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RESUMO

A principal via de exposicdo ao metilmercurio é a alimentacdo, nomeadamente devido ao
consumo de peixe e produtos de pesca. Os portugueses, por serem 0s terceiros maiores
consumidores mundiais de peixe, s&0 uma populagdo a considerar na avaliacdo de risco. Para
avaliar a exposicdo da nossa populacdo ao metilmercurio através do consumo de pescado, foram
analisadas 162 amostras de peixe adquiridas em grandes cadeias de distribui¢do alimentar,com
enfase para as espécies mais apreciadas tais como sardinhas, bacalhau, atum e salm&o. Analisou-
se 0 mercdrio total e considerou-se que todo o mercUrio presente se encontrava sob a forma de

metilmercurio.

Validaram-se duas técnicas analiticas distintas, por espectrofotometria de fluorescéncia atémica
com vapor frio (CV-AFS) e por amalgamacao/ espectrofotometria de absor¢do atomica com
combustdo direta da amostra (A-AAS) com o analisador direto de mercirio AMA 254 da Leco.
O CV-AFS ¢é um método muito especifico e sensivel mas o A-AAS foi eleito para analisar as
amostras por ser mais expedito e ndo requerer uma mineralizacdo prévia da amostra.O CV-AFS
apresentou um z-score de -1,3 e 0 A-AAS de 1,6 na andlise do material de referéncia certificado
BCR 463.

Com base na avaliacdo da exposicao alimentar, efetuada com as concentra¢fes de mercurio total
obtidas experimentalmente (espécies mais consumidas) e estimativa de quantidades ingeridas
semanalmente, foi calculado o Indice de Risco (IR) para diferentes faixas etarias. Calculou-se o
IR para a dose de referéncia para exposicdo oral crénica (RfD) da agéncia americana para a
protecdo ambiental (EPA) de 0,1 pg/kg peso corporal/dia e para o valor adotado pela EFSA
como dose toleravel semanal (DTS) de 1,3 pg/kg peso corporal/semana. Para consumos elevados
de peixe, todas as classes etarias apresentam niveis de risco superiores a 1 para ambos 0s DTS
considerados, com excepg¢do dos lactentes cujo IR com o DTS da EFSA € 0,5. Para consumos
médios, encontram-se igualmente em risco ascriangas e adolescentes. Os indices mais elevados
apurados sdo de criancas atingindo 3,2 para 0 DTS da EFSA e 5,9 com o da EPA, quando existe
um consumo de 7 refeigdes de peixe numa semana. No entanto, se uma crianga ingerir numa

semana uma refeicdo de pescada e outra de peixe de espada preto atinge um indice de 3,2 com o



DTS da EFSA, equivalente ao de 7 refeiches das espécies mais consumidas pela populacéo
portuguesa. A preocupacdo é acrescida para bebes e criangas por serem mais sensiveis aos
efeitos neurotoxicos do metilmercdrio. Porém, o consumo de peixe ndo deve ser evitado porque
este possui nutrientes essenciais, tais como selénio e acidos gordos émega 3. A opcdo das
populacdes devera recair sobre peixes com pouco mercurio tais como o salmdo, sardinha e

dourada e evitar predadores como o peixe de espada e atum fresco.



ABSTRACT

The main exposure route of methylmercury is fish consumption. The Portuguese population is
the third largest fish consumer in the world therefore a population to assess risk exposure to
methylmercury. To evaluate the exposure, 162 samples of diverse fish species among the most
appreciated such as sardines, cod-fish, tuna and salmon, commercially available throughout the
Portuguese large food chain distributors, were analyzed for total mercury. It was assumed that all

mercury present in the samples was in the form of methylmercury.

Two different techniques were validated, cold vapor atomic fluorescent spectroscopy (CV-AFS)
which is a highly specific and sensitive technique and atomic absorption spectrophotometry with
direct combustion (A-AAS) (direct mercury analyzer AMA 254 from Leco) which was chosen to
analyze the samples for there is no need of a previous digestion or elution. By using the certified
reference material BCR 463 for CV-AFS the value of z-score was -1.3 and for A-AAS the value

was 1.6.

Based on the estimation of the exposure, risk characterization was made by calculating the Risk
Index (IR) for different age stratum of Portuguese’s population. The IR was calculated with the
reference dose for chronic oral exposure (RfD) of the US Environmental Protection Agency
which is 0.1pg/kg body weight/day and the provisional tolerable weekly intake PTWI of 1.3
Hag/kg body weight/week from the European Food Safety Authority (EFSA).

For high fish consumption levels, all age classes have an index of risk higher than 1 for any of
the PTWI considered, except babies with the IR = 0.5 for EFSA’s PTWI. For a medium
consumption, only children and teenagers are at risk. The highest indexes were estimated for
children reaching 3.2 with EFSA’s PTWI and 5.9 with EPA’s, considering the consumption of 7
meals of fish per week. On the other hand, if a child eats in one week a meal of hake and another
of black scabbard fish, the IR reaches 3.2 with EFSA’s PTWI, the same as the IR as for 7 fish
meals of the most consumed (prey) species by the portuguese population. For babies and young

children there is great concern due to their sensitivity to methylmercury’s neurotoxicity.



Fish has essential micronutrients such as selenium and omega-3, therefore it’s consumption
should not be reduced. To minimize the risk, populations should prefer non-predator fishes like
salmon, sardines and bream, avoiding predator species such as scabbard fish and fresh/frozen

tuna.
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ABREVIATURAS

A-AAS — espectrofotometria de absorcdo atobmica com amalgamacdo e combustdo direta da
amostra

AAS —-espectrometria de absor¢do atdmica (AtomicAbsorptionSpectroscopy)

AMA ou AMA 254-- analisador direto de mercurio da Leco

ATSDR-Agency for Toxic Substances and Disease Registry

AU--unidades arbitrarias

CHsHg - metilmercurio

CHsHgCHs —-dimetilmercurio

Cwmrc — concentracdo de mercurio do material de referéncia certificado

Cobs —- media das concentracdes de mercurio observadas

CV-AFS — espectrofotometria de fluorescéncia atobmica com vapor frio ou Cold Vapour —
Atomic Fluorescence Spectrometry

CVr - coeficiente de variagdo de repetibilidade

DGS - Direc¢do Geral de Saude

DS2--diferenga das variancias

DSI-- dose média semanal ingerida

DTS-- dose toleravel para ingestdao semanal

EC-JRC-IRMM - Instituto de Referencia de Materiais e Medidas da Comisséo Europeia,
(Institute of Reference of Materials and Measures of the European Commission)

EFSA-- Autoridade Europeia da Seguranca Alimentar, (European Food Safety Agency)

F - valor tabelado F de Fisher / Snedecor

Hg-- mercurio

Hg- mercurio

Hg*'-- estado monovalente do merclrio ou mercdrio mercuroso

Hg*?-- estado bivalente do mercurio ou merctrio mercurico

HgP-- estado elementar do mercurio

INE-- Instituto Nacional de Estatistica

IR—Indice de Risco

JECFA-- Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
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K -- constante utilizada no calculo do LD e LQ
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LS -- Limite superior do intervalo de incerteza certificado do MRC
MeHg — CH3Hg" - metilmercdrio

MRC ou BCR -- material de referéncia certificado

OMS —- Organizacdo Mundial de Saude

ppb -- parte por bilido ou pg/kg

ppm -- parte por milhdo ou pg/g ou mg/kg

PTWI - provisional tolerablecweeklycintake

R-- coeficiente de correlagédo

r — limite de repetibilidade

R1; R2; R3 -- valvulas redutoras de pressdo, fluxometros

RfD — dose de referencia de exposicdo cronica oral, (reference dose for chronic oral exposure)
S?yix - desvio-padréo residual

S?y2-- desvio padréo residual ndo linear

Sobs— desvio padrdo da serie de andlises efetuadas

Sri — desvio padrao da repetibilidade

t - t-student, valor tabelado utilizado em célculos estatisticos
u(cmrc)— incerteza padrdo associada ao teor certificado do MRC
US EPA-- Agencia  Americana para a Protecio = Ambiental,  (United
EstatesEnviromentalProtectionAgency)

Var ou §? — variancia

VT - valor de teste

Xo - média aritmética de uma série de brancos

Z— Z-score, um fator de desempenho

oo — desvio padrdo associado a Xo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mercurio — Origem e Especiacéo

O mercurio € um elemento da crosta terreste, estando presente no solo em concentracbes da
ordem de 0,5 mg/kg e na agua do mar cerca de 0,03mg/dm® (UNEP, 2002). Nas rochas é
encontrado principalmente em cinnabar sob a forma de sulfureto de mercurio (HgS). A rocha,
quando aquecida, liberta o mercurio em forma de vapor. As fontes naturais de libertacdo de

mercurio sdo atividade vulcanica e emissdes gasosas e erosao da crosta terreste (Yu, 2005).

O mercdrio é o Unico metal que no seu estado elementar se encontra no estado liquido a

temperatura ambiente e isto deve-se as suas propriedades fisico-quimicas. (ver Tabelal).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do mercurio (Encyclopedia Britannica, 2012)

Simbolo: NuUmero atémico:
A 80
Massa atémica: Tabela periddica: Ponto de fusao:
200,59 Grupo 12 e periodo 6 —38,87 °C (37,97 °F)
Ponto de ebulicéo: Configuracéo eletronica: Estrutura cristalina:
356,9 °C (674 °F) 2-8-18-32-18-2 ou romboédrica

(Xe)4f145d106s



Porém, na natureza, o merc(rio raramente se encontra no seu estado elementar (Hg9),
encontramo-lo mais frequentemente em sais ou ligado a compostos na forma monovalente (Hg**)
ou bivalente (Hg*?). (UNEP, 2002).

Em meios marinhos e terrestres, o mercurio inorganico sofre metilagdes, transformando-se em
espécies organicas de mercudrio sendo a mais abundante o metilmercudrio (CHsHg") (Figura 1).
As espécies organicas de mercdrio sdo mais toxicas do que as suas formas inorganicas devido a

sua maior facilidade de absorcdo e bioacumulagéo nos organismos vivos (IUPAC, 1998).

2 CHsHgCH3 AR

H® —— » Hg

Figura 1: Ciclo Biogeoquimico do mercurio adaptado de (U.S. EPA, 2009).

A metilacdo do mercurio pode ocorrer por processos abidticos, mas ocorre, maioritariamente, por
processos bidticos relacionados com o metabolismo de certas bactérias (UNEP, 2002),

bioacumulando-seem concentrages significativas na fauna marinha.

A estas concentragfes ambientais de mercurio, acrescem as provenientes de atividades
antropogénicas tais como extracdo de ouro (Yu, 2005), o fabrico de lampadas, baterias,
termémetros, entre outras (UNEP, 2002). A luz emitida por uma descarga elétrica através de um

vapor de Hg é rica em raios ultravioleta (UV), sendo este tipo de lampadas empregues em



espectrofotometros. (Yu, 2005). Com o aumento de mercdrio inorganico na hidrosfera e biosfera
devido a chuva &cida, atividades mineiras industriais e a sua subsequente biometilacdo, é
esperado que a exposicdo ao metilmercdrio aumente no século XXI (Chan, 2000). (Figura 2
adaptada deU.S. EPA, 2010).

Lagos e oceanos

Impactos

Estdo documentados

!
A \l\ efeitos toxicos sobre o
%, LY .
\ ‘t \ desenvolvimento do feto:
capacidades cognitivas e
Emissoes de Deposicoes

Padrdes alimentares motoras debilitadas;

actividades via himida e

industriais seca

Ecossistema,
transporte,
metilagdo e
bioacumulagdo

Figura 2: Ciclo do merctrio com origem antropogénica.

O mercurio sofre bioacumulacdo e biomagnificagdo ao longo da cadeia alimentar, ou seja,
encontra-se em maior concentragdo nos peixes predadores de grande porte (UNEP,2008;
ATSDR,1999).A principal via de exposicdo da populacdo humana ao mercurio € a alimentacéo,
nomeadamente devido ao consumo de peixe. Do teor de mercurio presente em peixe, cerca de
90% esta na forma metilmercurio (JOUE, 2006), razdo pela quala estimativa de teores de
metilmercdrio ingeridos sdo considerados equivalentes aos teores de mercurio total (EFSA,
2004).A exposicdo ao metilmercurio estd dependente da sua concentracdo nos alimentos e dos

habitos alimentares do consumidor (Chan, 2000).

1.2 Toxicidade

Os alvos mais sensiveis a toxicidade do mercdrio e seus compostos Sdo 0 sistema nervoso,

sistema cardiovascular e os rins. Outros sistemas podem ser afectados como o respiratorio,



gastrointestinal, imunitario, reprodutivo e hematologico (UNEP, 2008). Este contaminante,
quando ingerido, atravessa a membrana celular e liga-se a grupos tiol e selenol(—SH, -SeH) de
péptidos e proteinas (Yu, 2005). Estruturalmente estes complexos sdo semelhantes aos do
aminoacido L-metionina e atravessam a barreira hemato-encefalica com o auxilio de
transportadores de grandes aminoacidos neutros (Clarkson, 2002).Numa exposi¢do pré-natal ou
po6s-natal, durante o desenvolvimento cerebral, podem ocorrer danos devidos ao metilmercurio,
tais como: inducdo de alteracBes nos microttbulos, dano oxidativos nos neurdnios, desregulacao

da homeostasia neuronal e do calcio glial, entre outros (Clarkson., 2009).

A acdo do metilmercurio em adultos é caracterizada por um periodo latente entre a exposicao e
os sintomas (Clarkson, 2002). Este periodo pode variar entre semanas ou até meses consoante a
dose e tempo de exposicdo. Os primeiros sintomas de intoxicagdo a surgir no adulto séo
parestesias, ou seja, dorméncia nas extremidades,seguindo-se a perda de audicdo, a limitacdo do
campo de visdo, a descoordenacdo e o desequilibrio. Estes sintomas devem-se a destruicdo de
neurdnios em determinadas zonas do cérebro como o cerebelo (Clarkson, 2002).Obteve-se muita
informacdo acerca dos sintomas de exposicdo e efeitos toxicos deste contaminante a partir de
duas grandes situacdes de intoxicacdo aguda por metilmercdrio, respetivamente em Minamata e
no lraque. Em Minamata, Japdo, nos fins da década de 1950, devido a descargas industriais, que
contaminaram as aguas e respetiva fauna marinha de uma baia, a populacéo sofreu intoxicacoes

graves, ficando a patologia conhecida por doenga de Minamata.

No Iraque, na década de 1970, houve um envenenamento por consumo de pdo devido ao uso de
metilmercirio como fungicida nas sementes (ATSDR, 1999). Os dados recolhidos indicaram
maior toxicidade do metilmercurio em bebés com exposicdo pré-natal do que nos adultos. Por
exemplo, em Minamata registaram-se casos de gravidas, com sintomas ligeiros de intoxicacéo,
que deram a luz bebés com danos cerebrais graves (Yu, 2005). O caso iraquiano também
contribuiu para o aprofundamento do conhecimento dos efeitos nefastos do metilmercurio a
partir dos dados obtidos junto dos pacientes que recorreram ao hospital devido a intoxicacao.
Num estudo realizado com 49 dessas crianc¢as, foram observados sintomas como incontinéncia,
salivacdo, perda de tonus muscular, disfungdes sensoriais inclusive auditivas e visuais, disartria,
clonus, priapismo, entre outros (Zaki, 1978). A severidade dos sintomas observados variou desde
dorméncia nas extremidades a ataxia que podia ir de descoordenacdo até a completa

incapacidade de ficar de pé ou sentar-se, podendo mesmo nos casos extremos, ocorrer paralisias.



De entre as criancas avaliadas, 11 casos eram muito severos, com deficiéncias mentais, fisicas,
cegueira e surdez. Estas criangas apresentavam concentragdes sanguineas de mercurio superiores
a 10 umol/L no inicio do internamento hospitalar (Zaki, 1978), sendo as concentra¢cbes normais

na ordem de 0,05 umol/L e associadas a toxicidade aguda a partir de 0,25umol/L (Dart, 2003 ).

Estudos efetuados em populacdes que sd@o grandes consumidoras de peixe contribuiram com
dados de exposicdo cronica. Dois estudos relevantes acerca da exposicdo pré-natal ao
metilmercurio foram os realizados nas populagdes dos arquipélagos das Seychelles e das Ilhas
Faroé. Estes estudos indicaram o metilmercirio como provavel responsavel por atrasos

psicomotores observados nas criancgas dessas regides (Chan, 2000).

