o potencial de bioacumulacdo de dois destes

compostos, o galaxolide (HHCB) e o tonalide (AHTN), em enguias de vidro.
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2.2 Materiais e Métodos

2.2.1. Produtos Quimicos e Reagentes

O acetonitrilo e 0 Acetato de etilo usados para a preparacdo das solucdes padrdes e como
solventes organicos no procedimento do QUEChERS foram adquiridos a Fluka®Analytical e
Sigma-Aldrich respectivamente. O sulfato de magnésio, cloreto de sédio, citrato de sddio,
citrato dissoddico hidrogenado, aminas primarias e secundarias e octadecilico estédo
incorporados no kit de QUEChERS obtido pela Agilent Technologies — Agilent Bond Elut. As
solucdes padrdo sélidas de fragrancias sintéticas, 1,3,4,6,7,8-hexa-hidro-4,6,6,7,8,8-
hexametilciclopenta[g]-2-benzopirano (galaxolide) (75%), 7-acetil-1,1,3,4,4,6-hexametiltetralina
(tonalide), 6,7-di-hidro-1,1,2,3,3-pentametil-4(5H)-indanona (cashmeran), 4-acetil-1,1-dimetil-6-
tert-butilindano (celestolide), 6-acetil-1,1,2,3,3,5-hexametilindano (phantolide) foram obtidas
pela LGC Standards (Barcelona, Espanha) com 99% pureza, com excepg¢do do galaxolide com
aproximadamente 25% de Ftalato de dietlo (DEP). O 1-(ters-butil)-3,4,5-trimetil-2,6-
dinitrobenzeno (musk tibetene) foi adquirido em solucdo de 10 mg /L em ciclohexano pela
mesma empresa. O 4-aceto-3,5-dimetil-2,6-dinitro-ters-butilbenzeno (musk ketone) foi adquirido
a partir de Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha) com 99% e 98% de pureza,
respectivamente. O 2,4,6-trinitro-1,3-dimetil-5-terc-butilbenzeno (musk xylene) foi obtido da
Sigma -Aldrich (St. Louis, USA) a 100 mg/L em acetonitrilo. Para o controlo de qualidade foi
necessario o uso de um padréo interno, o Musk xylene D15 (mx-d15) adquirido igualmente em
Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha) com 100 ng/ul em acetona. Por dltimo, o
4,6,6,7,8,8-Hexamethyl-4,6,7,8-tetrahydrocyclopenta[glisochromen-1(3H)-one (galaxolidone) foi

adquirido por parte da LGC Standards (Molsheim, France), com uma pureza de 53,5%.

2.2.2. Preparacao das soluc¢des padrao

Para cada musk de concentracdo 1000ppm foi adicionado o solvente para uma concentracio
final de 10ppm. A solucdo mix foi preparada a partir dessas solu¢des a 10ppm para um volume
final de 1500pL, considerando a solugéo final com uma concentracdo de 1lppm. O padrdo
interno ([2H15]-MX) a 1ppm foi preparado a partir de uma solu¢do delOppm para um volume
final de 1000pL. Para a curva de calibracdo foram usados os seguintes pontos: 0, 5, 25, 50,
100ppb para um volume final de 1500 pL e uma concentracao inicial de 1000ppb. Como o
método tinha de ser validado para os dois solventes foram feitas solu¢cdes em acetonitrilo e em

Acetato de etilo. As solucdes foram armazenadas e preservadas a -20 °C.
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2.2.3. Amostras Analisadas

Foi analisado um total de 106 amostras de ostras, mexilhdes, salméo e enguias de vidro. As

ostras e mexilhdes foram apanhados entre 2013 e 2014 em Portugal, Espanha e Franca, nas

zonas assinaladas na figura 2.4.
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Figura 2. 4: Mapa dos pontos de colheita das amostras de ostras (Monperrus, 2012).

As amostras de salméo analisadas foram capturadas e liofilizadas entre 1995 e 2011 em dois

rios franceses, Nivelle e Bidassoa. Para cada amostra de salmao foi analisado em separado o

musculo (n=29), figado (n=28) e gbnadas (n=28).

Em relacdo as enguias de vidro, foram apanhadas em 2014 e mantidas vivas num aquario para

uma posterior dopagem com 1000 ng de galaxolide e 100 ng de tonalide por litro de agua. Apds

serem sujeitas a essa contaminacdo foram retiradas em diferentes periodos de tempo: TO

(retiradas apés a contaminacgdo), T1 (retiradas 1 dia depois da contaminacao), T7 (retiradas 7

dias depois da contaminacgéo) e T14 (retiradas apés 14 dias de contaminagéo).

Na tabela 2.4 encontra-se uma descricdo mais pormenorizada das amostras analisadas.

Tabela 2. 4: Descrigdo das varias amostras analisadas

Biota Numero de Amostras
Ostras e mexilhdes 9

Salméo Musculo 29

Salmao Figado 28

Salmao Génadas 28

Enguias de vidro 8

Agua do aquério 4

Total 106
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2.2.4. Preparacdo das Amostras

Foram testadas varias hipéteses para a preparacdo das amostras, que conduziu ao
desenvolvimento e validacdo do método. Em seguida apresenta-se o método usado e
considerado 6ptimo para as amostras em estudo. Numa primeira fase pesou-se (balanca AG
204 Mettler Toledo) para um tubo de extraccdo 0,2g da amostra a analisar, previamente
liofilizada e triturada de forma a garantir uma boa homogeneidade. Em seguida, adicionou-se
1mL de acetonitrilo e 5uL do padrédo interno ([2H15]-MX). Agitou-se manualmente durante um
minuto e, de seguida, colocou-se em banho de ultrasons (8510 Branson) durante 10 minutos.
Posteriormente, procedeu-se a adicéo dos sais de extrac¢ao: 170mg de citrato de sddio, 83mg
de citrato dissodico hidrogenado, 667mg de sulfato de magnésio e 170mg de cloreto de sdodio.
Procede-se novamente a uma agitacdo manual durante um minuto e centrifugou-se
(TermoScientific®-Espresso centrifuge) durante 10 minutos a 3700rpm. O sobrenadante
(liquido com os analitos de interesse reparado dos varios sais usados para a extraccdo) foi
recolhido para um segundo tubo e iniciou-se a fase de limpeza. Para tal, adicionaram-se 25mg
de aminas primarias e secundarias, 25mg de octadecilico e 150mg de sulfato de magnésio.
Finalmente procedeu-se a uma nova agitacgdo manual durante um minuto seguida de
centrifugacdo durante 10 minutos a 3700rpm. O sobrenadante desta segunda centrifugacéo foi
recolhido para um frasco de vidro para andlise no LVI-PTV-GC/MS. A figura 2.5 mostra um

esquema simplificado do procedimento.

