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Resumo

A rastreabilidade é a capacidade de tracar a histéria, aplicacao ou localizagao de um
determinado produto e pode estar relacionada com a sua origem, histéria do
processamento, distribuicdo e localizacdo apds a producdo. A globalizacdo do
comércio de pescado aumentou a possibilidade de enganos nao intencionais e
fraudes na discriminacado de espécies. Entre as diferentes questbes relacionadas a
rastreabilidade do pescado ha necessidade de buscar metodologias quimicas e
fisicas que sejam capazes de distinguir as diferentes espécies de pescado, a origem
geografica e o método de produgado: cultivado ou selvagem. Os objetivos deste
estudo foram diferenciar a corvina portuguesa (Argyrosomus regius) quanto ao
sistema de produgéo e tamanho, a corvina brasileira (Micropogonias furnieri) quanto
a sazonalidade e origem geografica e o bacalhau (Gadus mohrua) de outras
espécies com caracteristicas similares. Para esta diferenciagdo foram utilizadas as
técnicas de determinagdo da composigdo quimica, perfil de &cidos graxos,
composi¢ao de minerais essenciais € hdo essenciais e isotopos estaveis de carbono
e nitrogénio. Foi possivel detectar diferencas significativas entre corvinas
portuguesas de aquicultura e selvagem em diferentes tamanhos através da
composicado de lipideos e umidade, alguns acidos graxos, minerais e isétopos
estaveis. Quanto a diferenciagdo do bacalhau, a espécie Pollachius virens
apresentou as maiores diferengas no perfil de acidos graxos e foi possivel distinguir
0 género Gadus das demais espécies por niveis de 20:5 n-3, 18:3 n-3, Zn e Sr. A
composig¢ao da corvina brasileira é diferente entre as origens geograficas e épocas
do ano. As maiores partes das variacbes sdo provavelmente relacionadas a
disponibilidade de alimentos e tipo de habitat. As corvinas brasileiras podem ser
diferenciadas pelo teor de lipideos totais, o teor de cinzas, a proporcdo de varios

acidos graxos, minerais e isétopos de carbono e nitrogénio.

Palavras-chave: acidos graxos, isotopos estaveis, elementos essenciais e nao

essenciais.
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Abstract
Traceability is the ability to trace the history, application or location of a particular

product and may be related to their origin, history, processing, distribution and
location after production. The fish trade globalization has increased the possibility of
unintentional mistakes and frauds in species discrimination. Among the different
issues related to fish traceability is necessary to seek physical and chemical methods
that are able to distinguish the different fish species, geographical origin and
production method: farmed or wild. The objectives of this study were to differentiate
meagre (Argyrosomus regius) regarding system production and size, croaker
(Micropogonias furnieri) regarding seasonal and geographical origin and cod (Gadus
mohrua) of other species with similar characteristics. For this differentiation
techniques were used to determine the chemical composition, fatty acid profile,
essential and non-essential minerals and stable isotopes of carbon and nitrogen. It
was possible to detect significant differences between aquaculture and wild meagre
in different sizes through the composition of lipids and moisture, some fatty acids,
minerals and stable isotopes. Differentiation of cod species, Pollachius virens
showed the greatest differences in fatty acid profile and it was possible to distinguish
the genus Gadus of other species by levels of 20:5 n-3, 18:3 n-3, zinc and Sr. The
composition of croaker differs between geographical origins and seasons. Most of
variations are probably related to the food availability and habitat type. The croakers
can be differentiated by the total lipid content, ash content, the proportion of various

fatty acids, minerals and carbon and nitrogen isotopes.

Key-words: fatty acids, stable isotopes, essential and nonessential elements.
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Capitulo | —
Consideracoes Gerais
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Introducgao

O habito alimentar esta entre as principais preocupacdes do ser humano,
especialmente, no que se refere a qualidade dos alimentos, a ingestdo de nutrientes
para o bom funcionamento do organismo e a seguranca dos alimentos a serem
consumidos. O peixe é fonte de proteinas, vitaminas, minerais essenciais e ricos em
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (PUFA) (SIMOPOULOS, 2002), que
fornecem diversos beneficios a saude (CASTRO-GONZALEZ; MENDEZ-ARMENTA,
2008), além de atuar na prevencgao e tratamento de doengas cardiovasculares entre
outras doengas (ARTS; ACKMAN; HOLUB, 2001; OKITA et al., 2002).

No entanto, devido a grande comercializacido de alimentos no mundo é
crescente preocupacao com a qualidade destes produtos. Por isso, é importante que
os Orgaos competentes estabelegam uma legislagdo clara em relagdo a
comercializagao para evitar possiveis fraudes (THOMAS; JASMIN; LEES, 2005). O
comércio internacional de pescado atualmente é muito influenciado pelas normas de
autenticacdo e seguranga dos alimentos, e varias diretivas da Unido Europeia
introduziram aspectos de qualidade e seguranga nos padrdes para comercializagao
de produtos da cadeia produtiva do pescado (BUSETTO et al., 2008).

Além da Unido Europeia, que desde 2005 exige informagdes basicas sobre o
pescado como nome comercial e cientifico dos peixes, origem geografica e o método
de producéo, leis similares no Japdo (The Ministry of Agriculture, Forestry and
Fisheries of Japan, 2004), e nos EUA (U.S. Food and Drug Administration, 2003)

também sao necessarias a comercializacdo do pescado.

Assim, para garantir a seguranga do alimento, € necessario considerar todos
os elos da cadeia produtiva levando em consideracdo o sistema de producéo, a
alimentacdo animal, a estocagem e venda do produto ao consumidor
(REGULAMENTO CE n° 178/2002). A rastreabilidade é uma ferramenta capaz de

identificar possiveis falhas em qualquer fase da cadeia produtiva.

A rastreabilidade é a capacidade de tracar a histéria, aplicagdo ou localizacio
de um determinado produto e pode estar relacionada com a sua origem, histéria do
processamento, distribuicdo e localizagao apds a producao (REGULAMENTO CE n°
178/2002).
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A regulamentacdo da Unido Europeia define a rastreabilidade de alimentos
como a capacidade de seguir um alimento, ragdo, produtos da alimentagcdo animal

ou substancia em todos os estagios da producgéo e distribuicdo (LARSEN, 2003).

Entretanto, a capacidade de rastrear o pescado é dificultada, pois as
caracteristicas morfolégicas externas dos produtos processados (enlatados,
filetados, defumados e salgados) sdo removidas, dificultando a identificagdo e
possibilitando a substituicao de pescado de maior valor por espécies de menor valor
comercial (ASENSIO et al., 2008). O aumento da comercializagdo global possibilitou
que peixes com caracteristicas similares possam ser provenientes de diferentes
pontos de origem o que aumenta a possibilidade de enganos n&o intencionais e

fraudes na discriminacao de espécies (BELL et al., 2007).

A composigdo quimica dos peixes pode ser influenciada por diversos
parametros, incluindo fatores exdégenos como espécie, localizagéo, temporada de
pesca, sexo, idade dos animais, nivel de domesticacao, disponibilidade e qualidade
de alimentos, salinidade e temperatura (MAIRESSE et al., 2006; OLSSON et al.,
2003; HAARD, 1992), e fatores enddgenos por meio da mobilizacao de lipideos e
proteinas para as gbnadas no periodo reprodutivo (TZIKAS et al., 2007).

Sistemas de producédo

A populacdo mundial estd aumentando e consequentemente existe a
necessidade do aumento da producédo de alimentos. Atualmente os consumidores
estdo em busca de alimentos saudaveis e 0 consumo de peixe é associado ao teor
de proteinas, acidos graxos e minerais. No entanto, a pesca extrativista ja
ultrapassou os seus limites sustentaveis e cada vez mais o déficit da pesca vem
sendo suprido pelos produtos da aquicultura (FAO, 2010). Segundo a FAO (2011), a
producdo mundial de pescado atingiu 62,7 milhdes de toneladas em 2011,
contribuindo com mais de 40% da producéao total de peixes, por isso mais produtos

provenientes da aquicultura estdo disponiveis para os consumidores.

Informagdes corretas sobre o método de produgdo do pescado sao
importantes, pois tantos os organismos criados em cativeiro quanto os selvagens
podem carregar diferentes tipos de riscos e, portanto, devem ser submetidos a
diferentes regulamentagdes e controles analiticos. Assim como qualquer outra

producdo animal, os peixes sdo cultivados em densas populac¢des. Isto pode ter
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consequéncias na quantidade de agentes patogénicos produzidos e,
consequentemente na proliferacdo de doencas (KrkoSek, 2010). Por outro lado,
peixes selvagens geralmente apresentam maiores concentragées de contaminantes
como Hg e As e relagao aos espécimes criados em cativeiro (Minganti et al., 2010).
Segundo Sapkota et al. (2008) a avaliagdo destes contaminantes é essencial para a
compreensao dos riscos a saude humana associados ao consumo de peixes de

aquicultura e selvagens.

A producéao intensiva tem levantado preocupacdes sobre a qualidade do peixe
cultivado em comparagao ao peixe selvagem. Sabe-se também que a concentragao
lipidica varia entre peixes de aquicultura e selvagem da mesma espécie. Portanto, é
de grande importancia comparar a origem de producdo destes em termos de sua

composic¢ao quimica, perfil de acidos graxos e minerais.
Sazonalidade

O interesse na composi¢cdo do pescado €, principalmente, devido a sua
importancia nutricional na dieta humana. No entanto, sua composicdo ndo é
constante, onde muitos fatores influenciam o produto final. A composi¢cao de
diversas espécies de peixes varia de acordo com o seu ciclo natural, fase de

maturidade e localizagéo geografica (HAARD, 1992).

A disponibilidade de alimento na natureza é o principal fator que atua na
variacdo da composi¢cdo quimica do pescado. Sabe-se que sua composicao, tais
como o teor de proteina, lipideos e agua estdo sujeitos a variagdes sazonais que
podem influenciar na qualidade do produto final. Mudanca no ciclo reprodutivo
também tem efeito marcante sobre a composicao corporal, pois armazenam gordura
para fornecer energia necessaria durante a escassez de alimentos e na fase

reprodutiva.

Muitos estudos observaram que a composicdo de peixe apresenta grandes
variagdes no teor de gordura e composi¢ao de acidos graxos de varios organismos
marinhos durante o ano (BANDARRA et al., 1997; AIDOS et al., 2002; LUZIA et al.,
2003).
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Origem e espécie

A sobrepesca provocou o declinio dos estoques pesqueiros e essa situacao
tem causado aumento na comercializagdo de espécies alternativas para atender a

demanda dos consumidores e aumentar a oferta de produtos.

Espécies com propriedades morfolégicas e organolépticas similares podem
ser comercializadas indevidamente em agdes fraudulentas. Produtos de peixe sao
comercializados em muitas formas (salgado, em filés, sem pele) onde no
processamento s&o removidas as caracteristicas morfoldgicas externas, dificultando
a identificagdo e possibilitando substituicdo por espécies de menor valor comercial
(RASMUSSEN; MORRISSEY, 2009).

A origem do pescado também é outro fator importante na comercializagédo. A
identificagao da origem pode agregar valor ao produto, a exemplo de muitos queijos,
vinhos e azeites. O Gadus mohrua, conhecido no Brasil como bacalhau do Porto,
apresenta alto valor comercial, sendo muitas vezes substituido por outras espécies

de valor e qualidade inferiores.

Pesquisa feita pelo Escritério Suico Federal de Saude Publica mostrou que a
origem dos alimentos € importante para a decisdo de compra de 82% dos clientes.
Esta grande preocupagdo com a origem dos alimentos € devido principalmente a
problemas com doengas como Salmonelose, gripe aviaria e a EEB (encefalopatia
espongiforme bovina). A confirmacgéo da origem geografica do alimento pode evitar
possiveis problemas de qualidade e aumentar a confiabilidade do consumidor
(FRANKE et al., 2005).

Diretivas da UE introduziram normas de rotulagem exigindo que o peixe seja
rotulado com informagdes como nome comum, espécie, origem geografica e método
de producao (CE, 2001). Neste sentido, o objetivo destas normas & determinar a
rastreabilidade do pescado, para garantir a confiangca dos consumidores e fornecer-

Ihes o minimo de informagdes necessarias sobre a origem dos produtos.

Entre as diferentes questdes relacionadas a rastreabilidade do pescado ha
necessidade de buscar metodologias quimicas e fisicas que sejam capazes de
distinguir diferentes espécies, origem geografica e 0 método de produgéo: cultivado
ou selvagem (MORETTI et al., 2003).
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Composigdo Quimica

O pescado é composto principamente por agua, proteinas, lipideos e
minerais. A composi¢cdo quimica dos peixes varia de acordo com a espécie, idade,
sazonalidade, origem geografica, maturidade sexual, parte do corpo, tipo de musculo
e, principalmente pela dieta (RASOARAHONA et al, 2005).

As propriedades organolépticas e o valor nutricional em conjunto com o
frescor constituem a qualidade do pescado. Todas essas caracteristicas dependem
fortemente da composi¢ao quimica do peixe, que por sua vez depende de muitos
fatores que afetam a qualidade, tais como as caracteristicas intrinsecas do peixe,
fatores ambientais e historia de alimentacado (GRIGORAKIS, 2007).

Diferengas na composi¢cao quimica do pescado também podem interferir no
sabor de sua carne. Sabe-se que diferencas na quantidade de gordura e umidade na
carne do peixe podem afetar as caracteristicas sensoriais (TURCHINI et al., 2009).
Os lipideos sao precursores dos compostos aromaticos e a oxidagdo dos acidos
graxos produz compostos volateis que caracterizam o sabor do peixe (KAWAI,
1996). O teor de proteinas do musculo do peixe também contribui para a qualidade
organoléptica nos casos de proteinas que interagem com a agua, bem como em
casos de longos perdédos de jejum onde existe a redugdo da proteina do tecido
muscular conjuntivo que altera sua textura (LOVE, 1992). Outros fatores como
diferengas no perfil de &cidos graxos, processos de oxidagao, ingredientes
alimentares, minerais e teor de aminoacidos também podem ocasionar diferencas

nas caracteristicas sensoriais (HAARD, 1992).

O conteudo bioquimico de organismos marinhos pode sofrer alteragées
devido a mudangas sazonais (ACKMAN, 1995). O teor de lipideos de algumas
espécies de peixes pode variar em cerca de 10%, de acordo com a época de
captura (KRZYNOWEK, 1985). E esperada uma concentragdo maior de lipideos

totais no periodo do inverno que nas outras estagdes do ano (RAHMAN et al., 1995).

O teor de lipideos é maior em peixes cultivados em relacdo as espécies
selvagens devido a uma variedade de fatores, incluindo disponibilidade e tipo de
alimento, ingredientes alimentares, consumo de energia (GRIGORAKIS et al., 2002)
e possiveis periodos de fome encontrados pelos peixes selvagens (HAARD, 1992).

Segundo Shearer (1994), existe uma relacdo inversa entre a agua e o teor de
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lipideos nos peixes, quanto maior a quantidade de gordura, menor a umidade e vice-
versa. Segundo Lie (2001), peixes de viveiro sdo menos firmes do que os peixes
selvagens, fator este atribuido a um maior teor de gordura nos peixes de viveiro,
bem como niveis mais elevados de atividade em peixes selvagens que podem

melhorar a textura.

As cinzas sao compostas por uma variedade de minerais e o total raramente
ultrapassa 1-2% da carne do peixe (MURRAY; BURT, 1969). Os minerais sao
indispensaveis ao organismo dos peixes, pois sdo componentes da estrutura dssea,
atuam na manutencado do sistema coloidal e regulacdo do equilibrio acido-base,
além de constituir componentes importantes de horménios, enzimas e ativadores de
enzimas (LAL, 1995).

Minerais

O peixe é excelente fonte de minerais essenciais € a concentragao desses
elementos é influenciada por uma série de fatores, como diferencas sazonais e
bioldgicas (espécie, tamanho, idade, sexo e maturidade sexual), fonte de alimentos
e meio ambiente. Outras variagdes podem influenciar os resultados como: a
variabilidade em processos de amostragem e os métodos empregados no processo

de determinagao e quantificagdo dos minerais (LAL, 1995).

Os consumidores estao interessados na concentragao dos minerais do peixe
devido a disponibilidade de minerais essenciais (P, Na, K, Mg, Ca, Fe, Zn, Se, Cr,
Co, Cu, Mn e Zn), porém, ha uma grande preocupacao quanto a presencga de metais
potencialmente téxicos em sua carne. Os metais téxicos sao considerados perigosos
quando encontrados em altas concentragbes, sendo o Cd, Pb e o Hg considerados
0s mais téxicos em pescado (MARQUES et al., 2010).

Os metais potencialmente toxicos, também chamados de elementos traco,
sdo encontrados naturalmente no ambiente em pequenas concentracdes, porém, as
atividades industriais, agricolas e os efluentes gerados aumentam o nivel desses
elementos no ambiente (STAFILOV; KARADJOVA, 2009). A contaminagdo dos
ecossistemas aquaticos por elementos traco podem causar sérios problemas a
saude humana devido a sua toxicidade, longa persisténcia, bioacumulacdo e
biomagnificacdo na cadeia alimentar (PAPAGIANNIS, et al., 2004).
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Segundo Carpene et al. (1998) existem diferencas bioquimicas entre o
musculo de peixes selvagens e cultivados em relacdo a quantidade de elementos
traco. Assim, o musculo de peixes selvagens € significativamente mais rico em
minerais nao essenciais. Os cientistas deram trés possiveis explicacbes para
maiores concentracdes de elementos traco no musculo peixes selvagens: A primeira
explicacdo € que peixes selvagens recebem cations da 4agua e dieta e,
possivelmente, seu ambiente natural € mais rico desses minerais, a segunda
explicacao é que peixes cultivados maior teor de lipideos que apresenta uma menor
afinidade para os metais. E a terceira explicagdo € que o maior exercicio do peixe
selvagem esta ligado com o aumento da expresséo da proteina que apresenta uma

elevada afinidade aos elementos trago (Grigorakis, 2007).

A idade, tamanho, habito alimentar do peixe e o tempo de contato com esses
elementos que determina o acumulo de metais tdoxicos nestes organismos (AL-
YOUSUF; EL-SHAHAWI; AL-GHAISC, 2000). Metais como Cu, Zn e Fe sao
essenciais para o metabolismo dos peixes, enquanto outros como, Hg, Cd e Pb nao
tém nenhum papel conhecido em seu sistema biolégico, porém, a rota desses metais
nao essenciais € semelhante ao dos essenciais que também s&o transportados e
acumulados nos tecidos (CANLI; ATLI, 2003).

