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Avaliação da Toxicidade do Benzo[a]pireno e nitro-PAHs e sua Determinação em 

Águas 

RESUMO 

Os Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (PAHs) são compostos orgânicos que incluem 

na sua composição carbono e hidrogénio, apresentando dois ou mais anéis aromáticos 

condensados. Além dos PAHs, encontram-se no ambiente hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos nitrados (nitro-PAHs) caracterizados pela presença de pelo menos um grupo 

nitro-funcional (-NO2) ligado aos anéis aromáticos. Alguns PAHs são capazes de reagir com 

o ácido desoxirribonucleico (ADN), sendo conhecidos pelas suas propriedades 

carcinogénicas e mutagénicas. Deste modo é necessário avaliar a toxicidade destes 

compostos em organismos do meio aquático (crustáceo Daphnia magna) e em modelos 

celulares humanos (células Caco-2). 

Foram realizadas duas metodologias para a avaliação da toxicidade do BaP e nitro-PAHs, 

bem como das suas respetivas misturas. Uma das metodologias consistiu na realização de 

ensaios de ecotoxicidade em Daphnia magna e a outra consistiu na avaliação da toxicidade 

celular dos poluentes em estudo. 

Em relação aos resultados, verificou-se que o 1-nitropireno foi o composto mais tóxico para 

Daphnia magna e o 3-nitrofluoranteno foi o menos tóxico, sendo que a mistura de 3-

nitrofluoranteno com o 9-nitroantraceno foi a mais tóxica para este crustáceo.  

Relativamente às células Caco-2, verificou-se que o 3-nitrofluoranteno foi o composto mais 

tóxico e o 9-nitroantraceno foi o menos tóxico sendo a mistura 1-nitropireno com 

benzo[a]pireno a mistura mais tóxica para este tipo de células. Todos os compostos 

analisados bem como as suas respetivas misturas apresentaram toxicidade para Daphnia 

magna e para as células Caco-2. 

Em relação às amostras de água recolhidas em Braga, verificou-se que todas as amostras 

continham PAHs inclusive a amostra de controlo. Contudo, as amostras continham 1,2 a 3,3 

vezes mais PAHs comparativamente com o controlo. 

 

 

Palavras-chave: Toxicidade; células Caco-2; Daphnia magna; PAHs; nitro-PAHs. 
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Toxicity Assessment of Benzo[a]pyrene and nitro-PAHs and their Determination in 

Waters  

ABSTRACT 

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are organic compounds which include in their 

composition carbon and hydrogen, having two or more fused aromatic rings. In addition to 

the PAHs, nitrated polycyclic aromatic hydrocarbons (nitro-PAHs) are present in the 

environment characterized by the presence of at least one nitro-functional group (-NO2) 

attached to the aromatic rings. Some PAHs are able to react with deoxyribonucleic acid 

(DNA) and are known for their carcinogenic and mutagenic properties. Therefore it is 

necessary to evaluate the toxicity of these compounds in organisms of the aquatic 

environment (crustacean Daphnia magna) and in human cellular models (Caco-2 cells). 

Two methodologies were used to evaluate the toxicity of BaP and nitro-PAHs, as well as 

their respective mixtures. One of the methodologies consisted in conducting ecotoxicity tests 

in Daphnia magna and the other consisted of the evaluation of the cellular toxicity of the 

pollutants under study. 

Regarding the results, it was verified that 1-nitropyrene was the most toxic compound for 

Daphnia magna and 3-nitrofluoranthene was the least toxic, and the mixture of 3-

nitrofluoranthene and 9-nitroanthracene was the most toxic for this crustacean.  

For Caco-2 cells, 3-nitrofluoranthene was found to be the most toxic compound and 9-

nitroanthracene was the least toxic being the 1-nitropyrene mixture with benzo[a]pyrene the 

most toxic mixture for this type of cells . All compounds tested as well as their mixtures 

showed toxicity to Daphnia magna and to Caco-2 cells. 

In relation to the water samples collected in Braga, all samples were found to contain PAHs 

including the control sample. However, the samples contained 1,2 to 3,3 times more PAHs 

compared to the control. 

 

 

 

Keywords: Toxicity; Caco-2 cells; Daphnia magna; PAHs; nitro-PAHs. 
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1.1. Sistemas de Montanha: Incêndios e Contaminação de Recursos 

Hídricos 

Os ecossistemas montanhosos são extremamente importantes para a humanidade, 

desempenhando um papel crucial para o desenvolvimento sustentável global. Segundo dados 

das Nações Unidas, as montanhas e vales adjacentes ocupam 24 % da superfície terrestre e 

abrigam 1,2 biliões de pessoas. Em Portugal Continental, as montanhas ocupam cerca de 11 

% da superfície emersa, estando concentradas no Norte e Centro do país. Cerca de 40 % da 

população mundial depende dos recursos de montanha para abastecimento de água, para a 

agricultura, indústria, energia hidroelétrica e outros serviços. Assim sendo, dada a sua 

importância socioeconómica e ambiental, os recursos hídricos das regiões montanhosas são 

cada vez mais reconhecidos como recursos naturais estratégicos, sendo considerados fontes 

vitais de água doce, o que justifica a atual reputação de "torres de água" do mundo1. 

As montanhas são, no entanto, sistemas particularmente vulneráveis e a sua degradação 

acarreta graves consequências para a humanidade e para o meio ambiente. Estão entre os 

ecossistemas mais sensíveis às alterações climáticas, sendo afetadas mais rapidamente do 

que outros habitats terrestres2.  

Os incêndios constituem atualmente a ameaça mais importante para as florestas e áreas 

arborizadas na bacia do Mediterrâneo; são uma fonte difusa de contaminação e um grave 

perigo, com importantes efeitos a curto e longo prazo e com um tremendo impacto no meio 

ambiente, na economia, no turismo, na sociedade e na saúde humana2,3.  

1.1.1. A Problemática dos Incêndios em Portugal 

A bacia do Mediterrâneo perde anualmente cerca de 0,7 a 1,0 milhão de hectares (ha) de 

florestas devido a incêndios, o que corresponde a uma perda económica estimada de 1 bilião 

de euros. 

De acordo com o último relatório do Sistema Europeu de Informação sobre Incêndios 

Florestais (EFFIS) Portugal é o país mais afetado pelos incêndios florestais na última 

década4. 

 

Em 2017, Portugal sofreu a maior devastação de que há registo no âmbito dos incêndios 

florestais em um só ano, acompanhada da maior tragédia de vidas humanas quando fogos 

mortais e devastadores tiraram a vida a mais de 100 pessoas, incluindo crianças3. 
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No período compreendido entre 1 de janeiro e 31 de outubro de 2017, a base de dados 

nacional de incêndios florestais (Sistema de Gestão de Informação de Incêndios Florestais – 

SGIF), registou um total de 16.981 ocorrências (3.653 incêndios florestais e 13.328 

fogachos) que resultaram em 442.418 ha de área ardida de espaços florestais, entre 

povoamentos (264.951ha) e matos (177.467ha)3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1 – Distribuição das áreas ardidas em Portugal em 20173. 

Não se prevê que a frequência dos fogos em Portugal tenda a diminuir num futuro próximo, 

não só por causa das condições meteorológicas que são cada vez mais favoráveis, mas 

também pela natureza das atividades florestais do país. A área ardida compreende sobretudo 
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povoamentos de eucalipto, pinheiro bravo e matos, correspondendo aos tipos de 

povoamentos florestais mais propensos aos incêndios2,3,5. 

A figura 1.1 representa as áreas ardidas, cartografadas em imagens pelo Sistema Europeu de 

Informação de Incêndios Florestais do Centro de Investigação Comum da Comissão 

Europeia (EFFIS-JRC/CE)3. 

Em termos distritais, os distritos com maior número de ocorrências foram os distritos do 

Porto (4.336), Braga (1.743) e Viseu (1.698). No ano de 2017, o distrito de Braga teve um 

total de área ardida de 11.898 ha sendo que o distrito de Coimbra foi o que apresentou uma 

área ardida mais elevada, cerca de 113.839 ha3. 

1.1.2. Incêndios e Qualidade da Água 

Os incêndios florestais são uma das principais causas da deterioração da água nas áreas de 

montanha. Nas bacias hidrográficas são observadas alterações na quantidade e qualidade das 

águas devido quer à produção de poluentes, quer à mobilização de grandes quantidades de 

nutrientes no período pós-incêndio, que afetam a qualidade da água subterrânea e superficial.  

Também a mineralização da matéria orgânica altera a hidrofobicidade dos solos e facilita o 

transporte de nutrientes e sedimentos (infiltração e escorrência superficial)6. 

Resumindo, os incêndios provocam geralmente um aumento do escoamento e erosão em 

resposta ao padrão de precipitação de pós-incêndio com perda de cobertura vegetal que se 

traduz no facto de: mais água atingir a superfície do solo, resultando em mais escoamento 

erosivo do solo e transporte de sedimentos e as gotas de chuva afetarem diretamente o solo 

e a cinza exposta, levando a mais erosão2. 

Além de aumentar o escoamento e a erosão, o fogo pode alterar as propriedades químicas 

do solo tornando os nutrientes e os metais mais disponíveis para serem transportadas para 

rios, ribeiras e lagos. Os maiores impactos na qualidade da água resultam de eventos de alta 

magnitude, como inundações localizadas, grandes inundações e fluxos de detritos. Os fluxos 

de detritos são um evento que envolve uma massa em movimento rápido constituída por 

detritos não consolidados e saturados (Figura 1.2)2. 
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Figura 1.2 – Fluxo de detritos devido à precipitação, após um incêndio2. 

Independentemente do tipo e da intensidade do incêndio, o processo de combustão gera 

enormes quantidades de dióxido de carbono e vários grupos de compostos como metais, 

dioxinas, dibenzofuranos e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP ou PAHs, em 

inglês). Nos últimos 15 anos, os PAHs atraíram consideravelmente a atenção da comunidade 

científica devido à sua importância ambiental e interesse toxicológico, pois muitos 

apresentam propriedades pré-carcinogénicas e/ou mutagénicas para homens e animais. 

Assim sendo, alguns PAHs foram incluídos nas listas europeias e americanas de poluentes 

prioritários, devendo ser monitorizados no meio ambiente5,6. 

Diversos estudos científicos referem a contaminação de águas e solos por PAHs resultantes 

dos incêndios florestais, contudo persistem consideráveis lacunas de conhecimento 

relativamente ao impacto real destes compostos para o Homem e meio ambiente2,5,6.  

 

1.2. Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos 

1.2.1. Aspetos Gerais e Propriedades Físico-Químicas 

Os Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (PAHs) são compostos orgânicos que incluem 

na sua composição carbono e hidrogénio, apresentando dois ou mais anéis aromáticos 

condensados7.  

A estrutura química dos PAHs, nomeadamente o número de anéis, determina as suas 

propriedades físico-químicas, dividindo-se geralmente em PAHs de baixa massa molecular 

(contêm até 4 anéis aromáticos) e de elevada massa molecular (contêm mais de 4 anéis 

aromáticos) (Figura 1.3)8. 
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Figura 1.3 – Dois exemplos de PAHs: naftaleno contém 2 anéis aromáticos e benzo[a]pireno 

contém 5 anéis aromáticos8. 

Alguns PAHs podem ser transportados até longas distâncias e serem adsorvidos em material 

particulado. PAHs com 2 ou 3 anéis aromáticos estão quase totalmente na fase de vapor e os 

que possuem 4 anéis encontram-se numa posição intermediária. Os PAHs com 5 ou mais 

anéis aromáticos são encontrados predominantemente em particulados (cinzas, cujas 

partículas são menores que 2,5µm)8. 

Apesar da pouca solubilidade em água, os PAHs podem ser transportados em meios 

aquáticos, adsorvidos em partículas em suspensão, ficando posteriormente depositados nos 

sedimentos9.  

Estes compostos (Figura 1.4) são provenientes de fontes naturais e antropogénicas, podendo 

ter origem pirogénica relacionada com processos de combustão incompleta da matéria 

orgânica (em especial, vegetação ou combustíveis fósseis); origem petrogénica resultante da 

transformação de matéria orgânica que ocorre nos materiais geológicos; ou podem ter 

origem na atividade de plantas, algas/fitoplânton e micro-organismos (PAHs 

biogénicos)9,10,11. 

