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Na apicultura, a utilizagdo de antibidticos
com o objetivo de prevenir ou tratar

as infecdes bacterianas pode resultar

na contaminagdo do mel com estes
compostos. Apesar de a regulamentagdo
ndo estabelecer limites mdximos para
estes residuos nos produtos apicolas, a sua
detecdo e quantificagdo no mel é essencial
para garantir o consumo seguro deste
alimento.
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Introducado

O mel é um dos mais antigos alimentos consumidos
e foi utilizado como adogante em todo o mundo du-
rante muitos anos, até a introdugao da cana-de-agu-
car. Pode ser definido como “substancia doce natu-
ral produzida pelas abelhas Apis mellifera a partir do
néctar das plantas ou das secrecoes das partes vivas
das plantas ou das excrecoes dos insetos sugadores
de plantas sobre as partes vivas das plantas, que as
abelhas recolhem, transformam por combinacgao
com substancias especificas proprias, depositam,
desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos
favos de mel” (European Commission, 2014).

O mel é um alimento complexo composto essencial-
mente por agua e hidratos de carbono. Na sua compo-
sicao podem ainda estar incluidos outros componen-
tes como, por exemplo, aminoacidos, minerais, enzi-
mas, compostos fenolicos e flavonoides. A quantidade
de cada nutriente pode variar de acordo com alguns
fatores, incluindo as condi¢des geograficas e ambien-
tais, a fonte floral, o método de extragao, entre outros.
Para além da sua composi¢ao nutricional, outro aspe-
to de agrado do consumidor esta relacionado com os
efeitos benéficos associados ao mel que se relacionam
com a sua capacidade antioxidante e antimicrobiana.
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(édgua, hidratos de carbono,

aminodacidos, minerais, enzimas,
compostos fendlicos e
flavonoides, ...)

Propriedades funcionais
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antimicrobiana, ...)
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pesados, antibidticos,
bactérias, ...)
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Figura 1 - Esquema representativo dos principais
aspetos positivos e negativos associados ao mel.

Consumo e producdao em Portugal

Para 2022, os dados estatisticos do Instituto Nacio-
nal de Estatistica apontam que Portugal produziu
cerca de 11,465 toneladas de mel e que, em média,
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cada portugués consumiu 1,3 kg de um total das
14 mil toneladas consumidas entre 2022 e 2023.

Doencas bacterianas das abelhas

O declinio no ntmero de polinizadores, incluindo
as abelhas, esta relacionado com varios fatores que
incluem a poluigao ambiental, alteragoes climaticas,
mudancas na utilizacao de solos e perdas de habi-
tats, exploracao agricola intensiva e utilizagao de
pesticidas e, ainda, espécies invasoras e doencas
infeciosas causadas por bactérias, virus, fungos e,
parasitas. No contexto deste artigo, as doencas bac-
terianas geralmente mencionadas sao a Loque Ame-
ricana e Europeia e a Nosemose.

Mel e farmacos veterindrios

Nas praticas apicolas, ¢ comum a aplicacao de anti-
bidticos por spray ou por alimentagao com o propo-
sito de controlar ou tratar as doencas bacterianas
ja mencionadas. De entre os varios antibidticos das
diferentes classes destacam-se os aminoglicosideos,
cloranfenicol, fumagilina, lincosamidas, macrolidos,
nitrofuranos, nitroimidazois, fluoroquinolonas e
quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas.

Figura 2 - Aspeto de coldnias infetadas com a Loque
Americana (0 esquerda) e Loque Europeia (a direita).

A utilizagao de antibioticos na apicultura pode re-
sultar na acumulacgao de residuos de antibioticos no
mel. Numa perspetiva do produto, observa-se uma
diminuicao da qualidade deste alimento, o que pode
resultar em risco para a sua comercializacao e, do
ponto de vista dos consumidores, a capacidade des-
tas substancias em persistirem no alimento durante
certos periodos, podendo ainda resultar em efeitos
toxicos diretos no consumidor.

Rapid Alert System for Food and Feed (RASFF)
Entre 2002 e 2022, das notificacdes RASFF recebidas
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em mel (Figura 3), um total de 79,6% eram relativas
a residuos de farmacos veterinarios, mais concre-
tamente sulfonamidas, nitrofuranos, aminoglico-
sideos, macrolidos, lincosamidas, nitroimidazois,
quinolonas, tetraciclinas e residuos de cloranfeni-
col. Estes residuos foram detetados em amostras
de mel que tinham as mais variadas origens, entre
elas, Argentina, Australia, Chile, China, Eslovaquia,
Espanha, Hungria, India, Israel, Italia, Litudnia, Po-
l6nia, Portugal, Reptiblica Checa, Romeénia, Turquia
e Ucrania (Eissa & Taha, 2023).