1.3 Toxicocinética: Absorc¢ao oral, Distribuicdo, Metabolizacao, Excregdo

Existem inimeros estudos que tém mostrado uma correlacdo entre quantidade de mercuriais em
sangue, cabelo e o respetivo consumo de peixe, (EFSA, 2012) sendo estas as matrizes analisadas
para monitorizar a exposi¢cdo humana a este contaminante. Os resultados deste tipo de anélise
contribuiram para estimar a exposi¢cdo humana aos mercuriais econhecer sua interagdo com o
organismo, ou seja, a sua toxicocinética desde a absorcdo até a excre¢do. A toxicocinetica do

metilmercurio ocorre por:

Absorcdo- Dado que a fonte maioritaria de MeHg ser o consumo de pescado e a taxa de
absorcdo deste a nivel gastrointestinal rondar os os 90-95% contribui significativamente para a
sua toxicidade. (Farina, 2011)

Distribuicdo- No sangue, 90% do MeHg fica nos globulos vermelhos e 10% no plasma. O
mercurio inorganico distribui-se de forma balancada entre plasma e células ou num racio

célula/plasma >2. (Harris et al, 2007)

Metabolizacdo- No cérebro o MeHg é convertido em mercurio, esta desmetilizacdo também
ocorre em outros tecidos como no figado, reduzindo assim a sua toxicidade. No figado o Hg liga-
se a glutationa, cisteina e outras moléculas contendo ligandos sulfidrilo. Estes complexos sdo

libertados na bilis existindo assim a reabsor¢do do Hg pelo intestino. (Harris et al, 2007)



Excrecdo- A excrecdo do MeHg e Hg € maioritariamente efetuada pelas fezes, (Harris et al,
2007), sendo o mercurio elementar e nas suas formas ionicas também libertadas via urina.
(UNEP, 2008)

1.4 Consumos de peixe e grupos de risco

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propds como grupos populacionais em risco: gravidas,
criancas e pessoas com problemas hepaticos, renais ou pulmonares, por serem mais suscetiveis
aos efeitos toxicos e também as populacbes em geral que apresentam um elevado consumo de
peixe (UNEP, 2008). A populacdo portuguesa é considerada uma possivel populagdo de risco
devido ao facto de nos seus habitos alimentares mediterraneos incluir um consumo de peixe de
55 kg peixe/ano per capita, que a coloca em terceiro lugar no mundo, somente ultrapassada pelo
Japdo e pela Islandia (Lem, 2008). A média europeia em 2006 rondava os 26 kg/ano per capita,
variando significativamente entre os paises da Unido (Tabela 2 adaptada de Lem, 2008).

Tabela 2:Consumosper capita de peixe e produtos de peixe nos paises mediterranicos da Unido.

Os 10
Restantes aises Europa
Portugal Espanha Franca Italia Grécia 10 paises P
daUE | novosna
UE
12 872
Consumos 602 045 2103060 | 2177239 | 1648896 243540 5407 374 690 745 899
(ton)
Populagio 11000 43000 62 000 60 000 11500 202500 | 110000 | °©00000
(mil)
25,8
Consumo per o471 48,9 35,1 275 21,2 26,7 6.3
capita(Kg/ano)

Ao dividir-se consumo de 55 kg peixe/ano per capita pelo nimero de dias por ano, obtém-se um
consumo de 150¢g peixe/dia per capita. Num inquérito efetuado pelo INE (Instituto Nacional de
Estatistica) com objetivo de averiguar os habitos alimentares da populagdo portuguesa, uma
média de 49,5% dos inquiridos consumiram peixe no dia anterior (INE, 2006).Um inquérito no
distrito de Setdbal indica consumos medios de 3-4 refei¢cGes de peixe por semana, ocorrendo

também consumos altos de 7 ou mais refeicdes por semana em 17 % da populagdo questionada




de Setubal e 6,1% da populacdo de Canecas, (Carvalho, et al., 2008). Outro inquérito sobre o
consumo de peixe em criangas de 7-11 anos da zona de lisboa indica uma média de 5 refei¢desde
peixe por semana (Nunes. E et al, 2014). Num questionario a 343 gravidas apurou-se também
um consumo medio de 3 refeicdes por semana sendo as espécies mais consumidas por ordem
decrescente a pescada, bacalhau, dourada, carapau, lulas, atum, polvo, salmdo e sardinha
(Nunes., 2014). O Instituto Portugués do Mar e Atmosfera efectuou um inquérito nacional onde
apuraram o0s seguintes produtos de pesca mais consumidos: o bacalhau, pescada, atum em

conserva, dourada, salméo, carapau e sardinha (Eduardo & Nunes).

1.5 Teores maximos nos géneros alimenticios e doses toleraveis de ingestao

O Regulamento n.° 1881/2006 revisto pelo REGULAMENTO (CE) N.o 629/2008, que fixa 0s
teores maximos de certos contaminantes nos géneros alimenticios, estipula teores maximos de
0,5 mg de mercurio por quilograma de produto de pesca e parte edivel do peixe (JOUE, 2006),
existindo algumas excecdespara peixes predadores em que o valor maximo de mercdrio é de
1mg/kg, segundo a tabela abaixo (JOUE, 2008).



Tabela 3: Teores maximos admissiveis de mercirio em diferentes produtos de pesca expressos em mg/kg de peso fresco.

REGULAMENTO (CE) N.°1881/2006

Produtos de pesca (%) e parte comestivel do peixe (**)e
(?°), com excepcao das espécies referidas no ponto 3.3.2. | 0,50mg/kg
Os teores maxios aplicam-se aos crustaceos, com excecao
da carne escura do carangueijo e da carne da cabeca e do
torax da lagosta e de grandes crustaceos similares

( Nephropidae e Palinuridae)

REGULAMENTO (CE) N.° 629/2008

3.3.2
Parte comestivel dos seguintes peixes (24)(25): 1,0mg/kg
tamboril (Lophiusspecies)

peixe-lobo riscado (Anarhichaslupus)

bonito (Sarda sarda)

enguia (Anguilla species)

ronquinhas, olho-de-vidro, olho-de-vidro laranja
(Hoplostethusspecies)

lagartixa-da-rocha (Coryphaenoides rupestris)
alabote-do-atlantico (Hippoglossus hippoglossus)
maruca-do-cabo (Genypterus capensis)

espadins (Makaira species)

areeiros (Lepidorhombus species)

salmonetes (Mullus species)

abadejos rosados (Genypterus blacodes)

lucio (Esox lucius)

palmeta (Orcynopsis unicolor)

fanecdo (Trisopterusminutus)

carocho (Centroscymnus coelolepis)

raia (Raja species)

peixe-vermelho (Sebastesmarinus, S. mentella e S.
viviparus)

veleiro-do-atlantico (Istiophorus platypterus)
peixe-espada (Lepidopuscaudatus, Aphanopus carbo)
bicas e gorazes (Pagellusspecies)

tubar@es (todas as espécies)

escolares (Lepidocybium flavobrunneum,
Ruvettuspretiosus, Gempylusserpens)

esturjdo (Acipenserspecies)

espadarte (Xiphiasgladius)

atuns (Thunnus species, Euthynnus species,
Katsuwonuspelamis)

3.3.3 Suplementos alimentares 0,1mg/kg




Os Regulamentos (CE) N.os 1881/2006 de 19/12 e 629/2008 de 3/07 ndo tém teores maximos
para metilmercdrio mas sim para mercdrio total permitido no peixe, no entanto, refere que o
aconselhamento orientado ao consumidor pode ser uma abordagem para a protecdo de grupos
vulneraveis, fazendo referéncia a uma nota de informacdo no sitio da Internet da Direcdo Geral

de Salude (DGS) e Defesa do Consumidor Europeu.

O Regulamento também refere que a EFSA (Autoridade Europeia da Seguranca Alimentar) em
2004 adotou como dose toleravel de ingestdo semanal (DTS) o valor proposto pela Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JEFCA) de 1,6 pug de mercurio/kg peso
corporal. No entanto, em 2012 reduziu esse valor para 1,3 pg de mercurio/kg peso
corporal/semana (EFSA, 2012), ligeiramente inferior ao valor da agéncia de salde do Canada de
1,4 pug de mercdrio/kg peso corporal/semana (Health Canada, 2007). A Enviromental Protection
Agency (EPA) tem atualmente uma dose de referéncia de 0,1 pg/kg peso corporal/dia, ou seja,
0,7 pg/kg peso corporal/semana, mais conservadora que as supracitadas (U.S. EPA,
2010)(UNEP, 2008). Estas doses de ingestdo consideradas seguras, foram determinadas por
organizacg0es reguladoras internacionais a partir dos estudos epidemioldgicos que decorreram nas
populacBes dos arquipélagos das Seychelles e das Ilhas Faroé (EFSA, 18 de Marco 2004). No
entanto, ha difencas nitidas entre os varios DTS propostos entre agéncias reguladoras (ver

resumo na tabela 4).

Tabela 4 : Valores de DTS propostos por varias agéncias reguladoras.

Agéncia ATSDR EPA EFSA JECFA Health Canada
reguladora
(ATSDR, (U.S.EPA, (EFSA, 2012) (JECFA, 2007) (Health Canada, 2007)
2015) 2010)
DTS (ug/kg peso 2,1 0,7 1,3 1,6 1,4
corporal/semana)




Estes valores pretendem evitar o risco por exposicdo crénica ao metilmercurio, ou seja, limitar as
quantidades ingeridas do contaminante e assim evitar que se excedem as doses méaximas

estimadas como seguras para 0s humanos.

Sabe-se que a populagdo portuguesa ingere muito peixe mas continua a ser escassa a informagao
disponivel sobre niveis de contaminacdo de pescado ingerido e que pode ser proveniente da costa
portuguesa ou de outras areas (Carvalho, et al., 2008). Alguns estudos tém vindo a debrucar-se
sobre os niveis de exposicdo das gravidas e criancas em Portugal, uma vez que estes alimentos
sdo consumidos pela maioria das mulheres e criangas em quantidades aprecidveis ao longo da
gestacdo, amamentacéo e vida (Nunes E. , 2010). A caraterizacdo do risco existente pode ser
feita por célculo dos indices de risco e é possivel que uma parte da populacdo portuguesa se

encontre em risco, especialmente as criancas (Carvalho, et al., 2008).

10



2. METODOLOGIA DA INVESTIGACAO

2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo geral

Efetuar uma avaliacdo da exposicdo da populacdo portuguesa ao metilmercdrio por consumo de
pescado proveniente de locais de enorme difusdo, as grandes superficies que sdo os fornecedores

de uma elevada percentagem do peixe que é consumido pela populagéo.

2.1.2 Objetivos especificos

1) Determinar o teor de mercdrio nas espécies de peixe mais vendidas, adquiridas em
grandes superficies comerciais de norte a sul de Portugal continental,

2) Validar dois métodos de andlise de mercurio total, por espectrofotometria de
fluorescéncia atdbmica com vapor frio (CV-AFS) e por amalgamac&o / espectrofotometria
de absorcdo atdmica (A-AAS) efetuada com o analisador direto de mercurio (AMA 254
da LECO);

3) Com base nos valores médios apurados por espécie de peixe e em dados estatisticos de
inquéritos sobre os consumos de peixe da populacdo, proceder a avaliacdo da exposicdo e
a estimativa do risco através de calculo dos indices de Risco para diferentes faixas etarias

da populacédo portuguesa.
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2.2 Caraterizagdo das amostras

Foi analisado o mercurio total em 148 amostras de peixe fresco (tabela 5) das seguintes espécies:

atum fresco, salmao, sardinha, robalo, dourada, carapau, truta, lula, perca do Nilo, safio e peixe-

espada preto por estarem entre as espécies mais apreciadas e algumas sujeitas a maior

bioacumulacdo (Nunes., 2014). De modo a completar o leque dos peixes mais consumidos,

analisaram-se também 14 amostras de pescada congelada, atum enlatado e bacalhau demolhado.

As amostras de peixe fresco foram obtidas nas peixarias de uma rede supermercados bem

implantada no nosso pais, de norte ao sul do pais; estas foram acondicionadas em tubos de

plasticos e armazenadas numa arca frigorifica a -20°C até serem analisadas. O atum em lata,

pescada congelada e bacalhau demolhado foram adquiridos na mesma rede de supermercados e

igualmente congelados.

Tabela 5: Carateriza¢do das amostras analisadas.

[0}
P Nome comum Nome comum em N° de
Nome da espécie (*) N N amostras Local de captura
em portugués inglés .
analisadas

Thunnus spp. Atum Tuna 21 Atlantico centro este
Gadus morhua Bacalhau Codfish 5 Pacifico nordeste
Trachurus trachurus Carapau Horse mackerel 10 Atlantico nordeste
Sparus aurata Dourada Glithead seabream 25 Aquicultura
Loligo spp. Lula Squid 10 Atlantico nordeste
Aphanopus carbo EYE:?: de espada Black scabbard fish 6 Atlantico nordeste
Perca spp Perca do Nilo Perch 14 Agua doce -

Uguanda
Merluccius merluccius Pescada Hake 4 Atlantico sude:st_e a

costa da Namibia
Dicentrarchus labrax Robalo Seabass 17 Aquicultura
Conger conger Safio Conger 6 Atlantico nordeste
Salmo solar Salméo Salmon 9 Aquicultura
Sardina pilchardus Sardinha Sardine 19 Atlantico nordeste
Salmo truta trutta Truta Trout 11 Atlantico nordeste

*Nomes de espécies de peixe em latim adaptados de (EFSA, 2012) e (Nunes. E et al, 2014).

Local de captura obtido dos fornecedores do produto.
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2.3 Meétodos de analise de merciirio

Foram testados dois métodos de quantificacdo de mercurio, Cold Vapour — Atomic Fluorescence
Spectrometry (CV-AFS) e por Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) com amalgamacado com o
analisador direto de mercurio (AMA 254), de modo a averiguar qual o mais eficiente para
analisar o nimero elevado de amostras previstas. O elevado nimero de amostras requere a
escolha de um método pouco moroso mas rigoroso e preciso. Sabendo-se que 95% do mercurio
no peixe estd na forma de metilmercurio e que portanto podemos dosear 0 mercurio total sem

necessidade de proceder a sua especiagdo,o que foi assumido em ambos os métodos utilizados.

2.3.1 Espectroscopia de fluorescéncia atomica com vapor frio: CV-AFS

No método CV-AFS que se encontra esquematizado na Fig.3, a amostra é injetada através de
uma vélvula e chega ao separador gas-liquido onde o Hg?* é reduzido para sua forma HgP pela
oxidacdo do estanho Sn?*a Sn*'e transportado por um gas inerte; argon, até ao detetor de

fluorescéncia, passado através de uma membrana de secagem.

No detetor PSA 10.023 Merlin Fluorescence Detector, fabricado pela PS Analytical Ltd (Fig.4),
a ldmpada de catodo oco de mercdrio irradia os &tomos de mercurio que ao ficarem excitados,
emitem fluorescéncia. A luz fluorescente é detetada e sua intensidade quantificada. Por meio de
uma curva de calibracdo com solucbes padréo, esta resposta € convertida em concentracdo de

analito na solucédo analisada.

De salientar que a amostra requere uma mineralizacdo acida (auxiliada por aumento de presséo e
temperatura em vasos de digestdo colocados em micro-ondas) e que isso e a necessidade de

realizacdo da curva de calibracdo diariamente tornam este método moroso.
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Figura 3: Esquema do CV-AFS. (PS Analytical Ltd, 2001)

1. Lampada de mercurio

2. Lente

3. Colmatador

4. Chaminé de introducao

8 5. Vapor frio

Figura 4: Esquema do detetor de fluorescéncia do CV-AFS. (PS Analytical Ltd, 2001)
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2.3.2 Analisador direto de mercurio: A-AAS

O método de espetrometria de absor¢do atomica com amalgamacdo foi utilizado com o
equipamento Mercury Analyser AMA 254 acoplado a um computador com o software de

funcionamento do aparelho versédo 5.0.2.4. (Fig.6).

No analisador direto de mercdrio a amostra de peso ou volume conhecido é colocada no
recipiente de amostragem e sob comando informatico, introduzida no tubo catalisador. A
amostra é seca e de seguida sofre pir6lise (a 550°C) (Fig.5). Os produtos de decomposicao sao
transportados por um fluxo de oxigénio para o forno catalisadoronde a oxidacéo € finalisada. Os
produtos da decomposicdo sdo transportados para o amalgamador para uma amalgamacao
seletiva do mercurio com ouro, o restante passa pelas cuvetes de medicao e libertadas pela saida
de oxigénio do equipamento. O amalgamador é mantido a 120°C para prevenir a condensacéao de

agua.

Ap0s a estabilizacdo da temperatura no amalgamador, a quantidade de mercurio aprisionada é
medida. O mercdiro é libertado do amalgamador por um curto aquecimento e depois é
transportado através da cuvete mais longa de medicao, depois pela cAmara de atraso que esta fora
do eixo optico das cuvetes e finalmente pela segunda cuvete de medi¢do. O mercdrio presente
numa amostra é assim quantificado duas vezes, com sensibilidades diferentes resultando numa
gama dinamica de 0,05-600 ng Hg. A fonte de iluminacdo é uma lampada de baixa pressdo de
mercurio de comprimento de onda de 253,65 nm (LECO). Todos os dados medidos pelo

microprocessador 8051 sdo transmitidos para o computador.
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Figura5: Esquema interno do analisador direto de mercirio AMA-254. (Nortje, 2010)
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2.4 Método Experimental CV-AFS

2.4.1 Mineralizacdo de amostras em vasos de Teflon

©)

Pesar aproximadamente 0,59 de amostra de peixe (espatula de plastico),
previamente descongelada;

Colocar num vaso de digestdo previamente descontaminado (previamente
submetido a aquecimento com &cido nitrico (HNOs) em micro-ondas e lavado
com agua MilliQ);

Adicionar 5,0 ml HNOs; concentrado, ou outro volume de acordo com 0S
objetivos da abordagem;

Adicionar 1 ml de H20>;
Deixar em contacto, cerca de 12 horas;

Proceder a digestdo no digestor de microondas (aumento gradual de temperatura
até se atingirem 200°C (15 min), manter a 200°C durante mais 20 min); (fig. 7)

Deixar arrefecer e diminuir pressao ao longo de aproximadamente 5-12 horas;
Remover o liquido para um baldo de 10 ml;
Lavar o vaso de digestdo com &gua desionizada e acrescentar ao mesmo baléo;

Acertar para o volume final de 10 ml.
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Ifigura 7: Digestor Ethos 1 da Milestone, vasos de digestzo e software.

