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_Resumo

A cavala ¢ uma das espécies de peixe mais abundantes em Portugal,
sendo muito rica em diversas vitaminas e micronutrientes. Entre os micro-
nutrientes existentes neste alimento destaca-se o selénio (Se), essencial
para o ser humano, mas que se pode tornar toxico quando ingerido acima
da dose diaria recomendada. Sendo parte integrante de um conjunto de
proteinas com agao antioxidante (as selenoproteinas) um aporte adequado
de Se conduz a um melhor desempenho do sistema imunitario, com reper-
cussOes positivas no tratamento e/ou prevencdo do cancro ou no retar-
dar do desenvolvimento de doengas degenerativas, como o Alzheimer. O
organismo humano néo sintetiza o selénio sendo a alimentacdo a fonte
que mais contribui para o aporte diario deste elemento. Neste estudo, pre-
tendeu-se estudar o teor de selénio, e de outros micronutrientes, em cava-
las da costa portuguesa. Esta analise foi realizada mensalmente, entre
mar¢o de 2019 e fevereiro de 2020, sendo o Se determinado por espec-
trometria de massa acoplada a plasma indutivo (ICP-MS), e os restantes
micronutrientes (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) por espectrometria de emissao 6tica
por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). Concluiu-se que a ordem
de concentragéo dos elementos estudados foi estabelecida como K> P>
Na> Mg> Fe> Zn. Relativamente a concentragao de Se, e por utilizagcdo do
teste LSD, foram identificadas algumas diferencgas significativas ao longo
do ano, variando esta entre 451 e 606 pg/ml, excluindo o més de maio que
foi considerado um outlier. Contudo, este resultado podera dever-se aos
habitos alimentares da cavala e época de desova, pelo que serdo neces-
sarios mais anos de estudo, de modo, a se verificarem estas conclusoes
preliminares.

_Abstract

Mackerel is one of Portugal's most abundant fish species, being very rich
in several vitamins and micronutrients. Among the micronutrients in this
food, selenium (Se) stands out, essential for humans, but can become
toxic when ingested above the recommended daily dose. As an integral
part of a set of proteins with antioxidants action (selenoproteins), an
adequate intake of Se leads to a better performance of the immune
system, with positive repercussions in the treatment and/or prevention
of cancer or in delaying the development of degenerative diseases, such
as Alzheimer's. The human organism does not synthesize selenium,
so the source that most contributes to this element's daily supply is
food. This study intended to evaluate the content of selenium and other
micronutrients in mackerel from the Portuguese coast. This analysis was
carried out monthly, between March 2019 and February 2020, with the
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Se being determined by mass spectrometry coupled to inductive plasma
(ICP-MS), and the remaining micronutrients (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). It
was concluded that the order of concentration of the studied elements
was established as K> P> Na> Mg> Fe> Zn. Regarding Se content, by
the LSD test, some significant differences were identified throughout the
year, varying between 451 and 606 ug / ml, excluding May, which was
considered an outlier. However, this result may be due to the mackerel's
eating habits and spawning season. More years have to be evaluated to
verify these preliminary conclusions.

_Introducéo

A cavala é uma das espécies de peixe mais abundante em
Portugal, estando disponivel todo o ano. Alguns estudos
realizados deixam antever a importancia da cavala a nivel
nutricional (1:2). Este peixe é rico em diversas vitaminas e
micronutrientes, entre 0s quais o selénio (Se) e outros mine-
rais. Contudo, apesar do seu alto valor nutricional e da sua
abundancia no oceano ainda é uma espécie pouco consu-
mida pela populacédo portuguesa.

Os minerais sdo uma das categorias de micronutrientes inor-
ganicos necessarias para a manutengao do organismo hu-
mano. Intervém em diversas fungdes, incluindo na formacao
de dentes e 0ss0s e no funcionamento do sistema nervoso,
e sdo constituintes essenciais de fluidos bioldgicos e teci-
dos, bem como de componentes do sistema enzimatico. As
necessidades diarias variam consoante os elementos sendo
alguns necesséarios em maiores quantidades, como por
exemplo, 0 magnésio (Mg), o potassio (K), o fésforo (P) e 0
sodio (Na). Por outro lado, os oligoelementos, ou elementos
traco, tém doses diarias recomendadas mais baixas, como
¢ o0 caso do ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), e selénio (Se).
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Embora estes Ultimos sejam necessarios em menor quanti-
dade, ndo sdo, por isso, menos importantes (3.

