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Resumo

O pescado é considerado um alimento de alto valor nutricional, contudo pode representar uma via
de exposicdo a diversos contaminantes que nele se acumulam por processos de
bioacumulag&o/bioamplificacao.

A concentrac¢é@o de contaminantes ingeridos num alimento nem sempre se reflete na quantidade
gue fica disponivel para absorc¢éo (fracéo bioacessivel). Neste contexto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito do consumo de refeicbes completas a base de pescado na bioacessibilidade de
elementos téxicos, nomeadamente Hg em refeicbes de atum (Thunnus spp.) e Cd em refeicbes de
sapateira (Cancer paguros). Isto permitiu avaliar se o tratamento culinario e/ou a presenca de outros

ingredientes pode interferir na absorgéo de contaminantes.

Os resultados preliminares demonstraram que o tratamento culinario do atum induz um aumento
dos teores de Hg comparativamente a amostra crua. Contudo, a percentagem de Hg bioacessivel
diminui apés o tratamento culinario. A adicdo de outros ingredientes as refeic6es de atum (refogado de
cebola, arroz de tomate, batata e brécolos) promove uma reducéo do teor de Hg no atum, embora
aumente a bioacessibilidade deste contaminante.

Quanto as refeices de sapateira, a adicdo de outros ingredientes induz a diminui¢cdo do teor de

Cd na refeicao, embora a percentagem de Cd bioacessivel ndo sofra alteragcdes significativas.

A concentragdo méaxima permitida na Unido Europeia relativamente ao Hg no atum (1,0 mg/kg de
peso fresco) ndo foi excedida em nenhum caso, ndo se tendo verificado riscos associados a exposi¢ao
ao Hg através do consumo de duas refeicdes semanais para os diferentes grupos etérios. No caso da
sapateira, a concentragdo maxima de Cd (0,50 mg/kg de peso fresco para o musculo) foi largamente
excedida nas visceras, tendo-se verificado um risco elevado de exposicdo ao Cd através do consumo
de 50 g semanais para todos 0s grupos etarios.

Estas informacdes sdo Uteis para ajudar os consumidores a efetuar uma sele¢éo consciente das
refeicbes de pescado que podem representar um risco de exposicdo a contaminantes pelos
consumidores. Além disso, esta informacdo permite que as autoridades de seguranca alimentar

possam integrar estes dados na avaliacdo e comunicacao de riscos.

Palavras-chave: bioacessibilidade, digestéo in vitro, mercirio, cadmio, pescado, contaminantes.



Abstract

Seafood has a high nutritional value, nevertheless, its consumption may be a route of exposure to
many chemical contaminants which could bioaccumulate in seafood and undergo biomagnification

processes.

The levels of ingested contaminants do not always reflect the amount that is available for absorption
(bioaccessible fraction). In this context, the objective of the present study was to evaluate the effect of
the consumption of complete seafood-based meals on the bioaccessibility of toxic elements, specifically
Hg in tuna (Thunnus spp.) and Cd in crab (Cancer paguros) meals. This allow to evaluate if the culinary

treatment and/or the presence of other ingredients can interfere in the absorption of contaminants.

The preliminary results showed that the culinary treatment of tuna increases the Hg levels
compared to the raw sample. However, the Hg bioaccessible percentage decreases after the culinary
treatment. The addition of other ingredients to tuna meals (onion stew, tomato rice, potatoes and
broccolis) promotes a reduction in Hg levels in tuna, although it increases the bioaccessibility of this

contaminant.

For crab meals, the addition of other ingredients induces a decrease in the Cd levels in the meal,

although the Cd bioavailable percentage does not change significantly.

The maximum concentration allowed by the European Union for Hg in tuna (1,0 mg/kg of fresh
weight) was not exceeded in any case and there was no risk of exposure to Hg through the consumption
of 2 meals per week for the different age groups. In the case of the crab, the maximum concentration of
Cd (0,50 mg/kg of fresh weight for muscle) was largely exceeded in the edible tissues (hepatopancreas
and gonads), and there was a risk of exposure to Cd through the consumption of 50 g weekly for all age

groups.

This information is useful to help consumers to make a conscious selection of their seafood meals.
In addition, this information enables food safety authorities to integrate these data into risk assessment
and communication strategies.

Keywords: bioaccessibility, in vitro digestion, mercury, cadmium, seafood, contaminants.
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Introducéo |

1. Introducéo

1.1. Aimportancia do pescado em Portugal

Portugal é o pais europeu com maior tradicdo no sector da pesca (Ferraz de Arruda et al., 2011).
Ha muito tempo que o pais confia na pesca como um dos principais meios de subsisténcia sendo que
muitas comunidades do litoral fazem da pesca a sua principal atividade e fonte de rendimento. O sector
da pesca assume, assim, uma relevancia social, regional e local pois trata-se de um sector que contribui
consideravelmente para o desenvolvimento local das comunidades costeiras, para a criacdo de
empregos, manutencao/criacdo de atividades econdémicas e manutengdo das proprias tradigdes
culturais (DGPA, 2007; Almeida, 2014, Leitéo et al., 2014; PROMAR, 2015).

Considerando apenas a dimensao terrestre, Portugal € um pais relativamente pequeno e afastado
do centro europeu. Porém, quando considerada a sua dimensdo maritima, Portugal assume lugar de
destaque com um enorme potencial geoestratégico, geopolitico e econémico (Pinto, 2017). Portugal
apresenta uma linha de costa com 2830 km e uma zona econémica exclusiva (ZEE) de 1721,751 km?2
(incluindo o continente com 311,648 km? e as regides autonomas dos Agores com 955,644 km? e da
Madeira com 454,459 km?) (figura 1.1) (Matos, 2014; Pinto, 2017; Sea Around Us | Fisheries,
Ecosystems and Biodiversity, 2018).

Regido Regido
Portugal . .
Continental Autonoma Auténoma Plataforma Continental
dos Agores da Madeira Estendida

Area ZEE 311,648 km? 955,644 km? 454,459 km?

Area da
Plataforma 24,606 km? 2,166 km? 1,137 km?
Continental

Area da

Pesca 23,807 km? 2,071 km?2 1,033 km?

Costeira

Figura 1.1 — Areas da zona econémica exclusiva de Portugal, da sua plataforma continental e da pesca costeira
(Fonte: adaptado de Sea Around Us | Fisheries, Ecosystems and Biodiversity, 2018).

Apesar da extensa ZEE, a plataforma continental é exigua (cerca de 1,5% da ZEE) e, o facto de
Portugal se situar numa zona de transicdo para ecossistemas mais quentes, traduz-se numa elevada
diversidade, mas de baixa abundancia de pescado (DGPA, 2007; Afonso, 2009; PROMAR, 2015; Pinto,
2017). Por outro lado, a ZEE dos Acores e da Madeira, embora mais extensas, tém reduzidas areas de
pesca com grande fragilidade biolégica e reduzidas profundidades de exploracdo (DGPA, 2007; Pham
et al., 2013; Shon et al., 2015). Desta forma as regifes autbnomas dos Acores e da Madeira sao
responsaveis por uma menor percentagem de captura de pescado quando comparadas com Portugal
Continental (figura 1.2) (INE, I.P., 2017).
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tugal Continental

Regido Auténoma dos Agores

H Regido Autonoma da Madeira

90,74%

L L. Portugal Regido Re,g'ao Total
Principais espécies Continental Auténoma Auténoma (toneladas)
dos Agores da Madeira

Aguas salobra e doce 156 0 0 156
Peixes marinhos 92 706 5513 5641 103 860
Crustaceos 763 49 - 812
Moluscos 19 067 178 123 19 368
Animais aquaticos diversos 60 7 0 67
Total (toneladas) 112 752 5747 | 5764 | 124263

Figura 1.2 — Capturas (toneladas) segundo os principais tipos de espécies em 2016 (Fonte: adaptado de INE, I. P.,

2017).

Portugal € o pais da Unido Europeia com o consumo per capita de pescado mais elevado, tendo-

se registado um valor de

55,9 kg/ano em 2015 (figura 1.3) (EUMOFA, 2017). Este valor coloca-o em 3°

lugar a nivel mundial, depois do Japdo e da Islandia (Almeida, 2014; Marques, 2015). Comparando

este valor com o da producéo nacional que se encontra na ordem dos 23 kg/ano, claramente a producéo

nacional é insuficiente para cobrir as necessidades de consumo, resultando num saldo altamente

deficitario na balanga comercial de pescado, através da importacdo de produtos da pesca de outros

paises, principalmente Espanha e Paises Nordicos Europeus (Lopes, 2009; Ferraz de Arruda et al.,

2011; PROMAR, 2015).

Portugal
Espanha
Franca
Luxemburgo
Malta

Itdlia

Suécia
Letdnia
Média da Europa
ReinoUnido
Bélgica
Finlandia
Dinamarca
Chipre
Paises Baixos
Irlanda
Crodcia
Grécia
Esténia
Litudnia
Polénia
Austria
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Eslovénia
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Bulgéria
Hungria
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45,2
33,9
32,0
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Figura 1.3 - Consumo per
fresco) (Fonte: adaptado d
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capita de pescado (Kg/Capita/Ano) por Estado-Membro em 2015 (equivalente a peso
e EUMOFA, 2017).
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Nos ultimos anos, a pesca em Portugal tem vindo a perder importancia em virtude das politicas
europeias de sustentabilidade dos recursos e modernizacao da frota que levaram a uma reducéo do
namero de embarcacdes e pescadores (Machado, 2011). Em 2017 registou-se o menor volume de
capturas de pescado de sempre, com cerca de 118.365 toneladas provenientes da pesca de peixes
marinhos (INE, I.P., 2018) (figura 1.4).

Toneladas
180000 ¥ 169096

| 165 863 1654236f1
160 000 Ho |

| 148711 [140/843 ]

140 000 + Sy P ——
. 12412735 118|365
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100000 +
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Figura 1.4 — Capturas de pescado em Portugal entre 2008 e 2017 (em toneladas)
(Fonte: adaptado de INE, 1. P., 2018).

De modo a colmatar a reducéo no volume de capturas de pescado, a aquicultura tem vindo a ser
promovida em Portugal, contudo a sua producdo ndo tem acompanhado as necessidades do pais, pois
representa, ainda, um papel reduzido na producédo nacional de pescado (cerca de 2%) (figura 1.5)
(DGPA, 2007; Machado, 2011).

LEGENDA: e ; 1% %

CAPTURA SELVAGEM
B IMPORTAGOES 10.7kG

AQUICULTURA

12%

45.2KG
44%

2%

35%
55.9kG

12%, :
1
18.4kG

9%
33.9kG )

Figura 1.5 - Informacdes relativas ao consumo per capita, capturas, importacdes e producdo em
aquicultura de Portugal, Espanha, Franca, Italia, Eslovénia, Croacia e Grécia (Fonte: adaptado de
EUMOFA, 2017; WWF, 2017).
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As principais espécies de pescado capturado em territério portugués sdo a cavala (Scomber
colias), o carapau (Trachurus trachurus) e a sardinha (Sardina pilchardus) (figura 1.6). Os atuns

aparecem apenas em 7° lugar a nivel de capturas.
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Figura 1.6 — Principais espécies de pescado capturado em Portugal em 2017 (Fonte: DGRM, 2017).

No entanto, quando se integram os dados das importagbes constata-se que as espécies mais
consumidas em Portugal sdo a sardinha (Sardina pilchardus), robalo (Dicentrarchus labrax), peixe-
espada preto (Aphanopus carbo), polvo (Octopus vulgaris), bacalhau (Gadus morhua), atum (Thunnus
spp.), pescada (Merluccius merluccius), cavala (Scomber colias), carapau (Trachurus trachurus), choco
(Sepia officinalis), dourada (Sparus aurata), entre outros peixes pelagicos (LPN, 2010). Relativamente
aos crustaceos, as principais espécies consumidas sdo sapateira (Cancer paguros), santola (Maja

squinado) e navalheira (Necora puber) (Ciéncia Viva, 2014).

1.2. Beneficios e riscos associados ao consumo de pescado

O pescado (incluindo peixe, crustaceos e moluscos) é considerado um alimento essencial para o
consumo humano, sendo reconhecido e distinguido pelo seu alto valor nutricional (Marques, 2015). Em
resposta a necessidade da implementagdo de uma vida saudavel, o consumo de carne tem vindo a ser

preterido pelo peixe e seus derivados por um crescente nimero de pessoas (Lopes, 2009).

O pescado apresenta um baixo teor de colesterol e elevado teor de nutrientes essenciais,
nomeadamente proteinas de elevado valor bioldgico, acidos gordos essenciais do tipo émega-3,
minerais e vitaminas, cujos beneficios tém vindo a ser demonstrados para a salde dos consumidores
(Matos, 2014). Contudo, o consumo de pescado pode, igualmente, incluir alguns perigos para o
consumidor, pois podem acumular-se no pescado contaminantes biolégicos e/ou quimicos que
resultam em intoxicacdes alimentares ou em enfermidades a longo prazo (Lopes, 2009). Desta forma,

€ importante identificar os potenciais beneficios e riscos associados ao consumo de pescado.
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1.2.1. Beneficios do consumo de pescado

O pescado desempenha um papel importante na alimentacdo humana uma vez que representa,

em diversas regiées do mundo, a principal fonte de proteinas de origem animal (Lopes, 2009).

Segundo a Sociedade Europeia de Cardiologia (Piepoli et al., 2016) é aconselhavel consumir pelo
menos duas refeicdes semanais de pescado de modo a promover o bom funcionamento do organismo
e prevenir algumas patologias, sobretudo do foro cardiovascular e oncolégico (Lichtenstein et al., 2006;
Afonso, 2009; Sharma & Katz, 2013). Varios estudos epidemiolégicos tém evidenciado que o consumo
de pescado diminui o risco de doencas cardiovasculares, hipertensdo, cancro, osteoporose, doencas
auto-imunes e doencas inflamatérias (Machado, 2011; Nunes et al., 2011; Sharma & Katz, 2013). Para
além disso, devido a diversidade de espécies, quer em tamanho, forma e composi¢céo, o pescado

possibilita uma grande variedade de confecdes para um consumo saudavel.

Os géneros alimenticios que constituem o grupo de pescado séo, na sua generalidade, alimentos
altamente nutritivos, saborosos e de facil digestdo, variando a sua composi¢éo bioquimica de espécie
para espécie, e, mesmo entre individuos da mesma espécie, dependendo do grau de maturagdo sexual,
idade, sazonalidade, origem geogréfica, temperatura, salinidade, tipo de alimentacéo e padrBes de
migracao (Murray & Burt, 1969; Huss, 1995; Lopes, 2009; Dias, 2012; Marques, 2015). Os principais
constituintes do pescado sé@o sobretudo a agua (50-85%), proteinas (12-24%) e lipidos (0,1-22%),
representando cerca de 98% do total da fracéo edivel. Os restantes 2% s&o constituidos por compostos
minoritarios nomeadamente sais minerais (0,8-2%), hidratos de carbono e vitaminas. A quantidade de
hidratos de carbono no pescado é geralmente inferior a 0,5%, embora nos moluscos possa exceder 0s
5% (Nunes et al., 2011; Marques, 2015).

1.2.1.1. Proteinas

As proteinas sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento do corpo humano,
manutencdo e reparacdo dos tecidos, assim como para a producdo de enzimas e hormonas
necessérias ao bom funcionamento do organismo (Nunes et al., 2011; Ribeiro, 2011). A sua caréncia
estd associada a efeitos adversos ao nivel da fungcd@o cerebral, renal, mucosa intestinal e sua
permeabilidade, podendo provocar também alteracGes no sistema imunitario e na diminuicdo do
crescimento (Afonso, 2009).

O teor de proteinas é a componente mais estavel do peixe, nao se verificando uma grande variacao
dentro da mesma espécie e/ou ao longo do ano. A maioria das espécies apresenta no seu musculo um
teor proteico de cerca de 17-20% (Belitz et al., 2009; Marques, 2015).

As proteinas do misculo dos produtos da pesca podem organizar-se em trés grupos de acordo
com as suas caracteristicas fisico-quimicas: (i) as proteinas miofibrilares (por exemplo, actina, miosina,
actomiosina e tropomiosina) que fazem parte do sistema contractii ou estrutural do musculo,
constituindo cerca de 70 a 80% do total das proteinas; (ii) proteinas sarcoplasmaticas (por exemplo, a
mioglobina, a mioalbumina e enzimas) que representam cerca de 20 a 30% do teor proteico presente

no musculo; e (i) proteinas do tecido conjuntivo (por exemplo, colagénio e elastina) que sédo
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extracelulares e representam cerca de 3% do total de proteinas nos peixes 6sseos e 10% nos peixes
cartilagineos (Belitz et al., 2009; FiB, 2009; Soares & Goncalves, 2012; Marques, 2015).

A qualidade de uma fonte proteica é determinada essencialmente por fatores como a
digestibilidade e a sua equilibrada composigdo em aminoacidos essenciais (Marques, 2015). Assim, as
proteinas encontradas no pescado sdo consideradas proteinas de elevado valor nutricional, uma vez
gue possuem na sua composicdo todos os aminoacidos essenciais e beneficiam de uma elevada
digestibilidade essencialmente por apresentarem uma baixa percentagem de tecido conjuntivo (Ribeiro,
2011; Sartori & Amancio, 2012; Soares & Goncalves, 2012).

1.2.1.2. Lipidos

A designacéo lipidos engloba todos os constituintes de matéria gorda que, por sua vez, formam

um grupo de compostos de natureza quimica muito variavel (Maulvault, 2009).

Os lipidos desempenham varias fungBes biol6gicas importantes para 0s seres Vivos,
nomeadamente o armazenamento e transporte de energia, formacdo de membranas celulares e
manutencdo da sua integridade estrutural, sintese de eicosandides tais como prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos (importantes na regulagdo de processos fisioldgicos e no controlo de
diversos sistemas do organismo, especialmente na inflamacgé&o, imunidade e como mensageiros do
sistema nervoso central), e transporte de vitaminas lipossoltveis (FiB, 2009; Nunes et al., 2011). Para
além das funcdes enumeradas, também contribuem para as caracteristicas sensoriais do pescado,
sobretudo textura e paladar, fornecendo também compostos essenciais como é o caso dos acidos
gordos polinsaturados do tipo n-3 (Kolakowska & Sikorski, 2003; Afonso, 2009; FiB, 2009).

O teor de lipidos no peixe pode variar muito (entre 0,1% e 45%), uma vez que € influenciado por
diversos fatores como a espécie, estado de maturagdo, sazonalidade, sexo, alimentagdo, profundidade,
temperatura e salinidade (Moradi et al., 2011; Nunes et al., 2011; Marques, 2015).

O pescado é geralmente classificado em trés categorias, consoante o teor de gordura no seu tecido
muscular: magro (< 0,1 - 0,4% de lipidos), gordo (> 16% de lipidos) e semi-gordo (0,4 - 16% de lipidos)
(Belitz et al., 2009; Maulvault, 2009).

No pescado, o armazenamento dos lipidos varia de espécie para espécie, embora a sua deposi¢gado
ocorra principalmente no musculo, figado e cavidade abdominal a envolver as visceras (Moradi et al.,
2011). As espécies magras tendem a acumular uma maior fragéo das suas reservas lipidicas no figado,
ao passo que as espécies gordas acumulam preferencialmente no tecido muscular, influenciando assim

as qualidades organoléticas do pescado (Huss, 1995; Afonso, 2009).

A cor do musculo também é relevante uma vez que o musculo escuro contém mais lipidos do que
o claro (Afonso, 2009). Esta diferenca esté relacionada com a adaptagéo bioldgica das espécies uma
vez que as espécies que apresentam um tecido muscular escuro efetuam grandes deslocacgfes e

movimentos constantes, precisando de um maior consumo energético, tendo por isso niveis mais
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elevados de mioglobina (responsavel pela coloracao mais escura) e um maior teor lipidico (Huss, 1995;
Afonso, 2009).

Os lipidos presentes no pescado sdo compostos principalmente por fosfolipidos, triglicéridos e
esterdis, mas mais importante do que o teor lipidico dos produtos da pesca é a forma como estes sao
encontrados (por exemplo acidos gordos e colesterol) e a existéncia de produtos provenientes da
oxidacgéo lipidica (por exemplo peréxidos e malonaldeido) (FiB, 2009; Moradi et al., 2011). O pescado
apresenta acidos gordos saturados (SFA), acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e acidos gordos
polinsaturados (PUFA) com perfil variavel e com diferentes proporcdes consoante a espécie (Nunes et
al., 2011; Nufez et al., 2018). No entanto, por norma, 0 peixe possui um baixo teor de acidos gordos
saturados comparativamente com o dos insaturados, o que € benéfico do ponto de vista fisiologico e
nutricional. Estudos epidemioldgicos e investigacdes clinicas tém vindo a provar que os PUFA,
particularmente os acidos gordos de cadeia longa n-3 (émega-3), tais como o acido gordo
eicosapentaendico (EPA, 20:5-n3) e o docosahexaendico (DHA, 22:6n-3), sdo essenciais para a saude
do consumidor pois previnem a ocorréncia de doengas cardiovasculares, hipertensdo e diabetes,
diminuem o nivel de colesterol no sangue, promovem o desenvolvimento de fun¢des cerebrais e do
sistema nervoso, e contribuem para o tratamento da artrite reumatoide, psoriase, colite ulcerativa e
algumas perturbacdes do sistema imunitario (Castro-Gonzalez & Méndez-Armenta, 2008; Lopes, 2009;
Hosomi et al., 2012; Soares & Gongalves, 2012; Almeida, 2014; Marques, 2015; Nufez et al., 2018).
Para além disso, parecem também ajudar na prevencdo de algumas formas de cancro como por
exemplo cancro da mama (Fabian et al., 2015), da préostata (Kullenberg de Gaudry & Massing, 2014) e

do colo-rectal (Lee et al., 2017).

N&o existe um valor limite de ingestdo de EPA e DHA, contudo, estudos cientificos realizados pela
Autoridade Europeia de Segurancga Alimentar concluiram que a suplementagcdo de EPA e DHA em
doses até 5 g/dia ndo apresentam preocupac¢des de seguranca em adultos (EFSA, 2012c). Existem,
porém, recomendacdes dietéticas baseadas em consideragfes de risco cardiovascular em adultos
europeus para a ingestao de 250-500 mg/dia de EPA e DHA (EFSA, 2012c).

