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Resumo

O mercurio € considerado pela Agéncia para a Protecdo do Ambiente Americana
(United States Environmental Protection Agency - USEPA) como sendo um dos metais
pesados mais toxicos. A partir da apreciacdo dos dados epidemioldgicos existentes
sobre a exposi¢do humana ao mercurio total (Hgt) e metilmercario (MeHg), as vérias
agéncias reguladoras tentaram determinar quais os valores maximos de MeHg que
podem ser ingeridos durante toda a vida sem terem associado qualquer risco
consideravel. Foi nesse ambito que se desenvolveu esse trabalho. Foram testadas tanto a
corvina (Argyrosomus regius), como o salmdo (Salmo salar) para os tratamentos:
cozido com agua e a vapor, forno e grelhado. Os valores de Hgr e MeHg para ambas as
espécies estudadas estiveram abaixo do limite méximo admitido (0,5 mg/kg), pela
Unido Europeia (U.E.). Quando presente em concentragfes muito baixas, o Hgr néo
representa um perigo toxicologico para o consumidor, mas a sua acumulagdo a longo
prazo pode ser prejudicial, por ser eliminado muito lentamente pelo organismo humano.
Trabalhos realizados por diversos autores permitiram concluir que o percentual de
MeHg em peixes em relacdo ao Hgr varia de 75 a 90 % o que corrobora com o estudo
aqui apresentado. O teor de Hgr na corvina variou entre 0,21 mg/kg no cru e 0,30 mg/kg
no forno. Constata-se que apds os tratamentos culinarios houve um aumento do teor
deste contaminante, 0 mesmo foi visto na analise do MeHg. O cozer em &gua ndo
alterou a concentracdo de Hgr no salmdo como os demais tratamentos, quanto ao teor
MeHg observou-se um aumento pouco acentuado. A recuperacdo do Hgr apds as
amostras terem sido submetidas ao processo de digestdo in vitro, foi de £ 90 % tanto
para a corvina como para o salmdo. Os tratamentos culinarios ndo fizeram com que
houvesse uma diminuicéo significativa na bioacessibilidade do Hgr e MeHg na corvina,
mas com o salmédo os resultados foram diferentes (x 50 %). No que respeita a corvina o
méaximo de refeices por semana estimado foi de 3 em qualquer dos tratamentos
culinarios, enquanto no salméo o numero de refei¢cbes ndo oferece qualquer problema.

Palavras-chave: Argyrosomus regius, Salmo salar, cru e apds tratamento culinario,
bioacessibilidade (digestdo in vitro), mercurio total e metilmercurio.
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Abstract

Mercury is considered by the United States Environmental Protection Agency (EPA) as
one of the most toxic heavy metals. From the assessment of existing epidemiological
data on human exposure to total mercury (THg) and methylmercury (MeHg), the
various regulatory agencies have attempted to determine the maximum values of MeHg
that can be ingested over a lifetime without any significant associated risk. It was in this
context that this work was developed. The meagre (Argyrosomus regius), as well as
salmon (Salmo salar) were tested for treatments: cooked with water, steam oven and
grilled. The values of THg and MeHg for both species were found to be below the
maximum allowed (0.5 mg / kg) by the European Union (EU). When present at very
low concentrations, the THg does not represent a toxicological hazard to the consumer,
but their long-term accumulation may be harmful, because it is slowly eliminated by the
human body. Studies by several authors throughout have shown that the percentage of
MeHg in fish in relation to THg varies from 75 to 90%, which corroborates the data
presented here in this study. The content of the THg in the meagre ranged from 0.21
mg / kg raw and 0.30 mg / kg in the oven. It was noted that after any treatment there
was an increase in the culinary level of contaminant; the same was seen in the analysis
of MeHg. The boiling in water treatment did not alter the concentration of the THg on
the salmon as the other types of treatments; as to the contents of MeHg, there was a
small markedly increase. The recovery of THg after the samples were subjected to in
vitro digestion was + 90% for both the salmon and meagre. The culinary treatments did
not cause there to be a significant decrease in the bioaccessibility of the on THg and
MeHg in the meagre, but on the salmon, the results were different (+ 50%). With
regards to the meagre, the maximum number of meals estimated per week was three
regardless of the cooking treatments; while with the salmon, the number of meals
presents no problems.

Key-words: Argyrosomus regius, Salmo salar, raw and after cooking treatment,
bioaccessibility (in vitro digestion), total mercury and methylmercury.

XV



1 Introducéo
1.1 Breve caraterizacao do setor das pescas e da aquacultura a nivel mundial

Os produtos da pesca e aquacultura tém uma importancia crescente na
alimentagdo das populagdes ndo so pelo elevado valor nutricional, mas também pelos
beneficios que o seu consumo apresenta em termos de salde e bem-estar dos
consumidores. O papel socioecondémico da pesca e da aquacultura é também muito
relevante, pois em alguns paises estas atividades contribuem para o Produto Interno
Bruto (PIB) e para o mercado de emprego. Na maioria das espécies de peixes,
crustaceos e moluscos 0s beneficios associados ao consumo sdo muito superiores aos

perigos, todavia ha que ter também em conta os potenciais perigos biologicos, fisicos e

quimicos.

Utilizagao do pescado Populagdo (milhares de milhdes) e

(milhdes de toneladas) abastecimento alimentar (kg per capita)
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Figura 1- Abastecimento e utilizacdo mundial do pescado no periodo 1950-2008 (FAO,
2010).

Estudos feitos pela Organizacdo das NacgOes Unidas para a Agricultura e
Alimentagcdo (FAO) no ano de 2009 indicam um crescimento ténue na producéo
mundial de pescado, passando de 142 milhdes de toneladas em 2008 para 145 milhGes
de ton em 2009 (Fig. 1). Deste, 115 milhdes foram destinadas ao consumo, que por sua

vez corresponde a um valor per capita de 17 kg/ano (FAO, 2010).
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Figura 2 - Produgdo mundial da pesca de captura de 1950-2008 (FAQ, 2010).

Dados estatisticos referentes a producdo proveniente da aquacultura em 2008,
revelam claramente o dominio do continente asiético neste setor, detendo na totalidade
91,36 % da producdo mundial (Fig. 2 e 3). Dos principais produtores, a China destaca-
se tanto a nivel do setor das pescas como também da aquacultura com um percentual
estimado de 62,4 % (FAO, 2010). Segundo relatérios publicados pela FAO, para trés
milhdes de pessoas o ganho de 15 % da média de proteinas de origem animal provém

exclusivamente de uma dieta feita a base de peixes (FAO, 2010).
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Figura 3 - Captura marinha e continental em toneladas dos principais produtores em
2008 (FAO, 2010).



1.2 Setor das pescas e aquacultura em Portugal

A atividade piscatdria tem tido um papel muito importante em Portugal ndo sé
em termos socio-econdmicos, mas também no que respeita a gastronomia nos Gltimos
anos. Portugal regista uma tendéncia decrescente devido a diminuicdo dos precos de
venda desde o0 ano de 2002. A captura de pescado no ano de 2009 constituiu um total de
144 792 toneladas, o que corresponde a uma percentagem de 14,9 % inferior ao do
registado em 2008. Esta atividade neste pais permite satisfazer um consumo per capita
de 23 kg/ano, muito embora o consumo seja muito superior a este valor (57 kg/ano).
Devido a este alto consumo de produtos derivados da pesca, Portugal € considerado
como sendo o pais com maior consumo da Unido Europeia (DGPA, 2007% INE.I.P,
2011).

Portugal é também um pais que possui condi¢bes favordveis a pratica de
aquacultura. Tendo em conta o desgaste que o ecossistema marinho tem vindo a sofrer
devido a sobrepesca, a aquacultura surge como uma alternativa credivel a reposicao dos
produtos de pesca (INE.I.P, 2011). Desta forma ajuda também a minimizar os efeitos

negativos, de modo a assegurar que o ecossistema tenha tempo para se recuperar.

O ano de 2008 foi marcado pelo aumento de 7,3 % da producdo aquicola total
(7987 ton) em relacdo ao ano anterior. A maior parte deste corresponde a producdo em
aguas salobras e marinhas com um valor equivalente a 88 %. A regido do Algarve é que
detém o maior percentual (50%) tendo em conta a producdo nacional (DGPA, 2007%";
INE.I.P, 2011).

1.3 Beneficios associados ao consumo do pescado
Os produtos da pesca e aquacultura englobam proteinas de elevado valor

bioldgico, lipidos maioritariamente constituidos por acidos gordos polinsaturados de

cadeia longa e um elevado nimero de vitaminas e minerais.



A contribuicdo comprovada para a diminuicdo do risco de doencas
cardiovasculares é o efeito mais benéfico associado a ingestdo de pescado, em varios
estudos realizados nesta area de investigacao (Bandarra et al., 2001; Bandarra et al.,
2004; Becker et al., 2007; Chan & Cho, 2009). As espécies mais gordas sdo fontes de
vitaminas A e D, que desempenham fung¢Ges muito importantes no nosso organismo
(manutencdo e desenvolvimento dos 6rgdos). Para além dos peixes serem ricos em
vitaminas, também o sdo de proteinas consideradas de elevado valor bioldgico (Santos
etal., 2001).

1.4 Perigos associados ao consumo do pescado

Muitas organizacBes ligadas a educacdo alimentar e dietética recomendam o
consumo de pescado, de uma forma equilibrada e assim garantir uma alimentacédo
saudavel (Lourenco et al., 2003). Contudo, varios tém sido as limitacbes dirigidas
essencialmente aos grupos considerados de risco, nomeadamente, gravidas e criancas.
Isso devido a resultados provenientes de estudos de investigacGes epidemioldgicos que
revelaram um elevado indice de exposicdo ao metilmercdrio e compostos

organoclorados que podem ter efeitos a salde dos fetos e bebés (Becker et al., 2007).

O consumo de pescado contaminado por metilmercurio pode afetar alguns
6rgdos e tecidos, tais como, rins e o sistema nervoso central, particularmente durante o
desenvolvimento embrionario dos fetos. Embora, as inimeras vantagens anteriormente
vistas para a salde associadas ao consumo de pescado, este mesmo consumo, também,

pode constituir alguns perigos para 0 homem enquanto consumidor (SACN, 2004).

1.4.1 Contaminacéo atraves de Mercurio (Hg)

O mercurio apresenta diversas formas e estas ao entrarem no ambiente aquatico
como resultado das atividades do homem ou a partir de fontes geoldgicas, sdo
convertidos em  metilmercdrio por microrganismos e  consequentemente
acumulada/concentrada em peixes e outras especies aquaticas. Sendo assim, conclui-se
que a concentracdo do metilmercirio nos peixes provém tanto do meio aquatico como
também da ingestdo de alimentos (Fig. 4; Goyer, 1996; SACN, 2004). A maior



quantidade de mercurio é encontrada na crosta terrestre sendo liberado naturalmente por
desgaseificacdo entre 2700 a 6000 toneladas/ano. O metal sofre altera¢cBes quimicas ao
longo do seu ciclo, tanto pode ser convertido em vapor de mercdrio e regressar a
atmosfera, como pode ser metilado por organismos presentes nos sedimentos aquaticos
(Lin et al., 2006). Da mesma forma, apresenta uma variabilidade tanto na sua
solubilidade (metalico, organico e inorganico) como no seu estado de oxidacao
(elementar Hg’ e id0 merctrico Hg?*). E também caracterizado por ser um metal volatil,
com capacidade de percorrer longas distancias na sua forma gasosa e permanecer cerca
de um ano na atmosfera (Lin & Pehkonen, 1999; Mason & Shen, 2002; Selin et al.,
2008).