As fontes antropogénicas representam o principal processo de emissão destes compostos 

sendo que a contribuição por parte das fontes naturais é muito limitada9,10. 

Os PAHs são quimicamente inertes, porém, quando reagem, participam de reações de 

substituição eletrofílica e de adição14  

.

Naftaleno Benzo[a]pireno 
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Figura 1.4 – Estrutura de alguns PAHs. Adaptado de9,10 

Os valores de algumas constantes físico-químicas relevantes para a compreensão do 

comportamento ambiental e toxicológico dos PAHs estão apresentados na tabela 1.1 
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Tabela 1.1 – Propriedades físico-químicas dos PAHs. Adaptado de 12,13 

 

Composto 
Fórmula 

molecular 

Massa molar 

(g/mol) 
CAS No. 

Ponto de Fusão 

(°C) 

Ponto de 

Ebulição (°C) 
Log KOW 

Solubilidade em 

água a 25 °C (µg/L) 

Naftaleno C10H8 128,17 91-20-3 81 218 3,40 3,17 x 104 

Fluoreno C13H10 166,22 86-73-7 115-116 295 4,18 1,98 x 103 

Antraceno C14H10 178,23 120-12-7 216 342 4,50 73 

Fenantreno C14H10 178,23 85-01-8 100 340 4,60 1,29 x 103 

Fluoranteno C16H10 202,25 206-44-0 109 375 5,22 260 

Pireno C14H10 202,25 129-00-0 150 393 5,18 135 

Benzo[a]antraceno C18H12 228,29 56-55-3 161 400 5,61 14 

Criseno C18H12 228,29 218-01-9 254 448 5,91 2,0 

Benzo[b]fluoranteno C20H12 252,31 205-99-2 167 357 5,80 1,2 

Benzo[k]fluoranteno C20H12 252,31 2017-08-9 216 480 6,84 0,76 

Benzo[a]pireno C20H12 252,31 50-32-8 178 496 6,50 3,8 

Benzo[ghi]perileno C22H12 276,33 191-24-2 278 545 7,10 0,26 

Dibenz[a,h]antraceno C22H14 278,35 215-58-7 267 524 6,50 0,5 (27°C) 

Indeno[1,2,3-cd]pireno C22H12 276,33 193-39-5 164 536 6,58 62 
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1.2.2. PAHs Substituídos (nitro-PAHs)  

Além dos PAHs constituídos unicamente por carbono e hidrogénio, encontram-se no 

ambiente hidrocarbonetos aromáticos policíclicos nitrados (nitro-HAPs ou nitro-PAHs, em 

inglês) caracterizados pela presença de pelo menos um grupo nitro-funcional (-NO2) ligado 

aos anéis aromáticos (Figura 1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5 – Estrutura de alguns nitro-PAHs15. 

Os nitro-PAHs são gerados principalmente por combustão incompleta e pirólise de 

combustíveis fósseis e biomassa, sendo emitidos para o ambiente por veículos, indústrias, 

incineradores de resíduos e incêndios naturais, juntamente com PAHs; ou são formados por 

reação dos PAHs com óxidos de nitrogénio. Verificou-se ainda existir uma correlação 

positiva entre o aumento de nitro-PAHs com a temperatura de combustão permitindo 

distinguir fontes dominantes de nitro-PAHs15. 

A maioria dos estudos realizados, foca-se na análise de nitro-PAHs no ar e no solo, uma vez 

que é nestes locais que estes compostos se encontram em maior quantidade. Contudo, estes 

compostos constituem igualmente uma classe muito importante de poluentes aquáticos, visto 

apresentarem relativamente aos PAHs precursores uma maior solubilidade em água, o que 

leva a uma maior mobilidade hidrogeológica, aumentando assim o risco para a saúde8. 
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Estudos realizados na Europa indicaram a presença de nitro-PAHs, incluindo nitroftalenos, 

9-nitroftaleno, 1-nitropireno, 6-nitrocriseno e dinitropirenos, em níveis na ordem de partes 

por bilião7. 

1.2.3. Distribuição Ambiental e Exposição 

Juntamente com os seus derivados nitrados e oxigenados, os PAHs são poluentes ubíquos e 

altamente móveis no ambiente, sendo encontrados como constituintes de misturas complexas 

em todos os compartimentos - ar, água e solo (Tabela 1.2)13.  

Tabela 1.2 – Níveis de PAHs encontrados em amostras ambientais. Adaptado de 13 

Tipo de amostra Concentração 

Ar 1,3 a 500 ng/m3 

Solo 0,8 ng/kg – 100 mg/kg 

Água 2,5 a 500 ng/L 

 

A complexidade e diversidade das misturas estão diretamente relacionada com a fonte 

emissora. Embora existam mais de 100 PAHs, a avaliação da exposição a estes compostos é 

feita geralmente com base na seleção dos PAHs que habitualmente estão presentes no meio 

ambiente em concentrações mais significativas, ou que apresentam maior toxicidade12. 

Os nitro-PAHs podem ser encontrados em ambientes aquáticos por deposição a partir da 

atmosférica e escoamento urbano. Contudo, as concentrações destes compostos são muito 

inferiores comparativamente com as dos PAHs7. 

A figura 1.6 ilustra a dispersão dos PAHs e nitro-PAHs no ar, ambiente terrestre e aquático 

bem como as vias de exposição do ser humano a este tipo de compostos através da inalação, 

ingestão ou contacto direto com a pele16. 
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Figura 1.6 – Dispersão dos PAHs através do ar, do ambiente terrestre e aquático16. 

A degradação dos PAHs no ambiente pode ocorrer através de processos químicos e físicos. 

A interação entre moléculas e iões ou a excitação de átomos por efeito da luz e da 

temperatura conduzem à instabilidade da estrutura das moléculas e à quebra das ligações. 

No entanto, estes processos são lentos e incompletos, sendo que a biodegradação é a 

principal via de eliminação dos PAHs no solo. No entanto, a eficiência deste processo é 

igualmente muito limitada, resultado do reduzido ou do inexistente número de 

microrganismos com habilidade de degradação destes compostos daí serem vulgarmente 

reconhecidos como persistentes17. 

 

1.2.4. Toxicidade 

Os PAHs, bem como os nitro-PAHs, são capazes de reagir, após transformações 

metabólicas, com o ácido desoxirribonucleico (ADN), sendo conhecidos pelas suas 

propriedades carcinogénicas e mutagénicas, bem como pelo seu potencial teratogénico12. 

Devido à sua elevada toxicidade, dezasseis PAHs foram designados como poluentes 

prioritários pela United States Environmental Protection Agency (US-EPA) e classificados 

por diversas instituições tais como a International Agency for Research on Cancer (IARC) 
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como possivelmente carcinogénicos (2B) e/ou provavelmente carcinogénicos (2A), 

representando um elevado risco para a saúde pública (Tabela 1.3)8.  

Tabela 1.3 – PAHs prioritários identificados pela U.S. EPA, US Agency for Toxic Substances 

and Disease Registry (ATSDR), European Food Safety Authority (EFSA) e International 

Agency for Research on Cancer (IARC) devido à sua carcinogenicidade ou genotoxicidade. 

Adaptado de 18,19,20,21,22. 

Composto Agência Composto Agência 

Acenafteno3 EPA, ATSDR ciclopenta[c,d]pireno2A EFSA 

acenaftileno EPA, ATSDR dibenz[a,h]antraceno2A EPA, ATSDR, 

EFSA 

antraceno3 EPA, ATSDR dibenzo[a,e]pireno3 EFSA 

benz[a]antraceno2B 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

dibenzo[a,h]pireno2B EFSA 

benzo[b]fluoranteno2B 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

dibenzo[a,i]pireno2B EFSA 

benzo[j]fluoranteno2B ATSDR, 

EFSA 
dibenzo[a,l]pireno2A EFSA 

benzo[k]fluoranteno2B 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

fluoranteno3 EPA, ATSDR 

benzo[c]fluoreno3 EFSA fluoreno3 EPA, ATSDR 

benzo[g,h,i]perileno3 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

indeno[1,2,3-c,d]pireno1 EPA, ATSDR, 

EFSA 

benzo[a]pireno1 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

5-metilcriseno2B EFSA 

benzo[e]pireno3 ATSDR naftaleno2B EPA 

criseno2B 

EPA, 

ATSDR, 

EFSA 

fenantreno3 EPA, ATSDR 

coroneno3 ATSDR Pireno3 EPA, ATSDR 

1 – Carcinogénico para os humanos; 2A – Provavelmente carcinogénico para os humanos; 2B – 

Possivelmente carcinogénico para os humanos; 3 – Não classificado. 

Os PAHs além de potencialmente cancerígenos e mutagénicos são altamente lipofílicos, 

sendo facilmente absorvidos pelos pulmões, tubo digestivo e pele dos seres humanos22,14. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenz(a,h)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenz(a,h)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenz(a,h)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenz(a,h)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenz(a,h)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Benz(a)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benz(a)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benz(a)anthracene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(b)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(b)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(j)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(j)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(j)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Dibenzopyrenes
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(k)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(k)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(k)fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluoranthene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(c)fluorene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(c)fluorene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(c)fluorene
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(ghi)perylene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(ghi)perylene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(ghi)perylene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(a)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(a)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(a)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(e)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(e)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Benzo(e)pyrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Naphthalene
https://en.wikipedia.org/wiki/Chrysene
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenanthrene
https://en.wikipedia.org/wiki/Coronene
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Nos últimos 30 anos têm recebido especial atenção por constituírem uma ameaça para a 

saúde de todas as espécies, sendo essencial a sua monitorização em matrizes biológicas e 

ambientais12. 

Entre os PAHs, o benzo[a]pireno (BaP) é um dos mais conhecidos e estudados. O BaP é um 

poluente ambiental ubíquo e um dos mais potentes agentes mutagénicos, embriotóxico e 

carcinogénico. Por esta razão, tem sido também utilizado como indicador da presença de 

outros PAHs em amostras ambientais, alimentos e bebidas14. 

Quanto ao seu mecanismo de ação, o BaP após ser absorvido é biotransformado no fígado 

por uma classe enzimática denominada citocromo P450 1A1 (CYP1A1) originando 

(+)benzo[a]pireno-7,8-epóxido. Posteriormente este composto é metabolizado pela 

hidrólase de epóxido produzindo (-)benzo[a]pireno-7,8-di-hidrodiol-9,10-epóxido. Final 

mente, o composto produzido na etapa anterior, sofre uma reação com o CYP1A1 e é 

originado o (+)benzo[a]pireno-7,8-di-hidrodiol-9,10-epóxido (BaPDE). Este composto é a 

forma mais mutagénica e possui a capacidade de se ligar ao DNA (Figura 1.7)23,24.  

Figura 1.7 – Mecanismo de atuação do benzo[a]pireno. Adaptado de 25. 

Após o BaP ser convertido em BAPDE e ligado ao DNA, pode ser originado um aducto 

(Figura 1.8), que consiste numa pequena porção de DNA covalentemente ligada a uma outra 

molécula. O aducto pode causar erros de codificação que podem induzir mutações genéticas 

nocivas, desencadeando processos neoplásicos24. 
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Figura 1.8 – Aducto de DNA de benzo[a]pireno23. 

 

1.2.5. Legislação 

A diretiva da União Europeia (UE) relativa à água para consumo humano (Diretiva 

98/83/CE) menciona os cinco PAHs que devem ser determinados para a avaliação da 

conformidade das águas sendo que o nível estabelecido para o benzo[a]pireno é de 10 ng/L 

e de 100 ng/L no total para o benz[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno e 

indeno[1,2,3-cd]pireno26. 

Os PAHs também estão incluídos na lista de substâncias perigosas prioritárias da Diretiva 

2000/60/CE, Diretiva 2008/105/CE e Diretiva 2013/39/CE que estabelecem padrões de 

qualidade ambiental para poluentes prioritários. A poluição química das águas superficiais 

representa uma ameaça para o ambiente aquático e saúde humana, com efeitos de toxicidade 

aguda e crónica em organismos aquáticos, acumulação de poluentes no ecossistema e perda 

de habitats e biodiversidade. As concentrações médias permitidas para as águas superficiais 

são de: 0,00017 µg/L para o benzo[a]pireno (considerado como marcador para 

benz[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[ghi]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno), 

0,0063 µg/L para o fluoranteno, 2 µg/L para o naftaleno e 0,1 µg/L para o antraceno27,28. 