Perfil de acidos graxos

Os acidos graxos sao classificados em saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA) e poli-insaturados (PUFA). O acido palmitico (16:0) € o principal acido graxo
saturado em peixes, esta presente na gordura animal e éleos vegetais utilizados na
ragao. Este acido graxo representa aproximadamente 70% do total de SFA. O acido
oléico (18:1n-9) é o principal MUFA e sua fonte & proveniente da gordura animal e
oleos vegetais como: 6leo de oliva, canola e outras sementes. Os peixes sao
importantes fontes de acido linoléico e o acido a-linolénico, acidos graxos
essenciais, que ndo podem ser sintetizados pelos humanos e, portanto, devem ser
obtidos através da dieta (CONNOR, 2000).

Entre os &cidos graxos poli-insaturados estdo o acido eicosapentaendico
(EPA, C20: 5n-3) e acido docosahexandico (DHA, C22: 6n-3) (ACKMAN, 1989).
Estes acidos graxos previnem doengas coronarias, doencgas inflamatodrias e arritmias
(BELLUZZI, 2001). Estudos comprovaram que o EPA também e util no tratamento
de doengas cerebrais e cancer (FENTON; HIBBELN; KNABLE, 2000).

10
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Estes acidos graxos desempenham importantes papéis fisiolégicos no peixe
como depdsito de energia, conformagdo das membranas celulares, sendo também
precursores de substancias, como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos
(HARRIS, 1999).

Os peixes marinhos sao caracterizados por apresentar uma relacdo n-3/n-6
alta (STEFFENS, 1997). Isto se deve ao alto conteudo de EPA e DHA encontrados
nos alimentos marinhos como algas, fitoplanctons e peixes. Geralmente, a proporgao
de acidos graxos n-3 € superior aos acidos graxos n-6 em alimentos marinhos
(OLSEN, 1998).

Segundo Bell e Sargent (2003), as principais modificagdes quanto a
constituicdo quimica do pescado, especialmente nos niveis de acidos graxos é
atribuido a qualidade e quantidade do fitoplancton disponivel no habitat, uma vez
que estes representam a maior fonte de acidos graxos do alimento, em especial os

da série dbmega-3.

O acido araquidénico (ARA) também tem uma funcgao vital como o principal
precursor dos eicosanoides (BELL et al., 1994). O ARA é mediador de uma grande
variedade de fungbes fisiologicas incluindo regulagdo osmdtica, fungdes
cardiovasculares, controle neural e a funcionalidade do sistema reprodutivo
(SORBERA; ZANUY; CARRILLO, 1998).

Os acidos graxos sao os componentes que mais apresentam variagdes no
pescado (MURRAY; BURT, 1969). A composi¢cao de acidos graxos dos peixes pode
diferir em fungdo de uma variedade de fatores, incluindo espécie, idade, origem
marinha ou agua doce, sazonalidade (SAITO et al., 1999; ACKMAN, 1989; JUSTI et
al., 2003) dieta e sistema de producgédo. A dieta representa o principal fator que
influencia na composigao de acidos graxos (BANDARRA; BATISTA; NUNES, 2009).

Is6topos estaveis

A espectrometria de massa de razao isotdpica (IRMS) é uma técnica capaz de
diferenciar compostos quimicamente idénticos baseado em seu conteudo isotépico
(BRENNA et al., 1997). Os elementos que constituem um material biolégico podem
ser determinados através da proporcdo de isétopos estaveis (°C/'?C, ">N/™N,
80/1°0 e 2H/'H) (LUYKX; RUTH, 2008).

11
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A IRMS pode oferecer inequivoca evidéncia de adulteracdo em alimentos, e,
portanto, pode ser uma ferramenta pratica para o uso diario por laboratérios de
controle e agéncias de aplicagdo no processo de comércio fraudulento (KELLY,
2003). Varios trabalhos tém usado a IRMS para rastrear diferencas entre peixes
cultivados e selvagens (BUSETTO et al., 2008; THOMAS et al., 2008), sazonalidade
(SANT’ANA; DUCATTI; RAMIRES, 2010) e espécie (OLIVEIRA et al., 2011).

Em geral, a composicao isotdpica depende de varios fatores, entre os mais
importantes para o pescado estdo os alimentos utilizados na dieta dos animais de
criacao e as variagdes sazonais (LUYKX; RUTH, 2008). Os isétopos estaveis mais
utilizados em estudos bioldgicos s&o o carbono (**C) e o nitrogénio (°N) (MANETTA;
BENEDITO-CECILIO, 2003).

Composicao isotépica € determinada tanto pela dieta consumida, como pelo
ambiente em que o peixe € cultivado (KELLY; HEATON; HOOGEWERFF, 2005). Os
valores de '3C refletem a ingestdo de todas as fontes assimiladas pelos peixes
selvagens, enquanto que esses valores em peixes cultivados estao relacionados
com os ingredientes da racao utilizados na dieta. Segundo Morrison et al. (2007), a
dieta afeta diretamente a concentracdo de '°N nos peixes, e que a proporcéo
isotopica de N pode ser influenciada por série de fatores intrinsecos e extrinsecos,
como maturidade, taxa de crescimento do animal e variagdes sazonais de SN no

ambiente.
Corvina Portuguesa (Argyrosomus regius)

A corvina, Argyrosomus regius, € uma espécie carnivora pertencente a familia
Sciaenidae. Habita os mares Mediterraneo, Negro e a costa Atlantica da Europa
onde vive nas plataformas costeiras perto do fundo, bem como em superficie, a
cerca de 15 a 200 m de profundidade (WHITEHEAD et al.,, 1986). A corvina
apresenta cabecga relativamente grande e corpo alongado, podendo atingir até 2 m
de comprimento e 50 kg de peso (Figura 1). Esta espécie adapta-se facilmente ao
cativeiro atingindo altas taxas de crescimento, apresenta boa capacidade de tolerar
amplas faixas de temperatura e salinidade. Sua carne € magra de alta qualidade
lipidica (QUEMENER, 2002).

12
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Figura 1: Representagao de Argyrosomus regius.
Fonte: MONFORT, 2010.

A histéria da corvina na aquicultura é bastante recente. Sua produgao
comecgou simultaneamente na Franca e Italia na década de noventa. Os principais
mercados tradicionais para a criacdo da corvina sdo a Italia e Espanha, e novos
mercados estdo sendo abertos a cada dia. A industria de alimentagdo e muitos
restaurantes olham com interesse crescente para esta espécie, e existem
potencialidades para mais vendas neste segmento, na maioria dos paises europeus.
A produgado de corvina teve um aumento significativo nos ultimos anos, atingindo
13.742 toneladas em 2011 (FAO, 2010). Atualmente a corvina € um dos melhores
candidatos a aquicultura em grande escala na Europa, devido as suas condi¢des de

producao favoraveis citadas anteriormente (MONFORT, 2010).
Corvina (Micropogonias furnieri)

Devido a sua abundancia, a corvina (Micropogonias furnieri) € considerada
uma das espécies mais tradicionais e importantes da pesca brasileira, argentina e
uruguaia. M. furnieri € uma espécie demersal eurialina costeira, chegando a atingir
até 70 cm de comprimento (ELSDON; GILLANDERS, 2002) (Figura 2). E uma
espécie onivora com preferéncia em pequenos crustaceos como camardes e
caranguejos, possui grande tolerancia as variacdes de salinidade. Esta distribuida a
partir da Peninsula Yucatan (México) ao sul do Caribe e ao leste da América do Sul
até a costa do Golfo de San Matias, na Argentina (ISAAC, 1988).

13
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Figura 2: Representacao de Micropogonias furnieri.

Fonte: FAO, 2011.

Em relagdo ao ciclo de vida, os individuos jovens migram para as zonas
estuarinas enquanto que os adultos buscam o litoral para se reproduzir. Como
consequéncia dessa migragcao e também da disponibilidade de alimentos existe uma

variacao da populagao de corvinas durante o ano (COSTA; ARAUJO, 2003).

A corvina constitui uma das espécies de maior captura do litoral do Atlantico
Sul (BRASIL, 2005) e é geralmente é comercializada fresca e salgada. Segundo a
FAO (2011) a captura total desta espécie em 2011 foi de 93.824 toneladas. Devido a
grande disponibilidade desta matéria-prima e o baixo pre¢co de mercado em relagao
as outras espécies regionais (principalmente as de menor tamanho), torna a corvina

uma espécie com grande potencial para o consumo, principalmente no Brasil.
Bacalhau

O bacalhau é um peixe amplamente conhecido em todo o mundo. Habita
aguas frias e profundas ainda que possa viver em aguas de superficie quando as
condi¢des hidrograficas sdo desfavoraveis (MANSO; CRUZ, 1984). A grande maioria
dos Gadideos vive em recifes continentais ao longo do Atlantico Norte, mas também

habitam areas do Pdlo Sul e outros oceanos (COHEN et al., 1990).

O bacalhau do Atlantico tem sido explorado desde que o homem comecgou a
pescar nos mares da Europa e é considerado um alimento nobre peixe quando
salgado e seco. Atualmente, a captura de bacalhau vem diminuindo devido ao
declinio dos estoques pesqueiros, mas ainda € a principal fonte de abastecimento do
mercado com 1.049.666 toneladas em 2011, no entanto, a produgdo de bacalhau

em cativeiro tem ganhado espaco. Sua producéo teve inicio no final da década de

14



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

80 e a produgao desta espécie totalizou 16.126 toneladas em 2011. A Noruega € o
maior produtor e exportador de bacalhau salgado e seco. O preparo é feito a partir
do peixe fresco decapitado, eviscerado e seco durante cerca de trés meses.

Finalmente, o produto é armazenado em lugar fresco e seco (LUCCIA et al., 2005).

A familia Gadidae, pertencente a ordem Gadiformes, é formada por um grupo
de aproximadamente 50 espécies, distribuidas em 3 sub-familias: Gadinae, Lotinae
e Phycinae. Segundo o Decreto-Lei n.° 25/2005, de 28 de Janeiro, de Portugal,
existem apenas trés espécies que podem ser consideradas bacalhau legitimo, o
bacalhau do Atlantico (Gadus mohrua) (Figura 3), o bacalhau da Groenlandia

(Gadus ogac) e o bacalhau do Pacifico (Gadus macrocephalus).

Figura 3: Representagao do bacalhau do Atlantico (Gadus mohrua).

Fonte: http://www.fishsource.com/species/show/1#

O Gadus mohrua apresenta a carne mais branca entre os demais peixes
pertencentes a familia Gadidae, sendo um dos produtos tradicionais mais
apreciados em todo o mundo, sobretudo, devido a estabilidade de armazenamento,
sabor e alto valor nutricional (LAURITZSEN et al., 2004).

A substituicdo de espécies de pescado tornou-se uma preocupacao
significativa nos mercados internacionais e domésticos em todo o mundo, por isso a
aplicagdo de métodos para garantir a autenticagdo € necessaria. Varios métodos
tém sido desenvolvidos para diversos tipos de aplicagbes, no entanto, algumas
técnicas sdo demoradas e onerosas. Portanto, a combinacdo das técnicas de
determinagdo da composi¢céo quimica, perfil de acidos graxos, minerais e isétopos
estaveis na autenticacdo de peixes pode ser uma ferramenta eficiente na
autenticagcdo do pescado. Diferengas quanto a origem geografica, sistemas de
producao, tamanho e sazonalidade afetam a qualidade, prego e a seguranga do

alimento. Com a utilizacdo dessas técnicas na autenticagdo do pescado € possivel
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evitar fraudes, enganos e proporcionar aos consumidores um maior numero de

informacdes sobre o produto a ser consumido.
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Objetivos
Geral

O objetivo deste estudo foi utilizar a composi¢do quimica, elementos
essenciais e nao essenciais, perfil de acidos graxos e isotopos estaveis, como
ferramentas de rastreabilidade para avaliar o grau de domesticagdo, origem e

sazonalidade de peixes.
Especifico

o Diferenciar a corvina (Argyrosomus regius) quanto ao sistema de producdo
grau de domesticagcdo e tamanho utilizando a composi¢céo quimica, perfil de

acidos graxos, minerais e isotopos estaveis.

e Utilizar a composi¢cao quimica, perfil de acidos graxos, minerais e is6topos
estaveis , como instrumentos de rastreabilidade para garantir a autenticidade
do bacalhau do Atlantico (Gadus mohrua) e outras espécies de peixes

salgados e secos, de modo a que a fraude possa ser detectada.

e Utilizar a composi¢cao quimica, perfil de acidos graxos, minerais e is6topos
estaveis, como instrumentos de rastreabilidade para avaliar a origem

geografica e a sazonalidade da corvina (Micropogonias furnieri).
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Capitulo Il - Rastreabilidade de peixes:
Utilizacao de diferentes ferramentas para
diferenciagcao de corvina portuguesa
(Argyrosomus regius) selvagem e de
aquicultura
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Resumo

A globalizagdo do comércio permitiu a possibilidade de erros nao intencionais e
fraudes na discriminagdo de espécies de pescado. Portanto, existe uma
necessidade urgente de desenvolver métodos fisicos e quimicos de baixo custo
capazes de diferenciar espécies de forma inequivoca, bem como sua origem
geografica e método de produgao. O objetivo deste estudo foi utilizar composicao
quimica, elementos essenciais e ndo essenciais, perfil de acidos graxos e isétopos
estaveis de carbono e nitrogénio como ferramentas de rastreabilidade para avaliar o
sistema de produgado e o tamanho das corvinas portuguesas (Argyrosomus regius).
As corvinas de aquicultura apresentaram niveis mais elevados de lipideos e menor
teor de umidade que as selvagens. As corvinas de aquicultura tiveram maior
proporgdo de 14:0, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 20:1n-9, 22:1n-11 que as selvagens.
Foram detectadas diferencas significativas entre corvinas de aquicultura e selvagem
em Cl e Zn. Este estudo mostrou que a maior concentracdo de Rb foi encontrado
nas corvinas maiores e menores concentracbes de Br inferiores mas corvinas
menores. Os isotopos de carbono foram estatisticamente diferentes entre as
corvinas de aquicultura e selvagem. Os valores 8'°N de corvinas de aquicultura
foram estatisticamente menores do que as selvagens. Valores isotopicos de
nitrogénio s6 foram significativamente diferentes entre os tamanhos em corvinas
selvagens. Assim, os is6topos estaveis, perfil de acidos graxos e a composigcao
mineral podem ser técnicas promissoras para a rastreabilidade de corvina

portuguesa.

Palavras-chave: corvina (Argyrosomus regius), espectrometria de massa de razéo

isotdpica, acidos graxos, minerais e contaminantes.
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Abstract
The global marketing has enabled the possibility of unintentional mistakes and frauds
in the discrimination of seafood species. Therefore, there is an urgent need to
develop cost-effective physical and chemical methods able to unequivocally
distinguish the different seafood species, their geographical origin and production
method. The aim of this study was to use proximate chemical composition, essential
and non-essential elements, fatty acid profile and stable isotopes of carbon and
nitrogen, as traceability tools to assess domestication level and size of meagre
(Argyrosomus regius). Farmed meagre contained higher lipids and lower moisture
content than its wild counterpart. Farmed meagre had higher proportion of 14:0,
18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 20:1n-9, 22:1n-11 than wild ones. Significant differences
were detected between farmed and wild meagre in Cl and Zn contents. This study
showed that larger meagre was higher Rb contents and lower Br contents than
smaller meagre. Carbon isotopic ratios were statistically different between farmed
and wild meagre. 5'°N values of farmed meagre were statistically lower than wild
counterparts. Nitrogen isotopic values were only significantly different between sizes
in wild meagre. Thus, isotopic ratio, fatty acid and mineral composition and can be

promising traceability techniques for meagre A. regius.

Keywords: meagre (Argyrosomus regius); isotope ratio mass spectrometry; fatty

acids; macro and trace elements
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1. Introducao

O aumento da globalizacdo do comércio aumentou a possibilidade de erros
nao intencionais e fraudes na discriminagcao de espécies de pescado (Bell et al.,
2007). Por isso, a Unidao Europeia criou regulamentos que definem a rastreabilidade
dos alimentos. A rastreabilidade € a capacidade de rastrear a historia, aplicagdo ou
localizacdo de um determinado alimento, alimentacido, produtos de alimentagao
animal ou substancia em todas as fases de producao e distribuicdo (Larsen, 2003).
O objetivo destas normas € garantir a confianga do consumidor e proporcionar-lhe o

minimo de informag¢des necessarias sobre a origem dos produtos.

Varios métodos tém sido utilizados para distinguir as espécies de pescado,
tais como a composicao de acidos graxos (Alasalvar et al., 2002; Gonzalez et al.,
2006; Thomas et al, 2008), a natureza dos carotendides (Moretti et al., 2006),
contaminantes (Fallah et al, 2011) e razdes isotopicas (Bell et al. 2007; Busetto et
al., 2008). Porém, é necessario o desenvolvimento de métodos fisicos e quimicos
capazes de diferenciar inequivocamente as espécies, origem geografica e método
de producgao: aquicultura ou selvagem. Molkentin et al. (2007) mostraram que a
combinagdo de diferentes técnicas (analise isotopica e composicdo de acidos
graxos) permitiu distinguir amostras de salmdo de diferentes origens: cultivado,

selvagem e cultivado organicamente.

A espectrometria de massa de razao isotopica (IRMS) € uma técnica capaz de
distinguir os compostos quimicamente idénticos com base em seu conteudo
isotopico (Brenna et al.,, 1997) e tem sido utilizada para diferenciar origem de
pescado (Bell et al., 2007; Molketin et al., 2007). Esta técnica pode oferecer
evidéncias de adulteracdo de alimentos e, portanto, pode ser um instrumento pratico
para uso diario em laboratoérios de controle e agéncias de aplicagdo no processo de
comércio fraudulento (Kelly, 2003). Em geral, a composig¢ao isotdpica depende de
varios fatores, sendo que o mais importante é a ragao utilizada na dieta dos animais

de criagdo e as variagbes sazonais (Luykx & van Ruth, 2008).