O peixe é a fonte mais importante de acidos gordos émega-3 para 0 ser humano uma vez que
estes ndo podem ser sintetizados pelo préprio organismo e s&o indispensaveis para o normal

funcionamento e crescimento de todos os tecidos (Lopes, 2009; Soares & Goncalves, 2012).

1.2.1.3. Colesterol

O colesterol € uma substancia lipidica indispenséavel na preservacao das membranas celulares e
producdo de hormonas, vitamina D e &cidos biliares que facilitam a digestdo das gorduras (Maulvault,
2009). Trata-se de um esterol que esta presente no pescado em niveis reduzidos, podendo o seu teor
depender de vérios fatores como o local de captura, sexo e estagédo do ano (Ribeiro, 2011; Marques,
2015).

Como o colesterol ndo se dissolve no sangue, o seu transporte € mediado por lipoproteinas que

podem ser de baixa densidade (LDL), conhecidas como “colesterol mau” ou de elevada densidade
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(HDL), também conhecidas como “colesterol bom” (Maulvault, 2009). Quando em excesso, as LDL
podem aumentar o risco de doencas cardiovasculares uma vez que o colesterol tende a acumular-se
nas paredes das artérias que irrigam o coracdo e o cérebro, tornando-as estreitas e inflexiveis
(Maulvault, 2009). Por outro lado, as HDL protegem as artérias pois facilitam a eliminagéo das LDL na

circulagdo sanguinea (Maulvault, 2009).

Estudos cientificos mostraram que o consumo de pescado leva ao aumento do tamanho das
particulas de HDL, o que é benéfico pois estas lipoproteinas eliminam o colesterol das artérias,

diminuindo assim o risco de doencas cardiovasculares (Erkkila et al., 2014).

1.2.1.4. Vitaminas

Os teores de vitaminas no pescado variam ndo sé entre espécies, como também entre individuos
da mesma espécie, estando esta variagdo dependente da época do ano e do local de captura (Ribeiro,
2011; Marques, 2015). Os produtos da pesca geralmente ndo sdo uma fonte predominante de
vitaminas, embora os niveis de vitamina do complexo B, nomeadamente a tiamina (B1), a riboflavina
(B2), a piridoxina (B6) e a cianocobalamina (B12) sejam comparaveis aos de outros alimentos com alto
teor proteico (Lopes, 2009; Nunes et al., 2011). Para além destas vitaminas, algumas espécies com
maior teor lipidico, como é o caso do salmao, sardinha, linguado e robalo, fornecem também
quantidades interessantes de vitaminas A, D e E (Belitz et al., 2009; Lopes, 2009; Ribeiro, 2011;
Marques, 2015). As vitaminas apresentam diversas fun¢gbes no organismo, principalmente no
desenvolvimento e manutencédo de varios tecidos/6rgédos, dos quais sdo exemplo, entre outros, 0s
olhos, os pulmdes, a pele e 0s 0ssos. As vitaminas A e E sdo poderosos antioxidantes, pelo que
previnem doencas cardiacas e certos tipos de cancro, como por exemplo o cancro da mama, prostata,

bexiga, pele, colo-rectal, ovarios, entre outros (Santos & Cruz, 2001; Doldo et al., 2015).

1.2.1.5. Minerais

Os minerais podem ser classificados como essenciais ou hdo essenciais. Estes elementos existem
naturalmente no meio aquatico, podendo ser bioacumulados pelo pescado (Celik et al., 2004; Cabafiero
et al., 2004).

Os minerais essenciais desempenham func¢des vitais no organismo, mesmo quando se encontram
em pequenas concentracdes, ao passo que 0S minerais ndo essenciais podem tornar-se toéxicos,

mesmo em concentrac@es reduzidas (Celik et al., 2004; Afonso, 2009).

O teor de minerais na maioria do pescado situa-se entre 0,8 e 2,0 %, podendo variar de acordo
com diferentes fatores intrinsecos (por exemplo a espécie, idade, sexo e maturidade sexual) ou
extrinsecos (por exemplo a sazonalidade, area geografica, temperatura, disponibilidade do elemento e
salinidade) (Castro-Gonzalez & Méndez-Armenta, 2008; Ribeiro, 2011).

Em geral, considera-se que o pescado € uma excelente fonte de fésforo, potassio, iodo e selénio

(Marques, 2015). Estes dois ultimos minerais essenciais sdo relativamente abundantes no pescado,
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comparativamente com outras fontes de alimento e desempenham um papel vital em diversos
processos fisioldgicos do organismo (Marques, 2015). Para além destes, o calcio, o ferro e 0 magnésio
também sdo encontrados no pescado, embora em quantidades mais reduzidas (Ribeiro, 2011) (tabela
1.1).

Tabela 1.1 — Teores de minerais (mg/100 g) das principais espécies de pescado consumidas em Portugal
(Bandarra et al., 2018).

Minerais (mg/100 g)
Espécie (crua)

Ca P Mg | Fe Na K Mn Cu Zn Cl
Atum (Thunnus spp.) 35 | 257 37 2,2 45 355 | <0,02 [ 0,20 | 15 73
Bacalhau (Gadus morhua) 33 116 23 0,2 | 1483 | 36 | <0,02 | <0,03 | 0,8 | 1990
Carapau (Trachurus trachurus) 69 263 33 1,2 80 403 | <0,02 [ 0,08 | 1,2 | 131
Cavala (Scomber colias) 39 282 37 1,1 78 360 | 0,02 [ 0,27 | 22 85
Choco (Sepia officinalis) 8,1 | 273 49 0,1 | 200 | 320 | <0,02 | 0,26 | 1,7 | 330
Dourada (Sparus aurata) 15 252 28 0,4 59 383 | <0,02 | <0,03 [ 0,8 76
Peixe-espada preto (Aphanopus carbo) 14 | 181 | 29 0,1 | 138 | 332 | <0,02 | <0,03 | 0,5 | 176
Pescada (Merluccius merluccius) 15 | 219 | 26 0,5 69 | 408 | <0,02 | <0,03 | 0,7 85
Polvo (Octopus vulgaris) 13 165 | 43 0,7 | 259 | 236 | <0,02 | 0,21 | 1,3 | 438
Robalo (Dicentrarchus labrax) 52 | 234 | 38 0,4 95 | 346 | 0,02 | 0,10 | 1,2 | 150
Sardinha (Sardina pilchardus) 70 | 296 | 29 1,7 65 | 404 | <0,02 | <0,03 | 1,7 | 152

Legenda: Ca — Calcio; P — Fésforo; Mg — Magnésio; Fe — Ferro; Na — Sédio; K — Potassio; Mn — Manganés; Cu — Cobre; Zn —
Zinco; Cl - Cloro.

1.2.2. Riscos do consumo de pescado

O meio aquatico representa uma importante fonte de alimento para a populacdo. Contudo, nem
sempre este recurso foi explorado de forma equilibrada e sustentavel (Lopes, 2009). O elevado
crescimento populacional, a necessidade de se obterem maiores quantidades de pescado, o grande
desenvolvimento tecnoldgico das Ultimas décadas e a implantacdo de industrias poluentes junto as
zonas costeiras e aguas interiores, tem provocado profundas alteragdes nos ecossistemas aquaticos,
contribuindo para a contaminacdo de espécies, que pode resultar num problema de saude publica
(Hajeb et al., 2014; Marques, 2015; Silva, 2016).

O cuidado com a saude e o bem-estar € uma preocupac¢do crescente para a maior parte dos
paises, pelo que tém sido estabelecidos limites maximos permitidos para a presenca de diversos
contaminantes nos alimentos (denominados de contaminantes regulamentados), bem como
recomendagfes de ingestdo maxima toleraveis no sentido de se salvaguardar a salde publica (CE,
2006; EFSA, 2011; EFSA, 2012b).

De facto, apesar de todos os beneficios nutricionais decorrentes do consumo de pescado, este
pode igualmente conduzir a riscos para 0 consumidor por representar uma via de exposicdo a
contaminantes ambientais (Saraiva, 2014; Lima et al., 2015; Al-Saleh et al., 2017; Nunez et al., 2018).
Salienta-se que os contaminantes podem dividir-se em: a) biotoxinas de origem natural que se
acumulam nos tecidos do pescado (Fleming et al., 2006; Soares & Gongalves, 2012); b) contaminantes

biolégicos que provém da contaminagdo das aguas ou de um incorreto manuseamento e/ou
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conservacdo do pescado; e ¢) contaminantes quimicos que podem estar presentes na agua de forma
natural ou como resultado da atividade antropogénica (Lopes, 2009; Custddio, 2014; Marques, 2015).
Muitos contaminantes emergentes ainda ndo estdo regulados, ndo existindo ainda limites estabelecidos
devido a escassa informagéo existente sobre esses contaminantes e os seus efeitos na salde publica,
como € o caso dos desreguladores enddcrinos, produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, toxinas

de microalgas nocivas, lixo marinho, entre outros (Reuver et al., 2017).

Relativamente aos contaminantes quimicos regulamentados com potencial toxico, estes podem

ser classificados em:

- Compostos inorganicos: como é o caso dos elementos téxicos (ex. mercurio (Hg), cadmio (Cd) e
chumbo (Pb)) (Huss, 1994; Nunes et al., 2011);

- Compostos organicos: como bifenilpoliclorados (PCB), dioxinas, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAH) e p-dicloro-difeniltricloroetano (DDT) (Huss, 1994; Nunes et al., 2011).

A quantidade de um determinado contaminante presente no pescado depende da espécie, da

dimenséo, da origem geogréfica, da idade, do padrédo alimentar e da altura do ano (Matos, 2014).

De um modo geral, os contaminantes persistentes concentram-se nos tecidos do pescado por
processos de bioacumulacdo e/ou bioamplificacdo (figura 1.7) (Nunez et al., 2018). A bioacumulagéo
ou bioconcentragdo corresponde a fracdo do contaminante que € absorvido a partir do ambiente pelos
organismos nos diferentes niveis tréficos. A bioamplificacdo ocorre quando se verifica a transferéncia
de contaminantes entre niveis tréficos como resultado da predacado, levando a que os teores de
contaminante nos niveis tréficos superiores sejam progressivamente mais concentrados e, desta forma,
amplificando as taxas de bioacumulacdo no topo da cadeia trofica (Silva, 2016). Isto significa que,
guanto mais elevada for a posicdo do organismo na cadeia tréfica, maior sera a concentracdo do
contaminante persistente encontrado nos tecidos alvos. Por outro lado, os individuos mais velhos
apresentam geralmente maiores dimensfes, necessitando de uma dieta baseada em presas de
maiores dimensdes, acabando assim por acumular maiores teores de contaminantes persistentes
(Lopes, 2009; Silva, 2016).

A bioacumulacdo dos contaminantes no pescado é influenciada por diversos fatores bidticos e
abiéticos, como por exemplo, o habitat da espécie, forma quimica em que os contaminantes se
encontram, temperatura, pH, teor de oxigénio dissolvido, espécie, idade, sexo, massa corporal e
condicbes fisioldgicas (Castro-Gonzalez & Méndez-Armenta, 2008; Lopes, 2009; Zhelyazkov et al.,
2018).

Atualmente, o consumo de pescado representa uma das principais fontes de exposicao alimentar
em relacdo a determinados contaminantes, pelo que a ingestdo de grandes quantidades de espécies
especificas de pescado pode representar um risco para o ser humano (Nunes et al., 2011; Matos, 2014;
Al-Saleh et al., 2017).

10



Introducéo |

HomEm

.

PEIXES PREDADORES

PEIXES
A ol
INSETOS AQUATICOS )’

Ak
PLANCTON l - *‘
CONCENTRAGAO DE

s CONTAMINANTE

-

Figura 1.7 - Modelo ilustrativo do processo de bioamplificacdo dos
contaminantes (Fonte: adaptado de Matos, 2014).

1.2.2.1. Elementos téxicos

Uma importante classe de contaminantes associada ao consumo de pescado sao os elementos
téxicos (Zhelyazkov et al., 2018). Os elementos téxicos diferem de outras substancias téxicas por nao
serem criados nem destruidos pelo ser humano (Silva, 2016; Al-Saleh et al., 2017). Na sua
generalidade, estes elementos sdo constituintes naturais da crosta terrestre e encontram-se
amplamente dispersos na natureza (Lopes, 2009; Oliveira e Sa, 2013). Os mesmos podem ser
distinguidos em duas classes: (i) os elementos essenciais que, mesmo em quantidades vestigiais sdo
importantes para o normal funcionamento de determinadas vias metabolicas, apresentando grande
relevancia em processos fisioldgicos e patolégicos (ex. zinco, magnésio, selénio e cobre); e (ii) os
elementos ndo essenciais que ndo possuem quaisquer efeitos funcionais conhecidos no organismo,
sendo altamente toxicos a concentragfes reduzidas (ex. arsénio, mercirio, cadmio e chumbo) (Nunes
et al., 2011; Oliveira, 2012; Oliveira e Sa, 2013; Silva, 2016).

Os riscos de toxicidade associados aos elementos toxicos podem ser imediatos ou de médio a
longo prazo, dependendo da dose e da duracdo da exposicdo ao respetivo contaminante (Marques,
2015; Al-Saleh et al.,, 2017). A idade do consumidor é também um fator importante a ter em
consideracgdo na toxicidade dos elementos tdxicos, uma vez que os idosos e as criangas, Sao 0s grupos
mais vulneraveis a intoxicacdes por estes elementos. No caso das criancas por apresentarem uma
maior absor¢céo gastrointestinal e maior permeabilidade da pele e, consequentemente, ingerirem mais
contaminante por unidade de peso corporal que um adulto (Marques, 2015; Al-Saleh et al., 2017). No
caso dos idosos, devido a longa permanéncia dos contaminantes no organismo, da lenta renovagao
celular e da deterioracao dos parametros fisioldgicos, bioquimicos, imunologicos e homeostaticos, a

capacidade de defesa contra os elementos toxicos € bastante afetada (Hong, 2013).
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A interacdo e toxicidade de um elemento no organismo humano pode ser dividida em trés fases
(figura 1.8):

1. Fase de Absorcéo: A absorcéo ocorre quando o agente toxico passa do meio externo para o
meio interno, ou seja, quando é introduzido no organismo e entra na corrente sanguinea. A
absorcdo do elemento toxico depende das caracteristicas do agente quimico e da membrana
celular, sendo diferente consoante a via de exposi¢do, visto que a absor¢éo gastrointestinal é
diferente da absorcdo pulmonar e da absorcdo dérmica (Oliveira e S&, 2013; Ruppenthal,
2013);

2. Fase de Transporte ou Distribuicdo: Nesta fase o elemento é transportado para o resto do
organismo, geralmente através da corrente sanguinea, podendo deslocar-se para diversos
tecidos e érgdos onde provoca os seus efeitos téxicos. Durante este processo, o agente toxico
pode ser biotransformado, eliminado ou armazenado (Oliveira e S&, 2013). Os fatores que
influenciam o transporte e a acumulacdo dos elementos toxicos séo a irrigacdo do 6rgéo, o seu
contelido aquoso ou lipidico e a integridade do érgdo. Normalmente os elementos téxicos sdo
transportados ligados a macromoléculas (proteinas, enzimas e polipéptidos), formando
complexos (Oliveira e S&, 2013). Contudo, o efeito toxico deve-se essencialmente a interacao
com os grupos sulfidrilo (-SH) dos sistemas enzimaticos, provocando diversas alteracfes
bioquimicas, que por sua vez, desencadeiam sintomas clinicos localizados ou sistémicos
(Oliveira e Sa, 2013; Ruppenthal, 2013; Silva, 2016);

3. Fase de Excrecdo: Os elementos téxicos que ndo sdo acumulados no organismo sao,
posteriormente, excretados essencialmente por via renal e fecal, podendo também ser
excretados através das unhas, cabelo, suor e outras secrecdes (Oliveira e Sa, 2013;
Ruppenthal, 2013).

ABSORCAO

A

TRANSPORTE

ELEMENTO TOXICO &

ORGAOS DO CORPO HUMANO

Figura 1.8 — Modelo ilustrativo das fases de toxicocinética dos elementos téxicos: absorcéo, transporte e
excrecao.

Os elementos toxicos sdo geralmente muito persistentes no meio ambiente e, embora a sua
presenca no meio aquatico possa ter origem geolégica natural (através de atividades naturais como o
vulcanismo ou a erosdo das rochas), resultam principalmente de acdes antropogénicas
(designadamente através de efluentes industriais e urbanos, agricultura, mineracdo e processos

metallrgicos, entre outros) (Castro-Gonzalez & Méndez-Armenta, 2008; Lima et al., 2015; Al-Saleh et
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al., 2017; Nunez et al.,, 2018). Uma vez dispersos no meio ambiente, os elementos toxicos sao
distribuidos naturalmente pelos diversos compartimentos ambientais. As chuvas acidas aumentam a
mobilizagdo natural destes elementos para os cursos de agua doce e oceanos, contribuindo assim para

um aumento destes contaminantes nos meios hidricos (Lopes, 2009).

Em 2016, o pescado constituiu o grupo de alimentos com maior numero de notificagfes de alerta
emitidas pelo Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos para Animais
(sistema RASFF), tendo os elementos téxicos sido dos principais perigos reportados (RASFF, 2017;
Pigtowski, 2018). Dos diversos elementos téxicos dispersos no meio aquatico, 0 mercurio e o cadmio
apresentam maiores riscos para a saude publica, sendo por isso objeto de regulamentacao especifica
(Petroczi & Naughton, 2009; Marques, 2015).

1.2.2.1.1. Mercurio

O mercurio (Hg) é um contaminante quimico inorganico que existe naturalmente no meio ambiente.
Este pode ter origem natural (atividade vulcanica ou erosédo de depdsitos minerais das rochas e dos
solos) ou antropogénica (extracdo de minérios e tintas, queima de combustiveis fosseis, esta¢des
industriais, eliminagéo de residuos, agricultura aquando o uso de pesticidas e fungicidas, entre outros),
sendo esta Ultima a principal fonte de emissdo de mercurio que contribui para a contaminacéo dos solos
e das aguas (Bernhoft, 2012; Matos, 2014; Silva, 2016).

O mercurio e os seus derivados tém sido utilizados para fins industriais, medicinais e cosméticos,
nomeadamente na producgéo de cloro, instrumentos de medigdo e controlo (por exemplo, termémetros),
lampadas fluorescentes, interruptores e material dentario (Machado, 2011). Contudo, este metal tem
sido reconhecido como um elemento extremamente téxico para os seres vivos (Marques, 2015). Este
facto deve-se a possibilidade de inativagdo de enzimas, contendo grupos coordenantes com grande
afinidade para ibes deste elemento (especialmente grupos sulfidrilo) e também devido a efeitos sobre

a permeabilidade de membranas celulares (Afonso, 2009).

Na base da especiagdo quimica do Hg podemos encontrar este elemento sob trés formas, cada
uma com as suas caracteristicas toxicolégicas e efeitos na saude: (i) mercdrio como composto
elementar (Hg®); (ii) mercurio nas suas formas inorganicas (também designados de sais de mercurio);

e (iii) mercurio nas suas formas orgéanicas (Bernhoft, 2012; Marques, 2015).

Os sais de mercurio organico e inorganico sdo mais téxicos do que o mercurio elementar (Afonso,
2009). Dentro do mercurio inorganico, o ido mercurico (Hg?*) é mais toxico do que o ido mercuroso
(Hg*), uma vez que os seus sais sdo mais soluveis (Afonso, 2009). Relativamente aos compostos
organicos, o mercurio pode apresentar-se sob a forma de metilmercurio (MeHg), dimetilmercario e
etilmercdrio, sendo que o metilmercdrio € o composto mais lipossolivel e com maior toxicidade
(Marques, 2015).

O mercurio elementar (Hg®) existe no estado liquido a temperatura ambiente e € pouco absorvido
por via gastrointestinal, apresentando um risco minimo para a saude, quando a exposi¢cdo ocorre por

esta via (Matos, 2014). Contudo, como é altamente volatil, pode ser facilmente absorvido pelo pulméo,
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podendo originar casos de intoxicagao, geralmente devido a exposi¢des ocupacionais (Matos, 2014;
Silva, 2016). Cerca de 80% do mercurio libertado para a atmosfera esta sob a forma de mercurio
elementar, enquanto 15% ¢é libertado para o solo a partir de fertilizantes, fungicidas e residuos sélidos
urbanos e os restantes 5% séo libertados a partir de efluentes industriais para a 4gua (Holmes et al.,
2009; Matos, 2014).

Uma vez libertado o Hg no ambiente, inicia-se o “ciclo do mercurio” (figura 1.9), em que as
diferentes formas de Hg séo sujeitas a transformag®es fisicas e quimicas complexas que envolvem
reacbes de reducdo e oxidagdo, bem como reacfes de metilacdo e desmetilagdo por parte de

microrganismos (Matos, 2014).

et el \
Hg?* ATIVIDADE

ANTROPOGENICA

RECIPITAGAO

No meio ambiente, o vapor de mercirio (Hg®) evapora a partir da superficie terrestre e, na
atmosfera, pode ser convertido numa forma sollGvel (Hg?*), através de reacGes com oxidantes
atmosféricos, como por exemplo 0 oxigénio, ozono e cloro, a qual € muito mais sollvel e regressa
assim a superficie terrestre através da precipitacdo (Matos, 2014). No solo e na agua, o mercurio
inorganico (Hg?*) pode ser novamente convertido na forma elementar (Hg®) e ser reemitido para a
atmosfera, permanecendo no ambiente por longos periodos de tempo ou entdo pode ser alvo de
transformacdes microbianas, isto é, reacdes de biometilacdo por bactérias, dando origem ao
metilmercirio (MeHg) (Matos, 2014). Os fatores mais importantes que influenciam a metilacao bioldgica
sdo a disponibilidade de substancias inorganicas de Hg, a natureza da comunidade microbiana,

temperatura, pH, salinidade, teor de carbono organico e potencial redox (Machado, 2011).

Como o metilmercirio € um composto lipofilico, & facilmente absorvido pelo sistema
gastrointestinal do pescado (Oliveira, 2012; Marques, 2015), ocorrendo uma bioacumulacéo
progressiva deste composto ao longo do ciclo de vida do organismo e ao longo da cadeia trofica
(bioamplificagcéo), podendo inclusive ser absorvido pelo Homem e desencadear reagfes toxicologicas
graves (Holmes et al., 2009; Marques, 2015).