Etapa 1 - Foi pesado e introduzido para o tubo de extrac¢édo: 0,2g de
Preparagéo amostra + 1 ml of acetonitrilo + 5 uL de [*H;s]-MX

Agitac&o vigorosa durante 1 minuto
ultrasons durante 10 minutos

Etapa 2 - Adigdo dos sais de extracgdo: 170mg citrato de sédio + 83mg citrato dissédico
Extracgao hidrogenado + 667mg sulfato de magnésio + 170 mg cloreto de s6dio

Agitacdo vigorosa durante 1 minuto
Centrifugadora durante 10 minutos a 3700rpm

Etapa 3 - Recuperacéo do sobrenadante para o segundo QUEChERS
Limpeza contendo: 25mg PSA + 25 mg C18 + 150 mg MgSO,

Agitacdo vigorosa durante 1 minuto
Centrifugadora durante 10 minutos a 3700rpm

Recuperacéo do sobrenadante para o vial

4

Determinacéo final usando o GC/MS

Figura 2. 5: Fluxograma do método de QUEChERS.
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2.2.5 Anédlise instrumental

As condicdes do PTV-GC/MS (Agilent Technologies 7890A GC system) para a determinacéo e

quantificacdo dos compostos de interesse estdo descritas pormenorizadamente na tabela 2.5.

Para esta analise é de grande importancia o conhecimento do composto, quer do tempo de

retencdo quer da massa/carga (m/z) do iAo alvo para a andlise em GC/MS. Essas

caracteristicas para cada composto a analisar estdo presentes na tabela 2.6. Os ifes

qualitativos permitem indicar se o pico que se esta a integrar é realmente o pico do composto

de interesse.

Tabela 2. 5: Condi¢des do PTV-GC/MS usadas para a analise.

GC Coluna HP-5MS, 5% fenil metil siloxano (Agilent 19091S-433)
Comega a 65°C e mantém durante 2 min, segue a aumentar
Earr?wgg;tigedo forno 30°C.min™* até 190°C, segue 5°C.min™ até 290°C e mantém por 5
P min. Total da corrida: 33 min.
Fluxo de géas (argon) 1,3 mL.min™
PTV Volume de amostra 50 pL
Programa da 65 °C por 4 min (ACN) ou 60°C por 3 min (EtOAc), segue-se
temperatura de injeccdo  72°C.min-1 até 300 °C durante 29 min.
Pressédo 4,351 psi em 4 min (ACN e EtOAc)
Caudal 75 mL.min™
Valvula de purga do 75 mL.min™ em 5,5 min (ACN) ou em 4,5 min (EtOAc)
injector
Interface _Temperatura de 310°C
interface
EI-MS Energia de ionizacéo 70 eV
Temperatura da fonte 230 °C
Temperatura do 150 °C

quadrupolo

Tempo de permanéncia

80 ms para DPMI, ADBI, AHMI, MA, MM, MK
50 ms para ATIl, MX, HHCB, AHTN, [2H15]-MX
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Tabela 2. 6: Caracterizagdo do composto a analisar com o tempo de reten¢éo, m/z do ido alvo e dos

qualitativos

Analito Tempo de retengdo (min.) lao alvo I6es qualitativos
Celestolide (ADBI) 10,498 229 173 + 244
Phantolide (AHMI) 10,847 229 187 + 171
Musk Ambrette (MA) 11,924 253 268 + 254
Traseolide (ATII) 11,619 215 258 + 173
Galaxolide (HHCB) 11.680 243 258 + 213
Tonalide (AHTN) 11,772 243 258 + 159
Musk Moskene (MM) 12,013 263 278 + 264
Musk Ketone (MK) 13,001 279 294 + 280
Musk Xylene (MX) 11,764 282 283
[2H15]-MX 11,634 294 207

2.2.6 Controlo de Qualidade

Os musks sintéticos podem estar presentes em todo o lado, mesmo nas bancadas de
laboratério, por isso é necessario uma maior disciplina dos manipuladores das amostras. Por
outro lado, as quantidades a determinar sdo vestigiais e por isso podem ser falsas se o cuidado
néo for o adequado. Os tubos usados devem ser descartaveis e devem evitar-se lavagens com
detergentes para excluir a possibilidade de contamina¢Bes. Para garantir que os tubos de
QUEChERS usados pela primeira vez ndo contribuem para a concentragcdo em musks
sintéticos € necessaria a realizacdo de brancos experimentais, assim, € necessario a

realizacéo de todo o procedimento com a auséncia de amostra

Nos brancos foram detectadas concentracdes de celestolide, galaxolide, tonalide e musk
ketone de 0,01; 0,11; 0,03 e 0,01 ug/L respectivamente. No tratamento de dados esse valor foi

tido em conta e subtraido de todas as amostras.

Em substituicdo do calculo para o limite de deteccéo, foi calculado o MDL (limite de deteccao

do método), que consiste na seguinte férmula:
MDL = s x t (n-1;1-0=0.99), em que:

n = nimero de réplicas de brancos (7 no minimo); s = desvio padréo dos resultados obtidos e t

= valor do t student com n-1 graus de liberdade e 99% de nivel de confianca.
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Em todas as amostras foi adicionado o padrao interno (Pl) numa concentracdo de 10ppb. O PI
€ um composto que se adiciona a amostra, antes de qualquer manipulagdo, neste caso antes
da extraccdo, para ndo interferir com a analise. O Pl tem a funcé@o de corrigir possiveis
imprecises durante a manipulagdo da amostra como na fase de extraccéo, injeccdo da
amostra, concentracéo do analito por evaporacéo do solvente ou variagdes no equipamento de
analise. O Pl também tem a funcdo de monitorizar possiveis erros do operador no
procedimento durante a andlise. A escolha do Pl deve ter em conta as seguintes
caracteristicas: ndo pode ser um composto presente na amostra, deve ter elevado grau de
pureza, deve originar picos com boa e facil identificacao e ter caracteristicas semelhantes aos

analitos a estudar.

O controlo externo passou pela realizacdo de uma calibracdo instrumental, uma calibracao

procedimental e uma calibracdo com adicéo padréo.

Para as diferentes calibracdes foram usadas solu¢des mix com os varios musk sintéticos nas

seguintes concentragdes: 5, 25, 50 e 100ppb.

2.2.7. Desenvolvimento do Método

Para chegar a validagdo do método, houve véarios parametros a estudar e testar. Esses
parametros foram: Em primeiro lugar o solvente de extrac¢do (se acetonitrilo ou Acetato de
etilo) e o racio entre a massa de amostra e o volume do solvente de extraccdo (se 0,5g de

amostra/3mL de solvente ou 0,2g de amostra/lml de solvente).

51



2.3. Resultados e Discussao

2.3.1 Validagdo do Método
2.3.1.1. Tipo de Solvente de Extracc¢éo

Para a fase de extrac¢éo foi implementada a metodologia QUEChERS para a determinacao de
musks em amostras biolGgicas, aplicacdo completamente pioneira. Foram testados dois
solventes de extracgdo, acetonitrilo (ACN) e Acetato de etilo (EtoAC). Apds se realizar o
procedimento experimentar e se analisar os resultados, a escolha do solvente incidiu na
comparacao das percentagens de recuperacgdo (% recuperagdo), das percentagens do desvio
relativo (%RSD) e na linearidade (r*) da curva de calibracdo. Para a linearidade da curva foram
tidas em conta as concentragfes: 5, 50 e 100 ng/g. Os resultados estdo apresentados nas
tabelas 2.7 e 2.8.

Tabela 2. 7: Teste do solvente de extrac¢ao — resultados da linearidade e RSD.