A composigdo quimica dos peixes pode ser influenciada por diversos
parametros, tais como fatores genéticos, origem geografica, nivel de domesticacéao,
disponibilidade e qualidade do alimento e época de captura (Haard, 1992). Esta

variagdo esta intimamente relacionada com a ingestdo de alimentos, migracao e
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variagbes sexuais relacionadas a desova (Tzikas et al., 2007). Peixes selvagens e
cultivados tém dietas diferentes que conduzem a diferentes caracteristicas de
composig¢ao. Varios estudos tém mostrado que existem diferencas no perfil de
acidos graxos entre peixes selvagens e cultivados (Grigorakis et al.,, 2002;
Fernandez-Jover et al.,, 2007; Busetto et al, 2008). Em todos os casos, foi
encontrado concentracao lipidica muito mais elevada nos peixes de aquicultura do

que nos seus homdélogos selvagens.

A corvina (Argyrosomus regius) € uma espécie carnivora, que habita os mares
Mediterraneo, Negro e a costa atlantica da Europa (Whitehead et al., 1986). Esta
espécie se adapta facilmente ao cativeiro, apresenta elevadas taxas de crescimento
e tem a capacidade de tolerar amplas variagdes de temperatura e salinidade. Sua
carne é magra e muito apreciada devido a sua alta qualidade lipidica (Quéméner,
2002).

O objetivo deste estudo foi utilizar a composigdo quimica, elementos
essenciais € nao essenciais, o perfil de acidos graxos e isétopos estaveis de
carbono e nitrogénio, como ferramentas de rastreabilidade para avaliar o tamanho e

o grau de domesticagao da corvina (Argyrosomus regius).

2. Material e Métodos
2.1. Coleta e processamento das amostras

As amostras de corvina cultivada foram obtidas da estagao de aquicultura do
Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera — IPMA, no Algarve, sul de Portugal,
enquanto que exemplares selvagens foram adquiridos no mercado local, apds
verificagao dos documentos de pesca. Em seguida, foi feita a biometria dos animais
(Tabela 1). O numero de amostras foi menor na corvina selvagem, devido ao
pequeno numero de amostras disponiveis no mercado. As amostras de musculo
sem pele foram trituradas, homogeneizadas, congeladas e uma porgao foi liofilizada
durante 48 horas a temperatura de -40°C e a baixa presséao (cerca de 10-! atm; Heto
power dry LL 3000), e armazenada a -80°C sob condi¢ées de umidade controlada

até as analises.
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Tabela 1. Peso das corvinas de aquicultura e selvagens (média + desvio padrao).

Peso (kg) CAG CAP CsSG CsP
(n=13) (n=10) (n=5) (n=3)

Média 1,498+0,200 0,600+0,040 4,460%2,420 0,597+0,020
Minimo 1,210 0,549 2,350 0,575
Maximo 1,820 0,694 7,200 0,615

CAG :Corvina de Aquicultura Grande; CAP: Corvina de Aquicultura Pequena; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande.

2.2. Composi¢ao quimica aproximada

Os teores de umidade, cinzas, proteina bruta e lipideos foram determinados
de acordo com a Association of Official Analytical Chemists methods (AOAC, 2005).
O teor de umidade foi obtido por meio da secagem da amostra durante uma noite a
105°C (P-Selecta 207); as cinzas foram quantificadas apds a combustdao em mufla,
durante 16 horas a 550°C (Heraeus Hanau, TYPMR170); a quantidade total de
nitrogénio foi determinada pelo método de Kjeldahl (método 981,10), e os niveis de
proteina foram estimados usando o fator de conversao 6,25. O conteudo total de
lipideos foi determinado pelo método de extragdo de Soxhlet com éter etilico durante
7 horas (40 - 60°C; placa de aquecimento; SBS PC6L Instruments). Os resultados

foram expressos em g por 100 g de peso seco.
2.3. Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado em duplicata para cada amostra, e
baseou-se no procedimento experimental de Cohen et al. (1988). Cada amostra (300
mg de peso seco) foi dissolvida em 5 mL de cloreto de acetilo / metanol (01:19 v/ v;
Merck), agitado, e aquecido (80°C, 1 h). Apds o resfriamento, foram adicionados 1
mL de agua ultra pura (Milli-Q) e 2 mL n-heptano (Merck). As amostras foram
agitadas e centrifugadas (2000 g, 5 min, Sigma 2K15) até a separacao das fases. A
umidade da fase superior foi removida com sulfato de sédio anidro (Panreac). Uma
aliquota (2 uL) da fase superior foi injetada em cromatégrafo a gas (Varian Star 3800
Cp) equipado com um amostrador automatico e com um detector de ionizagéo de
chama de 250°C. A separacéo foi feita com hélio como gas de arraste, com fluxo de
1 mL min-', em uma coluna capilar DB-WAX (30 m de comprimento 0,32 mm de
didmetro interno, 0,25 ym de espessura do filme; Hewlett-Packard) programado a

180°C durante 5 min, aumentada para 220 a 4°C min-', e mantida a 220°C durante
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25 min, com o injetor a 250°C. Os acidos graxos foram identificados por comparagéao
dos tempos de retengdo com os de padrbes Sigma. Os dados quantitativos foram
calculados utilizando a relagdo de area de pico (percentagem de acidos graxos

totais) e o software Varian.
2.4. Minerais essenciais e ndo essenciais

A espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF)
foi utilizada para quantificar os elementos S, Cl, K, Ca, Fe, Zn, As, Se, Bre Sr. O
espectrémetro € um sistema auto-construido, utilizando o gerador de raios-X Philips
(PW 1140/00/60 3 kV). A técnica de EDXRF consiste em um tubo de raios X
equipado com um excitador de molibdénio secundario. As radiagdes caracteristicas
emitidas dos elementos da amostra foram detectados por litio derivado de silicio [Si
(Li)] com 30 mm? de area ativa e janela de berilio de 8 pm. A resolucdo de energia
foi de 135 eV em 5,9 keV. Calculos quantitativos foram feitos pelo método dos
parametros fundamentais (Custddio et al., 2003). O gerador de raios X foi operado a
50 kV, 20 mA e tempo de aquisicao de 1000 s. Cada amostra liofilizada (1 g) foi
prensada em pastilhas de 2 cm de didametro (n = 2), sem qualquer tratamento
quimico e coladas sobre fiimes de Mylar em suportes de amostras e colocadas

diretamente no feixe de raios X.

A espectrometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS; Varian SpectrAA
55B Sydney, Australia) foi utilizada para quantificar Cd e Pb em cada amostra (n =
2), de acordo com os procedimentos descritos por Jorhem (2000). Em resumo, 10 g
do musculo foram incinerados a 500°C e dissolvidos em 15% v / v de &cido nitrico.
As concentracdes de Pb e Cd foram encontrados por meio da calibracdo externa
linear com solugdes padréo: Cd (NOs), e de Pb (NOs), (Merck, 1 g L™ dissolvidos em
0,5 mol L™ HNO3).

As concentragbes de Hg total foram determinadas por espectrometria de
absorgdo atdbmica utilizando analisador automatico de Hg (aparelho AMA 254,
LECO). O procedimento baseia-se na decomposi¢cao da amostra liofilizada (10 mg, n
= 2 para cada amostra), por meio da combustao, e técnica de pré-concentragédo por
amalgamacgao através da fusdo com ouro e espectrometria de absorgédo atdbmica. As
concentragoes foram calculadas a partir de calibragcéo linear com solugéo padrao de

absorbancia de Hg (1 g L-" dissolvidos em 0,5 mol L-' HNOs; Merck).
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A exatidao foi verificada por analise de material bioldgico certificado (Tabela
2).

Tabela 2. Concentracdo elementar (mg kg~' DW) e limites de deteccdo (mg kg™,
D.L.) de material de referéncia certificado (média + desvio padrao) analisados por
FAAS e EDXREF.

Material de referéncia Valor Presente
Elemento Técnica D.L.
certificado certificado trabalho
Hg FAAS 0,02 Dogfish muscle (DORM-2) 4,6410,26 4,68+0,17
Cd FAAS 0,01 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 27,00+1,00 27,00+0,00
Pb FAAS 0,02 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 0,35+0,13 0,35+0,06
As EDXRF 0,7 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 21,60+1,80 22,6+2,00
S EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566) 7600* 8200+500
Cl EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566) 10000* 10200+500
K EDXRF 50 Oyster tissue (SRM 1566) 9690+50 10000480
Ca EDXRF 20 Oyster tissue (SRM 1566) 1500150 1350150
Fe EDXRF 3 Dogfish muscle (DORM-2) 142110 141,3+1,5
Cu EDXRF 0,7 Oyster tissue (SRM 1566) 63,0+4,0 63,0+4,0
Zn EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2) 25,612,3 23,910,1
Se EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2) 1,4+0,09 1,210,1
Freeze-dried animal blood (IAEA-
Br EDXRF 0.8 A-13) 22,0+3,0 22,0+2,0
Rb EDXRF 1.1 Orchard Leaves (SRM-1571) 11,440,7 12,0+1,0

*QOs valores nao certificados foram fornecidos por United States National Bureau of Standards.

Os limites de detecg¢ao (DL) de cada um dos elementos foram determinados
através de dois métodos: (1) EDXRF - com a abordagem de sinal-para-ruido, em
que o equipamento compara o sinal de cada elemento com amostras em branco e
estabelecido a concentragdo minima a qual o elemento é detectado com seguranga,
e (2) FAAS - com o desvio-padrao residual (RSD) da resposta e o declive (S) da
curva de calibragdo de cada solugdo padrdo usada [DL = (3,3 x RSD) / S]. A
concentracao de todos os elementos foi expressa em miligramas por quilograma de

peso em base seca (mg kg-").
2.5. Andlise isotdpica

A amostra liofilizada foi pulverizada usando um moinho criogénico (Spex

Certipret) com nitrogénio liquido a -196°C, em seguida foram pesadas em balancga
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(MX5, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) cerca de 500 pg ("°N) e 60 pg ("°C)
do material pulverizado e estes foram acondicionados em capsulas de estanho
cilindricas, com 5 x 9 mm. As capsulas foram submetidas a combustao total sob
fluxo continuo de Hélio, a 1020° C, através do analisador elementar (EA 1108 — CHN
Fisons Elemental Analyzer), acoplado ao espectrometro de massa Delta S (Finnigan

Mat, Bremen, Alemanha.

As razbes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram
comparadas aos padrdes internacionais estabelecidos para o carbono — PDB (Pee
Dee Belemnite, um fossil de Belemnitella americana da formacdao Pee Dee, da
Carolina do Sul, EUA) — e para o nitrogénio — ar atmosférico (N,). Esses valores,
designados pela terminologia delta (8), em unidade por mil (%o), foram calculados

através da seguinte equacao:
6 amostra — [(Ramostra— Rpadréo) - 1] X 1000
2.6. Analise estatistica

A analise de varidncia ANOVA, foi utilizada para detectar diferencas
significativas entre o nivel de domesticacdo e tamanho na composigcao quimica, perfil
de &acidos graxos, minerais essenciais e n&o essenciais, e isétopos estaveis,
seguidos pelo teste Unequal N HSD (variacdo do teste de Tukey) para identificar
essas diferengcas. Sempre que necessario, os dados foram transformados para
satisfazer os requisitos de distribuicdo normal e homocedasticidade, seguido de
analise de variancia nao paramétrica com comparagdes multiplas (Kruskall-Wallis),
se os dados transformados nao atenderam a esses pressupostos. A analise Fatorial
exploratéria com extracdo de componentes principais foi também empregada para
reduzir os conjuntos de dados multidimensionais dos varios elementos para
dimensdes menores, simplificando assim a apresentacao e interpretagao dos dados.
Todas as analises estatisticas foram testadas no nivel de 0,05 de significancia com o
software STATISTICA 8,0 © (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

3. Resultados e discussao
3.1.Composicao quimica aproximada

A composicdo quimica aproximada das corvinas esta apresentada na Tabela
3. Nao foram observadas diferengas quanto a composicido de cinzas entre o

tamanho ou nivel de domesticacdo. A corvina de aquicultura apresentou
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significativamente maior teor de lipideos e menor teor de umidade do que a corvina
selvagem independentemente do tamanho. Em contraste, o teor total de proteina
variou com o tamanho (maior nos exemplares grandes, embora apenas
significativamente em corvinas de aquicultura)), mas ndao com o nivel de
domesticagdo. Os resultados corroboram com outros trabalhos que compararam
peixes selvagens e cultivados (Alasalvar et al, 2002; Grigorakis et al, 2002; Gonzalez
et al, 2006; Bell et al, 2007;. Fernandez-Jover et al, 2007; Busetto et al, 2008;
Sant'Ana et al., 2010).

Tabela 3. Composi¢cao quimica aproximada (g 100 g'1) de corvinas selvagens e de
aquicultura com tamanhos diferentes.

Sistema/Tamanho Umidade Lipideos Cinzas Proteina
CAG 75,170,65° 1,530,302 1,31+0,032 21,2340,152
CAP 76,28+0,35° 1,3540,15°2 1,29+0,02°2 19,57+0,36°
CSG 78,69+0,56° 0,51+0,14° 1,25+0,06° 18,97+0,55>
CSP 79,79+1,25° 0,47+0,01° 1,24+0,05° 17,94+0,80°

CAG: Corvina de Aquicultura Grande; CAP: Corvina de Aquicultura Pequena; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande. *Média + D.P. com letras diferentes na mesma coluna
sao significativamente diferentes pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05).

As diferencas encontradas no teor de lipideos dos peixes de aquicultura em
relacdo ao seu homologo selvagem devem-se provavelmente ao alto teor de lipideos
no alimento, reduzida atividade animal em peixes de viveiro e longos periodos de
fome em peixes selvagens (Haard, 1992). Tais diferengas podem ser menores
quando o peixe é alimentado com ragdao com baixos niveis de lipideos. (Usydus et
al., 2012). Apesar do conteudo de lipideos no musculo dos peixes geralmente
aumentar com a idade e peso, nao foi detectada diferenca significativa neste estudo.
Isso pode refletir o fato de que a gordura dietética tem maior influéncia no nivel de
gordura muscular, do que no tamanho e idade dos peixes (Bell et al., 2007). Assim, o
conteudo lipidico da carne poderia ser usado como um fator discriminante entre

corvina selvagem e de criagao.
3.2 Perfil de acidos graxos

Os principais acidos graxos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e poli-
insaturados (PUFA) em todas as amostras foram, respectivamente, o acido palmitico
(16:0), acido oléico (18:1 n-9) e DHA (22:6 n-3) (Tabela 4). O total de acidos graxos

saturados foram maiores nos peixes selvagens, particularmente nos exemplares
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maiores. Resultados semelhantes também foram relatados em robalo (Alasalvar et

al., 2002), perca amarela (Gonzalez et al., 2006) e dourada (Grigorakis et al., 2002).

O perfil de acidos graxos da corvina revelou diferencas de acordo com o nivel
de domesticacdo e tamanho dos peixes (Tabela 4). A corvina de aquicultura
apresentou estatisticamente maiores proporcoes de 18:1 n-9 e 18:2 n-6, 18:3 n-3,
20:1 n-9, 22:1 n-11 e MUFA que a corvina selvagem, e os niveis de 18:0, 16:2 n-4,
16:4 n-3, 20:4 n-6, 22:5 n-6, 22:6 n-3 e acidos graxos eicosapentaendico +
docosahexaendico (EPA + DHA) foram sempre menores nas corvinas de
aquicultura. Em geral, os acidos graxos n-3, foram maiores nos peixes selvagens
(exceto 18:3n-3), 0 que esta de acordo com trabalhos anteriores realizados com
outras espécies de peixes (Alasalvar et al, 2002;. Fuentes et al., 2010). Para o grupo
PUFA da familia n-6, o principal acido graxo foi o acido araquidénico (20:4 n-6, ARA)
para o peixe selvagem e o linoléico (18:2 n-6) para peixe de aquicultura. Niveis mais
elevados de ARA também foram encontrados em outras espécies de peixes
selvagens, em concordancia com os resultados encontrados em outros trabalhos
(Alasalvar et al., 2002; Grigorakis et al., 2002). Varios estudos também relataram
maiores concentragdes de acido linoléico em peixes de viveiro (Grigorakis et al,
2002; Fuentes et al, 2010). Esse acido graxo € encontrado em grande quantidade
em O6leos de plantas utilizados na alimentagédo de peixes de aquicultura (Serot et al.,
1998). O 22:1 n-11 esta presente em peixes cultivados mas ausente nos espécimes
selvagens. Este MUFA se origina a partir de éleos de peixe da dieta produzidos a
partir de peixes do norte do Atlantico. E derivado de alcodis graxos contidos nos
copépodes calandides em que estes peixes se alimentam (Henderson & Tocher,
1987). O 22:1 n-11 n&do é um constituinte normal dos lipideos corporais de peixes de
agua quente, mas é depositado quando os peixes sdo alimentados com o&leos

contenham este acido graxo (Grigorakis et al., 2002).

Em relacdo ao tamanho das corvinas, peixes menores apresentaram valores
significativamente mais baixos de MUFA. Segundo Rodriguez et al. (2004) peixes
jovens podem perder SFA, acidos graxos n-6 e n-3, e acumular MUFA durante o

crescimento.
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Tabela 4. Concentragdo de acidos graxos (%) de corvinas selvagens e de
aquicultura em diferentes tamanhos.