Quando ocorre a ingestdo de mercurio em quantidades elevadas os principais 6rgdos-alvo
afetados sdo os sistemas neurolégico, renal e hepatico (Marques, 2015). Os maiores efeitos

provocados pela exposicdo a niveis elevados de mercurio, mais concretamente de metilmercario, sao
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efeitos neurotéxicos que em individuos adultos se manifestam por um entorpecimento dos membros,
dificuldade em articular as palavras, perda de visdo e audicéo, irritabilidade, graves lesdes cerebrais,
coma e morte (Holmes et al., 2009; Oliveira e S4, 2013; Marques, 2015).

Quando se encontra em concentragfes baixas, 0 merclrio nao representa um perigo toxicologico
para os consumidores, mas a sua bioacumulagéo a longo prazo pode ser prejudicial, por ser eliminado
muito lentamente no organismo humano e ter um tempo de semi-vida relativamente longo
(aproximadamente 70 dias) (Bernhoft, 2012; Marques, 2015).

A toxicocinética do mercurio (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) esta altamente
dependente da forma quimica a que a pessoa é exposta, da dose, da idade da pessoa, da duracéo da
exposicdo, da via de exposi¢do (por inalagdo, ingestdo ou absorcdo cutdnea) e dos padrBes de

consumo de pescado (Holmes et al., 2009; Machado, 2011).

O HgP, quando ingerido, néo é significativamente absorvido ou transformado pelo sistema digestivo
do ser humano, sendo pouco téxico para o organismo e quase totalmente excretado através das fezes
(Holmes et al., 2009; Machado, 2011). O mesmo acontece quando esta forma de mercurio entra em
contacto direto com a pele, uma vez que causa sintomas leves tais como irritacdo da pele, dermatite
ou erupgBes cutaneas (Machado, 2011). Quando absorvido, o Hg elementar é distribuido por todo o
corpo, sendo capaz de atravessar as barreiras hemato-encefalica e placentaria (Bernhoft, 2012; Silva,
2016), afetando principalmente o sistema nervoso (Holmes et al., 2009; Machado, 2011). A intoxicagao
por Hg® provoca tremores, irritabilidade, excitagdo, nervosismo, insénias, alteragdes neuromusculares
(tais como fraqueza, atrofia muscular ou espasmos musculares), dores de cabecga, polineuropatia (tais
como a parestesia, hiperatividade e conducdo nervosa), alteragbes de personalidade, visdo turva,
disartria, perda de memodria e défices de desempenho da funcdo cognitiva (Holmes et al., 2009;
Machado, 2011; Oliveira e Sa, 2013).

Quanto ao Hg inorganico (geralmente Hg?*), a sua absor¢do ocorre maioritariamente com a
inalacao de aerossois de cloreto de Hg, podendo também ser absorvido através da pele (Bernhoft,
2012). A absorgao de Hg?* é geralmente promovida com o aumento do pH intestinal, a dieta de leite
(mais relevante nos recém-nascidos) e o0 aumento da atividade no trato gastrointestinal (Holmes et al.,
2009; Machado, 2011). O mercurio inorganico tem uma capacidade limitada de entrar na corrente
sanguinea, cérebro e barreiras placentarias, podendo ser excretado através do leite materno, saliva,
suor, bilis e fezes (Holmes et al., 2009; Machado, 2011). O principal 6rgdo de acumulagdo de Hg?* é o
rim, podendo resultar numa necrose tubular aguda ou em glomerulonefrite imunolégica (Machado,
2011), danos no sistema digestivo e renal, arritmia e cardiomiopatia e, em caso de exposi¢oes

dérmicas, pode provocar dermatites (Holmes et al., 2009; Machado, 2011; Oliveira e Sa, 2013).

Por fim, o Hg organico apresenta uma elevada toxicidade, sendo a sua forma mais conhecida o
metilmercurio (MeHg) que, apés ingestéo, é rapidamente absorvido ao longo do trato gastrointestinal,
sendo a sua absorc¢éao feita quase na totalidade (cerca de 95%) (Holmes et al., 2009; Machado, 2011;
Silva, 2016). A distribuicdo do MeHg é feita através da corrente sanguinea e uniformemente nos tecidos
devido ao seu elevado potencial para atravessar membranas biologicas (Machado, 2011). A excregdo

do MeHg ocorre principalmente através das fezes, embora possa ocorrer através do cabelo, urina e
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leite materno (Machado, 2011). Nos adultos, o principal sistema afetado pela intoxicacdo por MeHg é
0 sistema nervoso central, produzindo efeitos nefastos que incluem dificuldades de locomocao,
fraqueza generalizada, reducéo dos sentidos (visdo, audi¢éo, tacto, paladar e olfacto), tremores, perda
de consciéncia e, em casos extremos, pode provocar a morte (Holmes et al., 2009). Em mulheres
gravidas, uma vez na corrente sanguinea, o mercurio pode atravessar facilmente a placenta para o feto
em desenvolvimento que, por ser mais vulneravel aos efeitos neurotoxicos do mercurio, pode estar
sujeito a anomalias neuroldgicas das quais se destacam atrasos na locomocéao e fala, bem como a
reducdo de capacidades cognitivas (Holmes et al., 2009; Bernhoft, 2012; Machado, 2011).

1.2.2.1.2. Cadmio

O cadmio (Cd) é outro elemento toxico com elevada toxicidade, pois bastam pequenas

quantidades para revelar efeitos agudos e crénicos nos humanos (Saraiva, 2014).

Apesar dos minérios de Cd ndo serem abundantes, este encontra-se na natureza de forma
generalizada, estando presente em quantidades mensuraveis em quase tudo o que comemos,
bebemos e respiramos (Sinicropi et al., 2010). Apesar das principais fontes de Cd na atmosfera serem
de origem natural (atividade vulcénica e erosdo de rochas sedimentares e fosfatos marinhos), a
principal proveniéncia deste elemento € antropogénica (utilizacdo em fontes industriais, no fabrico de
pilhas e baterias, vidro, fotografias, pigmentos para tintas e plasticos, esmaltes, produtos pirotécnicos,
atividades agricolas, através do uso de pesticidas fosfatados que contém Cd e provocam a
contaminagdo de diversos alimentos) (Castro-Gonzélez & Méndez-Armenta, 2008; Sinicropi et al.,
2010; Oliveira, 2012; Ruppenthal, 2013).

O consumo de pescado pode representar uma importante via de exposicdo humana ao Cd.
Contudo, as plantas apresentam um poder de absor¢cdo superior para o Cd, sendo um dos exemplos
mais conhecidos a planta do tabaco, em que o fumo do tabaco constitui uma das principais fontes de
exposicdo ao Cd (Goyer & Clarkson, 1996; Castro-Gonzélez & Méndez-Armenta, 2008; Uwakwe &
Ibiam, 2009).

O Cd pode ser absorvido por via respiratoria (15 a 30 %) ou gastrointestinal (5 a 8 %), sendo que
a absorgédo gastrointestinal pode aumentar com a caréncia de calcio ou ferro ou em dietas baixas em
proteina (Oliveira, 2012; Oliveira e S4, 2013). O tempo de semi-vida do Cd é muito longo, superior a 10
anos, aumentando assim a probabilidade de ocorréncia de efeitos cumulativos, mesmo em baixos

niveis de ingestao (Goyer & Clarkson, 1996; Oliveira e S4, 2013).

Uma vez absorvido, o Cd é transportado no sangue ligado maioritariamente a proteinas do plasma
(em especial a albumina), sendo distribuido por todo 0 organismo, mas acumulando-se principalmente
no figado e rins, principais locais de armazenamento a longo prazo (Lopes, 2009; Sinicropi et al., 2010;
Angeletti et al., 2014). Quando a exposicao é reduzida e prolongada no tempo (situac@o que se verifica
na exposicdo por ingestdo), o Cd acumula-se maioritariamente nos rins. No entanto, quando a

exposicdo é mais elevada, o nivel de Cd aproxima-se nos rins e figado (Lopes, 2009).
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No figado, o Cd promove a sintese de metalotioneina (MT), uma proteina de baixo peso molecular
e rica em cisteina, que funciona como ligante de elementos téxicos (Goyer & Clarkson, 1996; Sinicropi
et al., 2010). Ocorrido este mecanismo, o complexo cadmio-metalotioneina (Cd-MT) é libertado do
figado para o plasma e eliminado através da urina (Sinicropi et al., 2010). O complexo Cd-MT néo
eliminado pode ser filtrado pelos glomérulos, posteriormente absorvido nos tdbulos renais e
consequentemente clivado nos lisossomas, libertando assim o ido Cd?* que, provoca uma nova sintese
de metalotioneina (figura 1.10) (Goyer & Clarkson, 1996; Sinicropi et al., 2010). Por esta razdo, pode
detetar-se uma concentracao apreciavel de Cd na forma de complexo Cd-MT sem se verificarem danos
(Afonso, 2009). Uma vez superada a capacidade de producdo de metalotioneina, os niveis de Cd
excedem a concentragdo critica, podendo ocorrer o desenvolvimento de uma insuficiéncia renal e
originar outras consequéncias que pdem em perigo a saude do individuo (Goyer & Clarkson, 1996;
Oliveira e S&, 2013).
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Figura 1.10 — Representacao esquemética da deposi¢do do cadmio no figado e no rim (Fonte: adaptado de
Sinicropi et al., 2010).

O Cd absorvido é excretado maioritariamente através da urina. Contudo, este processo é
insuficiente e lento, o que explica o longo tempo de semi-vida do Cd no organismo, enquanto que o Cd
néo absorvido é eliminado por via fecal, sendo a excrecdo deste metal muito reduzida no leite materno

(inferior a 1 pg/kg de leite) (Lopes, 2009).

Alguns ensaios de farmacologia experimental tém revelado que dietas enriquecidas em zinco
diminuem os sinais de toxicidade do Cd, devido ao facto do zinco induzir uma producéo acelerada de
metalotioneinas que, por sua vez, complexam o ido Cd e funcionam como um mecanismo de

destoxificacéo (Afonso, 2009).

No que respeita aos efeitos téxicos do Cd, quando ingerido em doses elevadas, pode originar
efeitos de toxicidade aguda que envolvem nauseas, vomitos, dores abdominais e diarreia (Lopes,
2009). Em caso de inalacdo do Cd, podem ocorrer dores de cabeca e insuficiéncia respiratéria,
podendo, em doses elevadas, provocar enfisema pulmonar, lesGes renais e efeitos no sistema
cardiovascular e esquelético (Goyer & Clarkson, 1996; Lopes, 2009; Sinicropi et al., 2010). A exposi¢ao
cronica ao Cd tem estado associada ao desenvolvimento de multiplos efeitos de toxicidade que incluem,

doencgas pulmonares, doencas crénicas do sistema renal, efeitos nefrotdxicos (por exemplo, disfunges
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renais como a glicosiria e a proteindria), doencas cardiovasculares e ésseas (osteomalacia e
osteoporose), bem como danos nos sistemas nervoso, imunoldgico, hepatico e sexual (como por
exemplo, alteragdes nos niveis hormonais, toxicidade em embribes e no sistema reprodutor,
nomeadamente ao nivel dos ovarios e testiculos e degeneragdo ou perda completa de
espermatozoides) (Goyer & Clarkson, 1996; Liu et al., 2009; Sinicropi et al., 2010; Angeletti et al., 2014;
Al-Saleh et al., 2017). Para além de todos estes efeitos toxicologicos existem evidéncias do Cd originar
0 aparecimento de tumores em diferentes érgaos, incluindo o pulméo, préstata e pancreas, estando
este metal classificado como agente cancerigeno para os seres humanos (Grupo 1) pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancro (IARC) (IARC, 2018).

1.2.3. Espécies de pescado afetadas pela contaminagdo com elementos téxicos

A incidéncia de contaminantes no pescado € um problema que tem ganho um enorme destaque
ao nivel da seguranca alimentar. Sendo Portugal o pais da Unido Europeia com o maior consumo de
pescado per capita, torna-se importante estudar algumas das espécies mais consumidas e nas quais
ocorrem acumulagbes de elementos téxicos especificos (EUMOFA, 2017). Desta forma, serdo
abordadas como espécies alvo neste trabalho o atum (Thunnus spp.) para a qual é frequente detetar
niveis elevados de Hg, e a sapateira (Cancer paguros) para a qual é frequente detetar niveis elevados
de Cd (Peterson et al., 1973; Overnell, 1986).

1.2.3.1. Atum (Thunnus spp.)

1.2.3.1.1. Nomenclatura, caracteristicas anatémicas e ciclo de vida

Thunnus spp. (South, 1845) (figura 1.11) pertence a familia
Scrombridae, na qual estéo incluidos os chamados atuns e espécies
similares (tabela 1.2) (WoRMS, 2018). Esta familia é caracterizada

por individuos com um corpo alongado, fusiforme e pouco comprido

Figura 1.11 — Thunnus spp. ou
lateralmente, tendo uma grande variabilidade de dimensdes que &wum (Costa, 2013).

podem ir desde os 45 cm até aos 5 m de comprimento (Collette &
Nauen, 1983; Costa, 2013).

Tabela 1.2 - Hierarquia taxondmica do atum (Fonte: adaptado de WoRMS, 2018).

Reino Animalia
Filo Chordata
Superfilo Vertebrata
Classe Actinopterygii
Ordem Perciformes
Familia Scombridae
Género Thunnus
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As espécies de atum apresentam pequenos dentes conicos, pequenas escamas por todo o corpo
e uma coloracdo que, apesar de poder variar de espécie para espécie, se caracteriza por ser de um
azul-escuro metalico nas costas, lados inferiores e barriga esbranquicada, sem riscas escuras ou
manchas nos lados, sendo que em varias espécies os finlets podem possuir um amarelo brilhante e

serem afiados e pretos (Collette & Nauen, 1983).

Os atuns nadam de boca aberta, forcando a entrada de aguas para as branquias, sendo este, um
método eficiente para garantir a oxigenacdo do sangue ao nivel das branquias sem grande dispéndio
energético (Costa, 2013). Existem diferencas entre espécies no que diz respeito a reproducéo. As cinco

espécies mais capturadas em Portugal séo:

- Katsuwonus pelamis (Linnaeus, 1758), também conhecido como “bonito”, tem um crescimento rapido
e uma vida reprodutiva curta de aproximadamente 7 anos, podendo as fémeas produzir entre 100 mil

e 2 milhBes de odcitos por ano (Costa, 2013);

- Thunnus albacares (Bonnaterre, 1788), também conhecido como “albacora”, sendo distinto das outras
espécies de atuns devido as suas tonalidades amareladas nas barbatanas dorsal e anal (Costa, 2013);

- Thunnus obesus (Lowe, 1839), também conhecido como “atum-patudo”, diferindo das outras espécies
de atum por possuir os olhos grandes e redondos. Tem um crescimento extremamente rapido, a sua
desova é realizada normalmente duas vezes por ano, produzindo em cada uma das desovas 3 a 6
milhdes de odcitos (Costa, 2013);

- Thunnus alalunga (Bonnaterre, 1788), também conhecido por “atum-voador”, sendo caraterizado
pelas suas longas barbatanas peitorais. Atinge a maturidade por volta dos 5 anos, podendo a fémea

produzir entre 2 a 3 milhdes de odcitos por época de desova (Costa, 2013);

- Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758), também conhecido por “atum rabilho”, sendo o atum com o
crescimento mais lento, onde o seu periodo de reproducédo pode atingir os 20 anos e as fémeas podem

produzir mais de 10 milhdes de odécitos por ano (figura 1.10) (Costa, 2013).

1.2.3.1.2. Distribui¢do geogréafica e métodos de captura

Os atuns sao espécies oceanicas que podem nadar a mais de 500 m de profundidade,
dependendo da espécie e do tamanho (Collette & Nauen, 1983). As espécies de atum sao
essencialmente compostas por migradores, apresentando uma grande variabilidade de habitats e
condi¢cbes ambientais (Costa, 2013). O facto de serem excelentes nadadores com a capacidade de
atingirem grandes velocidades durante longos periodos de tempo, de conseguirem elevar a sua
temperatura corporal face a temperatura exterior e poderem ser encontrados numa grande amplitude
de temperaturas, leva a que estes individuos tenham uma vasta distribuicdo, podendo ser encontrados
nos Oceanos Pacifico, Atlantico e indico (Collette & Nauen, 1983; Costa, 2013).

As espécies de atum sdo normalmente capturadas a superficie, com recurso a redes de cerco ou
a técnica de salto e vara, podendo também ser capturadas em palangres em mar aberto (Collette &
Nauen, 1983; Costa, 2013).
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1.2.3.2. Sapateira (Cancer paguros)
1.2.3.2.1. Nomenclatura, caracteristicas anatémicas e ciclo de vida

Cancer paguros (Linnaeus, 1758) (figura 1.12), de nome comum
sapateira, € da familia Cancridae (tabela 1.3) (WoRMS, 2018).

Caracteriza-se por ser uma espécie com um corpo pesado, formato oval,

cor vermelho-acastanhada e com enormes pincas de ponta preta, \
Figura 1.12 — Cancer paguros
ou sapateira (Sealord photo-

(Barrento, 2010). Os individuos maiores podem apresentar uma carapaca 9raphy, 2018).

estando as restantes quatro pares de patas cobertas de pilosidades

muito larga (até 25 cm, embora a maior parte se situe nos 15 cm), estando a taxa de crescimento
dependente da idade e do sexo do individuo, bem como da profundidade a que estes se encontram
(normalmente os machos sdo maiores do que as fémeas e apresentam carapacas de maiores

dimensoes a profundidades mais elevadas) (Barrento, 2010; WoRMS, 2018).

Tabela 1.3 - Hierarquia taxon6mica da sapateira (Fonte: adaptado de WoRMS, 2018).

Reino Animalia
Filo Arthropoda

Subfilo Crustacea

Classe Malacostraca
Ordem Decapoda
Familia Cancridae
Género Cancer
Espécie Cancer pagurus

A reproducdo da sapateira ocorre durante a Primavera e Verdo, sendo feita por cOpula, apés a
fémea mudar a carapaca. As fémeas carregam os ovos no abdémen por 6-9 meses e libertam as larvas
no final da primavera/inicio do verao (Barrento, 2010). A duragdo do estadio larval é de 1-6 meses,
podendo existir uma disperséo superior a 10 km e a idade da maturidade é atingida por volta dos 10

anos, sendo a esperanca média de vida desta espécie entre os 20 e os 100 anos (WoRMS, 2018).

1.2.3.2.2. Distribuigdo geogréafica e métodos de captura

A sapateira € muito abundante em aguas costeiras do noroeste da Europa, particularmente ao
largo das costas da Noruega, Escoécia e Inglaterra, bem como no Mar do Norte, Canal da Mancha e até
a costa de Portugal (Barrento, 2010). Esta espécie pode ser encontrada sob pedregulhos ou em fundos
rochosos, arenosos ou lodosos a profundidades até 300 m e com variacdes de temperaturas entre 0s
4 e o0s 16 °C (Barrento, 2010).

A sapateira é geralmente capturada com armadilhas, sendo vendida maioritariamente fresca e
inteira (Barrento, 2010).
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1.3. Influéncia dos tratamentos culinéarios na composi¢do nutricional e contaminacao

do pescado

O pescado é um alimento imprescindivel na gastronomia portuguesa, podendo ser consumido cru
em casos pontuais (por exemplo nas refeicées de sushi) mas, geralmente é sujeito a tratamentos
culinarios, de entre os quais se destacam o pescado grelhado, assado, frito e/ou cozido em agua ou
vapor (Ouédraogo & Amyot, 2011; Dias, 2012). Estes tratamentos melhoram o sabor e a qualidade do
pescado uma vez que, além de promoverem as caracteristicas organolépticas, também inativam os
microrganismos patogénicos, aumentando consequentemente a seguranga e vida Util do pescado
(Machado, 2011).

Para além destas consequéncias, 0 processamento culinario a que o pescado é sujeito pode
induzir alteragcdes na sua composicao quimica e nutricional, incluindo os perfis de &cidos gordos e
aminoacidos, caracteristicas sensoriais e digestibilidade (Maulvault, 2009; Machado, 2011).
Geralmente, o tratamento culinario induz uma perda significativa de dgua decorrente do aumento de
temperatura, o que promove a concentracdo dos restantes constituintes, como por exemplo proteinas,

lipidos e os proprios elementos toxicos (Machado, 2011; Maulvault et al., 2011; Girard et al., 2018).

Os tratamentos culindrios também podem degradar ou libertar certos nutrientes essenciais, pelo
que a escolha do método a utilizar no processamento do pescado é um fator bastante relevante
(Machado, 2011).

A cozedura em vapor é considerada como o tratamento culindrio mais saudavel uma vez que
promove uma menor oxidagao dos nutrientes, incluindo &cidos gordos polinsaturados (Machado, 2011).
Grelhar representa outra forma benéfica de consumir pescado, embora possa existir uma diminuigdo
de &cidos gordos polinsaturados (PUFA) (Machado, 2011). Dos tratamentos culinarios enunciados, a
fritura € o que induz uma maior alteracdo na qualidade nutricional dos alimentos, nomeadamente no
perfil de &cidos gordos devido a absor¢do do 6leo de fritura e as elevadas temperaturas a que os
alimentos séo sujeitos (Maulvault, 2009). Desta forma, existe um maior risco de oxidagéo com a fritura,
principalmente dos acidos gordos polinsaturados, como o0 eicosapentaenéico (EPA) e o
docosahexaendéico (DHA), considerados essenciais, pelo que este tratamento culinario deve ser evitado
(Maulvault, 2009).

Os tratamentos culinarios também influenciam os teores de contaminantes, uma vez que estudos
cientificos recentes tém demonstrado que a concentracdo de contaminantes em amostras de pescado
€ superior apés o tratamento culinario (Alves et al., 2017b). Contudo, o tratamento culinario também
tem um efeito significativo na bioacessibilidade dos nutrientes e contaminantes, como é o exemplo do
mercirio que, durante a digestdo in vitro, se torna menos bioacessivel em amostras cozinhadas
(Maulvault et al., 2011; Ouédraogo & Amyot, 2011; Schmidt et al., 2015; Alves et al., 2017b; Girard et
al., 2018).
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1.4. Bioacessibilidade e biodisponibilidade

A ingestdo de alimentos é uma das principais vias de exposi¢do a muitos contaminantes, tais como
os elementos téxicos (Hur et al., 2011). Existem diversos fatores que influenciam a libertacdo dos
contaminantes quimicos, nomeadamente as caracteristicas da amostra em analise, atividade e
concentracdo enzimatica, composi¢cdo iénica, temperatura, pH, tempo de incubacdo e a prépria
mecanica da digestdao (Hur et al., 2011; Machado, 2011). Desta forma, a quantidade de um
contaminante ingerido num produto nem sempre reflete a quantidade que fica disponivel para absorgao
sistémica (Versantvoort et al., 2005). Apenas uma fragéo (muitas vezes variavel, dependendo da matriz
alimentar, tipo de processamento e armazenamento) € absorvida e utilizada pelo organismo
(Versantvoort et al., 2005; Machado, 2011; Alves et al., 2017a). E importante distinguir dois conceitos
gue representam um instrumento de avaliacdo e gestdo de risco associado a ingestdo de alimentos

pereciveis de contaminacao: Bioacessibilidade e Biodisponibilidade.