Os critérios nacionais de qualidade de água recomendados pela EPA para a proteção da saúde 

humana são de 0,00012 mg/L para o benzo[a]pireno; 0,0012 mg/L para o benzo[a]antraceno, 

benzo[b]fluoranteno e indeno[1,2,3-cd]pireno; 0,012 mg/L para o benzo[k]fluoranteno e 
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0,12 mg/L para o criseno. Em 2000, a EPA estabeleceu critérios de qualidade da água 

ambiental para proteger a saúde humana dos efeitos cancerígenos da exposição aos PAHs. 

A EPA desenvolveu um nível máximo de contaminante para o benzo[a]pireno de 0,2 µg/L21. 

Já a Organização Mundial de Saúde (OMS) definiu um valor de 0,7 µg/L para o 

benzo[a]pireno na água potável29. 

Relativamente aos nitro-PAHs, embora sendo reconhecidos como ubíquos, tóxicos, 

persistentes e bioacumuláveis, não existe ainda qualquer regulamentação. No entanto, 

algumas agências europeias de proteção ambiental já os incluem periodicamente nos seus 

estudos de monitorização15. 

 

1.2.6. Técnicas de determinação de PAHs e nitro-PAHs em 

águas 

Os PAHs e nitro-PAHs podem estar presentes em meio aquático em três fases distintas: 

dissolvidos em meio aquoso, associados a materiais orgânicos ou a partículas inorgânicas. 

A fração presente em meio aquoso encontra-se biodisponível e, portanto, é normalmente 

avaliada em termos de toxicidade. Estes compostos quando associados a materiais orgânicos 

são facilmente transportados a maiores distâncias enquanto que, quando associados a 

partículas inorgânicas apresentam menor mobilidade, acumulando-se mais facilmente. 

Existem diferentes técnicas para a análise de PAHs e nitro-PAHs contudo é necessário uma 

etapa prévia de extração. As técnicas de análise destes compostos bem como algumas das 

técnicas de extração utilizadas estão resumidas na tabela 1.4. 
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Tabela 1.4 – Técnicas de extração e de determinação de PAHs e nitro-PAHs. 

  Descrição PAHs Ref. 
T

éc
n

ic
a

s 
d

e 
ex

tr
a

çã
o

 

Extração Líquido-

Líquido 

As substâncias distribuem-se entre duas fases conforme a sua solubilidade 

e afinidade para cada uma delas. Após o equilíbrio, o analito encontra-se 

na sua maioria na fase orgânica podendo ser extraído e separado de outras 

substâncias que apresentem uma menor afinidade com o solvente 

orgânico. 

Naftaleno, fluoreno, 

antraceno, fluoranteno, 

pireno, 

benzo[b]fluoranteno, 

benzo[k]fluoranteno 

30,31 

Microextração de Fase 

Líquida 

Redução da razão volumétrica entre a fase aquosa e a orgânica para 

favorecer a troca de solutos podendo ser usado fases líquidas imiscíveis 

(microextração em gota suspensa). O método da microextração em gota 

suspensa consiste na suspensão de uma gota de um dispositivo de 

politetrafluoretileno (PTFE) e imersão na solução aquosa onde ocorre a 

partição entre a fase aquosa (solução prévia) e a fase orgânica (gota). 

Naftaleno, fluoreno, 

antraceno, fluoranteno, 

pireno, 

benzo[b]fluoranteno, 

benzo[k]fluoranteno 

32,33 

Extração com Fluídos 

Supercríticos 

Processo de separação de um componente de outro que usa fluídos 

supercríticos como o solvente extratante sendo que, envolve uma força de 

fluído supercrítico que é alterada com a pressão a que se encontra 

submetido. O controle eficiente da pressão pode modificar a capacidade 

de solvatação do fluido para uma determinada espécie. 

Fenantreno, pireno 34,35 
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High-performance 

Liquid 

Chromatography 

(HPLC) 

Técnica analítica usada para separar, identificar e quantificar componentes em 

uma mistura. O eluente pressurizado contendo a mistura da amostra percorre 

uma coluna cheia com um material adsorvente sólido. Cada componente na 

amostra interage de maneira diferente com o material adsorvente, causando 

diferentes velocidades de fluxo para os diferentes componentes e levando à 

separação dos componentes à medida que eles fluem pela coluna. 

Naftaleno, acenaftileno, 

fluoreno, fenantreno, 

antraceno, fluoranteno, 

pireno, benzo[a]pireno 

36, 37 

Cromatografia 

Gasosa (GC) 

Técnica aplicável à análise de compostos voláteis, que podem ser volatilizados 

sob aquecimento sem degradação ou ainda a compostos que após reação de 

derivatização apresentem uma volatilidade adequada. Na cromatografia 

gasosa, a fase móvel é um gás transportador, normalmente um gás inerte tal 

como o hélio ou um gás não reativo tal como o nitrogénio. A fase estacionária 

é uma camada microscópica de líquido ou polímero sobre um sólido inerte, no 

interior da coluna. Os compostos gasosos da amostra interagem com as paredes 

da coluna, a qual revestida com diferentes fases estacionárias promovendo 

eluições com tempos diferentes. 

Naftaleno, acenaftileno, 

fluoreno, fenantreno, 

antraceno, fluoranteno, 

pireno, benzo[a]pireno 

38, 39 

Eletrocromatografi

a Capilar 

Permite separar espécies não carregadas e utiliza apenas microvolumes de 

amostra sem a necessidade de um sistema de bombeamento de alta pressão, 

mas obtendo-se a mesma eficiência de separação. O transporte da fase móvel 

ocorre devido ao bombeamento de fluxo eletroosmótico, em vez de mecânico. 

Naftaleno, acenaftileno, 

fluoreno, fenantreno, 

antraceno, fluoranteno, 

pireno, benzo[a]pireno 

40, 41 

Ensaios 

Imunológicos 

Métodos seletivos e sensíveis que utilizam anticorpos para detetar os analitos. 

O ensaio imunológico para PAHs e nitro-PAHs baseia-se no método de ELISA 

(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) 

Benzo[a]pireno, 

fenantreno, fluoranteno 
42, 43 
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1.3. Ensaios Ecotoxicológicos 

1.3.1. Importância dos Ensaios Ecotoxicológicos 

A Ecotoxicologia é “o ramo da Toxicologia que estuda os efeitos tóxicos das substâncias, 

naturais e artificiais, sobre os organismos vivos, animais ou vegetais, aquáticos ou terrestres, 

que constituem a biosfera”44. A análise ecotoxicológica permite detetar a toxicidade de uma 

amostra como um todo, avaliando os efeitos combinados dos diferentes constituintes da 

amostra, ou a toxicidade de um composto em particular, sendo de grande importância para 

a avaliação dos efeitos deletérios para os organismos teste e ecossistemas em geral44.  

O ensaio ecotoxicológico mede os efeitos de diferentes concentrações de um composto ou 

amostra em indivíduos de uma determinada espécie. A concentração de efeito, EC50, 

corresponde à concentração da amostra responsável pelo efeito em 50 % dos organismos 

testados. Estes ensaios podem ser agudos ou crónicos, consoante o seu período de duração. 

No caso dos testes agudos, o efeito avaliado relaciona-se com as taxas de mortalidade, de 

imobilização ou de inibição do crescimento, e quanto mais baixo for este valor, maior é a 

toxicidade da amostra44. 

Os ensaios ecotoxicológicos podem ser realizados utilizando organismos aquáticos ou 

terrestre consoante o tipo de estudo a realizar. São exemplos de organismos utilizados44: 

 Vibrio fischeri – Bactéria; 

 Daphnia magna – Crustáceo; 

 Thamnocephalus platyurus – Crustáceo; 

 Pseudokirchneriella subcapitata – Alga; 

 Lemna minor – Planta 

 

1.3.2. Crustáceo – Daphnia magna 

A Daphnia sp. é um pequeno crustáceo de água doce amplamente utilizado para avaliação 

dos efeitos agudos e crónicos de produtos químicos e misturas complexas. É considerado 

um organismo de teste muito importante devido à sua sensibilidade a substâncias tóxicas, 

facilidade de identificação e manuseamento45. Pertence à ordem Cladocera, normalmente 

chamada de “pulga de água” ou dáfnia, que habita os ecossistemas de água doce, como lagos 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Cladocera
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e lagoas. Estes crustáceos desenvolvem órgãos específicos que lhes permite uma melhor 

movimentação na água. O seu tamanho pode variar entre 0,2 mm e 5,0 mm e alimentam-se 

essencialmente de plâncton podendo também ingerir microrganismos, tais como protistas e 

bactérias, ou matéria orgânica particulada e dissolvida46. 

A vida útil das dáfnias varia muito, dependendo da espécie e das condições ambientais. A 

temperatura é um fator importante. Para Daphnia magna a vida útil é cerca de 40 dias a 25 

ºC e cerca de 56 dias a 20 ºC. Em condições de laboratório, as dáfnias normalmente libertam 

6 a 10 neonatos por ninhada45. 

Em condições naturais, as Daphnias reproduzem-se por partenogénese. Ou seja, as 

populações naturais de Daphnia são constituídas maioritariamente por fêmeas. Contudo, 

quando as condições ambientais se tornam desfavoráveis (por exemplo, falta de alimento, 

congelamento ou seca do corpo d'água), passam a reproduzir-se sexuadamente dando origem 

a machos. O seu ciclo de vida varia entre um mês e meio e dois meses. Quando é mantida 

em laboratório, esta espécie origina juvenis de 2 em 2 dias. Os ovos são libertados quando 

estas mudam de carapaça (Figura 1.9)47. 

 

Figura 1.9 – Daphnia magna46. 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Mil%C3%ADmetro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%A2ncton
https://pt.wikipedia.org/wiki/Protista
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mat%C3%A9ria_org%C3%A2nica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macho
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1.4. Teste in vitro de citotoxicidade em modelo celular humano - 

linha celular do cólon Caco-2 

 

1.4.1. Citotoxicidade e Viabilidade Celular 

A toxicidade é um evento complexo, onde pode ocorrer danos celulares diretos, como efeitos 

fisiológicos (neurotoxicidade no cérebro), efeitos inflamatórios, tanto no local de aplicação 

como em outros locais e efeitos sistémicos. Atualmente é difícil monitorizar os efeitos 

sistémicos e fisiológicos in vitro, por conseguinte, a maioria dos ensaios determina os efeitos 

a nível celular48. 

A citotoxicidade consiste na avaliação da viabilidade celular após a exposição a um 

composto51. As células Caco-2 humanas são células do colón do intestino derivada, de 

carcinomas que quando cultivadas sob condições específicas tornam-se diferenciadas e 

polarizadas de tal forma que o seu fenótipo, morfologicamente e funcionalmente se 

assemelha aos enterócitos que revestem o intestino. Estas células são muito utilizadas como 

modelos em ensaios de citotoxicidade48. 

Os efeitos citotóxicos quando provocam danos celulares intensos podem comprometer a 

viabilidade celular perturbando a integridade estrutural, metabólica e reprodutivas das 

células48,49. Os ensaios de viabilidade são usados principalmente para medir a proporção de 

células viáveis após um procedimento potencialmente traumático, como desagregação 

primária ou separação celular. A maioria dos testes de viabilidade baseia-se na quebra de 

integridade da membrana medida pela absorção de um corante ao qual a célula é 

normalmente permeável (como o Azul de Tripano, Eritrosina, brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), Negro de Naftaleno ou Iodeto de Propídio) 

ou a libertação de um corante normalmente absorvido e retido pelas células viáveis (por 

exemplo, diacetil fluoresceína ou vermelho neutro), ou a liberação de lactato desidrogenase 

pelas células49,50. O teste de MTT é o mais frequentemente utilizado de entre os citados. 
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1.4.2. Teste de Brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) 

O teste de MTT consiste num teste colorimétrico quantitativo para avaliar a sobrevivência 

das células de mamíferos em cultura e, portanto, a proliferação celular. Este teste consiste 

na capacidade das enzimas desidrogenases das células, converterem a solução aquosa de 

coloração amarela (substrato MTT) num sal formazan, formado por cristais com uma 

coloração azul-escuro/roxo, insolúveis em água (Figura 1.10). A quantidade de sal formazan 

formado é proporcional à quantidade de células viáveis. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10 – Conversão do MTT em sais de formazan. Adaptado de 51 

A utilização deste teste oferece diversas vantagens comparativamente a outros testes uma 

vez que é mais rápido, simples, de baixo custo e seguro. A sensibilidade deste teste está 

dependente do tipo de células que são utilizadas, do seu estado metabólico e da técnica 

utilizada para solubilizar os cristais de formazan. 