Os métodos mais adequados a determinagao simultanea de
minerais e oligoelementos sao (4:5):

— ICP-MS - espectrometria de massa por plasma acoplado
indutivamente, esta é a técnica instrumental ideal para
estimar e quantificar elementos tragco em matrizes alimen-
tares;

— ICP-OES - espectrometria de emissao otica por plasma
acoplado indutivamente, esta técnica é usada para quan-
tificar elementos que estdo presentes em maior quanti-
dade em matrizes alimentares;

Estes métodos destacam-se de outros por serem técnicas
multielementares (detecdo rapida e simultanea de varios
elementos) e com elevada sensibilidade, refletida por bai-
xo0s limites de detecao e quantificacao.

Antes da andlise instrumental é necesséario um tratamento da
amostra que assegure a sua solubilizacéo e destruicdo com-
pleta da matéria orgénica presente, evitando interferéncias e
blogueios no sistema de introducao das amostras. Os méto-
dos mais utilizados para esta etapa séo a digestdo humida e
a digestao assistida por micro-ondas (4.

O Se é um micronutriente essencial, tendo um papel essen-
cial na acao antioxidante, protegendo o corpo contra o dano
oxidativo. Este nutriente pode estar presente em diversas
formas quimicas, o que determina os seus efeitos biologi-
cos. Pode ser encontrado nas suas espécies organicas, a
selenocisteina e selenometionina, e espécies inorganicas, o
selenato e o selenito. No organismo humano o Se encontra-
-se maioritariamente incorporado em proteinas, principal-
mente através do aminoacido selenocisteina.

A dose de Se pode afetar diferentes funcdes bioldgicas
associadas a imunidade, metabolismo energético, entre
outras, que por sua vez podem conduzir ao aparecimento
de algumas doencas por excesso de Se, como a Selenose,
ou por deficiéncia de Se (Doenga Kashin-Beck, doengas na
tiroide) (6.7),
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Um aporte adequado de Se pode conduzir a um melhor
desempenho do sistema imunitario e a uma mais eficiente
manutencao do equilibrio redox, com implicacdes positivas
por exemplo no tratamento e/ou prevengdo do cancro ou
no retardar do desenvolvimento de doencas do foro men-
tal, como o Alzheimer, entre outras. O Se é também neces-

sario para o sistema reprodutor (8:9).

Devido a proteina glutationa peroxidase (GPx) e a muitas
outras selenoproteinas, o Se é capaz de interagir com outros
nutrientes que afetam o equilibrio redox das células. Para
além disso, o Se tem a capacidade de proteger determina-
dos organismos contra a toxicidade provocada pelo mercu-
rio (19), cadmio, prata, chumbo e arsénio (1),

_Objetivo

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito da
sazonalidade no teor de diversos micronutrientes na cavala.
Sendo a cavala uma espécie predadora, 0 seu aporte nutri-
cional podera alterar, ndo sé pelo seu desenvolvimento e bio-
logia, como também pela dieta que tem disponivel ao longo
do tempo, sendo importante avaliar as diferencas que pos-
sam ocorrer.

_Materiais e métodos

As cavalas foram adquiridas em diversos estabelecimentos,
de marco de 2019 a fevereiro de 2020, e preparadas em 12
pools de 10 individuos, cada uma correspondendo a um més
de pesca.

O Se foi determinado por ICP-MS, e os restantes micronu-
trientes (Zn, Fe, Mg, Cu, K, P) por ICP-OES, ap6s digestao
acida em bloco de grafite (Digiprep) (12).

Foi utilizada agua ultrapura em todos 0s ensaios, produzi-
da a partir de um sistema de purificagao Milli-Q. Foram uti-
lizados padrdes e reagentes com grau analitico adequa-
do para a determinagao de elementos traco. Para garantir
a qualidade dos resultados, por cada digestao foi analisa-
da uma amostra e um branco tendo todas as amostras sido
digeridas em triplicado. As curvas de calibracao foram pre-
paradas com cinco padroes de diferentes concentragoes,
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sendo aceites apenas curvas com um coeficiente de cor-
relacdo superior a 0,9995. Para assegurar a exatidédo dos
resultados foram usadas amostras fortificadas e um mate-
rial de referéncia certificado de musculo de peixe (ERM —
BB422). Todas as analises realizadas cumprem 0s requisi-
tos da norma IS0 17025:2017 (19),

De modo a completar o estudo e a se ter uma visdao mais
ampla na analise dos resultados, foi calculada a variabili-
dade que ocorreu em cada més e a variabilidade do grupo
de dados no elemento da seguinte forma, respetivamente:

Més B-Més A

Variagdo entre meses (%)= x 100

Més A
e

Variagdo geral (%)= Coeficiente de variagdo do grupo de dados

- £ .
&y i ® 0
1 I‘I ’[}”’ ‘ $ ),4:
') y ‘a‘ ﬁ X
R

A anélise estatistica foi realizada utilizando a andlise de va-
riancia com um fator a varios niveis (One-way ANOVA) e o
teste da menor diferenca significativa (LSD) para um nivel de
significancia igual a 5% (a=0,05). Foram também realizadas
analises de correlagdo entre os diferentes elementos, uti-
lizando o coeficiente de correlacdo de Pearson. Os dados
foram considerados significativos para p<0,05 e p<0,01.
Para a identificacdo de possiveis outliers foram aplicados
0s métodos de Interquartil (gréfico de Box-Plot), Grubbs e
do z-score conforme descrito na norma ISO 5725-2:2019.
Todos os testes foram realizados com recurso ao software
IBM SPSS Statistics, versdo 25.