Bioacessibilidade é definida como a quantidade de uma substancia (nutriente ou contaminante)
libertada do alimento para o fluido gastrointestinal durante o processo digestivo, ficando disponivel para
absorcdo pela mucosa intestinal (Versantvoort et al., 2005). Por outro lado, a biodisponibilidade
corresponde a fracdo da substéncia (nutriente ou contaminante) que atravessa a mucosa intestinal e

entra na corrente sanguinea, podendo exercer efeitos no organismo (Versantvoort et al., 2005).

A bioacessibilidade pode ser vista como um indicador da biodisponibilidade oral maxima de
gualquer constituinte alimentar, pelo que avaliar a fragcao bioacessivel de um contaminante que pode
potencialmente alcancar a circulacdo sistémica € essencial para avaliar a exposicao a determinados
contaminantes ou nutrientes, e o consequente risco ou beneficio para a saiude do consumidor
(Versantvoort et al., 2005; Alves et al., 2017b).

O estudo da bioacessibilidade requer a utilizacdo de um modelo adequado de digestédo (Afonso et
al., 2018). Apesar da relevancia fisiologica e de se aproximarem mais da realidade, os modelos in vivo
nem sempre podem ser utilizados, atendendo a razfes éticas, constrangimentos técnicos, tempo
despendido, custos elevados e elevada variabilidade interindividual (Machado, 2011). Por outro lado,
0os modelos de digestdo in vitro atualmente desenvolvidos sdo considerados como metodologias
reprodutiveis, validas, rapidas, de baixo custo e independentes de fatores fisioldgicos (Minekus et al.,
2014; Alves et al.,, 2017b). Estes modelos in vitro foram desenvolvidos para simular de forma
simplificada o processo de digestdo humana a nivel oral, géastrico e intestinal, permitindo a
determinacéo da bioacessibilidade de componentes alimentares a partir da sua matriz durante o transito
gastrointestinal (Versantvoort et al., 2005; Maulvault et al., 2011; Alves et al., 2017b). Estes modelos
de digestdo in vitro pretendem recriar as condicBes fisiolégicas do trato gastrointestinal,
nomeadamente, a composi¢cdo quimica dos fluidos digestivos (fluido salivar, fluido gastrico, fluido
duodenal e fluido biliar), pH e tempo de permanéncia caracteristico em cada compartimento
(Versantvoort et al., 2005; Machado, 2011; Minekus et al., 2014; Alves et al., 2017b).

Existem dois tipos de metodologias in vitro: os modelos digestivos estaticos e os modelos
digestivos dinamicos (Ferreira, 2014). Nos modelos estaticos o trato gastrointestinal humano é

simulado sequencialmente através da aplicacdo de uma agitacdo de forma a simular os movimentos
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peristalticos, mas mantendo constante o pH e a temperatura ao longo de cada fase do procedimento
(Ferreira, 2014). Relativamente aos modelos dindmicos, existe a preocupacéo de simular as mudancas
de condicdes que acontecem nos diferentes estadios digestivos (Ferreira, 2014). Desta forma, tem-se
particular atencdo a concentragédo de enzimas, pH, viscosidade, tamanho das particulas e distribui¢céo

dos nutrientes ao longo de todo o processo digestivo (Ferreira, 2014).

Apesar dos modelos digestivos dinamicos se aproximarem mais da realidade, ainda n&o estdo
otimizados e validados para certas matrizes alimentares, sendo modelos mais caros e complexos, que

s6 agora comecam a ser desenvolvidos e utilizados na industria farmacéutica (Ferreira, 2014).

Os resultados obtidos nos modelos in vitro sdo muitas vezes diferentes dos encontrados nos
modelos in vivo, devido essencialmente as dificuldades na precisdo das condi¢bes fisico-quimicas
altamente complexas e dos eventos fisiol6gicos que ocorrem no trato digestivo (Machado, 2011;
Minekus et al., 2014). No entanto, atualmente as metodologias in vitro estéo bem estabelecidas e séo
consideradas como uma das ferramentas mais adequadas pelas autoridades de seguranca alimentar
(Alves et al., 2017a).

1.5. Avaliacao dos riscos e beneficios associados ao consumo de pescado

O potencial risco para a saude publica decorrente da exposi¢do a certos contaminantes tem sido

objeto de investigacdo, regulamentacgéo e debate.

O pescado desempenha um papel importante para uma dieta equilibrada, sendo um alimento rico
em nutrientes, tais como proteinas, vitaminas e minerais (Matos, 2014). Conforme anteriormente
referido, o pescado é também uma importante fonte de acidos gordos essenciais, 0s quais representam
consideraveis beneficios para a saude publica (Matos, 2014). Atualmente, a maioria das organiza¢fes
de seguranca alimentar recomendam o consumo de uma a duas por¢des de pescado por semana
(aproximadamente 150-300 g) (EFSA, 2015). Contudo, como todos os alimentos, o pescado também
pode ser uma fonte de contaminantes nocivos com potencial impacto na satde humana (Reuver et al.,
2017).

Entidades reconhecidas mundialmente como a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar
(EFSA), a Organizagdo Mundial da Saude (WHO), a Administracdo para os Alimentos e Drogas dos
Estados Unidos da América (FDA) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
realizam anélises de risco e beneficio associadas ao consumo de alimentos contaminados com base
em estudos e pareceres cientificos relacionados com a toxicidade desses mesmos contaminantes
(Machado, 2011).

“Risco” pode ser definido como a probabilidade de um efeito adverso afetar negativamente um
determinado organismo, populacdo ou ambiente, como resultado da exposicdo a um perigo (Rivera-
Velasquez et al., 2013). “Beneficio”, por sua vez, pode ser definido como algo que promove ou aumenta

a saude e o bem-estar dos seres vivos (Bernardo, 2017).
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A avaliacdo de riscos e beneficios pode ser feita por duas abordagens diferentes: deterministica e
probabilistica (Rivera-Velasquez et al., 2013). O método deterministico consiste em atribuir um Gnico
valor representativo a cada parametro de exposi¢cdo que influencia o risco, resultando num valor de
risco Unico. Este método é muito limitado pois uma Unica atribuicdo de valor resulta numa maior
sobrestimacéo do risco e, consequentemente, a decisdes conservadoras (Richardson, 1996; Rivera-
Velasquez et al., 2013). O método probabilistico € um método mais realista que o deterministico pois
considera o grau de variabilidade e incerteza de cada paradmetro de exposi¢cdo, descrevendo o
comportamento do risco em termos probabilisticos. Desta forma, a analise probabilistica pode fornecer
mais informacdes através de curvas de distribuicdes de probabilidade que avaliam diferentes intervalos

de risco, cada um com uma probabilidade especifica (Richardson, 1996; Rivera-Velasquez et al., 2013).

Na avaliagdo de riscos e beneficios sdo utilizados limites de ingestdo semanal toleravel (PTWI) e
concentragdes maximas permitidas pela Unido Europeia para os contaminantes, mais especificamente

Hg e Cd, no pescado, baseados nos resultados obtidos a partir de estudos de toxicidade (tabela 1.4).

Tabela 1.4 — Teores méaximos permitidos para a ingestdo semanal toleravel provisoria (PTWI) e para as
concentracbes maximas permitidas pela UE relativamente ao mercurio e ao caddmio em pescado (CE, 2006; EFSA,
2011; EFSA, 2012b).

Contaminantes
Limite maximo permitido
Mercurio Cadmio

Peixe (mg/kg peso fresco variando consoante a espécie) 0,50-1,0 0,050 - 0,25
Crustaceos (mg/kg peso fresco) 0,50 0,50
Moluscos bivalves (mg/kg peso fresco) N&o definido 1,0
Cefalépodes (sem visceras) (mg/kg peso fresco) N&o definido 1,0
Ingestdo semanal toleravel proviséria (PTWI) 4,0 (mercdrio inorganico) 25
(ng/kg peso corporal) 1,3 (metilmercurio) '

A realizacéo de estudos de avaliacdo de risco e beneficio sdo muito importantes uma vez que tém
permitido melhorar os padrdes de seguranca e qualidade alimentar e assegurar a existéncia de

produtos seguros para os consumidores (Bernardo, 2017).

24



Objetivo do estudo |

2. Objetivo do estudo

Apesar do pescado ser considerado um alimento de alto valor nutricional pode, igualmente,
acarretar alguns perigos para o ser humano por representar uma via de exposicdo a diversos
contaminantes, nos quais se destacam os elementos tdxicos como é o caso do mercurio (comum em
espécies predadoras) e do cadmio (presente em maior quantidade no hepatopancreas dos crustaceos)
que se acumulam no corpo destes organismos por processos de bioacumulag&o/bioamplificacéo
(Nunez et al., 2018; Zhelyazkov et al., 2018). Contudo, a concentra¢éo de contaminante ingerido nem
sempre reflete na quantidade que fica disponivel para absorcao, isto é, a fracdo bioacessivel que é
libertada do alimento para o fluido gastrointestinal apds o processo digestivo (Versantvoort et al., 2005).
Além disso, geralmente as refei¢cdes sdo compostas por diferentes ingredientes, acompanhamentos e
especiarias que podem influenciar a quantidade de nutrientes e contaminantes a ser potencialmente
absorvidos, influenciando assim os riscos e beneficios associados ao consumo de pescado.
Infelizmente a generalidade dos estudos apenas contempla o alimento isoladamente e crd, nao
integrando o efeito do processamento culinario, a complexidade da refeicdo (interagdo de matrizes) e
a bioacessibilidade dos elementos.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do consumo de refei¢cbes
completas a base de pescado na bioacessibilidade de elementos téxicos, nomeadamente mercirio em
refeicbes de atum (Thunnus spp.) e cadmio em refei¢cdes de sapateira (Cancer paguros) para que seja
possivel verificar se o tratamento culinario e/ou a presenca de outros ingredientes pode interferir na

absorcdo de contaminantes da amostra antes e apds o processo digestivo.

Este estudo é importante para ajudar os consumidores a selecionar informadamente as refeicGes
de pescado e para permitir as autoridades de seguranca alimentar que integrem essas informacgdes

nas estratégias de avaliagdo de risco e na comunicagdo aos consumidores.

25






Materiais e métodos |

3. Materiais e métodos

3.1.Preparacéo das refeigdes e tratamentos culinarios

As espécies analisadas incluiram o atum (Thunnus spp.) e a sapateira (Cancer paguros), por se
tratarem de espécies que frequentemente possuem concentracdes elevadas de mercurio (atum) e

cadmio (sapateira).

Para a preparacéo de diferentes refeicfes de pescado, todos os ingredientes, incluindo o atum e
a sapateira, foram adquiridos numa grande superficie comercial da regido de Lisboa, Portugal. As
informacdes relativas a quantidade, peso e origem de cada um dos ingredientes podem ser consultadas
no anexo 1. Aquando da aquisi¢cdo das amostras foi tida especial atencdo ao nimero do lote e a origem

de captura das espécies de atum e de sapateira.

Todas as amostras (cruas e confecionadas) foram individualmente homogeneizadas (Moulinex La
Picadora 750 W), embaladas em frascos de vidro devidamente identificados e isolados (parafilm) e

armazenadas a -20 °C (frigorifico negativo AN 700 Its Olitrem) até posterior analise.

3.1.1. Atum (Thunnus spp.)

Foram adquiridas postas de bifes de atum ultracongelados (800 g) (anexo 1) prontas a serem
confecionadas (sem visceras, espinhas e pele). As postas de atum foram divididas em duas fracdes:

uma para analise em cru (100 g) e outra para o tratamento culinario (400 g).

Apéds o tratamento culinario, foram preparadas seis refeicdes de atum: (i) atum estufado sem
refogado, (ii) atum estufado com refogado, (iii) atum estufado com refogado, batata e brécolos, (iv) atum
estufado com refogado e batatas, (v) atum estufado com refogado e brécolos e (vi) atum estufado com
refogado e arroz de tomate (figura 3.1). O que diferenciou as refeicdes entre si foi a adicdo de

ingredientes e, no caso do atum estufado sem refogado, a remocgéo do refogado a refeigdo.
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Ingredientes para a preparacao das refeigoes
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- ;\{ ‘ Y (.ﬁ _JH 7. _y;é :;m {
v / &
Atum Cebolas Alho Azeite Sal Batatas Brécolos Arroz Tomate
(N=4 Postas) (N=2) (N=3) (40 mL) (9.b) (N=2) (N=4) (125 g) (N=4)

Preparacgédo das refeicdes completas consoante as respetivas receitas
1

ot ¢

Atum estufado com refogado

|
| | | | | ,..,(l{

+ . [
o> N=at ¢ > B 75 > i e
Atum sem refogado ~ Atum com refogado Atum com refogado,  Atum com refogado e~ Atum com refogado e  Atum com refogado e
batata e brdécolos batata brécolos arroz de tomate

Homogeneizacao das refei¢cfes e armazenamento a -20°C

Figura 3.1 — Desenho experimental das refeicdes de atum.

As postas de atum foram confecionadas todas da mesma forma, sendo estufadas com molho de
cebolada, seguindo a receita descrita no anexo 2. Inicialmente, adicionou-se 1,5% de sal em relacdo
ao peso das postas e aguardou-se 15 minutos. Depois preparou-se o refogado (2 dentes de alho + 1
cebola + 15 mL azeite + 3 tomates + 400 mL &gua milli-Q) numa panela de inox, utilizando um fogao
Teka 4G SL a gas e deixou-se levantar fervura. ApGs o refogado se encontrar a ferver, as postas de

atum foram adicionadas para cozedura durante 8 minutos.

As batatas e os brécolos foram cozidos separadamente a vapor num forno de cozedura Combi-
Master CM 6 (Rational Gropkucken Technik GmbH). O tempo de cozedura das batatas descascadas

foi de 14 minutos e 8 minutos para os brdocolos, ambos a uma temperatura de 100°C.

A preparacédo do arroz de tomate foi segundo adaptacdo da receita presente no anexo 3. Assim,
preparou-se um refogado (3/4 cebola + Y2 dente alho picado + 25 mL azeite) numa panela de inox
utilizando o fogdo Teka 4G SL e adicionou-se 1 tomate (sem pele e cortado), 125 g de arroz carolino e

250 mL de agua milli-Q, deixando o arroz cozer durante 15 minutos.

Todos os registos das pesagens antes e ap6s o tratamento culinario encontram-se disponiveis
no anexo 4. Apés os tratamentos culinarios de todos os ingredientes, as diferentes refeicdes de atum

foram preparadas para analise conforme a tabela 3.1.
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Tabela 3.1 — Percentagem de peso dos ingredientes nas diferentes refeicdes em andlise.

Refeicdo Ingrediente
Atum cru

Atum cru 100%

Atum estufado
Atum estufafo sem refogado 100%

Atum estufado Refogado de cebolada
Atum estufado com refogado 51,7% 48.3%
Atum estufado com refogado, Atum estufado Refogado de cebolada Batata Bréocolos
batata e brécolos 33,0% 30,8% 30,4% 5,9%
Atum estufado com refogado e Atum estufado Refogado de cebolada Batata
batata 35,0% 32,7% 32,3%
Atum estufado com refogado e Atum estufado Refogado de cebolada Bréocolos
brécolos 47,3% 44,2% 8,4%
Atum estufado com refogado e Atum estufado Refogado de cebolada Arroz de tomate
arroz de tomate 29,4% 27.4% 43.2%

3.1.2. Sapateira (Cancer pagurus)

Foram adquiridas 3 sapateiras selvagens inteiras, cozidas e congeladas (400 g cada) (anexo 1).
Procedeu-se a amostragem do hepatopéncreas e das génadas (massa edivel) de cada uma das
sapateiras, homogeneizando-se (varinha mégica Braun 600W) e dividindo-se em duas fragcbes: uma
para a refeicdo de sapateira simples (cerca de 200 g) e outra para a refeicdo de sapateira recheada
(cerca de 100 g) (figura 3.2).

A confecgdo da sapateira recheada foi feita seguindo a receita presente no anexo 5. A massa
edivel para preparacao da sapateira recheada adicionou-se 20 g de péo ralado, 1 ovo cozido, 50 g de
pickles, 20 g de cerveja, 7 g de mostarda, 30 g de maionese e 4 gotas de tabasco, procedendo-se
novamente & homogeneizacdo da amostra (varinha magica Braun 600W). Os pesos foram registados

(ver anexo 6).

Ingredientes para a preparacgdo das refeigcGes

Sapateira Pickles Ovo cozido Cerveja Pao ralado Mostarda Maionese
(N=3) (509) (N=1) (209) (209) (79) (309)

Preparacéo das refeicdes consoante as respetivas receitas
]

fe=x
s <
Sapateira cozida

Tabasco
(4 gotas)

I
ol

Sapateira simples Sapateira recheada

|— Homogeneizagéo das refeigcbes e armazenamento a -20°C —I

Figura 3.2 — Desenho experimental das refeicdes de sapateira.

29



Materiais e métodos |

3.2. Método de digestdo in vitro

Com as amostras das refei¢8s preparadas, realizaram-se os ensaios de bioacessibilidade através

de um método de digestéo in vitro estatico otimizado por Alves et al. (2017).

Todo o material utilizado na digestéo in vitro foi previamente descontaminado com uma solucao

de acido nitrico a 20% (Honeywell Fluka, 65%).

Os componentes inorganicos e organicos utilizados na preparacéo dos respetivos sucos digestivos
foram os seguintes: KCI (Merck, 104936), KSCN (Sigma, P2713), NaH2PO4 (Panreac, 122018.1210),
Na2SOs (Merck, 1.06649.1000), NaCl (OmniPur, LC7710), NaHCOs (Merck, 1.06329.1000),
CaCl2.2H20 (Sigma, C5080), NH4Cl (Riedel-de Haen, 12125-02-9), KH2PO4 (Merck, 4873) e MgCl:
(Chem-Lab NV, 7791-18-6), Ureia (Sigma, U5128), Acido Glucorénico (Sigma, G5269), Glucose
(Sigma, G5400) e Hidrocloreto de Glucosamina (Sigma, G1514). Foram também utilizados
componentes bioativos, nomeadamente a-amylase de Aspergillus oryzae (Sigma, 86250), Acido Urico
(Sigma, U2625), Mucina do estdmago suino (Sigma, M2378), Albumina de Soro Bovino (Sigma,
A7906), Pepsina da mucosa de estdbmago suino (Sigma, P7125), Pancreatina do pancreas suino
(Sigma, P1625), Lipase do pancreas suino, tipo Il (Sigma, L3126), Tripsina do pancreas suino (Sigma,

T0303), a-quimotripsina do pancreas bovino (Sigma, C4129) e bilis de suino (Sigma, B8631).

A tabela 3.2 descreve a quantidade adicionada de cada um dos componentes organicos,
inorganicos e bioativos na composicao dos respetivos sucos digestivos, nomeadamente na preparacao

de 200 mL de saliva, 200 mL de suco gastrico, 200 mL de suco duodenal e 200 mL de suco biliar.

30



Materiais e métodos |

Tabela 3.2 — Composicao dos respetivos sucos digestivos na preparacdo de 200 mL de saliva, 200 mL de suco
gastrico, 200 mL de suco duodenal e 200 mL de suco biliar.

Fase oral Fase gastrica Fase intestinal
Saliva Suco gastrico Suco duodenal Suco biliar

Componentes inorganicos (200 mL) (200 mL) (200 mL) (200 mL)

Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL)
KCI (89,6 g LY) 4.0 3.6 2.4 1.6
KSCN (20 g L) 4.0 - - .
NaH2PO4 (88,8 g L) 4.0 1.2 - -
NazS04 (57 g LY) 4.0 - - -
NaCl (175,3g L?) 0.8 6.2 16.0 12.0
NaHCO3 (84,7 g L) 8.0 - 2.66 27.2
CaCl2.2H20 (22,2 g L?) - 7.2 0.288 0.160
NH4CI (30,6 g L) - 4.0 . .
KH2PO4 (8 g L) - - 4.0 -
MgCl2 (5g LY) - - 4.0 -
Componentes organicos Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL)
Ureia (25 g L% 3.2 1.4 1.6 4.0
Acido glucorénico (2g L) - 4.0 - -
Glucose (659 L) - 4.0 - -
Hidrocloreto de glucosamina (33 g L) - 4.0 - -

Componentes bioativos

Quantidade (mg)

Quantidade (mg)

Quantidade (mg)

Quantidade (mg)

a-amilase
Acido arico
Mucina

BSA

Pepsina
Pancreatina
Lipase
Tripsina
a-chymotrypsin
Bilis

180
6
10

400
3600
600
6.4
69.6

Agua ultrapura (Milli-Q)

Afericao dos respetivos balbes

A preparacéo dos sucos digestivos foi feita no proprio dia, mesmo antes do inicio da digestao de

forma a garantir a viabilidade dos sucos digestivos e a evitar a degradacgé&o/inibicdo enzimatica.

O procedimento realizado para simular o processo digestivo das amostras encontra-se

esquematizado na figura 3.3. No processo digestivo in vitro, as amostras referentes a cada refeicdo de

pescado, foram realizadas em triplicado, e por cada processo digestivo foram realizados controlos

negativos (simulacao do processo sem amostra contendo apenas 0s sucos digestivos).
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1,5gem Amostras de sapateira
triplicado

Amostras de atum

= Atum cru

= Atum estufado sem refogado

= Atum estufado com refogado

= Atum estufado com refogado, batata e brocolos
= Atum estufado com refogado e batata

= Atum estufado com refogado e brdocolos

= Atum estufado com refogado e arroz de tomate

= Sapateira simples

= Sapateira recheada

Digestao in vitro

Fase oral: boca Fase géstrica: estbmago Fase intestinal: intestino
Fluido salivar (4 mL) Fluido gastrico (8 mL) Fluido duodenal (8 mL) +
(- — Fluido biliar (4 mL)

. | !