Este teste é descrito com frequência como um método muito útil para a avaliação da 

citotoxicidade, proliferação e ativação celular in vitro através da determinação do número 

de células viáveis, com atividade mitocondrial51,52. 

 

1.4.3. Toxicidade da Mistura de Compostos Tóxicos 

(Antagonismo/Sinergismo) 

A avaliação do risco de substâncias tóxicas antropogénicas é determinada principalmente 

através de testes realizados com substâncias isoladas. No entanto, a toxicidade nos 

ecossistemas naturais geralmente não resulta da exposição a um único agente tóxico, mas é 

Redução 
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resultado da exposição a misturas de substâncias tóxicas. O entendimento atual da toxicidade 

de misturas é baseado em duas teorias que são denominadas de adição de concentração (CA) 

e ação independente (IA) e descrevem efeitos de misturas para substâncias tóxicas de ação 

similar ou dissimilar, respetivamente52. Derivados da toxicologia humana, estes métodos 

baseiam-se na ideia básica de que o efeito esperado de uma mistura de produtos químicos 

pode ser previsto com base na soma de frações de efeitos dos componentes individuais da 

mistura. O sinergismo e o antagonismo são definidos como desvios desse comportamento53.  

O sinergismo consiste numa situação em que o efeito de uma combinação de compostos é 

maior que o esperado, sendo que o antagonismo corresponde a uma situação em que a 

resposta combinada é menor que o esperado53.  

 

1.5. Objetivos do Trabalho 

Este trabalho desenvolvido no Departamento de Saúde Ambiental, Unidade de Água e Solo, 

Laboratório de Química e Toxicologia do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 

e no Laboratório de Bromatologia e Hidrologia da Faculdade de Farmácia da Universidade 

do Porto, tendo como principais objetivos: 

o Avaliação dos efeitos tóxicos produzidos por PAHs e seus derivados nitrados 

em Daphnia magna; 

o Avaliação dos efeitos tóxicos de PAHs e seus derivados nitrados em modelos 

celulares de mamíferos (linhas celulares de cancro de colón humano Caco-

2); 

o Análise de Águas Subterrâneas em Zonas Ardidas: Identificação e 

quantificação de PAHs e seus derivados nitrados em amostras de água. 
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Capítulo 2 – Metodologia 
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2.1.  Avaliação da Ecotoxicidade dos PAHs e nitro-PAHs em 

Daphnia magna 

2.1.1. Material e Equipamentos 

Nestes ensaios foram utilizadas micropipetas de 100, 200 e 1000 µL, frascos de vidro de 25 

mL e balões volumétricos de 10 e 100 mL. Em relação aos equipamentos utilizou-se uma 

balança analítica KERN 770. 

Os reagentes utilizados, encontram-se apresentados na tabela A1, em anexo. 

2.1.2. Procedimento 

Nos ensaios de ecotoxicidade, utilizou-se Daphnia magna, clone A, sendo que, a obtenção 

de juvenis foi realizada, mantendo culturas parentais em recipientes de vidro, contendo meio 

adequado. O alimento era constituído por uma suspensão de Chlorella vulgaris, 

correspondendo a uma ração diária de 3x105 células/mL. O meio de cultura utilizado na 

manutenção laboratorial das dáfnias foi um meio reconstituído designado por ASTM (meio 

normalizado pela American Society for Testing and Materials), enriquecido com um 

complexo vitamínico (o procedimento para a preparação deste meio encontra-se descrito em 

anexo). Todo o procedimento realizado para estes ensaios está em concordância com a 

OCDE 20254. 

O PAH e os nitro-PAHs utilizados foram o benzo[a]pireno, o 1-nitropireno, o 9-

nitroantraceno, o 3-nitrofluoranteno e o 2-nitrofluoreno. Estes compostos foram também 

utilizados para a preparação de misturas, por forma a avaliar o efeito da junção de dois 

compostos em dáfnias. 

Relativamente à metodologia, preparou-se inicialmente uma solução-mãe (Tabela A2, em 

anexo) para cada um dos compostos em dimetilsulfóxido (DMSO). Posteriormente, 

preparam-se soluções padrão (Tabelas A3, A4, em anexo) por diluição da solução-mãe, 

utilizando meio ASTM, sendo estas diluições distribuídas por quatro tubos de 25 mL. 

Seguidamente, a cada tubo adicionou-se cinco dáfnias sendo depois determinado o EC50 para 

cada um dos compostos. Antes de se realizarem os ensaios de ecotoxicidade, foi feito um 

ensaio preliminar, para cada um dos compostos, por forma a testar as concentrações 

escolhidas. 
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2.1.3. Análise dos dados 

Todas as medidas foram realizadas em quadruplicado em pelo menos duas experiências 

independentes e os dados foram reportados como média nos gráficos de imobilização. Os 

gráficos representando as curvas dose-efeito de cada composto foram obtidos utilizando o 

software GraphPad Prism versão 7.00. O software Compusyn versão 1.0 foi utilizado para 

calcular a concentração que causa imobilização em 50 % da população, para os estudos de 

índice dos compostos simples, bem como das suas combinações. Este software calcula o 

EC50 usando a equação de efeito mediano da lei de ação em massa descrito por Chou e 

Talatay, considerando a forma da curva dose-efeito quando m=1, hiperbólica, m>1, 

sigmoidal, m<1 sigmoidal negativa55: 

log (
𝐹𝑎

𝐹𝑢
) = 𝑚𝑙𝑜𝑔(𝐷) − 𝑚𝑙𝑜𝑔(𝐷𝑚) 

Onde D é a dose, Dm é a dose necessária para 50% de imobilização (ou efeito), Fa é a fração 

afetada pela dose Dm, m é o coeficiente de sigmoidicidade da imobilização da dose e Fu é 

igual a 1-Fa. O efeito da combinação binária de PAHs e nitro-PAHs sobre as dáfnias foi 

analisado através do teorema do índice médio de combinação (CI) de Chou e Talatay 

desenvolvido para a quantificação de sinergismo ou antagonismo para dois compostos: 

𝐶𝐼 =
(𝐷)1

(𝐷𝑚)1
+

(𝐷)2

(𝐷𝑚)2
 

Onde (Dm)1 e (Dm)2 são as doses dos compostos individuais correspondentes ao EC50 e 

(D)1 e (D)2 são as doses dos dois compostos que imobilizaram metade da população de 

dáfnias (EC50). Se a soma dessas equações for aproximadamente 1 (0,9 < CI < 1,1), a 

combinação dos compostos tem efeito aditivo sobre as dáfnias. Se CI < 0,9 ou CI > 1,1 

significa sinergismo ou efeito antagonista, respetivamente. Os valores de CI foram expressos 

como gráficos de CI e isobologramas (Tabela A5, em anexo).  
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2.2. Testes in vitro de citotoxicidade em modelos celulares de 

mamíferos - linhas celulares de cancro de cólon humano Caco-2 

2.2.1.  Material e Equipamentos 

Nestes ensaios foram utilizadas micropipetas de 200 e 1000 µL, pipetas de 5, 10 e 25 mL, 

pipetas de Pasteur de vidro e eppendorfs. Em relação aos equipamentos, utilizou-se um 

banho da Grant Instruments, uma estufa da Panasonic e um espetrofotómetro da BioTek. 

Os reagentes utilizados, encontram-se apresentados na tabela A1, em anexo. 

As células intestinais de origem humana (Caco-2) foram fornecidas pelo laboratório de 

Física e Química Molecular da Universidade de Coimbra. Foram cultivadas em frascos de 

cultura de 75 cm2 em Complet Medium (CM) constituído por Dulbecco’s Modified Eagle’s 

medium (DMEM) com 10% de soro fetal de bovino (FBS) inativado pelo calor, 1% de meio 

de aminoácidos não essenciais (NEAA), 1% de glutaMax e 1% de penicilina/estreptomicina 

sendo os frascos incubados a 37 ºC com 5 % de CO2.  

2.2.2. Procedimento 

Neste estudo, avaliou-se o efeito da exposição dos compostos indicados em células humanas 

bem como as misturas binárias destes por forma a avaliar se esta apresenta um 

comportamento de antagonismo ou de sinergismo. 

Procedeu-se, inicialmente ao cultivo de células Caco-2 em frascos com meio CM sendo que, 

após ser realizada essa etapa e após os frascos conterem uma confluência de 

aproximadamente 80% de células, estas foram utilizadas para estudos de citotoxicidade e, 

deste modo serem semeadas em placas de 96 poços.  

Para isso, é necessário aspirar o meio e lavar as células com 10 mL de Hank’s Balanced Salt 

Solution (HBSS) sendo depois adicionado 1mL de tripsina a 0,25 %, e incubar o frasco 

durante 5 min a 37 ºC. Após o período de incubação, adiciona-se 5 mL de CM para inativar 

a tripsina, sendo de seguida realizada a contagem celular numa diluição de 1:2 com Azul de 

Tripano. Depois, é necessário preparar uma suspensão celular com densidade celular 

apropriada (Tabela 2.1) por diluição com CM. 
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Tabela 2.1 – Densidade celular apropriada para as células Caco-2. 

Células 
Tempo de exposição 

(horas) 
Células/mL 

Células/200 µL (96 

poços) 

Caco-2 

24 5x104 10000 

48 1,25x104 2500 

72 6,25x103 1250 

 

Seguidamente, adiciona-se Tampão Fosfato-Salino a pH = 7,4 (PBS) às colunas 1 e 12 bem 

como às linhas A e H e 200 µL de suspensão de células às restantes colunas (2-11) sendo 

que a suspensão deve ser agitada a cada aspiração. Posteriormente, as placas são colocadas 

a incubar durante 24 horas ou durante a noite. Após o período de incubação aspira-se 

cuidadosamente o meio dos poços das colunas 2 a 11 e adiciona-se CM à coluna 2 e o 

controlo de etanol à coluna 3, adiciona-se 200 µL das soluções padrão (Tabela A6, A7, em 

anexo) diluídas em CM aos poços das colunas 4 a 11 e colocam-se as placas a incubar a 37 

ºC, 5 % de CO2 durante 72 horas. Após as 72 horas, aspira-se as soluções em estudo dos 

poços e adiciona-se 100 µL de solução MTT em CM (0,5 mg/mL) sendo depois colocadas 

as placas a incubar a 37 ºC, 5 % de CO2 durante 3 horas. Posteriormente, aspira-se a solução 

MTT, adiciona-se 100 µL de DMSO e incuba durante 30 min à temperatura ambiente por 

forma a que os cristais de formazan se dissolvam. Finalmente, lê-se a absorvância a 570 nm 

e é construído um gráfico da viabilidade celular versus concentração para determinar o IC50 

(concentração de amostra responsável pela inibição de 50 % das células). 

2.2.3.  Análise dos Dados 

Todas as medidas foram realizadas em quadruplicado em pelo menos duas experiências 

independentes e os dados reportados nos gráficos de viabilidade celular são valores médios. 

Todos os dados foram analisados utilizando os mesmos softwares (GraphPad Prism versão 

7.00 e Compusyn versão 1.0) descritos no tópico 2.1.3, assim como o tratamento de 

resultados. 
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2.3. Análise de águas subterrâneas em zonas ardidas 

2.3.1. Caso de Estudo 

2.3.1.1. Descrição do Fogo 

No dia 15 de outubro, um incêndio deflagrou em Leitões, no concelho de Guimarães, e 

estendeu-se, depois, pela freguesia da Morreira e Trandeiras até às terras de Santa Lucrécia 

de Algeriz e Navarra (Figura 2.1).  

