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RESUMO

O projecto POLIFOSFATOS teve como objetivos: (i) a quantificacdo de fosfatos adicionados aos
produtos da pesca em geral e ao bacalhau, em particular e (ii) o estudo do efeito do processamento
industrial e doméstico nas alteracdes dos polifosfatos nos produtos finais. Este projeto permitiu: (i)
adquirir e instalar um sistema de andlise por cromatografia liquida idnica com detecdo
condutimétrica; (i1) montar e validar uma metodologia de detecio e quantificacdo por cromatografia
i6nica de diferentes tipos de polifosfatos em produtos da pesca; (iii) otimizar uma técnica de
preparagdo de amostra de produtos da pesca processados; (iv) definir os incrementos nos tempos de
secagem de bacalhau salgado em func@o dos niveis de polifosfatos; (v) documentar a especiacdo
dos polifosfatos adicionados ao bacalhau durante o processamento industrial e apds o tratamento
culindrio doméstico usual; (vi) determinar os niveis de polifosfatos e citratos existentes em diversos
produtos derivados do pescado disponiveis comercialmente.

Palavras-chave: Fosfatos, bacalhau salgado seco, produtos da pesca, aditivos alimentares, método
de cromatografia i6nica
ABSTRACT

The project POLYPHOSPHATES aimed at: (i) the quantification of phosphates added to seafood
products in general and particularly to salted and dried cod and (ii) the study of the effect of
industrial and domestic processing on polyphosphates content in the final products. This project
enabled to: (i) acquire and install a system of analysis by ionic liquid chromatography with
condutimetric detection; (ii) assemble and validate a methodology for ionic chromatography
detection and quantification of different types of polyphosphates in fishery products; (iii) optimize a
sample preparation technique of processed fishery products; (iv) define the increments in the drying
time of salted cod as a function of the polyphosphates levels; (v) document the speciation of
polyphosphates added to cod during the industrial processing and during the usual home food
preparation; (vi) determine the levels of polyphosphates and citrates in various fish products
commercially available.

Keywords: Phosphates, salted dried cod, seafood, food additives, ionic chromatography method.
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POLIFOSFATOS:

UTILIZACAO DE POLIFOSFATOS NA INDUSTRIA TRANSFORMADORA DO PESCADO:
CONTROLO DOS NIVEIS E EFEITO DO PROCESSAMENTO

Resumo

A aplicacdo de polifosfatos no pescado foi discutida e aprovada na Comissdo Europeia em 2013, em virtude
da sua actividade sequestrante e do seu efeito antioxidante e estabilizador da cor branca. Porém, nesta
autoriza¢do exceptua-se a utilizacdo de polifosfatos no processamento do bacalhau salgado, pois estes
compostos dificultam a extragao da humidade do bacalhau nas unidades industriais, aumentando de forma
significativa o periodo de secagem e 0s custos energéticos associados. Também ndo estd provada a completa
remocao dos polifosfatos na demolha, nem se conhecem as alteracdes nos niveis de polifosfatos, quando este
processamento € efectuado pela industria ou pelo consumidor final.

Sendo Portugal o segundo maior consumidor per capita de peixe do mundo e tendo o consumo de pescado
congelado e salgado seco uma posi¢do de destaque no total transacionado, constituindo por exemplo, o
comércio de bacalhau salgado demolhado 40 % do volume de negdcios do setor de comercializacdo de peixe
em Portugal, importa determinar a utilizacdo de polifosfatos e o cumprimento da legislagdo recentemente
aprovada, nos produtos da pesca e no bacalhau salgado seco, em particular.

Considerando que ndo existe metodologia instalada em Portugal, que permita a detecdo e quantificagdo dos
diferentes tipos de polifosfatos e que ndo é conhecido o efeito do processamento industrial durante a
producio de pescado salgado seco nos niveis finais destes aditivos, foi objetivo do projeto POLIFOSFATOS
abordar de forma global, os vérios aspetos relacionados com a qualidade e seguranga dos produtos da pesca
congelados e salgado secos, nomeadamente na perspetiva da utilizacdo dos polifosfatos.

O projeto POLIFOSFATOS teve como objetivo a quantificacdo de fosfatos adicionados intencionalmente
aos produtos da pesca em geral e ao bacalhau, em particular e o estudo do efeito do processamento industrial
e doméstico nas alteracdes dos polifosfatos nos produtos finais. Para este efeito o projeto foi dividido em
cinco acdes: 1) Separacdo e quantificacdo de polifosfatos em produtos da pesca, por método rapido de
cromatografia liquida i6nica com detec@o condutimétrica e supressao quimica da condutividade de fundo, 2)
Validacdo da metodologia de detecio e quantificagdo de polifosfatos, 3) Efeito do processamento e controlo
dos niveis de polifosfatos nos produtos transformados da industria da pesca 4) Gestdo das atividades e 5)
Disseminac¢do dos resultados.

O desenvolvimento deste projeto permitiu nomeadamente: (i) adquirir e instalar um sistema de andlise por
cromatografia liquida i6nica com dete¢do condutimétrica; (ii) montar uma metodologia de detecdo e
quantificag@o de diferentes tipos de polifosfatos por cromatografia liquida idnica; (iii) otimizar uma técnica
de preparacdo de amostra de produtos da pesca processados; (iv) validar um método que permite determinar
a concentracio de diferentes tipos de polifosfatos em produtos da pesca, de forma confidvel, com precisao e
exatidao adequadas, dentro de uma faixa de deteg¢do apropriada ao objetivo proposto; (v) usar com sucesso
em amostras reais de interesse comercial, um método de cromatografia iénica com garantia de qualidade dos
resultados; (vi) definir os incrementos nos tempos de secagem de bacalhau salgado em funcio dos niveis de
polifosfatos; (vii) documentar a especiacdo dos polifosfatos adicionados intencionalmente ao bacalhau
durante o processamento industrial e durante o tratamento culindrio doméstico usual; (viii) determinar os
niveis de polifosfatos e citratos existentes em diversos produtos derivados do pescado disponiveis
comercialmente.

Com a informacio recolhida sobre o efeito dos diferentes tipos e niveis de polifosfatos, nos tempos de
processamento industrial e doméstico de bacalhau salgado seco e efetuado o rastreio dos niveis de
polifosfatos em produtos da pesca no comércio alimentar por grosso ou a retalho, foi dado suporte a
implementagdo de medidas, designadamente no plano legislativo e de fiscalizacao, relativas ao cumprimento
da utilizacao dos polifosfatos, nos limites legais publicados.
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2. Introducao

Portugal é o maior consumidor per capita de pescado da Europa, sendo o consumo de pescado salgado seco,
especialmente bacalhau, particularmente relevante. O processamento de bacalhau constitui uma atividade
com enorme importancia social e econdmica, especialmente na zona litoral Centro e Norte. A atividade da
industria de processamento de bacalhau movimenta anualmente um valor superior a 500 M€, representando
as atividades de salga e secagem de bacalhau mais do que 50% (em valor) da inddstria nacional de
transformacdo do pescado (INE, 2015). Portugal é fortemente dependente das importacdes de bacalhau verde
(cerca de 60%) e congelado, para satisfazer o seu consumo interno. Dada a natureza dos processos industriais
utilizados, esta atividade € extremamente dependente dos custos energéticos, em particular no que se refere a
energia elétrica que alimenta os sistemas de secagem.

Os fosfatos e polifosfatos sdo utilizados nos produtos alimentares maioritariamente para aumentar a
capacidade de reten¢do de 4gua das proteinas. Alguns estudos realizados no norte da Europa (Thorarinsdottir
et al, 2010) tém mostrado que a aplicag@o de fosfatos minimiza também as reacdes de oxidagdo de proteinas
e lipidos no peixe salgado, contribuindo assim para a obtencao de produtos mais claros e cheiros e sabores
menos intensos. No entanto, a possibilidade de introducdo do uso de polifosfatos em peixe salgado e
posteriormente seco, constitui uma séria ameaca a viabilidade da inddstria portuguesa de transformacio do
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bacalhau, ja que os polifosfatos ao aumentarem a capacidade de retengdo de dgua das proteinas tornam, por
isso, mais dificil a eliminacdo da 4gua durante a seca porque a dgua estd mais fortemente ligada ao tecido
muscular, impondo assim uma fatura energética ainda mais pesada aos transformadores portugueses. Ora,
Portugal tem ja hoje uma das tarifas energéticas mais elevadas do espaco europeu, pelo que o aumento do
periodo de secagem (determinado pelo uso de polifosfatos) aumentaria de tal forma os custos de produgdo,
que colocaria em causa a sobrevivéncia de vdrias empresas do setor. Para garantir a qualidade do bacalhau
transformado em Portugal, a indtstria estd obrigada por lei a garantir que a percentagem de dgua no produto
seja igual ou inferior a 47 %, uma obrigacdo que ndo se estende aos industriais noruegueses que exportam,
para Portugal, bacalhau com mais de 50 % de 4gua. Acrescem a tudo isto as dividas relativamente ao efeito
dos polifosfatos no produto final e, por conseguinte, na satide dos consumidores (EFSA, 2013). Ainda
segundo os industriais do bacalhau, a introducao dos polifosfatos nao traz nenhuma vantagem, qualitativa ou
nutricional, ao produto, pelo que as autoridades portuguesas e os industriais do setor t€ém manifestado
oposicdo a incorporacao de polifosfatos no processamento de bacalhau salgado seco.