- )
pH 7 +0.2/37°C/5 min pH 2 +0.2/37°C/ 2 horas pH 7 +£0.2/37°C/ 2 horas
Agitacdo no "rotary tube mixer" Agitacao no "rotary tube mixer" Agitagdo no "rotary tube mixer"

Arrefecer em gelo e centrifugar a
10°C / 100.000 rpm / 10 min

7R
U .

Fragéo bioacessivel (BIO) Fracéo ndo bioacessivel (NBIO)

Figura 3.3 — Desenho experimental do protocolo de digestéo in vitro.

Inicialmente pesou-se 1,5 g de cada amostra (em triplicado) para tubos de nalgene (Nalgene™
high-speed PPCO centrifuge tubes) devidamente identificados e pesados. Depois, iniciou-se as
diferentes fases do processo digestivo. A primeira fase consiste na fase oral que tem como objetivo
simular 0 momento em que o alimento se encontra na boca. Para tal foram adicionados 4 mL de saliva
a cada um dos tubos de nalgene e corrigiu-se o pH (NaOH 1M ou HCI 1M) para 7.0 £ 0.2 (pH meter
539, WTW). De seguida colocaram-se os tubos num agitador de tubos com disco rotativo (25 rpm;
LSCI, Portugal) inserido numa estufa (Select 400W) a 37°C durante 5 minutos. A segunda fase (fase
gastrica) simulou a amostra no estbmago. Nesta fase adicionou-se 8 mL de suco gastrico, ajustou-se
opHa?2.0+0.2 eincubou-se durante 2 horas a 37°C. A terceira e Ultima fase representa a fase intestinal
que simula a amostra no intestino. Nesta fase adicionou-se 8 mL de suco duodenal e 4 mL de suco

biliar, ajustou-se o pH a 7.0 + 0.2 e incubou-se durante 2 horas a 37°C.

Findo o processo digestivo, os tubos foram retirados da estufa, colocados em gelo até arrefecer e
centrifugados (Kubota 6800) a 100.000 rpm, a 10°C durante 10 minutos, para permitir a separacédo da
fracdo liquida bioacessivel (BIO) e da fragao residual ndo bioacessivel (NBIO). Depois de separadas
as duas fragdes, pesou-se a quantidade de fragdo bioacessivel e de fracdo ndo bioacessivel, estando

todos os registos das pesagens disponiveis no anexo 7.
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3.3. Determinacgéo do teor de mercurio nas refeicbes de atum

O teor de mercurio presente nas amostras de atum foi determinado por espectrometria de
absorcao atomica, utilizando um analisador automatico de mercurio (LECO AMA254 Mercury Analyzer).
Este aparelho utiliza como técnica a geracdo de vapor de Hg, sendo o procedimento baseado na

decomposicao da amostra por combustéo (Alves et al., 2017a).

No caso das amostras sélidas pesou-se, aproximadamente 10 mg, enquanto que para as amostras
liquidas (bioacessiveis) pesou-se aproximadamente 100 pyL. De modo a evitar possiveis interferéncias
dos teores de gordura das amostras solidas, adicionou-se 6xido de aluminio antes de se iniciar a leitura

no analisador automéatico LECO.

A precisdo do aparelho foi verificada através de material certificado de referéncia (10 mg proteina
de peixe; DORM-4; National Research Council Canada) cujos valores obtidos (0,419 mg/kg) se

encontraram dentro do valor certificado (0,412 + 0,036 mg/kg). O limite de detec&o do aparelho era de

0,004 mg/kg e o limite de quantificacdo era de 0,011 mg/kg.

Os valores de Hg total foram expressos em mg/kg e apresentados como média + desvio padréo.

3.4. Determinacé&o do teor de cadmio nas refei¢cdes de sapateira

O teor de cadmio nas amostras de sapateira foi determinado por espectrometria de absorcao
atémica por forno de grafite, segundo o método baseado na norma NP EN 14084:2003 (CEN, 2003).

Para a andlise do teor de Cd pesou-se 0,5 g de amostras solidas e 1 mL de amostras liquidas em
vasos de digestdo. A cada um dos vasos adicionou-se 4 mL de &cido nitrico 65% suprapuro (Merck,
1.00441.1000) e 1,5 mL de perdxido de hidrogénio 30% suprapuro (Merck, 1.07209.1000). Para além
das amostras, foram também preparados dois controlos apenas com &cido nitrico e perdxido de
hidrogénio. De seguida, as amostras foram digeridas em microondas (CEM-MARS5, USA) de acordo

com o programa presente na tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Programa do forno de digest&o por microondas CEM-MARSS5, USA.

Passos Poténcia Rampa Presséo Temperatura Tempo
(n°) (Watts) (minutos) (psi) (°C) (minutos)
1 1200 25 350 210 15

Finda a digestdo, as amostras arrefeceram até atingirem a temperatura ambiente e foram
transferidas para baldes de 25 mL, ajustando-se o volume com agua ultrapura (sistema Milli-Q Plus

Millipore).

Como as amostras apresentavam a partida uma elevada concentracao de cadmio foi necessario
fazer diluicbes. Assim para as amostras solidas, antes da digestéo in vitro, fez-se uma diluicdo de 1:25

e para as amostras liquidas, fracé@o bioacessivel, foi realizada uma diluicao de 1:10.
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O espectrofotdmetro de absorcdo atdmica por forno de grafite (Varian, Spectrum AA 220Z,
Austrdlia), foi calibrado com uma solucdo padrdo de Cd com 1 pg/L de Cd(NOz)2 em HNO3 0,5 M
(Merck). A concentragcdo de Cd na amostra foi obtida a partir de uma curva de calibracdo preparada

com a solucéo padrdo de Cd 1 pg/L (tabela 3.4).

Os parametros instrumentais para a determinagdo de cadmio (A = 228,8 nm) por

espectrofotometria de absorcao atomica em forno de grafite estdo presentes na tabela 3.5.

Tabela 3.4 — Curva de calibracéo feita a partir da solugao padrdo de cadmio 1 pg/L.

Concentracéo (ug/L) Absorvancia
0 0,0025
0,1 0,0112
0,2 0,0235
0,4 0,0489
0,6 0,0727
0,8 0,0942
1 0,1118

Tabela 3.5 — Par@metros instrumentais para a determinacdo de Cd (A = 228,8 nm) por espectrofotometria de
absorcao atobmica em forno de grafite.

Passo Temperatura Tempo Fluxo de gas . .
(n°) (°C) (segundos) (L/min) Gas Leitura

1 85 5,0 3.0 Nao
2 95 40,0 3.0

3 120 10,0 3.0

4 350 50 3.0

5 350 1,8 3.0 Argon

6 350 2,0 0.0

7 1800 0,8 0.0

8 1800 2,0 0.0

9 1800 2,0 3.0

O equipamento foi programado para dispensar 15 L e fazer duas injecées por amostra, sendo o

resultado obtido a partir da média (mg/kg) das duas injecdes.

A preciséo do aparelho foi verificada através de material certificado de referéncia (10 mg proteina
de peixe; DORM-4; National Research Council Canada) cujos valores obtidos (0,287 mg/kg) se
encontraram dentro do valor certificado (0,299 + 0,018 mg/kg). O limite de detec&o do aparelho era de

0,002 mg/kg e o limite de quantificacdo era de 0,006 mg/kg.

Os valores de Cd foram expressos em mg/kg e apresentados como média + desvio padréo.
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3.5. Andlise estatistica

De forma a determinar se existiam diferencas significativas no teor de Hg e de Cd das diferentes
refeicdes realizou-se uma andlise paramétrica denominada “ANOVA One-Way”, seguida de “Teste
Tukey” ou “Teste Unequal N”, escolha essa dependente do nimero de replicados em analise. Para tal
foram previamente testados os pressupostos da analise, isto €, a normalidade dos residuos e a
homogeneidade de variancias. Quando ndo se verificaram o0s pressupostos, os dados foram
transformados (log).

A homogeneidade de variancias foi respeitada em todos os casos. Contudo, devido ao reduzido
nuamero de dados, a normalidade dos residuos nao se verificou. Apesar desta limitagdo, realizou-se a
andlise paramétrica por se tratar de um método mais robusto quando comparado com a anélise n&o

paramétrica.

O nivel de significAncia para a analise estatistica efetuada foi de 0,05, tendo sido utilizado o
software STATISTICA 7.0 © no tratamento dos dados.

3.6. Analise de risco

A andlise de risco foi feita tendo em conta os valores de ingestdo semanal toleravel proviséria
(PTWI) de cada contaminante (4 pug/kg de peso corporal para o Hg inorganico, 1,3 pg/kg de peso
corporal para o MeHg e 2,5 pg/kg de peso corporal para o Cd) (EFSA, 2011; EFSA, 2012b) e o valor
de ingestdo mensal toleravel provisério (PTMI) do cadmio (25 pg/kg de peso corporal) (WHO, 2013).

Desta forma utilizaram-se valores padrdo de peso corporal médio da populacdo europeia para
criangas (3-10 anos) de 23 kg, adolescentes (10-14 anos) de 43 kg, mulheres gravidas (18-35 anos) de
55 kg e adultos saudaveis (+ 18 anos) de 70 kg (EFSA, 2012a).

No caso do atum, a analise de risco foi feita para as refeicdes completas, tendo em atengéo o
consumo recomendavel de duas por¢fes semanais de pescado (equivalente a 300 g) (EFSA, 2015) e
considerando que as criangas comem a mesma quantidade que os adultos. Relativamente a sapateira,
a andlise de risco foi feita para um consumo de 50 g de refeicdo semanal ou mensal tanto para adultos

como para criancas (Maulvault et al., 2011).

Assim, foi efetuada uma andlise deterministica, tendo sido calculada a percentagem de
aproximacéo ao limite de PTWI antes e depois da digestao (incluindo a bioacessibilidade) das refeicdes
cozinhadas, com o intuito de verificar quais os segmentos da populacdo que poder&o estar em risco ao
ingerir as refeicdes. Foi também calculada a quantidade maxima de refeicdo que cada segmento da

populagdo podera ingerir para atingir o limite maximo semanal ou mensal recomendavel.
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4. Resultados e discussao

4.1. Efeito dos tratamentos culinarios nos teores de contaminantes

O pescado pode ser consumido de inimeras formas, mas, geralmente, € sujeito a tratamentos
culinarios que melhoram o sabor e a qualidade do pescado (Machado, 2011). Alguns estudos tém vindo
a focar-se no efeito dos tratamentos culinarios ha composi¢éo quimica e nutricional do pescado, mais
concretamente nos teores proteicos, lipidicos e de elementos toxicos, como é o caso do Hg e Cd
(Machado, 2011; Maulvault et al., 2011; Alves et al.,, 2017b; Girard et al., 2018). No entanto, a
generalidade dos estudos néo integra o efeito do tratamento culinario juntamente com a introdugédo de
outros ingredientes numa refeicdo de pescado. O presente estudo foi inovador neste aspecto uma vez
gue se avaliou ndo s0 o efeito do tratamento culinario como também o efeito da introducdo de outros

ingredientes no teor de contaminantes da amostra.

4.1.1. Mercurio

Os resultados obtidos relativamente ao teor de mercurio (Hg) presente nas diferentes refei¢cdes de
atum encontram-se natabela 4.1. A andlise estatistica desses resultados pode ser consultada no anexo
8.

Tabela 4.1 - Teor de Hg (mg/kg) na refeicdo completa, na por¢cdo de atum de cada refeicdo e nos restantes
ingredientes antes da digestao.

Teor de Hg na refeicdo Teor de Hg da porcgéo de
Refeicdo completa atum narefeicdo
(mg/kg) (mgrkg)*

Atum cru 0,167 + 0,005 0,167 + 0,005
Atum sem refogado 0,218 +0,0122 0,218 + 00,0122
Atum com refogado 0,119 + 0,006¢ 0,220 + 00,0122
Atum com refogado + arroz de tomate 0,051 + 0,001° 0,134 + 0,005¢
Atum com refogado + batata + brécolos 0,063 + 0,000° 0,167 + 0,000b¢
Atum com refogado + batata 0,069 + 0,001° 0,174 + 0,004°
Atum com refogado + brdcolos 0,099 * 0,005¢ 0,197 + 0,012

Ingrediente Teor de Hg (mg/kQg)
Refogado <0,011*
Arroz de tomate <0,011*
Batata <0,011*
Brécolos < 0,011~

- Diferentes letras representam a existéncia de diferencas significativas no teor de Hg (p<0,05) entre cada refeicéo.

* O teor de Hg dos ingredientes (mg/kg) encontrava-se abaixo do Limite de Quantifica¢éo (0,011 mg/kg) do analisador automatico
de mercurio (LECO AMA254 Mercury Analyzer).

1 O teor de Hg da porgéo de atum nas refei¢Ges foi calculado através das proporgées de cada ingrediente na refeicdo completa.
Para tal utilizou-se para cada ingrediente o limite maximo de quantificacdo (upper bound) do aparelho (0,011 mg/kg) pois ao
sobreestimar os valores, minimizou-se o risco.

Pelos resultados obtidos foi possivel verificar que o Hg presente nas refeicdes completas provinha
maioritariamente do atum uma vez que se constatou que a concentracdo deste elemento téxico nos

restantes ingredientes era muito reduzida (< 0,011 mg/kg). Esta informagéo esta de acordo com
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estudos anteriores no qual o Hg néo foi detetado em ingredientes como batata, arroz, azeite e feijao
verde, por se encontrar abaixo do limite de detecao (< 0,007 mg/kg) do estudo em questao (Perellé et
al, 2008).

O teor de Hg no atum cru (0,167 mg/kg) encontrava-se em conformidade com o teor maximo
permitido pela Comissé@o Europeia (1,0 mg/kg de peso fresco para o atum) (CE, 2006), tratando-se
inclusivé de uma concentracao relativamente baixa quando comparada com outros estudos feitos para
o atum (Perell6 et al, 2008; Torres-Escribano et al., 2011; Afonso et al., 2015). Os teores de Hg diferem
entre espécies, podendo essa variabilidade depender dos processos de captacéo do Hg ou da interacéao
de parametros biéticos como idade, tamanho, sexo, metabolismo e habitos alimentares (Grieb et al.,
1990; Lansens et al., 1991; Bloom, 1992; Cabariero et al., 2004). Os baixos teores de Hg registados no
atum cru indiciam que as amostras analisadas correspondiam a porcdes de atuns pequenos onde a
bioacumulacéo é geralmente mais baixa. Outra justificacdo podera estar no habitat de proveniéncia dos
atuns, pois se a proveniéncia for de zonas menos contaminadas, a acumulagdo de Hg no organismo

dos atuns é naturalmente mais reduzida (Nicklisch et al., 2017).

Nas refeicbes completas, o teor de Hg total variou entre 0,051 a 0,218 mg/kg, existindo diferencas
significativas entre as refeicdes. Um dos resultados mais relevantes foi o aumento do teor de Hg do
atum apos tratamento culinario de 0,167 para 0,218 mg/kg. Neste caso ndo houve adi¢cdo de outros

ingredientes, pelo que o aumento do teor de Hg se deveu exclusivamente ao tratamento culinério.

Geralmente, espécies como atum, sardinha, pescada e peixe-espada, tendem a aumentar o0s
teores de Hg apds tratamento culinario, aumento esse que depende do tratamento culinario empregado,
sendo normalmente superior em amostras fritas e grelhadas (Burger et al., 2003; Perell6 et al., 2008;
Afonso et al., 2015).

Durante a confe¢éo culinaria do pescado ocorrem mudangas fisicas, quimicas e sensoriais que
podem levar ao desenvolvimento de cores, aromas e modifica¢cdes na capacidade de retengédo da agua
e na textura devido a desnaturagéo de proteinas (Afonso et al., 2015). Para além disso, ocorrem perdas
de 4gua e gordura que podem justificar 0 aumento do teor de Hg no atum apdés tratamento culindrio.
Burguer et al. (2003) verificou que o Hg presente no musculo do peixe ndo parece ser libertado durante
o tratamento culinario, permanecendo ligado as proteinas. Assim, como o pescado retém a mesma
quantidade de Hg, quando calculada a concentracdo de Hg com base no peso da amostra, a
concentragdo aumenta porque existe uma perda de agua e consequentemente perda de peso da

amostra (Burguer et al., 2003).

Quando foram adicionados os outros ingredientes as refeigcfes de atum, o teor de Hg diminuiu
significativamente, sendo em todos os casos inferior ao teor de Hg no atum cru (0,167 mg/kg). Este
resultado era expectavel uma vez que a adicdo de outros ingredientes faz com que o teor de Hg diminua
por peso de refeicdo, uma vez que a refeicdo deixa de ter s6 atum e passa a ter outros ingredientes
que nao possuem teores tdo elevados de Hg. Um bom exemplo é a refeigdo de “atum com refogado +
arroz de tomate” que apresenta um menor teor de Hg (mg/kg) por possuir uma menor propor¢éo de
atum (29,4%) comparado com a soma dos restantes ingredientes, refogado (27,4%) e arroz de tomate

(43,2%), respetivamente.
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Os teores de Hg das porcdes de atum foram calculados através das proporcbes de cada
ingrediente nas refeicdes completas. Pelos resultados obtidos verificou-se que apenas o contacto das
postas de atum com diferentes ingredientes (com excec¢do do refogado) diminuiu o teor de Hg no atum

(uma vez que estes foram cozinhados separadamente).

O “atum com refogado” e o “atum sem refogado” ndo apresentaram diferencgas significativas pois
ambos estiveram em contacto com o refogado (o “atum sem refogado” foi cozinhado com o refogado,

mas armazenado individualmente).

A diferenca mais significativa do contacto do “atum com refogado” com os outros ingredientes foi
observada quando se adicionou “arroz de tomate”, verificando-se uma diminuicdo de cerca de 39% do
teor de Hg no atum. Também existiram diferengas significativas quando se adicionaram “batata e
brécolos” (diminuicao de 24%) e “batata” (diminuicdo de 21%). O contacto apenas com “brocolos” nao
revelou diferencas significativas. Estes resultados evidenciam que, provavelmente, ter4 ocorrido
transferéncia de Hg do atum para os restantes ingredientes. De modo a confirmar esta teoria, deveriam
ter sido analisados os ingredientes individualmente depois de estarem em contacto com o atum, o que
infelizmente nao foi possivel. Caso se comprovasse a existéncia dessa transferéncia, os ingredientes
que melhor reduziam o teor de Hg no atum seriam, por ordem decrescente o “arroz de tomate”, a jungao
de “batata e brocolos” e as “batatas”. Estes resultados também podem dever-se a transferéncia de
constituintes dos outros ingredientes para o atum, contudo seriam necessarios estudos mais

detalhados para comprovar essa teoria.

Outra potencial justificacdo para tais resultados poderia estar na ma homogeneizacdo dos
ingredientes e, quando retirada uma porgéo para analise, esta poderia conter uma menor quantidade
de Hg. Contudo, a probabilidade desse erro ter ocorrido € minima, pois as analises foram feitas em
triplicado e o desvio padrdao era muito reduzido, indiciando amostras homogéneas. Para além disso,

seria improvavel ter acontecido 0 mesmo em todas as amostras.

Até ao momento existem dulvidas em relacéo ao facto da legislagdo em vigor contemplar apenas
os teores de Hg em amostras cruas, pois pode néo existir fiabilidade na avaliagdo do risco associado a
exposicdo a contaminantes, tendo em conta que normalmente o pescado é consumido cozinhado e em
conjunto com outros ingredientes (Marques et al., 2011). Avaliando os resultados obtidos para o atum,
constata-se que a amostra crua reproduz eficazmente o teor de Hg que pode ser ingerido, tendo em
conta que nao existiram diferencas significativas entre os teores de Hg no atum cru e as por¢cdes de
atum em contacto com os outros ingredientes. Contudo, noutras espécies o cenario pode ser

completamente diferente, sendo necessarios estudos mais especificos.

Do ponto de vista de seguranca alimentar, as informac8es mais importantes dizem respeito as
refeicBes completas pois, por norma, o ser humano consome atum juntamente com outros ingredientes.
Assim, é importante compreender que o teor de Hg do atum aumenta com o tratamento culinario, mas
a adicdo de outros ingredientes, para uma determinada quantidade de refeicdo, reduz a quantidade de

atum consumido, e consequentemente diminui a exposi¢cdo dos consumidores ao Hg.
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4.1.2. Cadmio

Os resultados obtidos relativamente ao teor de cadmio (Cd) nas diferentes refeicdes de sapateira

encontram-se na tabela 4.2. Os resultados da analise estatistica podem ser consultados no anexo 9.

Tabela 4.2 — Teor de Cd (mg/kg) na refeicdo completa e apenas na por¢éo de sapateira de cada refeicdo antes
da digestéo.

- Teor de Cd na refeicdo completa Teor de ;d da por(;.é? de
Refeicéo ) sapateira na refeicao
(mgrkg)*
Sapateira simples 9,430 + 0,9542 9,430 + 0,9542
Sapateira recheada 4,475 + 0,172 9,451 + 0,4012

- Diferentes letras representam a existéncia de diferencas significativas no teor de Cd (p<0,05) entre cada refei¢éo.
1 O teor de Cd presente na porgdo de sapateira da refeigdo “sapateira recheada” foi calculado através das proporgdes de
sapateira e recheio.

Apesar dos teores de Cd ndo terem sido quantificados nos ingredientes utilizados para a confecéo
da sapateira recheada, sabe-se que a o Cd presente na refeicdo provém maioritariamente do

hepatopéncreas da sapateira.

Pelos resultados obtidos foi possivel verificar que o teor de Cd presente no hepatopancreas da
sapateira (9,430 mg/kg) encontrava-se bastante acima do teor maximo permitido pela Comissao
Europeia (0,50 mg/kg de peso fresco para o musculo) (CE, 2006), apesar desse limite estar
estabelecido apenas para o musculo dos crusticeos, ndo existindo ainda legislacdo para o
hepatopéncreas, independentemente deste também ser amplamente consumido (Marques et al., 2011;
Maulvault et al., 2012). A maioria do pescado possui baixos niveis de Cd, com excecao do marisco
(lagostas, caranguejos, ostras, gastrépodes e vieiras), especialmente hepatopancreas de caranguejos
e lagostas, nos quais as concentra¢ges de Cd podem chegar até aos 40 mg/kg (Falconer et al., 1986;
Marques et al., 2011).