%RSD
Linearidade (r?) EtOAC ACN

Analito | ACN EtoAC | 5ppb 50ppb 100ppb | 5ppb 50 ppb 100 ppb
ADBI | 0,9998 0,9986 17 52 18 6 2 0
AHMI | 0,9998 0,9991 19 63 25 3 2 3

MA | 0,9967 0,9893 22 47 27 1 0,4 6

ATII | 0,9931 10,9993 25 51 23 6 11 2
HHCB | 0,9969 0,9832 - 54 14 18 18 4
AHTN | 0,9999 0,9890 - 5 29 7 0 3

MM | 0,9987 0,9999 22 53 27 9 2 4

MK 0,9899 0,9938 22 50 25 9 3 7

MX | 0,9981 0,9998 10 53 29 6 4 7
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Tabela 2. 8: Teste do solvente de extrac¢do — resultados da percentagem de recuperacao.

Percentagem de recuperacao

Analito

ADBI

AHMI

MA

ATII

HHCB

AHTN

MM

MK

MX

EtOAc ACN
5ppb 50ppb 100ppb | Sppb 50 ppb 100 ppb
29 148 173 89 98 101
15 166 169 89 102 100
- 176 172 63 108 98
9 161 170 193 114 97
- 126 176 85 99 102
- 155 165 147 101 100
10 158 170 107 104 99
-20 174 167 120 113 96
6 159 170 46 105 98

Perante os resultados obtidos, o solvente escolhido para ser adicionado na fase de extracgéo

dos analitos de interesse foi o acetonitrilo (ACN). Como se pode visualizar na figura 2.6, este

solvente apresenta melhores percentagens de recuperacéo e melhores percentagens de RSD

do que o outro solvente testado, o Acetato de etilo (EtoAC). A linearidade foi muito semelhante

nos dois solventes, mas para o ACN foi ligeiramente superior que para o EtoAC.

250

50 ppb

200

=
(%)
o

100 -

% Recovery

50 A

W EtoAC
W ACN

ADBI AHMI MA  ATII HHCB AHTN MM MK MX
Musks

Figura 2. 6: Valores da percentagem de RSD e de recuperacgédo entre os dois solventes

testados para a concentracdo de 50 ppb.
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2.3.1.2. R4cio Massa de Amostra/Volume de Solvente

A optimizacao deste racio é de grande importancia, uma vez que se a quantidade de amostra
for extremamente elevada para o volume de solvente adicionado, pode ocorrer a saturacéo do
solvente e, desta forma, muitos dos analitos podem nao ser retirados da amostra e perdem-se.
Por outro lado, a saturacdo do solvente dificulta também as etapas posteriores de recuperacéo
do sobrenadante e limpeza do conteido removido para o solvente. Pelo contrario, se o
conteddo da amostra for muito reduzido para a quantidade de solvente usada, pode nado ser
possivel encontrar o analito ap6s a analise devido as suas concentra¢des vestigiais nas

amostras em estudo.

Perante estes problemas que podem surgir foram testados dois racios diferentes para o
solvente ja escolhido por apresentar melhores resultados: 0,5g de amostra para 3mL de

acetonitrilo e 0,2g de amostra para 1mL de acetonitrilo.

Para a tomada de decisdo foram comparadas as percentagens de recuperagdo. A
percentagem de recuperacdo € um factor muito importante porque indica se a concentragao
inicial adicionada corresponde a concentracdo final analisada, isto é, quanto mais préximo o
valor for de 100%, maior a eficacia do solvente em remover a concentracdo que foi adicionada
na amostra para testar o racio massa de amostra para volume de solvente. Assim, um valor
préximo de 100% indica quer que o volume de solvente foi suficiente para remover a
concentracdo do analito adicionada na amostra e, consequentemente, remover os analitos

presentes naturalmente nas amostras a analisar.

Na tabela 2.9 apresentam-se as percentagens de recuperacao e as % RSD encontradas para

os dois racios testados.

Tabela 2. 9: Valores da percentagem de recuperacdo e de RSD dos dois racios em estudo.

% Recuperacao %RSD
Acetonitrilo (ACN)
0,5g/3mL 0,2g/1mL 0,5g/3mL 0,2g/1mL

Analito | 5 ppb 50 ppb 100 ppb |5 ppb 50 ppb 100 ppb |5 ppb 50 ppb 100 ppb |5 ppb 50 ppb 100 ppb
ADBI 64 54 57 89 98 101 12 20 25 9 4 10
AHMI | 52 56 51 89 102 100 15 28 17 21 6 16

ATII 209 160 150 63 108 98 18 18 51 15 2 11
HHCB | 171 67 108 85 99 102 18 60 9 16 22 17
AHTN | 127 92 102 147 101 100 19 21 22 10 4 16

MK 101 71 60 107 104 99 21 8 28 13 16 7

MX 107 77 69 120 113 96 22 27 34 4 4 1
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Perante os resultados obtidos, e como se pode rapidamente visualizar na figura 2.7, que

apresenta, como exemplo, os resultados para a concentracdo de 50 ppb, dos dois racios

testados o melhor é o de 0,2g de amostra para 1mL de acetonitrilo.

50 ppb
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ADBI  AHMI ATI HHCB

Musks

AHTN

MK X

m0,5g/3mL
mO0,2g/1mL

Figura 2. 7: Valores de percentagem de RSD e de recuperacao para os dois racios
estudados para a concentragao de 50 ppb.

2.3.1.3. Método de Limpeza

Nesta fase de validacdo do método, surgiu a possibilidade de testar se a fase de limpeza

(“clean-up”) da amostra funcionaria melhor com ou sem C18 (octadecilico). Os resultados

foram comparados igualmente através das percentagens de recuperacéo e de RSD, como esta

presente na tabela 2.10.

Tabela 2. 10: Valores da percentagem de recuperacgdo e de RSD dos dois métodos de limpeza testados

% Recuperacgéo

%RSD

Acetonitrilo (ACN)

0,2g/1lmL 0,2g/1mL sem C18 0,2g/1mL 0,29/1lmL sem C18
Analit 5 50 100 5 50 100 5 50 100 5 50 100
o ppb  ppb ppb ppb  ppb ppb ppb  ppb ppb ppb  ppb ppb
ADBI 89 98 101 78 115 98 9 4 10 12 10 16
AHMI | 89 102 100 - 167 75 21 6 16 24 35 13
ATII 63 108 98 237 27 122 15 2 11 24 22 33
HHCB | 85 99 102 28 73 103 16 22 17 19 8 1
AHTN | 147 101 100 108 111 97 10 4 16 4
MK 107 104 99 99 105 98 13 16 7 41 10 36
MX 120 113 96 73 90 99 4 4 21 15 1
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Os resultados mais satisfatérios foram obtidos com o C18, como se pode observar
graficamente na figura 2.8 para a concentracéo de 50 ppb. Este resultado esta de acordo com
0 esperado, uma vez que o C18 tem a funcdo de remover interferéncias da amostra, como, por
exemplo, os lipidos, e por isso conseguem-se obter picos melhores e resultados mais

satisfatorios.

50 ppb

250

200

150

100 | mo0,2g/1mL

% Recovery

m0,2g/1mLsem C18

ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX
Musks

Figura 2. 8: Valores de percentagem de RSD e de recuperacdo entre os dois
métodos estudados na fase de limpeza para a concentragéo de 50 ppb.