_Resultados

Na tabela 1 apresentam-se os resultados obtidos para os ele-
mentos em estudo ao longo de 12 meses. O resultado da cor-
relac@o de Pearson encontram-se na tabela 2.

Resultados dos micronutrientes nas cavalas portuguesas ao longo de um ano.

Tabela 1:
Se n Na
(Hg/Kg) (mg/100g) (mg/100g)
Mar/19 538,6%°+ 18  0,6430%°9 + 0,0064 57,002 + 0,34
Abr/19 53420 1 18 0,770%¢ £ 0,028 61,76° + 0,29
Mai/19 715° + 26 1,0600' + 0,0023 751%+ 1,4
Jun/19 5542 1 27 0,749%° 1+ 0,015 89,39+ 1,3
Jul/19 606° + 11 0,664%"9 + 0,020 77,3% + 0,92
Ago/19 606° + 10 0,680%1 + 0,038 725" +2.4
Set/19 53630 + 21 0,728%" + 0,024 80,349 + 0,12
Out/19 527,6%°+ 9,0 0,6440%° £ 0,0072 147,02" £ 0,98
Nov/19 511° £ 19 0,8129 £ 0,065 69,9' + 1,2
Dez/19 4519 + 14 0,598° £ 0,022 99,113} + 0,057
Jan/20 4759 1 23 0,708% "M 1+ 0,032 85,3+ 1,2
Fev/20 460,729 + 0,93 0,550/ + 0,021 51,06™ + 0,67

a,b.C Medias na mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com o teste LSD, p<0,05.

Os resultados estdo expressos em Médias + Desvio padrao, n=3.

Fe Mg K P
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
1,009%° + 0,013 32,58%% + 0,16 464,528 £ 0,16 282,02 + 1,8
1,1048° £ 0,0064 32,77 £ 0,16 460,492 £ 0,16 290,6% + 2,1

1,359 £ 0,12 354"+ 3,6 462,5% + 3,6 286° + 11
1,038 + 0,011 28,83° + 0,30 385,69 + 0,30 266,7° £ 1,5
1,0366° + 0,0098 29,50%9 £ 0,32 376,06 £ 0,32 2542%9:77
1,047%C + 0,027 31,64%0¢ 4 0,82 416,49° £ 0,82 269,0° + 2,2
0,9674%¢ + 0,0058 28,56° + 0,20 361,85'+ 0,20 24509° 159
0,869° + 0,016 29,35%" + 0,15 272,559 £ 0,15 222,37+ 9,1
0,924%¢ £ 0,021 29,41%% + 0,56 397,04%9 1 0,56 238,8%+ 1,9
0,6245" + 0,0079 30,02%"9 1 0,46 385,789 + 0,46 2272+ 9,7
0,807" £ 0,011 30,85%4f 4 0,72 330,55" 0,72 225,3" 5 1,1
0,650" + 0,022 31,67%9 £ 0,51 498,95' + 0,561  259,3°° £ 6,0
outlier Minimo Mdximo
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Tabela 2:
Se n Na

Se 1

Zn 0,296 1

Na -0,076 0,136 1
Fe 0,816 0,615 -0,117
Mg -0,069 -0,192 -0,388*
K -0,063 -0,160  -0,770**
B 0,439 0,142 .0,556**

** Correlagao significativa a=0,01.
* Correlagdo significativa a=0,05.

Correlacao fraca (|0,3]> p < 0,5])

Correlacao forte (]0,7|> p < 0,9])

_Discusséo

Pela andlise da tabela 1 e com auxilio do teste LSD exis-
tem alguns resultados que se destacam dos restantes. Foi
feita uma identificagédo e verificacdo de valores suspeitos,
aberrantes ou andmalos pelos trés testes acima mencio-
nados. Os gréaficos de Box-plot (ndo incluidos) identifica-
ram trés outliers, que se encontram assinalados a verme-
lho na tabela 1. Para confirmar e apoiar estes resultados
foram executados outros testes nomeadamente o método
do z-score e o teste de Grubbs. A semelhanga dos resul-
tados obtidos com os gréaficos Box-plot, o teste de Grubbs
identifica como resultados aberrantes os obtidos no més
de outubro para o elemento Na, e no més de maio para o
elemento Zn. Por outro lado, identifica os valores de Se e
Fe do més de maio como suspeitos. J& 0 método do z-score
identifica como outliers apenas os valores do més de maio
para 0 Zn e do més de outubro para o Na (z-scores >|2,5]).