Este metal pesado é considerado um poluente muito tdxico podendo ser
acumulado em vérios érgdos e tecidos de diversos organismos. No entanto, é provavel
que os estudos realizados sobre o nivel de toxicidade de compostos quimicos vestigiais
no ambiente, sejam dirigidos maioritariamente ao efeito nocivo deste elemento (Morel
etal., 1998).

Uma elevada concentracdo de compostos toxicos no organismo em relacdo a
fonte (biomagnificacdo) é geralmente provocada pela transferéncia de um produto
quimico xenobidtico a partir do consumo de alimentos contaminados (Connell, 1989,
1990; Rand et al., 1995). Os grandes predadores sdo considerados como as espécies
com nivel de mercurio mais elevado, ja que este elemento quimico tem um periodo de
meia-vida relativamente longo em peixes, e desta forma terdo acumulado uma maior
quantidade de mercurio (SACN, 2004).



Figura 4 - Ciclo do mercario e acumulacdo nas cadeias alimentares. Os ndmeros 1-7
indicam a biomagnificagdo do Hg ao longo da cadeia alimentar (Soares, 2008).

Os contaminantes nos produtos de pesca provém predominantemente da sua dieta
e dos niveis de bioacumulacdo, de forma que os contaminantes sdo mais elevados nos
peixes que pertencem ao topo da cadeia alimentar (Fig. 5). A farinha e o 6leo de peixe
sdo as principais vias de contaminagdo dos alimentos para peixes de aquacultura, tanto
de dioxinas como de metais pesados (EFSA, 2005). Deste modo, a substituicdo de
farinhas e 0leos de peixe por proteinas e Oleos vegetais na alimentagdo dos peixes ou
procedimentos de descontaminacdo podem ser um meio possivel de reducdo de alguns
niveis de contaminantes (EFSA, 2005).
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Figura 5 - Nivel de bioacumulagéo (http://www.epa.gov/mercury/exposure.htm acedido em
Outubro de 2011).

Sendo assim é de se esperar que embora haja sempre procura dos produtos da

pesca, também havera uma certa inseguranca em relacdo ao seu consumo.


http://www.epa.gov/mercury/exposure.htm

Toxicidade

As informacBes que se tém atualmente, sobre intoxicacdes por inalacdo ou
ingestdo de mercudrio estdo todas relacionadas a tragédia vivida pela populacdo de
Minamata-Japdo. Contudo, Powel (1991) fez alusédo a um caso que aconteceu em 1863,
em que dois quimicos que utilizavam experimentalmente dimetilmercurio
(determinacdo da valéncia de metais) acabaram por falecer. Este acontecimento foi
relatado a outros quimicos, todavia a causa da morte dos dois permaneceu desconhecida
até ao ano de 1940. Neste periodo fizeram autopsia a um corpo de um trabalhador de
uma fabrica (produzia compostos de mercurio como fungicida para campos de cereais)
que havia falecido, e este apresentou atrofia cerebral e destruicdo neuronal devido ao

longo periodo de exposicédo a este metal (Powel, 1991; Kimberlie et al., 1998).

Mas foi em Minamata na década de 50, que o caso ganhou mais repercussao apos
varios pacientes terem dado entrada no hospital local acusando os mesmos sintomas
(Powel, 1991; Kimberlie et al., 1998; Ekino et al., 2007). Um fator em comum entre as
vitimas chamou mais atencdo aos médicos especialistas, que foi o fato de todas terem
ingerido peixes retirados da Baia de Minamata. Analises feitas posteriormente aos
peixes dessa mesma Baia os levaram a conclusdo de que ndo se tratava apenas de uma

doenca, mas sim de um caso de envenenamento (Powel, 1991; Kimberlie et al., 1998).

Os principais sintomas diagnosticados nos pacientes com doenca de Minamata
foram distdrbios sensoriais nos membros inferiores e superiores, perda da visdo e
audicdo e em casos mais graves ocorreu paralisia e morte (Kimberlie et al., 1998). Os
sistemas, respiratorio, digestivo, nervoso e hematopoiético (circulatério) sdo os
principais destinos do mercudrio apos o envenenamento (Goyer, 1996; Kimberlie et al.,
1998; Stier & Gordon, 1998; WHO, 2003; Clarkson, 2002; Ekino et al., 2007; Macedo,
2010).

A inalagdo aguda de metilmercurio é muito invulgar, mas resulta em danos
irreversiveis ao Sistema Nervoso Central (SNC). Estima-se que a dose letal minima de
MeHg para uma pessoa com 70 kg varia de 20-60 mg/kg (JECFA, 2003).



Limites de seguranca

Atendendo aos resultados obtidos, a partir de estudos que refletem os niveis de
exposicdo humana ao mercirio organico — metilmercdrio (MeHg), organismos
internacionais tentaram determinar qual o valor maximo de MeHg por ingestdo que um

ser humano pode tolerar enquanto vivo, sem correr o0 risco de envenenamento.

Por outro lado, o funcionamento do organismo difere de pessoa a pessoa e este
fator é considerado determinante, j& que, pode dificultar a previsdo do valor exato da
concentracdo deste metal. Para a determinar essa concentracdo, pesquisadores
estabeleceram cruzamentos entre dados relativos a quantidade de MeHg encontrado em
amostras de peixes e calculos referentes a duracdo de exposicdo a partir dos padrdes de
consumo médio (JECFA, 2003). Contudo, chegaram a conclusdo que estes dados nédo
sdo suficientemente seguros para pessoas cujo consumo de peixes ultrapassa a média

estipulada.

Conforme a Organiza¢do Mundial da Satde — WHO concluiu no ano de 1990, é
dificil determinar com exatiddo um nivel seguro de exposicao a este composto quimico,
principalmente no caso de gestantes, devido a total falta de informacdes alusivos aos
efeitos causados tanto a mde como ao feto. O Comité Perito em Aditivos e
Contaminantes Alimentares — JECFA da Organizagdo para Alimentagédo e Agricultura/
Organizagdo Mundial da Saude — FAO/WHO estabeleceu um valor de Ingestdo
Semanal Toleravel Provisoria (PTWI) para o MeHg de 200g que corresponde a 3,3
mg/kg de peso corporal para a populacdo em geral (DARC/ASAE, 2009).

Estudos posteriores vieram revelar que este indice, ndo seria seguro o suficiente
para proteger o feto in utero durante a gestagcdo. Sendo assim este valor foi substituido
no ano de 2003 por um PTWI de 1,6 mg/kg de peso corporal. O comité considera que
uma ingestdo semanal até duas vezes superior ao estabelecido, ndo representa risco de
neurotoxicidade em adultos, mas no caso de gestantes esse valor ndo deve ser excedido
(JECFA, 2003). Esse tipo de pesquisa tém como principal objetivo, ajudar a populacdo

mundial a consumir de forma responsavel os produtos da pesca.



1.5 Conceito de bioacessibilidade

O conceito de bioacessibilidade muitas vezes é confundido com o de
biodisponibilidade. A verdade é que bioacessibilidade esta incluida no conceito de
biodisponibilidade, de modo que do ponto de vista nutricional, é definido como sendo
uma fracdo libertada a partir da matriz de um determinado alimento, durante o processo
de digestdo no trato gastrointestinal (Tait, 1993; Benito & Miller, 1998).

De acordo com Garcia et al., 2009 o total de nutrientes que se encontra num
alimento, ndo corresponde ao seu valor nutricional, j& que nem toda essa quantidade €
libertada a partir matriz de um alimento para ser absorvida durante a digestdo. Posto
isso, conclui-se que do valor total de nutrientes bioacessivel somente uma parte ficara
disponivel a ser usado pelo organismo humano, tanto para as suas funces fisioldgicas

como também armazenado para posteriormente ser utilizado.

Segundo Versantvoort e seus colaboradores, a biodisponibilidade oral de um

composto pode ser visto como o resultante de trés processos:

1. Libertacdo do composto a partir de sua matriz no trato gastrointestinal
(bioacessibilidade);

2. Transporte através do epitélio intestinal para a Vena portae (transporte
intestinal);

3. Degradacdo do composto no figado (e intestino) (metabolismo).

Resumidamente, a bioacessibilidade € um parametro muito importante, por ser
considerado um fator limitante da biodisponibilidade nos estudos de avaliacdo de risco
(Van de Wiele et al., 2007).



1.6 Fisiologia do trato digestivo humano

Para a aplicacdo de um método in vitro de simulagdo gastrointestinal é
fundamental a compreensdo da fisiologia humana. Para essa percecdo € importante
saber que o trato digestivo é constituido tanto pelo tubo digestivo como também por
glandulas secretoras anexas (Fig. 6). Da mesma forma que digere os alimentos também
funciona como barreira seletiva de protecdo entre 0 meio externo e o meio interno. As
glandulas secretoras sdo 0s anexos e produzem enzimas digestivas por quase toda a sua
extensdo, desde a boca até o ileo terminal. Essas enzimas tém como principal funcéo
degradar as macromoléculas presentes nos alimentos ingeridos, em moléculas mais
simples portanto mais solUveis no meio intestinal, proporcionando uma absor¢cdo mais

facilitada na mucosa intestinal (Oomen et al., 2003; Versantvoort et al., 2004).
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Figura 6 - Esquema representativo do trato digestivo
(http://www.afh.bio.br/digest/digestl.asp).

O alimento € introduzido na boca, onde vai ocorrer a degradacéo inicial devido a
acdo da saliva, com pH de 6,5. Esse processo é relativamente curto, o material entéo
ingerido, € transportado através do esdfago para o estbmago em poucos segundos. O

alimento € conduzido da boca até o estdbmago, através de contracbes musculares
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(peristaltismo). As células da parede do estdmago libertam pepsinogénio inativo e acido
cloridrico com pH < 2 (Malagelada et al., 1976; Davenport, 1984; Dressman et al.,
1990; Gray, 1996; Versantvoort et al., 2004).

O intestino delgado é o principal érgdo onde se d& a absorcdo dos nutrientes,
incluindo gorduras, hidratos de carbono, proteinas, célcio, ferro, vitaminas, agua e
electrolitos. O figado produz e secreta a bilis, enquanto o pancreas secreta suco
pancreatico. O suco pancreatico contém agua, enzimas e grandes quantidades de
bicarbonato de sddio, o seu pH oscila entre 8,5 e 9. A secrecdo digestiva deste suco é
responsavel pela hidrolise da maioria das moléculas do alimento, como hidratos de
carbono, proteinas, gorduras e acidos nucleicos. A agua e electrolitos sdo absorvidos no
intestino grosso. Apos a absor¢do de agua e electrolitos, o material residual passa para o
reto (Oomen et al., 2003: Versantvoort et al., 2004; Dean & Ma, 2007).