2.3.2. Quantificac&o dos Musks nas Varias Amostras Analisadas

A calibracdo instrumental usada, as curvas de calibragdo com adicdo de padrédo e os limites de

deteccdo do método (MDL) encontram-se no Anexo |.

2.3.2.1. Ostras e mexilhdes

ApOs todo o procedimento de preparacdo da amostra, os diversos musks em andlise foram
quantificados por LVI-PTV-GC/MS nas ostras e mexilhdes. Os resultados desta andlise

encontram-se na tabela 2.11.
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Tabela 2. 11: Resultados da quantificagdo dos musks, em ng/g, nas ostras e mexilhges.

Analito (ng/g + s.d)

Local de colheita ADBI AHMI  ATII HHCB AHTN MK MX
Ostranor — ostras cultivadas 0,0 0,0 0,0 1,6+0,2 0,5t0,0 0,0 0,0
Bassin Arcachon - ostras cultivadas 0,0 0,0 0,0 1,2#¢0,2 0,5£0,0 0,0 0,0
Bassin Arcachon - mexilhdes selvagens 0,0 0,0 0,2+0,0 1,1+0,0 0,2+0,0 0,0 0,0
Bassin Arcachon — ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 0,7¢0,12 0,3+0,0 0,0 0,0
La Rochelle — ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 1,4+0,0 0,300 0,0 0,0
La Rochelle — ostras cultivads 0,0 0,0 0,0 2,7+0,3 0,1+0,0 0,0 0,0
Urdabai — mexilhdes selvagens 0,0 0,0 0,0 1,4+0,1 0,5+0,0 0,0 0,0
Sado - ostras selvagens 0,0 0,0 0,0 2,0£0,3 1,4+0,0 0,0 0,0
Ria de Aveiro — ostras cultivadas 0,0 00 0440,0 13,4+0,3 2,1+0,1 0,0 0,0

Como se pode observar, os dois compostos maioritarios nestas amostras foram o galaxolide
(HHCB) e o tonalide (AHTN). Pelos resultados obtidos, pode constatar-se que as ostras
provenientes da ria de Aveiro sdo as que estdo mais contaminadas por musks sintéticos,
especialmente por galaxolide e tonalide, com uma concentracdo cerca de dez vezes superior a
das restantes amostras analisadas. Tendo em conta apenas 0s compostos maioritario, foi
tracado um gréafico em que se visualiza a diferenca no grau de contaminagdo entre as varias

amostras (figura 2.9).
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Figura 2. 9: Concentragéo de galaxolide e tonalide nas amostras de ostras e mexilhdes de diferentes

origens.

Aparentemente as ostras cultivadas tém concentragcbes superiores destes compostos
maioritarios que as ostras selvagens, com a excepg¢do das ostras selvagens colhidas no rio
Sado em Portugal, que tém uma concentra¢do superior comparando a algumas amostras de

ostras cultivadas, como é o caso das ostras apanhadas na regido de Ostranor e Bassin

Arcachon.
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2.3.2.2. Salméo

Numa tentativa de estudar a distribuicdo destes compostos no salmdo, de acordo com as
percentagens de gordura nas varias partes do corpo, sentiu-se a necessidade de repartir o
salmédo e proceder a uma analise individual dessas mesmas partes. Assim, no mesmo,
organismo analisou-se o musculo, gbnadas e figado de forma individual para cada animal. As
expectativas iniciais eram de que a concentracdo do composto seria mais elevada em zonas
com maior percentagem de gordura, uma vez que os musks sao bioacumulaveis e lipofilicos.
Desta forma, uma vez que o musculo tem uma caracteristica mais fibrosa que as outras partes
do salmdo analisadas, a perspectiva inicial seria a destes analitos se encontrarem em

guantidades mais reduzidas no musculo do que no figado e génadas.

2.3.2.2.1 Mlsculo de Salmao

As amostras foram analisadas, no mesmo dia da preparacéo, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS.
Para diferenciar as amostras adoptou-se a seguinte denominacao: Em primeiro lugar a data da
pesca do individuo (dia/més/ano), em seguida o seu comprimento e no fim a indicacdo do
género (f — feminino; m — masculino). Os resultados da andlise do musculo de salméo

encontram-se na tabela 2.12.
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Tabela 2. 12: Resultados da quantificacdo dos musks, nas amostras de muasculo de salméo.

Analito (ng/g + desvio padrao)

Data de Colheita -

Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX
Zona de Nivelle, Franga

27/12/1995-71,5cm-m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,7+0,1 3,3+0,5 0,0+0,0 0,0+0,0
29/10/1997 - 61,5¢cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 3,4#0,1 4,0+0,3 0,0+0,0 0,1+0,0
06/11/2002 — 66 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 2,4+0,1 4,4+0,0 0,3+0,0 1,3+0,5
04/04/2004 — 59 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 4,1+0,3 2,3x0,1 0,1+0,0 1,3+0,6
06/12/2006 — 74 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,2+0,0 1,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
07/12/2006 — 58 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,1+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,2+0,1
07/12/2006 — 60 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 1,840,1 1,7+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0
10/12/2006 — 63 cm —f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,7+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
13/12/2006 — 61 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,000 1,8+0,1 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
05/11/2007 — 62,5cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 4,7+0,1 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
13/12/2007 —73cm -m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,1+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,9+0,1
14/12/2007 — 69 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,5%0,3 0,4+0,1 0,0+0,0 0,5+0,2
17/12/2008 — 64 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
30/12/2009 - 60,5 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,6+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
01/02/2011 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,9+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
02/02/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
02/02/2011 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,0+0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
29/10/2011 - 67 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,6+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
08/12/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
29/10/2011-61,5cm -m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,240,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
31/10/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,8+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
05/12/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,6+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
06/12/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
06/12/2011 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
05/03/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Zona de Bidassoa, Franca

02/01/2005 — 68cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0
02/01/2005 — 63 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,0%#0,0 1,1+0,0 0,0+0,0 0,4+0,1
02/01/2005 — 59 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,1+0,0 0,3+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
24/12/2008 — 62 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,6+0,1 1,5+0,0 0,0+0,0 0,9+0,0

Tal como verificado com as ostras e mexilhdes, também no caso do muisculo de salmao os

compostos maioritarios foram o galaxolide e o tonalide. Com a excepgao das amostras com a
identificagdo 27/12/1995 — 71,5 cm — m, 29/10/1997 — 61,5 cm — f e 06/11/2002 — 66 cm — f, 0s

valores de galaxolide foram sempre superiores aos valores de tonalide.
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O musk ketone apenas aparece em duas amostras identificadas como 06/11/2002 — 66 cm — f
e 04/04/2004 — 59 cm — m, que apresentam igualmente a maior concentracdo para 0 musk
xylene (1,3 ng/g) comparando com a concentracdo maxima obtida pelas restantes amostras de

0,9 ng/g.

N&o foi notdria qualquer relacdo entre a concentracéo do analito e o sexo do salméo, mas pelo

contrario as concentracdes dos analitos tendem a diminuir com o avanco dos anos.