Nas refeicbes completas, o teor de Cd variou entre 4,475 e 9,430 mg/kg, existindo diferencas
significativas entre as refeicdes. Como as sapateiras foram adquiridas j4 cozidas, ndo foi possivel
averiguar se o tratamento térmico teve ou néo influéncia nas concentragdes de Cd. Porém, estudos
anteriores demonstraram que o tratamento culinario (cozedura) da sapateira promove o aumento dos

teores de Cd na parte edivel (Maulvault et al., 2011; Wiech et al., 2017)

Nesta investigacao, a diferenca entre os teores de Cd nas duas refeicdes deveu-se a adigédo de
outros ingredientes na refeicdo de sapateira recheada. Assim, na sapateira recheada, houve uma
diminuicdo significativa do teor de Cd para 4,475 mg/kg uma vez que, para a mesma quantidade de
refeicdo, reduziu-se a quantidade de hepatopancreas e adicionaram-se outros ingredientes que, por

sua vez, possuiam baixos teores de Cd.

Quanto ao teor de Cd da porgéo de sapateira da refeigdo “sapateira recheada”, este foi calculado
através das propor¢des dos ingredientes, ndo se tendo observado diferencas significativas entre o teor
de Cd na “sapateira simples” e o teor de Cd na “sapateira recheada”. Desta forma, nesta situacao
concreta foi possivel verificar que o contacto do hepatopancreas com os restantes ingredientes nao

afetou o teor de Cd da sapateira.
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4.2. Efeito dos tratamentos culinarios na bioacessibilidade dos contaminantes

O estudo da bioacessibilidade dos contaminantes é muito importante uma vez que a quantidade
total de um contaminante ingerido nem sempre reflete a quantidade que fica disponivel para absorcéo
sistémica (Versantvoort et al., 2005). Neste caso, apos ter sido aplicado o método de digestao in vitro
a cada refeicdo, obteve-se como produto final uma fracéo liquida (bioacessivel) e uma fracéo residual
(solida). Destas duas, a fracéo bioacessivel é a fracao que atinge a circulacao sistémica e que, por sua
vez, corresponde a quantidade maxima de contaminante que fica disponivel para absorcdo no
organismo. Assim, a sua determinacéo, foi essencial na avaliacdo da exposicdo aos contaminantes e

na avaliacéo do risco para a saude dos consumidores (Versantvoort et al., 2005; Alves et al., 2017a).

4.2.1. Mercurio

Os resultados obtidos relativamente a percentagem de mercurio (Hg) bioacessivel e ao teor de Hg
presente nas refeicbes apos a digestéo (calculado a partir das percentagens bioacessiveis) encontram-

se na tabela 4.3. Os resultados da anélise estatistica podem ser consultados no anexo 10.

Tabela 4.3 — Percentagens de Hg bioacessivel (%) e teores de Hg (mg/kg) nas refeicBes completas de atum apos
digestéo.

. . . Teor de Hg na refeicdo completa
Refeicdo % de Hg bioacessivel depois%a digest%o (mg/krg).])

Atum cru 42,2 +1,92 0,071 £ 0,002
Atum sem refogado 13,5+ 0,8¢ 0,029 + 0,002°
Atum com refogado 21,8 +1,5¢ 0,026 + 0,001%°
Atum com refogado + arroz de tomate 31,2+2,2b 0,016 £ 0,001¢
Atum com refogado + batata + brocolos 28,4+ 0,7° 0,018 + 0,000¢%
Atum com refogado + batata 30,7 +0,7P 0,021 + 0,000%
Atum com refogado + brocolos 30,9+ 1,30 0,031 + 0,002°

- Diferentes letras representam a existéncia de diferencas significativas no teor de Hg (p<0,05) entre cada refeigao.

Como se pode constatar na tabela 4.3 existiram diferengas significativas nas percentagens de Hg
bioacessivel das diferentes refei¢cdes. Todas as percentagens foram inferiores a 50%, significando que
a quantidade que pode ser absorvida pelo organismo apds a digestdo € inferior a quantidade de

contaminante ingerido.

Girard et al. (2018) estudou a bioacessibilidade de Hg em diferentes espécies de pescado, tendo
observado uma variacédo de 9 a 100%, muitas vezes com grandes variagfes dentro da mesma espécie.
Torres-Escribano et al. (2011) obteve percentagens de Hg bioacessivel no atum inferiores (13-19%
para atum cru e 6-10% para atum cozinhado) em comparagédo com o presente estudo. Porém, essas
diferencas ndo sdo questionaveis uma vez que estudos anteriores provaram que a bioacessibilidade
de contaminantes € influenciada pelo processamento e preparac¢do do pescado (Amiard et al., 2008;
He et al., 2010). Para além disso, os modelos de digestao in vitro aplicados, apesar de tentarem simular
as condicdes fisioldgicas do organismo, podem revelar alteracdes consideraveis (por exemplo pH,
tempo de permanéncia, enzimas, entre outros) que provocam diferencas entre os estudos (Laird et al.,
20009).
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Neste estudo, a refeicdo de “atum cru” apresentou a maior percentagem de Hg bioacessivel (42%),
enquanto que a refeicdo de “atum sem refogado” apresentou a menor (13%) bioacessibilidade. Este
resultado indica que o tratamento culinario diminui o Hg bioacessivel em atum. Diversos estudos tém
demonstrado que a bioacessibilidade dos metais é afetada pelo tratamento culinério, principalmente
devido a perda de agua (Amiard et al., 2008; He et al., 2010; He & Wang, 2011). Segundo Torres-
Escribano et al. (2011), o aumento da temperatura (e consequente perda de &gua) diminui a
bioacessibilidade do Hg porque altera a conformacao estrutural das proteinas do muasculo do peixe. O
Hg é reconhecido por possuir uma forte afinidade por proteinas (Ouédraogo & Amyot, 2011) portanto,
estas alteracbes ao nivel das proteinas, impedem o acesso das enzimas utilizadas no método de
digestao in vitro. Para além disso, a desnaturacdo das proteinas das fibras musculares leva ao
encolhimento do tecido e a formacéo de fracdes mais duras e compactas, o que torna as proteinas

menos digeriveis e 0s seus componentes menos bioacessiveis (Kulp et al., 2003).

Para além dos resultados j& discutidos, verificou-se ainda que a adicdo de outros ingredientes
promoveu a percentagem de Hg bioacessivel da refeigdo, embora nunca ultrapassando a percentagem
de Hg bioacessivel na refeicdo de “atum cru”. Relativamente a estes resultados, ndo existiram
diferencas significativas na % bioacessivel de Hg em refeigcbes com diferentes ingredientes (batata,
brocolos ou arroz de tomate), com excegao do “atum com refogado” que apresentou uma % de Hg
bioacessivel menor (22%) quando comparada com as refeigbes com outros ingredientes. Muito
provavelmente os ingredientes adicionados possuem propriedades que potenciam a bioacessibilidade
do Hg. Porém, ainda ndo foram realizados estudos que demonstrem essa capacidade. Um estudo
anterior mostrou que alguns alimentos ricos em fitoquimicos e polifendis (por exemplo, cha verde,
extrato de cha preto, proteina de soja e farelo de trigo) podem reduzir significativamente a
bioacessibilidade do Hg (Shim et al., 2009; Girard et al., 2018). Isso acontece porgue esses alimentos
possuem catequinas, teaflavinas e flavonoides (polifenéis antioxidantes) em abundancia, que tém
demonstrado ser bons quelantes naturais e sequestradores de metais, formando complexos insollveis
com o Hg e reduzindo assim a sua bioacessibilidade (Shim et al. 2009). Deste modo, a refeicdo de
“atum com brécolos” deveria ter apresentado uma menor percentagem de Hg bioacessivel, uma vez
que o brécolo € um ingrediente muito rico em fitoquimicos (Renaud et al., 2014). No entanto, tal ndo se
verificou, provavelmente porque a interagdo do Hg com os polifendis pode ter sido interrompida por

outros constituintes, como aconteceu num estudo realizado com sumo de toranja (Shim et al., 2009).
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Figura 4.1 - Relagéo entre o teor de Hg (mg/kg) das refeicdes de atum antes da digestédo e a % de Hg
bioacessivel.

42



Resultados e discusséo |

A andlise da figura 4.1 é importante na compreensdao da importancia do estudo da

bioacessibilidade.

No caso do “atum sem refogado”, apesar desta refeicao ter apresentado o teor de Hg mais elevado
(0,218 mg/kg), foi a refeicdo que obteve uma menor percentagem bioacessivel (13%). Por sua vez, a
refeicdo “atum com refogado + arroz de tomate”, apesar de ter tido o menor teor de Hg (0,051 mg/kg),
apresentou uma das maiores percentagens bioacessiveis (31%). Estes resultados permitem verificar
que uma maior percentagem de bioacessibilidade nem sempre se traduz numa maior quantidade
disponivel para absorcao (neste caso 13% de 0,218 mg/kg é maior do que 31% de 0,051 mg/kg).

Pelos dados obtidos, verificou-se que a percentagem de Hg bioacessivel (apds a digestdo) foi
independente do teor de Hg inicial na refeicdo (antes da digestdo). Estudos anteriores também
demonstraram néo existir correlagdo entre a bioacessibilidade do Hg e a sua concentracao inicial (Laird
etal., 2009; He & Wang, 2011). Assim, de forma a melhorar a avaliacao de risco associado a exposi¢do
a contaminantes através do consumo de pescado, deveriam ser feitos estudos de bioacessibilidade
especificos, para diminuir a atual sobrestimagéao do risco e aproximar-se da realidade.

4.2.2. Cadmio

Os resultados obtidos relativamente a percentagem de cddmio (Cd) bioacessivel e ao teor de Cd
presente nas refeicbes de sapateira apdés a digestdo (calculado a partir das percentagens
bioacessiveis) encontram-se na tabela 4.4. Os resultados da analise estatistica podem ser consultados
no anexo 11.

Tabela 4.4 — Percentagem de Cd bioacessivel (%) e teores de Cd (mg/kg) nas refeicdes completas de sapateira
apos digestéo.

Teor de Cd na refeicdo completa

. 0 . .
Refeicao % de Cd bioacessivel t el s dlgesie (mala)

Sapateira simples 98,0 + 5,62 9,242 + 00,9352
Sapateira recheada 98,8 + 3,92 4,420 +0,170°
- Diferentes letras representam a existéncia de diferencas significativas no teor de Cd (p<0,05) entre cada refei¢ao.

Como se pode constatar pela tabela 4.4 n&o existiram diferencas significativas nas percentagens
de Cd bioacessivel das diferentes refeicées. As percentagens foram muito elevadas (= 98%), o que é
um resultado muito preocupante, pois significa que praticamente todo o Cd presente nas refei¢des fica

disponivel para absorcao pelo organismo.

Maulvault et al. (2011) também obteve elevadas percentagens de Cd bioacessivel em sapateiras
cruas (95%) e cozidas (84%), justificando os altos valores pelas caracteristicas nutricionais e estruturais
do hepatopancreas pois, tratando-se de um tecido muito macio, liquido e gorduroso, permite uma maior

area de contacto com os sucos digestivos.
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Amiard et al. (2008) averiguou a bioacessibilidade do Cd em diferentes tipos de pescado e
constatou que esta difere de espécie para espécie (20% em vieiras, 36% no mexilhao verde, 48% em
améijoas, 68% em ostras e 72% em buzios). Uma justificacdo para a diferenga de valores em
comparacdo com o presente estudo pode estar nas caracteristicas especificas das matrizes. Além
disso, os modelos de digestdo in vitro estaticos podem introduzir alteragdes (por exemplo pH, tempo

de permanéncia, enzimas, entre outros) que provocam diferencas entre os estudos (Laird et al., 2009).
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Figura 4.2 - Relagéo entre o teor de Cd (mg/kg) nas refei¢cBes de sapateira antes da digestao
e a % de Cd bioacessivel.

Pela analise da figura 4.2 é possivel verificar que as percentagens de Cd bioacessivel foram muito
elevadas (98% na sapateira simples e 99% na sapateira recheada), ndo existindo diferencas
significativas entre as refei¢cdes. Desta forma, a ingestdo de outros ingredientes com o hepatopancreas
da sapateira ndo interferiu na bioacessibilidade do Cd, pois apesar de ter havido um aumento de 1%,
esse valor nao foi significativo.

Apesar de ambas as refeicdes terem apresentado uma percentagem bioacessivel elevada, a
refeicdo de “sapateira simples” representa um maior risco para os consumidores uma vez que o0 seu

teor de Cd (9,430 mg/kg) foi bastante superior ao da “sapateira recheada” (4,475 mg/kg).

4.3. Andlise de risco

O pescado € uma das principais fontes de exposi¢do alimentar a determinados contaminantes,

podendo representar um risco para o ser humano (Al-Saleh et al., 2017).

Como ja foi referido, 0 mercurio e o cadmio sdo elementos toxicos commumente encontrados nas
espécies de atum (Thunnus spp.) e sapateira (Cancer paguros), respetivamente (Peterson et al., 1973;
Overnell, 1986), o que leva a um aumento da preocupacgdo ao nivel da seguranca alimentar, por se

tratarem de espécies muito consumidas entre a populagéo.

O cuidado com a saude e o bem-estar tem tido um grande destaque a nivel mundial pelo que, no
sentido de se salvaguardar a saldde publica, tém sido estabelecidos limites maximos permitidos para a
presenca de diversos contaminantes no pescado, bem como recomendac¢fes de ingestdo toleraveis
(CE, 2006; EFSA, 2011; EFSA, 2012b).

Os teores maximos de Hg permitidos pela Comissdo Europeia variam consoante as espécies

sendo que, para o atum, o teor maximo de Hg permitido é de 1,0 mg/kg de peso fresco e para a
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sapateira, o teor maximo de Cd permitido é de 0,50 mg/kg de peso fresco para o musculo (CE, 2006).
Relativamente aos limites de ingestdo semanal toleravel provisional (PTWI), estes valores variam
consoante o contaminante, sendo, segundo a Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar, 4 pg/kg
de peso corporal no caso do Hg inorgénico, 1,3 ug/kg de peso corporal no caso do MeHg e 2,5 ug/kg
de peso corporal no caso do Cd (EFSA, 2011; EFSA, 2012b). Para além destes, o Comité Cientifico de
especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) definiu também um limite de ingestéo
mensal toleravel provisional (PTMI) para o Cd com o intuito de refletir a sua longa permanéncia no

organismo humano. O valor de PTMI estabelecido é de 25 ug/kg de peso corporal (WHO, 2013).

Desta forma, a analise de risco associada ao consumo de atum e de sapateira foi feita tendo em
conta os valores de ingestdo semanal toleravel provisional (PTWI) dos dois contaminantes e o valor de
ingestdo mensal toleravel provisional (PTMI) do Cd. Nas refei¢cdes de atum, para além de se ter feito a
andlise de risco para o PTWI do Hg inorgénico (4,0 ug/kg de peso corporal), considerou-se também o
pior dos cenérios, isto €, considerou-se que todo o mercurio estava na forma de MeHg (PTWI de 1,3
Mg/kg de peso corporal), uma vez que o metilmercirio pode constituir mais de 90% do mercdario total
presente no peixe (CE, 2006).

A avaliacdo do risco de exposi¢cdo humana aos contaminantes presentes nas refeicdes depende
de diversos fatores como o teor de contaminante na refei¢cdo, a quantidade de refeicdo ingerida e o
peso corporal da populacdo em estudo (Jardim & Caldas, 2009). Desta forma foram utilizados valores
padrdo de peso corporal médio da populagdo europeia para criancas dos 3-10 anos (23 Kkg),
adolescentes dos 10-14 anos (43 kg), mulheres gravidas dos 18-35 anos (55 kg) e adultos saudaveis
com mais de 18 anos (70 kg) (EFSA, 2012a). As quantidades méaximas de contaminante que podem

ser ingeridas por cada individuo podem ser consultadas na tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Quantidades méaximas de Hg, MeHg e Cd que podem ser ingeridas considerando criangas de 23 kg,
adolescentes de 43 kg, mulheres gravidas de 55 kg e adultos saudaveis de 70 kg (EFSA, 2012a). Os teores
maximos foram calculados segundo os valores de PTWI e PTMI estabelecidos pelas entidades reguladoras.

Teor maximo de Hg Teor maximo de L.
: . Teor maximo de Cd que
o inorganico que MeHg que pode dei .
Grupo etario pode ingerir (ug) ingerir (ug) pode ingerir (ug)
Por semanat Por semana? Por semana?® Por més*
Crianca (3-10 anos) 92 29,9 57,5 575
Adolescente (10-14 anos) 172 55,9 107,5 1075
Mulher gravida (18-35 anos) 220 715 137,5 1375
Adulto (+18 anos) 280 91 175 1750

1 PTWI (Hg) = 4 ug/kg de peso corporal (EFSA, 2012b)

2 PTWI (MeHg) = 1,3 ug/kg de peso corporal (EFSA, 2012b)
3 PTWI (Cd) = 2,5 ug/kg de peso corporal (EFSA, 2011)

4 PTMI (Cd) = 25 ug/kg de peso corporal (WHO, 2013)

Como é possivel observar na tabela 4.5, as criangas apresentam uma maior vulnerabilidade ao
risco comparativamente com os demais grupos etarios. Isto deve-se ao facto de possuirem um menor
peso corporal. Assim, ao estarem expostas a mesma quantidade de refeigdo com a mesma quantidade
de contaminante, o teor maximo de contaminante que podem ingerir € menor, logo a probabilidade de

estarem em risco é elevada.
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N&o existe um PTWI ou um PTMI especifico para criancas ou mulheres gravidas pelo que sao
utilizados os mesmos valores em todos 0s grupos etéarios. Desta forma, o teor maximo de contaminante
gue as gravidas podem ingerir € superior ao das criangas e dos adolescentes em todos 0s casos.
Contudo, durante a gestacéo, € muito importante reduzir o consumo de refeicdes contaminadas,
principalmente com o Hg, uma vez que este, em excesso, pode provocar danos graves no sistema
neurolégico e no desenvolvimento cognitivo do bebé (Holmes et al., 2009; Bernhoft, 2012). Desta forma,
as mulheres gravidas sao também um dos grupos mais vulneraveis a presenca de contaminantes no

organismo.

4.3.1. Andlise de risco associado ao consumo de atum

A andlise de risco das refei¢cdes de atum foi feita para um consumo recomendével de duas por¢des
semanais de pescado (equivalente a 300 g) (EFSA, 2015) para todos os grupos etarios. Assim,
calculou-se para cada uma das refei¢cGes, a quantidade total de refeicdo completa que continha 300 g
de atum. Esse célculo foi feito tendo em conta a proporgao de atum em cada refeicédo (tabela 3.1 do
capitulo materiais e métodos). A tabela 4.6 refere-se ao teor de Hg presente nas duas refei¢cbes
semanais antes e depois da digestdo. Os resultados da analise estatistica podem ser consultados no

anexo 12.

Tabela 4.6 — Teor de Hg (ug) em 2 refeigfes de atum semanais antes e depois da digestéo.

Refeigao* Teor de Hg (ug) em 2 refeicdes semanais
Antes da digestéo Depois da digestdo**
Atum cru (300 g) 50,201 + 1,354¢ 21,185 +0,5722
Atum sem refogado (300 g) 65,402 + 3,472 8,816 + 0,468°

Atum com refogado (580 g) 68,772 + 3,5552 14,998 + 0,775¢

Atum com refogado + arroz de tomate (1021 g) 51,675 + 1,483¢ 16,140 + 0,463%d
Atum com refogado + batata + brécolos (910 g) 57,012 + 0,005b¢ 16,217 + 0,002¢d
Atum com refogado + batata (857 g) 58,770 + 1,147abc 18,044 + 0,352b¢
Atum com refogado + brocolos (634 g) 62,711 + 3,473 19,395 + 1,074

- Diferentes letras representam a existéncia de diferencas significativas no teor de Hg (p<0,05) entre cada refei¢éo.

*Todas as refeicdes completas incluem 300 g de atum (célculo feito com base nas percentagens de atum presente em cada
refeicdo — tabela 3.1 do capitulo materiais e métodos).

**Q teor de Hg depois da digestéo foi calculado através da média das percentagens de Hg bioacessivel das refei¢des completas
(tabela 4.3).

Como é possivel observar na tabela 4.6, os teores de Hg apos a digestédo sdo bastante inferiores
aos inicialmente presentes nas refeices uma vez que nem todo o Hg fica disponivel para absor¢éo no
organismo. Quanto maior € o teor de Hg numa refeicdo, maior a probabilidade de um determinado
grupo etario se encontrar em risco. Assim, seria de esperar que a avaliacdo do risco antes da digestédo

apresentasse niveis mais preocupantes.

Desta forma foi calculada a percentagem de aproximacéo ao limite de PTWI antes e depois da
digestdo com o intuito de verificar se algum dos grupos etarios estaria em risco ao ingerir as
quantidades recomendaveis. A figura 4.3 diz respeito as percentagens de PTWI do mercurio inorganico
(PTWI de 4 ug/kg de peso corporal) enquanto a figura 4.4 se traduz no pior dos cenarios possiveis,
considerando o PTWI para o mercuario quando se encontra na forma de metilmercurio (PTWI de 1,3

Mg/kg de peso corporal).
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AC - Atum cru; ASR - Atum sem refogado; ACR - Atum com refogado; AAT - Atum com refogado + Arroz de tomate;
ABB - Atum com refogado + batata + brécolos; Abat - Atum com refogado + batata; Abro - Atum com refogado + brécolos

Figura 4.3 — Percentagens do limite de PTWI (Hg inorgéanico) para o consumo de 2 refeigdes de atum semanais
antes e depois da digestéo nas diferentes populag@es: criancas dos 3-10 anos de 12 kg; adolescentes dos 10-14
anos de 43 kg; mulheres gravidas dos 18-35 anos de 55 kg; e adultos com +18 anos de 70 kg.