1.6.1 Digestao in vitro

A maioria dos ensaios in vitro baseia-se na fisiologia do trato gastrointestinal e
simulam as condicdes da digestdo humana. Em substituicéo a saliva e aos sucos gastrico
e duodenal naturais, utilizam solucdes artificiais que imitam o meio de cada uma das
divisbes digestivas. As solugbes artificiais contém enzimas, aminoacidos, &cido

cloridrico, sais organicos e inorganicos (Tabela 1).

O trato gastrointestinal distingue-se principalmente por estar divido em trés areas
distintas e interligadas do sistema digestivo humano (boca, estbmago e intestino
delgado) que séo essenciais na aplicacdo da metodologia de digestdo. A boca é
fundamental no processo da digestdo humana, contudo, o alimento permanece neste
local um curto periodo de tempo, sendo assim muitas vezes é excluida do processo. No
estbmago, o alimento estara sujeito a pepsina (pH = 2) por alguns minutos
(normalmente 8 minutos) até varias horas (x 3 h), passando posteriormente para o
intestino delgado onde ficarad sujeito a acdo do suco intestinal composto por enzimas
como tripsina, quimiotripsina, pancreatina ¢ a-amilase, sais biliares e bicarbonato
(Versantvoort et al., 2005).
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2 Objetivo

Aos produtos da pesca sao atribuidos inimeros beneficios pelo que o seu consumo
é largamente recomendado, cerca de 2 a 3 refei¢cBes por semana (ISSFAL, 2004). No
entanto, este tipo de produtos pode ser uma importante via de exposi¢cdo a certos
contaminantes na dieta alimentar, nomeadamente de mercdrio (EFSA, 2005). O
mercurio (Hg) tem suscitado muitas preocupacgdes ao nivel da satde publica, isto porque
cerca de 90 % do Hg encontrado no peixe se encontra sob a forma de metilmercurio
(MeHg). Este composto organico ¢é lipofilico e pode ser facilmente absorvido pelo trato
gastrointestinal (entre 90 a 95 %). A sua toxicidade é elevada e atinge o sistema nervoso
central, especialmente o do feto. Tendo como base estudos epidemioldgicos, que
referem a relacdo entre a exposicdo materna ao metilmercdrio e alteracBes no neuro-
desenvolvimento dos seus filhos, a JECFA da FAO/WHO estabeleceu uma ingestdo
semanal tolerdvel provisoria (PTWI) deste composto, a partir do consumo de produtos
da pesca, de 1,6 pug/kg peso corporal (FAO/WHO, 2010). No entanto, muito embora a
toxicidade do metilmercdrio seja um problema de saude global (Chapman & Chan,
2000), existe alguma controvérsia sobre esta tematica, observada em diferentes
populacBes, e este facto foi atribuido a possiveis efeitos da modulacdo dietética. E
sabido que a concentracdo de um nutriente ou de um composto téxico, sé por si, pode
ndo ser suficiente para uma andlise de risco sustentada pois, s a fracdo de um composto
que € libertada de um alimento (bioacessibilidade) e que fica biodisponivel pode exercer
efeitos benéficos ou toxicos (Versantvoort et al., 2005). Desta forma, alguns compostos
ndo sdo modificados durante a digestdo enquanto outros sdo afetados de modo
significativo pelo processo digestivo. Por outro lado, a digestibilidade € muito

influenciada pelo tipo e composicéo do alimento.

Sendo assim, este trabalho tem como principal objetivo adquirir informagdes
sobre a bioacessibilidade do teor mercurio e do metilmercurio presente em peixe cru e
cozinhado utilizando um método in vitro. O método in vitro utilizado neste trabalho,
descrito por Versantvoort et al. (2005), & considerado simples, fidvel, rapido e
relativamente barato e sera otimizado, levando em consideracdo a sua aplicabilidade
para a determinacdo da bioacessibilidade do Hg e MeHg em produtos da pesca. Esta
digestdo in vitro vai simular a exposicdo oral, baseada na fisiologia humana

(composicdo quimica dos fluidos digestivos, pH e periodos de tempo de residéncia
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tipica de cada compartimento). Assim, pH, tipo de enzimas, percentagem e digestdo
serdo previamente estabelecidos, tendo em conta a aplicabilidade da digestdo para
determinacdo de mercurio e metilmercdrio. Os dados gerados permitirdo conhecer a
liberacdo de contaminantes em estudo a partir desta matriz especial (peixe cru e
cozinhado) durante o trénsito no trato gastrointestinal. Os resultados serdo aplicados na

avaliagéo risco do consumo dos peixes estudados.
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3 Metodologia

3.3 Mercurio

3.1.1 Amostra

A corvina (peso e comprimento médio respetivamente: 600,53 + 44,28 g e 40,17
1,34 cm) foi cultivada em tanques de terra do IPIMAR.L.P.- Instituto de Investigacdo
das Pescas e do Mar, centro de pesquisa de aquacultura em Olhdo, Portugal. Para o
abate do peixe usou-se o método de imersdo em gelo misturado com agua. Foram
usados 15 individuos em cada tratamento de cozedura tradicional, o que corresponde a 5
pools com 3 peixes cada. A corvina foi previamente eviscerada, lavada e confecionada.
Apdbs o cozimento, a pele e os 0ssos foram retirados e a parte edivel foi seguidamente

homogeneizada.

Quanto ao salmao, este foi adquirido num estabelecimento comercial portugués.
Foram utilizados para cada tratamento culinario 3 pools com duas postas cada. E de
salientar que ao contrario da corvina em que se usou o peixe inteiro para a confecdo, no
salm@o s0 se usou postas. Apds o cozimento das postas, foram retirados a pele e por fim

homogeneizada a parte edivel.

Os tratamentos culinérios: cozido em &gua, cozido a vapor, forno e grelhagem
foram efetuados de acordo com as praticas domésticas usuais. Os produtos foram
cozidos em agua com 1,5 a 2 % de sal (dependendo do tamanho do peixe/espessura),
utilizando um racio peixe/agua de 1:2. Para grelhar, adicionou-se também aos peixes
cerca de 1,5 a 2,0 % de sal (dependendo do tamanho do peixe/espessura). No caso do
forno, estes foram salgados como para grelhar, condimentados com azeite, cebola e
vinho branco e seguidamente colocados no forno. As amostras foram colocadas em
sacos plasticos, selados e armazenados a uma temperatura de — 80 °C até serem

analisadas.

Na analise do metilmercurio foram utilizadas 5 pools para cada tratamento
culinario da corvina (devidamente homogeneizados e numerados de 1 a 5) e no caso da
bioacessibilidade sé utilizaram 2 desses pools escolhidos aleatoriamente, enquanto para

o salméo foram feitos 3 pools (igualmente homogeneizados e etiquetados), para analise
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do metilmercurio e da bioacessibilidade fez-se um unico pool dos 3. A analise foi feita
em duplicado.

3.1.2 Mercurio total

A determinacdo do teor de mercurio total foi baseada no método descrito na
norma US EPA 7473 (EPA, 1998) e no procedimento técnico em uso na Unidade U-
VPPA do INRB, I.P./L-IPIMAR.

Resumo do processo

Decomposicdo térmica e quimica da amostra em forno. Retencdo seletiva do
mercdrio numa amalgama de ouro seguida de libertagdo apds aquecimento. Arrasto do
vapor de mercurio pelo oxigénio até a célula de absorcdo do espectrofotdmetro. Leitura

da absorcdo no comprimento de onda de 253,7 nm.

Reagente e solugdes

Todos os reagentes utilizados possuiam um elevado grau de pureza e foi utilizada
agua ultra pura (obtida pelo sistema Milli-Q Plus Millipore).

e Oxido de aluminio 90 ativo basico (0,063-0,200) (Merck)

e Acido nitrico 65 % (m/m) (Merck)

e Solucéo de acido nitrico 1 % (v/v)

e Solucdo padrdao de mercurio 1000 mg/l (Nitrato de mercdrio 1l em 0,5 M de

acido nitrico) (Merck)

Solucéo padréo

Preparou-se 100 ml de uma solucgdo padrdo de concentragdo 10 pg/ml a partir da
solucdo padrdo de mercurio (1000 mg/l) utilizando um solvente &cido nitrico a 1 %. A

da solucdo a 10 pg/ml foi preparada uma solugédo padréo de 0,1 pg/ml e uma de 0,005

pg/ml.
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Equipamentos e utensilios

e Material de uso corrente no laboratorio.

e Balanca com preciséo de 0,0001 g (Mettler Toledo, AG 204)
e Barquinhas de niquel

e Analisador de mercurio (Leco, AMA 254) (Figura 7)

AMARSEA Marcury Analyzar

Figura 7 - Analisador de mercurio (Leco, AMA 254).

Preparacdo da amostra

As amostras para andlise (postas de salmdo e corvina) foram descongeladas a
temperatura ambiente e homogeneizadas. Para a leitura do teor de mercurio total no
material liofilizado, congelou-se uma fracdo da amostra homogeneizada, distribuida
uniformemente numa caixa de Petri, e foi posteriormente colocada no liofilizador
durante 48 horas (a uma temperatura de - 45°C e uma presso de aproximadamente 10
atmosferas). As amostras liofilizadas e novamente homogeneizadas foram colocadas em
sacos de plastico devidamente identificadas (espécie, nimero), embaladas sob vacuo e

armazenadas a - 20°C até posterior analise.

Técnica

Pesou-se até 100 mg da amostra para a barquinha. Adicionou-se um pouco de
oxido de aluminio até cobrir a amostra. A barquinha foi colocada no analisador de
mercurio e efetuou-se a leitura de acordo com as instrugdes do aparelho. A barquinha
foi retirada e limpada. No fim da sesséo de trabalho colocou-se a barquinha em mufla a

700 °C, durante uma hora, para descontaminar.
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Ensaio em branco

Colocou-se um pouco de oxido de aluminio na barquinha e efetuou-se a leitura no

equipamento.

Curva de calibragao

Foi aceite a curva que estd introduzida no software do analisador (0,01; 0,30;
1,00; 3,00; 10,00; 20,00; 30,00; 36,00 ng de mercurio).

Resultados

O tratamento dos resultados foi feito através do software do analisador de

mercurio. O célculo do teor de mercurio, expresso em mg/kg, foi dado pela relacéo:
A

m

Sendo:

m - massa, em miligrama, da toma para analise;

A - leitura dada pelo analisado em nano-gramas.

Os resultados sdo dados pela média aritmética de, pelo menos, duas determinacdes
paralelas.

3.1.3 Metilmercurio

A determinacéo do teor de metilmercurio (MeHg) - mercurio orgénico foi baseada

no método descrito por (Scerbo & Barghigiani, 1998).

Resumo do processo
Hidrolise da amostra liofilizada com acido bromidrico seguido de extracdo dos

compostos organicos com tolueno. Remogdo dos compostos organicos de mercurio

usando uma solucéo de cisteina.
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Decomposicdo térmica e quimica da amostra (cisteina contendo os compostos
orgénicos de mercurio) em forno. Retencdo seletiva do mercdrio numa amélgama de
ouro seguida de libertacdo apOs aquecimento. Arrasto do vapor de mercurio pelo
oxigénio até a célula de absorcdo do espectrofotometro. Leitura da absorcdo no

comprimento de 253,7 nm.

Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados possuiam um elevado grau de pureza e foi utilizada
agua ultra pura (obtida pelo sistema Milli-Q Plus Millipore).

e Acido bromidrico 47 % (m/m) (Merck)

e Tolueno > 99,9 % (m/m) (Merck)

e Cloridrato mono-hidratada de L-cisteina > 99,9 % (m/m) (Merck)

e Sulfato de sodio anidro > 99,9 % (m/m) (Merck)

e Acetato de sodio > 99,9 % (m/m) (Merck)

e Solucdo de cisteina (1 % cisteina em 12,5 % Na,SO,4 e 0,8 % de NaCH3;CO2)

o Oxido de aluminio 90 ativo basico (0,063-0,200) (Merck)

e Acido nitrico a 65 % (m/m) (Merck)

e Solucdo de acido nitrico 1 % (v/v)

e Solucdo padrdo de mercario 1000 mg/l (Nitrato de mercurio 1l em 0,5 M de

acido nitrico).

Solucéo padréo

Preparou-se 100 ml de uma solucdo padrdo de concentragdo 10 pg/ml a partir da
solucéo padrdo de mercurio (1000 mg/l), utilizando como solvente acido nitrico a 1 %.

A partir da solugdo a 10 pg/ml foi uma solucdo padréo de 0,1 pg/ml e uma de 0,005
pg/ml.

Equipamentos e utensilios

e Material de uso corrente no Laboratério
e Balanca com preciséo de 0,0001 g (Metteler Toledo, AG 204)
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e Moinho granulador de laboratério (Retsch, GM 200)

e Vortex (Heidolph, ReAX)

e Tubos de centrifuga em FEP com tampa de rosca em ETFE (Nalgene)
e Centrifuga (Sigma, 3K29)

e Barquinha de niquel

e Analisador de mercurio (AMA 254, Leco)

Preparacdo da amostra

As amostras para analise (postas de salmdo e corvina) foram descongeladas a

temperatura ambiente e homogeizadas.

Congelou-se uma fracdo da amostra homogeneizada, distribuida uniformemente
numa caixa de Petri, e foi colocado no liofilizador durante 48 horas (a uma temperatura
de - 45 °C e uma pressdo de aproximadamente 10™ atmosferas). As liofilizadas e
novamente homogeneizadas foram colocadas em sacos de plésticos devidamente
identificadas (espécie, numero), embaladas sob vacuo e armazenadas a - 20 °C até

posterior analise.

Técnica

Pesou-se cerca de 200 mg da amostra liofilizada para tubo de centrifuga. Foram
adicionados 10 ml de acido bromidrico e 20 ml de tolueno a amostra. A mistura agitada
durante por aproximadamente 5 minutos (manualmente e em vortex) e centrifugada
durante 20minutos a 3000 rpm. Retirou-se 15 ml da fase orgéanica que foi transferido

para outro tubo ao qual se adicionou previamente 6 ml da solucéo de cisteina.

Adicionou-se 15 ml de tolueno ao tubo inicial contendo o acido bromidrico e o
processo repetiu-se. Finalmente agitou-se (manualmente e em vortex) o tubo contendo a
solucéo de cisteina e tolueno (30 ml) e centrifugando-o durante 20 minutos a 3000 rpm.
Transferiram-se para outro tubo de centrifuga 3 ml da solugéo de cisteina para posterior

andlise. Dessa solucdo retirou-se entre 100 pl a 500 pl para a barquinha. A barquinha
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foi colocada no analisador de mercdrio e deu-se a leitura de acordo com as instrug¢ées do

aparelho.
Ensaio em branco

O ensaio em branco € efetuado de acordo com o descrito para o mercurio,

excetuando o passo de pesagem da amostra que nao se efetua.
Curva de calibragao

Foi aceite a curva que esta introduzida no software do analisador (0,10; 0,30;
1,00; 3,00; 10,00; 20,00; 30,00; 36,00 ng de mercario).

Resultados

O calculo do teor de metilmercario (MeHg), expresso em percentagem, € dado

pela relacao:

100

x 1,07 X[
c

%x(a—b)
m

Sendo:

Va - volume de amostra em pl, analisado no equipamento;
a - concentracao lida em ng, da amostra;

b - concentracéo lida em ng, do branco;

m - massa em grama, da toma para analise;

¢ - concentragdo lida em mg/kg de peso seco, de mercurio total.

O célculo do teor de MeHg expresso em mg/kg peso himido, € dado pela relagéo:

CxMeHg%
100

Sendo:

C - concentracéo lida em mg/kg de peso humido, de mercurio total;

MeHg % - percentagem de metilmercario na amostra.
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O calculo do mercurio inorganico (Hgnorg), €Xpresso em mg/kg, € dado pela relagéo:
Hgr - MeHg

Sendo:

Hgr - concentracdo de mercurio total em mg/kg de peso himido, na amostra
MeHg - concentracdo de metilmercurio em mg/kg de peso himido, na amostra
Os resultados foram dados pela média aritmética de, pelo menos, duas

determinacg0es paralelas efetuadas.

3.1.4 Bioacessibilidade

A determinagdo do teor de mercurio total bioacessivel foi baseada no método

descrito por Versantvoort (2005).

Resumo do processo

Ensaio in vitro que se baseia na fisiologia do trato gastrointestinal e simula as
condicdes da digestdo humana. No lugar da saliva, dos sucos gastrico, duodenal e biliar
naturais, sdo utilizadas solucdes artificiais que simulam o meio de cada um dos
compartimentos digestivos juntamente com seus respectivos valores de pH e tempo de
contacto de cada solucdo na porc¢do sélida (amostra). As solucgdes simuladoras do trato
gastrointestinal, contém enzimas, aminoacidos, sais organicos, inorganicos e acido

cloridrico. Os ensaios foram executados a temperatura controlada.

Decomposicdo térmica e quimica da amostra (Sobrenadante e Bioacessivel
devidamente separados apds a ultima centrifugacdo) em forno. Retencdo seletiva do
mercario numa améalgama de ouro seguida de libertagdo apds aquecimento. Arrasto do
vapor de mercurio pelo oxigénio até a célula de absorcdo do espectrofotometro. Leitura

da absorcéo no comprimento de 253,7 nm.
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Reagentes e solucbes

Todos os reagentes utilizados possuiam um elevado grau de pureza e foi

utilizada agua ultra pura (obtida pelo sistema Milli-Q Plus Millipore).

Tabela 1 - Composicdao tipica (solugdes organicos e inorganicos) e concentragcbes dos
sucos artificiais (saliva, suco gastrico, duodenal e bile) do modelo de digestao
(Versantvoort, 2004).

Suco Suco Suco

Saliva | Gastrico|Duodenal | Biliar
Soluc¢es inorganicas 50ml | 100 ml | 100 ml 50 ml
KCI (89,6 g/l) 1 1,84 1,26 0,42
KSCN (20 g/l) 1
NaH,PO, (88,8 g/l) 1 0,6
NaSOy (57 g/l) 1
NaCl (175,3 g/l) 0,17 3,14 8 3
NaHCO; (84,7 g/l) 2 8 6,83
CaCl,.2H,0 (22,2 g/l) 3,6 1,8 1
NH,CI (30,6 g/l) 2
KH,PO, (8 g/l) 2
MgCl, (5 g/l) 2
HCI 37% (g/q) 1,3 36 ul 15 ul
Solucgbes organicas 50ml 100ml 100ml 50ml
Urea (25 g/l) 0,8 0,68 0,8 1
Acido glucorénico (2g/l) 2
Glucose (65 g/l) 2
Glucosamina 2
Acido cloridrico (33 g/l)
Solugdes Inorg + Org
(perfazer 500 ml agua
destilada) 50ml 100ml 100ml 50ml
a-amilase 29
Acido Urico 1,5
Mucina 2,5 0,6
BSA 0,2 0,2 0,18
Pepsina 0,66
Pancretina 1,8
Lipase 0,3
Bilis 3
Tripsina 0,016
a- quimotripsina 0,174
pH 6,8+0,2 | 1,3+0,02| 8,1+0,2 |8,2+0,2
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Equipamentos e utensilios

e Material de uso corrente no Laboratorio

e Balanca com preciséo de 0,0001 g (Metteler Toledo, AG 204)
e Vortex (Heidolph, ReAX)

e  Estufa Memmert (Tv40U, 220v, 854 schwabach)

e Banho-de-agua Memmert

e Medidor de pH

e Tubos de centrifuga em FEP com tampa de rosca em ETFE (Nalgene)
e Centrifuga (Sigma, 3K29)

e Barquinha de niquel

e Analisador de mercurio (AMA 254, Leco)

e Agitador magnético (IKA-VIBRAX-VRX, w3-8540 3)

Preparacdo da amostra

As amostras para analise (postas de salmdo e corvina) foram descongeladas a

temperatura ambiente e homogeneizadas.

Técnica

Digestao in vitro inclui trés etapas - simulacdo dos processos digestivos na boca,
estdmago e intestino delgado - que serdo realizadas em amostras peixe cru e cozinhado.
A 1,5 gramas da amostra de peixe serd adicionado 4 ml de saliva artificial (a pH 6,8 e
temperatura 37 + 2 °C) e esta homogeneizada cerca 1 minuto no vortex. Seguidamente,
8 ml do suco gastrico artificial (a pH 1,3 + 0,02 e temperatura 37 °C) dando origem
assim a quimo (ajuste do pH a 2-3 com auxilio de HCI 0,1 M) que sera
homogeneizado/agitado através de movimentos rotativos simulando assim o0s

movimentos peristalticos no estomago (durante 2 h).

Finalmente, 8 ml do suco duodenal artificial a pH 8,1 + 0,2, 4 ml do biliar a pH
8,2 £ 0,2 e 1,33 ml de solugdo de NaHCO3 (1 M), a temperatura 37 + 2 °C, dando

origem assim ao quilo (ajuste do pH a 6,5 £ 0,5) que também sera agitado por mais 2
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horas. A solugdo obtida sera centrifugada a uma rotacdo aproximada de 3000 g durante

5 minutos e a 5 °C, a fim de separar a fracdo ndo digerida da bioacessivel

(sobrenadante) (Fig. 8).

1,5 g Matriz
Homogeneizada

4 ml Saliva

Agitar no Vortex

8 ml Suco gastrico (pH =

1,3; T °C = 37+2)

U —

8 ml Suco duodenal (pH=8,1+0,2)
4 ml de Bilis (pH 8,2+0,2)
1,33 ml NaHCO,
T°C37+2

pH = 2 —3 (HCI 0,1M)
T°C=37+2°C
2/3 horas
55 rpm
95/150 rpm (banho rotativo)

Centrifugacao
2750 g, 5 min
(167 000 g/35 min 4 °C)

pH = 6,50,5
T°C=37+2°C
2/3 horas
55 rpm
95/150 rpm (banho rotativo)

Sobrenadante

Bioacessibilidade

Figura 1 - Diagrama explicativo do modelo seguido.
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Ensaio em branco

O ensaio em branco é efetuado de acordo com o descrito no mercurio, excetuando

0 passo de pesagem da amostra que néo se efetua.

Resultados

O célculo do teor de mercurio total (Hgr), expresso ng/g, para uma amostra de 1,5

gramas é dado pela relacéo:
Axc
m

A - 1,5 gramas de amostra;
m - massa em miligrama, da toma para analise;

C - leitura dada pelo analisado em ng.