Acidos Graxos CAG CAP CSG CSP
14:0* 2,29+0,41° 2,97+0,13° 1,74+0,22° 1,02+0,51°
15:0%** 0,49+0,02° 0,58+0,02° 1,17+0,572 0,64+0,14%°
16:0** 19,82+0,60% 19,05+0,30° 25,97+4,06° 21,29+2,52%
16:1n-7+n-9** 4,81+0,35° 4,47+0,10%° 5,69+1,06° 2,41+0,29°
16:2n-4** 0,33+0,01° 0,36+0,10° 0,71+0,33° 0,72+0,15°
17:0** 0,58+0,02° 0,73+0,03% 0,73+0,28%° 1,340,282
16:3n-4** 0,32+0,03° 0,31+0,09° 0,38+0,19° 0,52+0,172
17:1* 0,27+0,04%° 0,18+0,03" 0,76+0,21° 0,02+0,02°
16:4n-3** 0,14+0,03° 0,15+0,01° 1,40+0,15° 1,730,152
18:0* 5,72+0,13° 5,53+0,19° 8,28+0,19° 9,49+0,48°
18:1n-9* 19,80+0,50° 16,38+0,212 8,39+1,59° 7,29+1,16°
18:1n-7* 2,57+0,07° 2,58+0,08° 2,71+0,15° 2,34+0,34°
18:2n-6* 875+0,17° 9,96+0,28° 1,3040,28° 1,22+0,21°
18:3n-3*** 1,10+0,06° 1,16+0,05° 0,47+0,18° 0,21+0,14°
20:1n-9* 3,25+0,19° 3,51+0,09° 0,43+0,17° 0,25+0,19°
20:4n-6** 1,30+0,09° 1,3340,09° 4,55+0,73° 3,77+0,39°
20:5n-3** 482+0,142 4,78+0,17° 6,24+1,91° 5,27+1,112
22:1n-11** 2,30+0,20° 2,8110,27° 0,00+0,00° 0,00+0,00°
22:4n-6** 0,18+0,11° 0,19+0,07° 0,81+0,56° 1,3620,46°
22:5n-6* 0,57+0,06° 0,58+0,04° 1,49+0,342 1,72+0,53?
22:5n-3** 1,42+0,09° 1,49+0,04% 2,58+0,89° 1,63+0,48%
22:6n-3** 13,90+1,32° 14,54+0,74° 18,23+0,64° 29,2242 142
SFA** 29,25+0,84° 29,70+0,41° 40,314,742 34,7242,70%°
MUFA* 33,59+0,93° 31,24+1,47° 18,77+0,84° 13,55+1,46°
PUFA* 34,51+1,22° 37,32+0,83% 39,45+3,70° 49,33+3,77°
Y n-3* 22,79+1,21° 24,0810,82 29,55+2,88° 39,12+1,73°
S n-6** 10,46+0,16° 12,44+0,24° 8,51+1,50° 8,70+2,66°
S n-3/n-6** 2,18+0,13% 1,94+0,07° 3,55+0,65° 4,76+1,36°
EPA+DHA* 18,72+1,26° 19,32+0,81° 24,4642 ,28° 34,49+1,98°

CAG: Corvina Grande de Aquicultura; CAP: Corvina Pequena de Aquicultura; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande. SFA: Acidos Graxos Saturados; MFA: Acidos Graxos
Monoinsaturados; PUFA: Acidos Graxos Poli-insaturados; n-3: Acidos Graxos Omega 3: n-6: Acidos
Graxos Omega 6; n-3/n-6: Proporgao de Acidos Graxos, EPA: Acido Eicosapentaendico, DHA: Acido
Docosahexaendico. Diferentes letras sobrescritas em cada linha indicam diferencgas significativas. *
Diferengas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05). ** e *** Diferencas significativas pelo
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01 e P < 0,001, respectivamente.

A variagdo na concentragdo de acidos graxos da corvina de aquicultura e
selvagem foi sobretudo devido as diferentes fontes de alimentos, porém, outros
fatores também podem influenciar a sua composigdo de &acidos graxos, como
tamanho, idade, estado reprodutivo, localizagdo geografica e sazonalidade (Saito et
al., 1999). De acordo com Bell e Sargent (2003) as principais mudancas na
composi¢ao dos peixes, especialmente nos niveis de acidos graxos, é atribuido a

qualidade e quantidade de fitoplancton disponivel no habitat, pois estes representam

36



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

a maior fonte de acidos graxos no alimento, principalmente os da série 6mega-3.
Este fato mostra que o ambiente marinho proporciona uma fonte excelente de
alimentos ricos em n-3.

A quantidade de PUFA n-3 em lipideos de peixes marinhos de aquicultura é
geralmente inferior a dos seus homodlogos selvagens porque a alimentacao
comercial geralmente contém elevadas propor¢cdes de lipideos ricos em SFA e
MUFA, mas é deficiente em PUFA n-3, principalmente porque sado derivados de
fontes terrestres (6leo de plantas e gordura de animal terrestre). A menor proporgéo
de PUFA n-3 em peixes de viveiro pode reduzir a qualidade nutricional dos seus
componentes lipidicos (Ackman & Takeuchi, 1986). Mudangas na qualidade e
quantidade dos lipideos do peixe seriam esperadas se a fonte de alimentacao
terrestre fosse substituida por fontes de alimentos marinhos, isso possibilitaria o

aumento dos niveis de n-3, especialmente de EPA e DHA.

3.3. Minerais essenciais e ndo essenciais

Os elementos foram divididos em dois grupos: essenciais (Tabela 5) e nao-
essenciais (Tabela 6). Os elementos do primeiro grupo sao essenciais para o
metabolismo de peixe, enquanto elementos ndo essenciais ndo tém nenhum papel
conhecido no seu sistema bioldgico. No entanto, a via dos elementos ndo essenciais
€ semelhante a dos essenciais, sendo também transportado e acumulado nos
tecidos dos peixes (Canli & Atli, 2003).

Os elementos essenciais, Cl, S e K foram os mais abundantes em todas as
amostras. O sistema de produgdo e o tamanho tiveram influencia no teor de
minerais. Foram encontradas diferencas significativas entre corvina de aquicultura e
selvagem apenas para o Cl e Zn. Com relagdo ao tamanho dos peixes, as corvinas
maiores apresentaram concentracdes mais elevadas de Rb e menores niveis de Br
do que as corvinas menores. O teor de minerais dos peixes selvagens pode ser
influenciado por uma série de fatores, incluindo sazonalidade, espécie, tamanho,

tecido, idade, sexo, maturidade sexual, fonte de alimentagcao e ambiente (Lal, 1995).

37



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

Tabela 5. Conteudo de minerais essenciais (mg kg'1) de corvinas selvagens e de
aquicultura em diferentes tamanhos.

Sistema / Tamanho

Minerais
CAG CAP CSG CSP

S 7138,31£787,61*° 6446,07+549,27° 9381,87+1569,35° 9858,15+1136,38°
cr 2084,39+259,16°  3122,53+329,44° 2546,80+483,48°  2631,69+426,49°
K* 18744,11+404,46° 18899,72+58,34° 19442,12+81,81°  19820,64+79,92°

Ca* 604,43+89,65° 466,47+58,34° 508,03+81,81% 612,31+79,92°
Fe* 11,65+1,17° 25,3046,51° 13,62+2,94° 11,34+1,68°
Cu* 3,06+0,17° 2,98+0,23° 2,68+0,30° 2,92+0,31°
Zn*** 21,33+0,59° 21,83+0,76° 14,53+0,47° 15,82+1,38°
Se*** 1,40+0,60°° 0,94+0,12° 2,05+0,21° 2,30+0,89°
Br* 13,74+0,86° 20,35+1,39° 16,14+2,38° 19,57+2,20°
Rb* 4,56+0,46° 2,89+0,24° 3,46+0,41° 2,81+0,40°

CAG: Corvina de Aquicultura Grande; CAP: Corvina de Aquicultura Pequena; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande. Diferentes letras sobrescritas em cada linha indicam
diferencgas significativas. * Diferengas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05). ** e ***
Diferencas significativas pelo teste n&o paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01 e P < 0,001,
respectivamente.

Em relacdo aos minerais ndao essenciais (Tabela 6), os elementos mais
abundantes foram As e Hg. Os elementos ndo essenciais foram afetados apenas
pelo tamanho das corvinas. As concentragdes de Hg e As foram fortemente afetadas
pelo tamanho nas corvinas selvagens (niveis mais elevados de Hg em peixes
grandes e de As nos peixes menores), enquanto que nao foram afetados pelo
tamanho do peixe nas corvinas de aquicultura. As concentracdes de Cd e Pb
também foram afetadas pelo tamanho nas corvinas de aquicultura, sendo que foram
maiores nas corvinas grandes. No entanto, de acordo com a Autoridade Europeia
para a Seguranca dos alimentos (EFSA, 2005) o consumo das corvinas tanto de
aquicultura como as selvagens estdo abaixo da ingestdo semanal toleravel, nao

sendo assim considerado um risco para a saude.

De acordo com Canli e Atli (2003), a acumulagédo de metais téxicos em
tecidos de peixes é principalmente dependente da condi¢gdo animal (teor de gordura,
idade, tamanho) e da concentragdo de metais na agua e nos alimentos, embora
outros fatores ambientais podem também desempenhar um papel na acumulagao

destes como: salinidade, temperatura, pH e dureza. (Orban et al., 2006).
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Tabela 6. Conteudo de minerais ndao essenciais (mg kg'1) de corvinas selvagens e
de aquicultura em diferentes tamanhos.

Sistemal/ Tamanho

Contaminantes CAG CAP CSG CSP
Hg*** 0,82+0,02° 0,87+0,02° 1,66+0,02*° 0,58+0,22°
Cd*** 0,05+0,02° 0,01£0,00° 0,02+0,01° 0,02+0,01°
Pb*** 0,14+0,02° 0,07+#0,01°  0,12+0,05% 0,17+0,06°

As* 10,55+1,10®®  11,38+1,27°  9,61+1,58°  13,2242,27°

CAG: Corvina de Aquicultura Grande; CAP: Corvina de Aquicultura Pequena; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande. Diferentes letras sobrescritas em cada linha indicam
diferencas significativas. * Diferengas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05). ** e ***
Diferengas significativas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01 e P < 0,001,
respectivamente.

3.4. Analise isotbpica

Os resultados das analises isotépicas de corvinas selvagens e de aquicultura
estdo apresentados na Tabela 7. As razdes de isotopos de carbono foram
estatisticamente diferentes entre o nivel de domesticagdo, mas nao entre os
tamanhos. A corvina de aquicultura apresentou menores valores de 3C do que as
selvagens. A origem dos lipideos da dieta em formulagdes de ragbes comerciais
refletiu uma significante assinatura de 6leos de plantas terrestres e apareceu em
grande parte ser de origem Cj3 (plantas nas quais a fixacdo de dioxido de carbono
segue o ciclo das pentoses ou ciclo de Calvin) susceptiveis de serem utilizadas em
racao para a aquicultura (O'Leary, Madhavan & Paneth, 1992).

Tabela 7. Raz&o isotopica de carbono (°*C) e nitrogénio ('°N) de corvinas selvagens
e de aquicultura.

Sistema/Tamanho 5"3C (%) AN (%o)
CAG -21,26+0,24° 10,29+0,10°
CAP -21,23+0,17° 10,43+0,13°
CSG -17,08+0,67° 19,29+0,10%
CSP -18,05+0,55° 15,450,14°

CAG: Corvina de Aquicultura Grande; CAP: Corvina de Aquicultura Pequena; CSP: Corvina Selvagem
Pequena; CSG: Corvina Selvagem Grande. ®°Média + D.P. com letras diferentes na mesma coluna
sdo significativamente diferentes pelo teste Unequal HSD (P < 0,05).

Diferencas entre os peixes de aquicultura e selvagem esta relacionada com o
tipo de alimentagdo. Segundo Busetto et al. (2008), os musculos de peixes de

aquicultura tem valores mais negativos de 3C do que os selvagens devido a uma
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dieta menos variavel e mais rica em lipideos. A dieta com alto teor de lipideos dos
peixes de aquicultura produz tecidos com teor lipidico superior, induzindo um maior
fracionamento isotopico de '*C do que o encontrado em peixes selvagens, que
apresentam menor acumulo de lipideos nos tecidos. Bell et al. (2007), afirma que a
dieta de peixes marinhos sao mais pesadas devido a fonte de carbono inorganico.

A diferenca nos valores de C e "N pode ser atribuida a fonte de
alimentacédo, onde os habitats marinhos apresentam maior enriquecimento destes
isétopos (Fry & Sherr, 1989). As razdes isotépicas de nitrogénio foram
estatisticamente menores em corvinas de aquicultura em comparagdo com as
selvagens. A composigao isotdpica das corvinas de aquicultura é relativamente
constante nos dois tamanhos, devido ao mesmo sistema de produg¢ao e composi¢ao
da dieta. Por outro lado, diferencas podem ser observadas nos is6topos de
nitrogénio para as amostras selvagem. A propor¢cao de is6topos de nitrogénio
depende da origem e tipo de proteinas na dieta. A corvina tem habitos alimentares
carnivoros, € sua composicdo pode variar de acordo com a disponibilidade de
presas e a origem geografica das areas de pesca. Por esta razdo, a variagdo dos
valores de "°N pode ser devido a diferencas entre os alimentos naturais e as ragées
(Busetto et al., 2008).

Valores de "°N foram significativamente diferentes entre os tamanhos apenas
na corvina selvagem, onde as corvinas menores tinham niveis mais baixos. Isto
pode ser atribuido ao fato de que a proteina animal utilizada na aquicultura é
proveniente de organismos que estdo nos niveis mais baixos da cadeia alimentar do
gue os alimentos consumidos pelas corvinas selvagens. A propor¢ao de N também
pode ter variado entre os tamanhos na corvina selvagem devido a diferentes habitos
alimentares e aspectos de migragéo. Os juvenis de corvinas selvagens alimentam-se
de peixes demersais e pequenos crustaceos, enquanto que os adultos comem

peixes pelagicos e cefalépodes (Monfort, 2010).

Na anadlise de componentes principais dos isétopos estaveis (Figura 1) é
possivel diferenciar a corvina de aquicultura da selvagem. A variavel responsavel
primeiro componente foi o '°N (0,946) e o '*C responsavel pelo segundo

componente (0,946).
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Figura 1. Analise de Componentes Principais dos isétopos estaveis de corvinas
selvagens e de aquicultura de diferentes tamanhos.

3.5. Andlise Fatorial Exploratoria (AFE)

A AFE foi utilizada para fornecer uma viséo geral da capacidade das variaveis
de composi¢cao quimica, perfil de acidos graxos, minerais e is6topos estaveis para
discriminar as diferencas entre o nivel de domesticagcdo e tamanho. Depois de
aplicar a AFE para o conjunto de dados, dois fatores foram extraidos. A
percentagem de variancia explicada por cada fator foi de 48,74% e 19,97%,
respectivamente. As variaveis que melhor descrevem o primeiro fator sao 20:1n-11,
20:1n-9, n-6 total, proteina e 17:0, e as principais variaveis do segundo fator sao
22:5n-6, 22:6n-3 (DHA), EPA+DHA total e 20:4n-6 (ARA) (Tabela 8). A
representacdo grafica das amostras de corvinas (Figura 2) mostra clara
diferenciacédo entre o nivel de domesticagcao das corvinas, porém soé foi possivel a

diferenciagdo do tamanho nas corvinas de aquicultura.

O aspecto inovador deste estudo foi avaliar o potencial do uso da composi¢cao
quimica, acidos graxos, minerais essenciais e nao essenciais e os isotopos estaveis
para rastrear o nivel de domesticagdo de corvinas de aquicultura e selvagem. A

eficiéncia dessas ferramentas para diferenciar o nivel de domesticagcdo e tamanho
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das corvinas reforca a necessidade da realizacao de estudos futuros para avaliar a

aplicabilidade destes métodos para uma variedade de amostras de pescado de

diferentes regides geograficas, espécies e niveis de domesticagcdo para impedir a

comercializagao fraudul

enta.

Tabela 8. Primeiro e Segundo fatores extraidos a partir da analise fatorial
exploratéria aplicado a todas as variaveis que foram estatisticamente diferentes

guanto ao grau de domesticacdo e tamanho das corvinas.

Variavel Fator 1 Fator 2
Proteina -0,96312 0,14517
17:00 0,96519 -0,03511
20:1n-11 0,98781 -0,06495
20:1n-9 -0,9775 0,09062
20:4n-6 -0,02937 -0,93889
22:5n-6 -0,02265 -0,97699
22:6n-3 0,18183 -0,96784
EPA+DHA 0,14206 -0,95111
AFE - Corvina
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20 [ ;
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Figura 2. Analise Fatorial Exploratéria de corvinas selvagens e de aquicultura

de diferentes tamanhos.
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4. Conclusoes

As corvinas de aquicultura e selvagem podem ser diferenciadas utilizando o
conteudo total de lipideos, proporcdo de varios acidos graxos (16:2n-4, 16:4n-3,
18:0, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3, 20:1n-9, 22:1n-11, MUFA, 20:4n-6, 22:5n-6, 22:6n-3
e EPA+DHA), alguns elementos essenciais (Cl e Zn), ndo essenciais (Hg) e isétopos
de carbono e nitrogénio. A diferenciagdo quanto ao tamanho é mais dificil, porém
alguns elementos, tais como Br, Rb, "N e MUFA foram eficazes para distinguir o

tamanho das corvinas.
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Capitulo lll - Rastreabilidade do
bacalhau: Utilizacao de diferentes
ferramentas para a autenticacao de peixes
salgados
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Resumo

O objetivo deste estudo foi utilizar o perfil de acidos graxos, elementos essenciais e
nao essenciais, e isétopos estaveis de carbono e nitrogénio, como ferramentas de
rastreabilidade para garantir a autenticidade de bacalhau do Atlantico (Gadus
mohrua) e outras espécies de peixes salgados. Pollachius virens apresentou maior
teor de lipideos e menor teor de umidade e proteina. Gadus mohrua e G.
macrocephalus foram diferentes quanto as propor¢des de 20:5 n-3, 18:3 n-3, Zn e
Sr. Este estudo mostrou que M. molva apresentou os maiores teores de Hg e G.
macrocephalus niveis mais elevados de Pb em relagdo as espécies similares. As
razbes isotépicas de carbono foram estatisticamente diferentes entre G.
macrocephalus, P. virens e M. molva. O "°N foi eficiente na diferenciacdo entre G.
macrocephalus, P. virens e G. mohrua. A combinagcdo de anadlises de is6topos
estaveis de carbono, nitrogénio e alguns acidos graxos da familia émega-3 foram

eficientes na diferenciagao de G. mohrua e M. molva.

Palavras-chave: Gadus; espectrometria de massa de razdo isotopica; acidos

graxos; minerais essenciais; contaminantes.
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Abstract

The aim of this study was to use, essential and non-essential elements, fatty acid
profile and stable isotopes of carbon and nitrogen, as traceability tools to ensure the
authenticity of Atlantic cod (Gadus mohrua) and other species of salted fish. P. virens
contained higher fat and lower moisture and protein content. G. mohrua and G.
macrocephalus were different in proportion of 20:5n-3, 18:3n-3, Zn and Sr. This study
showed that M. molva was higher Hg contents and G. macrocephalus had higher Pb
contents than others similar species. Carbon isotopic ratios were statistically different
among G. macrocephalus, P. virens and M. molva. Nitrogen isotopic was efficient in
differentiation among G. macrocephalus, P. virens and G. mohrua, but it was not

possible to differentiate G. mohrua from M. molva.