M Residuos de farmacos veterinarios M Adulteracédo / Fraude
M Corpos estranhos M Residuos de pesticidas

m Controlo insuficiente

Figura 3 - Representagdo grdfica do ndmero e tipo de
notificacdes RASFF para o mel (2002-2022).

Enquadramento regulamentar

Alegislacao a aplicar deve ser capaz de impedir que
os residuos de medicamentos veterinarios (ou resi-
duos de antibioticos) entrem na cadeia alimentar e
de controlar os seus niveis para evitar efeitos nega-
tivos na satde dos consumidores. A aplicacao da le-
gislacao deve ter em conta os produtos autorizados,
os limites maximos de residuos (LMR) e as diretrizes
para métodos de analise ja existentes.

No ambito da utilizacao de farmacos veterinarios em
animais produtores de alimentos, a regulamentagao
divide as substdncias em dois grupos: Grupo A -
Substancias proibidas/banidas (cloranfenicol, nitro-
furanos e nitroimidazois) e Grupo B - Substancias
autorizadas (aminoglicosideos, lincomicina, macro6-
lidos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas).

O Regulamento (UE) n.° 37/2010 da Comissao esta-
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belece os Limites Maximos de Residuos (LMR) para
os antibioticos em alimentos de origem animal antes
que estes farmacos possam ser utilizados em ani-
mais produtores de alimentos. O facto de nao exis-
tirem LMR definidos para estas substancias no mel
ou em outros produtos apicolas significa que a sua
utilizacdo na apicultura nao esta regulamentada
(European Commission, 2010).

Em relacao as técnicas analiticas e aos limites defi-
nidos, uma vez que nao ha uma harmonizagao regu-
lamentar, alguns paises definiram niveis aceitaveis
ou recomendados para os residuos destes farmacos
no mel, que incluiram Limites Maximos de Residuos
(LMR), Limite de Agao e Limites de Nao conformidade.

Presenca de antibidticos em amostras reais
A presencga destas substancias foi demonstrada em
varios estudos utilizando técnicas de extracao e de

detecao semelhantes as mencionadas nas secgoes
seguintes. Os méis analisados tinham origem em di-
ferentes paises e foram adquiridos em lojas de con-
veniéncia/online, supermercados, mercados locais/
/agricolas ou diretamente de produtores/cooperati-
vas produtoras. Os residuos de farmacos veterinarios
detetados pertenciam a classe das tetraciclinas, sul-
fonamidas, macrolidos, lincosamidas, fluoroquino-
lonas, nitroimidazois e metabolitos de nitrofuranos.
Em termos das concentracdes obtidas, estas eram
variadas, sendo de notar que alguns residuos se en-
contravam a concentracoes inferiores ao Limite de
Quantificagao (LDQ) do método aplicado (Tabela 1).

Métodos para extracdo e detecdo

de antibidticos

O desenvolvimento de métodos de extracao e dete-
¢ao para residuos de antibidticos em matrizes ali-

Tabela 1 — Estudos de ocorréncia de residuos de antibioticos em amostras reais de mel

Origem do Mel Residuo de Antibiético Concentracéo (pg/kg)
Metronidazol 5,87 - 66,95
China B T
Ciprofloxacina 52,91 - 89,43
Estreptomicina 35,0 - 117,0
Georgia e
Gentamicina C1 32,0
Tilosina A <LDQ - 0,0176
Tilosina B 0,0021 - 0,0703
Canada e E—
Sulfametazina <LDQ
Sulfadimetoxina <LDQ - 0,0074
Turquia Quinolonas 14 - 41,3
China Lincomicina 525
China Nitrofuranos (metabolitos) 1,20 - 3,36
Italia, Sulfatiazol 0,5
Hungria, ey
Reméiia Sulfametazina 1,3
Espanha, Tetraciclina 0,5
Sérvia oo
e outros paises Oxitetraciclina 1,1
Metaciclina 159,9
Oxitetraciclina 4.0
China (Sudeste) e
Tetraciclina 2,6 - 215,3
4-Tetraciclina 46 - 2327
Brasil Enrofloxacina <LQ
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mentares complexas, como € o caso do mel, torna-se
cada vez mais importante, especialmente quando o
método permite quantificar residuos pertencentes a
mais do que uma familia de antibioticos. A dificulda-
de em desenvolver este tipo de métodos relaciona-se
com o facto de os antibidticos em analise apresenta-
rem diferentes caracteristicas, por exemplo, no que
diz respeito a sua estrutura quimica, polaridade, so-
lubilidade e condicoes de estabilidade.

A escolha do método de extracao mais adequado
devera ter em conta as caracteristicas da matriz ali-
mentar (mel), as propriedades fisico-quimicas dos
analitos (residuos de antibioticos) e os protocolos que
possam ja estar descritos na literatura. Estes méto-
dos permitem que haja concentragao e separagao
dos antibidticos, simplificando a sua futura detegao.
No caso do mel, os métodos mais utilizados para
extracao de antibioticos incluem a extragao sélido-
-liquido, extracao em fase solida, extracao em fase
solida dispersa, extragao liquido-liquido e método
QuEChERS (Simone et al., 2017).