O célculo do teor de mercurio total (Hgr) na fracdo ndo digerida, expresso ng/g €

dado pela relagéo:

n*c

m

C - leitura dada pelo analisado (ndo digerido) em ng;
m - massa em miligrama, da toma para analise;

n - massa total do ndo digerido.

O calculo do teor de mercdrio total (Hgr) na fracdo bioacessivel, expresso ng/g é

dado pela relagéo:

bx*c

m

C - leitura dada pelo analisado (bioacessivel) em ng;

m - massa em miligrama da toma para analise;
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b - massa total do bioacessivel.

O célculo do teor de mercario total (Hgr) na fracdo ndo digerida, expresso

percentagem é dado pela relacéo:

N %100

N - concentragéo obtida em ng/g de (Hgr) na fracéo ndo digerida;
S - concentracdo total obtida no processo de bioacessibilidade ou seja é a soma da

concentracdo de (Hgr) na fracdo ndo digerida com a da fracdo bioacessivel.

O célculo do teor de mercurio total (Hgr) na fracdo bioacessivel, expresso

percentagem é dado pela relagdo:

B %100
S

B - concentracdo obtida em ng/g de (Hgr) na fracdo bioacessivel,
S - concentracdo total obtida no processo de bioacessibilidade ou seja é a soma da

concentracdo de (Hgr) na fracdo ndo digerida com a da fracdo bioacessivel.

Para a determinacdo do metilmercario no bioacessivel foi seguido o mesmo
procedimento descrito no 3.1.3, exceto a parte referente a amostra, que nesse caso foi

utilizado 5ml do bioacessivel.

Os resultados foram dados pela média aritmética de, pelo menos, duas

determinacg0es paralelas efetuadas.

3.2 Anélise estatistica

Todos os resultados obtidos a partir do doseamento sdo expressos como média +

desvio padrao.

De modo a determinar se existem diferencas no teor de mercurio total e

metilmercurio entre os tratamentos culinarios utilizou-se a analise de variancias (“One-
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way ANOVA), usando o teste “Tukey”. Os pressupostos destas aplicagdes, normalidade
e homogeneidade de variancias, foram efetuados, utilizando, para “Tukey”o teste
“Levene’s F-test”. Para os dados onde ndo se verificaram estes pressupostos foram
utilizados testes ndo paramétricos, nomeadamente o teste “Kruskal-Wallis” em conjunto

com o Método de comparagGes mdaltiplas.

27



4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo dos niveis de mercurio total e metilmercirio em corvina e
salméao de aquacultura

Os exemplares de corvina apresentavam, em média, um comprimento e uma massa que
variaram entre (34,7 - 43,0 cm e 466 - 715 g, respectivamente). As postas de salmao

tinham uma espessura compreendida entre 1,3 - 3,2 cm e uma massa entre 190 - 440 g.

Os valores de Hg e MeHg obtidos para ambas as espécies encontram-se indicados
na Tabela 2, verificando-se que o metilmercurio corresponde a 76,2 e 66,7 % de Hgr na
corvina e no salméo, respectivamente. Os niveis observados nas duas espécies sdo muito

diferentes, sendo significativamente superiores na corvina.

Tabela 2 - Teor de mercurio total e metilmercirio (média = desvio
padrdo), expressos em mg/kg, para as espécies estudadas.

Espécie Mercdurio total (Hgt) Metilmercurio (MeHg)
CcC 0,21+0,01 0,16+0,01
SC 0,03+0,003 0,02+0,003

CC-corvina crua (n=5); SC-salméo cru (n=3).

Os peixes, incluindo os de aquacultura, podem acumular poluentes, como alguns
metais toxicos, que lhes confere algum perigo para a saude publica. O mercurio nos
peixes apresenta-se sob varias formas quimicas com efeitos toxicos bastante diferentes
(George et al.,, 2008). Quanto ao metilmerctirio (MeHg), é conhecido por sua
neurotoxicidade alta, facil penetracdo através das membranas biologicas, facil
bioacumulacgdo, estabilidade e retencdo a longo prazo nos tecidos bioldgicos (Cabanero
et al., 2007). E a principal forma quimica de armazenamento de mercurio nos tecidos

musculares dos peixes (80 a 90 % do mercurio total) (He & Wang, 2011).

A variabilidade dos niveis de mercurio entre diferentes espécies de peixe esta
associada ao processo de absorcao versus metabolizacdo deste metal por parte do peixe
e da influéncia de inimeros outros fatores quer bioticos quer abioticos (Storelli et al.,

2008). Assim, séo varios os estudos que tém vindo a caracterizar os niveis de mercdrio
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total e organico em varias espécies de peixe e 0 que pode afetar tais concentragdes (He
& Wang, 2011).

Como ja mencionado anteriormente, 0s constituintes quimicos no pescado variam
tanto entre individuos da mesma espécie como também entre espécies diferentes em
funcdo do periodo e local de amostragem, sexo, habitat, idade e tamanho (Beharav &
Nevo, 2003; Farias et al., 2010). Segundo o estudo feito por Farias et al. (2010) os
habitos alimentares dos peixes sdo cruciais na percecao da diferenca quanto aos valores
da concentracdo de mercdrio total e consequentemente do metilmercirio entre as

diferentes espécies.

Darren et al., (2010) em seu estudo compararam o crescimento do salmao de
aquacultura com o nivel de bioacumula¢do de metais, nisto constataram que o fato do
salm&o ser um animal de crescimento rapido, a concentracdo de mercdrio nesse peixe é
relativamente baixo, tendo em conta que os contaminantes bioacumulam ao longo do
tempo. O salmdo apresenta ndo s6 baixos niveis de mercurio, como de outros metais

também.

Outro estudo recentemente publicado no Jornal de Toxicologia e Quimica
Ambiental (Journal of Environmental Toxicology and Chemistry) (Kelly et al., 2008)
apresenta os teores de mercurio no salméo, como sendo equivalentes ou inferiores aos

observados em outros alimentos como frutas, verduras, lacticinios, mel e carnes.

4.2 Efeitos dos tratamentos culinarios nos niveis de mercurio total e metilmercurio
em corvina e salmao de aquacultura

Foram testadas nesse estudo tanto para a corvina como para o salméo o0s seguintes
tratamentos culinarios: cozido em &gua e a vapor, assado em forno e grelhado em
grelhador elétrico. Os valores de Hgr e MeHg obtidos encontram-se indicados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Teor de mercdrio total e metilmercirio nos tratamentos culinérios,
expresso em mg/kg, para as espécies estudadas.

CC 0,21+0,01 0,16+0,01
CO 0,22+0,01 0,17+0,01
CF 0,30+0,04 0,21+0,03
CG 0,27+0,03 0,19+0,02
SC 0,03+0,003 0,02+0,003
SO 0,02+0,004 0,02+0,003
SV 0,03+0,003 0,02+0,003
SF 0,04+0,001 0,02+0,001
SG 0,04+0,001 0,03+0,001

#: CC - corvina crua; CO - corvina cozida; CF - corvina forno; CG -
corvina grelhado; SC - salmédo cru; SO - salmdo cozido em &gua; SV -
salmao cozido a vapor; SF - salmdo forno; SG - salmdo grelhado; (média
* desvio padrdo); Corvina (n=4) e Salméo (n=2).

4.2.1 Mercurio Total

Na corvina o teor deste contaminante variou entre 0,21 mg/kg no cru e 0,30 mg/kg
no forno. A partir dos dados da Tabela 3, constata-se que ap0s 0s tratamentos culinarios
existiu um aumento do teor de mercurio total, tendo-se verificado que a corvina assada
no forno apresentava os valores mais elevados (0,30+0,04 mg/kg), seguida da grelhada
(0,27+0,03 mg/kg) e, por altimo, da cozida (0,22+0,01 mg/kg). A analise estatistica
mostrou que embora haja esta diferenca entre os teores de mercirio total dos
tratamentos estudados (Fig. 9), ha somente uma diferenca significativa sendo nesse caso
o forno diferente do cru e cozido com p-value equivalente a 0,0045 e 0,0038

respectivamente (Teste kruskal-Wallis; p <0,05).

No que respeita aos teores de mercurio total obtidos no salmédo (Fig. 10)
constatou-se que o produto cozinhado em forno (0,040,001 mg/kg) se distingue tanto
do cru (0,03+0,004 mg/kg), do cozido em &gua (0,02+0,004 mg/kg) como também do
cozido a vapor (0,030,003 mg/kg), enquanto o grelhado (0,04+0,001 mg/kg) se
diferencia unicamente do cozido em agua (Teste Tukey; p <0,05).
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A confe¢do culindria do pescado conduz a alteragcbes nas caracteristicas
organoléticas e na composicdo quimica. Estas alteracfes, para aléem de dependerem do
processo culinario, também dependem da espécie, da forma e espessura do produto
(Nunes et al., 2008). Em todos os tratamentos tem lugar alguma perda de agua que leva
a concentracdo dos outros nutrientes, deste modo é igualmente expetavel que haja um

aumento dos teores de mercdrio.

O caréter lipofilico do mercurio, segundo alguns autores que investigaram a acao
deste composto quimico seria responsavel pela facilidade da sua aglomeracdo no
masculo do peixe (Afonso, 2009). Desta forma, quanto mais gordo o peixe, maior a sua
predisposi¢cdo em acumular mercurio. Entretanto, de acordo com Afonso, (2009) que
efetuou umas correlacdes em seu trabalho entre o teor de mercdrio e percentagem de
gordura, estes apresentaram sempre uma tendéncia negativa, fato também verificado por
Balshaw et al. (2008).

0,35 ~

0,30

b
ab

0,25 - a a
0,20 -
0,15 - B Média
0,10 -
0,05 -
0,00

CcC (6(0) CF CG

Corvina tratamento

Média em mg/kg de Mercurio total

Figura 2 - Média de mercario total expresso em mg/kg para 0s
tratamentos na corvina (CC - corvina crua; CO - corvina cozida; CF -
corvina forno; CG - corvina grelhada). Os valores representam médio +
desvio padrdo desses tratamentos. Colunas com letras minusculas
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 3 — Média de mercurio total expresso em mg/kg para os tratamentos
no salméo (SC - salméo cru; SO - salméo cozido em 4gua; SV - salméo cozido
a vapor; SF - salmdo forno; SG - salméo grelhado). Os valores representam
médio + desvio padrdo desses tratamentos. Colunas com letras mindsculas
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

Ha controvérsias em relacdo ao estudo da concentracdo de Hg nos peixes apés a
sua confecdo culinaria, ja que para alguns autores causa perda e para outros tanto pode
afetar como ndo (Chicourel et al., 2001). Assim estes autores fizeram um estudo onde
focaram na distribuicdo de Hg em todo o corpo do tubardo azul (Prionace glauca) e nos
efeitos sobre os niveis de mercurio da fritura, da cozedura em agua e em forno de
micro-ondas, tendo concluido que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos
niveis de Hg nas diferentes regides do corpo (perto da cabeca ou partes central e caudal)
e que a fritura e a cozedura ndo afetaram os niveis de Hg originais presentes nestes

tubardes azuis.