% PTWI (MeHg) nas criangas % PTWI (MeHg) nos adolescentes
240 M Antes da Digestdo M Depois da Digestdo M Antes da Digestdo M Depois da Digestdo
2 200 120
T W 100
S 160 5 s0
S 120 3 =
1 10 = 60 11 12 11
19
E 80 £ i = s, FE 9 10 10
R 40 &
g < 20
AC ASR ACR AAT ABB Abat Abro AC ASR ACR AAT ABB Abat Abro
Refei¢des de atum Refeigdes de atum
o -
% PTWI (MeHg) nas mulheres gravidas % PTWI (MeHg) nos adultos
%(1)8 B Antes da Digestdo M Depois da Digest3o 138 M Antes da Digestdo M Depois da Digestio
?D —
I z
[7] [7}
=3 S
3 3
a E
xR B
AC ASR ACR AAT ABB  Abat  Abro AC ASR ACR AAT ABB  Abat  Abro
Refeigoes de atum Refeigdes de atum
Legenda:

AC - Atum cru; ASR - Atum sem refogado; ACR - Atum com refogado; AAT - Atum com refogado + Arroz de tomate;
ABB - Atum com refogado + batata + brécolos; Abat - Atum com refogado + batata; Abro - Atum com refogado + brécolos

Figura 4.4 — Percentagens do limite de PTWI (MeHg) para o consumo de 2 refeicdes de atum semanais antes e
depois da digestéo nas diferentes populagdes: criancas dos 3-10 anos de 12 kg; adolescentes dos 10-14 anos de
43 kg; mulheres gravidas dos 18-35 anos de 55 kg; e adultos com +18 anos de 70 kg.
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Como é possivel observar pela figura 4.3 o limite de PTWI (Hg inorganico) (100%) néo foi
ultrapassado em nenhum grupo etéario, o que significa que a ingestdo de 300 g /semana do atum
analisado ndo representaria um risco potencial para o ser humano. De facto, as criangcas foram o grupo
etario mais vulneravel pois apresentaram percentagens superiores, chegando inclusive a ultrapassar
os 50%. Contudo, essas percentagens (55-75%) referiam-se ao teor de Hg antes da digestdo, o que é
uma sobreestimacao para o estudo uma vez que 0 mais importante séo os resultados apds a digestéo
que dizem respeito ao Hg disponivel para absorcdo no organismo.

Quanto as percentagens do limite de PTWI (Hg inorganico) depois da digestdo foram muito
reduzidas (10-23% nas criancas; 5-12% nos adolescentes; 4-10% nas mulheres gravidas; 3-8% nos
adultos), verificando-se as maiores percentagens nas refei¢gdes de “atum cru” e de “atum com refogado

+ brécolos”.

A figura 4.4 representou o pior cenario possivel uma vez que se considerou que todo o Hg se
encontrava na forma de MeHg. Como é possivel observar pela figura 4.4 os valores de ingestao
semanal de mercurio foram bastante elevados antes da digestao, ultrapassando, inclusive, o valor de
PTWI (100%), o que significa um potencial risco para o consumidor. Contudo, os resultados mais
importantes sédo os obtidos depois da digestao que dizem respeito ao Hg disponivel para absorcdo no
organismo. Estes ultimos resultados, embora dispares entre as diferentes populacdes (29-71% nas
criangas; 16-38% nos adolescentes; 12-30% nas mulheres gravidas; 10-23% nos adultos),
encontraram-se abaixo do limite de PTWI (MeHg) (100%), o que significa que n&o existia um risco

potencial para o consumidor.

Como nédo se observou um risco acrescido no consumo das refeicdes analisadas foi determinado
0 nimero maximo de refeicdes que o consumidor poderia fazer até atingir o risco de exposicdo ao Hg

inorganico e ao MeHg (tabela 4.7).

Tabela 4.7 — Niumero maximo de 2 refeicdes semanais de atum que os diferentes grupos etarios podem consumir
até atingir o risco (tendo em conta o teor de Hg bioacessivel apos a digest&o).

Crianca Adolescente Mulher gréavida Adulto
Refeicdo (3-10 anos) (10-14 anos) (18-35 anos) (+18 anos)

Nimero maximo de refeicfes semanais até atingir o risco

Hg MeHg Hg MeHg Hg MeHg Hg MeHg
Atum cru (300 g) 4 1 8 3 10 3 13 4
Atum sem refogado (300 g) 10 3 20 6 25 8 32 10
Atum com refogado (580 g) 6 2 11 4 15 5 19 6
e | & | 2 | m | 2 | w |« | @ |
e ooy | ¢ | 2 | m | 2 | w | 4 | w |
Atum Coga::::%SS; g; 5 2 10 3 12 4 16 5
vty 5 | 2 | 8 | = | m | & | m | s
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Com base nos resultados apresentados na tabela 4.7 é possivel ter uma percecédo de quantas
refeicdes semanais um determinado grupo etario pode fazer sem exceder o limite de ingestdo semanal

toleravel do Hg inorgéanico (4 pg/kg de peso corporal) e do MeHg (1,3 pg/kg de peso corporal).

A refeicdo de “atum sem refogado” é a refeigdo que pode ser mais vezes consumida, isto porque
foi a que apresentou um menor teor de Hg apés a digestédo. Por sua vez, a refeicdo de “atum cru” é a

gue menos deve ser consumida por ter sido a que apresentou um maior teor de Hg ap0s a digestéo.

Atendendo a estes valores, pode-se concluir que o risco de exposicdo ao Hg associado ao
consumo de atum é reduzido ja que as quantidades maximas de refeicdes semanais obtidas séo
superiores ao que normalmente uma pessoa consome. Contudo, um consumo descuidado pode
potenciar os riscos para a salde do consumidor menos atento, principalmente para refeigcbes de “atum
cru” e “atum com refogado + brécolos”. No caso das criangas e das gravidas é necessaria uma atencao

redobrada por se tratarem de grupos mais vulneraveis a exposi¢ao a este contaminante.

4.3.2. Andlise de risco associado ao consumo de sapateira

A andlise de risco de exposi¢do a Cd associada ao consumo de refei¢cdes de sapateira foi feita
para um consumo de 50 g semanais (Maulvault et al., 2011) para todos os grupos etarios. A tabela 4.8
refere-se ao teor de Cd presente nas refeicbes completas antes e depois da digestdo. Os resultados

da andlise estatistica podem ser consultados no anexo 13.

Tabela 4.8 — Teor de Cd (ug) em 50 g de refeicdo semanal de sapateira antes e depois da digestéo.

L Teor de Cd (ug) em 50 g de refeicdo
Refeicéo - — ; . =
Antes da digestéo Depois da digestdo*
Sapateira simples 471,479 £ 47,7022 462,121 * 46,7552
Sapateira recheada 223,766 + 8,619° 221,000 + 8,512

- Diferentes letras representam a existéncia de diferengas significativas no teor de Cd (p<0,05) entre cada refeicao.
*O teor de Cd depois da digestéo foi calculado através da média das percentagens de Cd bioacessivel das refeicbes completas
de sapateira (tabela 4.4).

Como é possivel observar na tabela 4.8, os teores de Cd ap0s a digestao sao bastante idénticos
aos inicialmente presentes nas refeigfes, uma vez que a percentagem de Cd bioacessivel foi muito

elevada em ambas as refeices.

De seguida, foi calculada a percentagem de aproximacao ao limite de PTWI antes e depois da
digestdo com o intuito de verificar se algum dos grupos etérios estaria em risco ao ingerir a quantidade

de 50 g de refeicdo de sapateira (tabela 4.9).
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Tabela 4.9 - Percentagem do limite de PTWI ou PTMI para o consumo de 50 g de refeicdo de sapateira semanal
e mensal, respetivamente, antes e depois da digestao nas diferentes popula¢des: criangas dos 3-10 anos de 12
kg; adolescentes dos 10-14 anos de 43 kg; mulheres gravidas dos 18-35 anos de 55 kg; e adultos com +18 anos

de 70 kg.

Crianca Adolescente Mulher gravida Adulto

Refeico (3-10 anos) (10-14 anos) (18-35 anos) (+18 anos)

Consumo de 50 g semanais (PTWI)

’g.”‘es o 820% 439% 343% 269%
. . igestdo
Sapateira simples Denois da
dlgestio 804% 430% 336% 264%
g\i”‘es o 389% 208% 163% 128%
. gestédo
Sapateira recheada Depois da
digpestao 384% 206% 161% 126%

Consumo de 50 g mensais (PTMI)

P 82% 44% 34% 21%

Sapateira simples Denois da
digestéo 80% 43% 34% 26%
e 39% 21% 16% 13%

Sapateira recheada Denois da
digestéo 38% 21% 16% 13%

Como é possivel observar na tabela 4.9, o consumo de 50 g semanais constitui um risco para
todos os grupos etarios uma vez que o limite PTWI foi ultrapassado em todas as refei¢es (> 100%).
As criangas foram o grupo etario mais vulneravel, ultrapassando o limite de ingest&o cerca de 8 vezes

no caso da “sapateira simples” e 4 vezes no caso da “sapateira recheada”.

Nesta avaliagdo de risco, as percentagens de PTWI das refei¢cdes de sapateira “antes da digestao”
e “depois da digestdo” ndo variaram muito entre si uma vez que as percentagens de Cd bioacessivel
foram bastante elevadas, o que significa que praticamente todo o Cd se encontrava disponivel para

absorcéo pelo organismo.

Apesar do consumo das 50 g de refeicdo semanal representar um risco para qualquer consumidor,
0 mesmo nao se verificou para um consumo de 50 g mensais. Neste Ultimo caso, como é possivel
observar na tabela 4.9, a percentagem de PTMI ndo foi ultrapassada em nenhum grupo etério,
encontrando-se na maioria das refeicdes abaixo dos 50%, com excepgdo da refeicdo “sapateira

simples” nas criangas (80%).

Como se observou um risco a exposi¢cao ao Cd através do consumo das refeicBes de sapateira
analisadas, foi determinada a quantidade maxima de refeicdo de sapateira (g) que o consumidor

poderia ingerir até atingir o PTWI e o PTMI de exposigéo ao Cd (tabela 4.10).
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Tabela 4.10 — Quantidades maximas de refeicdes semanais e mensais de sapateira (g) que os diferentes grupos
etarios podem ingerir até atingir o PTWI ou PTMI.

Crianca Adolescente Mulher gravida Adulto
(3-10 anos) (10-14 anos) (18-35 anos) (+18 anos)

Refeicao

Quantidade maxima de refeicdo semanal (g) até atingir o risco (PTWI)

Sapateira simples 6 12 15 19

Sapateira recheada 13 24 31 40

Quantidade maxima de refeicdo mensal (g) até atingir o risco (PTMI)

Sapateira simples 62 116 149 189

Sapateira recheada 130 243 311 396

Com base nos resultados apresentados na tabela 4.10 compreende-se que o consumo de
“sapateira recheada” representa um menor risco para os consumidores do que a “sapateira simples”,
pois o teor de Cd por quilo de refeicdo € menor na refeicdo de “sapateira recheada”. Contudo, ambas
as refeicdes devem ser ingeridas com muita moderagéo, principalmente se se tratar de um consumo

semanal, j& que a probabilidade de atingir o PTWI € muito elevada.

Assim, pode-se concluir que a ingestdo de hepatopancreas de sapateira (com ou sem recheio)
pode trazer riscos para a saude dos consumidores, pelo que é importante limitar o consumo deste tipo
de alimento.
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5. Concluséo e perspetivas futuras

Em resposta a necessidade de assegurar uma vida mais saudavel, o pescado tem vindo a ganhar
um enorme destaque e preferéncia dos consumidores, sendo atualmente um dos alimentos mais

consumidos no mundo, particularmente em Portugal.

Considerado um alimento essencial numa alimentacéo saudavel e equilibrada, o pescado possui
um alto valor nutricional, ndo so por ser uma fonte de proteinas de elevado valor biolégico, como
também por possuir vitaminas, minerais e acidos gordos essenciais (6mega-3). Contudo, este alimento
pode também acumular elementos téxicos que resultam em intoxicacdes alimentares ou enfermidades

a longo prazo.

No presente estudo foi possivel verificar que os elementos téxicos Hg e Cd provenientes de
determinadas espécies de pescado (Hg em Thunnus spp. e Cd em Cancer paguros) séo afetados pelo

tratamento culinario e pela presenca de outros ingredientes numa refeicdo completa.

Relativamente as refeicbes de atum, constatou-se que o tratamento culinario tem influéncia nos
teores de Hg, uma vez que se confirmou um aumento da concentracdo de Hg em amostras cozidas.
Contudo, a adi¢do de outros ingredientes promoveu a diminui¢éo do teor de Hg disponivel por quilo de
refeicdo. O contacto do atum com outros ingredientes (refogado, arroz de tomate, batata e brécolos)
também pareceu promoveu uma reducéo do teor de Hg no atum. No entanto, estudos mais especificos

e detalhados devem ser feitos para comprovar esta evidéncia.

Quanto ao estudo da bioacessibilidade do Hg em amostras de atum, constatou-se que o
tratamento culinario diminui a percentagem de Hg bioacessivel. Todavia, a adicdo dos restantes
ingredientes as refeicdes promoveu a bioacessibilidade deste contaminante, ndo chegando em nenhum

caso a ultrapassar a percentagem de Hg bioacessivel do atum cru.

A concentracdo maxima de Hg permitida na Unido Europeia (1,0 mg/kg de peso fresco) néo foi
excedida para o atum, néo se tendo verificado qualquer risco nos grupos etarios estudados (criangas
dos 3-10 anos; adolescentes dos 10-14 anos; mulheres gravidas dos 18-35 anos; e adultos com +18
anos). Contudo, o facto dos limites estabelecidos pelas autoridades ndo serem excedidos ndo deve ser
interpretado como auséncia total de risco, uma vez que ainda existem incertezas relativas a avaliacao
toxicolégica dos contaminantes, como por exemplo a existéncia de efeitos sinergisticos ou
antagonisticos por parte de outros contaminantes, nutrientes ou flora microbiana, que devem ser tidos
em consideragdo. Para além disso é de salientar que as amostras de atum analisadas continham teores
reduzidos de Hg, logo a percentagem de risco foi baixa, 0 que néo significa que aconteca o0 mesmo

com outras espécies de atum com teores mais elevados.

Quanto as refei¢cdes de sapateira, verificou-se que a adicdo de outros ingredientes levou a uma
diminuicao do teor de Cd por quilo de refeicdo. Porém os ingredientes néo interferiram na percentagem
de Cd bioacessivel, tendo-se obtido percentagens muito elevadas (= 98%) para a matriz em estudo

(hepatopancreas de sapateira).
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A concentracdo maxima de Cd permitida na Unido Europeia (0,50 mg/kg de peso fresco para o
musculo) foi largamente excedida nas amostras de sapateira analisadas, tendo-se verificado um risco
de exposigdo ao Cd através do consumo de 50 g semanais para toda a populagdo. Por outro lado, o
consumo de 50 g mensais ndo demonstrou ser um risco para a populacdo, apesar das criangas serem

0 grupo mais vulneravel a exposigéo do Cd.

Face aos resultados obtidos, € possivel concluir que a constante monitorizagdo dos teores de
contaminantes no pescado e uma avaliacdo de risco que seja mais realista € imprescindivel para a
garantia de um elevado nivel de seguranca alimentar. Assim, é necessario desenvolver ferramentas
capazes de quantificar a toxicidade, bioacessibilidade e absorcéo dos diferentes elementos téxicos nos
produtos alimenticios. Ressalva-se ainda a importancia de uma comunicagdo continua que promova a
consciencializacdo sobre os riscos e beneficios associados ao consumo de pescado na salde e

seguranca do consumidor.
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Anexo 1 - Ingredientes utilizados nos tratamentos culinarios das diferentes refei¢cdes

Ingredientes/Espécie Quantidade/peso (g) Lote/Validade Origem
Bifes de atum ultracongelados, g Validade: 08/2019 deanzgl P
Auchan Capturado no Oceano Pacifico
Espécie Thunnus spp. 400 Lote — 8031 Ceﬁtro Oeste por anzois e
g validade: 07/2019 P
aparelhos de anzol
Cebola N=2 Portugal
Dentes de alho N=3 Portugal
362A
Oliveira d? Serra - Afene virgem 500 mL L-7355256 Portuga
extra do olival portugués 07:44
Validade: 12/2018
Sal grosso, Pingo Doce 1Kg Lote — FL313543 Portugal
Batata vermelha N=2 Portugal
Lote — 18101761
Brécolos Flordes ultracongelados, 8003 02261
Auchan 400¢g 07:55 Portugal
Validade: 01/2020
Tomate rama N=4 Portugal
. Lote — SEG0218
Arroz carolino Bom Sucesso 500 g Validade: 01/2019 Portugal
Capturada no Atlantico
Sapateira selvagem cozida inteira Nordeste, Rockall, costa
Ge': eixe g ! 400g (x3) Lote — 7360 noroeste da Escdcia e Irlanda
’3 . g Validade: 06/2019 do Norte ou Mar do Norte;
Espécie Cancer paguros
Arte de pesca: Nassas e
armadilhas.
L018015
P3o ralado classico, Espiga 200 g 16:28 Portugal
Validade: 18/12/2018
. LIS011201
Pickles, Auchan 350¢g Validade: 01/2020 Portuga
Ovos frescos .
Categoria A - Classe M, Auchan N=1 Validade: 23/03/2018 Portugal
19402082
Cerveja Cristal, alc. 5.1% vol. 33cl 18:08
Validade: 01/2019
L8040BP099
Mostarda Calvé 206 g 21:03 Portugal
Validade: 09/02/2019
L2019180334
Maionese, Auchan 225 mL 16:34 Portugal
Validade: 10/2018
Tabasco 60 mL Lote — 092717 Louisiana, U.S.A.

Validade: 09/2022
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Anexo 2 — Receita de bife de atum estufado com cebolada

Ingredientes:

- 2 Bifes de atum (cada bife com aproximadamente 200 g)
- 3 Tomates cortados aos cubos pequenos

- 1 Cebola média picada

- 1 Colher de azeite (= 15 mL)

- 2 Dentes de alho picados

- Sal g.b.

Preparacgéo:
1 - Faz-se um refogado com o azeite, a cebola, o alho e o tomate. Deixa-se refogar um pouco;
2 - Junta-se o sal e um pouco de 4gua. Deixa-se levantar fervura;

3 - Colocam-se os bifes de atum e deixam-se refogar por apenas 7 minutos para que néo fiquem secos

(certifique-se que os bifes ficam tapados na totalidade com o refogado).

Disponivel em: https://omeumundosaudavel.blogs.sapo.pt/bife-de-atum-estufado-9955 [Acesso no dia
12/02/2018 as 11:55].
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Anexo 3 — Receita de atum com arroz de tomate

Ingredientes

- 4 Tomates maduros
- 2 Dentes de alho

- 3 Cebolas pequenas
- 500 g de arroz

- 400 g de atum

- 100 mL de azeite

- 1000 mL de agua

Preparacéo

1 - Num tacho colocam-se a cebola, o alho picado e o0 azeite e deixa-se alourar;
2 - Deita-se o tomate e o arroz e deixa-se apurar durante 4 minutos;

3 — Acrescenta-se 0 atum e deixa-se refogar durante 6 minutos, em lume brando;

4 — Acrescenta-se 1 L de 4gua fervente. Deixa-se cozer durante 15 minutos.

Disponivel em: https://lifestyle.sapo.pt/sabores/receitas/arroz-catum [Acesso no dia 01/02/2018 as
16:58].
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Anexo 4 - Pesos e quantidades utilizadas no tratamento culinario do atum

Atum
Peso 1,5% sal Peso com 1,5%
Peso cru (9) adicionado (q) sal () Peso estufado (g)

Posta 1 106,054 1,608 104,169 75,343
Posta 2 106,942 1,602 106,822 78,511
Posta 3 109,135 1,638 109,082 84,226
Posta 4 120,013 1,803 119,785 91,101
Total 442,144 6,651 439,858 329,181
Refogado
Ingredientes Peso (9)
Cebola 132,597
Dentes de alho 4,933
Azeite 15,197
Tomate 320,665
Agua milli-Q 400,000
Total cozinhado 307,562
Arroz de Tomate
Ingredientes Peso (g)
Arroz carolino 125,021
Tomate 94,590
Cebola 119,253
Dentes de alho 1,344
Azeite 21,138
Agua milli-Q 250,000
Total cozinhado 483,756
Batatas

Peso (g)
Cru 319,100
Cozinhadas 303,320
Brécolos

Peso (g)
Cru 79,824
Cozinhados 58,759
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Anexo 5 — Receita de sapateira recheada

Ingredientes

- 1 Sapateira cozida

- 20 g de péo

- 50 g de pickles

- 1 Ovo cozido

- 20 g de cerveja

- 1 Colher de cha de mostarda (= 7 g)

- 2 Colheres de sopa de maionese (= 30 Q)

- 4 Gotas de tabasco (picante)

Preparacéo

1 - Coloque no copo o pao, o ovo cozido, os pickles e pique durante 5 segundos;
2 - Adicione a cerveja, a mostarda, a maionese e o tabasco e envolva durante 8 segundos;
3 - Junte 0 miolo da sapateira e misture durante 6 segundos;

4 - Coloque o recheio na carapaca e leve ao frigorifico durante 45 minutos;

5 — Sirva com tostas.

Anexo 5 |

Disponivel em: https://pt.petitchef.com/receitas/prato-principal/sapateira-recheada-fid-199565 [Acesso

no dia 01/02/2018 as 17:06].