2.4.2 Método de Quantificacdo do Mercurio total por CV — AFS

2.4.2.1 Procedimento operativo do CV-AFS
Ligar a lampada do detetor cerca de 30 minutos antes da analise;

Ligar o argon e aferir R2 — fluxo de &rgon dirigido & membrana secante — a (50%), R1
— fluxo de argon no separador gas/liquido, e R3 — fluxo de argon dirigido ao detetor —
a 20%;
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Colocar tubos na bomba peristéltica e respetivas solucdes de cloreto de estanho
(SnCly) e écido cloridrico (HCI) 3M;

Ligar bomba peristaltica para o caudal de 2,5ml/min;
Aumentar R2 para 100% (2,4 I/min) e R1 e R3 para 50% (0,3 I/min);

Verificacdo dos pardmetros instrumentais de sensibilidade adequados a anélise

(detetor de fluorescéncia atdmica — integracdo ¥ segundo e sensibilidade 10/6;
Colocar o mostrador do detetor de AFS a zero carregando em “Auto-zero”;
Colocar valvula de injecdo na posi¢do “load”;

Apbds homogeneizacdo, recolher 1,0 ml da amostra digerida (contida no baldo

volumétrico) com o auxilio de uma seringa de plastico e injetar na valvula de injecéo;
Colocar valvula de injegdo na posigdo “inject”;
Proceder a leitura do valor maximo de fluorescéncia indicado pelo detector;

A partir da andlise de solu¢bes-padrdo, determina-se uma curva de calibracdo que

permite determinar a concentracdo de mercdrio total presente na amostra;
Apds execucdo de todas as analises:
- Parar a bomba peristéltica;

- Remover tubos das solug¢des de SnCl, e HCI3M e introduzi-los num copo contendo

agua desionizada;

- Ligar a bomba peristaltica e deixar circular dgua desionizada durante 5 a 10

minutos;
- Desligar a bomba peristéltica;
- Fechar torneira da garrafa de argon e aguardar que os mandémetros descam até ao

nivel zero;
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- Quando as 3 saidas de argon estiverem no zero, fechar o manoreductor da garrafa de

argon;

- De seguida, ligar argon apenas em R2 durante, pelo menos, 15 minutos a 50% para

gque membrana fique bem seca e prolongar a sua durabilidade;

- Fechar vélvula da garrafa de argon, aguardar que émbolo de R2 desca até nivel 0 e

fechar a saida de argon;

- Desligar o detetor e verificar se todo 0 equipamento se encontra corretamente
desligado.

- Conferir os procedimentos na folha de utilizacdo e assinar.

2.4.2.2 Curva de Calibragdo

Proceder a diluicdo de cloreto de mercurio de forma a obter uma solugdo mae de 1g/L. Por
exemplo, pesar 100mg para baldo de 100 mL, colocar ImL de &cido nitrico e perfazer com agua
pura (tipo 1), proveniente de um equipamento de purificacdo de dgua Milli-Q. Diluir a solugéo
mae de modo a obter uma solucéo intermédia de trabalho de 1mg/L, por exemplo retirar 400uL
da solucdo mée para um baldo de 250mL, adicionar 2,5mL de &cido nitrico e perfazer com agua

pura.

Diluir esta solugdo com agua pura, acidificada com éacido nitrico de forma a obter padrdes com
as concentracdes de 2;5;10; 20; 40; 60; 80 e 100pug/L.

Todo o material volumétrico de vidro e os vasos de digestdo ficam com acido nitrico a 10% pelo

menos durante 6h apos a lavagem de modo remover residuos de mercurio.

2.4.2.3 Solugdes necessdrias
- HCI 3M (36,5-38%, Sharlau, ACS basic para anélise)
- Cloreto estanhoso (SnCl,, 98%, Panreac para analise) 3% (p/v) com 15% (v/v) de &cido
cloridrico (HCI)
- Acido nitrico (65%, Panreac, PA-1SO para analise)
- Peroxido de hidrogénio (H202, 30%, Merck para analise)

- Cloreto de mercurio (99,5%, Riedel-de-Haén para analise)
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2.4.3 Método Experimental do analisador direto de mercurio (A-AAS)

A anélise de mercdrio por este método resume-se em pesar aproximadamente 0,05g de peixe
numa balanca com precisdo de 0,0001g para uma barquinha previamente tarada e introduzir a
barquinha no amostrador do equipamento. Introduz-se a identificacdo da amostra e respetivo
peso no software do AMA 254, Este por sua vez efetua a anélise e reporta o resultado da
concentracdo de mercurio em mg/kg (ppm). No inicio da anélise, abre-se a torneira da garrafa de
oxigeénio, verifica-se que o caudal no manémetro é o indicado pelo fabricante e liga-se o
equipamento. O software so inicia as leituras apds o aquecimento devido do equipamento. E boa
prética iniciar e terminar um ciclo de leituras com brancos de agua de modo a arrastar mercurio

residual do equipamento e descontaminar a barquinha.

Dado a sensibilidade da técnica ao seu meio circundante, é imperativo que o equipamento esteja

em local arejado mas sem correntes fortes de ar.

E importante o operador ser sensibilizado para os perigos inerentes desta técnica, ou seja, so falta
adicionar um combustivel (algo para queimar) no tridngulo do fogo para haver um incéndio
porque o comburente e calor o equipamento em funcionamento possui. Esta é uma das razbes

que se deve trabalhar com o caudal de oxigénio adequado e fecha-lo quando ndo é mais preciso.

2.5 Validacdo de métodos

Avaliagbes de conformidade com requisitos legais como com os Regulamentos (CE)
N.os 1881/2006 e 629/2008 e decisbes importantes assentam em resultados analiticos
quantitativos, portanto, torna-se imperativoter uma indicacdo da respectiva qualidade, ou seja,
em que medida sdo crediveis para o fim em vista (Camdes, 2001). Em alguns sectores da
quimica analitica é agora uma exigéncia formal (frequentemente legislativa) que os laboratorios
introduzam medidas de garantia de qualidade. Tais medidas incluem: o uso de métodos de
analise validados; o uso de procedimentos com controlo interno de qualidade bem definido;
participacdo em testes de competéncia (ensaios interlaboratorias); acreditacdo baseada na ISO
17025 (norma com requisitos especificos para laboratorios e seus ensaios laboratoriais) e

estabelecimento da rastreabilidade dos resultados das medigdes. No entanto deve-se aceitar o
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facto de que os resultados individuais ndo sdo todos 100% fiaveis pela possibilidade de ocorrer
erros aleatorios e sistematicos. (CITAC/ EURACHEM, 2002)

A validagdo do método de analise tem como objetivo comprovar a sua adequacao para o seu fim,
Ou seja, que suas carateristicas de desempenho sdo capazes de produzir resultados dentro da
necessidade do problema analitico. (CITAC/ EURACHEM, 2002)

Os requisitos minimos de desempenho de um método analitico mais importantes séo:

A seletividade/especificidade consiste na capacidade do método identificar o analito de
interesse numa mistura complexa. Tipicamente pode ser incluida a matriz, as impurezas, 0s
produtos de degradacdo e os solventes utilizados na presenca das amostras. (RELACRE, 2000).
Inclui habitualmente testes de recuperacéo.

A gama de trabalho para qual os resultados tém um erro aceitivel. A linearidade caso se
pretenda trabalhar na zona linear dentro da gama de trabalho.

Os limiares analiticos método que se avalia através da definicdo do limite de detecéo e o limite
de quantificacdo do método. O limite de detecdo é a concentracdo a partir da qual se consegue
distinguir nitidamente a presenca do analito em detrimento do branco ou ruido enquanto o limite
de quantificacdo nos permite identificar a concentracdo a partir da qual o método nos da
resultados fiaveis.

A precisdo reflete o grau de proximidade entre valores, para um certo nimero de analises e para

0 mesmo método analitico enquanto a exatidao € o grau de proximidade com o valor verdadeiro.

Ambos os métodos CV-AFS e A-AAS foram validados com base nestes requisitos.

2.6 Calculo dos Indices de risco

O presente trabalho também pretende fazer uma estimativa da exposi¢do da populacdo ao MeHg
e subsequentemente calcular o risco com base nos teores de Hg de amostras de peixe vendidas
em grandes mercados fornecedores (grandes superficies) procurados por uma parte significativa
dos consumidores portugueses. A grande vantagem desta abordagem é o facto de as estimativas
do risco se aplicarem a uma grande faixa da populacdo portuguesa que usa estes mercados de

abastecimento e pela inclusdo das espécies mais consumidas nas amostras analisadas.

Para se efectuar esta avaliacdo com base no célculo de indices de risco (IR), é necessario apurar

as doses semanais ingeridas (DSI) para os diferentes grupos populacionais e para tal sdo
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requisitos dados sobre seus pesos corporais médios, padrdes alimentares e concentracfes do
contaminante nos alimentos. A DSI é comparada com as doses toleraveis de ingestdo semanal
(DTS) por célculo do indice conforme a equacdo abaixo. Os céalculos de indices de risco (IR)
foram efetuados para varias faixas etarias e quando o IR for superior a 1, 0 subgrupo em questéo

encontra-se em risco (Carvalho, et al., 2008).

Dose semanal ingerida (DSI)

Indice de Ri IR) =
ndice de Risco (IR) Dose toleravel semanal (DTS)

Calculou-se o IR para o DTS da EPA (0,1 pg/kg peso corporal/dia) mas para uma semana (0,7
pg/kg peso corporal/semana) e para o valor adotado pela EFSA de 1,3 pg/kg peso
corporal/semana. Estes resultados encontram-se no capitulo Resultados e Discusséo no ponto 3.5

(Avaliacdo da exposicédo e Caraterizacao do Risco).

A DSI foi calculada dividindo a quantidade de mercdrio ingerida numa semana pelo peso

corporal:
nrefeigdes
Hg ingerido ( ac] ) = Z (quantidade de peixe ingerido numa refeicio (kg) X [Hg] E)
semana . kg
n=

Os DSI foram calculados com base em varios pressupostos:

a) Assumiu-se que o mercurio no peixe se encontra na totalidade na forma de MeHg e usou-
se o teor médio de Hg apurado para espécie do pescado analisado;

b) Definiram-se as espécies de peixe mais consumidas em Portugal com base nos inquéritos
de E. Nunes et al2014; (ver tabela 22)

c) O numero de refeicdes de peixe por semana foi classificado em baixo, médio e elevado. O
numero médio foi considerado ser 3-4 refeices semanais com base em Carvalho et al
2008; (ver tabela 21)

d) As quantidades de peixe por refeicdo foram ajustadas consoante a faixa etaria e as
recomendacOes dietéticas subjacentes. Aos lactentes aconselham-se 20 g por refeicéo
(Nestle, 2013) e para os adultos foram considerados 200g e estabeleceram-se quantidades

intermédias para criangas e adolescentes;
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e) Para as diferentes faixas etarias, 0s pesos corporais foram estimados no percentil 50%, a
partir das curvas de crescimento do boletim de saude infantil e juvenil masculino adotado
pela Direcdo Geral de Saude, (Figuras 8 e 9) e para adultos foram utilizados 60 kg igual
ao peso assumido pela EFSA na sua avaliacdo de exposicdo ao risco de mercurio em
peixe, (EFSA, 18 de Marco 2004).
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Figura 8: Curva de crescimento do peso de lactentes (sexo masculino). (Dire¢do Geral de Saude., 2005)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validacdo de método para analise de mercurio por Espectrofotometria de

Fluorescéncia Atdmica com Vapor Frio (CV-AFS)

A validacdo adequada de um método analitico permite evidenciar que os resultados obtidos séo
crediveis. Com este intuito, procedeu-se a validagdo do método CV-AFS para as seguintes
carateristicas de desempenho:

a) Especificidade/seletividade;

b) Gama de trabalho;

c) Linearidade;

d) Limite analiticosde detecdo e quantificacdo;
e) Precisao;

f) Exatidéo.

3.1.1 Especificidade/seletividade

A seletividade é a capacidade de um método identificar e distinguir um analito numa amostra
complexa (como o peixe), sem interferéncia dos outros componentes (Relacre, 2000). As
carateristicas do método CV-AFS para andlise de mercurio sdo por si especificas devido ao facto
de o detetor possuir uma lampada de catodo oco de mercurio que excita os atomos de mercurio
da amostra e esta por sua vez emite radiacdo no comprimento de onda especifico do elemento,
quantificando assim exclusivamente mercurio. E possivel a utilizacdo de vapor frio devido a

volatilidade do mercurio (HgP), este facto contribui para aumentar a seletividade do método.

Para avaliar as interferéncias do método pode realizar-se um teste de recuperacgdo utilizando uma
série de amostras com a mesma matriz em que se varia a concentracdo de mercurio em
proporcGes bem conhecidas e ao longo de toda a gama de trabalho. As taxas de recuperacdo

devem ser proximas de 100%.

26



Com este intuito, efectuou-se fortificagbes numa mesma amostra antes da sua mineralizagéo,
obtendo-se as taxas de recuperacdo referidas na tabela 6. Obtiveram-se ainda outras taxas de
recuperagdo mais baixas mas ndo foram consideradas porque houve perda significativa do
analito durante digestdo. O procedimento de digestdo foi optimizado para diminuir esta perda,
deixando a amostra em contato com o &cido cerca de 12 horas. Dado o facto de as taxas serem
inferiores a 90%, e provavel que ainda tenha ocorrido alguma libertacdo de mercurio durante o

processo da digestéo.

Tabela 6:Taxas de recuperagdo médias de fortificagdes efetuadas antes da digestdo em duplicados independentes ao longo
da gama de trabalho.

Volume de padréo de Concentragéo final _
1mg/L esperada Concentracédo obtida % Recuperacio
. (hg/L)
Fortificado (uL) (ng/L)
200 20 16,54 82,70
600 60 51,94 86,57
800 80 71,64 89,55

3.1.2 Gama de trabalho

Relativamente a um método de analise é importante garantir que a resposta do sistema de medida

seja proporcional a concentracdo do nosso analito, no caso o mercurio.

Ao utilizar uma metodologia que envolve o tracado de uma curva de calibracdo, estabelece-se
um grafico em que o sinal do equipamento é funcdo da concentracdo dos padrbes e depois por
interpolagéo determina-se a concentracdo do metal nas amostras em estudo. Neste caso, a gama
de trabalho é avaliada pelo teste de homogeneidade das variancias de modo a avaliar a
adequabilidade da gama de padrdes da curva de calibracdo, ou seja, averiguar se a variagdo nos

limites da gama de trabalho € aceitavel.

O primeiro e o Gltimo padrdo sdo analisados em 10 replicados independentes. Para este teste é

aconselhado o uso de uma reta de calibracdo composta por um minimo de 6 padrdes. Utilizou-se
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uma reta com 8 padrdes (tabela 7), cujas leituras foram feitas num s6 dia. Sdo calculadas as

variancias (Var ou S?) das leituras dos padrdes de 2 pg/L e de 100 pg/L e a de valor maior

dividida pela menor, obtendo-se assim o valor de teste (VT) que por sua vez € comparado com o

valor tabelado F de Fisher/Snedecor para 99% de probabilidadee N-1 graus de liberdade

(RELACRE, 2000).
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Parai=1ei=10 Sendo:
i— 0 numero do padrdo (neste caso i vai de 1 a 10)

j — 0 nmero de repeticdes efetuadas para cada padréo

Tabela 7:Leituras obtidas no CV-AFS com padrdes da curva de calibracdo

Padro Leitura (AU)

(ha/L) | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o |o 0.1
2 X 4,2 43 3.6 438 3.9 3,7 3.6 35 3,7

10 17,8 18,8

40 76 75

50 90,6 91

60 1135 |[113,3

80 140 141

100

Os padrdes de 2 e 100 ppb estdo realgados porque foram os utilizados para testar a adequagao da gama de trabalho.
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N-1=10-1=9 F9: 9:0,01) = 5,35 (tabela em anexo 3) (USP)

Vaerpb =0,232 Var]_OOppb = 0,933

(VT) = Varwooppn/ Varzpps = 4,03

VT < Fo9.001) ~ 4,03<5,35  a diferenga entre as variancias ndo é significativa, logo a gama de

trabalho encontra-se bem ajustada.

3.1.3 Linearidade

A determinacdo da linearidade é necessaria para a verificacdo de que a resposta analitica é
proporcional a concentracdo da substancia em anéalise, num intervalo adequado, que compreende
as concentracdes esperadas nos produtos a analisar. Um ajuste adequado resulta num menor
desvio padrdo residual, menor incerteza de interpolacdo aumentando assim a qualidade do
resultado. Quanto mais préximo de um, for o coeficiente de correlagdo (R), melhor é o ajuste dos
pontos a reta de calibracdo. No entanto, 0 R ndo é por si uma garantia acerca da linearidade.
Existem alguns testes como o Teste de Mandel, que foi utilizado para averiguar a linearidade da
curva de calibracdo. A partir de um conjunto de pares ordenados, calculou-se a fungdo de
calibracdo linear (figura 10), a fungédo de calibrag&o n&o linear (figura 11) e respetivos desvios-
padréo residuais S%yx e S?,. A diferenca das variancias (DS?) foi calculada pela equagéo seguinte

em qual o N é o numero de padrdes utilizada na curva de calibracéo, neste caso foram 8:

DSZZ (N-Z) . Szy/x - (N-3) . 82y2

O valor teste (VT) é a divisdo da diferenca das varidncias DS? pelo desvio padréo residual ndo
linear S?y2: (RELACRE, 2000)

VT = DS?/ S%»

O método ¢ linear se VT <F (0,05:1; N-3)
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Oscalculos para o teste de Mandel (tabela 8) efetuado com base no valor medio das leituras da

curva de calibracdo da tabela 7.