Também Limaverde Filho et al. (1999) investigaram as perdas de mercurio na
corvina, piraiba (Brachyplatystoma ssp) e traira (Hoplias malabaricus) ap6s dois
processos culinarios (cozedura e fritura), tendo registado perdas entre 0 a 30%. Para
estes autores, tais resultados indicam que as populagdes que consomem peixes ndo estéo
totalmente protegidas contra a exposicdo de mercurio, pelos processos de

confecionamento por eles estudados.

32



4.2.2 Metilmercdrio

Ao avaliar a quantidade de metilmercurio presente na corvina (Fig. 11) constatou-
se que o teor variou entre 0,14 mg/kg no tratamento cru e 0,28 mg/kg no forno,
observando-se que a CF (0,21+0,03 mg/kg) apresenta valores maiores que os do CC
(0,16+0,01 mg/kg), CO (0,170,007 mg/kg) e CG (0,19+0,02 mg/kg). Em termos
percentuais os valores variaram entre 72 % no grelhado e 82 % no cru, existindo uma
diferenca significativa entre a corvina cozida em agua, com o forno e o grelhado com os
respectivos p-value equivalente a 0,002 e 0,011 (Fig. 12). A realizacdo da analise
estatistica mostrou que embora haja uma pequena diferenca entre os teores de mercirio
total dos tratamentos estudados, ha somente uma diferenca significativa sendo nesse
caso o forno diferente do cru e cozido com p-value equivalente a 0,0045 e 0,0038

respectivamente (Teste kruskal-Wallis; p <0,05).

N 0,30 -
z
=3 b
P 0,25 A
[ ab
> 0,20
o0 ’ 7
8 3
3 g 0,15 - W mg/kg
£ E MeHg
l& 0,10 ~
m ?
s
c
g 0,05 -
o
(]
0,00 T T T
cC co CF CG

Corvina tratamento

Figura 11- Teor de metilmercurio, expresso em mg/kg para os tratamentos na
corvina; tratamento idéntico figura 9; os valores representam médio + desvio
padrdo desses tratamentos; colunas com letras mindsculas diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

33



100
90 -

ab b
80 - a a
70 -
60 -
50 - B % Média
40 MeHg
30 -
20 -
10 -
0 . ; ———
cc co CF CG

Corvinatratamento

Percentagem média de Metil-mercurio

Figura 12 - Teor de metilmercUrio, expresso em percentagem para 0S
tratamentos na corvina; tratamento idéntico Fig. 9; os valores representam
médio + desvio padrdo desses tratamentos; colunas com letras mindsculas
diferentes apresentam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

Na Figura 13 pode-se ver que os teores de metilmercurio no salmdo oscilaram
entre 0,14 mg/kg e 0,28 mg/kg, respectivamente, no cru e no forno. Com a analise
estatistica (Fig. 14) constatou-se que o grelhado (0,03+0,001 mg/kg), s6 ndo se difere do
forno (0,02£0,001 mg/kg) (Teste Kruskal-Wallis; p>0,05), e quanto ao forno
(0,02+0,001 mg/kg), este por sua vez sO se difere do cozido em agua (0,02+0,003
mg/kg), (Teste Tukey; p <0,05). Em termos percentuais os valores variaram entre 61 %
no forno e 82 % no grelhado, existindo também uma diferenca significativa do salméo
forno em relacdo aos outros tratamentos, excetuando o grelhado com os respectivos p-
value equivalente a 0,002 e 0,011 (Fig. 14).
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Figura 13 - Teor de metilmercurio, expresso em mg/kg para os tratamentos
no salmao; tratamento idéntico Fig. 10; os valores representam médio + desvio
padrdo desses tratamentos; colunas com letras mindsculas diferentes
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 44- Teor de metilmercdrio, expresso em percentagem para 0s tratamentos
no salmao; tratamento idéntico Fig. 10; os valores representam médias desses
tratamentos; colunas com letras minusculas diferentes apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05).

Tal como o mercdrio, a variacdo do metilmercurio (MeHg) entre os tratamentos
depende grandemente da sua composicao da parte edivel e da temperatura de exposi¢éo
(Nunes et al., 2008). Varios trabalhos realizados por diversos autores (Cabanero et al.,
2007; George et al., 2008; He & Wang, 2011) permitiram concluir que o percentual de
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MeHg no peixe cru em relacdo ao teor de mercurio total varia de 75 a 90 % o que
corrobora com o estudo aqui apresentado (Figs. 13 e 14).

4.3 Bioacessibilidade de mercurio total e metilmercirio em corvina e salmdo de

aquacultura

4.3.1 Bioacessibilidade num modelo in vitro

A concentracdo total de poluentes e a taxa de consumo de peixe sdo os indices
tradicionais usados na avaliacdo do risco para a saude do consumidor, mas a
concentracdo total de elementos toxicos, ingeridos com os alimentos nem sempre reflete
a sua biodisponibilidade oral (Oomen, 2003), dai a necessidade de se fazerem estudos
de modo a ter-se nocdo da quantidade ingerida e assim tomar as devidas precaucoes.
Tanto os métodos in vivo como in vitro, sdo normalmente usados para avaliar a
bioacessibilidade de compostos téxicos (He & Wang, 2011). Os métodos in vivo sdo
mais convincentes, mas ao mesmo tempo sdo mais caros e trabalhosos, quanto aos in
vitro (realizado nesse estudo) sdo mais rapidos, simples, econémicos e tém boa
reprodutividade (He & Wang, 2011).

A bioacessibilidade refere-se a biodisponibilidade maxima de uma substancia
ingerida através de alimentos e a sua estimacdo pode permitir uma avaliacdo de risco
mais precisa, em comparacdo com as concentracdes de tais substancias num alimento
(He & Wang, 2011). Como esta exposto no ponto 1.5 a bioacessibilidade também pode
ser definida como sendo a fracdo de um composto que € libertado a partir da amostra em
solucdo do suco digestivo e representa a quantidade méxima de composto que esta

disponivel para absor¢éo intestinal.

Apbs ter sido aplicado a metodologia de bioacessibilidade, obteve-se como
produto final uma fracdo soltvel (bioacessivel) e uma outra ndo soltvel (néo digerido).
O bioacessivel para ambas as espécies, como se pode constatar nas Tabelas 4 e 5,
corresponde a fragdo mais elevada ou seja £ 90 % do produto final é bioacessivel e o
restante € o ndo digerido (parte ndo digerida que posteriormente é excretada). A

realizacdo da analise estatistica mostrou que ha diferenca somente entre o tratamento
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grelhado e o cozido no n&o digerido na corvina com um p-value de 0,02 (Teste Kruskal-
Wallis; p <0,05).

Tabela 4 - Percentual de material digerido e ndo digerido na
corvina crua e apos os diversos tratamentos culinarios.

CcC 28 08?
CcO 18 99°
CF 28 08?
CG 4° 96°

#: idéntico a Tabela 3; letras diferentes foram verificadas
diferencas significativas (p <0,05).

Tabela 5 - Percentual de material digerido e n&o digerido no
salmdo cru apés os diversos tratamentos culinarios.

SC 1° 99°
SO 2° 98*
SV 3 97"
SF 3 97"
SG 3 97°

#: idéntico a Tabela 3; letras iguais ndo foram verificadas
diferencas significativas (p >0,05).

4.3.2 Mercurio total na amostra crua

Neste estudo, a recuperacdo do Hgr apds as amostras terem sido submetidas ao
processo de digestdo in vitro segundo o modelo de Versantvoort et al. (2005), foi de +
90 % tanto para a corvina como para o0 salmdo em cru. A analise estatistica mostrou que
ha diferencas significativas na percentagem de recuperacao de Hgr (Fig. 15) da corvina
grelhada (96,3+2,62%) em relacdo a crua (90,4+5,01%) e a cozida (86,8+3,04%) (Teste
Tukey; p <0,05). No caso do salméo ndo existe diferenca entre os tratamentos (Fig. 16)
(Teste Kruskal-Wallis; p <0,05), tendo a recuperacao do Hgr oscilado entre 97 a 117 %.
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Figura 15 - Teor de mercurio total recuperados apds o processo de
bioacessibilidade; expresso em percentagem para 0s tratamentos na corvina
(n=4); tratamento idéntico Fig. 9; os valores representam médio * desvio padrédo
desses tratamentos; colunas com letras diferentes apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 56 — Teor de mercurio total recuperados apds o processo de
bioacessibilidade; expresso em percentagem para os tratamentos no salmao
(n=2); tratamento idéntico Fig. 10; os valores representam médio + desvio
padrdo desses tratamentos; colunas com letras diferentes apresentam
diferencas estatisticamente significativas (p <0,05).

A metodologia aplicada neste trabalho foi usada também por He et al. (2010).
Versantvoort et al. (2005) em seus estudos alcancaram um percentual médio de

recuperacdo de Hgr que ficou no intervalo de 73 e 80 %. Todavia, He et al. (2010)
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usando esta mesma metodologia observaram recuperacgdes entre 90 e 101%, valores que
ndo se afastam assim dos resultados aqui obtidos tanto na corvina como no salméo

(Figs. 15 e 16). Assim esta comprovacao sugere que houve uma perda minima de Hgr.

Van de Wiele et al. (2007) fizeram um estudo comparativo usando cinco modelos
distintos de digestdo in vitro. Nos diferentes modelos obtiveram recuperagdes de Hgr
que variaram de 73 a 93 %. No que respeita a0 Hgr na fracdo digerida as percentagens
estiveram compreendidas entre 7,0 e 38,8 %. Com base nestes resultados, é possivel
concluir que houve uma perda apreciavel do elemento em estudo durante o processo da
digestdo. Contrariamente aos resultados alcangados no trabalho destes pesquisadores, 0s
obtidos neste estudo (modelo de Versantvoort et al., 2005) levaram a obtencdo de
recuperacdes semelhantes (Figs. 15 e 16), os valores percentuais de bioacessibilidade
foram > %, dos valores iniciais de Hgr. Através do valor de mercurio total da corvina
(291,20 + 28,83 ng/g), obtido antes de se dar inicio ao processo de digestdo in vitro
pdde-se constatar, que um percentual de 76,6 deste valor fica bioacessivel. Enquanto

para o salmao quase todo o Hgr inicialmente presente na amostra fica bioacessivel.

4.3.3 MetilmercUrio na amostra crua

Nos peixes carnivoros marinhos, como ja referido (4.1), cerca de 80-90% do
mercurio total (Hgt) esta sob a forma metilada — metilmercdrio — MeHg (WHO, 2003)
enquanto o restante consiste em pequenas quantidades de mercurio inorganico,
etilmercurio e fenilmercdrio (Branco et al., 2007; Chang et al., 2007; Torres-Escribano
et al.,, 2009; He & Wang, 2011). ApoOs a determinacdo tanto do valor de Hgr
bioacessivel, como do MeHg foi possivel saber com exatiddo qual a percentagem de
Hgr que esta sob a forma metilada. Sendo assim nesse estudo obteve-se um percentual
de 87 + 4,79 de MeHg para as amostras em cru de corvina e 58 + 10,10 % de salméo

Cru.