Keywords: Gadus; isotope ratio mass spectrometry; fatty acids; macro and trace

elements
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1.Introdugao

O Bacalhau (Gadus mohrua) é um dos produtos tradicionais mais apreciados
em todo o mundo, principalmente devido a estabilidade de armazenamento, elevado
valor nutritivo e sabor (Lauritzsen et al., 2004). No entanto, a sobrepesca tem
provocado a diminuicao dos estoques e limites de captura. Toda essa situacido tem
causado aumento da comercializacdo de espécies alternativas para atender a

demanda dos consumidores e aumentar a oferta de produtos similares.

Espécies de peixes semelhantes ao bacalhau do Atlantico, como bacalhau do
Pacifico (Gadus macrocephalus), bacalhau da Groenlandia (Gadus ogac), Lingue
(Molva molva), Saithe (Pollachius virens), Zarbo (Brosme brosme) entre outros,
podem ser normalmente comercializados indevidamente em acgdes fraudulentas
como G. mohrua, pois apresentam caracteristicas organolépticas e morfoldgicas
similares (Herrero et al., 2010). Os produtos alimentares de peixes da familia
Gadidae sao comercializados em varias formas (salgado, filés e sem pele) e no
processo sao removidas as caracteristicas morfologicas externas dos produtos
processados, dificultando a identificagdo e possibilitando a substituicdo por espécies

de menor valor comercial (Rasmussen & Morrissey, 2009).

Atualmente, o comércio internacional de peixes é fortemente influenciado pela
autenticidade de alimentos e normas de seguranga e varias diretivas europeias
introduziram aspectos relativos as normas de qualidade e seguranga na cadeia
produtiva do pescado. As diretivas da UE introduziram normas de rotulagem, que
exige que informagdes como espécie, origem geografica e método de produgao
sejam identificadas nos rotulos das embalagens de pescado (EC, 2001). Neste
sentido, o objetivo destas normas é determinar a rastreabilidade do peixe, para
garantir a confianca dos consumidores e fornecer-lhes o minimo de informagdes

necessarias sobre a origem dos produtos.

7

Pelas razbes acima, é necessario o desenvolvimento de métodos que
permitam a correta identificacdo das espécies presentes em todos os tipos de
produtos transformados. Em estudos anteriores uma série de pardmetros intrinsecos
tem sido utilizada para determinar a autenticidade de peixes. Diferentes espécies
sdo caracterizadas pela alta variedade de perfil de acidos graxos, em especial de
EPA e DHA, que sao particularmente benéficos para a saude humana. A

composicao de acidos graxos foi utilizada com sucesso para distinguir peixes
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selvagens e cultivados (Bell et al, 2007; Busetto et al, 2008) e identificacdo de
estoques de bacalhau (Joensen et al., 2000). A composi¢cao de acidos graxos dos
peixes € afetada por uma variedade de fatores, incluindo o metabolismo lipidico,
sazonalidade, idade, tamanho e estagio de maturidade sexual e fatores ambientais
(Sargent et al.,, 1999). Portanto, o uso do perfil de acidos graxos para autenticar

espécie pode ser uma técnica recomendada.

O peixe é uma excelente fonte de minerais essenciais e a concentracao
desses elementos € influenciada por uma série de fatores biolégicos (espécie,
tamanho, sexo, idade e maturidade sexual) e ambientais, tais como a oferta de
alimentos, ambiente e sazonalidade. No entanto, estes fatores também determinam
o acumulo de metais pesados nestes organismos (Al-Yousuf et al., 2000). Os peixes
expostos a contaminantes podem ser afetados negativamente em termos de

qualidade da carne.

A técnica analitica com base na medicdo por espectrometria de massas de
razdes isotdpicas (IRMS) tem sido proposta como ferramenta para autenticar os
produtos de origem animal. A determinacédo de proporcdes de isétopos estaveis de
elementos leves, principalmente carbono e nitrogénio, foi aplicada para distinguir
peixes selvagens e de criagdo (Dempson & Power, 2004; Serrano et al, 2007),
variacbes sazonais (Sant'Ana et al., 2010) e determinagcdo da origem geografica
(Luykx & Ruth, 2008).

O problema da andlise de alguns alimentos processados é que apds a
transformacdo o produto altera as suas propriedades fisicas e quimicas e
caracteristicas sensoriais. Por estes motivos, os isétopos estaveis podem ser mais
adequados para a identificacdo de espécies de todos os tipos de produtos,

independentemente dos processos aos quais foram submetidos.

O objetivo deste estudo foi utilizar o perfil de acidos graxos, elementos
essenciais e ndo-essenciais e isotopos estaveis de carbono e nitrogénio, como
ferramentas de rastreabilidade para garantir a autenticidade do bacalhau do
Atlantico (Gadus mohrua) e outras espécies de peixes salgados e secos, de modo

que a fraude possa ser detectada.
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2. Material e métodos
2.1. Coleta e processamento das amostras

As amostras de bacalhau do Atlantico (Gadus mohrua, n=6), bacalhau do
Pacifico (Gadus macrocephalus, n=6), Lingue (Molva molva, n=6), Saithe (Pollachius
virens, n=6) e Zarbo (Brosme brosme, n=6) foram obtidas de uma empresa
portuguesa de importacdo de produtos da Noruega. Foi removido 0 excesso de sal
da superficie dos peixes, em seguida, as amostras foram cortadas em pedagos de 2
cm e colocadas num recipiente com agua a temperatura ambiente durante 24 horas.
A agua foi renovada duas vezes durante a dessalga. As amostras de musculo sem
pele foram homogeneizadas, congeladas e uma porgéao foi liofilizada durante 48
horas a temperatura de -40°C e a baixa pressao (aproximadamente 10" atm; Heto
power dry LL 3000), e armazenada a -80°C sob condi¢des de umidade controladas

até as analises.
2.2. Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado em duplicata para cada amostra, e
baseou-se no procedimento experimental de Cohen et al. (1988). Cada amostra (300
mg de peso seco) foi dissolvida em 5 mL de cloreto de acetilo / metanol (01:19 v/ v;
Merck), agitada, e aquecida (80°C, 1 h). Apds o resfriamento, 1 mL de agua ultra
pura (Milli-Q) e 2 mL de n-heptano (Merck) foram adicionados e as amostras foram
agitadas e centrifugadas (2000 g, 5 min, Sigma 2K15) até a separagcao de fases. A
umidade da fase superior foi removida com sulfato de sddio anidro (Panreac). Uma
aliquota (2 uL) da fase superior foi injetada num cromatografo a gas (Varian Star
3800 Cp) equipado com amostrador automatico e com detector de ionizagcdo de
chama de 250°C. A separacgao foi feita com o hélio como gas de arraste, com fluxo
de 1 mL min-", de uma coluna capilar DB-WAX (30 m de comprimento 0,32 mm de
didmetro interno, 0,25 ym de espessura de filme; Hewlett-Packard) programado a
180°C durante 5 min, aumentada para 220 a 4°C min-', e mantida a 220°C durante
25 min, com o injetor a 250°C. Os acidos graxos foram identificados por comparacao
dos tempos de retengdo com os de padrbes Sigma. Os dados quantitativos foram
calculados utilizando a relagdo da area de pico (percentagem de acidos graxos

totais) e o software Varian.

52



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

2.3. Elementos essencias e nao-essenciais

A espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF)
foi utilizada para quantificar os elementos S CI, K, Ca, Fe, Zn, As, Se, Bre Sr. O
espectrémetro utiliza um gerador de raios-X Philips (PW 1140/00/60 3 kV). A técnica
de EDXRF consiste em um tubo de raios-X equipado com um excitador de
molibdénio secundario. As radiacbes caracteristicas emitidas dos elementos da
amostra foram detectados por litio derivado de silicio [Si (Li)] com 30 mm? de area
ativa e janela de berilio de 8 um. A resolugao de energia foi de 135 eV em 5,9 keV.
Calculos quantitativos foram feitos pelo método dos pardmetros fundamentais
(Custodio, Carvalho & Nunes, 2003). O gerador de raios X foi operado a 50 kV, 20
mA e tempo de aquisigdo de 1000 s. Cada amostra liofilizada (1 g) foi prensada em
pastilhas de 2 cm de diametro (n = 2), sem qualquer tratamento quimico e coladas
sobre filmes de Mylar em suportes de amostras e colocada diretamente no feixe de

raios X.

A espectrometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS; Varian SpectrAA
55B Sydney, Australia) foi utilizada para quantificar Cd e Pb em cada amostra (n =
2), de acordo com os procedimentos descritos por Jorhem (2000). Em resumo, 10 g
do musculo seco foram incinerados a 500°C e dissolvidos em 15% v / v de &cido
nitrico. As concentracées de Pb e Cd foram encontradas por meio da calibragédo
externa linear com solucdes padrdo: Cd (NOs), e de Pb (NO3), (Merck, 1 g L™
dissolvidos em 0,5 mol L™ HNO3).

As concentragbes de Hg total foram determinadas por espectrometria de
absorgdo atdbmica utilizando analisador automatico de Hg (aparelho AMA 254,
LECO). O procedimento baseia-se na decomposi¢cao da amostra liofilizada (10 mg, n
= 2 para cada amostra), por meio da combustao, e técnica de pré-concentragédo por
amalgamacao através da fusdo com ouro e espectrometria de absorgcdo atdbmica. As
concentracdes foram calculadas a partir de calibragéo linear com solugéo padréao de

absorbancia de Hg (1 g L-' dissolvidos em 0,5 mol L-' HNO3; Merck).

A exatidao foi verificada por analise de material bioldgico certificado (Tabela
1). Os limites de detec¢do (DL) de cada um dos elementos foram determinados
através de dois métodos: (1) EDXRF - com a abordagem de sinal-para-ruido, em
que o equipamento compara o sinal de cada elemento com amostras em branco e é

estabelecida a concentracdo minima a qual o elemento é detectado com segurancga,
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e (2) FAAS - com o desvio-padrao residual (RSD) da resposta e o declive (S) da
curva de calibragdo de cada solugdo padrao usada [DL = (3,3 x RSD) / S]. A
concentracao de todos os elementos foi expressa em miligramas por quilograma de
peso em base seca (mg kg-1).

Tabela 1. Concentracdo elementar (mg kg~' DW) e limites de deteccdo (mg kg™,

D.L.) de material de referéncia certificado (média + desvio padrao) analisados por
FAAS e EDXRF.

Material de referéncia Valor Presente
Elemento Técnica D.L.
certificado certificado  trabalho
Hg FAAS 0,02 Dogfish muscle (DORM-2) 4,64+0,26  4,68+0,17
Cd FAAS 0,01 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 27,00£1,00 27,00%0,00
Pb FAAS 0,02 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 0,35+0,13  0,35+0,06
As EDXRF 0,7 Lobster hepatopancreas (TORT-2) 21,60+1,80 22,6+2,00
S EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566) 7600* 8200+500
Cl EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566) 10000* 102004500
K EDXRF 50 Oyster tissue (SRM 1566) 9690+50 10000+80
Ca EDXRF 20 Oyster tissue (SRM 1566) 1500150 1350150
Fe EDXRF 3 Dogfish muscle (DORM-2) 142410 141,311,5
Cu EDXRF 0,7 Oyster tissue (SRM 1566) 63,0+4,0 63,0+4,0
Zn EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2) 25,6+2,3 23,9+0,1
Se EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2) 1,4+0,09 1,2+0,1
Freeze-dried animal blood (IAEA-
Br EDXRF 0.8 A-13) 22,0+3,0 22,0+2,0
Rb EDXRF 1.1 Orchard Leaves (SRM-1571) 11,410,7 12,0£1,0

*QOs valores néo certificados foram fornecidos por United States National Bureau of Standards.

2.4. Andlise isotdpica

A amostra liofilizada foi pulverizada usando moinho criogénico (Spex
Certipret) com nitrogénio liquido a -196°C, em seguida foram pesadas em balanca
(MX5, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) cerca de 500 ug para 3'°N e 60 ug
para 5"C do material pulverizado e estes foram acondicionados em capsulas de
estanho cilindricas, com 5 x 9 mm. As capsulas foram submetidas a combustéao total
sob fluxo continuo de Hélio, a 1020° C, através do analisador elementar (EA 1108 —
CHN Fisons Elemental Analyzer), acoplado ao espectrémetro de massa Delta S

(Finnigan Mat, Bremen, Alemanha).
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As razbes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram
comparadas aos padrdes internacionais estabelecidos para o carbono — PDB (Pee
Dee Belemnite, um fossil de Belemnitella americana da formacdo Pee Dee, da
Carolina do Sul, EUA) — e para o nitrogénio — ar atmosférico (N,). Esses valores,
designados pela terminologia delta (8), em unidade por mil (%o), foram calculados

através da seguinte equacao:
6 amostra — [(Ramostra— Rpadréo) - 1] X 1000
2.5. Andlise estatistica

A analise de varidncia ANOVA, foi utilizada para detectar diferencas
significativas entre bacalhau e espécies de peixes similares quanto ao perfil de
acidos graxos, minerais essenciais e ndo essenciais e isétopos estaveis, seguido
pelo teste Unequal N HSD (variagdo do teste de Tukey) para identificar essas
diferengcas. Sempre que necessario, os dados foram transformados para satisfazer
os requisitos de distribuicdo normal e homocedasticidade, seguido de analise de
variancia nao-paramétrica com comparacgdes multiplas (Kruskall-Wallis), se os dados
transformados nao atendem a esses pressupostos. A Analise Fatorial Exploratéria
(AFE) com extragdo de componentes principais também foi empregada para reduzir
os conjuntos de dados multidimensionais dos varios elementos para dimensodes
menores, simplificando assim a apresentacao e interpretacido dos dados. Todas as
analises estatisticas foram testadas no nivel de 0,05 de significAncia com o software
STATISTICA 8,0 © (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

3. Resultados e discussao
3.1. Perfil de &cidos graxos

A composigdo de acidos graxos revelou diferengas significativas entre as
espécies (Tabela 2). Os principais acidos graxos saturados (SFA) e
monoinsaturados (MUFA) foram o 16:0 (acido palmitico) e 18:1 n-9 (acido oléico),
respectivamente, em todas as espécies, sendo que P. virens teve o maior valor de
18:1. Os mais proeminentes acidos graxos poli-insaturados (PUFA) foram 22:6 n-3,
acido docosahexaendico (DHA) e 20:5 n-3, &cido eicosapentaendico (EPA),
respectivamente. Molva molva apresentou o maior valor de 22:5 n-3 e B. brosme
apresentou o maior valor de DHA, ao passo que as outras espécies apresentaram

valores semelhantes. Gadus mohrua e G. macrocephalus tiveram maiores niveis de
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20:5 n-3 do que P. virens, M. molva e B. brosme. Pollachius virens apresentou as

maiores diferencas no perfil de acidos graxos. Esta espécie teve niveis mais

elevados de MUFA e menores niveis de PUFA n-3, n-6 e EPA + DHA.

Tabela 2. Percentual de acidos graxos de bacalhau e espécies similares.

Acido graxo G.mohrua G. PoII_achius Molva Brosme
macrocephalus virens molva brosme
> 14:0* 2,060,67% 1,61+0,36" 2,72+0,87%  1,73+0,49° 0,61+0,11°
5 15:0* 0,43+0,10° 0,44+0,10° 0,52+0,14*  0,57+0,33°  0,20+0,03"
>16:0* 23,47+3,20°  22,33%3,08° 20,65+2,09° 22,46+2,11% 21,82+1,63°
16:1n-7+n-9* 2,20+0,57%° 2,83+0,25° 2,88+0,99°  1,62+0,49°  1,38+0,07°
16:2n-4- fit*  0,32+0,21° 0,10+0,02° 0,20+0,08%  0,26+0,11*  0,26+0,05°
517:0* 0,42+0,08° 0,44+0,07° 0,47+0,09°  0,460,07°  0,45+0,08°
16:3n-4* 0,13+0,03° 0,20+0,03% 0,27+0,08°  0,21+0,04®  0,29+0,05
16:4n-3* 0,07+0,04° 0,05+0,03° 0,06+0,01°  0,49+0,13° 0,510,127
18:0* 4,80+0,52* 4,31+0,36° 4,98+054%°  538+0,33® 5,71+0,32°
$18:1 12,69+1,77°  13,89+0,42*°  19,25+3,05° 12,51+1,24° 16,54+1,87%
18:2n-6* 1,17+0,32° 0,74+0,13° 1,15+0,13°  1,00+0,13%° 0,92+0,15%
18:3n-3* 0,23+0,04° 0,21+0,06° 0,60+0,16  0,37+0,04*  0,20+0,05°
18:4n-3*  0,45+0,11%° 0,40+0,16" 0,65+0,07°  0,59+0,12%  0,20+0,14°
20:1n-11*  2,76+0,69°° 2,68+0,82° 7,54+0,95°  4,20+0,42° 2,37+0,27°
20:4n-6* 1,74+0,35° 2,27+0,38° 0,97+0,29°  1,73+0,11° 0¢
20:5n-3***  14,52+2,64°  15,89+0,63° 7,19+0,48°  8,49+0,62°  7,09+1,21°
22:1n-11*  0,47+0,16° 0,24+0,10° 2,924#1,11*  1,10+0,49°  0,86+0,08°
22:5n-3* 0,86+0,26° 1,23+0,31%° 0,90+0,19°  1,41+0,38° 1,23+0,15%
22:6n-3*  24,52+255°  2567+327°°  23,31+576° 32,15+3,46™ 34,05+2,80°
24:1n-9* 0,51+0,13° 0,38+0,07® 0,28+0,11°  0,50+0,08° 0°
SFA* 31,2143,97°  29,23+3,57° 29,46+2,59° 30,66+2,56° 29,41+2,04°
MUFA* 18,09+2,44° 19,80+1,01° 33,35+2,38% 19,43+1,82° 21,10+2,43°
PUFA* 43,87+4,66°  45,80+3,44° 34,2944, 79° 46,41+3,43% 48,57+3,23°
n3* 41,8145,00°  44,20+3,46° 32,3044,58° 44,31+3,44° 43,99+3,30°
n6* 3,23+0,56™ 3,52+0,38° 2,45+0,51°  3,38%0,41°  3,92+0,64°
N3/n6* 11,69+1,49°  12,62+0,77° 13,59+2,80° 13,75+1,54° 11,48+2,21°
EPA+DHA* 38,50+3,75°  41,56+3,34° 29,30+4,42° 40,74+3,24° 41,1443,42°

SFA: Acidos Graxos Saturados; MFA: Acidos Graxos Monoinsaturados; PUFA: Acidos Graxos Poli-
insaturados; n-3: Acidos Graxos Omega 3; n-6: Acidos Graxos Omega 6; n-3/n-6 Proporgéo De
Acidos Graxos, EPA: Acido Eicosapentaensico, DHA: Acido Docosahexaendico. Diferentes letras
sobrescritas em cada linha indicam diferengas significativas. * Diferencas significativas pelo teste
Unequal N HSD (P < 0,05). ** e *** Diferengas significativas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis, P 0,01 e P = 0,001, respectivamente.