Apesar das reservas dos industriais, em 30 de outubro de 2013 foi aprovado o Regulamento (UE) N°
1068/2013 da Comissdo que altera o anexo II do Regulamento (CE) n.° 1333/2008 do Parlamento Europeu e
do Conselho no que respeita a utilizacdo de difosfatos (E 450), trifosfatos (E 451) e polifosfatos (E 452) no
peixe de salga hiimida e que aprova a utilizac¢do de fosfatos unicamente em peixe salgado da familia Gadidae
que tenha sido pré-salgado por injecdo e/ou imersdo em salmoura com uma solu¢do de pelo menos 18% de
sal, frequentemente seguida de salga a seco (Tabela 1).

Tabela 1 - Namero E, designacio, teor maximo e restricoes/excecoes dos aditivos alimentares constantes do
anexo do Regulamento (UE) n.° 1068/2013 da Comissao de 30 de outubro de 2013 que altera o anexo II do
Regulamento (CE) n." 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho no que respeita a utilizaciio de difosfatos
(E 450), trifosfatos (E 451) e polifosfatos (E 452) no peixe de salga hiimida.

Nimero E Designaciao Teor maximo Restricdes/ excecoes Periodo de aplicacao
(mg de P,Os/kg)
E 450 Difosfatos 5 000 Unicamente peixe salgado da familia Gadidae que tenha sido pré- A partir de 31 de

salgado por inje¢@o e/ou imersdo em salmoura com uma solugio de dezembro de 2013
pelo menos 18% de sal, frequentemente seguida de salga a seco

E 451 Trifosfatos 5 000 Unicamente peixe salgado da familia Gadidae que tenha sido pré- A partir de 31 de
salgado por inje¢@o e/ou imersdo em salmoura com uma solugio de dezembro de 2013
pelo menos 18% de sal, frequentemente seguida de salga a seco

E 452 Polifosfatos 5 000 Unicamente peixe salgado da familia Gadidae que tenha sido pré- A partir de 31 de
salgado por inje¢@o e/ou imersdo em salmoura com uma solugio de dezembro de 2013
pelo menos 18% de sal, frequentemente seguida de salga a seco

Nota: O teor maximo € aplicdvel a soma de E450, E451 e E452 utilizados estremes ou em combinac¢io

Ainda neste quadro e a fim de avaliar o impacte na disponibilidade de peixe de salga himida para a produgdo
de bacalhau, a Comissdo monitorizard durante trés anos a utilizagdo de polifosfatos nos principais paises
produtores de bacalhau salgado. Assim e no dominio da qualificagdo de fornecedores, torna-se necessario
dispor de ferramentas ao nivel da detecdo e quantificacdo de polifosfatos nos produtos importados, que
permitam selecionar adequadamente o fornecedor e avalid-lo continuamente.

Atualmente o controlo oficial dos niveis de polifosfatos nos produtos da pesca faz-se por estimativa e tendo
em conta o teor de fosforo total, o que apresenta uma incerteza significativa na determinacao dos teores de
polifosfatos adicionados, pois ndo permite a diferenciacdo em relacdo aos fosfatos naturais, dificultando
assim um adequado controlo da qualidade e da rotulagem. Em Portugal ndo existe metodologia instalada e
validada, segundo as normas ISO, de detecdo e quantificacdo dos diferentes tipos de polifosfatos, di-, tri-
tetrapolifosfatos e outros, usados como aditivos alimentares (Fig. 1).
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Aditivos alimentares
Na, K, Ca, Mg

- E338 - acido fosfdrico f
- E339, E340, E341, E343 - monofosfatos
- E450 - difosfatos

- E451 - trifosfatos

- E452 - polifosfatos

o\\p/l}H
HO OH " oH H M
\ O/ ? B N
HO/P\ko O/?P\""’ m};\o/I{;o HO E o E o E,_OH
E450 - difosfato E451 - trifosfato E451 - trifosfato

Figura 1 - Polifosfatos autorizados como aditivos alimentares.

Por outro lado, ndo sdo conhecidas as alteracdes que ocorrem nos polifosfatos durante o processamento
industrial e no processo culindrio usual de demolha e confecdo do pescado salgado seco e também ndo sio
conhecidos, com exatiddo, os niveis de polifosfatos existentes nos diferentes produtos da pesca
comercializados em Portugal. Acresce ainda que, face a utilizacdo de polifosfatos na salga do bacalhau por
parte dos exportadores, ndo existe informacgdo suficiente sobre o comportamento dos fosfatos adicionados
durante todo o processamento (salga, seca e demolha), o que torna dificil propor limites maximos de
incorporagdo destes aditivos.

Nesta medida foi desenvolvido o projeto POLIFOSFATOS, que teve como objetivos especificos
nomeadamente:

1. Detetar e quantificar os diferentes tipos de polifosfatos adicionados aos produtos da pesca, por
metodologia rdpida de cromatografia liquida iénica com dete¢do condutimétrica e supressao quimica da
condutividade de fundo.

2. Implementar uma metodologia de controlo de qualidade dos produtos da pesca que permita o seu
controlo oficial e a qualificacdo de fornecedores por parte dos industriais do bacalhau, no dominio do
teor de polifosfatos.

3. Validar a metodologia de detecdo e quantificacdo de diferentes tipos de polifosfatos em produtos da
pesca, considerando diversos parametros cromatograficos e em fungdo de diretrizes pré-estabelecidas,
utilizando os critérios de validacdo estabelecidos por organizagGes europeias competentes para a
obtencdo das condi¢des necessarias a andalise proposta.

4. Determinar os tempos de secagem industrial do bacalhau verde em func¢do de diferentes niveis de
polifosfatos presentes. Otimizar o processo de secagem em estufa do bacalhau salgado verde de forma a
diminuir o consumo de energia, aumentar a produtividade da industria transformadora e melhorar a
qualidade dos produtos. Determinar as alteracdes registadas nos polifosfatos no bacalhau durante o
processo de salga, seca e demolha, em ambiente industrial e de demolha de acordo com o processo
culindrio usual.

5. Determinar os niveis de polifosfatos em diferentes produtos congelados derivados do pescado,
disponibilizados no comércio alimentar por grosso ou a retalho, em grandes superficies comerciais ou
no pequeno comércio, tendo em vista a afericdo do cumprimento da legislacdo em vigor, a preservacao
da qualidade dos produtos e a protecdo dos consumidores.

6. Participar em conferéncias, elaborar e divulgar para o setor os resultados através de relatdrios, artigos
cientificos e brochuras. Disseminar os resultados junto dos profissionais do setor das pescas e
autoridades competentes através da realizacdo de semindrios de formagao e demonstragdo.

Este projeto inseriu-se no Programa Operacional Pesca 2007-2013 (PROMAR) - Portaria n.° 719-C/2008 de
31 de Julho, Artigo 5.° d), em particular pontos v) Contributo para a transparéncia dos mercados de produtos
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da pesca e da aquicultura, nomeadamente para a rastreabilidade e vi) Melhoria da qualidade e da seguranca
dos alimentos.

3. Acoes e tarefas realizadas

3.1. Acgades realizadas

O projeto POLIFOSFATOS foi desenvolvido segundo o fluxograma que se apresenta na figura 2 e foi
dividido em 5 acdes, sendo cada agcdo desenvolvida de acordo com diferentes tarefas:

Acdo 1: Separacdo e quantificacio de polifosfatos em produtos da pesca, por método rdpido de
cromatografia liquida i6nica com detec@o condutimétrica e supressdo quimica da condutividade
de fundo.

Tarefa 1: Instalacio e desenvolvimento de metodologia de andlise de polifosfatos por
cromatografia liquida iénica com dete¢do por condutividade suprimida.

Ac¢ao 2: Validagdo da metodologia de detegdo e quantificacdo de polifosfatos.

Tarefa 1: Realizacdo de testes de demonstragdo da adequagao a andlise de polifosfatos do método
de cromatografia liquida idnica com dete¢do condutimétrica e supressdo quimica da
condutividade de fundo.

Acao 3: Efeito do processamento e controlo dos niveis de polifosfatos nos produtos transformados da
industria da pesca.

Tarefa 1: Efeito dos diferentes tipos e niveis de polifosfatos nos tempos de processamento
industrial de bacalhau salgado seco.