O teor de MeHg bioacessivel para a corvina manteve-se no intervalo 80 - 90 %,
tal como anteriormente descrito por outro autores (Branco et al., 2007; Chang et al.,
2007; Torres-Escribano et al., 2009; He & Wang, 2011), mas o0 mesmo nao foi visto no

salmao pelo que o teor desse composto para esta especie diminuiu consideravelmente
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apos a simulagdo da digestdo. Segundo Cabanero et al. (2007) muitos fatores podem
afetar a bioacessibilidade do MeHg principalmente a espécie quimica. Assim, neste
estudo obtiveram uma percentagem de MeHg bioacessivel muito menor do que a de
mercurio inorganico em alguns peixes. No caso do salmédo alguns fatores podem ter
afetado a bioacessibilidade do MeHg, ndo s6 a espécie quimica como também
provavelmente caracteristicas organoléticas e composic¢ao quimica (He & Wang, 2011).

De acordo com He & Wang, (2011) a bioacessibilidade do mercurio tanto
organico como inorgéanico foi independente da concentragdo de Hgr. Assim, ndo houve
correlacdo entre a bioacessibilidade do MeHg e a concentracdo total do mercurio nas
oito espécies de peixes por eles estudadas (p > 0.05, r* = 0.326). Visto isso, chegaram a
conclusdo que outros fatores podem afetar a bioacessibilidade do MeHg ao invés da
concentracéo total. Como resultado asseguraram que a bioacessibilidade deste elemento
pode ser mais precisa do que a concentracdo MeHg na melhoria da avaliagdo do risco de
intoxicacdo por este metal (He & Wang, 2011).

4.4 Bioacessibilidade de mercuario total e metilmercario ap6s tratamentos
culinarios na corvina e salmao de aquacultura

4.4.1 Mercurio total

Os resultados obtidos permitiram concluir que a percentagem mais elevada de
bioacessibilidade do mercdrio total apds a digestdo da corvina e do salméo, foi obtida na
amostra cozida com cerca de 90 % e 55 * 3,46 % respetivamente (Figs. 17 e 18). O teor
de Hgr bioacessivel detetado variou de acordo com os tratamentos culinarios usados.
No que diz respeito a corvina grelhada, verificou-se que embora a concentracdo de Hgr
fosse superior a dos restantes tratamentos, o mesmo ndo foi visto quanto a sua
bioacessibilidade, ja que apenas 54 % de Hgr permaneceu bioacessivel. Em
compensacdo a corvina cozida que com uma concentragdo inicial de 330,86 + 12,89

mg/kg obteve £ 100 % de Hgr bioacessivel (Fig. 17).

Logo, conclui-se que este tratamento culinario da corvina - cozida em agua - foi
menos eficaz na reducdo da bioacessibilidade do Hgr que os restantes tratamentos.

Estatisticamente falando, houve uma diferenca significativa entre o tratamento da
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corvina no forno, na grelha e em cru (Fig. 17). No salmdo observou-se diferenca
estatisticamente significativa do salméo cru em relacdo ao salméo cozido a vapor e 0
grelhado (Fig. 18) (Teste Kruskal-Wallis; p> 0,05).

120 +
M Nao digerido

100 A M Bioacessivel

80 - b

Percentagem (%) de Mercturio total

CcC co CF CG

Corvina tratamento

Figura 17 - Teor de mercurio total no bioacessivel e ndo digerido, expresso
em percentagem (%) para os tratamentos na corvina; tratamento idéntico
figura 9; os valores representam médio + desvio padrdo desses tratamentos;
colunas com letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05).

Para a maioria dos tratamentos no salméo o percentual bioacessivel ficou abaixo
dos 50 % com excecdo da amostra do salmdo cozido em agua (Fig. 18). Embora a
concentracdo de Hgr tivesse aumentado apds os tratamentos culinarios, o inverso
aconteceu com a bioacessibilidade destes. N&do houve uma relagdo proporcional entre a
concentracdo de Hgr nas amostras de salméo e sua solubilidade gastrointestinal. Torres-
Escribano et al. (2009) obtiveram valores baixos para a bioacessibilidade do espadarte,

semelhante aos valores aqui apresentados para o salméo (Fig. 18).
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Figura 18 - Teor de mercurio total no bioacessivel e ndo digerido, expresso
em percentagem (%) para os tratamentos no salmao; tratamento idéntico Fig.
10; os valores representam médio + desvio padrdo desses tratamentos;
colunas com letras iguais ndo apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p> 0,05).

Dadas as caracteristicas analiticas do método utilizado para quantificar Hgt na
fracdo bioacessivel, a vasta gama de valores de bioacessivel encontrados ndo pode ser
atribuida apenas a problemas relacionadas com o método analitico usado. Mesmo
porque He & Wang, (2011) fizeram uso da mesma metodologia (descrito por
Versantvoort) para o0 mercurio organico (MeHg) e registaram também um decréscimo
na bioacessibilidade deste nos tratamentos culinarios. Podem sim, ser o resultado do
tratamento culinario, do periodo de congelacdo, condicGes de descongelacdo,
temperatura de armazenamento tendo em conta a desnaturacdo de proteinas (Torres-
Escribano et al., 2009). Alteracdes estruturais durante o confecionamento do pescado
podem ter afetado a solubilidade e liberacdo do Hgt no salmdo como também no
tratamento forno e grelhado, isso porque, a perda de proteinas nativas e alteracdo
estrutural durante exposicdo ao calor, limita a atividade das enzimas gastrointestinais
que degradam as estruturas proteicas de baixo peso molecular (tidis),ou seja, grupo
sulfidrilo contento moléculas tais como cisteinas, ligadas ao Hgr (Burger et al., 2003;
Maulvault et al., 2011; Torres-Escribano et al., 2011).
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Além do conteddo proteico, niveis mais elevados de teor de gordura, como no
caso do salmédo que é um peixe extremamente gordo, também podem contribuir para

reduzir a bioacessibilidade de Hgr (Ersoy & Ozeren, 2009).

Sdo vérios os autores que se tém debrucado sobre o efeito do calor na
desnaturacio das proteinas. E o caso dos Dunn et al. (1981), em seus estudos
observaram que o tratamento térmico (74 °C banho de agua entre 10 - 15 min) de figado
de rato homogeneizado, dificulta a converséo de Hg®* a Hg elementar no ensaio in vitro.
Eles argumentaram que a desnaturacao pelo calor pode criar outros pontos de ligacéo, e
assim, efetivamente transferir o metal para sitios ativos (Ouédraogo & Amyot, 2011).

Por sua vez, Liard et al. (2009) relataram que a bioacessibilidade do Hg+ é afetada
pela transferéncia dindmica de Hgr entre a fragdo bioacessivel isto é, <10 kDa
(kiloDalton) e a ndo bioacessivel >10 kDa (Maulvault et al., 2011). Ha que se ter em
conta também que “digestores” in vitro tém por si s6 dificuldade para reproduzir todo o
processo gastrointestinal, como no caso da secrecdo de enzimas em sequéncia
fisiologica, concentracdo de pH apropriada para enzimas e adicdo de cofatores
relevantes tais como sais biliares e coenzimas, o tempo de transito fisioldgico para cada
passo de digestdo, mecanismos fisicos de absor¢do no intestino delgado, auséncia da

borda em escova (Liard et al., 2009).

Liard et al. (2009) também disseram que microrganismos gastrointestinais de
certa forma podem influenciar a especiacdo de Hg no lumen intestinal através da

conversdo de MeHg em Hg?*, apesar de variar com o tipo de alimento ingerido.

Cabariero et al. (2004) por sua vez proferiram que a bioacessibilidade do mercurio
em peixes esta correlacionada com o teor de selénio. Sendo assim consideraram que a
baixa capacidade das enzimas para liberar Hgr complexado com selénio no método in
vitro, pode também ser uma das razfes da baixa percentagem de bioacessivel nos seus

experimentos.
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4.4.2 Metilmercurio

Ao efetuar os calculos para determinacdo das medias de metilmercurio

bioacessivel verificou-se que tanto na corvina como no salmao, o forno € que detém

maior percentagem (92 £ 13 %) e (67 = 22 %) respetivamente (Figs. 19 e 20), a menor

na corvina grelhada (5916 %) e no salméo cozido a vapor (33 £ 20 %). N&o existe

diferencas significativas, para os tratamentos culindrios no salmdo, mas ja com a

corvina a situacdo é diferente, na medida em que o tratamento forno se difere

estatisticamente tanto do grelhado, como também da corvina crua (Teste Kruskal-

Wallis; p > 0,05).
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Figura 19 - Teor de Metilmercdrio (MeHg) encontrado no bioacessivel,
expresso em percentagem (%) para os tratamentos na corvina; tratamento
idéntico Fig. 9; os valores representam médio + desvio padrdo desses

tratamentos;

colunas com letras diferentes apresentam diferencas

estatisticamente significativas (p <0,05).
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Figura 20 - Teor de Metilmercirio (MeHg) encontrado no bioacessivel,
expresso em percentagem (%) para os tratamentos no salmdo; tratamento
idéntico Fig. 10; os valores representam médio + desvio padrdo desses
tratamentos; colunas com letras diferentes apresentam diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05).

Os resultados desse estudo indicam que os diferentes tipos de preparagédo no
salmdo contribuiram para diminuicdo de + 50 % da bioacessibilidade do MeHg. A
corvina em contrapartida teve um percentual deste metal bioacessivel superior ao
deparado no salméo, com valores > 50 %, chegando mesmo até a haver um aumento no
tratamento culinario forno (92 %) em relacdo a percentagem encontrada na corvina crua
(87 %). O que se observou nesse estudo € que métodos culinarios diferentes tém

consequentemente efeitos diferentes na bioacessibilidade do MeHg (He & Wang, 2011).

Estas diminuicdes da bioacessibilidade do MeHg como resultado de
confecionamento podem ser devido a duas razdes. A perda de &gua durante o
aquecimento, que resultou na perda de algumas proteinas labeis, e portanto, reduziu a
bioacessibilidade do metal (Amiard et al., 2008). Também, a desnaturagéo das proteinas
das fibras musculares levou ao encolhimento do tecido e a formacdo de fragdes
insollveis, o que fez as proteinas menos digestiveis e seus componentes menos

bioacessiveis (kulp et al., 2003).

Estudos recentes também tém mostrado que a distribuicdo subcelular de metais

pode fornecer informacgdes valiosas sobre a toxicidade e tolerancia do metal, a
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transferéncia de nivel tréfico, bem como bioacumulagdo (Wallace et al., 20032¢"). He et
al. (2010) nos seus estudos mostraram uma significativa relacdo entre a
bioacessibilidade e a distribuicdo celular em dois peixes de aquacultura. Desta forma
verificaram que a distribuicdo celular pode estar relacionada com os habitos alimentares
dos peixes por eles estudados, mas também é dificil concluir que essa distribuicao
depende unicamente da alimentagdo. No entanto deduziram que presas diferentes de
peixes podem ter um fracionamento subcelular diferente de MeHg. Habitos alimentares
diferentes podem levar a padrdes de acumulacao e distribuicdo subcelular diferentes, e
por isso bioacessibilidades distintas (He & Wang, 2011), o que de certa forma explica a
diferenga nas percentagens quanto ao MeHg bioacessivel nas duas espécies aqui

estudadas.