Foi possivel diferenciar o G. mohrua do M. molva pela concentragao de varios
acidos graxos n-3 (16:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3 e 22:6n-3). Assim, pode-se observar
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que houve diferencas especificas entre as espécies quanto a composi¢cao de acidos

graxos.

Para o grupo de PUFAs n-6, o principal acido graxo foi o acido araquidonico
(20:4 n-6, ARA), exceto para P. virens e B. brosme que tinham niveis mais elevados
de acido linoléico (18:2 n-6). Diferengas também foram encontradas em outros
acidos graxos, tais como o0 16:3n-4, 16:4n-3, 18:3n-3, 20:1n-11 and 22:1n-11.

Segundo Ackman (1989), fatores intrinsecos, como sexo, idade ou
desenvolvimento gonadal ndo mostraram diferengas notaveis na composigao de
acidos graxos em uma grande variedade de peixes e mariscos, mas fatores
exdégenos tais como temperatura, salinidade, e especialmente a nutricdo podem ter
mais influencia. De acordo com Joensen e Grahl-Nielsen (2000), o perfil de acidos
graxos pode ser espécie especifica, apesar da variabilidade individual consideravel e
grandes diferencas nos tecidos. Este método poderia ser utilizado para identificar
espécies, mesmo quando sao provenientes de diferentes locais, pois os acidos
graxos que contribuem para a distingdo entre as espécies variam de acordo com a
origem geografica. Isto sugere que a composigcdo de acidos graxos pode ser

populagao-dependente em algumas espécies (Martinez, 2009).
3.2. Elementos essencias e ndo essenciais

As concentragdes dos elementos essenciais e ndo essenciais de bacalhau e
de espécies de peixes similares sao apresentadas na Tabela 3. Todas as
concentragcdes dos minerais foram determinadas em base seca. Os resultados
mostraram que B. brosme apresentou concentragdes de Cl significativamente

maiores em comparagao com as outras especies.

Os maiores teores de K foram encontrados em M. molva e B. brosme. Neste
estudo nao foram encontradas diferencgas significativas nos niveis de S, Ca, Fe e Cu
entre o G. mohrua e as demais espécies, no entanto, foram observadas diferencas
no teor de S entre G. macrocephalus e B. brosme e no teor de Ca entre M. molva e
B. brosme. Estes elementos sao essenciais para o crescimento, reprodugao e
metabolismo energético em todos os organismos vivos (Yildiz, 2008). Brosme

brosme apresentou a maior concentragéo de Br.
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Tabela 3. Conteudo de elementos essenciais e ndo essenciais (mg kg'1) de bacalhau e espécies similares.

Minerais G. mohrua G. macrocephalus Pollachius virens Molva molva Brosme brosme

S* 7.772,18+1440,77%® 7.826,35+689,35 7496,47+780,96 7011,18+327,14% 6032,82+1102,40°
cr 61.729,82+19293,77¢  114.913,94+13580,96™  82.907,75+10588,30®  128.423,04+13257,83°  201.368,45+15385,30°
K** 1.465,54+332,35% 1.303,40+350,39° 1.623,72+89,07% 2.122,35+382,86° 2.396,38+477,76°
Ca* 1.119,66+309,72%° 1.161,24+264,55%° 955,61+172,18% 788,01+106,45 1.683,56+526,10°
Fe* 13,11+5,32° 14,20+1,42° 15,93+4,00° 12,03+3,59° 10,3642,53°
Cu* 4,23+1,19° 4,02+0,50° 4,50+0,55° 3,61+0,44° 4,26+0,90°
Zn* 25,86+4,13° 22,15+4,48%° 19,92+2,76" 17,7342,31° 11,38+0,53°
Br 35,08+12,61° 56,98+7,92° 66,78+6,08° 38,25+3,71° 161,73+33,11°
Sr* 19,17+6,06° 18,67+2,89° 15,97+6,59%° 10,45+2,51° 18,39+2,97%
Hg* 0,296+0,156" 0,122+0,042° 0,195+0,056"° 0,428+0,137° 0,705+0,293°
Cd* 0,011+0,004" 0,016+0,006" 0,025+0,007° 0,020+0,006% 0,006+0,004°
Pb* 0,0830,014° 0,318%0,056° 0,127+0,076° 0,178%0,047° 0,122+0,047°
As* 9,190,31° 10,36+0,98° 8,34+0,76%° 11,02+1,70° 7,07+0,89°

Diferentes letras sobrescritas em cada linha indicam diferencas significativas. . * Diferengas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05). ** Diferencas

significativas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01.
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As espécies de género Gadus apresentaram niveis mais elevados de Zn e
Sr que as espécies similares. O Zn é um mineral essencial, sendo responsavel
por algumas fungdes bioldgicas importantes e necessario em nivel relativamente
elevado para manter-las, além de ser componente de muitas enzimas. Diferengas
nas concentracbes de Zn foram encontradas entre as espécies de habitats
diferentes (fundos de areia / lama, pelagico, de fundo arenoso / barrento)
(Carvalho et al., 2005). Os mesmos autores também encontraram diferencas
significativas na concentracao de Sr entre individuos da mesma espécie e entre
espécies e concluiram que a concentragédo de Sr diferiu significativamente devido
habitats diferentes. A concentracao de minerais pode variar devido a uma série de
fatores, tais como condi¢des ambientais (temperatura, salinidade, pH, etc), as
variagbes bioldgicas (espécie, sexo, tamanho e idade), fontes de alimentagao e

mudancas sazonais (Zeynali, et al., 2009) .

A maior concentracédo de Hg foi encontrada em B. brosme, enquanto que a
maior concentragdo de Pb foi encontrada em G. macrocephalus. A concentracao
mais elevada de Cd foi encontrada em P. virens, enquanto que a concentracio
mais baixa deste metal toxico foi encontrada em B. brosme. Concentracdes de As
variaram entre os peixes, onde o G. macrocephalus e M. molva apresentaram os
maiores valores e B. brosme e G. Mohrua apresentaram os menores niveis, no
entanto, a concentragdo desses contaminantes para todas as amostras
analisadas estao abaixo dos niveis aceitaveis estabelecidos pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 1996).

Diferencas de concentragdes de metais entre as espécies sdo encontradas
devido a diferentes habitos alimentares, ambientes aquaticos e o nivel de polui¢cao
da agua (Papagiannis et al., 2004). Por isso, € importante determinar as
concentracbes de metais pesados em peixes comerciais, a fim de avaliar

potenciais riscos associados ao consumo de peixe (Pérez Cid et al., 2001).
3.3. Is6topos estaveis

Os valores médios dos sinais isotdpicos de 5°C e 5'°N de bacalhau e
espéecies similares podem ser vistos na Tabela 4. 5'3C foi significativamente maior
em G. macrocephalus e B.brosme e os menores valores foram os de G. mohrua e

P. virens. O valor de 8'°N foi significativamente maior em G. macrocephalus que
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para as outras espécies e P. virens apresentou o menor valor de 5"°N. No que se
refere ao valor 8'°C, foi possivel diferenciar G. macrocephalus, P. virens e M.
molva, mas nao foi possivel diferenciar G. mohrua de P. virens e M. molva e G .
macrocephalus de B. brosme.

Tabela 4. Proporgado de isétopos estaveis de carbono (5'°C) e nitrogénio (5'°N)
de bacalhau e espécies similares.

Espécie 5 °C (%) A "°N (%o)
Média DP Média DP
Gadus mohrua -21,41% 0,14 14,99° 0,32
Gadus macrocephalus -20,08° 0,31 18,35% 0,64
Pollachius virens -21,79° 0,34 13,69° 0,82
Molva molva -21,23° 0,21 15,06° 0,35
Brosme brosme -19,96° 0,25 15,79° 1,05

“Diferentes letras sobrescritas em cada coluna indicam diferencas significativas pelo teste Unequal
HSD (P < 0,05).

Em relagdo aos valores 5'°N, G. mohrua diferiu significativamente de G.
macrocephalus e P.virens. No entanto, G. mohrua, M. molva e B. brosme foram
estatisticamente  semelhantes. Gadus macrocephalus mostrou  maior
enriquecimento em 3'°C e 5'°N. Pollachius virens apresentou os menores valores
em ambos os isétopos. A diferenga entre essas espécies foi de 4,66 %o € 1,71 %o
para 53C e & N, respectivamente. Estas diferengas podem ser atribuidas a dois
fatores, a alimentacdo e origem geografica. Estas espécies estdo dispostas em
regides muito distantes, onde o Gadus macrocephalus habita o Pacifico Norte, do
Estreito de Bering até o sul de Los Angeles, enquanto que o P. virens habita o
sudoeste da Groenlandia, Islandia e o Atlantico ocidental. Quanto a alimentacao
também apresentam grandes diferencas, pois 0 G. macrocephalus alimenta-se de
peixes (salmdo, sardinhas, arenques, etc), polvos, crustaceos e animais
bentbnicos, como o caranguejo Kamchatka e camardes, e a alimentagéo do P.
virens consiste em crustaceos e pequenos peixes na fase de crescimento e

quando adultos alimentam-se principalmente de peixes (FAO, 1990).

Peterson e Fry (1987) estabeleceram que valores entre 3-5 %o de
enriquecimento em 5'°N estariam em diferentes niveis tréficos. Para valores de

5"3C, o enriquecimento é de cerca de 1 %o por nivel tréfico (Wada et al. 1991).
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Na analise de componentes principais dos isotopos estaveis (Figura 1), ndo
foi possivel diferenciar apenas o M. molva do G. mohrua. A variavel responsavel

pelo primeiro componente foi o 53C e o 8™N foi responsavel pelo segundo

componente.
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Figura 1. Analise de Componentes principais do bacalhau e espécies afins.

Como nao foi possivel diferenciar o G. mohrua do M. molva apenas pela
analise de isotopos foi feita a andlise de componentes principais (ACP) com a
combinacdo dos isétopos estaveis de carbono, nitrogénio e alguns acidos graxos
da familia émega-3 que apresentaram diferencga significativa para estas duas
espécies. Na Figura 2, podemos identificar as duas espécies a partir dessa
combinacdo. A analise de componentes principais com base nos acidos graxos
selecionados e os is6topos estaveis mostraram uma melhoria na separagao entre

as espécies.

As diferengas quanto aos valores de C e "N sao atribuidas
principalmente a dieta dos animais. Gadus mohrua e o M. molva sdo mais
parecidos isotopicamente, pois apresentam habito alimentar semelhantes (peixes,

crustaceos, cefalépodes e equinodermos) (FAO, 1990).
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Figura 2. Analise de Componentes principais do G. mohrua e M. molva.
3.4. Andlise Fatorial Exploratoria (AFE)

Pela analise individual dos elementos é impossivel obter a diferenciagcédo de
todas as espécies. Assim, para comparar as espécies, foi realizada uma analise
multivariada com base em todas as variaveis que apresentaram diferencas

significativas.

A AFE foi utilizada para avaliar a estrutura multivariada do conjunto de
dados do bacalhau e espécies semelhantes. A Figura 3 indica que os dois
primeiros fatores foram responsaveis por 55,14% da variabilidade nos dados. O
fator 1 versus o fator 2 foi capaz de diferenciar apenas P. virens das outras
espécies. As variaveis que melhor descrevem o primeiro fator sdo n-6, n-3, PUFA,
EPA + DHA e 20: 4n-3, e as principais variaveis que descrevem o segundo fator
sao 14:0, 16:1 n-9, Sr e cinzas. (Tabela 7)
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Tabela 7. Primeiro e segundo fatores extraidos a partir da andlise fatorial
exploratéria aplicado a todas as variaveis que foram estatisticamente diferentes

entre o bacalhau e espécies afins.

Variavel Fator 1 Fator 2
Cinzas -0,41349 0,82114
Sr 0,17602 0,84501
14:0 0,13197 -0,86576
16:1n-7+9 0,07137 -0,84552
20:4n-3 0,96744 0,14013
PUFA -0,94487 0,0477
EPA+DHA -0,87946 0,00143
n-3 -0,95135 0,04674
n-6 0,95789 0,17231
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Figura 3. Analise Fatorial Exploratéria de bacalhau e espécies afins.
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4. Conclusoes

Pollachius virens apresenta as maiores diferengcas no perfil de acidos
graxos. E possivel distinguir o género Gadus das demais espécies por niveis de
20:5n-3, 18:3 n-3, Zn e Sr.

Os métodos utilizados sao capazes de identificar as diferentes espécies de
peixes salgados e secos, com destaque para os acidos graxos e os isétopos
estaveis de carbono e nitrogénio que foram as ferramentas mais adequadas para

estes tipos de diferenciacao.

Esta identificagao é importante, pois estas espécies diferem do ponto de
vista da qualidade e, consequentemente, tém precos de mercado diferentes,

sendo que o G. mohrua apresenta o maior valor econémico.

A utilizagdo dessas técnicas em conjunto com outras, como por exemplo,
os isotopos estaveis de oxigénio e hidrogénio talvez possam permitir melhor

caracterizagdo da espécies de peixes salgados e secos.
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Capitulo IV - Utilizacao de diferentes

ferramentas na identificacao de origem

geografica e sazonalidade em corvina
brasileira (Micropogonias furnieri)
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Resumo
O objetivo deste estudo foi utilizar composigdo quimica, elementos essenciais e

nao essenciais, perfil de acidos graxos e isétopos estaveis como ferramentas de
rastreabilidade para avaliar a origem geografica e a sazonalidade da corvina
(Micropogonias furnieri). A corvina de Parnaiba apresentou maior teor de cinzas e
menor teor de gordura que a corvina de Santos. A corvina de Santos teve
estatisticamente maior proporgcao de 14:0, 16:1 n-9 +16:1 n-7, 20:1 n-11, 20:1 n-9,
acidos graxos monoinsaturados e razao n-3/n-6 de corvina de Parnaiba. Quanto a
sazonalidade, as corvinas capturadas em julho apresentaram valores
significativamente mais elevados de 14:0, 15:0, 16:1n-9 +16:1n-7 e &cidos graxos
saturados do que corvina capturada em dezembro. Foram detectadas diferengas
significativas entre a sazonalidade para Cl, Ca, Fe, Sr e S e para a origem
geografica apenas para o K. Os valores de 5'°C e 8'°N foram estatisticamente
diferentes entre origens geograficas, ao passo que as diferengcas entre as
estacdes s6 foram encontrados em relacdo N de corvina de Santos. Os acidos
graxos, minerais e isotopos estaveis sdo métodos eficazes para rastrear a origem

geografica e a sazonalidade da corvina (Micropogonias furnieri).

Palavras-chave: Micropogonias furnieri; espectrometria de massa de razao

isotopica; rastreabilidade; acidos graxos; minerais; contaminantes
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Abstract

The aim of this study was to use proximate chemical composition, essential and
non-essential elements, fatty acid profile and stable isotopes as traceability tools
to assess geographic origin and seasonality of croaker (Micropogonias furnieri).
Croaker from Parnaiba contained higher ash and lower fat content than croaker
from Santos. Croaker from Santos had statistically higher proportion of 14:0,
16:1n-9+16:1n-7, 20:1n-11, 20:1n-9, monounsaturated fatty acids and n-3/n-6 ratio
than croaker from Parnaiba. Concerning seasonality, croaker caught in July had
significantly higher amounts of 14:0, 15:0, 16:1n-9+16:1n-7 and saturated fatty
acids than croaker caught in December. Significant differences were detected
between season for Cl, Ca, Fe, Sr and S and only for K. 8"*C and &' N were
statistically different between geographic origins, whereas differences between
seasons were only found in 3N ratio of croaker from Santos. Fatty acids,
minerals and stable isotope are effective method to trace geographic origin and

seasonality of croaker (Micropogonias furnieri).
Keywords: (Micropogonias furnieri); isotope ratio mass spectrometry; traceability;

fatty acids; macro and trace elements
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1. Introducao

Os consumidores estdo cada vez mais conscientes dos efeitos benéficos
da ingestdo de pescado para saude humana, o que tem aumentado o consumo
desses produtos (Mazzeo et al., 2008). Como resultado, o comércio de uma maior
variedade de peixes e produtos processados tem aumentado. Atualmente, os
consumidores nao estao interessados apenas na composi¢gao ou qualidade dos
produtos, mas também na sua origem e como eles foram manuseados,
processados, armazenados e também nas questdes de autenticidade quando o
produto é processado como os filés, onde a distingao da origem do produto ou a

determinacgao da espécie pode ser dificultada (Herrero, 2008).

A adulteragdo do pescado pode causar diversos prejuizos aos
consumidores, como a aquisicdo de produtos rotulados erroneamente ou
potencialmente nocivos, além de reduzir a eficacia da conservagao marinha
(Civera, 2003). Assim, a avaliacao da autenticidade das espécies e da origem s&o
requisitos importantes para garantir a qualidade, possibilitam controles adequados

de seguranca e o desenvolvimento de regulamentacdes eficientes.

A autenticacao de alimentos é a parte da rastreabilidade que compreende a
identificacdo dos componentes de alimentos para verificar a conformidade com a
rotulagem para evitar a fraude. Com relagéo a rastreabilidade, varios aspectos
sdo de extrema importancia ao longo da cadeia produtiva. A autenticacdo deve
fornecer informacbes sobre a espécie, origem, idade e sistemas de produgao
(Schwagele, 2005) .

A identificacdo convencional de peixes é feita pelo exame das suas
caracteristicas anatébmicas e morfolégicas. No entanto, a identificacdo torna-se
complicada em alimentos processados, como filés congelados e mariscos pré-
cozidos, onde estas caracteristicas morfolégicas sdo removidas (Moran et al.,
2006) . Portanto, hd uma necessidade de métodos de identificagdo rapidos e
confiaveis que possam fornecer as autoridades e industrias de pescado as
ferramentas necessarias para cumprir 0s requisitos de rotulagem e de
rastreabilidade, garantindo assim a qualidade do produto e protegcdo ao

consumidor (Carrera et al., 2012).