Tabela 8:Dados para o calculo do valor teste. (Teste de Mandel).

Média Pontos com
/L (ppb) das . Pomosfom interpolacao
Hg . interpolacéao linear . :
leituras polinomial
0 0,05 3,42 -1,74
2 3,65 6,74 2,71
5 8,85 11,72 9,30
10 18,3 20,02 20,03
40 75,5 69,79 77,69
50 90,8 86,38 94,35
60 113,4 102,98 109,72
80 140,5 136,16 136,64
100 155,5 169,34 158,44
Variancias 3733,76 3786,09

Dados utilizados para averiguar liniaridade da curva de calibragéo.

180 -
160 -
140 -+
120 -+
100
80
60
40
20

Leituras (AU)

y =1,6592x + 3,4231
R*=0,9867

20 40

80

Concentragdo de Hg (ug/L)

100

120

Figural0: Gréfico do ajuste linear aos pontos de calibragdo e equagdo de reta para calculo dos pontos com interpolacéo linear.
Concentragdes experimentais da gama de calibragéo (). Ajuste linear ( —).
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200 -~

150 -

100 -

y =-0,0064x2 + 2,2418x - 1,7444

50 R?=0,998

Leitura (AU)

40 60 80 100 120
-50

Concentragdo de Hg da calibragdo pg/L

Figurall:Gréfico do ajuste ndo linear aos pontos de calibracdo e equagdo da curva para célculo dos pontos com
interpolagdo ndo linear. Concentragdes experimentais da gama de calibracdo (M ). Ajuste com equacéo de segundo grau

(r).

Com os dados supracitados, obtemos para N=8, ou seja onimero de padrdes utilizados:

DS? =3472,12 VT = 3472,12/3786,09= 0,92

VT< Fpos15 ~0.92< 6,61 (valor tabelado em anexo 3) (USP)

Verificou-se a veracidade da preposicéo, logo pode-se considerar o ajuste linear adequado.

3.1.4 Limites de Detecéo e Quantificacao

O limite de detecdo € um limiar analitico que corresponde a menor quantidade de analito

detetdvel numa amostra mas ndo necessariamente quantificavel (Relacre, 2000).

O limite de detecdo (LD) foi calculado de forma seguinte:

LD = Xo + K.oo

Em que:

Xo é a média aritmética de uma série de brancos preparados de forma independente e lidos

31



ao longo de varios dias de trabalho;
corepresenta o desvio padréo associado a Xo.

K = 3,3 para um nivel de confianca de cerca de 99,7% partindo do principio que Xo segue

uma distribui¢do normal de erros (gaussiana).

Tabela 9:Dados utilizados para o calculo do limite de dete¢do (LD).

Leitura de brancos (AU)
04 0,4
0 0,1
0 0,1
0,2 0,1
0 0
0 0
0,4 0,2
Média dos brancos 0,14
Desvio padréao 0,16

As leituras de fluorescéncia dos brancos expresso em unidades arbitrarias (UA) na tabela 9,
foram obtidas em dias diferentes. Ao substituir os valores na equagdo supracitada, obtemos o
sequinte LD;

LD =0,14 + 3,3* 0,16 = 0,66 AU

O limite de quantificacdo corresponde a menor concentracdo de analito medida para a qual é
possivel a sua quantificagdo com valores de exatidao e precisao determinados; na pratica acaba

por corresponder ao padrdo de calibracdo de menor concentragéo.
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O limite de quantificacdo (LQ) calcula-se de forma semelhante ao limite de detecdo, mas com

K= 10, obtendo-se assim o seguinte LQ:

LQ= Xo + 10.50

LQR=0,14+10*0,16 =1,73 AU

Ao comparar o LQ com as leituras do padrao de 2ug/L acima na tabela 6, com um valor médio
de 3,65AU, verificamos que este padrdo encontra-se acima do LQ, ndo sendo necessario ajustar a

gama de trabalho.

3.1.5 Precisao

E uma medida que pretende avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, ou

seja,o grau de repetibilidade ou de reprodutibilidade do método analitico.

Quando estabelecemos a precisdo avaliamos a dispersdo dos resultados obtidos, correspondentes
a varias analises sobre uma mesma amostra, padrdes ou amostras semelhantes, em condic6es

definidas.

Na precisdo consideram-se 3 niveis:

- Repetibilidade do do ensaio, expressa a precisdo em condicOes tdo idénticas quanto possivel, ou
seja, usando as mesmas condic¢des de analise, mantendo o laboratério, oanalista, os reagentes, o

mesmo equipamento, e considerando um curto intervalo de tempo;

- Precisdo Intermédia, por vezes designada de variabilidade intralaboratorial — em que a analise é

efetuada em dias diferentes ou por técnicos diferentes;
- Reprodutibilidade — Faz-se variar as condi¢fes do ensaio como: laboratorios diferentes,

operadores, equipamentos diferentes, ou em periodos de tempo bem distintos. Participar em

ensaios interlaboratoriais € umaforma de verificar a reprodutibilidade (RELACRE, 2000).

33



Na determinacdo da precisdo, € comum avaliar-se a repetibilidade e para isso efetua-se uma série
de medigdes (n > 10) de uma solugdo correspondente a concentracdo média da gama de trabalho,
de padrédo, MRC ou amostra.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r) é avaliado segundo:
(RELACRE, 2000)

r=t.\2.Sri=1,96.V2.8ri = 2,8. S;i = 2,8*3,60= 10,09
sendo;

Sri — desvio padrédo da repetibilidade associada aos resultados considerados.

Para o céalculo da repetibilidade foram efetuadas as seguintes 10 medi¢cdes do padrdo
correspondente a concentracdo de 50 pg/L. Os 10 padrdes de 50 pg/L foram preparados em
simultdneo a partir da mesma solucdo mée cloreto de mercurio de 1mg/L e as leituras da tabela

10, efectuadas no mesmo dia da preparacéo.

Tabela 10:Leituras (L) do padréo de 50 pg/L para avaliar a precisdo.

Leitura| L1 | L2 | 13 | 14 | 15 | L6 | L7 | L8 | L9 | LIO
(AV)

90,6 { 91,0 | 850 | 859 859|819 | 860 | 815|810 | 820

O Coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CVr), expresso em percentagem, é dado por:

CVr = (Si/ X) * 100

Sendo:

CVr igual ao desvio padrao de repetibilidade (Sr) a dividir pela média dos valores considerados

(X). Obtendo-se assim o seguinte CVr:

CVr = (3,60/ 85,08) *100 = 4,23%

Dado o CVr ser inferior a 5%, conclui-se que o0 método é preciso.
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3.1.6 Exatidao

A exatiddo é a concordancia entre o resultado obtido e o verdadeiro valor.

Uma das aplicagdes mais frequentes dos materiais de referéncia certificados é a validacéo de
procedimentos de medicdo. (IRMM, 2012)A exactiddo do meétodo foi averiguada por meio de
analise ao material de referéncia certificado BCR 463 (anexo 4) fornecido pela Bureau of

Reference of European Commission com o teor de mercurio de 2,85 + 0,16 jug/g em peso seco.

Efetuou-se a analise de humidade do BCR 463 por secagem em estufa a 103°C até atingir peso

constante.

Tabela 11: Determinacéo do teor de humidade do MRC

Massa Humidade % Matéria seca %
inicial | Massa Massa : u 0
MRC+capsula| . Massa final _ .
de capsula @) final MRC () | (= 100- Matéria (= massa final
MRC ) g total () g seca) MRC/massa
(9) inicial MRC
0,161 | 31,5800 31,7410 |31,7183| 10,1383 14,1 85,9

Pesagens efetuadas em balanca com resolucéo de 0,0001g. As massas finais correspondem as pesagens apos secagem em estufa.

Para averiguar a exactiddo do método, procedeu-se ao célculo dos erros relativos com as
concentragdes de MRC obtidas experimentalmente e a concentracdo esperada equivalente ao seu
valor certificado.

(concentracao obtida — concentracgao esperada) 100
X

Erro relativo (%) = ~
concentragdo esperada

Tabela 12:Concentracfes de MRC obtidas em condicdes de precisdo intermédia e respetivos erros relativos.

MRC pg/g Erro relativo (%)
2,74 -3,93
2,78 -2,64
2,79 -2,12
2,45 -13,98
2,46 -13,64
2,55 -10,61
Média 2,63 Média -7,82
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A fonte bibliografica consultada (RELACRE, 2000),refere que um erro relativo de 5% pode ser
considerado satisfatorio. O erro relativo medio é -7,82%, pelo que se recorreu ao calculo do z-
score para avaliar o desempenho do método. O fator de desempenho “Z-score” do MRC é
satisfatorio se inferior a 2; questionavel entre 2 e 3 e ndo satisfatério acima de trés. (RELACRE,
2000)

Z=|Xw-Xv| /S= |2,63-285] /0,16 = 1,31

Sendo:

Xiab = média dos valores experimentais na analise do MRC,2,63 pg/g;
Xv = valor aceite como verdadeiro, ou seja, o valor do certificado, 2,85 ug/g;
S = Unidade de desvio que pode ser a incerteza do MRC, 0,16 pg/g;

Z =1,31 <2, logo o desempenho ¢é satisfatério.

3.1.7 Incerteza

Existe 3 abordagens principais para a quantificagdo da incerteza da medicao:

. “Passo a passo”, ou, na lingua inglesa, abordagem “bottom-up” em qual se considera a
incerteza de cada passo da analise e sua soma da a incerteza final, ou seja, seria
considerada a incerteza do padrdo utilizado, do material volumétrico, da balanca,
interpolacdo do sinal instrumental na curva de calibracdo, entre outras;

ii. Baseada em informacdo interlaboratorial, ou seja, no desvio padrdo de reprodutibilidade
do método;

iii. Baseada em dados da validacdo e/ou controlo da qualidade do método analitico
recolhidos.(IPAC, 2007)

Adotou-se a terceira op¢do, que consiste em apurar a incerteza associada as componentes

precisdo e exactid&o.

A incerteza da componente precisdo Spreciszo fOI oObtida através das amplitudes de duplicados

(tabela 13) de varias amostras processadas independentemente pelo célculo seguinte:
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Amplitude média
1,128

Sprecisao =

Sprecisio =~ — 0,05
precxsa0—1’128— ,05ug/9

Tabela 13: Amplitude média de duplicados para calculo da componente da precisao.

Amplitude

Amostra Ma/g (AU)

Robalo 0,11 0,11 0,00

espada 0,59 0,93 0,34

carapau 0,04 0,03 0,01

cavala 0,05 0,10 0,04

salmao 0,01 0,01 0,01

safio 0,71 0,76 0,05

aum | 057 | 062 | 0,05

chicharro 0,25 0,26 0,01

lulas 0,03 0,02 0,01

robalo 0,33 0,23 0,11

cavala 0,05 0,06 0,01

sardinha 0,64 0,85 0,21

carapau 0,04 0,05 0,01

dourada 0,04 0,03 0,01

Amplitude média 0,06

A incerteza da exatidao foi obtida segundo as equagdes abaixo com base nos valores da tabela 14
de analise do MRC:
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Tabela 14: Concentragdes de Hg obtidas no MRC para o célculo da componente da exactidao.

MRC ug/g

2,74

2,77

2,79

2,45

2,46

2,55

Meédia 2,63

Desvio
padrdo

0,16

A recuperacdo média do método (Rm) foi estimada por:

Rm = Cobs / Cmrc=2,63/2,85=0,92

= = S2 u (Cpre) 2
Rm) = Rm x obs ( )
u( m) m \/<n X C0b52> * CMRC

Onde:

Cobs— Concentragdo observada do MRC: 2,63 pg/g

Sobs — desvio padréo da serie de analises do MRC: 0,16

n — numero de anélises do MRC: 6

u(cmre) — Incerteza padréo associada ao teor certificado do MRC: 0,16 pg/g
Cwmrc — Concentracdo do MRC : 2,85 ug/g

u(0,92) = 0,92x \((0,16%/6 x 2, 63%) + (0,16/ 2,85) ?)= 0,059

Procedeu-se a seguir para a avaliacdo da exatiddo do método, ou seja, averiguar se os resultados

sdo influenciados por desvios sistematicos suficientemente relevantes para necessitarem de
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correcdo. Esta verificacdo foi feita por um testet-student em qual o t calculado como indica

abaixo é comparado com 0 tcritico tabelado:
t=|1-Rm| /u@®m)=[1-092] /0,059=1,35

teritico bilateral tabelado para um grau de confianga de aproximadamente 97,5% ( o = 0,05/2=
0,025) = 2,447 (tabela t-student no anexo 3)

ComoO teritico > tealculado, NA0 h& necessidade de efetuar alguma correcéo sobre o u (Rm) calculado.

A incerteza expandida (U) é obtida por multiplicar por 2 o u(y) calculado com a incerteza da

precisao e exatiddo a concentracao desejada (y) (IPAC, 2007).

u(y) =y x \/(ﬁprecisﬁo)z + (u(ﬁm))z =y X \/(ﬁprecisﬁo)z + (u(ﬁm))z

3.2 Validacdo de método para analise de mercurio com Analisador Direto de Mercurio
(A-AAS)

Este método tal como o CV-AFS é por si especifico e selectivo sendo somente utilizado para
quantificar mercurio. O software do equipamento possuir calibracdo interna validada em fabrica,
ndo sendo obrigatorio a validacdo da gama de trabalho e linearidade.O equipamento Mercury
Analyser AMA 254 (LECO), possui duas curvas de calibra¢do, uma gama baixa (0,05 — 40 ng
Hg), e outra gama alta (40 — 600 ng Hg) com um limite de detecdo de 0,01 ng Hg. Para averiguar
se as concentracdes nas amostras se encontravam dentro da gama de trabalho do equipamento,
calcularam-se os limites de detecéo e quantificagdo com base nos limiares da curva de calibracao
para a quantidade média de amostra colocada no amostrador, ou seja, para uma amostra de peixe

de 0,1 g, o limite de detecdo é:

n
LD = 0.01x 0.1 = 0.001?‘9 = 0.001 ug/kg

O limite de quantificacdo (LQ) supondo ser dez vezes superior ao LD fica 0,01 pg/kg (ppb). Este

valor esta muito abaixo dos resultados ja que os resultados estdo na ordem dos mg/kg (ppm).
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3.2.1 Precisao

Para avaliar a precisdo recorreu-se a analise de um padrdo de mercdrio de 0,5mg/Llido em dias
diferentes de analise, preparado a partir de uma solucdo mae de 1 g/L de cloreto de mercurio no
dia de analise. (125uL de solucdo mée para baldo de 250mL com 1mL de acido nitrico e volume

perfeito com agua pura).

Tabela 15: Concentracdes lidas a partir de padréo de 0,5mg/L por A-AAS para avaliar a precisdo

Padréo 0,5 mg/L

0,468

0,693

0,436

0,505

0,595

0,535

0,481

0,475

Média 0,523

Desvio padrao 0,084

A analise do padrdo de 0,5mg/L de mercurio (tabela 15) serviu de controlo de desempenho do
equipamento para esse dia de analises.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetibilidade (r) é avaliado segundo:
(RELACRE, 2000)

r=t.2.Sri = 1,96.72.Sri = 2,8. Sri = 2,8*0,084= 0,24

sendo:

Sri — desvio padrao da repetibilidade associada aos resultados considerados.
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O Coeficiente de Variacdo de Repetibilidade (CVr), expresso em percentagem, € dado por:

CVr = (Sti/ X) * 100 = (0,084/0,523)*100= 16,06%

O coeficiente de variacdo € superior a 5%, no entanto, se as leituras tivessem sido feitas num sé

dia, seria inferior porque eliminariamos a variacéo temporal.

3.2.2 Exatidao

A exatiddo foi mensurada pelo erro relativo com o mesmo MRC utilizado na validagédo do
método CV-AFS, o BRC 463 com o teor de mercurio de 2,85+0,16 jug/g em peso seco.

Tabela 16: Leitura da concentragdo do MRC em mg/kg para a valiagdo da exatidao.

322 | 311 | 3,26 | 3,10 2,73 2,94 3,11 3,21 3,21 2,88

Leituras
BCR 3,30 | 3,12 | 3,18 3,14 3,10 3,02 3,11 3,09 3,34 3,07

Média do
valor
diério 3,26 | 3,11 | 3,22 3,12 2,91 2,98 3,11 3,15 3,27 2,98

Média
Total 3,11

A analise do MRC foi feita em duplicado em cada dia de andlise.

Os valores na tabela 16 sdo ja com a correcdo da humidade, sem correccdo a média seria de 2,82
Hg/g.
concentracdo esperada — concentracgdo obtida

Erro relativo (%) = — x 100
concentracio esperada

, 3,11 — 2,85
Erro relativo = YT x 100 = 9,16%

O gréfico abaixo (figura 12) permite a visualizagdo das leituras medias da tabela 16e o intervalo
do MRC indicado no certificado no anexo 4 (2,85+ 0,16 ug/g).
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Figural2:Concentracdo de mercurio do MRC (BCR463) analisada por A-AAS obtida em dias diferentes. (LS) Limite
superior do intervalo de incerteza certificado do MRC (=== ); (LI) Limite inferior da incerteza certificada do MRC (===);
Concentracéo obtida experimentalmente do MRC ( 4&.).