E de destacar o muasculo do salmdo com a identificagdo: 05/11/2007 — 62,5 cm — m que
apresenta um valor extremamente superior de galaxolide (4,7 ng/g) comparando com as

restantes amostras.

Os valores para as amostras de Bidassoa, variando de 0,5 a 2,6 ng/g, ndo sdo os esperados,
uma vez que, apesar de se tratar de uma zona considerada menos poluida, apresenta valores

superiores a maioria das restantes amostras.

2.3.2.2.2 G6énadas de Salmao

As amostras foram analisadas, no mesmo dia da preparacéo, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS.
A denominacgéo das amostras adoptada foi a mesma j& descrita para o caso do masculo com a
diferenca de quando necessério e devido & grande quantidade de gbnadas se acrescentou a

designacédo G1 e G2 antes da indicacao do género (f — feminino; m — masculino).

Os resultados da andlise das gonadas de salméo estéo apresentados na tabela 2.13.
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Tabela 2. 13: Resultados da quantificagdo dos musks, nas amostras de gonadas de salm&o.

Analito (ng/g + desvio padrao)

Data - Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX

Zona de Nivelle, Franca

29/10/1997-61,5cm-G1-f 0,1+0,0 0,3+0,0 1,0+0,0 10,0+0,3 9,7+0,3 0,0+0,0 0,9+0,1
29/10/1997 -61,5cm-G2-f 0,1+0,0 0,3+0,0 1,0+0,0 10,0+0,3 9,5¢0,1 0,4+0,1 1,2+0,4
06/11/2002 — 66 cm - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,8+0,0 10,5#0,2 3,4+0,0 0,2+0,0 1,8+0,4
04/04/2004 —59 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 3,0+0,4 1,1+0,0 0,0+0,0 0,6+0,2
06/12/2006 — 74 cm - G1 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 13,4+0,6 4,6+0,2 0,2+0,0 2,4+0,5
06/12/2006 — 74 cm - G2 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4+0,0 11,4+0,1 3,940,1 0,2+0,0 2,1+0,3
07/12/2006 — 58 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 4,7#0,2 1,0+0,1 0,0+0,0 0,4%0,1
07/12/2006 — 60 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 3,5+0,0 1,4+0,0 0,0+0,0 0,3+0,1
10/12/2006 — 63 cm —G1 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0 6,8+0,3 1,8+0,0 0,1+0,0 1,2+0,2
10/12/2006 — 63 cm — G2 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0 8,5+0,1 2,2#0,0 0,1+0,0 1,6+0,3

13/12/2006 — 61 cm -m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 2,1+0,1 0,6+0,0 0,0+0,0 0,3%0,1
05/11/2007 — 62,5 cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 5,7¢0,1 1,2+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0
23/11/2007 —55,5¢cm - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,0 9,8+0,1 2,7+0,0 0,0+0,0 1,4+0,2
13/12/2007 — 73 cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,8+0,0 0,0+0,0 0,6+0,1
14/12/2007 —69 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 2,5+0,0 0,8+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0

30/12/2009 - 60,5cm—-G1-f 0,0+0,0 0,0£0,0 0,4+0,0 22,3+0,0 2,9+0,0 0,0+0,0 0,7#0,1
30/12/2009 -60,5cm—-G2-f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0 25,8+0,8 3,5+0,0 0,1+0,0 0,7+0,1
01/02/2011 - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 2,8#0,1 1,4+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
02/02/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,6+0,0 0,9+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0
29/10/2011 - 67 cm - G1 - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 5,2#0,1 1,9+0,0 0,1+0,0 0,5#0,1
29/10/2011 -67cm - G2 - f 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 6,0+0,1 2,4+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0

29/10/2011 -61,5cm -m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,3+0,0 0,6+0,0 0,0£0,0 0,8+0,2
31/10/2011 - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,2¢0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
05/03/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,3+0,0 0,5#0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Zona de Bidassoa, Franca

02/01/2005 — 68cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,1+0,0 0,4+0,0 0,0£0,0 0,1+0,0
02/01/2005 — 63 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,6+0,0 1,0+0,0 0,0+0,0 0,410,1
02/01/2005 -59 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,5+0,0 0,4+0,0 0,0£0,0 0,2+0,0
24/12/2008 —62 cm - m 0,0+¢0,0 0,0#¢0,0 0,1#0,0 1,3+0,0 0,7+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0

Tal como verificado com as ostras e mexilhdes e musculo de salméo, também no caso das
gonadas de salmdo os compostos maioritarios foram o galaxolide e o tonalide. Nestas
amostras, o galaxolide apresentou sempre valores superiores ao tonalide. E relevante dar
destaque as génadas do peixe pescado a 30/12/2009 — 60,5 cm-f, uma vez que apresentam
uma concentracdo de galaxolide muito superior (22,3 e 25,8 ng/g) a das restantes amostras
analisadas. Esta diferenca ndo se manteve nos restantes musks sintéticos que apresentaram

valores semelhantes aos verificados nos outros peixes.

No ano de 1997 ha uma proximidade maior entre a concentracdo de galaxolide e de tonalide e

essas sao relativamente altas.
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Foi apenas neste ano que foram detectadas concentracdes de celestolide e phantolide.

Em 14 anos, houve uma variacdo na concentracdo de galaxolide de 2,2 a 25,8 ng/g, na
concentracao de tonalide de 0,4 a 9,7 ng/g, na concentracdo de musk ketone de 0,0 a 0,4 ng/g
e na concentracdo de musk xylene de 0,0 a 2,4 ng/g. Desta forma pode concluir-se que ao
longo dos anos em analise (1997 a 2011), o composto com maiores variacdes foi o galaxolide,
seguindo-se o tonalide. Esta tendéncia mantém-se, embora de modo menos acentuado, se se
excluir o peixe pescado a 30/12/2009 — 60,5 cm, que conforme anteriormente referido, se
destaca por apresentar uma concentracdo de galaxolide muito superior a dos restantes peixes

analisados.

Apesar da informacdo do comprimento do peixe, ndo foi possivel estabelecer uma relagédo
entre o comprimento e a concentragdo de musks sintéticos nas génadas. Pelo contrario, e sem
nenhum suporte de artigos cientificos, foi notério que os peixes do sexo feminino apresentaram
uma maior concentracdo de galaxolide e de tonalide que os do sexo masculino. Assim, a
concentracdo de galaxolide, tendo em conta s6 as fémeas, variou de 2,8 a 25,8ng/g e a
concentracdo de tonalide de 1,4 a 9,7 ng/g. Ja& considerando apenas os machos, a
concentracdo de galaxolide variou de 2,1 a 5,7 ng/g e a de tonalide de 0,4 a 1,4 ng/g. Tendo
em conta apenas o valor minimo e maximo do galaxolide e tonalide nas fémeas e nos machos
€ extremamente notoria a diferenca na acumulacdo dos compostos dependendo do género do

peixe.

Comparando os resultados entre as duas zonas de pesca, Nivelle e Bidassoa, € possivel
concluir que a zona menos poluida por musks sintéticos é a Bidassoa, uma vez que as
concentracdes dos analitos, em especial o galaxolide sdo menores. Uma vez que 0s peixes
pescados em Bidassoa eram todos machos, e como se verificou uma diferenca entre géneros,

as fémeas pescadas em Nivelle foram excluidas desta comparacéo.