Tarefa 2: Rastreio dos niveis de polifosfatos em produtos da pesca e derivados do pescado, no
comércio alimentar por grosso ou a retalho.

Acao 4: Disseminagdo dos resultados.

Tarefa 1: Participagdo em conferéncias, elaboragao e divulgacao de relatérios, artigos cientificos e
brochuras ao setor.

Acao 5: Atividades de gestdo do projeto.

Tarefa 1: Gestao financeira e de pessoal, tarefas e patentes.
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Figura 2 — Fluxograma de desenvolvimento do projeto POLIFOSFATOS.
(PP) — Polifosfatos.
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4. Descricao detalhada das tarefas realizadas

Agdo 1 — Separacdo e quantificacdo de polifosfatos em produtos da pesca, por método rdpido de
cromatografia liquida ionica com detecdo condutimétrica e supressdo quimica da
condutividade de fundo

Tarefa 1: Instalacdo e desenvolvimento de metodologia de andlise de polifosfatos por cromatografia liquida
iénica com detecao por condutividade suprimida

Objetivos

— Detetar e quantificar os diferentes tipos de polifosfatos adicionados aos produtos da pesca, por
metodologia rapida de cromatografia liquida i6nica com dete¢do condutimétrica e supressdo quimica da
condutividade de fundo.

— Implementar metodologia de controlo de qualidade dos produtos da pesca que permita o seu controlo
oficial e a qualificagdo de fornecedores por parte dos industriais do bacalhau, no dominio do teor de
polifosfatos.

Resultados

Considerando os objetivos da agdo e estando a metodologia de andlise a instalar previamente definida, foi
efetuada no inicio do projeto a aquisicdo de um sistema de cromatografia liquida i6nica, com detecdo
condutimétrica e supressdo quimica da condutividade de fundo, para quantificacio dos polifosfatos.

Foi selecionado o sistema de cromatografia i6nica de alta pressdo Thermo Dionex 5000+ (Figs. 3 e 4) o qual
¢ constituido por:

— bomba quaterndria de gradiente;

— detetor eletroquimico em modo de condutividade, equipado com uma célula de condutividade com
compensag¢do de temperatura;

— injetor automatico refrigerado;

— gerador automadtico de eluentes

— desarejador automatico de eluentes

— supressor anidnico autorregenerativo AERS 500, usado para supressao eletroquimica com uma
corrente de operacdo de 100 mA;

— compartimento termostatizado para coluna;

— coluna analitica IonPac AS16 (250 mm x 2 mm d.i., particula: 9 pm);

— pré-coluna IonPac ATC-3 (4 mm x 35 mm);

— software de controlo, aquisi¢do e processamento de dados Chromeleon 7.

Ap6s instalacdo do sistema cromatografico e efetuados pelos técnicos da Dionex os testes de validagdo do
equipamento, este foi considerado operacional, tendo-se procedido em seguida a instalacdo da metodologia
de separacdo e quantificag@o de polifosfatos de acordo com o método descrito por Nguyen et al. (2012). Com
esta metodologia, os polifosfatos foram eluidos através de uma coluna de permuta aniénica lonPac AS16
(250 mmx2 mm d.i., particula: 9 pm) com um gradiente de hidréxido de potdssio [10 mM KOH (A) e 80
mM KOH (B)]. O supressor anidnico autorregenerativo (ASRS: anion self-regenerating suppressor) foi
usado para suprimir as elevadas concentragdes de hidréxido de potdssio, necessdrias para eluir as moléculas
de grandes dimensdes e multiplamente carregadas dos polifosfatos. Assim, devido a excecional capacidade
de supressdo do AERS 500, foram usados sem inconvenientes gradientes abruptos de hidréxido e sem um
aumento substancial da condutividade de fundo. Como resultado, foi possivel usar diretamente a detecdo por
condutividade suprimida, para produzir perfis de distribuicdo das cadeias dos polifosfatos, em fun¢io do seu
tamanho.
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Figura 3 - Cromatégrafo iénico Dionex 5000+ com detetor de condutividade e supressor iénico.

Figura 4 — Detalhe do interior do cromatégrafo ionico Dionex 5000+ com detetor de condutividade e supressor
ionico.

O gradiente dos solventes de elui¢do foi ainda otimizado a partir da nota técnica n° 172 da Dionex, para
andlise de produtos de origem animal (Dionex, 2010). Em resumo e de acordo com o previsto, foi realizada
uma primeira fase isocratica com KOH 25 mM de 0 a 5 min, KOH 25 mM a KOH 70 mM de 5 a 50 min e
KOH 70 mM a KOH 25 mM de 50 a 60 min.
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A preparacdo de amostras foi otimizada tendo sido efetuada de acordo com os passos descritos no esquema
da figura 5. Em resumo, a amostra foi pesada, submetida a aquecimento em micro-ondas para inativagao das
fosfatases, homogeneizada com 4gua ultrapura durante 1 min, centrifugada, as proteinas precipitadas com
uma soluc¢do de 4cido perclérico (PCA) 0,5 N, de novo centrifugada, o pH ajustado com KOH para prevenir
a degradacdo dos fosfatos e finalmente filtrada em filtros descartiveis (0,2 pm) antes da andlise
cromatogrifica. O método para extracdo de polifosfatos de amostras de pescado foi aplicado a diversas
matrizes de pescado, incluindo corvina, pescada, bacalhau salgado seco demolhado e polvo, de modo a
representar diferentes produtos da pesca, tendo sido necessdrio efetuar alteragdes ao método de extragdo para
evitar a degradacdo dos polifosfatos.

Para efeitos de repetibilidade foram efetuadas duas andlises para cada amostra e os resultados calculados
com base na média das duas determinagdes.

Foram ainda analisadas amostras fortificadas com os diferentes compostos de interesse e determinada a sua
recuperagdo. Foram igualmente realizados ensaios pela Norma Portuguesa 4495:2010 de determinacdo do
teor de fosforo total (método por espectrofotometria) e comparados os resultados com os obtidos pela
metodologia por cromatografia idnica. A comparag@o dos resultados obtidos pela nova metodologia de
cromatografia iénica, com os obtidos através da NP 4495:2010 visou a avaliacdo da exatiddo da técnica
espectrofotométrica, pois esta técnica, por fazer recurso a material de mais fécil acesso e menos custo, é
passivel de ser realizada pelos laboratdrios de controlo de qualidade das industrias.

Em resumo e no 4mbito da instalacdo do método de quantificacdo de polifosfatos foram:
(1) Efetuados ajustamentos a técnica de extracdo da amostra para maximizar a recuperagao;
(i1) Testadas vérias matrizes representativas de diferentes produtos da pesca;

(iii)  Comparados os resultados com técnicas espectrofotométricas ndo discriminativas de quantificagido
dos polifosfatos totais, seguindo a norma portuguesa NP 4495:2010 de determinacio do teor de
foésforo total (NP 4495, 2010).

10
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Pesar 5 g de amostra num tubo de centrifugag¢do
+
5 mL de 4gua ou 4cido perclérico 0,5 N

v

Aquecer em micro-ondas (20 % 950
W ou 63% 300 W) durante 20-25 seg

A 4
Arrefecer em banho com gelo e dgua

v

Homogeneizar no Polytron (10000 rpm, 1 min)

'

Adicionar 20 mL de dgua

'

Centrifugar (5525 xg; 20 min; 4 °C)

A
Recolher 20 mL do sobrenadante

v

Adicionar 5 mL de 4cido perclérico 0,5 N

'

Centrifugar (5525 xg; 20 min; 4 °C)

\4

Recolher 4-10 mL do sobrenadante e
ajustar o pH a 8,5 com KOH (8 M - 80 mM)

'

Diluir a 50 mL

Filtrar por filtro de seringa 0,2 um

\ 4

Analisar

Figura 5 — Esquema de preparacio de amostras para analise de polifosfatos por cromatografia iénica.

Indicadores de execuciao

Adquirido, instalado e realizados os testes de validagdo de um sistema de andlise por cromatografia
liquida iénica com dete¢do condutimétrica.

Instalada uma metodologia de detecdo e quantificacio de diferentes tipos de polifosfatos por
cromatografia liquida instalada.

Otimizada uma técnica de preparacdo de amostra de produtos da pesca processados.

11
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Acdo 2 — Validacdo da metodologia de detecdo e quantificacdo de polifosfatos

N

Tarefa 1: Realizacio de testes de demonstragdo da adequacdo a andlise de polifosfatos do método de
cromatografia liquida iénica com detecao condutimétrica e supressao quimica da condutividade de
fundo

Objetivos

— Validar a metodologia de detecdo e quantificacdo de diferentes tipos de polifosfatos em produtos da
pesca, considerando diversos parametros cromatograficos e em funcio de diretrizes pré-estabelecidas,
utilizando os critérios de validacdo estabelecidos por organizagdes europeias competentes para a
obtencdo das condi¢des necessdrias a andlise proposta.