71



Anexo 6 |

Anexo 6 — Pesos e quantidades utilizadas no tratamento culinario da sapateira

Sapateira

Peso da sapateira (g) Peso do hepatopéancreas + génadas (g)
Sapateira 1 410,000 119,143
Sapateira 2 450,000 134,155
Sapateira 3 420,000 103,486
Total 1280,000 356,784
Recheio
Ingredientes Peso (9)
P&o ralado 20,071
Ovo cozido 54,715
Pickles 49,418
Cerveja 20,425
Mostarda 6,997
Maionese 30,138
Tabasco 0,152
Total recheio 181,916
Total sapateira recheada 321,189
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Anexo 7 — Quantidade de fracdo bioacessivel e fracdo ndo bioacessivel das refeicbes de

atum e de sapateira

Identificac8do da amostra Cddigo da amostra bioacpéig?voel ©) bi§;§g§§i3§o(g)
Amostras de atum

Branco 1 - 1°dia B1A - 1° 25,2152

Branco 2 - 1° dia B2A - 1° 25,0657

Branco 1 - 2°dia B3A - 2° 24,6110

Branco 2 - 2° Dia B4A - 2° 24,4940

Atum cru (1) AC-1 26,2701 0,7229
Atum cru (2) AC-2 26,2692 0,8448
Atum cru (3) AC-3 26,2682 0,7683
Atum sem refogado (1) ASR -1 27,1503 1,1971
Atum sem refogado (2) ASR -2 27,3826 1,1049
Atum sem refogado (3) ASR -3 27,5040 0,9197
Atum com refogado (1) ACR-1 25,9137 1,1320
Atum com refogado (2) ACR -2 26,3779 1,1876
Atum com refogado (3) ACR -3 26,5820 1,0367
Atum + arroz de tomate (1) AAT -1 26,2185 0,7281
Atum + arroz de tomate (2) AAT -2 26,6794 0,8903
Atum + arroz de tomate (3) AAT -3 26,6382 0,6285
Atum + batata + brocolo (1) ABB -1 26,1727 0,7724
Atum + batata + brécolo (2) ABB - 2 26,1465 0,9489
Atum + batata + brocolo (3) ABB - 3 25,9594 1,1656
Atum + batata (1) Abat - 1 25,8317 1,0659
Atum + batata (2) Abat - 2 26,6429 0,6675
Atum + batata (3) Abat - 3 26,1779 1,0177
Atum + brécolo (1) Abro - 1 26,4423 0,8284
Atum + brécolo (2) Abro - 2 26,2975 1,0611
Atum + brécolo (3) Abro - 3 26,2483 0,8940

Amostras de sapateira

Branco 1 B1-S 24,4665

Branco 2 B2-S 24,2983

Sapateira simples (1) SS-1 26,5602 0,5967
Sapateira simples (2) SS-2 27,0671 0,4434
Sapateira simples (3) SS-3 27,0055 0,5259
Sapateira recheada (1) SR-1 26,4550 0,5589
Sapateira recheada (2) SR-2 26,3822 0,5634
Sapateira recheada (3) SR-3 26,3660 0,5843
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Anexo 8 — Andlise estatistica do teor de Hg (mg/kg) das refeicbes completas e do teor de Hg

(mg/kg) do atum nas refeigbes

w

No of obs

~

Histogram: Log(Hg Refeigio) All Groups
Effect: “Tratamentos Culinarios"
(Plot of within-cell residuals)
Log(Hg Refeigio) = 16°0,01"nommai(x; 4,8738E-9; 0,0144)
\\\
/
1
e p
Py
-0.04 -0,03 -0,02 0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04

Log(Hg Refeigdo)

Figura 1 - Normalidade dos residuos do teor de Hg
(mg/kg) da refeicdo completa com diferentes
tratamentos culinarios (histograma).

Tabela 1 — Homogeneidade de variancias do teor de Hg
(mg/kg) da refeigdo completa com diferentes tratamentos

culinérios.

Tests of Homogeneity of Variances (Spread

Effect: "Tratamentos Culinarios"

Hartley

Cochran
F-max C

Bartlett |df
Chi-Sqr.

p

Log(Hg Refei¢io)

345261,1]0,300743

9,932682| 6]0,127516

No of obs

0020 0015 -0010

0005 0000 0005

Hg Atum (mg/kg)

Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de
Hg (mg/kg) da porgéo de atum nas refeicdes com
diferentes tratamentos culinarios (histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de variancias do teor de Hg
(mg/kg) da porcédo de atum nas refeicdes com diferentes
tratamentos culinarios.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet2)
Effect: "Tratamentos Culinarios"

Hartley |Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sar.
Hg Atum (mg/kg) [424846,8|0,300211|10,71476| 6/0,097602

Expected Normal Value
)

P-lot LoglHg Refeicio) Ll
Effect *Tratamentos Culinarios”
(Plot of within-cell residuals)
0
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i1 4
10 o
“op 002 a0t 0,00 op1 002 o

Observed Value

Figura 2 - Normalidade dos residuos do teor de Hg

(mg/kg) da

refeicdo completa com diferentes

tratamentos culinarios (P-P).

Tabela 2 — Analise estatistica do teor de Hg (mg/kg) da

refeicdo

completa com diferentes tratamentos

culinérios.

Cell No.

Unequal N HSD; variable Log(Hg Refeigdo) (Spreadsheet1)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = ,00034, df = 9,0000
Tratamentos Culinérios logHg | 12| 3|4 |56
Refeigdo)
Mean

Atum com Arroz de Tomate| -1,29591 e

Atum com Batata e Broculo| -1,20321] =™

Atum com Batatal| -1,18373|****

Atum com Bréculo| -1,00509 e

Atum com Refogado| -0,92653 e

Atum Cru| -0,77649 T

= ]wl oo

Atum sem Refogado| -0,66193 e

oL Hg Atum (mi/k) ko
“Tratamentos C
of within-o
20
15
o
1.0 o
3 °
8 o5 )
3 00 o
E o
g 05 £
w o
10 S
°
15
>
20
0,015 -0,010 0,005 0,000 005 0,01 0,01

Observed Value

Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de
Hg (mg/kg) da porgéo de atum nas refeicdes com
diferentes tratamentos culinarios (P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Hg (mg/kg) da

porcdo de atum nas

refeicdes com diferentes

tratamentos culinarios.

Cell No.

Unequal N HSD; variable Hg Atum (mg/kg) (Spreadsheet2)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 00008, df = 9,0000

Tratamentos Culinarios HgAtum| 1 | 2| 3

(mg/kg)
Mean

Atum com Arroz de Tomate|0,133979

Atum com Batata e Broculo||0,166535] ****| ****

Atum Cruf0,167337 ****| ****

Atum com Batata|0,173725| ****

Atum com Bréculo||0,197253| ****

WIN N[O |

Atum sem Refogado|[0,218005

Atum com Refogado|0,219756
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Anexo 9 — Andlise estatistica do teor de Cd (mg/kg) das refeicbes completas e do teor de Cd

(mg/kg) da sapateira nas refeicdes

Histogram’ Cd Refeigio (mg/kg) Al Groups

Effect: Refeigio
(Plot of within-cell residuals)

Cd Refeiio (mg/kg) = 6"0,2"normal(x; -1,05E-7; 0,6132)

Vi
06 04 -02 00 02 04 05 08
Cd Refeigio (mg/ke)

Figura 1 - Normalidade dos residuos do teor de Cd
(mg/kg) da refeicao completa (histograma).

Tabela 1 — Homogeneidade de variancias do teor de Cd

P-Plot Cd Refeigio (mg/kg) All Groups

Effect: Refeigdo
(Plot of within-cell residuals)
14 — et
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&

Figura 2 - Normalidade dos residuos do teor de Cd
(mg/kg) da refeicdo completa (P-P).

Tabela 2 — Andlise estatistica do teor de Cd (mg/kg) da
refeicdo completa.

(mg/kg) da refeicdo completa. Tukey HSD test; variable Cd Refei¢do (mg/kg) (Spreadshest?)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Tese oT oTvan & Tohest) Error: Between MS = 46996, df = 4,0000
ests of Homogeneity of Variances (Spreadshee Refeica = T2
Effect: Refeicdo efeicaa Cd(Ref/e':;?u
m,
Hartiey |Cochran | Barflett [df|  p el No i
F-max C__ |Chi-Sqr. 2 Sapateira Recheada|  4,475323]
Cd Refeicao (mg/kg) [30,63348|0,968388[3,360071] 1]0,066795 1 Sapateira Simples| 9.426572] |7
Histogram  Cd Sapateira (mg/kg) Al Groups| P_Plot: Cd Sapateira (mg/kg)
Effect: Refes Effect: Refeicdo
(Plot of within-cell ) (Plat of within-cell residuals)
Cd Sapateira (mg/kg) = 6°0,2*normal(x, 5E-8, 0,6545) 14
3 = = . y iy . 1,2 3
1,0
08
0,6 9
- 2 04
2 e H
l E 02 o
) S 00
g E 0,2 o
2 § 04
1 v-v»l e | O mEm 0 v 06 - o
| ; 08
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’ | | 2|4
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Cd Sapateira (mg’kg)

Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de
Cd (mg/kg) da porcédo de sapateira nas refeicGes
(histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de variancias do teor de Cd
(mg/kg) da porcao de sapateira nas refei¢des.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet1)
Effect: Refeicao

Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de
Cd (mg/kg) da por¢do de sapateira nas refeicdes
(P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Cd (mg/kg) da
por¢éo de sapateira nas refei¢des.

Tukey HSD test; variable Cd Sapateira (mg/kg) (Spreadsheet1)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 53547, df = 4,0000

Hartley [Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sqr.
Cd Sapateira (mg/kg) |5,662571]0,849908|1,076542| 1/0,299472

Refeicdo Cd Sapateira | 1
(mg/kg)
Cell No. Mean
1 Sapateira Simples| 9,429572| =
2 Sapateira Recheadal| 9450924 =+
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Anexo 10 — Andlise estatistica das percentagens de Hg bioacessivel e dos teores de Hg das

refeicGes completas de atum apds a digestédo

stogram: % Bioaces All Groups
t “Tratament
of within-cell residual

Hr
Effect
Py

% Bioacessivel = 18°0,5"normal(x; -1,0667E-7; 1,2217)

9% Bicacessivel

Figura 1 - Normalidade dos residuos da
percentagem de Hg bioacessivel nas refeicdes
completas de atum (histograma).

Tabela 1 - Homogeneidade de variancias da
percentagem de Hg bioacessivel nas refeigGes
completas de atum.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet10)

Effect: "Tratamentos Culinarios”
Hartley |Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sqr.

% Bioacessivel |10,70632|0,348669|2,859600| 6(0,826251

Histogram Hg Refei0 (mgkg) depors da digestio [ Groups]
Effect. “Tratamento Culinano®
(Plot of within-cell residuals)

Hg Refeiglio (mg/kg) depots da digestiio = 16°0,0005 normal(x; 1, 2004E-10, 0,001)

No of obs

g
|

0,0025 0,0015 0,0005 0,0005 0,0015 0,0025
0,0020 0,0010 0,0000 0,0010 0,0020

Hg Refeigio (mg/kg) depois da digesto

Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de Hg
(mg/kg) da refeicdo completa apds digestdo
(histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de variancias do teor de Hg
(mg/kg) da refeicdo completa apds digestao.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet2))
Effect: "Tratamento Culinario"

Hartley |Cochran | Bartlett |df [
F-max ] Chi-Sqr.

Hg Refeicao (mg/kg) depois da digestdo  |1249378(0,327156/11,86919| 6|0,064951

P-Plot: % Bioacessivel All Groups

Effect: “Tratamentos Culinarios”
(Plot of within-cell residuals)
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Figura 2 - Normalidade dos residuos da

percentagem de Hg bioacessivel nas refei¢es
completas de atum (P-P).

Tabela 2 — Analise estatistica da percentagem de Hg
bioacessivel nas refeicdes completas de atum.

Unequal N HSD; variable % Bioacessivel (Spreadsheet10)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 2,3067, df = 11,000
Tratamentos Culinarios |% Bioacessivel | 1 [ 2 | 3 | 4
Cell No. Mean
2 Atum sem Refogado 13,48018 e
3 Atum com Refogado 21,80866
5 Atum com Batata e Bréculo! 2844569 ****
6 Atum com Batata 30,70333) ****
7 Atum com Broculo 30,92774| =
4 Atum com Arroz de Tomate 31,23351| ****
1 Atum Cru 42,20030
P-Plot. Hg Refeigéio (mg/kg) depois da digestiio All Groups

Effect: "Tratamento Culinario®
{Plot of within-cell residuals)

o
©
co
o

Expected Normal Value
oy

&
@
o

=
S

&

20l a
-0,0025 -0.0020 -0.0015 -0,0010 -0,0005 00000 00005 00010 00015 00020
Observed Value

Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de Hg
(mg/kg) da refeicdo completa apds digestéo (P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Hg (mg/kg) da
refeicdo completa ap6s digestao.

|Unequal N HSD; variable Hg Refeicao (mg/kg) depois da digestao (Spreadsheet2)

Homogenous Groups, alpha = 05000

Error: Between MS =,00000, df = 9,0000

Tratamento Culinario Hg Refeicéo 112)|13|4]|5
(mg/kg) depois
da digestao

Cell No. Mean
4 Atum com Arroz de Tomate 0,015805
5 Atum com Batata e Broculo 0,017816
6 Atum com Batata 0,021062
3 Atum com Refogado 0.025846| ****
2 Atum sem Refogado 0,029388| ****
7 Atum com Bréculo 0,030599| ==}
1 Atum Cru 0,070617
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Anexo 11 — Andlise estatistica das percentagens de Cd bioacessivel e dos teores de Cd das

refeicdes completas de sapateira apos a digestao

(Al Groups

Histogram: % B
Effect: "Ref
(Piot of within-cel

duals)

% Bioacessivel = 6* 1" nomal(x; -1 6667E-7, 4,283)

No of obs

:v .‘“ £ 5 _.1 A\ 2 1 Cr 1 2 3 4 5 €

9% Bioacessivel
Figura 1 - Normalidade dos residuos da percentagem de
Cd bioacessivel nas refeices completas de sapateira
(histograma).

Tabela 1 - Homogeneidade de variancias da
percentagem de Cd bioacessivel nas refeicdes completas
de sapateira.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet10)

Effect: "Refei¢ao"

Hartley [Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sqr

% Bioacessivel |2,089286/0,676301/0,212421| 1(0,644876

depois da digestio All Groups

sals)

Histogram: Cd Refeigio (mg/!
Effect. Refeic
(Plot of within-cell re:

Cd Refeigio (mg/kg) depois da digestiio = 6°0 2*normal(x, 9E-8 0,6011)

No of obs

[} Se— . . . 7
12 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12

Cd Refeigio (mg/kg) depois da digestio
Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de Cd
(mg/kg) da refeicdo completa de sapateira apés digestéo
(histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de variancias do teor de Cd
(mg/kg) da refeigcdo completa de sapateira apds digestao.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet2)
Effect: Refeicdo

Hartley |Cochran | Bartiett |df]  p
F-max c Chi-Sqr.
Cd Refeigdo (mg/kg) depois da digestao |30,170880,967919]3,337275| 1/0.067727

P-Piot: % Bioacessivel All Groups |

Effect "Refeigho’
(Plot of within-cell residuals)

14
12
1.0
08
06

04

00
02 o
04
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Figura 2 - Normalidade dos residuos da percentagem de

Cd bioacessivel nas refeicdes completas de sapateira (P-

P).

Tabela 2 — Andlise estatistica da percentagem de Cd
bioacessivel nas refeicdes completas de sapateira.

Tukey HSD test; variable % Bioacessivel (Spreadsheet10)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 22 931, df = 4,0000

Refeicdo % Bioacessivel | 1
Cell No. Mean
1 Sapateira Simples 98,01527 | ****
2 Sapateira Recheada 98,76383| ****

P-Plot: ¢d Refeigio (mg/kg) depois da digestio | Al Groups
Effect. Refeiglio
(Plot of within-cell residuals)
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Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de Cd

(mg/kg) da refeicdo completa de sapateira apos digestéo

(P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Cd (mg/kg) da
refeicdo completa de sapateira apés digestéo.

Tukey HSD test; variable Cd Refei¢do (mg/kg) depois da digestdo (Spreadsheet2)|
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = ,45171, df = 4,0000
Refeicdo Cd Refeigio

(mg/kg) depois

da digestio
Cell No. Mean
2 Sapateira 4,420000( ****|
1 Sapateira Simples|| 9,242420

[N
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Anexo 12 — Andlise estatistica do teor de Hg (ug) de 2 refeicbes completas de atum antes e

apos a digestao

Histogram: Teor de Hg em 2 refei3es antes da digestdo (ug) (Al Groups |
Effect “Tratamento Culinario™
(Plot of within-cell residuals)

Teor de Hg em 2 refei¢des antes da digestdo (ug) = 16" 1"normal(x; 2, 1525E-7; 2.1012)

5 - 3 2 1 : 0 1 2 3 -

Teor de Hg em 2 refeigdes antes da digestdo (ug)
Figura 1 - Normalidade dos residuos do teor de Hg de 2
refeicbes completas de atum antes da digestdo
(histograma).

P-Plot Teor de Hg em 2 refeicdes antes da digestio (ug) All Groups
Effect "Tratamento Culinano™
(Piot of within-cell residuals)
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Figura 2 - Normalidade dos residuos do teor de Hg de 2
refeicbes completas de atum antes da digestao (P-P).

Tabela 2 — Analise estatistica do teor de Hg de 2 refeigdes
completas de atum antes da digestéao.

Unequal N HSD; variable Teor de Hg em 2 refeigBes antes da digestdo (ug) (Spreadsheet2
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 7,3584, df = 9,0000
Tratamento Culinario TeordeHgem| 1 | 2 | 3
. o ) 2 refeigdes
Tabela 1 — Homogeneidade de variancias do teor de Hg de 2 antes da
.~ . ~ digestdo (ug)
refeicdes completas de atum antes da digestéo. Cell No. Mean
1 Atum Cru| 50,20124) ****
Tests of Homogeneity of Variances (Spreadshee 4 Atum com Arroz de Tomate)| 51,67454|
Effect: "Tratamento Culinario” 5 Atum com Batata e Bréoculo| 57,01202] *exx] xer
Hartley |Caochran | Bartlett |df p 6 Atum com Batatel 58,7696 | v
F-max Chi-Sqr 7 Atum com Braculo| 62,71126 e
Teor de Hg em 2 refeiGes antes da digestdo (ug) |424846.8]0.300211[10.71476] 6]0,007602 2 Atum sem Refogadol,  09.40187) | ™ ™"
3 Atum com Refogado 68,77200 e

Histogram: Teor de Hg em 2 refeigdes depois da digestdo (ug) All Groups |
Effect: “Tratamentos Culinarios”

(Plot of within-cell residuals)

Teor de Hg em 2 refeigdes depois da digestdo (ug) = 16°0 2" normal(x. 8 8125€-9, 0 5172)

No of obs

~

10 08 06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
Teor de Hg em 2 refei¢des depois da digestdo (ug)

Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de Hg de
2 refeicdbes completas de atum apdés a digestdo
(histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de variancias do teor de Hg
de 2 refeigdes completas de atum ap6s a digestéo.

Tests of 9 of Variances (
Effect: "Tratamentos Culinérios”
Hartley |Cochran | Bartiett |df
F-max C __|chi-sar

Teor de Hg em 2 refeicdes depois da digestdo (ug) |479285 3]0 43710910.30123[ 6]0.112526

All Groups

P-Plot: Teor de Hg em 2 refei¢des depois da digestdo (ug)
Effect “Tratamentos Culinarios”
(Plot of within-cell residuals)
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Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de Hg de 2
refeicdes completas de atum apo6s a digestao (P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Hg de 2
refeicGes completas de atum apdés a digestéo.

Unequal N HSD;, variable Teor de Hg em 2 refei¢des depois da digestdo (ug) (Spreadsheet
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 44582, df = 9,0000
Tratamentos Culinanos TeordeHgem| | [ 2| 3 |4 |5
2 refeigdes
depois da
digestio (ug)
Cell No Mean
2 Atum sem Refogadol 8,81625
3 Atum com Refogadol 14,99825)
4 Alum com Arroz de Tomate| 16,13077 *
5 Atum com Batata e Broculo 16,21746)
6 Atum com Batata 18,04434
7 Atum conm[ 19,39518
1 Atum Cru] 21,18507

85



Anexo 13 |

Anexo 13 — Andlise estatistica do teor de Cd (ug) de 50 g das refeicdes de sapateira antes e

apos a digestao

Histogram' Teor de Cd em 50 g antes da digestio (ug) Al Groups
Effect: Refeicio
(Plot of within-cell residuals)
Teor de Cd em 50 g antes da digestao (ug) = 6* 10" normal(x, SE-6. 30 658)

& —— S

No of obs

b PSSR

0 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 70
Teor de Cd em 50 g antes da digestdo (ug)

Figura 1 - Normalidade dos residuos do teor de Cd de

50g das refeicbes de sapateira antes da digestao

(histograma).

Tabela 1 — Homogeneidade de variancias do teor de Cd de 509
das refeicdes de sapateira antes da digestao.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet2)

Effect: Refeicéio

Hartley |Cochran | Bartlett |df p
F-max C Chi-Sar.

30,63348/0,068388)3,360071{ 1

Teor de Cd em 50 g antes da digestdo (ug) 0,066795

Histogram Teor de Cd em 50 g depois da digestdo (ug) Al Groups
Effect. Ref,
(Plot of within-cel d
Teor de Cd em 50 g depois da digestdo (ug) = 6" 10"normal(x; 8,1667E-6; 30,0568)
4
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° ¢
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Figura 3 - Normalidade dos residuos do teor de Cd de
50g das refeicdbes de sapateira apés a digestdo
(histograma).

Tabela 3 — Homogeneidade de varidncias do teor de Cd de 50g
das refeicdes de sapateira apés a digestéo.

Tests of Homogeneity of Variances (Spreadsheet5)
Effect: Refeicéo

P-Plot Teor de Cd em 50 g antes da digestdio (ug) |All Groups |
Effect: Refeigao
(Plot of within-cell residuals)
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Figura 2 - Normalidade dos residuos do teor de Cd de
50g das refei¢cdes de sapateira antes da digestao (P-P).

Tabela 2 — Andlise estatistica do teor de Cd de 50g das
refeicbes de sapateira antes da digestao.

Tukey HSD test; variable Teor de Cd em 50 g antes da digestdo (ug) (Spreadsheet2)
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 1174,9, df = 4,0000

Refeigéo Teor de Cd em
50 g antes da
digestio (ug)

&)

Cell No. Mean
2 Sapateira Recheada 223,7661] "
1 Sapateira Simples 471,4786 e
P-Plot: Teor de Cd em 50 g depols da digestéo (ug) All Groups
Effect: Refeigio
(Plot of within-cell residuals)
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Figura 4 - Normalidade dos residuos do teor de Cd de
509 das refeicbes de sapateira apos a digestao (P-P).

Tabela 4 — Andlise estatistica do teor de Cd de 50g das
refeicbes de sapateira apds a digestéo.

Tukey HSD test; variable Teor de Cd em 50 g depois da digestdo (ug) (Spreadsheet5)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 1129 3, df = 4,0000

Refeigéo Teor de Cdem
50 g depois da
digestdo (ug)

)

Hartley |Cochran | Bartlett |df P
F-max C Chi-Sqr.
Teor de Cd em 50 g depois da digestdo (ug) |30,17088|0,967919(3,337275| 1(0,067727

Cell No Mean
2 Sapateira Recheada 221,0000] ****
1 Sapateira Simples 462,1210 e
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