2.3.2.2.3. Figado de Salmé&o

O figado apresenta variadas fun¢des importante no organismo, desempenhando uma fungéo
preponderante na purificacdo e destoxificagdo de compostos estranhos ao organismo. Desta
forma, a analise do figado reveste-se da maior importancia, As amostras foram analisadas, no
mesmo dia da preparacéo, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS, apresentando-se os resultados na
tabela 2.14.
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Tabela 2. 14: Resultados da quantificagdo dos musks, nas amostras de figado de salméo.

Analito (ng/g + desvio padrao)

Data - Comprimento ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX
Zona de Nivelle, Franca

29/10/1997 - 61,5¢cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,5#0,0 2,4+0,0 3,8+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
06/11/2002 — 66 cm - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,8+0,0 4,9+0,2 3,4+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
04/04/2004 — 59 cm - m 0,1+0,0 0,0+0,0 1,3+0,1 41,2+1,8 8,5+0,3 0,0+0,0 1,3%0,2
06/12/2006 — 74 cm - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 0,4t0,1 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
16/12/2006 — 58 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,3x0,0 0,8+0,0 0,8+0,0 0,0£0,0 0,1+0,0
07/12/2006 — 60 cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 0,4t0,1 0,6%0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
10/12/2006 — 63 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,3x0,0 0,6x0,2 0,4+0,0 0,0£0,0 0,1+0,0
13/12/2006 — 61 cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,2+0,0 12,6+3,2 2,1+0,0 0,0+0,0 0,5+0,0
05/11/2007 — 62,5cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,3+0,0 0,7+0,5 0,940,0 0,0+0,0 0,0+0,0
23/11/2007 —55,5¢cm - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,1 0,5t0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
13/12/2007 —73cm -m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,2+0,1 0,5+0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
14/12/2007 — 69 cm - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,2+0,1 0,8t0,1 0,9+0,0 0,0+0,0 0,1+0,1
17/12/2008 — 64 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
30/12/2009 - 60,5 cm - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 0,3t0,1 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
01/02/2011 -f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,2+#0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
02/02/2011 — 49014 - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,3+0,0 2,4+1,0 0,3%0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
02/02/2011 — 49631 - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,3+0,1 0,8t0,1 0,6+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0
29/10/2011 - 67 cm - f 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1+0,0 0,3t0,1 0,3%0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
29/10/2011-61,5cm-m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,3+0,1 0,3+0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
31/10/2011 - m 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 5,6+2,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
05/12/2011 - f 0,0£0,0 0,0+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
06/12/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3x0,0 0,0+x0,0 0,1+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
07/12/2011 - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,3+0,1 0,3+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
05/03/2011 - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Zona de Bidassoa, Franca

02/01/2005 — 68cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3x0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
02/01/2005 — 63 cm - m 0,0£0,0 0,0+0,0 0,1+0,0 0,0+0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,1+0,0
02/01/2005 - 59 cm - m 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
24/12/2008 — 62 cm - m 0,0+0,0 0,0+¢0,0 0,4+0,2 3,4+#1,8 0,940,0 0,0+0,0 0,1+0,0

Os resultados demonstram uma auséncia de celestolide, phantolide e musk ketone nos figados
dos peixes analisados. Para o traseolide e para o musk xylene as concentragdes foram mais
elevadas entre 1997 e 2004, variando de 0,5 a 1,3ng/g e de 0,1 a 1,3ng/g, respectivamente. O
galaxolide e o tonalide nestas amostras também foram os compostos maioritarios, variando as
suas concentragfes de 0,0 a 41,2 ng/g e 0,1 a 8,5 ng/g, respectivamente. Também para estes

dois compostos se verifica uma tendéncia para a diminuicdo da concentracao a partir de 2004.

Os peixes com a identificacdo: 13/12/2006 — 61 cm —m e 31/10/2011 — m, sdo excepcdo a esta
tendéncia apresentando concentracfes em galaxolide bastante superiores (de 12,6 e 5,6 ng/g,

respectivamente) as encontradas nos restante peixes pescados a partir de 2004.
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E de salientar nos resultados anteriormente apresentados para as ostras e mexilhdes e para as
gbnadas de salmdo a concentracao de galaxolide foi sempre superior a concentracao de
tonalide, contudo, no caso das amostras de musculo e figado de salm&o, nem sempre isso se
verificou, como exemplo: No musculo de salméo, o peixe com a designagdo 06/11/2002 — 66 cm
— f, apresenta uma concentracéo de 2,4 ng/g de galaxolide e de 4,4 ng/g de tonalide; No figado de
salmao, o peixe com a designacdo 29/10/1997 — 61,5 cm — f, apresenta uma concentracao de 2,4

ng/g de galaxolide e de 3,8 ng/g.de tonalide.

Os resultados mostram ainda uma auséncia de relagdo ente o grau de contaminagdo no
musculo, figado e nas gonadas dos varios peixes. Por exemplo, o peixe pescado a 30/12/2009
— 60,5 cm - f, apresenta nas génadas uma concentracdo de galaxolide muito superior a dos
restantes peixes analisados e apresenta no musculo e no figado uma das mais baixas

concentracdes encontradas.

Pelo contrario, o peixe com a codificacdo 04/04/2004 — 59 cm - m, apresentou uma das
concentracdo mais elevada de galaxolide detectada nas amostras de figado (41,2 ng/g) e
também uma das concentracdes mais elevadas no musculo (4,1 ng/g), apresentando nas

gonadas uma das concentragdes mais baixas deste composto.

Em relacéo ao comprimento e ao género dos peixes, 0s resultados mostraram a auséncia de
relagdo entre estes factores e a concentracdo em musks sintéticos no figado. Quanto as zonas
de pesca, a semelhanca do que se verificou com as analises as gonadas, a zona de Nivelle
voltou a indicar uma contaminacdo com galaxolide maior do que a zona de Bidassoa, com a
excepcao do peixe com a identificagcao: 24/12/2008 — 62 cm — m, que foi 0 Unico dos peixes
pescados nesta zona, que apresentou contaminagdo com este composto, com uma

concentracao relativamente elevada (3,4 ng/g).

Comparando as concentragbes encontradas para 0S compostos maioritdrios nas varias
amostras de salméo (musculo, figado e génadas), de uma forma geral o muasculo foi o que
apresentou menor contaminac¢do com um intervalo de galaxolide de 0,2 a 4,7 ng/g e de tonalide
0,0 a 4,4 ng/g , seguindo-se as amostras das génadas de salméo, variando a concentracédo de
galaxolide 0,0 a 25,8 ng/g e de tonalide 0,4 a 9,7 ng/g. As amostras de figado de salméo foram
as que apresentaram maior contaminacdo como era o esperado, devido a sua funcdo de
desintoxicar o organismo e também devido a presenca de elevadas percentagens de gordura
que facilita a acumulacéo destes composto, com uma variacdo de galaxolide de 0,0 a 41,2 ng/g

e de tonalide 0,0 a 8,5 ng/g.
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2.3.2.3 Ensaio com as Enguia de vidro

2.3.2.3.1 Enguias de Vidro

A importancia do estudo da enguia de vidro advém dos seus habitos alimentares e da mudanca
de habitats que realiza durante a sua vida. Assim, a etapa de desova é feita no oceano
Atlantico deslocando-se posteriormente 0s organismos para os rios. Durante esse periodo, a

alimentacéo é feita pelas reservas que foram acumulando.