Resultados

Em virtude da inexisténcia de protocolos especificos, destinados a validar o procedimento analitico para a
determinagdo de polifosfatos em alimentos, o método descrito foi validado por um modelo de validacdo
interna, de acordo com a Decisdo 657/2002/EC (European Commission, 2002) e Regulamento 882/2004/CE
(European Commission, 2004), que descrevem os parametros analiticos para verificar a “fiabilidade” do
método. Estes parametros foram:

- linearidade;

- especificidade;

- precisdo;

- recuperagao;

- limite de detecao;

- limite de quantificaco;
- robustez.

O teste de linearidade foi realizado em vérias sessdes por injecdo de cinco solucdes-padrao (cada uma em
triplicado) para monofosfatos, difosfatos, trifosfatos e trimetafosfatos e outra série de cinco solucdes-padrao
especificas para tetrapolifosfatos (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Solugdes padrao de trabalho de 1g/L usadas no estudo da linearidade dos diferentes polifosfatos.

Pesar para 100 mL de solucio:
H2N3P04.H20 PO4 Massa PO4/L P205/L
137,99 g/mol 94,97 g/mol 145,3 mg 1 g POJ/L 0,7473 g P,0O5/L
119,97 g/mol (anidro)

Na4 P207.10H20 P207

446,06 g/mol 173,94 g/mol 256,4 mg 1 g P,O,/L 0,8161 g P,O5/L
Na3P309 P309

305,89 g/mol 236,92 g/mol 129,1 mg 1 g P;0y/L 0,8987 g P,Os/L.
Na;sP3;0, P30y

367,86 g/mol 252,92 g/mol 145,4 mg 1 g P3O,/ 0,8418 g P,O5/L
N36P4013 P4013

469,83 g/mol 331,89 g/mol 141,56 mg 1 g P,O,y/L 0,855 g P,Os/LL

12
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Tabela 3 - Niveis de concentracio (0,5 — 80,0 mg/L) dos padroes de polifosfatos usados na validacao da
metodologia de cromatografia ionica.

Volume a transferir da solucao de
trabalho (1 g/L) para 100 mL
0 mg/L 0
0,5 mg/L 50 uL
1,25 mg/L 125 uL
5 mg/LL 500 pL.
20 mg/L 2 mL
40 mg/L 4 mL
60 mg/L 6 mL
80 mg/L 8 mL

Para testar a especificidade do método, amostras independentes de produtos de pescado (considerados
brancos) foram analisadas a fim de verificar a auséncia de picos interferentes na janela de reten¢do do tempo
de interesse (+ 2,5 % do tempo de retengdo dos polifosfatos). A precisio e a recuperagdo foram determinadas
pela realizagdo de vérios conjuntos de andlises de amostras de pescado fortificado com monofosfatos,
difosfatos e trifosfatos, trimetafosfatos e tetrapolifosfatos separadamente em diferentes concentracdes.

Foram também realizadas outras sessdes de trabalho para avaliar a precisdo do método em concentragdes
baixas para os vdrios tipos de fosfatos (monofosfatos, difosfatos, trifosfatos e trimetafosfatos e
tetrapolifosfatos). A fim de otimizar a precisdo do método, as calibracdes e as fortificagdes foram executadas
para cada polifosfato separadamente, uma vez que os polifosfatos sdo degraddveis em dgua e pequenas
quantidades de difosfatos e trifosfatos podem derivar da degradagdo dos trifosfatos e trimetafosfatos,
respetivamente.

Foram efetuadas diversas retas de calibragdo independentes com padrdes isolados e padrdes mistos (Fig. 6)
para avaliar os pardmetros de validag@o, no sentido de validar a metodologia. Detalhes dos resultados deste
processo de validagdo sdo apresentados na Tabela 4.

14.0- PO4 : External CD 1
4| uS*min
Padroes 100+
5.0
21 1:11121:14'9 Fad 20 mglL
00 |7 - PO4 - 4.760
1 m
P,0; P30 0o) . . —]
15.0] P O 10- P207 -7.103 |11-P300-8113 0.0 250 50.0 75.0 90.0
4
- 13- F3010- 10.863
50
0o } |8-51‘H95‘587 } | I12-1;.:11311 |
44 min
a2 sio sho 7o ado alo 00 110 1186

Figura 6 — Cromatograma de padroes dos diferentes tipos de polifosfatos analisados por cromatografia iénica e
exemplo de reta de calibracio de PO,.

Realizaram-se ainda ensaios para avaliacdo da estabilidade dos polifosfatos em refrigerado. Avaliou-se a
degradacdo dos polifosfatos apds a preparacdo dos extratos e até a andlise das amostras no cromatdgrafo
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iénico considerando diversos intervalos de tempo e diferentes niveis e tipos de polifosfatos.

Em virtude de dificuldades relacionadas com a aquisi¢do de Material de Referéncia Certificado com
concentracdo conhecida de polifosfatos (Pork Muscle, Ref. FLUKA ERM-BB384 e Ref: 1546 Meat
Homogenate National Institute of Standards & Technology, Estados Unidos da América, https:/www-
s.nist.gov/srmors/view_detail.cfm?srm=1546a) ndo foi possivel efetuar a determinagcdo da exatiddo do
método instalado de acordo com a regulamentacdo europeia, tendo esta sido estimada com base em testes de
recuperacdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Validacdo da metodologia de analise de polifosfatos por cromatografia ionica. Gamas de linearidade
testadas, intervalo dos declives das retas de calibracdo e das ordenadas na origem e percentagem de
recuperacio dos diferentes polifosfatos.

Gama de 05-80mgL 05-80mgL 05-80mgL 0,5-80 mg/L

linearidade testada

Declive da reta
(IC 95%) 0,147 - 0,168 0,172 —0,203 0,197 — 0,227 0,175 — 0,204
Ordenada na
origem (IC 95%) 0,005 — 0,061 -0,051 - 0,049 -0,145-0,071 -0,068 — 0,091

Recuperacao

(5 g/kg) 1042+56% 856+74 % 104,6 +7,7%  102,9 £6,0 %

Tendo ainda em vista a determinacdo da adequacdo da metodologia de quantificagdo de polifosfatos por
cromatografia i6nica com supressdo foram analisadas misturas comerciais de polifosfatos. Os resultados
obtidos mostram, como se pode ver pelo exemplo na figura 7, que a metodologia instalada permite uma boa
separacdo dos diferentes polifosfatos e, em particular, dos mais relevantes no processamento do bacalhau (E
450, E451 e E452).

PO, Mistura comercial
P,0; (E450) de polifosfatos
P,O,, (E451)
200 D 020420164 Brifisol 750 - 100 mgiL co 1
5 = D - 12,327
1501 3ropes 15- 18317 ,1! -
1.00] |17 - 25.500
e 4 5927
0251 )‘s-e. 40
um_1-um3?_-|2ﬁq,ﬁé% 68 13

£0.20- T T T T T
oo 100

Figura 7 — Perfil cromatografico padrao dos polifosfatos detetados numa mistura comercial de fosfatos (Brifisol
750 — E450, E451, E452; 50 % P,05) usados como aditivos em alimentos.
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Indicadores de execucao

— Parcialmente validado um método que permite determinar a concentracdo de diferentes tipos de
polifosfatos em produtos da pesca, de forma fidvel, o qual apresenta resultados diretamente
proporcionais a concentracdo dos compostos, com precisdo e exatidao adequados dentro de uma faixa de
detecdo apropriada ao objetivo proposto.

— Usado com sucesso em amostras reais de interesse comercial, um método de cromatografia iénica com
garantia de qualidade dos resultados.

Acgdo 3 — Efeito do processamento e controlo dos niveis de polifosfatos nos produtos transformados da
indistria da pesca

Tarefa 1: Efeito dos diferentes tipos e niveis de polifosfatos nos tempos de processamento de bacalhau
salgado seco.

Objetivos

— Determinar os tempos de secagem industrial do bacalhau verde em fungdo de diferentes niveis de
polifosfatos presentes.

— Otimizar o processo de secagem em estufa do bacalhau salgado verde de forma a diminuir o consumo de
energia.

— Determinar as alteracdes registadas nos polifosfatos no bacalhau durante o processo de demolha, tanto
em ambiente industrial, como a nivel do processo culindrio doméstico.

Resultados

Com recurso a colaboragdo com os parceiros que apoiam este projeto (Riberalves, S.A.), foram realizados
ensaios em meio industrial para: (i) determinacdo do efeito do processamento industrial (salga, seca e
demolha), nos niveis de polifosfatos em pescado salgado seco; (ii) estudo da degradacdo dos polifosfatos
adicionados durante a salga, cura e rehidratacdo de bacalhau e investigagdo do efeito do processamento
culindrio doméstico (demolha) nos niveis de polifosfatos de bacalhau.