 

Figura 2.1 – Mapa do concelho de Braga, ilustrando as freguesias afetadas pelos incêndios. 

Freguesias afetadas pelo incêndio 

1 – São José de São Lázaro e São João do 

Souto 

2 – Merelim São Paio, Panóias e Parada 

de Tibães 

3 – Merelim São Pedro e Frossos 
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Os ventos na ordem dos 90 a 100 quilómetros por hora na fase de propaga das chamas, foram 

a principal causa dos cerca de 1200 ha que arderam em Braga. O incêndio estendeu-se por 

duas frentes, com uma extensão de quatro quilómetros.  

A flora presente nesta região são eucaliptos, sobreiros e mimosas. Este tipo de flora 

juntamente como os ventos tornam-se o ambiente ideal para a propagação de fogos. 

2.3.1.2. Amostragem e pontos de colheita  

Foram definidos cinco pontos de colheita de águas sendo que quatro delas foram recolhidas 

em zonas próximas de áreas ardidas e uma delas é de uma zona não ardida sendo por isso o 

controlo (Tabela 2.2).  

Todas as amostras foram transportadas até ao local de análise, em condições de refrigeração. 

Tabela 2.2 – Localização e proveniência das amostras recolhidas. 

Amostra Localização Proveniência da amostra 

1 
Capela Santa Maria 

Madalena - Falperra 
Fontanário 

2 
Capela Santa Marta de 

Leão - Falperra 
Fontanário 

3 Nogueiró Tanque de Dadim 

4 Nogueiró Mina 

5 (Controlo) Nogueiró Poço de habitação 

 

2.3.1.3. Material e Equipamentos 

Nos estudos realizados na análise de águas foram utilizadas micropipetas de 100, 200, 1000 

e 5000 µL e também tubos de vidro de 15 mL. Em relação aos equipamentos, utilizou-se 

uma balança analítica A&D Company Limited HF-1200G, uma centrifuga da Thermo 

Scientific e um cromatógrafo Shimadzu GCMS – QP2010 Plus com uma coluna 5 % de 

polysilarylene e 95 % de polydimethylsiloxane com 10 metros da Zebran on Guardian ZB-

5MS. 

Os reagentes utilizados, encontram-se apresentados na tabela A1, em anexo. 



 

33 
 

Os padrões analíticos foram obtidos na Sigma-Aldrich ou Merck. A mistura padrão de 

referência contendo os 16 PAHs (naftaleno, acenaftaleno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, 

antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b]fluoranteno, 

benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, dibenz[a,h]antraceno, benzo[ghi]perileno e 

indeno[1,2,3-cd]pireno) foi adquirido na Sigma-Aldrich. O metanol, diclorometano e 

acetonitrilo foram obtidos na Merck. A água ultrapura foi obtida pelo Milli-Q da Millipore. 

2.3.1.4. Procedimento 

A cromatografia gasosa acoplada a um espetrómetro de massa (GC-MS) possibilita a 

identificação e quantificação de PAHs e nitro-PAHs presentes em águas. No entanto, antes 

de realizar a análise por GC-MS é necessário efetuar um procedimento de extração. O 

processo de extração utilizado consiste numa microextração dispersiva líquido-líquido 

(DLLME). Este procedimento envolve a preparação de um branco, de padrões e 

posteriormente as respetivas amostras em tubos de vidro de 15 mL.  

A preparação do branco e das amostras a serem analisadas consiste em, adicionar 10 mL de 

H2O (para o branco) ou 10 mL de amostra (para as amostras) à qual foi adicionada uma 

concentração de 0,025 µg/L de padrão interno (PAHs deuterados), seguindo-se a adição de 

200 µL de acetonitrilo (solvente dispersor), 1000 mg de NaCl e 60 µL de clorofórmio 

(solvente extrator). Foram preparados padrões entre 5 e 150 ng/L, a partir das soluções 

comerciais dos PAHs e nitro-PAHs em acetonitrilo. 

Posteriormente, agita-se vigorosamente e centrifuga-se a 4°C e 2200 rpm durante 7 minutos. 

Após esse período extrai-se a gota que se encontra no fundo do tubo sendo depois  transferida 

para um microinsert de 100 µL e injetada automaticamente no GC-MS para análise8. 
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3.1. Avaliação da Ecotoxicidade dos PAHs e nitro-PAHs em 

Daphnia magna 

Na tabela 3.1 estão presentes os parâmetros da curva dose-efeito (Dm, m e r) dos cinco 

compostos avaliados individualmente e das suas combinações binárias. 

Tabela 3.1 – Parâmetros de relação dose-efeito de cada composto bem como das 

combinações binárias para Daphnia magna. 

 

Daphnia magna 

Parâmetros Dose-Efeito 

Dm (EC50) 
m r 

mg/L µM 

Benzo[a]pireno (BaP) 3,40 13,47 3,40 ± 0,98 0,98 

1-nitropireno (1NP) 0,017 0,07 3,23 ± 0,85 0,88 

2-nitrofluoreno (2NF) 1,19 5,63 5,72 ± 1,10 0,95 

3-nitrofluoranteno (3NF) 3,51 14,20 3,45 ± 0,09 0,99 

9-nitroantraceno (9NA) 1,29 5,75 5,99 ± 0,64 0,98 

1NP + BaP 1,01 4,00 3,53 ± 0,30 0,99 

1NP + 2NF 0,80 3,80 5,07 ± 0,86 0,96 

1NP + 3NF 2,72 11,00 4,39 ± 0,77 0,94 

1NP + 9NA 0,56 2,49 6,56 ± 0,75 0,98 

2NF + BaP 1,39 6,20 3,77 ± 0,49 0,97 

3NF + BaP 1,42 5,74 3,65 ± 0,82 0,91 

9NA + BaP 2,15 8,92 4,11 ± 0,95 0,91 

2NF + 3NF 2,77 11,85 6,54 ± 1,34 0,93 

2NF + 9NA 1,09 4,88 5,65 ± 1,04 0,94 

3NF + 9NA 0,40 1,68 2,93 ± 0,96 0,84 

Os parâmetros m e r correspondem ao coeficiente de Hill utilizado para determinar a forma 

da curva dose-efeito (hiperbólica (m=1), sigmoidal (m>1) e sigmoidal negativa (m<1)) e ao 

coeficiente de correlação de regressão linear, respetivamente. O parâmetro r foi superior a 

0,84 em todos os casos de estudo, indicando a conformidade dos dados55. 

Analisando a tabela 3.1 verifica-se que as curvas de dose-efeito para todos os compostos 

analisados apresentaram forma sigmoidal comum (m>1). Relativamente às misturas, 

também se verificou que as curvas apresentavam uma forma sigmoidal comum (m>1). O Dm 

foi a dose necessária para produzir o efeito mediano.
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Figura 3.1 – Curva dose-efeito do benzo[a]pireno (BaP), 1-nitropireno (1NP), 2-nitrofluoreno (2NF), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-

nitroantraceno (9NA) [a, b] e da sua combinação binária [c, d] para a taxa de efeito em Daphnia magna. 

[a] [b] 

[c] [d] 
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Analisando a figura 3.1 verifica-se que com o aumento da concentração ocorre o aumento 

da percentagem de imobilização das dáfnias, para um período de 48h, devido ao efeito tóxico 

do PAH e nitro-PAHs. 

Segundo a literatura, o EC50 – 48 h indicado para o benzo[a]pireno e o 1-nitropireno, é de 

0,25 e 0,033 mg/L respetivamente, para Daphnia magna (Tabela A8, em anexo). Para os 

restantes compostos em estudo o valor de EC50 – 48h não se encontra disponível na literatura. 

O valor obtido para o EC50 – 48 h para o benzo[a]pireno foi de 3,40 mg/L (Tabela 3.1), valor 

bastante superior comparativamente ao encontrado na literatura (0,25 mg/L) (Tabela A8, em 

anexo). Essa discordância entre os valores, pode ser explicada uma vez que, o solvente 

utilizado foi o DMSO sendo este, um solvente que não tem efeito tóxico nas dáfnias 

comparativamente a solventes como o etanol, metanol, tolueno, entre outros56. 

Relativamente, ao 1-nitropireno, o valor obtido para o EC50 – 48 h foi de 0,017 mg/L (Tabela 

3.1), sendo este valor próximo do indicado na literatura (0,033 mg/L) (Tabela A8, em anexo). 

Para o 2-nitrofluoranteno, 9-nitroantraceno e 3-nitrofluoranteno, os valores obtidos, para o 

EC50 – 48h foram de 1,19, 1,29 e 3,51 mg/L respetivamente (Tabela 3.1). Observa-se que o 

3-nitrofluoranteno é o composto com maior valor de EC50 – 48h sendo portanto o composto 

com menor toxicidade. Dos nitro-PAHs em estudo, o que apresenta maior toxicidade é o 1-

nitropireno dado que apresenta um valor menor de EC50 – 48h (Figura 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2 – Comparação dos EC50 - 48h dos compostos estudados. 
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Na figura 3.2, está representado por ordem crescente, os valores de EC50 – 48h para cada um 

dos compostos permitindo assim identificar os que apresentam maior toxicidade. 

Os valores de Dm e m para os PAHs e nitro-PAHs isolados e para as suas misturas foram 

usados para avaliar sinergismo ou antagonismo de acordo com a equação de Fa da página 

44.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 – Comparação dos EC50 – 48h para cada uma das misturas. 

Da análise da figura 3.3, verifica-se que a combinação 3NF+9NA é a mais tóxica para as 

dáfnias enquanto a combinação 2NF+3NF é a menos tóxica. Com base nos valores de EC50 

as misturas podem ser ordenadas como 3NF+9NA > 1NP+9NA > 1NP+2NF > 1NP+BaP > 

2NF+9NA > 2NF+BaP > 3NF+BaP > 9NA+BaP > 1NP+3NF > 2NF+3NF em termos de 

toxicidade. 

Os ensaios combinados foram realizados usando o PAH e nitro-PAHs para determinar se 

apresentavam efeito sinérgico, aditivo ou antagónico Nas tabelas 3.2, 3.3, 3.4 estão 

representadas a concentração de todas as misturas realizadas55. 
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Tabela 3.2 – Concentração das misturas contendo 1NP (mg/L) usadas nos ensaios 

experimentais em Daphnia magna. 

Daphnia magna 

1NP BaP 1NP 2NF 

0,002 0,43 0,002 0,15 

0,004 0,85 0,004 0,30 

0,009 1,70 0,009 0,60 

0,017 3,40 0,017 1,19 

0,034 6,80 0,034 2,38 

0,068 13,60 0,068 4,77 

1NP 3NF 1NP 9NA 

0,002 0,44 0,002 0,16 

0,004 0,88 0,004 0,32 

0,009 1,75 0,009 0,65 

0,017 3,50 0,017 1,29 

0,034 7,00 0,034 2,58 

0,068 14,00 0,068 5,16 

Os gráficos de Fa-CI e os isobologramas das figuras 3.4, 3.5 e 3.6 foram construídos tendo 

em conta o exemplo das tabelas A9, A10 e A11, em anexo para o 1NP+BaP. 

A fração afetada (Fa) consiste na quantidade populacional que sofre alterações pela interação 

do composto. 
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Figura 3.4 – Índice de combinação (Fa-CI) para as misturas de 1-nitropireno (1NP) com 

benzo[a]pireno (BaP), 2-ntrofluoreno (2NF), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-nitroantraceno (9NA) [a] 

bem como os respetivos isobologramas [b]. 

[a] 
[b] 
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Na figura 3.4, a mistura binária de 1-nitropireno com benzo[a]pireno mostrou sinergismo 

em baixos níveis de efeito de Fa e ligeiro sinergismo em elevados níveis de efeito de Fa. A 

combinação de 1-nitropireno com 2-nitrofluoreno mostra um antagonismo para níveis mais 

baixos de feito de Fa e efeito aditivo a níveis elevados de efeito Fa. A combinação 1-

nitropireno com 3-nitrofluoranteno mostrou antagonismo em baixos níveis de efeito e 

transformou-se em ligeiro antagonismo nos níveis mais altos de Fa. Para a mistura 1-

nitropireno com 9-nitroantraceno verificou-se um ligeiro antagonismo para níveis mais 

baixos de Fa e sinergismo para níveis mais elevados.  