O erro relativo superior a 5%, pelo que recorreu-se ao calculo do fator de desempenho “Z-score”

do MRC para a avaliarmos a eficacia do método.

([Hglobtido —[Hg]certif) _ (3,11-2,85)
Incerteza T 016

7=

=163

Este método ¢ eficaz por seu fator de desempenho ser inferior a 2.

3.3 Selecdo do método analitico

Em funcdo dos resultados obtidos que mostraram que ambos 0s métodos eram adequados para
analisar as amostras relativamente ao seu conteddo em mercurio, foi escolhido o analisador de
mercurio AMA em vez de CV-AFS. As razbes que motivaram essa escolha prenderam-se com a
economia de tempo e recursos, jA& que é um método mais célere,e que ndo necessita de
preparacdo prévia da amostra. Assim evitam-se 0s passos da mineraliza¢do acida com digestao
por micro-ondas e diluigdo para volume conhecido. Com o A-AAS, economiza-se tempo, mao-
de-obra, reagentes, evita-se a lavagem e descontaminacgé@o de material de vidro e diminuem-se 0s

residuos quimicos.

Por ndo requerer preparacdo de amostra, os resultados do A-AAS ndo possuem erros associados

a perda de analito durante a digestdo por este ser volatil, ou ficar ligado as paredes de vidro dos
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baldes volumétricos. Estes erros s@o 0s responsaveis provaveis das concentragdes obtidas com o

A-AAS serem superiores aos do CV-AFS, como demonstra o gréfico da Fig. 13.

3,4

Hg (mg/kg)
> >

U
s

2,2 T T T T T

Leituras de MRC

10 11 12

Figural3: Comparagéo dos niveis de Hg do MRC em mg/kg dos dois métodos analiticos estudados. (LS) Limite superior

do intervalo de incerteza certificado do MRC ( ===); ( LI) Limite inferior da incerteza certificada do MRC (

);

Concentracdo obtida experimentalmente do MRC em dias diferentes com CV-AFS ( ><). Concentragdo obtida
experimentalmente do MRC em dias diferentes com A-AAS ( A).

Concluiu-se que ambos os métodos sdo adequados para analisar o mercurio total tendo

apresentado as carateristicas de desempenho resumidas na tabela 17.

Tabela 17: Comparacao de alguns parametros de validagéo de ambos 0s métodos analiticos: CV-AFS e A-AAS.

CV-AFS A-AAS

Coeficiente de variacdo (%) 4,232 16,06°
Erro relativo(%) -7,82¢ 9,164
Z-score -1,31¢ 1,63

2 Calculado com base no padrdo 50ug/L como indicado na secgdo 3.1.4

b Calculado com base no padrdo 0,5 mg/L como indicado na seccdo 3.2.1

¢ Calculado com base no MRC como indicado na seccéo 3.1.5
d Calculado com base no MRC como indicado na secgo 3.2.2
€ Calculado com base no MRC como indicado na seccéo 3.1.5

fCalculado com base no MRC como indicado na secgio 3.2.2
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3.4 Concentracgdes de mercario nas amostras de peixe

Foram analisadas 162 amostrasde varias espécies de peixes com o analisador de merctrio AMA
com o intuito de apurar o seu teor de mercdrio. A sua caraterizagdo incluindo o seu local de
captura esta descriminada na tabela 5 da secdo 2.2 (materiais e métodos). As concentracOes de
mercurio encontradas nas amostras estdo resumidas abaixo na tabela 18 e na Fig. 14. As
amostras foram analisadas em duplicado e seu valor médio foi considerado quando a sua
amplitude relativa foi igual ou inferior a 20%. Os resultados individuais das amostras encontram-

Se N0 anexo2.

Tabela 18: Concentracdes de mercurio nas amostras de peixe por A-AAS expressas em mg/Kg.

[Ha] [Ha] -
(o]
Tipo amostra N mg/kg mg/kg Desv~|o [Hal mg/kg
amostras et . padrédo media
maxima | minima
Atum 21 0,99 0,37 0,15 0,61
Atum em lata 5 0,28 0,01 0,13 0,13
Bacalhau 5 0,09 0,04 0,02 0,06
Carapau 10 0,23 0,04 0,07 0,12
Dourada pequena 25 0,09 0,02 0,02 0,05
Peixe de espada 10 0,87 0,44 0,15 0,58
preto
Lula 6 0,36 0,01 0,14 0,09
Perca do Nilo 14 0,30 0,04 0,08 0,17
Pescada 4 0,05 0,05 0,00 0,05
Robalo 17 0,12 0,02 0,03 0,06
Safio 6 0,68 0,11 0,26 0,33
Salméao 9 0,29 0,02 0,10 0,09
Sardinha 19 0,37 0,03 0,08 0,09
Truta 11 0,23 0,14 0,03 0,17

Cada amostra foi analisada em duplicado e a concentracgdo foi aceite se a sua amplitude relativa for inferior a 20%; se necessario a
analise foi repetida. As concentracdes indicadas sdo as minimas, médias, maximas obtidas para cada espécie e sdo indicados os respetivos

desvios padrao.
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Figural4: Concentracdes de Hg por espécie de peixe determinadas em amostras com o equipamento AMA 254. Gama de
concentragdes de Hg obtida para a espécie ( |) . Concentracdo médiade Hg ( &).

Como previsto, os peixes predadores como 0 peixe-espada e o atum fresco foram 0s peixes a
apresentar niveis mais elevados de mercurio. A dourada, robalo, pescada e bacalhau foram as
espécies com concentragfes maximas mais baixas. No entanto, a sardinha e o carapau, apesar de
serem peixes de porte inferior aos mencionados anteriormente, apresentaram valores de mercurio
superiores. O facto da dourada e robalo serem de aquicultura e a sardinha e carapau do Atlantico

nordeste pode justificar estes resultados.

No gréafico abaixo (fig. 15) as amostras analisadas com o CV-AFS sdo amostras singulares de 9
espécies diferentes, digeridas e analisadas em duplicados independentes. E visivel uma forte
concordancia entre os resultados obtidos com o A-AAS e 0 CV-AFS, com excegdo da sardinha.
Neste ultimo caso provavelmente ocorreu uma contaminacdo do vaso de digestdo ou do baldo

volumétrico.
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Figural5: Comparacdo de resultados de mercurio obtidos no A-AAS e CV-AFS. Concentra¢des de amostras singulares
obtidas a partir de duplicados independentes por CV-AFS (B ). A gama de concentragdes de Hg determinada por A-AAS
e respetivo valor médio estdo indicados por ( t) .

A EFSA publicou na sua revista cientifica, uma compilagcdo dos resultados de vérios paises
europeus de andlises efetuadas ao mercurio dos peixes (EFSA, 2012). Na Fig. 16 os valores
médios de Hg apurados pela EFSA em varios paises da Unido Europeiae também os valores
médios de mercudrio encontrados no pescado consumido em Portugal. A sua comparacdo ndo
mostra discrepancias muito relevantes mas nem todos os valores médios da EFSA estdo

incluidos na gama de concentracdes encontrada no pescado comercializado em Portugal.
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Figural6: Comparacdo dos valores analisados com os valores médios reportados pela EFSA (EFSA, 2012).Concentragdo
média de Hg obtida pela EFSA (4. Gama de concentragdes obtidas por A-AAS provenientes de grandes superficies ().
Concentracéo media por A-AAS(T).

Nos resultados da EFSA, o atum apresenta uma concentracdo média de Hg semelhante ao da
dourada e robalo, apesar de ser um peixe predador e de grande porte. No entanto, é possivel que
seu valor seja baixo por ser de atum em conserva (ndo sdo fornecidos dados da origem das
amostras). Os valores do atum enlatado obtidos estdo na mesma ordem de grandeza do valor
apurado pela FDA (0,17mg/kg) na sua avaliacdo de exposicdo ao MeHg da populacdo norte
americana. (Carrington, 2008). A Agéncia de Protecdo Ambiental norte americana, EPA, no seu
sitio da internet na seccdo de aconselhamento acerca de que peixes devem ser evitados devido
aos seus teores de mercdrio (EPA, 2013), refere que o atum branco fresco possui teores
superiores ao atum em lata. A EPA aconselha também o salmao por ter teores baixos de Hg, e
esses valores sdo concordantes com os teores de Hg apurados neste trabalho e apresentados pela

EFSA (figura 16).

47



Os resultados da EFSA néo incluem o peixe-espada mas na avaliacdo da exposi¢do da populagéo
portuguesa efetuada por Carvalho et al, as amostras de peixe-espada analisadas tiveram um valor
médio de 0,599 (Carvalho, et al., 2008), praticamente igual ao obtido com o0 A-AAS.

Os teores de mercurio das amostras encontram-se todos dentro dos limites legislados no
Regulamentos 1881/2006 e 629/2008, com a excepcdo do safio em que das 6 amostras
analisadas, duas apresentaram valores acima do 0,5 mg/kg (ver anexo 2, tabela n® 11). As
concentragdes obtidas para atum e peixe-espada preto estdo em conformidade dado que o limite
legislado é 1,0 mg/kg (Figura 17).

Truta
Sardinha
Salmao
Safio
Robalo

Pescada

Espécies de peixes

Perca do Nilo
Lula
Peixe de espada preto
Dourada pequena
Carapau
Bacalhau

Atum enlatado

Atum #]
0,00 0,20 0,40 0,5 0,60 0,80 1,00 1,20
[Hg] mg/kg

Figura 17: Comparagéo dos valores méximos por espécie de peixe obtidos com o seu respectivo limite legal. O atum e o
peixe de espada preto estdo assinalados em verde porque seu limite legal é 1mg/kg. De 6 amostras analisadas de safio,
duas excederam o seu limite legal de 0,5 mg/kg.
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3.5 Avaliacdo da exposi¢do ao metilmercurio e caraterizacao do risco

Para se efectuar uma avaliacdo do risco de exposicdo ao metilmercurio por consumo de peixe,
com base no célculo de indices de risco (IR), foi necessario estimar as doses semanais ingeridas
(DSI). Na estimativa da exposicdo foram necessarios dados sobre o peso médio corporal da
populacdo, padrdes alimentares, para além das concentracGes do contaminante nos alimentos ja
descritas. A DSI foi comparada com a dose toleravel de ingestdo semanal (DTS). A tabela 19
resume alguns dos dados utilizados no célculo dos indices de risco, nomeadamente as 4 faixas
etarias consideradas, 0s seus respectivos pesos médios e a quantidade de peixe ingerido por

refeigdo (ver 2.6).

Tabela 19: Dados do peso corporal considerado e quantidade de peixe ingerido por faixa etéria.

Peso . .
Quantidade de peixe
Idade co(rlE);)ral Irefeicdo (Kg)
Lactentes 0-2 10 0,02
Criancgas 2-10 15 0,10
Adolescentes 10-18 40 0,15
Adultos >18 60 0,20

Peso para adulto de 60 kg (EFSA, 2012). Os pesos para os restantes grupos foram obtidos com base nas curvas de crescimento de peso
para o sexo masculino no percentil 50% para as idades de 1, 4 e 12 anos.

De modo a obter indices de risco para subpopulacdes que comem pouco peixe, que comem
muito e também para 0s que tém um consumo medio de peixe, foram considerados diferentes

numeros de refeicdes de peixe semanais tal como se apresenta na tabela 20.
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Tabela 20: Namero de refeicGes semanais consoante o tipo de consumo: baixo, médio e elevado

n° refeicdes/ semana

Baixo Médio Elevado
Lactentes 2 4 7
Criancas 2 4 7
Adolescentes 1 4 7
Adultos 1 3 7

A quantidade de mercurio ingerido por refeicdo foi obtida multiplicando a concentracdo de

mercurio da espécie de peixe consumida pela quantidade de peixe ingerida nessa refeicdo,

consoante a faixa etaria. Para uma semana este calculo foi efectuado como demonstra a tabela

21.
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Tabela 21: Estimativa da guantidade de mercurio ingerida por semana consoante 0 nimero e tipo de refeicdes de peixe consumidas.

Hgingerido( 1o )

fresco

feics semana
no nrefetgoes
Peixes (u[g}—;gK]g) ;e;‘giﬁgﬁz Peixes consumidos = Z (quantidade de peixe ingerido numa refeicio (kg) X [Hg] %)
n=1
Pescada 49 1 Pescada 1*49 ug/kg*quantidade de peixe/refei¢céo
Dourada 53 2 Pescada  Bacalhau 49 ug/kg*peixe/refeicdo+86* peixe/refeicdo
Bacalhau 86 3 Pescada Bacalhau Dourada 49 ug/kg*peixe/refeicdo+86ug/kg* peixe/refeico+53*peixe/refei¢cdo
49*peixe/refeicdo+86*
Carapau 124 4 Pescada  Bacalhau  Dourada  Carapau peixe/refeicdo+53*peixe/refeicdo+124*peixe/refeicéo
Atum em 49*peixe/refeicdo+86*
lata 130 5 Pescada Bacalhau Dourada Carapau Salmé&o peixe/refeicdo+53*peixe/refeicdo+124*peixe/refeicdo+88*peixe/refeic
ao
49*peixe/refeicdo+86*
Salméo 88 7 Pescada Bacalhau Dourada Carapau Salmdo Atum Sardinha | peixe/refeicdo+53*peixe/refeicdo+124*peixe/refeicdo+88*peixe/refeic
ao+atum*peixe/refeicdo+86*peixe/refeicdo
Sardinha 86
Atum 610




Na tabela 22, os valores de DSI foram calculados dividindo as quantidades de mercurio ingeridas numa semana (descri¢cdo na tabela 21) pelo

peso corporal médio da respectiva faixa etaria. Considerou-se que os lactentes consomem somente pescada. No consumo elevado, o célculo da

quantidade de mercurio ingerido foi efetuado considerando o atum em lata (para populagdo com consumo elevado).

Tabela 22: Dose de ingestdo semanal (DSI) consoante o consumo para a respetiva faixa etaria.

ug Hg ingerido por semana

DSI (ug/Kg corpo/semana)

peso quantidade de
Idade corporal peixe
(kg) Irefei¢do (Kg) Baixo Médio Elevado Baixo Médio Elevado
Lactente 0-2 10 0,02 2,0 3,9 6,9 0,2 0,4 0,7
Crianca 2-10 15 0,1 13,5 31,3 61,6 0,9 2,1 4,1
Adolescente 10-18 40 0,15 7,4 46,9 92,4 0,2 1,2 2,3
Adulto >18 60 0,2 9,8 37,6 123,2 0,2 0,6 2,1

* Foi considerado que a sua exposi¢do ao mercurio se devia exclusivamente ao consumo de pescada. Consumo elevado calculado conforme descrito na tabela 21, com atum enlatado.

Foram calculados os indices de risco para as doses toleraveis semanais (DTS) propostas pela EPA e pela EFSA. O DTS da EFSA foi usado por

ser uma referéncia europeia e o0 da EPA por ser atualmente o mais conservador e distinto do anterior. O indice de risco é obtido pela divisdo do

valor de DSI pelo valor de DTS (ver ponto 2.6. dos materiais € métodos).
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Tabela 23: Indices de Risco calculados com base nos valores de DTS propostos pela EPA e pela EFSA para varias faixas etérias e diferentes consumos de

peixe.

IR (EPA)

IR (EFSA)

DTS=0,7(ng/kg/semana)

DTS=1,3 (ug/kg/semana)

Baixo Médio Elevado Baixo Médio Elevado
Lactentes* 0,3 0,6 1,0 0,2 0,3 0,5
Criancas 1,3 3,0 59 0,7 1,6 3,2
Adolescentes 0,3 1,7 3,3 0,1 0,9 1,8
Adultos 0,2 0,9 29 0,1 0,5 1,6

Foi considerado que a sua exposi¢do ao mercurio se devia exclusivamente ao consumo de pescada.
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7,0

Indice de risco

Lactente Crianga Adolescente Adulto

Faixa etdria

Figura 18: Representacgdo grafica dos indices de risco calculados para cada faixa etaria tendo por base os valores de DTS propostos pela EPA e EFSA, e considerando para a
populagéo consumos: baixo, médio e alto de pescado. EPA Baixo ([ ). EPA Médio (). EPA Elevado (). EFSA Baixo ([1). EFSA Médio (). EFSA Elevado (H ).



Com o intuito de salientar o aumento do risco pela op¢do de uma refeicdo de peixe com muito
MeHg acumulado, na tabela 24 sdo apresentados os resultados dos indices de risco em que o
consumo de atum em lata foi substituido pelo de atum fresco/congelado (espécie com maior teor

de mercurio).

Tabela 24: Indices de risco calculados utilizando os valores propostos como seguros (DTS) pela EPA e pela EFSA para
consumo elevado e consumo baixo considerando o consumo de uma espécie de peixe com maior concentracdo de MeHg
numa das refei¢bes (consumo baixo* e consumo elevado**).

IR (EPA) IR (EFSA)
DTS=0,7(ug/kg/semana) DTS=1,3 (ug/kg/semana)
Elevado Baixo* Elevado** | Elevado Baixo* Elevado**
Criancas 59 6,3 10,4 3,2 34 5,6
Adolescentes 3,3 3,5 5,9 1,8 1,9 3,2
Adultos 2,9 3,1 5,2 1,6 1,7 2,8

*IR calculado com uma refeigéo de pescada e outra de atum fresco/congelado.
** Este IR foi calculado considerado que uma das 7 refei¢cdes é de atum fresco/congelado em oposicdo a uma refeigdo de atum enlatado.
O IR do consumo elevado é igual ao anterior, colocado nesta tabela para efeitos comparativos.