Em meio industrial foram ainda realizados estudos de secagem de pescado salgado com diferentes niveis de
polifosfatos e determinados os tempos de secagem associados. Com a informacdo recolhida e conhecidos
previamente os niveis de polifosfatos, por exemplo, no bacalhau verde importado, foi possivel ter uma
estimativa mais exata dos tempos de secagem associados a determinado lote e tornar mais organizada e
rentdvel a gestdo de todo o processo industrial. Para o controlo de qualidade dos produtos foram efetuadas
determinagdes analiticas dos niveis de polifosfatos, humidade e cloretos (de acordo com o decreto-lei n.°
25/2005, 28 de Janeiro) nos laboratérios do IPMA.

Tendo em vista determinar os niveis de base de fosfatos em bacalhau, foram analisadas amostras
provenientes da industria e recolhidas na entrada antes do processamento. Como se pode ver pela figura 8, os
valores mostraram uma variagdo entre as amostras frescas (2,1 g P,Os/kg) e congeladas (2,8 g P,Os/kg),
todavia num intervalo bastante reduzido e provavelmente justificado pela diferente humidade das amostras.
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Figura 8 - Niveis de base de fosfatos em bacalhau em amostras provenientes da indistria e recolhidas a entrada
antes do processamento. Gadus morhus; Abril 2015; FAQO 27 Atlantico NE; n= 28.

Os polifosfatos podem ser adicionados ao bacalhau utilizando salmouras, mas a concentragdo de polifosfatos
na salmoura ou a duracdo da aplicagdo da mesma sio determinantes na concentragdo de polifosfatos que vai
ficar incorporada no bacalhau. Para efeitos de cumprimento da legislacdo é necessdrio conhecer estes
pardmetros pois o valor maximo que € permitido ser adicionado diz respeito a concentracao de polifosfatos
incorporados no bacalhau, e ndo a concentracio nos tratamentos que sdo aplicados. Numa escala laboratorial,
realizou-se um ensaio que permitiu concluir que uma solu¢do com uma mistura comercial de polifosfatos a 3
% (em salmoura com NaCl a 18 %) ao fim de 1 dia apresenta um acréscimo de cerca de 5 g P,Os/kg no
bacalhau. Outros valores, mais elevados de incorporacdo de polifosfatos, podem ser observados na figura 9.
Noutro ensaio, uma solu¢do com o dobro da concentracdo de polifosfatos (6 % em salmoura com NaCl a 18
%) resultou numa incorporagdo de polifosfatos de cerca de 12 g P,Os/kg no bacalhau, considerando a mesma
duracdo da salmoura. O valor de 5 g P,Os/kg é o valor mdximo permitido a ser adicionado e foi obtido
utilizando concentra¢des de misturas comerciais aconselhadas pelos fabricantes.

Posteriormente este ensaio foi também efetuado em ambiente industrial usando exemplares com cerca de 1,3
kg, em salmouras de 24 h, pois os processos de difusdo também dependem do tamanho e formato do produto.
Ap6s a salmoura em ambiente industrial, o bacalhau apresentou um acréscimo de 3.7 £ 0.3 e 90+ 1.1 g
P,0s/kg nos tratamentos com 3 e 6 % de polifosfatos, respectivamente.

Noutras matrizes de pescado, como é o caso do polvo, a adi¢do de polifosfatos apresenta um comportamento
diferente, quando comparado com o bacalhau. Submergir polvos numa solu¢do com 5 % de trifosfato de
soédio durante apenas 4 h € suficiente para que os polvos incorporem 5 g P,Os/kg (figura 10). Tendo em conta
o teor de fosfatos naturais com o de polifosfatos adicionado, apenas 200 g de polvo (ou 120 g de polvo
cozido) apresentam os niveis maximos de fosforo recomendado para consumo didrio (700 mg P/dia). A
adi¢@o de polifosfatos perto dos limites mdximos permitidos em produtos alimentares, que podem constituir
importantes fragdes das refeicdes didrias € preocupante, pois os consumidores ficam mais expostos a
compostos que ja se demonstraram prejudiciais para a saide humana.
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Efeito dos polifosfatos no processamento industrial

Polifosfatos adicionados

20
16 S

12 L

‘a1 B :
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i

Fosfatos (g P,0s/kg)

Mist. Comercial Polifosfatos 3% Mist. Comercial Polifosfatos 6%

Figura 9 - Niveis de polifosfatos incorporados no bacalhau apés serem submetidos em salmouras (NaCl a 18 %)
com misturas comerciais de polifosfatos.
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Figura 10 - Efeito da adicao de polifosfatos em polvo.

Relativamente ao efeito do processamento industrial (salga, seca e demolha) nos niveis de polifosfatos em
bacalhau, foram realizados tratamentos com misturas comerciais de polifosfatos tal como indicado no
esquema da figura 11. Utilizaram-se exemplares com cerca de 2,6 kg, os quais foram divididos de modo a
eliminar as diferencas entre os individuos, tendo sido seguidos ao longo do processamento industrial.
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Tratamento com
polifosfatos (6 %)

Tratamento com
polifosfatos (3 %)

Controlo Controlo

Matéria-prima (bacalhau fresco/congelado)

'

Escala

A 4

Tratamento com polifosfatos em salmoura (NaCl 18 %)
Mistura comercial de polifosfatos — 0 (controlo), 3 e 6 %
Proporg¢ao bacalhau:salmoura — 1:2
Duraciao da salmoura — 24 h

'

Salga seca

'

Secagem

|
v v

Demolha industrial, Demolha doméstica
ultra-congelacio e vidragem

Figura 11 - Esquema do ensaio realizado para determinacio do efeito do processamento industrial
(salga, seca e demolha) nos niveis de polifosfatos em bacalhau.

Os resultados obtidos neste ensaio indicam que o tratamento com polifosfatos, apds a salmoura, provocou
um aumento da concentragdo dos polifosfatos de 1,6 para 5,3 e 10,9 g P,Os/kg nos tratamentos com 3 e 6%
de polifosfatos respetivamente, quando analisados pelo método cromatografico (Fig. 12). Durante a salmoura
também se registou um decréscimo nos niveis naturais de fosfatos no bacalhau controlo, que foi devido a sua
difusdo para a salmoura.

O processo de salga utilizado foi a salga seca, no qual o sal é alternado em camadas com o bacalhau, e
durante este processo a salmoura que se forma é drenada livremente. Durante a salga seca, os teores de
humidade no bacalhau diminuiram de cerca de 80 % para 60 %. Os resultados mostram que, apds esta fase
do processamento, os valores de polifosfatos no bacalhau foram consideravelmente menores quando
comparados com a fase de processamento anterior, o que se pode dever a eliminacdo dos polifosfatos com a
salmoura que é drenada. De qualquer modo, os exemplares de bacalhau dos tratamentos 3 e 6% apresentaram
sempre niveis de polifosfatos superiores ao do bacalhau controlo.
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Figura 12 - Efeito do processamento industrial nos niveis de polifosfatos em bacalhau determinados por
cromatografia idnica e por espectrofotometria.

Relativamente a secagem do bacalhau, os exemplares tratados com polifosfatos apresentaram teores mais
elevados que o bacalhau do controlo, mantendo a tendéncia obtida anteriormente. Nesta fase do
processamento industrial, o resultado mais relevante esta relacionado com o facto da adicdo de polifosfatos
aumentar consideravelmente o tempo de secagem do bacalhau. O bacalhau do controlo ficou seco apds 67
horas, enquanto o bacalhau tratado com polifosfatos necessitou de ser mantido nos secadores por um periodo
extra de 85 horas, para apresentarem um equivalente estado de secagem (Fig. 13). Embora nio seja possivel
visualizar na mesma figura, o bacalhau tratado com polifosfatos apresentou uma cor mais branca do que os
bacalhau controlo, o que reflete uma alterag@o no aspeto caracteristico do bacalhau.

Figura 13 - Efeito da adicido de polifosfatos no aspeto e rigidez do bacalhau apés a secagem industrial
por um periodo de 67 h.

Embora os resultados deste ensaio indiquem que durante a salga os polifosfatos adicionados sdo na sua
maioria eliminados através da drenagem da salmoura libertada, os polifosfatos apresentam efeitos negativos
no processamento. Os tempos de secagem dos bacalhaus tratados com polifosfatos aumentaram para mais do
dobro o que implica custos consideravelmente maiores para os industriais.
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Ap6s a demolha, observou-se que nos tratamentos com polifosfatos a superficie do bacalhau apresentou um
aspeto manchado de cor branca que foi distinto entre os dois tratamentos com polifosfatos (Fig. 14).