Tabela 3.3 – Concentração das misturas contendo 2NF (mg/L) usadas nos ensaios 

experimentais em Daphnia magna. 

Daphnia magna 

BaP 2NF 2NF 3NF 

0,43 0,15 0,15 0,44 

0,85 0,30 0,30 0,88 

1,70 0,60 0,60 1,75 

3,40 1,19 1,19 3,50 

6,80 2,38 2,38 7,00 

13,60 4,77 4,77 14,00 

2NF 9NA   

4,8 5,2   

2,4 2,6   

1,2 1,3   

0,6 0,6   

0,3 0,3   

0,2 0,2   

 

Na figura 3.5, a mistura binária de 2-nitrofluoreno com benzo[a]pireno mostra um 

sinergismo moderado para níveis mais baixos de efeito de Fa evoluindo para um ligeiro 

antagonismo para elevados níveis de efeito  de Fa. O efeito da mistura binária 2-nitrofluoreno 

com 3-nitrofluoranteno foi de antagonismo moderado para níveis mais baixos de Fa e efeito 

aditivo para níveis mais elevados. A combinação 2-nitrofluoreno com 9-nitroantraceno 

mostrou um ligeiro sinergismo para todos os níveis de efeito de Fa. 
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Figura 3.5 – Índice de combinação (Fa-CI) para as misturas de 2-ntrofluoreno (2NF) com 

benzo[a]pireno (BaP), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-nitroantraceno (9NA) [a] bem como os 

respetivos isobologramas [b].  

 

 

[a] [b] 



 

45 
 

Tabela 3.4 – Concentração das misturas contendo 3NF (mg/L) usadas nos ensaios 

experimentais em Daphnia magna. 

Daphnia magna 

BaP 3NF 3NF 9NA 

0,43 0,44 0,44 0,16 

0,85 0,88 0,88 0,32 

1,70 1,75 1,75 0,65 

3,40 3,50 3,50 1,29 

6,80 7,00 7,00 2,58 

13,60 14,00 14,00 5,16 

BaP 9NA   

0,43 0,16   

0,85 0,32   

1,70 0,65   

3,40 1,29   

6,80 2,58   

13,60 5,16   

 

Na figura 3.6, a mistura binária de 3nitrofluoranteno com benzo[a]pireno mostra um 

sinergismo para todos os níveis de efeito de Fa. Para a mistura 3-nitrofluoranteno e 9-

nitroantraceno verificou-se de um forte sinergismo para todos os níveis de efeito Fa. A 

combinação 9-nitroantraceno e benzo[a]pireno mostrou um sinergismo moderado para 

níveis mais baixos de efeito e um ligeiro antagonismo para níveis mais elevados de efeito. 

Deste modo, as misturas 1NP+BaP, 2NF+9NA, 3NF+BaP e 3NF+9NA mostraram efeito 

sinergético ao longo dos níveis de Fa e as misturas 1NP+2NF, 1NP+3NF mostraram efeito 

antagónico ao longo dos níveis de Fa. As misturas 2NF+BaP, 9NA+BaP mostraram 

inicialmente um efeito sinergético evoluindo, posteriormente, para um efeito antagónico ao 

longo dos níveis de Fa. Já a mistura 1NP+9NA mostrou inicialmente um efeito antagónico 

transformando-se, posteriormente, em um efeito sinergético ao longo dos níveis de Fa. 

Finalmente a mistura 2NF+3NF mostrou inicialmente um efeito antagónico transformando-

se em um efeito aditivo ao longo dos níveis de Fa. 
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Figura 3.6 – Índice de combinação (Fa-CI) para as misturas de 3-nitrofluoranteno (3NF) com 

benzo[a]pireno (BaP) e 9-nitroantraceno (9NA), e 9-nitroantraceno (9NA) com benzo[a]pireno [a] 

bem como os respetivos isobologramas [b]. 

 

 

[a] [b] 



 

47 
 

3.2. Teste in vitro de citotoxicidade em modelo celular humano - 

linha celular do cólon Caco-2 

O efeito dos cinco compostos estudados sobre a viabilidade das células Caco-2 foi avaliado 

pelo ensaio de MTT após 72 h de exposição por forma a determinar a citotoxicidade através 

da atividade mitocondrial das células viáveis. Para todos os nitro-PAHs e o BaP foi possível 

obter uma resposta dose-efeito nas células Caco-2, observando-se diferentes curvas dose-

efeito e consequentemente distintos valores de IC50 para cada composto.  

Os parâmetros da curva dose-efeito, Dm, m e r, dos cinco compostos testados 

individualmente e das suas combinações binárias estão apresentados na tabela 3.5. 

Tabela 3.5 – Parâmetros de relação dose-efeito de cada composto bem como das 

combinações binárias para as células Caco-2. 

 

Células Caco-2 

Parâmetros Dose-Efeito 

Dm (IC50) 
m r 

mg/L µM 

Benzo[a]pireno (BaP) 3,39 13,44 0,50 ± 0,04 0,96 

1-nitropireno (1NP) 2,02 8,16 0,99 ± 0,10 0,96 

2-nitrofluoreno (2NF) 2,76 13,08 0,83 ± 0,10 0,94 

3-nitrofluoranteno (3NF) 1,54 6,22 1,26 ± 0,07 0,99 

9-nitroantraceno (9NA) 6,85 30,71 0,76 ± 0,19 0,85 

1NP + BaP 1,04 4,17 0,83 ± 0,09 0,95 

1NP + 2NF 2,12 9,43 1,14 ± 0,14 0,94 

1NP + 3NF 4,68 18,90 0,93 ± 0,16 0,88 

1NP + 9NA 5,15 22,43 0,96 ± 0,11 0,94 

2NF + BaP 1,08 4,32 0,80 ± 0,07 0,97 

3NF + BaP 4,76 19,02 0,75 ± 0,09 0,94 

9NA + BaP 4,95 20,99 0,82 ± 0,10 0,93 

2NF + 3NF 2,19 9,57 0,55 ± 0,03 0,98 

2NF + 9NA 1,92 8,81 0,86 ± 0,05 0,98 

3NF + 9NA 4,51 19,79 0,70 ± 0,09 0,93 

Na tabela 3.5 também se encontram presentes os parâmetros m e r sendo que, o parâmetro r 

foi superior a 0,85 em todos os casos de estudo, indicando a conformidade dos dados. 

A figura 3.7 representa as curvas de dose-efeito para cada composto individual e suas 

respetivas combinações para as células Caco-2. 
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Figura 3.7 – Curva dose-efeito do benzo[a]pireno (BaP), 1-nitropireno (1NP), 2-

nitrofluoreno (2NF), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-nitroantraceno (9NA) [a] e das suas 

combinações binárias [b, c] para células Caco-2 

Analisando a figura 3.7 verifica-se que com o aumento da concentração ocorre a diminuição 

da viabilidade das células devido ao efeito tóxico do PAH e nitro-PAHs. 

Assim, analisando a tabela 3.5 verifica-se que as curvas de dose-efeito para o 1-nitropireno, 

benzo[a]pireno, 2-nitrofluoreno e 9-nitroantraceno apresentaram forma sigmoidal negativa 

(m<1) e a curva do 3-nitrofluoranteno apresentou uma forma sigmoidal comum (m>1). 

Relativamente às misturas, a mistura 1NP+2NF apresentou uma forma sigmoidal comum e 

as misturas 1NP+BaP, 1NP+3NF, 1NP+9NA, 2NF+BaP, 2NF+3NF, 2NF+9NA, 3NF+BaP, 

3NF+9NA e 9NA+BaP e apresentaram uma forma sigmoidal negativa. O Dm foi a dose 

necessária para produzir o efeito mediano. 

[b] 

[a] 

[c] 
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Em termos de toxicidade isolada, o 3-nitrofluoranteno foi o composto com maior efeito 

tóxico na viabilidade das células, tendo o menor valor de IC50 de 6,22 µM para as células 

Caco-2. Com base nos valores individuais de IC50, o BaP e os nitro-PAHs foram 

classificados de acordo com a sua citotoxicidade: 3NF (IC50 = 6,22 µM) > 1NP (IC50 = 8,16 

µM) > 2NF (IC50 = 13,08 µM) > BaP (IC50 = 13,44 µM) > 9NA (IC50 = 30,71 µM) para a 

exposição em células Caco-2.  

Os ensaios combinados foram realizados usando o BaP e os nitro-PAHs que mostraram 

toxicidade individual para determinar se apresentavam efeito sinérgico, aditivo ou 

antagónico. Nas tabelas 3.6, 3.7, 3.8 estão representadas as concentrações de todas as 

misturas realizadas55. 

Tabela 3.6 – Concentração das misturas contendo 1NP (µM) usadas nos ensaios 

experimentais em células Caco-2. 

Células Caco-2 

1NP BaP 1NP 2NF 

1,02 1,68 1,02 1,63 

2,04 3,36 2,04 3,27 

4,08 6,72 4,08 6,54 

8,16 13,44 8,16 13,08 

16,32 26,88 16,32 26,15 

32,64 53,76 32,54 52,30 

1NP 3NF 1NP 9NA 

1,02 0,78 0,57 2,16 

2,04 1,56 1,15 4,32 

4,08 3,11 2,30 8,64 

8,16 6,22 4,59 17,27 

16,32 12,44 9,18 34,55 

32,64 24,88 18,36 69,10 

As dez combinações apresentaram um decréscimo da viabilidade celular (%) a 

concentrações elevadas (Figura 3.7). O BaP e os nitro-PAHs utilizados para as combinações 

binárias também influenciam a viabilidade das células, causando distintos efeitos tóxicos. 

Deste modo, a combinação 1NP+BaP foi a combinação mais tóxica para as células enquanto 
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a combinação 1NP+9NA foi a menos tóxica. Com base nos valores de IC50 as misturas 

podem ser ordenadas como 1NP+BaP > 2NF+BaP > 2NF+9NA > 1NP+2NF > 2NF+3NF > 

3NF+9NA > 1NP+3NF > 3NF+BaP > 9NA+BaP > 1NP+9NA em termos de toxicidade. 

Na figura 3.8, a mistura binária de 1-nitropireno com benzo[a]pireno mostrou um 

antagonismo moderado em baixos níveis de efeito de Fa e sinergismo em elevados níveis de 

efeito de Fa. A combinação de 1-nitropireno com 2-nitrofluoreno mostra um antagonismo 

para níveis mais baixos de feito de Fa e um sinergismo para níveis elevados de efeito Fa. A 

combinação 1-nitropireno com 3-nitrofluoranteno mostrou antagonismo em baixos níveis de 

efeito evoluindo para um antagonismo forte para níveis mais altos de Fa. O efeito da mistura 

binária 1-nitropireno com 9-nitroantraceno foi de antagonismo para níveis mais baixos de 

Fa e ligeiro sinergismo para níveis mais elevados.  

Os gráficos de Fa-CI e os isobologramas estão representados nas figuras 3.8, 3.9 e 3.10. 
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Figura 3.8 – Índice de combinação (Fa-CI) para as misturas de 1-nitropireno (1NP) com 

benzo[a]pireno (BaP), 2-ntrofluoreno (2NF), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-nitroantraceno (9NA) [a] 

bem como os respetivos isobologramas [b]. 

[a] 
[b] 
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Tabela 3.7 – Concentração das misturas contendo 2NF (µM) usadas nos ensaios 

experimentais em células Caco-2. 