Segundo os célculos, para consumos elevados, todas as classes etarias estdo em risco para ambos
0os DTS considerados, com excepcdo dos lactentes cujo IR com o DTS da EFSA é 0,5. Para
consumos médios, encontram-se em risco as criangas e adolescentes para o0 DTS da EPA e para o
da EFSA somente as criangas. De assinalar que os indices de risco para lactentes foram
calculados somente para pescada, por este ser o peixe mais recomendado para bebés. Atendendo
a que os pediatras aconselham a dar uma refeicdo de peixe e outra de carne, pelo que a ingestdo
de 7 refeicBes semanais de peixe num lactente com um ano de idade é comum. Quando é
introduzida a alimentagdo familiar no cardapio do bébé, é frequente a sua exposicdao a outras
espécies de peixe. Assim, se uma das refeicbes de peixe for de um peixe predador,a dose

toleravel semanal poderé ser facilmente ultrapassada.

As subpopulagbes que acarretam maior preocupacdo sdo as das criancas e lactentes pela
toxicidade do MeHg sobre o0 sistema nervoso central em desenvolvimento. O cérebro continua o
seu desenvolvimento ap0s o nascimento, pelo que lactentes e criangas expostas ao metilmercurio

de forma regular devem ser consideradas em risco de efeitos neurotoxicos (EFSA, 2015). O IR
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com o DTS da EPA, atinge valores 6 vezes superiores ao valor aceitavel para criancas e 3,3vezes
para adolescentes. Os indices de risco mais elevados obtiveram-se para as criancgas,
essencialmente pelo seu peso ser baixo e por ja consumirem uma quantidade apreciavel de peixe.
Para proteger o feto de efeitos adversos do metilmercdrio no neurodesenvolvimento, também as

mulheres em idade fértil ndo devem exceder as doses toleraveis.

Em 2015, a EFSA verificou que somente em alguns dos estudos europeus houve indices
superiores a um para criangas com idade entre 1-10 anos, mas que para grande parte dos casos, a
DTS era atingida com 2-3 refei¢des/semana (EFSA, 2015). O indice de risco apurado neste
estudo para o consumo meédio em criancas (IR= 1,6) esta concordante com esta observacdo.Os
indices de risco sdo aceitaveis para 0s consumos baixos de peixe, no entanto para consumos

elevados ou até moderados de peixe pelas nossas criangas, 0s valores sao mais preocupantes.

O peso considerado para lactentes, criancas e adolescentes foi o peso do percentil 50%, isto
significa que ha mais de 40% dos rapazes nessa idade com menos peso. As curvas de
crescimento sdo diferentes para o sexo feminino porque tendem a ser menores que O Sexo
masculino para a mesma idade. Como o peso e o indice de risco sdo inversamente proporcionais,

para um mesmo consumo, quanto menor o peso, maior o risco.

Se for considerado que uma das 7 refeicdes seja de uma espécie predadora como por exemplo
atum fresco, peixe de espada ou tamboril, o indice de risco praticamente duplica. De modo a
visualizar este efeito, na tabela 23 para consumo elevado, a diferenca do calculo de elevado e
elevado** foi somente considerar que em elevado** a refeicdo de atum em vez de ser atum de
lata foi atum fresco. Esta distincdo foi feita para ndo sobrevalorizar a quantidade de mercurio
ingerido num consumo elevado mas também para realcar a importancia de selecionar um peixe
com um baixo nivel de Hg. Se considerarmos outro exemplo, teria que se ingerir, 10 refei¢bes de
dourada para equivaler ao aporte de mercurio de uma refeicdo de peixe de espada preto. Nesta
sequéncia, uma crianca que ingira so duas refeicdes de peixe por semana mas em uma seja de um
peixe predador (por ex: filetes de peixe espada preto) e a outra pescada, pode ter um indice de

risco de 3,2, idéntico ao consumo de 7 refeicGes anteriormente considerado.

Numa avaliacdo de risco da EFSA de 18 de Marco de 2004, refere uma ingestdo média para

Portugal de 97,3 ug/ semana, inferior ao consumo elevadomas acimado medio estimado na
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tabela 22, porque eles apuraram este valor com base na quantidade de peixe consumida per
capita e num valor médio de mercurio em peixe. Nota que nesta avaliacdo a EFSA considera 0s
portugueses em risco porque 97,3 pg/ semana a dividir por 60kg resulta num valor de DSI de 1,6

pg/kg/semana, superior ao valor de DTS recomendado atualmente (EFSA, 2015).

A EFSA, na sua opinido cientifica acerca do risco do MeHg para saude publica 2012 relata que
grupos que consomem muito peixe, excedem até 6 vezes o seu DTS.Esta avaliacdo esta
concordante com a apresentada na tabela 24 para consumo elevado** com o DTS da EFSA, IR
de 5,6 para criangas. Nesta mesma avaliacdo, a EFSA refere que 0s peixes que mais contribuiram
para a ingestdo alimentar de MeHg foram o atum, bacalhau, pescada, perca e espadarte. Na
tabela 21, trés destas espécies foram consideradas na estimativa de peixes consumidos numa
semana pelos portugueses. Devido as variacbes em quantidade e espécies de peixe consumidas
existentes entre paises europeus, a EFSA (2015) refere que o aconselhamento a populagéo deve
ser feito considerando os padrbes alimentares para cada pais. Por exemplo, o espadarte é um
peixe pouco consumido em Portugal, mas muito apreciado em outros paises e isso tem de ser

tido em conta pelas entidades governamentais de cada pais (EFSA, 2015).

O risco presumivel pode ser confirmado com biomarcadores como analises de mercurio em
sangue ou cabelo. O painel de peritos da area de contaminantes alimentares da EFSA documenta
uma biomonitorizacdo, em qual concluiu que, para consumos médios, 0 DTS ndo é ultrapassado

mas confirma exposi¢ao superior para consumos elevados. (EFSA, 2012).

Apesar do consumo de peixe implicar o consumo indesejavel MeHg, ndo se deve evitar 0 seu
consumo pois este possui nutrientes importantes para a alimentacdo como vitaminas, 6mega 3 e

selénio.

Com base em estudos epidiomologicos a EFSA concluiu que o consumo de peixe durante a
gravidez teve efeitos benéficos para o desenvolvimento neurofuncional da crianca e em adultos
com doengas coronarias cardiacas, ou seja, 0 beneficio do consumo de peixe supera seus riscos
possiveis para 1 a 4 refeicdes semanais (EFSA, 2015). Deve-se continuar a consumir pescado
mas é muito importante optar por espécies com teores mais baixos de MeHg, ou seja, evitar

peixesde grande porte e predadores como peixe- espada, espadarte, tubaréo entre outros.
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4 CoONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a exposi¢cdo da populagdo portuguesa ao
MeHg pelo consumo de pescado. Com este intuito, foi analisado o mercurio total de 162
amostras de peixes tais como,atum fresco, salméo, sardinha, robalo, dourada, carapau, truta, lula,
perca do Nilo, safio, peixe-espada preto, pescada congelada, atum enlatado e bacalhau
demolhado,obtidasem grandes superficies.

Validaram-se dois métodos distintos de andlise de mercurio, CV-AFS e A-AAS, com o auxilio
do material de referéncia certificado BCR 463 de peixe seco congelado pulverizado com o teor
de 2,85 mg/kg de mercdrio para qual tiveram os respectivos erros relativos, -7,82 % e 9,16%. Os
z-scores dos métodos foram -1,3 e 1,6 respectivamente, mostrando que ambos os métodos tém

desempenhos adequados.

As amostras foram analisadas com o analisador direto (A-AAS) que por nédo requerer digestao
acida da amostra torna-se mais expedito. O teor de mercurio obtido por espécie foi comparado
com os obtidos pela EFSA onde ndo se observou discrepancias relevantes. O teor de mercurio
das amostras estavam todas conformes para os seus limites legais excepto duas das seis amostras

de safio analisadas.

Os valores obtidos das analises foram utilizados para estimar os indices de risco para lactentes,
criancas, adolescentes e adultos. Segundo os indices de risco calculados considerando os teores
de mercurio apurados nos peixes mais apreciados pelos portugueses, relevando consumos baixos,
médios e altos consoante o nimero de refeicfes semanais, conclui-se que para consumos
elevados, todas as classes etarias estdo em risco excepto os lactentes cujo IR atinge 0,5 com o
DTS da EFSA. Para consumos médios considerando a dose semanal tolerdvel da EPA de 0,7
Ma/kg peso corporal/semana e o DTS da EFSA de 1,3 pug/kg peso corporal/semana, encontram-se
em risco ascriangas e adolescentes, classes preocupantes devido a toxicidade do MeHg no
sistema nervoso central em desenvolvimento. Os indices de risco foram calculados com o DTS
da EFSA por ser da autorirade europeia e com o DTS da EPA por este ser tdo distinto dos outros

valores propostos pelas agéncias reguladoras. Existe estas diferencas entre valores de DTS
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propostos por agéncias terem uma visdo mais conservadora que outras mesmo tendo todos a base

comum dos estudos epideomoldgicos das Seychelles e llhas Faroé.

O IR mais elevado é para as criangas,que tem um alto consumo de peixe, com o DTS da EPA
atingindo 5,9 e com o da EFSA de 3,2.Se uma das refei¢Oes destas criangas for de um peixe
como atum fresco em vez de atum enlatado, os seus indices de risco quase que duplicam, sendo
de 10,4 com o DTS da EPA e de 5,6 com 0 DTS da EFSA. Aqui reside a importancia de escolher

peixes com pouco metilmercario acumulado.

O consumo de peixe acarreta a ingestdo inconveniente de MeHg, no entanto,ao evitar 0 consumo
de peixe, aumenta-se 0 consumo de carne, 0 que pode aumentar a exposi¢do a outros possiveis
contaminantes como residuos de medicamentos veterinarios, pesticidas, cddmio, chumbo entre

outros.

Com uma alimentacdo variada, obtém-se um maior leque de nutrientes e reduz-se a possibilidade
de se ingerir em excesso algum determinado contaminante. O pescado € um componente
importante da dieta e fonte de nutrientes, tais como proteinas, acidos gordos émega-3 (UNEP,
2002), iodo, selénio, célcio e vitaminas A e D (EFSA, 2015) entre outros, que nao sao facilmente
substituidos. O beneficio do consumo de peixe supera seus riscos possiveis para 1 a 4 refeicdes
semanais (EFSA, 2015). O Conselho Cientifico da EFSA refere que, devido a variedade de
espécies consumidas na Europa, ndo é possivel elaborar uma recomendagdo Unica para o
consumo de peixe. No entanto, aconselha cada pais a considerar os seus padrdes de consumo de
peixe, especialmente as espécies mais consumidas, e avaliar de forma cuidadosa os riscos de
exceder o valor de DTS, mantendo na mesma o consumo e 0s beneficios do pescado na
alimentacdo. Assim, de modo a ingerir menos MeHg sem reduzir o consumo de peixe deve-se
optar por espécies que apresentam teores baixos de mercdrio como robalo, dourada, salméo e

evitar o peixe-espada, safio e atum fresco.
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5 SUGESTOES DE TRABALHO FUTURO

Grande parte da populagdo portuguesa ndo esta sensibilisada para escolher peixes que ndo sejam
predadores para sua alimentacdo. Esta sensibilizacdo ndo € de facil execucdo sem levantar medos
irracionais porque por falta de conhecimento, a populacdo considera que se ndo deve comer
determinada espécie de peixe € porque esta se encontra em ambientes poluidos e ndo entende

facilmente os conceitos de bioacumulacgéo e bioconcentracao.

Na sequéncia do trabalho ja efetuado seria importante averiguar se as instituicbes educativas
responsaveis pela selecdo das refeicdes semanais de criancas e jovens com idades compreendidas
entre 1 a 17 anos tém isto em consideracdo quando elaboram as ementas. Muitas crianc¢as
almocam nos estabelecimentos escolares, ou seja, 5 das 14 refeicbes semanais sdo feitas na
escola. Dada a sensibilidade desta faixa etaria ao metilmercirio, poder-se-ia comecar por
consultar as ementas dos infantarios e escolas para perceber se ddo prioridade a peixesndo

predadorese quantas refeicdes de peixe sdo administradas por semana.

Outra populacdo-alvo poderia ser a dos estudantes universitarios,muitos que estdo deslocados de
casa, e que comem frequentemente nas cantinas. Também aqui se pode averiguar que peixes sao

servidos e estimar o impacto que isso pode ter nas mulheres em idade fértil.

A obtencdo de dados acerca dos volumes de vendas de peixarias de grandes superficies auxiliaria
no fornecimento acerca das espécies mais consumidas pelos portugueses e consequentemente

acerca dos seus indices de risco.
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ANEXO 1 —  RESULTADOS
DETALHADOS DA ANALISES DE
PEIXE REALIZADAS POR CV-AFS




Tabela 25: Controlo das rectas de calibra¢do do CV-AFS

ordenada
Data [pzcg]a" Leitura (AU) de(%';"e . rigae | Re
(@

200 -
10 | 14,7 | 152

150
20 32 | 33

2411012011 | —20 1 654 1 663 | 1 576 | 203 | 0,996 100 y=1,5783x+0,203

60 94 | 92 i

50 R?=0,996
80 119 | 122 '
100 | 168 | 162 0 ' ' !
0 0.4 0.4 0 50 100 150
10 | 158 | 153 200

20 31,2 | 30,7
31/10/2011 40 62,2 | 62,8 | 1,504 0,869 |1,000| (100

60 93,1 92

y =1,5036x + 0,8691

80 | 124 | 120 0 , R=0999 .
100 | 156 | 151 0 50 100 150
o |01
200 -~
31 | 42
9,1 8,6 150 -

10 17,8 | 18,8
14/11/2011 40 76 75 1,661 3,503 |0,987

100 y =1,6613x +3,5027

50 | 906 | 91 50 R? = 0,987
60 |113,5|113,3
80 | 140 | 141 0 ' '
100 155 | 156 0 50 100 150
0 0,1 200
1,4 | 1,3
25 | 32 100 y =1,564x - 4,1693
25/11/2011| 10 73 | 81 | 1,564 | -4,169 |0,997 ,
40 53 | 56 0 R =09%6
60 87 | 855 100 150
100 | 153 | 156 -100
02 | 01 | 0782 -0,341
14 | 18 100 +
34 | 37 80 -
10 6 | 65 60 -
20 149 | 12,9 40 -
2710212012 ———— 0,996 y=0,7816x - 0,341
’ 20
40 | 3231301 R? = 0,995
60 | 44 | 42 0 ' '
80 65,8 | 58,5 -20 100 150
100 | 75,9 | 70,1
200
0 0 | 1,470 | -0,081 |0,998
27 | 19 100 y = 1,4704x - 0,0811
07/03/2012| 5 61 | 53
0 T RZ—n’oo 1
40 | 59,1 | 50,7
100 150
80 |122,4102,8 2100




100 143 | 126,8
07-03- 0 0 1,855 -0,815 1,000
2012 com 200
padréo 3.6 2,6
1g/L 93 | 81 100 v = 1,8549x - 0,8152
Panreac
fora de 40 725 | 73 0 ! R2=0,999 '
lidad 80 ,
validade 163,2 | 148 -100 50 100
12/03/2012 0 0,4 0,2| 1,015 0,390 10,999 | 150
2 2 2,3 100
46| 44
50 y =1,0152x + 0,3898
20| 22,1| 21,4
60 65 63 0 T RZ=0,999 '
80 88 82 50 100 150
100| 110 101 200
o| 03| 02| 1,770 0,105 0,999 , 1 y = 1,7699x - 0,1049
2 3,6 3,4 2
0 T T R*=0,99
20| 343| 37 -100 50 100 150
60 105 102
02/04/2012 100 178 179
16/04/2012 0,2 0,1| 1,387 -0,671 | 1,000
24| 25 150
5,8 6 100
10 12| 126 0 y=1,3873x-0,6713
20| 256| 264 R%=0,999
60| 79,9 83 0 T |
100 |131,9 138 50 100 150




Tabela 26: Resultados praticos com o CV-AFS.