Figura 14. Efeito da adicao de polifosfatos no aspeto da superficie do bacalhau apés demolha doméstica

No tratamento com 3%, as manchas brancas encontram-se distribuidas de um modo mais uniforme e
apresentam dimensdes menores do que no tratamento a 6%, em que as manchas brancas apresentam maiores
dimensdes em resultado da coalescéncia das zonas de precipitacdo. Esta alteracdo no aspeto caracteristico do
bacalhau apds a demolha podera ser avaliada de forma negativa pelos consumidores, levando mesmo a sua
rejeicdo e pode ser um elemento importante na identificacdo do uso de polifosfatos no processamento do
bacalhau. As amostras obtidas apds a demolha industrial e doméstica foram analisadas em termos dos teores
de polifosfatos e os resultados mostraram que estes depdsitos sdao constituidos por polifosfatos, com uma
concentragdo 8x superior a existente no interior do bacalhau.

Os tratamentos com polifosfatos apresentaram também efeitos na variacdo de peso do bacalhau em diversas
etapas do processamento industrial do bacalhau (Fig. 15). Salienta-se um maior peso do bacalhau tratado
com polifosfatos apds a salga e apds os ciclos de secagem habituais (identificado na figura como 1.
secagem). Desta forma, tanto o bacalhau verde como o bacalhau seco ndo apresentaram os teores de
humidade definidos na legislacdo, levando que que seja necessario modificar o processamento, no caso de
terem sido adicionados polifosfatos ao bacalhau.
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Figura 15 - Efeito da adicdo de polifosfatos (3 e 6%) na variacdo de peso do bacalhau ao longo do
processamento industrial para obtencao de bacalhau demolhado e ultra-congelado.

Colaboracoes

O desenvolvimento desta agdo contou com as parcerias estabelecidas com a Associa¢do dos Industriais do
Bacalhau e, em particular, com a empresa Riberalves, S.A., que forneceram a matéria-prima indispensével
para a realizacdo dos estudos. Esta parceria mostrou-se de grande interesse, na medida em que permitiu
desenvolver os ensaios em ambiente industrial e nas condi¢des reais de produgdo. Permitiu ainda melhorar a
ligacdo entre o sector da produgdo e o da investigacdo, contribuindo para aumentar a produtividade da
industria transformadora do bacalhau e melhorar a qualidade dos produtos salgados secos.

Indicadores de execucao

— Definidos os incrementos nos tempos de secagem de bacalhau salgado em funcdo dos niveis de
polifosfatos.

— Documentada a especiagdo dos polifosfatos adicionados intencionalmente ao bacalhau e degradacdo
quimica durante o processamento industrial e durante o tratamento culindrio doméstico usual.

Tarefa 2: Rastreio dos niveis de polifosfatos em produtos da pesca e derivados do pescado, no comércio
alimentar por grosso ou a retalho.

Objetivos

— Determinar os niveis de polifosfatos em diferentes produtos congelados derivados do pescado,
disponibilizados no comércio alimentar por grosso ou a retalho, em grandes superficies comerciais ou no
pequeno comércio, tendo em vista a afericdo do cumprimento da legislacdo em vigor, a preservacdo da
qualidade dos produtos e a protecdo dos consumidores.

Descricao da acao

Tendo em conta a necessidade de ter uma imagem real do cumprimento da legislacdo em Portugal, sobre a
utilizacdo de polifosfatos em produtos da pesca congelados e da sua utilizagdo no processo de salga/seca de
bacalhau e presenca em produtos salgados secos ou demolhados, foi efetuado um rastreio de mercado, dos
niveis de polifosfatos existentes em produtos derivados do pescado disponiveis ao nivel do comércio por
grosso ou a retalho, em grandes superficies comerciais ou no pequeno comércio.

A avaliacdo da qualidade dos produtos, passou em primeiro lugar pelo controlo das especificacdes da
rotulagem, em termos de utilizacdo de polifosfatos e pelo confronto com a legislagio em vigor,
nomeadamente o Decreto-Lei n.° 134/2002 de 14 de maio. Laboratorialmente, foram efetuados os testes de
qualidade que envolvem a determinagdo do teor de humidade e dos niveis dos diferentes polifosfatos
presentes nos diversos produtos congelados (i.e., miolo de camardo, cefaldpodes, filetes de pescado, delicias
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do mar, pescado em posta congelado, pastas de pescado, etc.) e nos produtos salgados/secos e/ou
demolhados. Foram ainda determinados os niveis de cloretos, nos produtos salgados secos ou demolhados
para controlo do cumprimento da legislagdo em vigor.

Em termos do rastreio do mercado, foram recolhidas 39 amostras de bacalhau do Atlantico (G. morhua) e do
Pacifico (G. macrocephalus) e escamudo do Alaska (Theragra chalcogramma), num total de vinte e cinco
lotes diferentes, em oito industrias de transformac¢do de bacalhau, localizando-se sete destas industrias na
regido centro e uma na drea metropolitana de Lisboa. A recolha foi efetuada nos meses de julho e agosto de
2015. A caracterizacdo das amostras analisadas encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracterizacao das amostras de bacalhau analisadas

N° de amostras Estado Fisico Espécie Pais exportador
2 Congelado G. morhua China

8 Salgado verde G. morhua Islandia

1 Salgado verde G. morhua Inglaterra

4 Salgado verde G. morhua Noruega

15 Salgado verde G. morhua n.d.

1 Salgado semi-seco G. morhua Islandia

3 Salgado seco G. morhua Islandia

2 Salgado seco G. morhua Noruega

1 Salgado seco G. macrocephalus  Alasca (EUA)
1 Salgado seco T. chalcogramma  Alasca (EUA)
1 Elfrr:g(l)lrl;celi)a do G. morhua n.d.

n.d. — informacao nao disponivel

Ap6s chegada ao laboratdrio as amostras foram armazenadas, sendo as amostras salgadas verdes, semi-secas
e secas armazenadas a + 3 °C e as congeladas e ultracongeladas a — 19 °C. O teor de fosfatos, expresso em g
de P,Os/kg de amostra, foi determinado por dois métodos diferentes: o método espetrofotométrico e o
método cromatografico. Os valores obtidos pelo método espetrofotométrico variam entre 1,4 + 0,1 g de
P,0s/kg de amostra para o bacalhau demolhado ultracongelado (G. morhua) e 4,5 + 0,0 g de P,Os/kg de
amostra para o bacalhau congelado (G. morhua) enquanto os valores obtidos pelo método cromatografico
variam entre 0,6 £ 0,1 g de P,Os/kg de amostra para o bacalhau demolhado ultracongelado (G. morhua) e 2,4
+ 0,4 g de P,0Os/kg de amostra para o bacalhau congelado (G. morhua).

Os resultados obtidos pelo método espetrofotométrico sdo superiores aos valores obtidos através do método
cromatogréfico (Fig. 16). Nguyen ef al. (2012) também verificaram que os valores dos fosfatos determinados
por cromatografia idnica eram inferiores aos niveis obtidos através de quantificagcdo do fésforo total (método
espetrofotométrico). Os autores desse estudo justificaram esta diferenca referindo que o método
cromatogréifico identifica e quantifica a espécie exata presente no extrato, ou seja os fosfatos soliveis,
enquanto o método espetrofotométrico determina o fésforo total presente no alimento, resultado da
combustio de todas as espécies de fosfatos em ortofosfatos, incluindo os fosfatos naturais presentes no
musculo e os fosfatos adicionados.

Os resultados deste estudo, obtidos por espetrofotometria, para as diferentes amostras de bacalhau (G.
morhua) congelado, salgado verde e bacalhau demolhado ultracongelado, e por comparagdo com os valores
publicados noutros trabalhos (Thorarinsdottir et al., 2001; Schroder, 2010) indicam que ndo ha suspeita da
adi¢do de polifosfatos. Mais acresce que embora nao tenham sido encontrados estudos com indicagdao dos
valores naturais de fosfatos no bacalhau salgado semi-seco e seco, os valores relativamente baixos de
fosfatos e de pH, por um lado, e o teor de humidade dentro dos valores considerados normais, por outro,
apontam no mesmo sentido de ndo ter havido adicdo de polifosfatos ao bacalhau analisado.
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A cromatografia i6nica permitiu detetar apenas ortofosfatos (PO,), indicando que se existissem inicialmente,
outras espécies como difosfatos e trifosfatos estes tinham sido degradados durante a armazenagem. Assim,
pode-se concluir que os dados obtidos nas trinta e nove amostras colhidas indicam ndo haver suspeitas da
adi¢do de polifosfatos, sendo de considerar que os niveis naturais (determinados por espetrofotometria) se
encontram entre 1,4 + 0,1 g de P,Os/kg para o bacalhau demolhado ultracongelado e 4,5 + 0,1 g de P,Os/kg
para o bacalhau congelado (sem processamento). Considerando estes valores como sendo representativos
dos niveis de base, valores acima destes indicardo, possivelmente, a adicdo de polifosfatos.