Neste trabalho as enguias de vidro foram utilizadas num ensaio de dopagem que permitiu, por
um lado, tracar a cinética de acumulacao de galaxolide e tonalide por parte do organismo e, por
outro lado, identificar o metabolito resultante do galaxolide (HHCB) o galaxolidone (HHCB-

lactona).

No ensaio de dopagem a &gua dos aquarios foi contaminada com 1000ng de galaxolide e
100ng de tonalide por litro de agua e as enguias foram retiradas em diferentes periodos de
tempo: TO (retiradas apds a contaminacéo), T1 (retiradas 1 dia depois da contaminagéo), T7
(retiradas 7 dias depois da contaminacéo) e T14 (retiradas apés 14 dias de contaminacgdo). A
andlise foi realizada no mesmo dia da preparacdo, recorrendo ao LVI-PTV-GC/MS,
apresentando-se o0s resultados, na tabela 2.15. Para cada tempo retiraram-se varios

organismos que foram analisados em dois grupos (amostras 1 e 2 para cada um dos tempos).

Tabela 2. 15: Resultados da quantificacdo dos musks, nas amostras de enguia de vidro

Analito (ng/g + desvio padréo)

Amostras ADBI AHMI ATII HHCB AHTN MK MX IZCHt(;Ea
TO-1 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,6%0,0 0,4+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,6+0,5
TO-2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 2,4%0,1 0,5+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 1,4+0,3
T1-1 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 88,9+0,2 11,7+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 2,2+0,3
T1-2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 97,5+16 10,4+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0 1,6%0,1
T7-1 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 15,6+0,4 7,2+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 3,9+0,1
T7-2 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 9,8%0,2 4,6+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 3,2+0,1
T14-1 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 3,8+0,0 1,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 4,1+0,2
T14-2 0,0+00 0,0+0,0 0,0+0,0 4,6+0,0 1,1+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,7+0,0

Para estes organismos apenas foram detectadas concentracbes de galaxolide, tonalide e

galaxolidone.

No tempo zero (TO), momento em que se retiram as enguias imediatamente apds a

contaminacgdo dos aquarios, as concentracfes de galaxolide, variaram de 1,6 a 2,4 ng/g.

65



No tempo um (T1), um dia apds a contaminac¢do, essa concentracdo ja variou de 88,9 a 97,5
ng/g, valores muito superiores ao TO. Passados 7 dias (T7) foram retiradas mais enguias e a
analise mostrou uma diminuicdo da concentracdo de galaxolide, com os valores a variar de 9,8
a 15,6 ng/g. No final do ensaio, passados 14 dias (T14), os valores variaram de 3,8 a 4,6, o que
indica uma continuacédo da reducdo da concentracdo de galaxolide nos organismos. A figura

2.10 mostra a cinética para o galaxolide, construida com os dados obtidos.
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Figura 2. 10: Cinética de acumulac@o/remocao do galaxolide nas enguias de vidro. HHCB1 e HHCB2
representam os dois conjuntos em que se dividiram os organismos analisados.

A andlise da concentragdo de galaxolidone revela um perfil diferente. Assim, a concentragéo
deste composto tem um aumento muito acentuado entre os tempos T1l e T7, ou seja ho
intervalo de tempo em que o galaxolide apresenta um decréscimo acentuado, a concentragao
do seu metabolito aumenta (figura 2.11). Contudo, a concentracdo do metabolito nunca atinge
niveis que se aproximem dos atingidos pelo composto original. Esta diferen¢a pode indicar uma
maior velocidade de excrecéo do metabolito, uma pequena taxa de biotransformag&o ou que o

galaxolidone possa ainda sofrer metabolizacdo adicional.
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Figura 2. 11: Cinética de acumulacdo/remocao do galaxolidone nas enguias de vidro.
HHCB-lactonal e HHCB-lactona 2 representam os dois conjuntos em que se
dividiram os organismos analisados.
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Para o tonalide, verificou-se que no tempo zero (T0) a concentracéo variou de 0,4 a 0,5 ng/g.
No tempo um (T1), a concentracdo deste composto variou de 10,4 a 11,7 ng/g, valores muito
superiores ao T0O. Passados 7 dias (T7) a analise mostrou uma variagdo de 4,6 a 7,2 ng/g. No
final do ensaio (T14), os valores de concentracdo de tonalide variaram de 1,0 a 1,1. Deste
modo, tal como verificado para o galaxolide, também com o tonalide se verificou um aumento

inicial da concentracdo seguido de uma fase de reducéo (figura 2.12).
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Figura 2. 12: Cinética de acumulagdo/remocao do tonalide nas enguias de vidro. AHTN1 e AHTN2
representam os dois conjuntos em que se dividiram os organismos analisados.

2.3.2.3.2. Agua do Aquario

Para analisar a distribuicdo dos compostos em estudo entre a agua e a enguia de vidro, os
compostos galaxolide e tonalide foram doseados na agua do aqudario nos mesmos tempos em
que se efectuou a andlise das enguias, ou seja nos tempos 0, 1, 7 e 14. Os resultados das

analises a agua do aquario encontram-se na tabela 2.16. Estes dados foram gentiimente

cedidos pela Doutora Joana Cavalheiro (Cavalheiro, J., 2014).

Tabela 2. 16: Resultados das andlises a agua do aquario (ppb) para os tempos 0, 1, 7 e 14.

Analito TO T1 T7 T14
HHCB 1,078 0,754 0,062 0,019
AHTN 0,100 0,056 0,008 0,003

Os resultados mostram que a concentragdo de ambos os compostos foi diminuindo ao longo do
tempo. Esta observagdo pode resultar ndo s6 da absorcdo destes compostos por parte das

enguias de vidro, que ficou demonstrada no ponto anterior, mas também destes dois
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compostos se poderem ir degradando na agua originando diferentes metabolitos.

A comparacao das concentragbes de ambos 0s compostos na agua e nos organismos mostra
uma grande diferenca de valores. Assim, as concentracdes de HHCB e de AHTN na agua
foram sempre bastante inferiores as suas concentracfes nas enguias de vidro (figura 2.13).

N&o é claro que a concentracdo na agua diminua com o aumento da concentracdo na enguia
de vidro.

A concentragdo de ambos os compostos na agua sofreu um decréscimo acentuado entre os
tempos TO e T7, periodo em que nas enguias se verificou um aumento muito grande da
concentracdo de ambos os compostos (entre TO e T1) e o inicio da sua diminuicdo (de T1 a
T7). A partir do tempo T7 a concentracdo de ambos 0os compostos, tanto nas enguias como na
agua foi diminuindo até ao décimo quarto dia (final do ensaio).
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Figura 2. 13: Concentragéo de (A) galaxolide e (B) tonalide nas enguias de vidro e agua do aquario ao longo

do tempo de ensaio e um zoom das mesmas concentragdes na agua do aquario.
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2.3.2.3.3. Factor de Bioconcentracéo (FBC)

O factor de bioconcentracdo caracteriza-se pela relacdo entre a concentracdo de uma dada
substancia nos tecidos dos organismos e a concentracdo dessa mesma substancia no meio em

que estao inseridos.