[MRC
ordenad com
. . massa | [amostra] =
Data ID amostra Leitura decliv ana ug/L | analisad | ug Hg/ g correcao
(AU) e (b) | origem . humidad
a peixe
@ e] ug Ho/
g peixe
10,
10,7 8 6,57 | 0,0240 2,74 3,19
10,1 | 9,7 6,01 | 0,0245 2,45 2,85
MRC (BCR 43)
72 |72 4,21 | 0,0237 1,78 2,07
31/10/201 1,503
1 8,7 |82 6 0,8691 5,04 | 0,0246 2,05 2,39
27 129 1,28 | 0,1211 0,11 0,12
73879 Robalo | 3,9 4 2,05 | 0,1103 0,19 0,22
3 2,9 1,38 | 0,1302 0,11 0,12
Branco dig LMV | 0 0 2,67 Recuperagao %
10ppb+carapau
76448 16 | 1,6 3,69 36,9
10ppb+carapau
76448 1,7 | 1,7 3,75 37,5
10ppb+carapau
76448 18 | 1,9 3,85 38,5
30ppb+carapau
3,8 | 3,8 5,10 17,0
25/11/201 76448 1564 | -4,1693
1 Nao
satisfatori
o
30ppb+carapau
76448 34 | 4 5,03 16,8
30ppb+carapau
76448 57 | 49 6,05 20,2
70ppb+carapau 18, 15,2
76448 20,7 7 6 218
70ppb+carapau 23, 15,5
76448 16,7 7 8 22,3

MRC= 2,85
ug/g

Valores abaixo
do 1° padréo,
introduzir
padrdes abaixo
de 10ppb

Héa perda de
analito.
Digestéo
tem que ser
optimizada



70ppb+carapau 16,1
76448 20,2 | 22 6 23,1
1,3 | 1,2 3,47 | 0,0218 1,59 1,85 2,85+0,17
MRC
14 11,1 3,47 | 0,0223 1,55 1,81
27/03/201 Branco dig LMV | 0,9 1 0'7681 -0,341 | 1,65
MRC-vaso 2 6,9 | 6,7 9,14 | 0,1220 0,75 0,87
MRC-vaso3 | 17,3 18' 227'5 01940 | 1,16 1,35 | 2,85¢0,17
espada 68.2
laranjinha-vaso | 54 52 5’ 1,1550 0,59 Resultado
5
espada 74 937
laranjinha-vaso | 71 9 ' 7’ 1,0110 0,93 0,59
6
carapau
laranjinha-vaso | 2,4 | 2,7 3,70 | 0,9200 0,04 Resultado
7
carapau
laranjinha-vaso | 2,4 | 2,1 3,31 | 1,0380 0,03 0,04
8
cavala 36
laranjinha-vaso 4 1 5,30 | 0,9880 0,05 Resultado
9
cavala
laranjinha-vaso | 6,4 | 5,7 8,18 | 0,8300 0,10 0,08
10
Branco dig 1,854 510
LMV-v1 0,3 |04 9 -0,8152 | 0,79 Recuperagéo %
cavala+spike 16,0
07/02/201 200UL-v2 15,6 4 80,2
cavala+spike 17,0
200uLva | 168 4 | 82




Nao

Digerido com NOX

Digerido com NOX

cavala+spike 28,7 e
400uL-vA 28,3 4 71,8 satlsczatorl
. Nao
cavala+spike 23,5 . , .
400UL-V5 23,1 4 58,8 satls;atorl
cavala+spike 51,9
6oouL-ve | °1° 4 | 866
. Nao
cavala+spike 22,9 . , .
600UL- V7 22,5 4 38,2 satls;atorl
cavala+spike 72,8
soouL-ve | /24 4 | 910
cavala+spike 69,7
goouL v | 898 4 | 872
cavala+spike 72,3
goouL-10 | /1?9 4 | 204
MRC BRC 463- | ,5 5 | 24, | 1,015 | 5595 | 248 | 50900 | 2146 287
v7 2 2 7
MRC BRC 463- | 556 | 26 2691 90970 | 277 3.23
v8 2
12/03/201
2 )
MRC BRC 463- | 574 | 23, 2491 00980 | 255 2.97
v9 6 7
MRC BRC 463- | »9 | 57 2761 90990 | 279 3.25
v10 2
73699vsla'ma° 04 |03 1’269 -0,1049 | 0,41 | 0,501 0,01
73699\;&'""&0 07 | 06 0,71 | 0,502 0,01
02/04/201
2
74716 safio v3 | 34,4 3?’ 3?'3 0,512 0,71
. 38,6
74716 safiov4 | 34,1 | 43 " | 0510 0,76

Digerido
com NOX

NOTA:
Como se
tinha
verificado
fracas
recuperagte
s has
analises
anteriores,
suspeitei
das
digestdes
no LMV
estarem a
libertar
vapor
durante a
digestéo.
Optimizou-
se as
condi¢cbes
de digestéo
de modo a
melhorar a
recuperagao
. Deixar a
amostra a
reagir a frio
duante
minimo um
dia, baixar
T°C de
distdo para
180°C e
apertar bem
0S vasos.

VI



74540 atum v6 | 27.8 23 : 2?'9 0,506 0,57
313
74540 atum v7 | 345 | 28 +3 | 0507 0,62
77382 chicharro 14.6 10, 12,6 0,504 0.25
V5 5 1
77382 chicharro | 13,3 | 13, 13,4
o il 24| o511 0.26
73935 lulasvo | 1,6 | 1.1 141 | 0514 0,03
73935 lulas v10 | 09 |08 091 | 0464 0,02
74138 robalovl | 15 | 18 1'3387 -0,6713 1%'9 0,507 033
11,4
74138 robalov2 | 12 10 8 0,504 0,23
74671 cavalav3 | 1,6 | 2,4 248 | 0505 0,05
74671 cavalava | 2,3 | 2,3 278 | 0,501 0,06
7467955ard|nha 319 | 32 323,4 0,503 0.64
16/04/201
2 )
74679 sardinha 419 | 43 42,9 0,503 0.85
V6 3
74702\;’7'““6"[’&“ 11 |17 1,88 | 0,501 0,04
74702\;’;“'“‘"&“ 15 |21 228 | 0,507 0,05
7376133”"‘“1"" 1,8 | 1,1 1,93 | 0,506 0,04
7376{/‘1%”""‘1"" 11 |12 163 | 0503 0,03

Inferior ao

LQ

VII



ANEXO 2 — RESULTADOS
DETALHADOS DAS ANALISES DE
PEIXE REALIZADAS COM A-AAS

VIl



RESULTADOS PRATICOS COM O ANALISADOR DIRECTO DE MERCURIO

As amostras foram analisadas em duplicado e aceitaram-se os resultados das amostras cuja

amplitude relativa fosse inferior a 21%.

Tabela 27:Teores de mercirio em atum.

resultado
28/07/2012| Atum  0,7377 0,8388 13 0,788 0,62 0,16 satisf 0,99 0,37 21
0,6284 0,6302 0 0,629 satisf
0,9223 0,9062 2 0,914 satisf
0,4374 0,4862 11 0,462 satisf
0,5376 0,5313 1 0,534 satisf
0,9678 11,0039 4 0,986 satisf
0,6851 0,6614 4 0,673 satisf
0,5585 0,5395 3 0,549 satisf
0,4568 0,5302 15 0,494 satisf
0,5806 0,5564 4 0,569 satisf
0,5278 0,5625 6 0,545 satisf
0,5093 0,5282 4 0,519 satisf
0,5839 0,6105 4 0,597 satisf
0,5297 0,5409 2 0,535 satisf
0,5479 0,5464 0 0,547 satisf
0,3958 0,3407 15 0,368 satisf
0,8539 0,8331 2 0,844 satisf
0,7397 0,7179 3 0,729 satisf
0,4916 0,5262 7 0,509 satisf
0,6309 0,6293 0 0,630 satisf
0,5611 0,5656 1 0,563 satisf
Tabela 28:Teores de mercurio em atum em lata.
resultado
30/01/2014 A;;t:;n 0,2611 0,2542 3 0,25765 0,13 0,13 satisf 0,28 0 5
0,2844 0,2763 0,28035
0,0104 0,0195 0,01495
0,0103 0,0147 0,0125
0,073  0,0753 0,07415




Tabela 29:Teores de mercirio em bacalhau.

resultado
30/01/2014 | Bacalhau 0,0536 0,0475 12 0,05055 0,06 0,02 satisf 0,09 0,04 5
0,0589 0,0597 1 0,0593 satisf
0,0667 0,0677 0,0672 satisf
0,0891 0,0888 0,08894 satisf
0,0411 0,0453 10 0,0432 satisf
Tabela 30:Teores de mercdrio em carapau.
resultado
18/11/2012 | Carapau 0,0389 0,0468 18 0,0428 0,1243 0,06803 satisf 0,23 0,04 4
0,0464 0,0469 1 0,0467 satisf
0,0475 0,0790 50 0,0633 n conforme
0,0475 0,0921 64 0,0698 n conforme
0,1172 0,1009 15 0,1090 satisf
0,1170 0,0965 19 0,1068 satisf
0,0503 0,0903 57 0,0703 n conforme
0,1850 0,2213 18 0,2031 satisf
0,1043 0,1513 37 0,1278 n conforme
0,2281 0,2381 4 0,2331 satisf
0,1156 0,3636 104 0,2396 n conforme
0,2406 0,2119 13 0,2262 satisf
0,0890 10,1116 22 0,1003 n conforme
0,0576 0,0675 16 0,0625 satisf




Tabela 31:Teores de mercurio em dourada pequena.

oaa [ TP ppm  Amiude Medel gy Desvo "G o i
resultado

25/08/2012 Eé’éﬂiﬂi 0,0574 0,0653 13 0,061 005 0,02 satisf 0,09 0,02 25
0,1032 0,0854 19 0,094 satisf
0,0671 0,0712 6 0,069 satisf
0,0559  0,0539 4 0,055 satisf
0,0508 0,0540 6 0,052 satisf
0,0675 0,0785 15 0,073 satisf
0,0218 0,0261 18 0,024 satisf
0,0929 0,0914 2 0,092 satisf
0,0283 0,0232 20 0,026 satisf
0,0253 0,0309 20 0,028 satisf
0,0267 0,0280 5 0,027 satisf
0,0778 0,0643 19 0,071 satisf
0,0230 0,0233 1 0,023 satisf
0,0642 0,0637 1 0,064 satisf
0,0281 0,0259 8 0,027 satisf
0,0602 0,0587 2 0,059 satisf
0,0623 0,0540 14 0,058 satisf
0,0711 0,0604 16 0,066 satisf
0,0609 0,0550 10 0,058 satisf
0,0522 0,0530 1 0,053 satisf
0,0624 0,0656 5 0,064 satisf
0,0576 0,0595 3 0,059 satisf
0,0738  0,0803 8 0,077 satisf
0,0272 0,0311 13 0,029 satisf
0,0283 0,0250 12 0,027 satisf

Tabela 32:Teores de merclrio em lula.

resultado

14/10/2012 | Lula  0,0461 0,0556 19 0,0508 satisf 6
0,0160 0,0166 4 0,0163 0,0899 0,13537  satisf 0,36 0,01
0,0069 0,0073 6 0,0071 satisf
0,0512 0,0434 16 0,0473 satisf
0,0491 0,0601 20 0,0546 satisf
0,3652 0,3614 1 0,3633 satisf




Tabela 33:Teores de mercurio em peixe de espada preto.

e [ 00, opm Amplude Med g Do "G e win N
resultado
Peixe
espada 0,6060 0,5540 9 0,580 0,58 0,15 satisf 0,87 0,44 10
preto
0,5666 0,4977 13 0,532 satisf
0,5491 0,4697 16 0,509 satisf
0,5533 0,4871 13 0,520 satisf
20/07/2012 0,5360 0,6054 12 0,571 satisf
0,7971 0,8473 6 0,822 satisf
0,4862 0,4285 13 0,457 satisf
0,4446 0,4366 2 0,441 satisf
0,5384 0,4873 10 0,513 satisf
0,8615 0,8703 1 0,866 satisf
Tabela 34:Teores de mercario em perca.
aa [ B0, epm ATBlue Medd yege Do "™ win
resultado
29/09/2012| Perca  0,1374 0,1409 3 0,1392 0,1662 0,08032 satisf 0,30 0,04 14
0,3080 0,2830 8 0,2955 satisf
0,0653 0,0631 4 0,0642 satisf
0,2722 0,2718 0 0,2720 satisf
0,1290 0,1399 8 0,1345 satisf
0,1666 0,1567 6 0,1616 satisf
0,1524 0,1458 4 0,1491 satisf
0,1015 0,0989 3 0,1002 satisf
0,2788 0,2464 12 0,2626 satisf
0,0393 0,0473 18 0,0433 satisf
0,1767 0,1713 3 0,1740 satisf
0,2616 0,2489 5 0,2552 satisf
0,0801 0,0935 15 0,0868 satisf
0,1959 0,1803 8 0,1881 satisf
Tabela 35:Teores de mercario em pescada.
resultado
30/01/2014 | Pescada 0,0525 0,0503 4 0,05139 0,05 0,00 satisf 0,05 0,05 4
0,0484 0,0491 1 0,04876 satisf
0,0476 0,0488 2 0,0482 satisf
0,0469 0,0496 6 0,04825 satisf

Xl



Tabela 36:Teores de mercirio em robalo.

Aceitacao

Data |amosta  PPM Cfelaiva amosia MeUR parag  de  Max Min ol
resultado
08/09/2012 | Robalo 0,0607 0,0658 0,063 0,06 0,03 satisf 0,12 0,02 17
0,0757 0,0748 0,075 satisf
0,0723 0,0640 12 0,068 satisf
0,0791 0,0715 10 0,075 satisf
0,0627 0,0681 8 0,065 satisf
0,1315 10,1181 11 0,125 satisf
0,0351 0,0288 20 0,032 satisf
0,0609 0,0565 7 0,059 satisf
0,0636 0,0600 6 0,062 satisf
0,0153 0,0173 12 0,016 satisf
0,0368 0,0348 6 0,036 satisf
0,0236 0,0245 4 0,024 satisf
0,0721 0,0665 8 0,069 satisf
0,0802 0,0765 5 0,078 satisf
0,0654 0,0659 1 0,066 satisf
0,0743 0,0614 19 0,068 satisf
0,0966 0,0847 13 0,091 satisf
Tabela 37:Teores de mercurio em safio.
resultado
07/10/2012 | Safio 0,3002 0,3109 4 0,3056 0,3344 0,26416 satisf 0,68 0,11 6
0,1296 0,1250 4 0,1273 satisf
0,6576 0,6302 4 0,6439 satisf
0,6754 0,6872 2 0,6813 satisf
0,1103 0,1038 6 0,1071 satisf
0,1433 0,1389 3 0,1411 satisf
Tabela 38:Teores de mercurio em salméao.
resultado
11/08/2012 | Salmdo 0,0541 0,0660 20 0,060 0,09 0,09 satisf 0,29 0,02 9
0,0659 0,0573 14 0,062 satisf
0,0458 0,0415 10 0,044 satisf
0,3211 0,2619 20 0,292 satisf
2,6177 2,7690 6 2,693 satisf
0,0362 0,0607 51 0,048 n conforme
0,0495 0,0683 32 0,059 n conforme
0,1783 0,1748 2 0,177 satisf
15/08/2012 | Salmdo 0,0374 0,0636 52 0,051 n conforme
0,0531 0,0214 85 0,037 n conforme
0,0308 0,0255 19 0,028 satisf
0,0242 0,0270 11 0,026 satisf
0,0213 0,0136 44 0,017 n conforme
0,0349 0,0212 49 0,028 n conforme
0,0164 0,0210 25 0,019 n conforme
0,0249 0,0166 40 0,021 n conforme
0,0301 0,0150 67 0,023 n conforme
0,0192 0,0172 11 0,018 satisf

X1



Tabela 39:Teores de merclrio em sardinha.

e | M0, gem A Medw e Do 0T e wn 00
resultado
21/10/2012 | Sardinha 0,0312 0,0302 3 0,0307 0,0856 0,0805 satisf 0,37 0,03 14
0,0794 0,0652 20 0,0723 satisf
0,0594 0,0711 18 0,0653 satisf
0,0789 0,0821 4 0,0805 satisf
0,0446 0,0480 7 0,0463 satisf
0,0474 0,0526 10 0,0500 satisf
0,0645 0,0596 8 0,0620 satisf
0,0454 0,0387 16 0,0420 satisf
0,0667 0,0815 20 0,0741 satisf
0,0468 0,0386 19 0,0427 satisf
0,0580 0,0701 19 0,0640 satisf
0,0666 0,0568 16 0,0617 satisf
0,3323 0,4037 19 0,3680 satisf
0,0879 0,1010 14 0,0944 satisf
0,0872 0,1037 17 0,0954 satisf
2,3165 0,0601 190 1,1883 n conforme
3,4846 0,0912 190 1,7879 n conforme
0,0492 0,0452 9 0,0472 satisf
0,0530 0,0440 19 0,0485 satisf
0,0560 0,0459 20 0,0510 satisf
0,3200 0,1022 103 0,2111 n conforme
0,2177 0,2416 10 0,2297 satisf
Tabela 40:Teores de mercurio em truta.
e | M0, eem AT ML e D680 " e w0
resultado
22/09/2012| Truta  0,1751 0,1502 15 0,1627 0,1728 0,0266 satisf 0,23 11
0,2324 0,2266 3 0,2295 satisf
0,1964 0,1671 16 0,1818 satisf
0,1566 0,1462 7 0,1514 satisf
0,1508 0,1645 9 0,1576 satisf
0,1534 0,1458 5 0,1496 satisf
0,1420 10,1390 2 0,1405 satisf
0,1913 0,1658 14 0,1786 satisf
0,2057 0,2097 2 0,2077 satisf
0,1592 0,1654 0,1623 satisf
0,1966 0,1619 19 0,1792 satisf
Tabela 41:Teores de mercurio em varias espécies.
resultado
07/10/2012 | Faneca 0,0300 0,0675 77 0,0488 n conforme
Tamboril 0,1616 0,1405 14 0,1510 satisf
Pargo  0,0627 0,0668 6 0,0647 satisf
Garoupa 0,2183 0,1895 14 0,2039 satisf
Garoupa 0,1324 0,1111 17 0,1218 satisf
Garoupa 0,0975 0,1186 20 0,1081 satisf
Tubardo 2,9409 2,9199 1 2,9304 satisf
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ANEXO 3
ESTATISTICO

TRATAMENTO
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Distribuicdo t de Student (Bicaudal e Unicaudal)