71



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

O uso de técnicas analiticas para diferenciar a origem geografica dos
produtos alimentares é a melhor maneira de evitar a adulteracdo. A cromatografia
gasosa (Busetto et al., 2008; Thomas et al., 2008), espectroscopia (Cordella et al.,
2003) e a IRMS (Thomas et al., 2005) tém sido propostas para a autenticidade de
alimentos, a fim de identificar a presenga dos principais componentes da amostra

ou alguns compostos que podem ser caracteristicos de um determinado alimento.

A espectrometria de massa de razao isotopica (IRMS) € uma ferramenta
poderosa para a deteccdo de produtos alimentares adulterados e falsificados
(Calderone et al., 2009) e é reconhecida como um método oficial para garantir a
autenticidade destes produtos (Martin & Martin, 1995). A IRMS foi aplicada para a
atribuicao de origem geografica de cordeiro (Piasentier et al., 2003), carne bovina
(Heaton et al., 2008), carne de frango e carne seca (Franke et al., 2007), porém

existem poucos estudos em pescado.

Sabe-se que o teor de minerais e elementos traco em produtos alimentares
refletem claramente o tipo de solo e as condicbes ambientais que o alimento esta
inserido. Devido a isso, a avaliacdo do teor de minerais tem sido proposta para
assegurar a origem geografica das amostras de alimentos. Assim, técnicas como
a espectrometria de absorgcao atémica (FAAS) foram empregadas com sucesso

na autenticacao de alimentos (Gonzalvez et al., 2009).

A determinacdo do perfil de acidos graxos é outra ferramenta muito
utilizada na diferenciacdo de estoques (Joensen et al., 2000), sistemas de
producao (Alasalvar et al., 2002), sazonalidade (Rasoarahona et al., 2005), bem
como a origem geografica (Celik et al., 2005). Estas diferengcas encontradas sao
atribuidas principalmente a dieta. Assim, a utilizacdo das técnicas de
determinacao do perfil de acidos graxos, minerais em conjunto com is6topos

estaveis pode ser um método promissor para a autenticagao de pescado.

A cidade de Santos se destaca como um dos principais centros
econdmicos do Brasil, que abriga o maior porto da América Latina, além dos podlos
petroquimico e metalurgico. O rapido desenvolvimento da regido resultou na
degradacdo do meio ambiente. Em contraste, Parnaiba é uma cidade menor,
onde as principais economias nao sao dependentes do ambiente marinho (como

a producdo de oleo de babacgu, cera de carnauba, algodao, etc.). Ambas as
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cidades tém condi¢gdes ambientais distintas quanto a qualidade da agua,
contaminantes, tipo e disponibilidade de alimentos, temperatura e precipitacdo ao
longo do ano. Santos apresenta clima tropical litoraneo Uumido, com verdes
quentes e umidos e invernos com temperaturas amenas e menor incidéncia de
chuvas. Diferentemente, Parnaiba apresenta clima tropical semi-umido com
chuvas de grande porte entre janeiro e junho. Este estudo avaliou a
rastreabilidade de corvinas (Micropogonias furnieri) de duas regides distintas,
Santos e Parnaiba como estudo de caso. Diferentes ferramentas de
rastreabilidade foram utilizadas para avaliar a origem geografica e a sazonalidade
de M. furnieri, como a composi¢ao quimica aproximada, elementos essenciais e
nao essenciais, perfil de acidos graxos e isotopos estaveis de carbono e

nitrogénio.
2. Material e métodos
2.1. Coleta e processamento das amostras

As corvinas foram capturadas em duas regides distintas do litoral brasileiro,
em Santos/SP e Parnaiba/Pl em julho (inverno) e dezembro (verao) de 2011. Os

dados biométricos das corvinas foram coletados (Tabela 1).

Tabela 1. Peso e comprimento (média + desvio padrao) de corvinas capturadas
em Santos e Parnaiba, em diferentes épocas do ano

Localidade/ Peso (g) Comprimento (cm)
Sazonalidade Média * DP Média * DP
CSJ (n=10) 1188,5+186,8 39,9+2,0
CSD (n=10) 712,5+£90,2 39,5+1,5
CPJ* (n=10) 244 1+142,2 27,1£4,9
CPD (n =10) 985,6+104,1 45,8421

CSJ: Corvina Santos Julho; CSD: Corvina Santos Dezembro; CPJ: Corvina Parnaiba Julho; CPD:
Corvina Parnaiba Dezembro. * peso eviscerado.

Apos a captura, os peixes foram enviados para o Laboratério de Tecnologia
de Pescado, FCA / UNESP, onde as amostras foram processadas,
homogeneizadas e congeladas. Uma parte de cada amostra congelada foi
liofilizada durante 48 horas a temperatura de -40°C (Christ, Alpha 2-4 LD Plus,
Munchen - Germany) e armazenada a -80°C sob condicbes de umidade

controlada até o inicio das analises.
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2.2. Composicao quimica aproximada

As anadlises de umidade e cinzas foram feitas em estufa de secagem a
105°C (método 950,46) e mufla a 550°C (método 938,08), respectivamente. O
nivel total de nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldahl (método 981,10),
e os niveis de proteina foram estimados usando o fator de conversao de 6,25. O
conteudo total lipideos foi determinado pelo método de extracdo em Soxhlet com
éter etilico (40-60°C; 7 h; heater plate SBS Instruments PC6L) (AOAC, 2005).

2.3. Perfil de acidos graxos

As analises de acidos graxos foram realizadas no Instituto Portugués do
Mar e da Atmosfera - IPMA. O perfil de acidos graxos foi determinado em
duplicata para cada amostra, e baseou-se no procedimento experimental de
Cohen et al. (1988). Cada amostra liofilizada (300 mg de peso seco) foi dissolvida
em 5 mL de cloreto de acetilo / metanol (01:19 v / v; Merck), agitada, e aquecida
(80°C, 1 h). Apds o resfriamento, 1 mL de agua ultra pura (Milli-Q) e 2 mL de n-
heptano (Merck) foram adicionados e as amostras foram agitadas e centrifugadas
(2000 g, 5 min, Sigma 2K15) até a separacao de fases. O teor de umidade da
fase superior foi removido com sulfato de sédio anidro (Panreac). Uma aliquota (2
uL) da fase superior foi injetada num cromatografo a gas (Varian Star 3800 Cp)
equipado com um amostrador automatico e com um detector de ionizagcdo de
chama de 250°C. A separacao foi feita com o hélio como gas de arraste, com
fluxo de 1 mL min”', de uma coluna capilar DB-WAX (30 m de comprimento 0,32
mm de diametro interno, 0,25 pm de espessura de filme; Hewlett-Packard)
programado a 180°C durante 5 min, aumentada para 220 a 4°C min-', e mantida
a 220°C durante 25 min, com o injetor a 250°C. Os acidos graxos foram
identificados por comparagao dos tempos de retengdo com os de padrdes Sigma.
Os dados quantitativos foram calculados utilizando a relacdo de area de pico,

percentagem de acidos graxos totais e o software Varian.
2.4. Elementos essenciais e ndo essenciais

A espectrOmetria de fluorescéncia de raios X por energia (EDXRF) foi
utilizada para quantificar os elementos S Cl, K, Ca, Fe, Zn, As, Se, Bre Sr. O
espectrometro é um sistema auto-construido, utilizando um gerador de raio X
Philips (PW 1140/00/60 3 kV). A técnica de EDXRF consiste em um tubo de raios
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X equipado com um excitador de molibdénio secundario. As radiagcbes
caracteristicas emitidas dos elementos da amostra foram detectados por litio
derivado de silicio [Si (Li)] com 30 mm? de area ativa e janela de berilio de 8 pm.
A resolucao de energia foi de 135 eV em 5,9 keV. Calculos quantitativos foram
feitos pelo método dos parametros fundamentais (Custddio et al.,2003). O gerador
de raios X foi operado a 50 kV, 20 mA e tempo de aquisi¢cdo de 1000 s. Cada
amostra liofilizada (1 g) foi prensada em pastilhas de 2 cm de diametro (n = 2),
sem qualquer tratamento quimico e coladas sobre filmes de Mylar em suportes de

amostras e colocada diretamente no feixe de raios X.

A espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS; Varian
SpectrAA 55B Sydney, Australia) foi utilizada para quantificar Cd e Pb em cada
amostra (n = 2), de acordo com os procedimentos descritos por Jorhem (2000).
Em resumo, 10 g do musculo seco foram incinerados a 500°C e dissolvidos em
15% v / v de acido nitrico. As concentra¢des de Pb e Cd foram encontradas por
meio da calibragao externa linear com solugdes padrao: Cd (NOs), e de Pb (NO3),
(Merck, 1 g L™ dissolvidos em 0,5 mol L-' HNOs3).

As concentragdes de Hg total foram determinadas por espectrometria de
absorgao atdémica utilizando um analisador automatico de Hg (aparelho AMA 254,
LECO). O procedimento baseia-se na decomposi¢gao da amostra liofilizada (10
mg, n = 2 para cada amostra), por meio da combustdo, e técnica de pré-
concentragdo por amalgamacgéao através da fusao com ouro e espectrometria de
absorcao atdmica. As concentragdes foram calculadas a partir de calibracao linear
com solucdo padrdo de absorbancia de Hg (1 g L-" dissolvidos em 0,5 mol L-'
HNO3; Merck).

A exatidao foi verificada por analise de material biolégico certificado
(Tabela 2). Os limites de deteccdo (DL) de cada um dos elementos foram
determinados através de dois métodos: (1) EDXRF - com a abordagem de sinal-
para-ruido, em que o equipamento compara o sinal de cada elemento com
amostras em branco e € estabelecida a concentracdo minima a qual o elemento
€ detectado com seguranga, e (2) FAAS - com o desvio-padrao residual (RSD) da
resposta e o declive (S) da curva de calibragdo de cada solugéo padrdao usada
[DL = (3,3 x RSD) / S]. A concentragéo de todos os elementos foi expressa em

miligramas por quilograma de peso em base seca (mg kg™).

75



Doutoranda: Milena Penteado Chaguri Orientadora: Léa Silvia Sant’Ana

Tabela 2. Concentragéo elementar (mg kg™ DW) e limites de detecgéo (mg kg™,
D.L.) de material de referéncia certificado (média + desvio padrao) analisados por
FAAS e EDXRF.

Material de referéncia Valor Presente
Elemento Técnica D.L.
certificado certificado trabalho
Hg FAAS 0,02 Dogfish muscle (DORM-2) 4,64+0,26 4,68+0,17
Lobster hepatopancreas
Cd FAAS 0,01 27,00£1,00 27,00+0,00
(TORT-2)
Lobster hepatopancreas
Pb FAAS 0,02 0,35+0,13 0,35+0,06
(TORT-2)
Lobster hepatopancreas
As EDXRF 0,7 21,60£1,80 22,6+2,00
(TORT-2)
S EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566 7600* 82001500

Cl EDXRF 100 Oyster tissue (SRM 1566
K EDXRF 50 Oyster tissue (SRM 1566
Ca EDXRF 20 Oyster tissue (SRM 1566

10000* 10200+500
9690+50 10000480
1500+50 135050

~ ~ ~ ~— ~ ~ ~ ~

Fe EDXRF 3 Dogfish muscle (DORM-2 142+10 141,3+1,5
Cu EDXRF 0,7 Oyster tissue (SRM 1566 63,0+4,0 63,0+4,0
Zn EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2 25,623 23,9+0,1
Se EDXRF 1 Dogfish muscle (DORM-2 1,4+0,09 1,2+0,1
Freeze-dried animal blood
Br EDXRF 0.8 22,0+3,0 22,0+2,0
(IAEA-A-13)

Rb EDXRF 1.1 Orchard Leaves (SRM-1571) 11,4+0,7 12,0£1,0

*Valores nao certificados foram fornecidos por United States National Bureau of Standards.

2.5. Andlise isotopica

A amostra liofilizada foi pulverizada usando um moinho criogénico (Spex
Certipret) com nitrogénio liquido a -196°C, em seguida foram pesadas em balanga
(MX5, Mettler Toledo, Greifensee, Switzerland) cerca de 500 pg (3'°N) e 60 g
(para 5'C) do material pulverizado e estes foram acondicionados em capsulas de
estanho cilindricas, com 5 x 9 mm. As capsulas foram submetidas a combustao
total sob fluxo continuo de Hélio, a 1020° C, através do analisador elementar (EA
1108 — CHN Fisons Elemental Analyzer), acoplado ao espectrémetro de massa

Delta S (Finnigan Mat, Bremen, Alemanha).

As razbes isotopicas das amostras, analisadas em duplicata, foram

comparadas aos padrdes internacionais estabelecidos para o carbono — PDB
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(Pee Dee Belemnite, um féssil de Belemnitella americana da formacao Pee Dee,
da Carolina do Sul, EUA) — e para o nitrogénio — ar atmosférico (N,). Esses
valores, designados pela terminologia delta (&), em unidade por mil (%o), foram

calculados através da seguinte equacéo:
0 amostra — [(Ramostra_ Rpadra'lo) - 1] x 1000
2.6. Andlise estatistica

A analise de variancia ANOVA, foi utilizada para detectar diferengas
significativas entre origem geografica e sazonalidade em todas as avaliagdes,
seguido pelo teste Unequal N HSD (variacao do teste de Tukey) para identificar
essas diferencas. Sempre que necessario, os dados foram transformados para
satisfazer os requisitos de distribuicdo normal e homocedasticidade, seguido de
analise de variancia nao-paramétrica por comparag¢des multiplas (Kruskall-Wallis),
se os dados transformados nao atendem a esses pressupostos. A analise fatorial
exploratéria com extragcao de componentes principais também foi empregada para
reduzir os conjuntos de dados multidimensionais dos varios elementos para
dimensdes menores, simplificando assim a apresentacdo e interpretacdo dos
dados. Todas as analises estatisticas foram testadas no nivel de 0,05 de
significancia com o software STATISTICA 8,0 © (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

3. Resultados e discussao

3.1.Composicao quimica aproximada

Os resultados de composi¢cao quimica das corvinas de Santos e de
Parnaiba em julho e dezembro estdo na Tabela 3. Apenas o teor de cinzas da
corvina capturada em Parnaiba foi estatisticamente diferente da corvina capturada
em Santos. Em relagdo a época do ano, teores significativamente maiores de
cinzas foram encontrados em corvinas capturadas em Parnaiba no més de julho
em relagcdo a dezembro. Ao contrario, o teor de lipideos foi maior na corvina de
Santos em comparagdo com as corvinas de Parnaiba e foi encontrada diferencga
quanto a sazonalidade entre as corvinas capturadas no periodo de dezembro,
onde a corvina de Parnaiba apresentou o menor teor de lipideos. Luzia et al.
(2003) mostraram grandes variagdes de gordura em corvina durante diferentes

estagbes do ano (verédo = 0,60%) e (inverno = 3,29%). O teor de lipideos de
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algumas espécies de peixes pode variar cerca de 10%, de acordo com a época
de captura (Krzynowek, 1985). Segundo a Stamatis e Arkoudelos (2007), as
variagbes na composicdo quimica de peixes marinhos estdo intimamente
relacionadas com a nutricdo, localidade, tamanho dos peixes, temporada de
captura, temperatura e salinidade da agua, variagdes sexuais e sazonais e outras
condi¢cbes ambientais.

Tabela 3. Composicdo quimica aproximada (g 100 g™') de corvinas capturadas em
Santos e Parnaiba em diferentes épocas do ano.

Localidade/Sazonalidade Umidade Proteina Cinzas Lipideos
csJ 78,86+0,50 18,3310,25 1,20+0,03° 1,57+0,19°2
CSD 79,05+0,42 18,36+0,36 1,20+0,06° 1,68+0,292
CPJ 78,63+0,77 17,50+£0,55 1,320,052 1,18+0,15%
CPD 80,6310,93 17,48+1,18 1,01+0,03° 0,79+0,10°

CSJ: Corvina Santos Julho; CSD: Corvina Santos Dezembro; CPJ: Corvina Parnaiba Julho; CPD:
Corvina Parnaiba Dezembro. ®Média + D.P. com letras diferentes na mesma coluna sao
significativamente diferentes pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05).

3.2. Perfil de &cidos graxos

O perfil de acidos graxos das corvinas revelou diferencas estatisticas de
acordo com a origem geografica e a sazonalidade (Tabela 4). A corvina de Santos
teve estatisticamente menor proporcao de 21:0 e n-6 do que corvina de Parnaiba.
Em relacdo a sazonalidade, corvinas de Santos capturadas em julho
apresentaram valores significativamente mais elevados de 14:0, 16:1 n-9 +16:1 n-
7, 18:3 n-4 do que corvinas de Santos capturadas em dezembro, porém os niveis
mais baixos de 16:3 n-4, 18:2 n-6, 20:0, 20:2 n-6, 21:0 foram encontrados em
Julho. Em contraste, as corvinas de Parnaiba capturadas em Julho apresentaram
quantidades significativamente maiores de 15:0, 16:1 n-9 +16:1 n-7, 17:0, 16:4 n-
3, 18:1 n-7, 19:0, 20: 2n-6, 22:4 n-6 do que as corvinas de Parnaiba capturadas
em dezembro. No entanto, os niveis de 16:2 n-4, 16:3 n-3, 20:0, 20:4 n-3, 20:5 n-
3, 22:5 n-6, 22:5 n-3, 22:6 n-3, PUFA n-3, EPA + DHA foram maiores nas corvinas

de Parnaiba capturadas em dezembro.
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Tabela 4. Perfil de acidos graxos (%) de corvinas capturadas em Santos e
Parnaiba em diferentes épocas do ano.