Os resultados apresentados na tabela 1 mostram variagoes
estatisticamente significativas do contetdo de Se entre o0s
diferentes meses, variando este de 451 pg/Kg a 606 pg/Kg,

&' L =0

3 /‘I rif%”’ ‘ o Q:
L= « 'Y ﬁ
R}

Resultado da Correlagdo de Pearson.

Fe Mg K P
1
0,490** 1
0,216 0,607 ** 1
0,683** 0,615*** 0,764** 1
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Correlacdo moderada (]0,5[> p < (0,7])

com uma média de aproximadamente 527 pg/Kg. Cabral et al.
mostraram que a dieta da cavala consiste principalmente em
zooplancton (rico em Se e vitaminas) na primavera e verao,
peixes e decapodes no outono e larvas de decépodes no
inverno (14). Martins et al. referiram que na costa continental
portuguesa a época de desova da cavala espanhola decor-
re entre fevereiro e maio (15:16). Como tal, as variacdes entre
meses e 0 facto do conteldo em Se respeitante ao més de
maio ter sido considerado outlier poder-se-ao dever a efei-
tos de sazonalidade relacionados com diferengas na alimen-
tacdo dos peixes e com a época da desova. E assim funda-
mental prolongar o estudo permitindo continuar a avaliar o
contetdo do Se em cavalas portuguesas ao longo do tempo.

O Zn apresenta uma tendéncia idéntica e moderadamente
correlacionavel com o Fe ao longo dos meses conforme se
pode verificar pela correlagdo de Pearson na tabela 2. Tal
como para o caso do Se, o valor de Zn obtido para 0 més
de maio foi identificado como um outlier. Verifica-se para
0 Zn uma variabilidade média ao longo do ano (11,2%) face
a variabilidade alta do Fe (20,9%). Estas variabilidades séo

devidas ao decréscimo acentuado do més de novembro para
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dezembro, com uma variacdo de 26,3% no Zn e 32,4% no
caso do Fe. O Fe apresenta uma correlagao fortemente posi-
tiva com o Se (p=0,816, a=0,01), tabela 2.

O Na ¢é o segundo elemento com maior variabilidade (19,1%)
ao longo do ano, nao tendo sido encontradas semelhancas
entre recolhas pelo teste LSD, p<0,05. A correlagédo entre
este elemento e 0 K é evidenciada ndo sé na literatura cienti-
fica (17), mas também pela correlacdo de Pearson fortemen-
te negativa (p=-0770, a=0,01). O K também apresenta uma
variacdo média ao longo do ano (16%), com um valor maximo
em fevereiro e minimo em outubro. Este elemento também €
fortemente correlacionado com o P (p=-0764, a=0,01).

O P apresenta uma variagao de aproximadamente 9,49%
ao longo do ano, destacando-se um aumento de 15,1% de
janeiro para fevereiro. abril foi 0 més com um teor de P mais
abundante e outubro o menor.

No que respeita ao Mg, este elemento apresenta corre-
lacbes significativas segundo a correlacdo de Pearson,
apresentada na tabela 2, com o Na, Fe, P e K. As correla-
cdes com o Na e o Fe sé@o correlacbes fracas e como P e
K sdo correlacdes moderadas. Este é 0 elemento que apre-
senta uma variag@o mensal menor (6,54%), tendo-se verifi-
cado a maior diferenga de maio para junho onde se obteve
um decréscimo de 18,6%. O més de maio nao apresentou
semelhangas, segundo o teste LSD, com nenhum dos res-
tantes meses, p<0,05.

_Conclusdes

A variabilidade entre o teor de Se (e restantes minerais) nos
varios meses podera estar relacionada com os habitos ali-
mentares da cavala e 0 alto valor encontrado no més de maio
podera estar ainda correlacionado com a época de desova.

Relativamente aos restantes minerais, o K foi o elemento
mais abundante com um teor a variar entre 0s 273 mg/100g
e 0s 499 mg/100g. A ordem de concentragcdo dos outros
elementos estudados ficou estabelecida como P> Na> Mg>
Fe> Zn.
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Foram encontradas no total 11 correlagdes entre elementos,
destacando-se 5 correlagdes moderadas e 3 fortes. A corre-
lagdo mais forte encontrada foi entre 0 Se e o Fe (p=0,816).

Os testes estatisticos foram fundamentais para interpretagéo
destes resultados, tendo ajudado a perceber que sdo neces-
sarios mais estudos para confirmar estas conclusdes prelimi-
nares, nomeadamente estudar o conteudo de Se e dos res-
tantes nutrientes mensalmente durante varios anos.
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