(%]

Fosfatos (g de P,0:/kg)
[

r 1
1
0
Congelado (G, Salgado verde (G. Salgado semiseco Salgado seco (G.  Salgado seco (G.  Salgado seco (T. Demolhado
morhua) morhua) {G. morhua) morhua) macrocephalus)  chalcogramma) Ultracongelado (G.
morhua)
B Método espetrofotométrico # Método cromatografico

Figura 16 - Teor médio de fosfatos determinados por espetrofotometria e cromatografia, expressos em g de
P,0s/kg de amostra, no misculo das espécies G. morhua, G. macrocephalus e T. chalcogramma com
diferentes tipos de apresentacio(congelado, salgado verde, salgado semi-seco, salgado seco,
demolhado ultracongelado). As barras de erro representam o desvio padrao.

No que respeita a esta tarefa foi ainda efetuada a quantificagdo dos niveis naturais de fosfatos em polvo e
corvina, e a quantificacio de fosfatos em amostras comerciais de pescada e bacalhau salgado seco
demolhado, utilizando a metodologia de cromatografia iénica (Fig. 17).
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Figura 17 — Cromatogramas tipo e valores de base de ortofosfato (PO4) determinados por cromatografia ionica
em amostras de corvina, pescada, polvo e bacalhau demolhado.

A utilizacdo de polifosfatos e citratos no processamento do polvo de amostras comerciais foi também objeto
de estudo neste projeto. Assim, com a colaboragdo de uma associacdo de consumidores foi feita, durante o
més de junho de 2015, uma pesquisa no mercado a fim de conhecer as marcas de polvo congelado
presentemente comercializadas no mercado nacional. O universo de estudo compreendeu as marcas de polvo
congelado vendido sobre a forma embalada ou a granel no comércio tradicional (minimercados e lojas de
congelados) e grande distribuicdo (hiper/supermercados). A recolha de informacdo ocorreu em 40
estabelecimentos, de cinco distritos de Portugal Continental (Lisboa, Porto, Guarda, Braga e Faro) e Ilhas
Madeira e Agores.

Destas marcas foi selecionado um conjunto de 25 marcas, assente na representatividade geografica e
frequéncia da marca no mercado (isto é, n° de vezes que uma mesma marca se repete nos VArios
estabelecimentos visitados). Tomou-se também em consideragdo a representatividade por canal de
distribuicao (grande distribui¢do e comércio tradicional). Com efeito e dado a crescente importancia das
MDD (marcas proprias da grande distribui¢c@o), cerca de metade da amostra € composta por marcas proprias
(56 % de marcas de fabricante e 44 % marcas de distribui¢io). A amostra ndo inclui marcas com distribui¢do
regional, nem com distribuicdo restrita as Regides Autonomas da Madeira ou dos Acores. A amostra
assentou também num critério de homogeneidade das amostras no que se refere ao tipo de produto: polvo
inteiro ultracongelado das espécies Octopus vulgaris, O. minus, O. cyane e O. maya.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 6 e a sua avaliagdo permite concluir que:

1. Todas as amostras apresentaram valores baixos de fosfatos em comparagdo com os valores
conhecidos para amostras naturais de polvo 2,2 - 3,0 g P,Os/kg), O elevado teor de humidade (perto
de 90 %; os niveis naturais sdo entre 78-80 %) poderd ter contribuido para esta reducao dos valores.

2. Nao foram detetados polifosfatos inorganicos adicionados, embora tenham sido indicados como
ingrediente numa amostra (03-25), pelo que a notagdo usada foi “menor que o limite de detecdo” (<
LD).

3. Existem vdrias amostras com citratos e falha de indica¢do no rétulo.
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Tabela 6 - Teor Total de Fosfatos, Polifosfatos e Citratos em amostras de polvo.

Referéncia Fosfatos totais Polifosfatos Citratos
(g P,Os/kg)* (g P,Os/kg)** (g/kg)***
POy, P;O; POy P30y
01 1,67 0,89 <LD <LD <LD 0,29
02 1,53 0,79 <LD <LD <LD <LD
03 1,77 0,73 <LD <LD <LD 0,33
04 2,32 1,25 <LD <LD <LD <LD
05 2,68 1,01 <LD <LD <LD <LD
06 1,69 090 <LD <LD <LD 0,28
07 2,04 1,08 <LD <LD <LD 0,20
08 1,76 099 <LD <LD <LD 0,24
09 1,89 091 <LD <LD <LD <LD
10 1,43 0,68 <LD <LD <LD <LD
11 1,56 0,79 <LD <LD <LD <LD
12 1,90 0,87 <LD <LD <LD <LD
13 1,42 0,71 <LD <LD <LD 0,23
14 1,36 0,65 <LD <LD <LD <LD
15 0,99 0,50 <LD <LD <LD 0,19
16 1,92 0,97 <LD <LD <LD 0,48
17 1,80 0,72 <LD <LD <LD 0,60
18 2,10 1,37 <LD <LD <LD 1,47
19 1,73 0,85 <LD <LD <LD 0,12
20 1,67 0,79 <LD <LD <LD 0,10
21 1,53 0,67 <LD <LD <LD 0,33
22 2,05 0,81 <LD <LD <LD 0,15
23 1,31 0,62 <LD <LD <LD 0,18
24 1,85 0,79 <LD <LD <LD 0,86
25 1,41 0,79 <LD <LD <LD <LD

* Calculados pelo teor de fésforo total segundo a NP 4495, Esta andlise sobrestima o valor dos fosfatos totais pois
baseia-se na transformacio do teor total de fésforo em fosfatos expressos em P,O:s.

** Polifosfatos determinados por cromatografia iénica (Dionex application update 172, 2010), Esta andlise deteta os
fosfatos naturais (PO,) e também os polifosfatos inorganicos adicionados (P,O7; P3Oq; P30y¢), que sdo suscetiveis
de se degradarem e converterem em PO,.

PO,— LD = 0,10 g P,Oyke — LQ = 0,34 g P,Os/ke
P207 -LD= 0,12 g P205/kg - LQ = 0,41 g P205/kg,
P309 -LD= O,ll g P205/kg - LQ = 0,38 g P205/kg,
P301() -LD= 0,16 g5 PzOS/kg - LQ = 0,53 g5 PzOS/kg

*##* Citratos — LD = 0,02 g/kg

Em conclusdo pode-se dizer que a utilizacdo de polifosfatos no processamento de polvo ndo constitui um
problema que possa pdr em risco a saide do consumidor, pois todos os produtos t€ém valores muito baixos,
embora a correta informacdo da presenca destes nio esteja assegurada, dadas as deficiéncias registadas na
rotulagem dos produtos.

Outra atividade realizada nesta tarefa, relativa a verificagdo do cumprimento do valor méximo legislado do
teor de fosfatos permitidos nos produtos da pesca (5 g P,Os/kg), baseou-se na andlise dos resultados obtidos
nas amostras de controlo de qualidade dos clientes do Laboratério de Controlo de Qualidade da Divisdo de
Aquacultura e Valoriza¢do do IPMA e analisadas durante 20 anos (1995-2015).
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As “delicias do mar” (sucedineos de caranguejo) apresentaram os valores médios de fosfatos totais mais
baixos (1,3 g P,Os/kg), enquanto nalgumas amostras de camardo, pescada e bacalhau seco e salgado se
registaram teores superiores a 10 g P,Os/kg. Apesar destes valores elevados, a maioria das amostras
analisadas estava dentro dos limites permitidos.

Para um controlo adequado dos fosfatos adicionados, os niveis de base dos fosfatos também foram
caracterizados. Usando dados de amostras naturais foi possivel determinar que o teor médio de fosfatos
naturais, expresso em P,Os variou entre 3,4 g/kg em dourada selvagem e 6,5 g/kg em cavala.

A fim de testar a validade da utilizacdo do fator 10,6 mg P/g de proteina para estimar o teor de fosfatos
organicos em todos os produtos da pesca, determinou-se esta relacdo em vérios produtos. Verificou-se que
dependia grandemente da espécie, sendo 16,1 mg de P,Os/g de proteina em dourada selvagem e cerca de 33
mg de P,Os/g de proteina em sardinha e lula. Estes valores do fator de conversdo proteina:fésforo obtidos
para diferentes produtos da pesca, permitem estabelecer o limite dos teores naturais de fosfatos em diferentes
espécies de pescado e assim estimar a quantidade de fosfatos eventualmente adicionados.

Colaboracoes

O desenvolvimento desta acdo contou com o apoio das seguintes empresas que forneceram as amostras de
bacalhau indispensaveis para a realizacdo deste estudo: FRICAR - Comércio e Inddstria de Peixe, Lda.;
Frigorificos da Ermida, Comercializacdo de Produtos Alimentares; Grupeixe - Produtos Alimentares, Lda.;
LUGRADE - Bacalhau de Coimbra, S.A.; Manuel Marques, Lda.; Marserra Alimentar, Lda.; Riberalves-
Comércio e Indistria de Produtos Alimentares, S.A. e Rui Costa e Sousa e Irmdo, S.A. Colaborou ainda
nesta accdo uma associacdo de defesa do consumidor (EDIDECO) que teve a seu cargo a realizagdo de um
estudo de mercado das amostras de polvo mais consumidas em Portugal, que incluiu a aquisicdo das
amostras e entrega no IPMA.