Acidos Graxos CcSJ CcSD CPJ CPD
14:0 2,110,502 1,01+0,31° 1,09+0,25° 0,61+0,19°
15:0 0,84+0,12° 0,67+0,26%° 0,85+0,28° 0,30+0,05°
16:0 21,37+2,022 20,06+4,072 25,36+2,96° 21,80+0,632

16:1n-9+16:1n-7 6,950,732 4,98+1,48° 4,08+1,01° 1,98+0,42°

17:0 isobr 0,57+0,09° 0,73+0,29° 0,41+0,24%° 0,19+0,05°
16:2n-4- Fit 0,14+0,04° 0,41+0,06° 0,17+0,08° 1,19+0,282
17:0 0,76+0,08° 0,74+0,18° 1,35+0,29° 0,52+0,16°
16:3n-4 0,20+0,04° 0,52+0,10° 0,83+0,08° 0,42+0,13%
16:3n-3* 0,58+0,34%° 0,99+0,32° 0,23+0,05° 1,86+0,29°
16:4n-3* 0,13+0,04° 0,13+0,05° 1,41+0,06° 0,18+0,04°
18:0** 8,61+1,05° 7,84+1,42° 9,52+0,33° 9,78+0,64°
18:1n-9* 7,81+1,472 8,26+1,76° 7,06+1,60° 6,75+0,55°
18:1n-7* 2,700,372 2,34+0,72° 2,48+0,42° 1,51+0,29°
18:2n-6*** 0,80+0,07° 1,53+0,36° 1,75+0,32° 1,12+0,08%°
19:0* 0,32+0,03° 0,27+0,06° 0,46+0,082 0,33+0,03°
18:3n-4** 0,260,062 0,10+0,02° 0,18+0,042° 0,410,172
20:0** 0,00+0,00° 0,22+0,042 0,00+0,00° 0,29+0,132
20:1n-11** 0,78+0,282 0,65+0,222 0,44+0,15%° 0,2040,02°
20:1n-9** 0,36+0,01% 0,60+0,132 0,25+0,04° 0,27+0,06°
20:2n-6* 0,31+0,04"° 0,56+0,08% 0,40+0,07° 0,19+0,03°
21:0* 0,15+0,08° 0,29+0,02° 0,55+0,07° 0,60+0,10°
20:4n-6* 7,11+2,00 6,42+2,21° 11,5242 ,98% 12,03+1,462
20:4n-3* 0,35+0,10° 0,23+0,04° 0,25+0,05° 0,58+0,08°
20:5n-3* 8,83+1,192 6,75+1,46%° 5,00+0,42° 8,49+1,76°
22:4n-6** 1,69+0,13° 2,160,54° 3,911,012 2,92+1,02°
22:5n-6* 1,44+0,26° 1,76+0,71° 1,98+0,53° 4,260,522
22:5n-3* 3,82+0,30° 3,11+0,52° 3,30+0,63° 4,60+0,44°
22:6n-3* 12,05+2,372 12,07+3,70° 7,29+2,11° 13,47+1,342
SFA** 34,98+2,89% 31,86+5,45° 40,33+3,42° 34,94+0,63*
MUFA* 19,75+4,02° 18,40+4,86° 14,5142,11% 11,7042,71°
PUFA* 38,31+4,55° 37,71+9,11° 36,12+6,90° 51,53+3,48°
n3* 26,19+2,792 23,48+5,81%° 17,52+3,31° 29,18+2,722
n6* 11,52+2,38° 13,20+3,46° 19,33+4,932 20,56+2,25°
n3/n6 2,33+0,39° 1,93+0,19%° 1,19+0,34° 1,43+0,18°
EPA+DHA 20,88+2,732 18,82+4,79% 12,29+2,36° 21,96+2,65°

CSJ: Corvina Santos Julho; CSD: Corvina Santos Dezembro; CPJ: Corvina Parnaiba Julho; CPD:
Corvina Parnaiba Dezembro. SFA: acidos graxos saturados; MUFA: &cidos graxos
monoinsaturados; PUFA: 4cidos graxos poli-insaturados; n-3: acidos graxos 6mega 3; n-6: acidos
graxos 6mega 6; n-3/n-6 proporcao de acidos graxos, EPA: acido eicosapentaendico, DHA: acido
docosahexaendico. Diferentes letras sobrescritas em cada linha indicam diferencas significativas. *
Diferencas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05). ** e *** Diferencgas significativas
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01 e P < 0,001, respectivamente.

O acido palmitico foi o principal acido graxo saturado (SFA) para as
corvinas capturadas em diferentes épocas e origens geograficas. Segundo
Bandarra et al. (1997) a percentagem de SFA foi relativamente constante ao

longo do ano para as sardinhas e nao parecia ser influenciada pela dieta. Da
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mesma forma, nao foram detectadas diferencas estatisticas nos niveis de SFA

para as corvinas entre estagdes e origens geograficas.

O acido oléico foi identificado como o principal MUFA em todas as
amostras. No geral, MUFA foi maior nas corvinas de Santos do que de Parnaiba,
embora nem sempre significativas, e nado diferiram quanto a sazonalidade.
Maiores niveis de C20: 1n-9 foram encontrados nas corvinas de Santos em
comparagao com os espécimes de Parnaiba, embora ndo significativo. Este acido
graxo esta associado aos zooplanctons e as variagdes destes niveis podem

refletir na variagdo do consumo de zooplancton na dieta (Budge et al., 2002).

O DHA (22:6 n-3) foi o PUFA basico para todas as amostras. Foi relatado
que o DHA ¢é o principal constituinte de PUFA em peixes marinhos (Alasalvar et
al, 2002; Orban et al., 2003). As percentagens de PUFA, tais como EPA e DHA,
na musculatura de peixes sao principalmente dependentes de dieta (Arts et al.,
2001) e a composicao de acidos graxos pode variar devido as mudangas nos
habitos nutricionais do peixe (Norrobin et al., 1990). O baixo teor de PUFA nas
corvinas capturadas em Parnaiba no més de Julho (inverno) pode ser atribuido as

mudanc¢as nos habitos nutricionais.
3.3. Elementos essenciais e ndo essenciais

O conteudo de minerais de corvina de diferentes origens geograficas e
sazonalidade estdo apresentados na Tabela 5. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa nas concentracbes de Zn e Br em corvina de
diferentes origens geograficas e épocas do ano. Os conteudos de S (Parnaiba),
Cl (Santos), Ca (Parnaiba), Fe (ambos os locais), Se (Parnaiba), Rb (Parnaiba),
Sr (ambos os locais), Pb (Santos) e As (Parnaiba) foram significativamente
maiores em julho do que em dezembro. Em contraste, os niveis de Hg, Cd e Pb
nas corvinas de Parnaiba foram estatisticamente maiores em dezembro em
relacdo a julho. Quanto a origem geografica, os niveis de K foram
estatisticamente superiores nos exemplares de Santos quando comparados aos
da Parnaiba. A fungdo metabdlica de Sr e Rb nos organismos é desconhecida,
portanto sdo considerados como elementos ndo-essenciais. O Se é um elemento
essencial e age como antioxidante, anticarcinogénico, regulador do metabolismo

hormonal da tiredide e agente antagonista dos efeitos toxicolégicos do Hg (Khan
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et al., 1987). Neste estudo foi possivel observar o antagonismo entre Hg e Se em

corvinas de Parnaiba capturadas em julho, que apresentaram niveis

significativamente mais baixos de Hg do que as outras amostras, contrastando

com os niveis estatisticamente maiores de Se.

Tabela 5. Elementos essenciais e ndo essenciais (mg kg') de corvinas
capturadas em Santos e Parnaiba em diferentes épocas do ano.

Mineral CSJ CSD CPJ CPD

S*  11.748,79+537,25° 11.299,06+891,39° 11.895,54+1478,63° 8.693,01+334,37"
CI 8.073,50+765,36° 4.857,83+1148,07° 6.475,96+635,00® 4.503,41+521,02°
K*  18.886,00+472,10° 17.856,86+1539,46° 11.399,29+240,66° 12.431,58+664,64°

Ca*  891,94+109,72%° 715,28+12,13° 1.437,75+240,66°  536,63+27,47"
Fe* 24,41+0,80° 15,41+0,74° 27,53+1,32° 15,61+1,37°
Cu** 2,92+0,06%° 2,56+0,26" 5,53+1,12° 3,42+0,18%
Zn* 19,87+1,08? 18,16+1,15° 18,49+0,79° 18,72+0,79°
Se* 2,67+0,32° 3,18+0,77° 8,02+1,85° 3,94+1,04°
Br 26,72+1,64° 22,54+0,712 25,38+1,67° 26,54+2,66°
Rb* 2,42+0,17° 2,32+0,17° 3,4620,52° 2,60+0,20°
sr* 3,1940,12° 1,69+0,51° 5,60+0,47° 3,64+0,23°
Hg* 0,600,102 0,680,012 0,09+0,00° 0,84+0,102
Cd* N.D. N.D. 0,01+0,01° 0,02+0,00°
Pb* 0,16+0,03° N.D. 0,15+0,04° 0,27+0,022
As* 13,59+1,48° 11,69+0,18" 24,15+3,85° 10,69+0,39°

CSJ: Corvina Santos Julho; CSD: Corvina Santos Dezembro; CPJ: Corvina Parnaiba Julho; CPD:
Corvina Parnaiba Dezembro. N.D.: Nao detectado. Diferentes letras sobrescritas em cada linha
indicam diferencas significativas. * Diferencgas significativas pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05).
** Diferencgas significativas pelo teste nao paramétrico Kruskal-Wallis, P < 0,01.

O Hg é um dos metais mais estudados devido a sua elevada toxicidade
(Carvalho et al., 2002). A concentracdo maxima, 0,84 mg kg™ (peso seco), foi
encontrada na corvina capturada em Parnaiba em dezembro, enquanto que a
concentragdo mais baixa de Hg foi observada em corvina de Parnaiba em Julho
(0,09 mg kg-").

Os resultados obtidos para os elementos nao essenciais, tais como As, Hg,
Pb e Cd, refletem uma influéncia exégena que podem estar relacionados com a
poluicdo ambiental (Carvalho et al., 2005), porém, a concentragdo desses
contaminantes para todas corvinas analisadas estavam abaixo dos niveis

aceitaveis estabelecidos pela Organizagcao Mundial da Saude (WHO, 1996).
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As variagdes na composicdo mineral de alimentos marinhos estéo
intimamente relacionadas com diferencas sazonais e bioldgicas (espécie,
tamanho, idade, sexo e maturidade sexual), area de captura, método de
processamento, fonte de alimento e as condigbes ambientais (qualidade da agua,

temperatura, salinidade e nivel de contaminacao) (Alasalvar et al., 2002).

3.4.Is6topos estaveis

Os resultados da analise isotdpica de corvinas de diferentes origens
geograficas e época do ano estdo apresentados na Tabela 6. As razdes
isotdpicas de carbono e nitrogénio foram estatisticamente diferentes entre as
origens geograficas. A corvina de Santos apresentou valores mais negativos de
3C do que os espécimes de Parnaiba. Segundo Busetto et al. (2008), este fato
pode ser atribuido ao alto conteudo lipidico, que induz um maior fracionamento
isotdpico de °C.

Tabela 6. Razdo isotopica de carbono ('*C) e nitrogénio ("°N) de corvinas
capturadas em Santos e Parnaiba em diferentes épocas do ano.

Localidade/Sazonalidade 5"°N (%o) 5"3C (%)
csJ 14,02+0,55° -17,78+0,35°
CcsD 13,12+0,74° -17,84+0,48°
CPJ 11,52+0,22° -16,72+0,67°
CPD 11,45+0,66° -16,10+0,39°

CSJ: Corvina Santos Julho; CSD: Corvina Santos Dezembro; CPJ: Corvina Parnaiba Julho; CPD:
Corvina Parnaiba Dezembro. ®Média + D.P. com letras diferentes na mesma coluna sdo
significativamente diferentes pelo teste Unequal N HSD (P < 0,05).

Em contraste, as corvinas de Santos apresentaram valores mais elevados
de N do que as de Parnaiba. As diferencas nos valores de N estdo na
quantidade e principalmente na origem e tipo de proteina ingerida através da dieta
de ambos os peixe (Busetto et al., 2008). A dieta alimentar da corvina consiste
principalmente de invertebrados bentbnicos e peixes pequenos (Soares et al.,
2006) que varia de acordo com a disponibilidade de presas e a origem geografica

das zonas de pesca.

A corvina de Parnaiba mostrou enriquecimento de 3C de 1%o comparado a
corvina de Santos. As assinaturas de isétopos estaveis de carbono tem
enriquecimento de menos de 1%. por nivel trofico e o fracionamento é muitas

vezes insignificante (Vander Zanden & Rasmussen, 2001). Portanto, os valores
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de C s3o mais indicativos de habitat ou fonte de carbono (Hecky & Hesslein,
1995).

Quanto a sazonalidade, diferencas foram encontradas somente na relagao
®N das corvinas de Santos, onde os exemplares capturados em julho tiveram
maior enriquecimento PN, Diferengcas sazonais na composi¢ao isotopica de
peixes podem estar relacionadas as mudangas em suas preferéncias alimentares
e disponibilidade de presas (Vizzini & Mazzola, 2003). A razao isotopica dos
animais é determinada principalmente pela dieta, que indiretamente pode refletir a
sua origem (De Niro & Epstein, 1978). Durante os periodos de escassez de
alimentos, o0 peixe usa as reservas acumuladas em seu corpo.
Consequentemente, sao observados valores mais positivos em nitrogénio e

valores menos negativos em carbono.

Garcia et al. (2007) encontraram resultados semelhantes em corvina da
Lagoa dos Patos (°C = -17,97%0 + 1,1%0 e >N = 14,39%0 + 0,3%0). As razdes
isotdpicas neste estudo foram superiores aos encontrados por Corbisier et al.
(2006) em aguas de Sdo Flamengo, Ubatuba (-14,3%o para *C e 12,0%. para
®N). Molkentin et al. (2007) avaliaram as diferencas isotdpicas em salmdo de
aquicultura e selvagem em diferentes regides, e encontraram diferengas entre
salmao de aquicultura em diferentes regides, mas ndo para o salmao selvagem
de diferentes regides. Isto implica que existe uma variagdo consideravel na
composicao da alimentagdao utilizada pelas pisciculturas que dificulta a
determinagdo da sua origem geografica por IRMS. Portanto, os resultados

indicaram que &'°N é um melhor indicador para a identificacdo de corvinas.

Em geral, as composi¢cdes de isétopos de carbono e nitrogénio estio
relacionadas com os sistemas de producédo, e nado especificamente a origem
geografica. Eles podem, no entanto, ser uteis como uma indicacao indireta de
proveniéncia geografica se usado em combinagdo com outros isétopos estaveis,
tais como o hidrogénio e oxigénio. Estes elementos sdo especialmente
interessantes com relacédo a origem geografica, condigdes climaticas, porque sao
fortemente dependentes latitude, mas também sao afetados pela altitude e

sazonalidade (Vinci et al., 2012)
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3.5. Analise Fatorial Exploratéria (AFE)

A AFE foi utilizada para fornecer uma visdo geral da capacidade das
variaveis de composi¢cao quimica, perfil de acidos graxos, minerais e is6topos
estaveis para discriminar as diferengas entre a origem geografica e sazonalidade.
Foram extraidos dois fatores, onde a percentagem de varidncia explicada por
cada fator foi de 45,72% e 23,50%, respectivamente. As varidveis que melhor
descrevem o primeiro fator sdo Fe, Pb, Sr, Cl, Ca, e os acidos graxos 20:0 e
20:2n-6, e as principais variaveis do segundo fator sdo PUFA, n-3 total,
EPA+DHA, 22:6n-3 e 22:5n-6 (Tabela 7). A representacao grafica das amostras
de corvinas (Figura 1) mostra clara diferenciagdo entre as origens geograficas e
sazonalidade.

Tabela 7. Primeiro e Segundo fatores extraidos a partir da analise fatorial

exploratoria aplicado a todas as variaveis que foram estatisticamente diferentes
quanto ao sazonalidade e origem geografica das corvinas.

Variavel Fator 1 Fator 2
Cl -0,96275 -0,001281
Ca -0,959449 -0,035074
Fe -0,99204 -0,032728
Sr -0,964725 -0,105949
Pb -0,988468 -0,039765

20:0 0,971276 -0,05408

20:2n-6 0,93636 -0,287387

22:5n-6 0,331321 0,869749

22:6n-3 0,106614 0,864283

PUFA -0,09774 0,964332
n-3 -0,266893 0,925873
EPA+DHA -0,227668 0,925762
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Figura 1. Andlise Fatorial Exploratoria de corvinas capturadas em Santos e
Parnaiba em diferentes épocas do ano.

4. Conclusoes

A composicao da corvina é diferente entre as origens geograficas e épocas
do ano. A maior parte das variagdes sdo provavelmente relacionada a
disponibilidade de alimentos e tipo de habitat. As corvinas de diferentes origens
geograficas podem ser diferenciadas pelo teor de lipideos totais, o teor de cinzas,
a proporgéao de varios acidos graxos (14:0, 17:0, 21:0, 16:1 n-9 +16:1 n-7, 20:1 n-
11, 20:1 n-9, 20:4 n-6, 22:04 n-6, MUFA, n-6 e propor¢ao de n-3/n-6), elemento
essencial (K), e isétopos de carbono ou nitrogénio. No que diz respeito a época
do ano, sua diferenciagdo pode ser alcangada através de varios acidos graxos
(14:0, 15:0, 21:00, 16:1 n-9 +16:1 n-7, 16:2 n-4 fit, 16:3 n-3 e SFA), elementos

como ClI, Ca, Fe, Sre S, e o0 isétopo 5N,

As analises de acidos graxos, minerais e de isétopos estaveis, combinadas
com a analise estatistica multivariada € um método eficaz promissor para a

autenticagao e ratreabilidade de peixes.
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Estudos futuros poderiam investigar o uso de outras ferramentas como por

exemplo, os isotopos estaveis de oxigénio e hidrogénio.
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Consideracgoes finais

Os métodos utilizados sao capazes de diferenciar peixes selvagens de
cultivados, diferentes espécies, sazonalidade e origem geogréfica, com destaque
para os acidos graxos e os isotopos estaveis de carbono e nitrogénio que foram
as ferramentas mais adequadas para estes tipos de diferenciacdo. Assim como
em outros trabalhos citados podemos atribuir essas diferengas principalmente aos

componentes da dieta.

As técnicas sao eficientes e podem ser utilizadas como ferramentas para
evitar fraudes, enganos e proporcionar aos consumidores um maior numero de
informagdes sobre o produto a ser consumido. Este trabalho € uma ferramenta
que pode ajudar os 6rgaos de controle e fiscalizagdo a fazer a melhor escolha da
técnica de acordo com seus objetivos, pois ainda ndo existem métodos oficiais
para a diferenciagcdo de pescado. Atualmente, existem apenas métodos indiretos

que muitas vezes sao acoplados a outros para aumentar a sua precisao.

A utilizagdo dessas técnicas em conjunto com outras, como por exemplo,
os isotopos estaveis de oxigénio e hidrogénio talvez possam permitir uma melhor

caracterizagdo da origem do pescado.
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