O facto da bioacessibilidade do MeHg no salméo ter sido baixo também pode
estar relacionado ao facto dele ser um peixe gordo o que dificulta a sua digestibilidade.
A digestibilidade também é afetada pelos processos culinarios, verificando-se que as
proteinas do pescado cozido sdo tdo digeriveis como as do peixe cru enquanto as do
produto grelhado, frito ou salgado s&o digeridas mais lentamente. Em resumo, o0s
resultados do presente estudo mostram que, em termos gerais, 0 processo de cozimento
é apenas um valor muito limitado utilizado como meio de reduzir as concentracdes do
metal. Esta reducéo hipotética depende das condigdes de cozimento (tempo, temperatura

e meio de cozimento) (Perell6 et al., 2008).

4.5 Valores legislados/recomendados

Estimou-se a quantidade ingerida de Mercurio total e Metilmercuario a partir do
calculo do PTWI (Provisional Estimated weekly intakes), dose de ingestdo semanal
provisoria, utilizando os valores médios obtidos, considerando um adulto de 60 kg e

uma ingestdo semanal diéria de 160 g per capita pela populagdo portuguesa.
Assim, com base nos resultados apresentados na Tabela 6 consegue-se ter uma

percecdo de quantas refei¢cbes semanais um consumidor pode fazer sem exceder o limite

de ingestdo semanal toleravel deste contaminante quimico.
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Tabela 6 - Concentragdo média de Metilmercario para os
tratamentos na corvina e no salmdo (mg/kg), € o nimero de
refeicOes por semanal, para um adulto de 60 Kg e considerando
um consumo diério de 160g de peixe.

CC 0,16 4
CO 0,17 3
CF 0,21 3
CG 0,19 3
SC 0,02 26
SO 0,02 34
SV 0,02 27
SF 0,02 25
SG 0,03 20

#: idéntico a Tabela 3.

Quando presente em concentragbes muito baixas, 0 mercurio ndo representa um
perigo toxicoldgico para o consumidor, mas a sua acumulacdo a longo prazo pode ser
prejudicial, por ser eliminado muito lentamente pelo organismo humano (Nunes et al.,
2008).

A maior parte dos valores que servem como indicadores de mercirio em peixes
esta diretamente relacionada a protecédo da sade humana (Castilho & Rodrigues, 2008).
Segundo Castilho & Rodrigues, (2008) as instituicdes de controlo sanitario de diversos
paises utilizam o valor de 0,5 mg/kg (ou de 1 mg/kg, dependendo do pais e do tipo de
peixe) de mercurio em peixes, como um referencial para a prote¢do da satide humana.
Quando o objetivo é identificar, se um ecossistema esta contaminado ou nao, este valor
de 0,5 mg/kg perde a aplicabilidade. Ele foi predisposto para uso na protecdo da satde

publica.

Os valores de mercurio total para ambas as espécies estudadas estiveram abaixo
do limite maximo admitido (0,5 mg/kg) pela Unido Europeia (UE) (Tabela 3). Os
valores de MeHg encontrados nas duas espécies estudadas também ndo excederam o
limite admitido de 0,5 mg/kg (Tabela 3). Portanto, a determinacdo de mercurio total em
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peixes tem-se mostrado suficiente para as avalia¢cBes de risco a saude humana por

ingestdo de peixes contendo MeHg.

A partir dos resultados aqui obtidos (Tabela 6) tendo em conta os valores médios,
um adulto de 60 kg e uma ingestdo semanal diaria de 160 g per capita, pode-se
constatar, no que respeita 0 MeHg na corvina 0 maximo de refeicbes por semana
estimado foi de 3 em qualquer dos tratamentos culinarios, enquanto no salméo o nimero

de refeicdes ndo oferece qualquer problema.

Atendendo a esses valores pode-se concluir que uma ingestdo descuidada da
corvina pode trazer riscos a saude de um consumidor menos atento, principalmente
quando a confecdo é forno. Quanto ao salméo esse risco € muito improvavel ja que a
quantidade de refeicOes é superior ao que normalmente uma pessoa ingere, sendo assim

€ muito importante que se procure ficar mais informado a esse respeito.
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5 Concluséao

O painel global dos efeitos bioldgicos do mercurio e seus derivados em humanos
atestam que, apesar das inimeras contradi¢Ges, estes compostos apresentam efeitos
suficientemente graves que merecem ser cada vez mais estudados. Estes estudos
deverdo servir de auxilio para uma acdo mais efetiva dos 6rgdos da saude publica, e
somam conhecimentos para a comunidade cientifica relacionada a vigilancia sanitaria e

ciéncia de alimentos como forma de manter a integridade da satde do publico-alvo.

Um dos maiores problemas para se predizer o comportamento do mercurio no
meio ambiente aquatico, é que ainda persistem muitos factos intrigantes, pois alguns
parametros influenciam a acumulacdo de mercurio em peixes (Castilho & Rodrigues,
2008). De um modo geral, todas as espécies aquaticas contém mercurio, mas as do topo
da cadeia alimentar é que apresentam niveis mais altos como antes referido. Isso porque
0 tempo de meia-vida desse metal no tecido muscular do organismo é relativamente
longo (Eisler, 2006).

Analisando na totalidade os resultados aqui obtidos pode-se concluir que tanto a
espécie, como as varias formas a que pescado poderéa ser confeccionado, irdo influenciar
ou mesmo provocar alteracdes na concentracdo de mercdrio total, assim como na do
metilmerclrio e consequentemente na bioacessibilidade destes metais. A pesquisa
realizada mostra que, os tratamentos culinarios a que foram expostos ndo fizeram com
que houvesse uma diminuicdo significativa na bioacessibilidade desse metal. Pelo
menos foi 0 que se observou na corvina ja que a reducdo ndo foi tdo acentuada como
aconteceu no salmdo. O que leva a concluir que mesmo confecionando o pescado, 0
risco de uma intoxicacdo alimentar estara sempre presente se ndo forem tomadas as
devidas precaugdes como por exemplo, ter em atencdo o maximo de refeigdes por
semana que se pode fazer de um determinado peixe. No caso da corvina, ela devera ser

consumida com moderagéo.
Em resumo, os resultados do presente estudo mostram que, em termos gerais, 0

processo culinario tem um valor muito limitado como meio de reduzir as concentragfes

de metal. Esta reducéo hipotética depende das condicdes (tempo, temperatura e meio).
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Desta forma é fundamental a monitorizacdo de Hgr em amostras da biota aquatica
visto que trata-se de um metal altamente toxico e de efeito cumulativo e, atualmente,
pequenas quantidades deste metal no organismo humano ja estdo sendo imputadas por
desencadear sintomas psicossomaticos como depressao, anteriormente ndo relacionados

a contaminacdo mercurial (Rold&o, 2007).

Quanto aos valores de Hgr e do MeHg para ambas as espécies estudadas
estiveram abaixo do limite maximo admitido (0,5 mg/kg), pela Unido Europeia (U.E.).
Como anteriormente foi dito, a determinacdo de mercdrio total em peixes tem-se
mostrado suficiente para as avaliacfes de risco a salde humana por ingestdo de peixes
contendo MeHg.
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6 Recomendacoes

O consumo de peixes conjuntamente com alimentos ricos em fitoquimicos, como
por exemplo o ch& verde, pode diminuir significativamente os riscos de saude
associados a presenca de MeHg em peixes. Um estudo anterior ja mostrou que alguns
alimentos ricos em fitoquimicos, como o extrato cha verde, extrato de cha preto, e
proteina de soja reduzem significativamente a bioacessibilidade do mercurio (Shim et
al., 2009; He & Wang, 2011).

Por conseguinte, a bioacessibilidade deste composto metalico depende nédo s6 da
espécie do peixe, como também dos diferentes habitos alimentares, métodos de
cozimento e outros itens consumidos com o peixe. Bioacessibilidade de mercirio em
peixes herbivoros e omnivoros é geralmente mais baixo, que a dos peixes carnivoros.
Escolher peixes herbivoros e onivoros para consumir, pode potencialmente diminuir os

riscos para a salde quanto a ingestdo do MeHg pelos seres humanos.

O meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) é um agente quelante que segundo
Shim et al., (2009) é eficiente para o mercurio, ja que normalmente o utilizam para
tratar a intoxicacdo por mercdrio. Um estudo recente feito por He & Wang, (2011)
revelou que ao contrario que o Shim et al., (2009) escreveu, este agente aumentou a
bioacessibilidade MeHg.

Mais andlises como estas deverdo ser desenvolvidas com a finalidade de
determinar os fatores importantes que possam afetar bioacessibilidade MeHg em peixes
marinhos, na esperanga de se encontrar formas de diminuir o risco potencial de MeHg

relacionado ao consumo de peixe.
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Anexo

Corvina

A corvina é classificada taxonomicamente da seguinte forma:

Classe: Actinopterygii

Ordem: Perciformes

Familia: Sciaenidae

Espécie: Argyrosomus regius (Asso, 1801)

Longevidade maxima: 42 anos (Gonzéalez — Quirds et al., 2011).

Distribuicdo: Caracterizado por ser uma espécie costeira, sendo que pode ser
encontrado a profundidades inferiores a 80 m. O seu habitat se estende do canal Inglés
ao Senegal, incluindo os mares Mediterraneo e Negro (Fishbase, 2012; Gonzalez —
Quirds et al., 2011).

Alimentacdo: Carnivoros. Alimentam-se de pequenos peixes e camarbes (Fishbase,
2012).

Reproducdo: O periodo de reproducdo ocorre no final do més de Maio, onde
trespassam os estudrios com o proposito de desovar (Catalan et al., 2006; Gonzélez —
Quiro6s et al., 2011).

Importancia econémica: Constitui uma importante espécie-alvo para comerciantes de
pequena escala local, devido tanto ao seu tamanho (atinge 200 cm de comprimento)

como a alta disponibilidade sazonal (Prista et al., 2008).
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Salméo

O salmado é classificado taxonomicamente da seguinte forma:

Classe: Actinopterygii

Ordem: Salmoniformes

Familia: Salmonidae

Espécie: Salmo salar (Linnaeus, 1758)

Longevidade maxima: 13 anos (Fishbase, 2012).

Distribuicdo: Pode ser encontrado no Atlantico Norte, desde Norte da Europa até as
costas leste do Canada e Estados Unidos (Cabral et al., 2005; Limburg & Waldman,
2010). Em Portugal ocorre nas bacias dos rios Minho e Lima (Cabral et al., 2005).
Alimentagéo: Alimentam-se preferencialmente de krill no mar, ao iniciarem a migragao
anadroma ndo se alimentam. Os juvenis e alevins nas dguas doces tém uma alimentagéo
baseada em macroinvertebrados aquéticos (Doadrio, 2001).

Reproducédo: Quando atingem a maturacao sexual regressam aos locais onde nasceram
(rios com caudal permanente, bem oxigenados e de baixa profundidade) para se
reproduzirem. Durante a postura as fémeas depositam entre 2500 a 7000 ovos, a
quantidade depositada depende do tamanho do peixe (Cabral et al., 2005; Mitchell &
Cunjak, 2007).

Importancia economica: Espécie de elevado valor comercial, considerado tanto na

pesca desportiva como também na gastronomia (Cabral et al., 2005).
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