1A
TR TABELA - Distribuicdo t de Student (Unicaudal e Bicaudal)
L
¢ = graus de liberdade

| 25%  10% 5% 2,5% 1% 0,5% @ | 25% 10% 5% 2,5% 1%  0,5%

[ [
1 [|1,0000 30777 6,3138 12,7062 31,B207 63,6574 46 | 0,6799 1,3002 1,6787 2,0120 24102 2,6870
2 |0B165 1,BB56 2,9200 4,3027 69646 19,9243 47 | 0,6797 1,2998 1,6779 2,0117 24083 2,6B4E
3 |07649 16377 2,3534 31624 4,5407 15,8409 48 | D0,6796 1,2994 16772 2,0106 24066 26822
4 |0,7407 1,5332 2,1318 27764 3,7469 4,5041 43 | D0,6795 1,2991 1,6766 2,0096 24049 2,6800
5 |0,7267 14750 2,050 2,5706 3,3640 4,0322 50 | 0,6794 1,2987 1,6759 2,00B6 2,4033 26778
6 |0,7176 14398 1,9432 24469 3,1427 3,7074 51 | 0,6793 1,2984 1,6753 2,0076 24017 26757
7 |0,7111 14149 1,8946 23646 2,9980 34995 52 |0,6792 1,2980 1,6747 2,0066 2,4002 2,6737
8 |0,7064 13968 1,8595 23060 28965 3,3554 53 |0,6791 1,2977 16741 2,0057 2,3988 21,6718
g |07027 14,3830 1,8331 22622 28214 3,2493 54 |0,6791 1,2974 1,6736 2,0049 2,3074 26700
10 |o6E998 1,3722 1,8125 22281 2,7638 3,1693 55 | 0,6790 1,2971 1,6730 2,0040 2,3961 2,668
11 |o0,6974 1,3634 1,7953 2,2010 2,711 3,1058 56 |0,6789 1,2969 1,6725 2,0032 2,348 2,6665
12 |o06955 1,3562 1,7823 24788 2,6B10 3,0545 57 | 0,678 1,2966 1,6720 2,0025 2,3936 21,6649
13 |o0,6938 1,3502 1,7700 21604 32,6503 3,0123 58 | 0,6787 1,2963 1,6716 2,0017 2,3924 2,6633
14 |06924 1,3450 1,7613 20448 2,6245 32,9768 53 | 0,6787 1,2961 1,6711 2,0010 2,3912 26618
15 |o0,6912 1,3406 1,7531 2,1315 2,6025 32,9467 60 |0,6786 1,2958 1,6706 2,0003 2,3901 2,6603
16 |06901 1,3368 1,745% 2,1199 2,5835 2,9208 61 |D0,6785 1,2956 1,6702 1,0006 2,3890 2,6589
17 |o65892 1,3334 1,739 2,1098 2,5669 32,8982 62 |D0,6785 1,2954 16608 1,9990 2,3880 26575
18 |0,6884 1,3304 1,7341 2,1009 2,5524 32,8784 63 |0,6784 1,2951 1,6694 1,9963 2,3870 2,6561
19 |o0,6876 1,3277 1,7291 2,0930 2,5395 32,8509 64 |0,6783 1,2949 1,6690 1,9977 2,3860 2,6549
20 |o06870 1,3253 1,7247 2,0860 2,5280 32,8453 65 |D0,6783 1,2947 16686 1,0071 2,3851 26536
21 |o6EB64 1,3232 1,7207 2,0796 2,5177 32,8314 66 | 0,6782 1,2945 1,663 1,9966 2,3B42 2,6524
22 |omBS8 1,3212 1,7171 2,0739 2,5083 32,8188 67 |0,6782 1,2943 1,6679 1,9960 2,3833 2,6512
23 |o06853 1,3195 1,7139 2,0687 32,4999 32,8073 68 |0,6781 1,2941 16676 1,0055 2,3824 26501
24 |o65B48 1,3178 1,7109 2,0639 2,4922 32,7969 63 |0,6781 1,7939 1,6672 1,09049 32,3816 26490
25 |o6EB44 1,3163 1,7081 2,0595 24851 32,7874 70 | D0,67B0 1,2938 16669 1,9844 32,3808 26479
26 |o0,6840 1,3150 1,7056 2,0555 24786 32,7787 71 |0,67B0 1,2936 1,6666 1,9939 2,3800 2,6469
27 |0,6837 1,3137 1,7033 2,0518 24727 22,7707 72 | 0,6779 1,2934 16663 1,0035 2,3793 21,6459
28 |0,6834 1,3125 1,7041 2,0484 24671 32,7633 73 | 0,6779 1,2933 1,6660 1,90930 2,3785 26449
29 |0,6830 1,3114 1,6991 2,0452 24620 32,7554 74 |0,6778 1,2931 1,6657 1,9925 2,3778 2,6439
30 |0,6828 1,3104 1,6973 2,0423 24573 2,7500 75 | 06778 1,2929 16654 1,9921 2,3771 2,6430
31 |0,6825 1,3095 1,6955 2,03095 24528 32,7440 76 | 0,6777 1,2928 16652 1,09017 2,3764 26421
32 |o5822 1,3086 1,6939 2,060 24487 32,7385 77 | 0,6777 1,292 1,6649 1,09013 32,3758 26412
33 |0,6820 1,3077 1,6924 2,0345 24448 2,7333 78 | D0,6776 1,2925 1,6646 1,9908 2,3751 2,6403
34 |o06818 1,3070 1,6909 2,0322 24411 32,7284 79 | 0,6776 1,2924 16644 1,9905 2,3745 2,6395
35 |o6816 1,3062 1,6896 2,001 24377 2,723a B0 |0,6776 1,2923 16641 1,9001 2,3730 21,6387
36 |0,6814 1,3055 1,6883 20281 24345 32,7195 81 |D0,6775 1,2921 1,6639 1,9897 2,3733 26379
37 |06812 1,3049 1,6871 2,0262 24314 2,7154 B2 |0,6775 1,2920 1,6636 1,9893 2,3727 2,6371
38 |0,6810 1,3042 1,6860 2,0044 24286 32,7116 B3 |0,6775 1,2918 1,6634 1,9890 2,3721 26364
30 |o5808 1,3036 1,6843 2,0027 24258 2,7079 B4 |0,6774 1,2917 1,6632 1,98B6 2,3716 21,6356
40 |0,6807 1,3031 1,6839 20011 24233 32,7045 85 |0,6774 1,2916 1,6630 1,9863 2,3710 2,6349
41 |0,6805 1,3025 1,6829 2,0195 24208 32,7012 B6 |0,6774 1,2915 16628 1,9879 2,3705 2,6342
42 |o06B04 1,3020 1,6820 2,011 24185 32,6981 B7 |D0,6773 1,2914 16626 1,9876 2,3700 2,6335
43 |06802 1,3016 1,6811 2,0167 24163 32,6951 B8 | D0,6773 1,2912 16624 1,9873 2,3695 2,6329
44 |06801 1,3011 1,6802 2,0154 24141 32,6923 89 | 0,6773 1,2911 1,6622 1,9870 2,3690 2,6322
45 |0,6B00 1,3006 1,679%4 20141 24121 32,6896 90 |0,6772 1,2910 1,6620 1,9867 2,3685 2,6316
100 | 0,677 1,200 1,660 1,984 2,364 2,626
120 | 0,677 1,289 1,656 1,980 2,358 2,617
o= 0,674 1,282 1,645 1,960 2,326 2,576
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Tabela 4. Limites unilasrais da dizeriizio F da Fisher-Snedecor ao nivel de 10% de probabilidade.
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Tabels 5. Limites unilasemiz da disorimigho F da Fisher-Snadecor a0 nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Limites umilaterais da distribuigie F de Fisher- Snedecor ao nivel de 2,5% de probabilidade.
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3.607
3432
3.230
3202
e
3.156
3.100
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2331

2334
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14.419
B.844
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5481
4781
4295
3.084
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3.528
3.374
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3.147
3.080
2.088
2022
2.868
2.817
2.774
2735
2.700
2.668
2.640
26813
2.580
2.568
1.547
2520
251
2.288
2217
2270
2213
2178
2157
2.102
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30.407
14.374

B.704

6.5588
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4700
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3912

3.865

3474

3.3

3.ev

3.085

3.008

2034

2.870

2814

2.765

27211

2.882

2.847

2815

2586

2560

2536

2514

2404

2475

2458

2334

2283

2218

2,158
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2.102

2.047

ore.y
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14,337
B.751
6.525
5.366
48866
4.200
3.868
.81
3.430
3.277
3153
3.050
2.083
2.880
2.8325
2709
2.720
2.878
2.837
2.602
2.570
.51
2.515
2401
2.480
2448
2.430
2.412
2.288
2.218
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1
2.077
2.085
1.920
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30.421
14.305
8.715
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4828
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3.8
3583
3382
3.230
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2925
2851
2786
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2508
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2476
2452
2420
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2372
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2014
1.958

0825 0940 0421
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3550
3350
3,206
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24070
2801
2817
2753
2.806
2.847
2.803
2564
2528
2407
2468
2441
2417
2305
2374
2355
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2213
2140
2083
2035
2.000
1.977
1.921
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14.253
9.857
6.428
5.260
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2760
3522
3.330
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2053
2.040
2882
2788
2723
2867
2817
2573
2534
2408
2456
2437
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2387
2354
2344
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2182
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2.081
2,003
1.968
1.945
1.888
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.63 5012
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3.000 3840
3.867 3505
3419 32855
3228 3.081
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2500 2333
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2425 2248
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1.825 1.614
1.766 1.540

10056 10008 10140

304381 30480

12002
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3449
3.108
3.004
2,848
2.720
2814
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2447
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2270
2223
2182
2,145
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2,028
2.002
1.280
1.250
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1.721
1.867
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1.558
1.530
1.460

13.047
£.309
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4.100
2728
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2.140
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2787
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2582
2481
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2315
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1.954
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1.724
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1.581
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4.877
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3.600
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2.014
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2,350
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2.160
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2.079
2.040
2.005
1.873
1.044
1.217
1.e02
1.860
1.847
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1.682
1.504
1.534
1.457
1.400
1.278
1.269
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Tabela 7. Limutes unilaterais da distribuigioe F de Fisher- Snedecor ao nivel de 1,0% de probabilidade.
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Tabela 8. Limutes unilaterass da dismbwigdio F de Fisher- Snedecor ac nivel de 0,5% de probabilidade.
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2 @RS 1000 1802 1002 1093 1803 1004 1094 1004 1004 1004 1004 1904
3 55552 40800 47448 46105 45,301 44838 44434 44 125 43881 43885 43.525 43387 43270
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12.530
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2.870
3.T60
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3.108
3.022
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4.015
3758
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2.200
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1.825
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1.720
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15414
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41.010
10297
12200
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4.281
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2.3
2834
2.749
2673
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1.648
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«%y | EUROPEAN COMMISSION /i%g/l

: :% JOINT RESEARCH CENTRE
ﬁ*ﬁ* Institute for Reference Materials and Measurements Institute for Reference
Materials and Measurements
CERTIFIED REFERENCE MATERIAL
BCR® - 463
CERTIFICATE OF ANALYSIS
TUNA FISH
Mass fraction based on dry mass Number of
Certified value " Uncertainty 2 accc-fzztetd sets
[ug/g] [ug/g] SSRE
Total Hg 2.85 0.16 8
CH,Hg* 3.04 0.16 11

1)
2)

Unweighted mean value of the means of p accepted sets of data, each set being obtained in a different laboratory
and/or with a different method of determination. The value is traceable to the International System of Units (SI).
Half-width of the 95 % confidence interval of the mean defined in .

This certificate is valid for one year after purchase.
Sales date:
The minimum amount of sample to be used is 0.2 g.

DESCRIPTION OF THE SAMPLE

The material consists of a freeze-dried fish powder in a glass bottle. The bottle contains about 15 g of
powder. Additional information on the preparation and the certified values is given in the certification
report.

NOTE

This material has been certified by BCR (Community Bureau of Reference, the former reference
materials programme of the European Commission). The certificate has been revised under the
responsibility of IRMM.

Brussels, June 1994
Revised: November 2007 %
Signed:

Prof. Dr. Hendrik Emons
Unit for Reference Materials
EC-JRC-IRMM

Retieseweg 111

2440 Geel, Belgium

All following pages are an integral part of the certificate.
Page 1 of 2
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ANALYTICAL METHOD USED FOR CERTIFICATION

Coold vapour atomic absorplion specirometry

Cold vagour atomic fluorescence spectromatry

Electrothermal atomic absomption speciromedry

(Ges chromatographyiatormc fluorescence spectrometny

Gas chromatographyielectron capture detection

Gas chiemalography/Fourier transformation infraned spectroscopy
Gas chromalographyimicrowave induced plasma alomic emission spectrametry
Inductively coupled plasma mass speclromelry

Instrumental neutron actvation analysis

lon exchangedatomic absorplion spectrometry

Meutron activaton analysis with radiochemical separation

PARTICIFANTS

CHRS, Service Cantral d'Analyse, Vemalson (FR)
Ecoconsull, Gavirate (IT)

Energieonderzoek Cantmem Mederand (ML)
FORCE Inatitute, Brandby (DK

Joint Research Centre, [spra {T)
Kemforschungsanlage, Jilich (DE)

Mational Food Administration, Uppssla (SE)
Mational Food Agency, Seborg (DK)

Presidio Multizionale di Prevenzione, La Speza (IT)
Presidio Multizionale di Prevenazione, Vernezia (IT)
Swedish Emdronment Research Instifute, Getebong (SE)
Universidad de Santiago de Compostela (ES)
Universita di Genova (IT)

Universitedt Gant, INW (BE)

University of Limed [SE)

irje Universitelt Brussel (BE)

SAFETY INFORMATION
The: usual laboratory safely precautions apply.

INSTRUCTIONS FOR USE

The material ls intended for quality confrol purposes, verification or wvalidation of an anahticical
procedure. The matenal iz not intended for use as a calibrant.

The sample can be used as & is from the boftle. Before & bottke i opened, it should be shaken manusally
for five minules so that the mabesial is re-homogenisad, The comection 1o dry mass showld be made on a
separate portion of 100 mg which should be dried in an oven at 102 °C for 2-4 h until constant mass is
attained. The material may be kept at ambient temperature in e dark for shor lerrm peiod (2-3 days).

STORAGE

Storage should take place a1 4 °C, in the dark.
However, the European Commission canned Be held responsible for changes that happen duing
storaga of the material at the customer's premises, especially of apeswsd samples.
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ANEXO 5 — ANALISADOR DE
MERCURIO AMA 254
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AMA254

Mercury Analysis

LECO's AMA254 determines trace amounts of mercury in various materials—including coal, combustion residues, soils,
biological samples, and other solid/liquid samples.

The AMA254 technique of direct combustion features a combustion/catalyst tube that decomposes the sample in an

oxygen-rich environment and removes interfering elements. A gold amalgamator trap collects all mercury from the

evolved gases and a dual-path length cuvette/spectrophotomer specifically determines mercury over a wide dynamic
range.

With method approvals by the EPA and ASTM, the AMA254 offers a fast, cost-effective alternative to conventional CVAAS
or ICP. This unique system combusts various matrices without sample pre-treatment or concentration steps—saving you
valuable time. The instrument requires no hazardous chemicals, providing a mercury determination in approximately five
minutes.

Features Include

Amalgamator
Traps all mercury vapor on a gold-plated ceramic tube; doses the mercury to
the cuvette system through flash heating.

Cuvette System

Detection system based on a standard atomic absorption spectrophotometer
at a specific wavelength (253.7 nm). Dual-path length cuvette expands the
dynamic range from the ppb level to the ppm level.

Direct Combustion System
Nickel boats hold up to 500 mg of various liquid and solid
samples. The oxygen-rich combustion tube is heated to 750°C.

| @ Optional Autoloader
= Rotating carousel holds up to 45 nickel sample boats; boats are

automatically inserted into the combustion/catalyst tube.

Leco AS154 Autoloader

Delivering the Right Results
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Mercury Analyser AMA 254

Principle

Armangement:

Control of instrument funchons:

Light source:

Wavelength:

Interference filter:

Dietector:

Dretection limit:

Working ranges:

1 st range:
2ol range:

Feproducibility:

Typical analysis time:

Sample treatment:
drying perind:
decomposition period:
waling period:

Calibration:
nuember of standards:

Sample characteristics:

Diosing volume:
exiernal sampling, max.:
internal sampling:

Weight of sample, max.:

Possibility of preconcentration:

Carrier gas:
inlet pressure:
flow rate:

Power voltage:

Power consumption, max.:
stamdby:

Operating conditions:
lermnperature:
Pressure:
rel. humidity;
pratection:

DMmensions:
width:
height:
depth:

Weight:
transport weight:

1 Basic TecHnicaL DaTa

atomic absorption spectrometry

single beam, serial arrangement of cuvetics

IBM compatible PC

low pressure mercury lamp

253.65 nm

254 num, half-width 9 nm

silicon UV diode

0.01 ng He (4.003 ng He with HS cuvette)
automatic switching; switching point A = 08000
0.05 - 40" ng Hg {0.02 - 10" with HS cuvette)
40" - (M) ng Hg (10" - 250 ng Hg with HS cuvette)
< 1.5%

5 min's

programmakle

9-999 5

1-%99 5

1-9995

solwtion, reference material

unlimzted

solution, solid material

SO0 ul, 1000 pl (big boat)

depended on sampling device

300 mg, 7040 mig (hig boat)

max. 10 times

RYgen

200 - 250 kPa

approc. 160 mlmin (approx. %0 mlfmin HS version)
220V, 50 He

200 VA

100 VA

0-35°C

86 - 106 kPa
B %

IP2x

723 mim
227 mm
460 mm
46 kg

54 kg

. .
2nd range is used when absorbance measured on Lst range is higher than 08000

ARLA 254
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