Foi calculado o factor de bioconcentracdo, com a concentracdo do analito encontrado na
enguia de vidro e a mesma concentragdo encontrada na agua do aquario, os resultados

encontram-se na tabela 2.17.

Tabela 2. 17: Factor de bioconcentracdo do galaxolide e tonalide nas enguias de vidro.

Analito TO T1 T7 T14
HHCB 2 124 205 220
AHTN 4 197 737 351

Um composto é considerado potencialmente bioacumulavel se o respectivo factor de
bioconcentracdo (FBC) for superior a 100 (Lextec, 2014). Os resultados vém comprovar que 0s
compostos analisados sao bioacumulaveis, uma vez que se obtiveram valores entre 124 e 737,
com a excepgdo do TO, periodo em que se adicionou a concentragdo conhecida, este valor
pode justificar-se pela falta de tempo que o composto teve em passar da agua para o

organismo.

2.3.2.4. Efeito de Matriz

O efeito de matriz (ME%) é um paradmetro que permite o estudo de selectividade que objectiva
avaliar possiveis interferéncias causadas pela matriz, que podem levar a fenémenos de

diminuicdo ou aumento do sinal (Kwon et al., 2012).

A férmula usada para o célculo do efeito de matriz é a seguinte:

S
ME(%) = 100 X (1 - —m)
SMQ

Sendo que:
Sm — representa o declive da recta de calibracdo com a adi¢c&o do padréo

SMQ - representa o declive da recta de calibragéo procedural.
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Nao se observa efeito de matriz quando Sm e SMQ sdo semelhantes e por isso o ME (%) é

proximo de zero. Se se verificar uma supresséo de sinais intensa, devido a presenca da matriz,

o valor de Sm é baixo e 0 ME (%) é proximo de 100%. No caso do aumento do sinal, Sm é

elevado comparando com o SMQ e portanto o ME (%) é negativo (Cavalheiro, 2014)

Na tabela 2.18 encontram-se os resultados do célculo do efeito de matriz em percentagem para

as varias amostras analisadas.

Tabela 2. 18: Calculo do efeito de matriz (%) para as diferentes amostras analisadas.

Efeito matriz (%)

Analito Ostra e Salméao Salméo Salméao Enguia de Vidro
Mexilhdo  Mdsculo Figado Gonadas
ADBI 53 64 74 57 97
AHMI 38 2 47 52 56
ATII 15 7 44 19 73
HHCB 31 34 63 46 37
AHTN 33 24 58 40 28
MK -34 -43 13 -17 -19
MX 10 -2 33 18 11

Os valores calculados para o ADBI sdo semelhantes para todas as matrizes, excepto para as

enguias de vidro, com uma percentagem préxima de 100. O mesmo € visto para 0 composto

ATIl. O AHMI exibiu um efeito de matriz menor para o salmao musculo. O HHCB e AHTN

parecem ter comportamento lipofilico semelhante, uma vez que apresentam maior efeito da

matriz no salméo figado, salméo génadas e enguia de vidro. MK e MX mostram que o efeito de

matriz € mais elevado nas amostras de salméo figado, comprovando mais uma vez o caracter

lipofilico dos musks, uma vez que entre as varias amostras, o figado € a amostra com maior

quantidade de gordura.

70



Conclusao e Perspectivas Futuras

Com a realizacao deste trabalho foi possivel avaliar o grau de contaminacdo de diversos
produtos alimentares com contaminantes inorganicos (capitulo 1) e organicos (capitulo 2).

No primeiro capitulo foi possivel concluir que o teor em metais pesado dos produtos horticolas
nas duas populacbes em estudo foi de um modo geral baixo para colocar em risco a
populacdo. Contudo, os resultados da analise de risco efectuada tém de ser interpretados com
prudéncia uma vez que os produtos horticolas ndo sdo a Unica fonte de exposicdo aos metais
pesados. Com efeito, alimentos como a carne, 0 peixe ou 0s cereais, assim como a agua
podem, igualmente, constituir importantes fontes de exposicdo alimentar a estes
contaminantes. O estudo da contaminacdo de uma gama mais alargada de produtos

alimentares seria entdo importante para se poder efectuar uma analise de risco mais robusta.

De todos os metais estudados o Unico que apresentou situagdes de risco, apenas no pior dos
cenarios, foi 0 arsénio, sendo identificado o grupo das criangas como o principal grupo de risco.
Também aqui os resultados podem ainda ser superiores se se considerarem todas as outras
possiveis fontes alimentares de arsénio. Neste contexto, seria também muito relevante efectuar
a especiacdo do arsénio encontrado nos varios alimentos, uma vez que isso ndo foi feito, e é
importante porque este elemento pode encontrar-se em diferentes formas, que possuem graus

de toxicidade muito distintos.

Igualmente seria muito vantajoso alargar esta anélise a outras zonas, quer urbanas quer rurais,
em que muitas vezes 0 uso de pesticidas e de adubos pode ser efectuado de forma menos
criteriosa podendo, assim, contribuir para 0 aumento da concentragdes de metais pesados nos

solos e nos produtos alimentares.

No capitulo 2 foi possivel verificar a existéncia de contamina¢gdo com musks sintéticos,
especialmente com galaxolide e tonalide nas amostras alimentares analisadas. Contudo, a
andlise ao longo do tempo indicou uma tendéncia de melhoria desta situagdo. Dado o potencial
de bioacumulacdo destes compostos e a sua toxicidade associada, especialmente os seus
efeitos de desregulag&o enddcrina, a sua monitorizagdo em matrizes alimentares reveste-se da
maior importancia. Em trabalhos futuros seria importante alargar a amostragem a outras
matrizes e a outros locais de forma a ter uma melhor perspectiva da situacdo presente. Seria,
igualmente, importante continuar a investigar mais sobre os metabolitos que resultam destes
compostos e 0 seu grau de toxicidade e ecotoxicidade. Isto porque da metabolizacdo dos
musks sintéticos podem resultar metabolitos mais tdxicos que 0os compostos originais. Seria
também relevante, e uma vez que diariamente estamos sujeitos a estes compostos, realizar-se

uma avaliacé@o de risco da exposi¢do a musks sintéticos no organismo humano.
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Anexo |



Para se garantir uma qualidade das analises foi necesséario a construcdo de uma calibracéo

instrumental, com um R? proximo de 1. A calibracé@o instrumental usada esta representada a

seguir para os varios elementos analisados:
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Para o calculo da concentracao real do composto nas amostras foi necessario usar o declive

da calibracdo com adicdo de padrdo. Os R® estdo presentes nos graficos abaixo para as

diferentes amostras.
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Os limites de detec¢do do método (MDL) foram calculados recorrendo a réplicas de brancos

procedimentais. Os resultados obtidos encontram-se na tabela abaixo:

Analito Declive MDL (ng/q)
ADBI 2,71 1,5
AHMI 3,59 24
ATII 1,65 2,3
HHCB 4,52 3,9
AHTN 4,16 4,1
MM 3,28 1,3
MK 3,60 1,8
MX 1,43 2,6
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