Células Caco-2 

BaP 2NF 2NF 3NF 

1,68 1,63 1,63 0,78 

3,36 3,27 3,27 1,56 

6,72 6,54 6,54 3,11 

13,44 13,08 13,08 6,22 

26,88 26,15 26,15 12,44 

53,76 52,30 52,30 24,88 

2NF 9NA   

0,92 2,16   

1,84 4,32   

3,68 8,64   

7,36 17,27   

14,71 34,55   

29,42 69,10   

 

Na figura 3.9, a mistura binária de 2-nitrofluoreno com benzo[a]pireno mostra um efeito 

aditivo para níveis mais baixos de efeito de Fa evoluindo para um sinergismo forte para 

elevados níveis de Fa. O efeito da mistura binária 2-nitrofluoreno com 3-nitrofluoranteno foi 

de forte sinergismo para níveis mais baixos de Fa e forte antagonismo para níveis mais 

elevados. A combinação 2-nitrofluoreno com 9-nitroantraceno mostrou um sinergismo para 

todos os níveis de efeito de Fa.  
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Figura 3.9 – Índice de combinação (Fa-CI) para as misturas de 2-ntrofluoreno (2NF) com 

benzo[a]pireno (BaP), 3-nitrofluoranteno (3NF) e 9-nitroantraceno (9NA) [a] bem como os 

respetivos isobologramas [b]. 

 

 

[a] 
[b] 
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Tabela 3.8 – Concentração das misturas contendo 3NF (µM) usadas nos ensaios 

experimentais em células Caco-2. 

Células Caco-2 

BaP 3NF 3NF 9NA 

1,68 0,78 0,44 2,16 

3,36 1,56 0,88 4,32 

6,72 3,11 1,75 8,64 

13,44 6,22 3,50 17,27 

26,88 12,44 7,00 34,55 

53,76 24,88 14,00 69,10 

BaP 9NA   

0,95 2,16   

1,89 4,32   

3,78 8,64   

7,56 17,27   

15,12 34,55   

30,24 69,10   

Na figura 3.10, a mistura binária 3-nitrofluoranteno com benzo[a]pireno mostra um forte 

antagonismo para níveis mais baixos de efeito de Fa, evoluindo para um antagonismo a 

níveis intermédios de efeito Fa voltando depois a um forte antagonismo para níveis mais 

elevados de efeito de Fa. O efeito da mistura binária 3-nitrofluoranteno com 9-nitroantraceno 

foi de sinergismo para níveis mais baixos de Fa e forte antagonismo para níveis mais 

elevados. Para a mistura 9-nitroantraceno e benzo[a]pireno verificou-se um antagonismo 

para níveis mais baixos de efeito transformando-se em sinergismo para níveis mais elevados 

de efeito. 

Deste modo, as misturas 2NF+BaP, 2NF+9NA e 1NP+9NA mostraram efeito sinergético ao 

longo dos níveis de Fa e as misturas 1NP+3NF e 3NF+9NA mostraram efeito antagónico ao 

longo dos níveis de Fa. As misturas 2NF+3NF e 3NF+9NA mostraram inicialmente um 

efeito sinergético evoluindo, posteriormente, para um efeito antagónico ao longo dos níveis 

de Fa. Finalmente, as misturas 1NP+BaP, 1NP+2NF e 9NA+BaP mostraram inicialmente 
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um efeito antagónico transformando-se, posteriormente, em um efeito sinergético ao longo 

dos níveis de Fa.  

 

 

 

Figura 3.10 – Índice de combinação (Fa-CI) para as mistura de 3-nitrofluoranteno (3NF) com 

benzo[a]pireno (BaP) e 9-nitroantraceno (9NA), e 9-nitroantraceno (9NA) com benzo[a]pireno [a] 

bem como os respetivos isobologramas [b]. 

 

[a] [b] 
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3.3. Identificação e Quantificação de PAHs e nitro-PAHs em águas 

3.3.1. Caso de Estudo 

Na figura 3.11 está representado um cromatograma do padrão 50 ng/L e um espetro de massa 

referente ao BaP e na tabela 3.9, apresentando-se os tempos de retenção de onze dos 

dezasseis PAHs prioritários da EPA.  

As amostras de água analisadas são utilizadas para consumo humano e provêm de 

reservatórios de águas subterrâneas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.11 – Cromatograma do padrão de 50 ng/L [a] e um espetro de massa do 

benzo[a]pireno [b]. 

[a] 

[b] 
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Tabela 3.9 – PAHs encontrados nas amostras de água analisadas e respetivos tempos de 

retenção. 

PAHs 

Composto Abreviatura Tempo de retenção (min) 

Naftaleno Nap 5,771 

Acenaftileno Acy 7,571 

Fluoreno Flu 8,766 

Fenantreno Phe 10,663 

Antraceno Ant 10,760 

Fluoranteno Flt 12,892 

Pireno Pyr 13,281 

Benzo[a]antraceno BaA 15,367 

Benzo[b]fluoranteno BbF 17,619 

Benzo[k]fluoranteno BkF 17,687 

Benzo[a]pireno BaP 18,350 

Na figura 3.12 está apresentada a concentração de PAHs (ng/L) em água recolhida em zonas 

de incêndio em comparação com um controlo de água. 

O controlo consiste numa amostra de um poço de habitação afastada das zonas de incêndios, 

contudo verificou-se que esta também continha alguns PAHs. Nesse controlo foi 

quantificado em maior concentração o acenaftileno (1,7 ng/L) e ainda o naftaleno (0,2 ng/L) 

em menor concentração. Estes compostos são facilmente transportados tanto pelo ar como 

pela água o que permite a contaminação de zonas não ardidas por estes compostos. 

Analisando a figura 3.12 verifica-se que, nas zonas de incêndio os compostos encontrados 

em maior concentração são o naftaleno (4,4 ng/L) e o fenantreno (4,3 ng/L) enquanto o 

benzo[b]fluoranteno, o antraceno e o fluoranteno são os compostos que se encontram em 

menor concentração (0,2 ng/L). O benzo[a]pireno (1,4 ng/L) encontrado na zona de incêndio 

surgiu apenas na análise de abril de 2018 sendo que nas anteriores não foi detetado. 
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Figura 3.12 – Concentração média de PAHs (ng/L) em água recolhida em zonas de incêndio 

comparativamente ao controlo. 

A recolha das amostras iniciou-se em outubro de 2017 e terminou em abril de 2018 sendo 

que na figura 3.13 está representado o somatório das concentrações de PAHs nas amostras 

das zonas de incêndio e controlo ao longo do período de análise. 

 

Figura 3.13 – Somatório das concentrações de PAHs nas amostras das zonas de incêndio e 

controlo ao longo do período de análise. 

Analisando a figura 3.13 verifica-se que ocorre a diminuição da concentração de PAHs de 

outubro de 2017 para janeiro de 2018 e depois, em abril de 2018, foi possível detetar um 

aumento devido, provavelmente, à precipitação (Figura 3.14) que ocorreu nesse período.  
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Figura 3.14 – Precipitação média mensal em Portugal Continental entre junho de 2017 e 

maio de 2018 e os respetivos valores médios referentes ao período 1971-200056. 

A tabela 3.10 evidencia a concentração média de PAHs permitida segundo a Diretiva 

98/83/CE 

 

Tabela 3.10 – Concentração média de PAHs permitida por lei. 

PAHs Concentração (ng/L) Referência 

Benzo[a]pireno 10 

26 
Benzo[b]fluoranteno 

100 
Benzo[k]fluoranteno 

benzo[ghi]perileno  

indeno[1,2,3-cd]pireno 

Comparando os resultados obtidos com os que se encontram na tabela 3.10 verifica-se que 

estes são inferiores aos estabelecidos pela União Europeia (Diretiva 98/83/CE) para águas 

de consumo humano. Para os restantes compostos não existe valor máximo de concentração 

estabelecido por lei para águas de consumo humano. Contudo, apesar de a concentração 

destes PAHs ser inferior ao limite estabelecido por lei, a poluição química deste tipo de águas 

representa uma ameaça para o ambiente aquático e saúde humana, com efeitos de toxicidade 

aguda e crónica em organismos aquáticos, acumulação de poluentes no ecossistema e perda 

de habitats e biodiversidade. 

Estas amostras foram também analisadas para detetar a presença e quantificar nitro-PAHs 

sendo que estes não foram encontrados em nenhuma das amostras. 
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O benzo[a]pireno e os nitro-PAHs, bem como combinações binárias destes, foram 

analisados usando duas metodologias distintas para a avaliação da sua toxicidade em 

Daphnia magna e em células Caco-2. As dáfnias foram mais sensíveis ao 1-nitropireno 

individual do que ao BaP ou aos restantes nitro-PAHs. Além disso, a combinação 3-

nitrofluoranteno + 9-nitroantraceno foi a combinação mais tóxica para Daphnia magna, 

tendo um efeito sinérgico para todos os níveis de Fa. 

Relativamente às células Caco-2, estas foram mais sensíveis à presença do 3-nitrofluoreno 

individual do que aos restantes compostos. A combinação 1-nitropireno + benzo[a]pireno 

foi a mais tóxica para este tipo de células, tendo um efeito antagónico para níveis baixos de 

Fa e um ligeiro sinergismo para níveis mais elevados de Fa. Os efeitos sinergéticos são de 

importância biológica uma vez que se verifica que estes compostos co-ocorrem no ambiente, 

pelo que estes resultados permitem constatar que a exposição humana a estes compostos ao 

longo do tempo pode provocar sérios riscos na saúde humana.  

Em relação às amostras de água recolhidas na zona de incêndios em Braga, verificou-se que 

todas as amostras continham PAHs inclusive na amostra de controlo tendo-se encontrado 11 

dos 16 PAHs prioritários da EPA nas amostras. Contudo, as amostras continham 1,2 a 3,3 

vezes mais PAHs comparativamente com o controlo. Nas zonas de incêndio os compostos 

encontrados em maior concentração são o naftaleno e o fenantreno enquanto que o  antraceno 

e o fluoranteno encontram-se em menor concentração. No controlo, o acenaftileno é o 

composto que se encontra em maior concentração e o antraceno em menor concentração. 

Relativamente, ao BaP verificou-se que este surgiu apenas na recolha de abril de 2018 

Comparando os resultados obtidos com os estabelecidos pela União Europeia (Diretiva 

98/83/CE) para águas de consumo humano verifica-se que estes são inferiores. Para os 

restantes compostos não existe valor de concentração estabelecido por lei para águas de 

consumo humano. Contudo, apesar de a concentração de PAHs ser inferior ao limite 

estabelecido por lei, a poluição química deste tipo de águas representa uma ameaça para o 

ambiente aquático e saúde humana, com efeitos de toxicidade aguda e crónica em 

organismos aquáticos, acumulação de poluentes no ecossistema e perda de habitats e 

biodiversidade. Nas amostras não se detetou nitro-PAHs, felizmente, uma vez que estes 

compostos são mais tóxicos que os PAHs. No entanto, é importante fazer novas campanhas 

para verificar os tempos de remediação destes compostos. 
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Em termos de perspetivas futuras, seria desejável a realização de ensaios de ecotoxicidade 

crónica por forma a avaliar o efeito do composto ao longo do tempo; desenvolvimento de 

novos estudos de forma a avaliar os mecanismos de transcriptónica e expressão genética, 

bem como a avaliação de mecanismo celulares com o intuito de prever as vias de morte e 

inviabilidade celular promovidos pelos referidos compostos. 
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Anexo A - Tabelas 

A1 – Características dos reagentes utilizados neste estudo. 

Reagente Fórmula 

molecular  

Estado  

físico 

Pureza 

(%) 

Frases de risco (H) Frases de 

precaução (P) 

Benzo[a]pireno C20H12 Sólido 99 H317; H340; H350; 

H360FD; H410 

P201; P280; 

P308+P313 

1-Nitropireno C16H9NO2 Sólido 99 H351 P281 

3-Nitrofluoranteno C16H9NO2 Sólido 99 - - 

2-Nitrofluoreno C13H9NO2 Sólido 99 H351; H411 P273; P281 

9-Nitroantraceno C14H9NO2 Sólido 99 - . 