Métodos de extracdao

Extracdo Sdélido-Liquido

Alguns autores mencionam a aplica¢ao de uma téc-
nica que envolve apenas a diluicao do mel recorren-
do a solugdes acidas ou solugdes tampao, seguida
da injecao deste extrato obtido no sistema croma-
tografico sem aplicacao de um passo de limpeza ou
purificacao do extrato.

Extracgdo Liquido-Liquido

Esta técnica é muitas vezes utilizada como passo
inicial de preparagao da amostra em varios proto-
colos e tem por base a transferéncia dos analitos da
matriz aquosa (mel) para um solvente imiscivel em
agua, como o acetato de etilo, diclorometano e clo-
roférmio.

Extracdo em Fase Sdélida

A técnica de extracao em fase solida é uma das mais
utilizadas para analise de compostos que se encon-
trem em concentracoes vestigiais nas amostras. Es-
ta técnica consiste na ligacao dos analitos (residuos
de antibioticos) aos grupos funcionais presentes
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Figura 4 - Representacdo do procedimento de
extracdo em fase sdlida (colunas de extracgdo e
sistema de vdcuo).

na superficie da matriz de silica ou de polimeros e
a sua seguinte libertacao ou eluicao utilizando um
solvente capaz de quebrar estas ligagoes formadas.
A seletividade desta técnica depende da forca da in-
teracao entre os residuos de antibioticos e os grupos
presentes na superficie do adsorvente nas colunas.
De entre as colunas mais utilizadas destacam-se as
Oasis HLB, Strata X-C e Strata XI.

Extracdo em Fase Sdélida dispersa

A extracao em fase solida dispersa é uma variagao
da técnica anterior na qual os analitos nao ficam
retidos numa superficie fisica adsorvente, mas per-
manecem na matriz. O absorvente frequentemente
mencionado neste procedimento, para o caso do
mel, é o PSA.

Método QUEChERS

Mais recentemente, o método QuEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) tem vindo
a ser mais amplamente utilizado para a analise de
pesticidas e outros contaminantes, incluindo os an-
tibioticos. Este pode ser descrito como uma varia-
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¢ao da extracao liquido-liquido seguida de um passo
de extracao em fase solida dispersa. Frequentemen-
te, homogeneiza-se a amostra e depois adiciona-se a
mesma uma solucao de acetonitrilo e sais para ocor-
rer extragcao e particao, sendo os mais utilizados
Na,SO,, NaCl, Na,EDTA e MgSO,. O segundo passo
corresponde a purificagao de uma parte do sobre-
nadante adicionando uma substancia adsorvente ou
combinagao de substancias, entre as quais, PSA, C18
e MgSO,.

Métodos de detecao

Em alimentos, a analise de residuos é realizada re-
correndo a técnicas que permitem uma elevada
seletividade e precisao, assim como a detecao de
residuos de antibitticos presentes no mel em con-
centracoes muito baixas. Geralmente, Cromato-
grafia Liquida de Elevada Eficiéncia acoplada a Es-
pectrometria de Massa do tipo Triplo Quadrupolo
€ a técnica escolhida perante matrizes alimentares
complexas, como é o caso do mel.

O sistema cromatografico permite a separagao das
diferentes moléculas para a sua seguinte detecao
através de analise por espectrometria de massa.
Para a maioria dos antibi6ticos, a separacao croma-
tografica ocorre em colunas de fase reversa, exceto
para os aminoglicosideos. Na questao da detecao, os
estudos mais recentes relatam a utilizagao de dete-
tores do tipo tempo de voo (Time of Flight, ToF), Or-
bitrap e Qtrap.

Figura 5 - Sistema de Cromatografia Liquida

acoplado a sistema de Espectrometria de Massa com
detetor Tempo de Voo (UHPLC — ToF-MS/MS).

Conclusoes

O mel é um alimento com grande importancia nu-
tricional e funcional e, como tal, a sua segurancga e
qualidade devem ser constantemente garantidas. O
uso excessivo de antibiodticos na apicultura, a possi-
vel contaminacao do mel, bem como a ocorréncia de
residuos de antibioticos devem ser situacoes a evi-
tar. A falta de definicao regulamentar dos niveis ma-
ximos permitidos destes contaminantes nos produ-
tos apicolas é uma problematica atual. O desenvol-
vimento e validagao de métodos capazes de extrair
e, posteriormente, detetar e quantificar residuos de
antibidticos em matrizes alimentares complexas,
como o mel, € essencial para garantir o consumo se-
guro deste alimento. ©
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