Indicadores de execuciao

— Determinados os niveis de polifosfatos e citratos existentes em diversos produtos derivados do pescado
disponiveis comercialmente.

— Elaborada uma tese de mestrado (Fernandes, 2016), fundamentada no rastreio de polifosfatos nos
produtos da pesca, com conclusdes sobre medidas a adotar a nivel oficial e industrial para controlo da
utilizacdo destes compostos no processamento do bacalhau salgado seco.

Acdo 4 - Disseminagdo dos resultados

Tarefa 1: Participagdo em conferéncias, elaboracio e divulgacdo de relatdrios, artigos cientificos e brochuras
para o setor

Objetivos

— Proporcionar a maior disseminag¢do possivel dos resultados obtidos entre os participantes do projeto, o
setor da fileira da pesca nacional, a restante comunidade cientifica nacional e internacional e os
consumidores.

Descricao da tarefa

Preparou-se um resumo de comunicagao oral sobre o tema “Phosphate levels in seafood products in Portugal:
where to after two decades of quality control?* enviado para a International Conference on Food Safety and
Regulatory Measures realizada entre 17 a 19 de Agosto de 2015 em Birmingham, UK.

Foi elaborado para apresentacdo na Sth Trans-Atlantic Fisheries Technology (45th WEFTA meeting)
Conference em, Nantes, France o trabalho “Characterization of baseline levels of phosphates and
quantification of added phosphates in seafood products in Portugal”. Na sequéncia da aceita¢do do trabalho,
dificuldades na execugdo do projeto impediram a participagio nesta conferéncia.
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Estd a ser preparado um artigo de revisao sobre o tema “Polifosfatos em produtos da pesca”, e foi submetido
um outro artigo cientifico no qual sdo apresentados e discutidos os dados dos niveis naturais de fosfatos em
produtos da pesca e dos niveis de fosfatos adicionados a amostras comerciais de produtos da pesca,
“Phosphate levels in seafood products from the Portuguese market: is there a need for concern?”

Indicadores de sucesso
— Em fase de finalizacdo a elaboracdo de dois artigos cientificos a serem apresentados em revistas
cientificas internacionais indexadas com revisores.

Acdo 5 - Gestao das atividades

Tarefa 1: Gestdo financeira, de pessoal, tarefas e patentes

Objetivos
— Conduzir todas as atividades de gestio e coordenacdo do projeto.

Resultados

Sendo a adequada gestdo do projeto uma acdo crucial durante todo periodo de execucdo, pois permite
assegurar que o mesmo decorre dentro dos pardmetros definidos inicialmente entre os intervenientes como
forma de atingir os objetivos propostos, tem-se a referir que foram encontradas dificuldades que limitaram a
total prossecucdo dos objetivos enunciados inicialmente. Estas limitacdes afetaram ndo s6 a aquisicdo de
reagentes e consumiveis, que prejudicaram a realizacdo de ensaios e andlises previstas, como afetaram
algumas das atividades de disseminag¢ao inicialmente previstas no projeto.

Indicadores de execucao
— Asseguradas dentro dos prazos previstos as tarefas planeadas.

— Garantida uma boa gestdo do pessoal em relacdo as tarefas desenvolvidas e assegurada a execucdo
financeira do projeto nos moldes autorizados superiormente.

5. Indicadores minimos de sucesso

Com os resultados das acdes coletivas desenvolvidas no projeto considera-se que se contribuiu, de um modo
geral, para a implementacdo e teste de novas metodologias analiticas e para um melhor conhecimento das
tecnologias de conservacdo e processamento do pescado, em particular do bacalhau, como forma de
melhorar a qualidade para consumo humano. Assim, tendo em consideragdo os indicadores minimos de
sucesso de desenvolvimento tecnoldgico previstos no projeto, foram as seguintes as metas alcangadas:

— Instaladas e desenvolvidas técnicas analiticas que permitam o controlo dos niveis de polifosfatos
adicionados ao pescado.

— Disponibilizados aos 6rgdos de controlo oficial da qualidade dos produtos da pesca, sob a forma de apoio
analitico, instrumentos de afericdo do cumprimento da legislacdo no dominio dos niveis de polifosfatos
adicionados aos produtos derivados do pescado (bacalhau em particular).

— Efetuada colaboragdo com as atividades produtivas de modo a estimular e implementar a capacidade
competitiva das empresas do setor da transformacio do pescado, através da transferéncia de resultados

de 1&D obtidos a escala laboratorial para a escala piloto/protétipo.

— Elaboradas recomendagdes e linhas de orientacdo para as unidades de processamento de bacalhau
salgado seco, aplicando as estratégias de processamento determinadas.

27



Projeto POLIFOSFATOS - PROMAR - Eixo 3 — A¢des Coletivas Relatério Final

6. Impacte do projeto: beneficios sécio-econémicos

Com o desenvolvimento deste projeto e efetuada a instalacdo e a aplicacdo, a médio prazo, em rotina das
novas metodologias de controlo dos niveis de polifosfatos nos produtos da pesca, estio criadas no sector as
condi¢des que permitem um melhor controlo dos polifosfatos no pescado e, em particular, no bacalhau
importado, ndo s6 ao nivel do mercado de retalho, salvaguardando a qualidade dos produtos e a seguranga
dos consumidores, mas também por parte das industrias processadoras de bacalhau. Com a disponibilizacio
de adequadas ferramentas de controlo, as empresas poderdo, por seu lado, validar também a qualidade do
pescado importado e qualificar os fornecedores.

No médio prazo, os resultados deste projeto permitem ainda ao setor a prossecucio dos objetivos enunciados
nos principios e regras da Politica Comum de Pesca, como por exemplo a aposta na inovacao e na qualidade
dos produtos e aproveitando melhor todas as possibilidades da pesca. A transferéncia de resultados e a
incorporagdo do conhecimento tecnolégico nas PME serd o tltimo elemento chave de toda a estratégia, pois
permitird melhorar a competitividade e rentabilidade do setor e promoverd a aproximagao registada durante
este projeto entre a investigacdo cientifica e os profissionais do setor da fileira da pesca.

No dominio das prioridades do programa PROMAR, considera-se que este projeto teve um impacte
significativo na drea geogréfica da maioria das empresas do setor industrial da fileira da pesca e também nas
areas da comercializacdo e transformacdo. Os objetivos atingidos sdo particularmente relevantes para as
regides Norte e Centro, uma vez que estas representam as principais zonas de transformacdo dos produtos da
pesca em Portugal Continental, sendo que nestas regides, se concentra uma grande parte da industria
transformadora de pescado, nomeadamente de bacalhau salgado seco e de produtos da pesca congelados.

7. Nivel de execucio de objetivos

Em termos de execucdo dos objetivos especificos estabelecidos para o projeto, foram atingidos com sucesso
0s seguintes pontos:

1. Detecdo e quantificacio dos diferentes tipos de fosfatos adicionados aos produtos da pesca, por
metodologia rdpida de cromatografia liquida i6nica com detecdo condutimétrica e supressdo quimica da
condutividade de fundo.

2.  Implementacdo de metodologia de controlo de qualidade dos produtos da pesca que permita o seu
controlo oficial e a qualificagdo de fornecedores por parte dos industriais do bacalhau, no dominio do
teor de polifosfatos.

3. Validagdo parcial (exatiddo e incerteza pendentes da existéncia de Material de Referéncia Certificado)
da metodologia de detecdo e quantificacdo de diferentes tipos de polifosfatos em produtos da pesca,
considerando diversos parametros cromatograficos e em funcdo de diretrizes pré-estabelecidas,
utilizando os critérios de validacdo estabelecidos por organizagGes europeias competentes para a
obtencdo das condi¢des necessarias a andlise proposta.

4. Determinag¢do do incremento dos tempos de secagem industrial do bacalhau verde em fungdo de
diferentes niveis de polifosfatos presentes. Determinagdo das alteracdes registadas nos polifosfatos no
bacalhau durante o processo de salga, seca e demolha, em ambiente industrial e de demolha de acordo
com o processo culindrio usual.

5. Determinacdo dos niveis de polifosfatos em diferentes produtos congelados derivados do pescado,
disponibilizados no comércio alimentar por grosso ou a retalho, em grandes superficies comerciais ou
no pequeno comércio, tendo em vista a afericdo do cumprimento da legislacdo em vigor, a preservacao
da qualidade dos produtos e a protecdo dos consumidores.
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6. Disseminacdo dos resultados junto de profissionais do setor das pescas, autoridades competentes e
associagdo de consumidores, através da realiza¢do de ensaios de colaboracdo e elaboracdo de trabalhos
de divulgacao.
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