DMSO C2H6OS Líquido 99,9 - - 

DMEM - Líquido - - - 

FBS - Líquido - - - 

NEAA - Líquido - - - 

GlutaMax - Liquido - - - 

Penicilina 
C16H17N2N

aO4S Sólido - - - 

Azul de Tripan - Liquido - H350 
P201; P280; 

P308+P313 

HBSS - Líquido - - - 

Tripsina - Líquido - - - 

PBS - Líquido - - - 

MTT - Pó - H315; H319; H335; 

H341 

P261; P281; 

P305+P351+P338 

Mistura de PAHs - Líquido 99 
H225; 

H302+H312+H332

H319; H411 

P210; P261; P280; 

P305+P351+P338; 

P370+P378; 

P403+P325 

Acetonitrilo C2H3N Líquido 99 
H225; 

H302+H312+H332

H319; 

P210; P261; P280; 

P305+P351+P338; 

P370+P378; 

P403+P325 

Clorofórmio CHCl3 Líquido 99,5 
H302; H315; H319; 

H331; H336; H351; 

H361d; H372 

P261; P281; 

P305+P351+P338; 

P311 

Cloreto de Sódio NaCl Sólido 98 - - 
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H225 – Líquido e vapor facilmente inflamável; 

H302 – Nocivo por ingestão; 

H302+H312+H332 – Nocivo por ingestão, contacto com a pele ou ingestão; 

H315 – Provoca irritação cutânea; 

H317 – Pode provocar uma reação alérgica cutânea; 

H319 – Provoca irritação ocular grave; 

H331 – Tóxico por inalação; 

H335 – Pode provocar irritação das vias respiratórias: 

H336 – Pode provocar sonolência ou vertigens; 

H340 – Pode provocar anomalias genéticas; 

H350 – Pode provocar cancro; 

H351 – Suspeito de provocar cancro; 

H360FD – Pode afetar a fertilidade. Pode afetar o nascituro; 

H410 – Muito tóxico para os organismos aquáticos com efeitos duradouros; 

H411 – Tóxico para os organismos aquáticos com efeitos duradouros; 

H372 – Afeta os órgãos após exposição prolongada ou repetida; 

P201 – Pedir instruções específicas antes da utilização; 

P210 – Manter afastado do calor, superfícies quentes, faísca, chama aberta e outras fontes 

de ignição. Não fumar; 

P261 – Evitar respirar as poeiras; 

P273 – Evitar a libertação para o ambiente; 

P280 – Usar luvas de proteção/ vestuário de proteção/ proteção ocular/ proteção facial;  

P281 – Usar o equipamento de proteção individual exigido; 

P305+P351+P338 – Se ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar 

cuidadosamente com água durante vários minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se 

tal lhe for possível. Continuar a enxaguar. 

P308+P313 – Em CASO DE exposição ou suspeita de exposição: consulte um médico; 

P311 – Contacte um CENTRO DE INFORMAÇÃO ANTIVENENOS ou um médico; 
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P370+P378 – Em caso de incêndio: para extinguir utilizar pó seco ou areia seca; 

P403+P235 – Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco. 

 

A2 – Preparação da solução-mãe do PAH e nitro-PAHs. 

Composto Concentração da solução-mãe (mg/L) 

Benzo[a]pireno 
400  

3-nitrofluoranteno  

9-nitroantraceno 

100  1-nitropireno * 

2-nitrofluoreno 

*NOTA: Para o 1-nitropireno preparou-se uma solução intermédia C=10 mg/L a partir da 

solução mãe (retirou-se 1 mL da solução mãe em 10 mL de DMSO). 
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A3 – Concentrações estudadas para os compostos em estudo em Daphnia magna. 

Composto Concentrações (mg/L) 

Benzo[a]pireno 

0,00 

0,80 

1,00 

1,40 

1,60 

2,00 

3,00 

3,50 

4,00 

4,50 

5,00 

5,50 

6,00 

1-Nitropireno 

0,00 

0,005 

0,010 

0,015 

0,020 

0,025 

0,030 

2-Nitrofluoreno 

9-Nitroantraceno 

0,00 

0,75 

1,00 

1,25 

1,50 

1,75 

2,00 

3-Nitrofluoranteno 

0,00 

1,50 

2,00 

2,50 

3,00 

3,50 

4,00 

4,25 

4,50 

4,75 

5,00 
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A4 – Concentrações das soluções padrão para as misturas realizadas em Daphnia magna. 

Misturas Concentrações (mg/L) 

1NP 

+ 

BaP 

0,002 

+ 

0,425 

0,004 

+ 

0,850 

0,008 

+ 

1,700 

0,017 

+ 

3,400 

0,034 

+ 

6,800 

0,068 

+ 

13,600 

1NP 

+ 

2NF 

0,02 

+ 

0,149 

0,004 

+ 

0,298 

0,008 

+ 

0,596 

0,017 

+ 

1,192 

0,034 

+ 

2,384 

0,068 

+ 

4,768 

1NP 

+ 

9NA 

0,002 

+ 

0,161 

0,004 

+ 

0,323 

0,008 

+ 

0,645 

0,017 

+ 

1,290 

0,034 

+ 

2,580 

0,068 

+ 

5,160 

1NP 

+ 

3NF 

0,002 

+ 

0,438 

0,004 

+ 

0,875 

0,008 

+ 

1,750 

0,017 

+ 

3,500 

0,034 

+ 

7,000 

0,068 

+ 

14,000 

2NF 

+ 

BaP 

0,149 

+ 

0,425 

0,298 

+ 

0,850 

0,596 

+ 

1,700 

1,192 

+ 

3,400 

2,384 

+ 

6,799 

4,768 

+ 

13,598 

2NF 

+ 

9NA 

0,150 

+ 

0,161 

0,300 

+ 

0,323 

0,600 

+ 

0,645 

1,200 

+ 

1,290 

2,400 

+ 

2,580 

4,800 

+ 

5,160 

2NF 

+ 

3NF 

0,149 

+ 

0,438 

0,298 

+ 

0,875 

0,596 

+ 

1,750 

1,192 

+ 

3,500 

2,384 

+ 

7,000 

4,768 

+ 

14,000 

9NA 

+ 

BaP 

0,161 

+ 

0,425 

0,323 

+ 

0,850 

0,646 

+ 

1,700 

1,291 

+ 

3,400 

2,582 

+ 

6,799 

5,164 

+ 

13,598 

9NA 

+ 

3NF 

0,161 

+ 

0,438 

0,323 

+ 

0,875 

0,646 

+ 

1,750 

1,291 

+ 

3,500 

2,582 

+ 

7,000 

5,164 

+ 

14,000 

3NF 

+ 

BaP 

0,438 

+ 

0,425 

0,875 

+ 

0,850 

1,750 

+ 

1,700 

3,500 

+ 

3,400 

7,000 

+ 

6,799 

14,000 

+ 

13,598 
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A5 – Descrição de sinergismo e antagonismo no estudo de combinações de compostos com 

base no método do índice de combinação (CI). 

 

A6 – Concentrações estudadas para os compostos em estudo em células Caco-2. 

Compostos Concentrações (µM) 

1-Nitropireno 

2-Nitrofluoreno 

3-Nitrofluoranteno 

9-Nitroantraceno 

80,00 

26,67 

8,89 

2,96 

0,99 

0,33 

Benzo[a]pireno 

80,00 

26,67 

8,89 

2,96 

0,99 

0,33 

0,11 

0,04 

NOTA: Preparou-se as soluções mãe de cada composto com uma concentração de 8 mM . 

 

 

 

Gama de CI Descrição 

<0,1 Sinergismo muito forte 

0,1-0,3 Sinergismo forte 

0,3-0,7 Sinergismo 

0,7-0,85 Sinergismo moderado 

0,85-0,9 Ligeiro Sinergismo 

0,9-1,10 Efeito aditivo 

1,10-1,20 Ligeiro antagonismo 

1,20-1,45 Antagonismo moderado 

1,45-3,3 Antagonismo 

3,3-10 Antagonismo forte 

>10 Antagonismo muito forte 
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A7 – Concentrações das soluções padrão para as misturas realizadas em células Caco-2. 

Misturas Concentrações (µM) 

BaP 

+ 

1NP 

1,680 

+ 

1,020 

3,360 

+ 

2,040 

6,720 

+ 

4,080 

13,440 

+ 

8,160 

26,880 

+ 

16,320 

53,760 

+ 

32,640 

1NP 

+ 

2NF 

1,020 

+ 

1,634 

2,040 

+ 

3,269 

4,080 

+ 

6,538 

8,160 

+ 

13,076 

16,320 

+ 

26,152 

32,640 

+ 

52,303 

1NP 

+ 

9NA 

2,42 

+ 

9,10 

3,63 

+ 

13,65 

5,44 

+ 

20,47 

8,160 

+ 

30,710 

12,240 

+ 

46,070 

18,360 

+ 

69,100 

1NP 

+ 

3NF 

1,020 

+ 

0,780 

2,040 

+ 

1,560 

4,080 

+ 

3,110 

8,160 

+ 

6,220 

16,320 

+ 

12,440 

32,640 

+ 

24,880 

BaP 

+ 

2NF 

1,680 

+ 

1,630 

3,360 

+ 

3,270 

6,720 

+ 

6,540 

13,440 

+ 

13,080 

26,880 

+ 

26,150 

53,760 

+ 

52,300 

2NF 

+ 

9NA 

0,150 

+ 

0,161 

0,300 

+ 

0,323 

0,600 

+ 

0,645 

1,200 

+ 

1,290 

2,400 

+ 

2,580 

4,800 

+ 

5,160 

2NF 

+ 

3NF 

0,149 

+ 

0,438 

0,298 

+ 

0,875 

0,596 

+ 

1,750 

1,192 

+ 

3,500 

2,384 

+ 

7,000 

4,768 

+ 

14,000 

BaP 

+ 

9NA 

3,980 

+ 

9,100 

5,970 

+ 

13,650 

8,960 

+ 

20,470 

13,440 

+ 

30,710 

20,160 

+ 

46,070 

30,240 

+ 

69,100 

9NA 

+ 

3NF 

9,100 

+ 

1,840 

13,650 

+ 

2,760 

20,470 

+ 

4,150 

30,710 

+ 

6,220 

46,070 

+ 

9,330 

69,100 

+ 

14,000 

BaP 

+ 

3NF 

1,680 

+ 

0,780 

3,360 

+ 

1,560 

5,720 

+ 

3,110 

13,440 

+ 

6,220 

26,880 

+ 

12,440 

53,760 

+ 

24,880 

NOTA: Preparou-se as soluções mãe de cada composto com uma concentração de 6 mM. 
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A8 – EC50 apresentados na literatura para o PAH e nitro-PAHs em estudo. 

Compostos 

Daphnia 

magna 

S. 

costatum 

P. 

Subcapitata 

C. 

reinhardtii 

Daphnia 

pulex 

Referência 
48h – EC50 

(mg/L) 

72h – 

EC50 

(mg/L) 

72h – EC50 

(mg/L) 

72h – EC50 

(mg/L) 

EC50 

(mg/L) 

Benzo[a]pireno 0,25 - 0,015 4 0,005 57, 58 

1-nitropireno 0,033 
0,00042 

 
- - - 59 

2-nitrofluoreno  >0,45    59 

3-nitrofluoranteno  0,0017    59 

 

A9 – Dados para a construção dos gráficos de Fa-CI que originaram o gráfico da mistura 

1NP+BaP. 

Fa Valor de CI S.D.A. 

0,1 0,57488 0,08103 

0,2 0,59704 0,05635 

0,3 0,61431 0,05450 

0,4 0,63012 0,05901 

0,5 0,64607 0,06541 

0,6 0,66347 0,07256 

0,7 0,68421 0,08037 

0,8 0,73205 0,08941 

0,9 0,76060 0,10166 

 

A10 – Dados para a construção dos isobologramas que originaram o gráfico da mistura 

1NP+BaP. 

IC50 IC75 IC90 

BaP 1NP BaP 1NP BaP 1NP 

0,000 0,017 0,000 0,024 0,000 0,034 

3,402 0,000 3,849 0,000 4,355 0,000 
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A11 – Dados para a construção dos isobologramas que originaram o gráfico da mistura 

1NP+BaP. 

IC BaP 1NP 

50 1,009 0,006 

75 1,377 0,008 

90 1,980 0,011 
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Anexo B – Figuras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B1 – Ilustrações 1 e 2 relativas à preparação dos tubos para os ensaios. Ilustração 1 – 

Transferência de uma solução padrão para os tubos de ensaio; Ilustração 2 – Transferência 

das dáfnias para os tubos de ensaio. 

25 mL 25 mL 25 mL 25 mL 

Solução Padrão 

Ilustração 1 

5 

dáfnias 

5 

dáfnias 

5 

dáfnias 

5 

dáfnias 
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