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RESUMO

Um mercado que estd em expansdo ¢ o de pescados, devido a busca por alimentos mais
saudaveis e por conta do aumento do poder de compra da populagdo. Entretanto, apesar dos
inimeros beneficios a satde, os pescados podem estar expostos a diversos contaminantes
inorganicos, como ¢ o caso do arsénio (As) que pode desencadear processos de
bioacumulacdo nas espécies aquaticas por meio da cadeia alimentar. A determinacdo de As
em amostras de pescado ¢ de grande interesse analitico devido principalmente ao seu
potencial de toxicidade, uma vez que seus efeitos estdo intimamente relacionados as suas
formas quimicas e seus estados de oxidagdo, sendo que as formas inorganicas de As (III) e
(V) s@o mais toxicas que as suas formas organicas. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e realizar ensaios de bioacumulacdo com As (III) e (V) em tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus) sob condigdes controladas em laboratorio, a fim de verificar a
distribuicdo de As nos tecidos (figado, estomago, branquias e fil¢) e assim determinar
parametros toxicocinéticos para avaliar a capacidade de absor¢ao e depuracao deste elemento
nas tildpias. As determinacdes de As foram realizadas pela técnica de espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) no modo padrdo, e a exatidao do
método foi confirmada pelas andlises dos materiais de referéncia certificados (NIST 1640a,
SRM 1566a, DORM-3 e DOLT-4), com recuperagdes na faixa de 80 a 110%. As
concentracdes de arsénio total determinadas nas tilapias expostas ao As (III) e (V) pelos
ensaios de bioacumulacdo variaram entre 0,06 — 8,79 pg g nos figados, 0,05 — 0,78 ug g’
nos estdmagos, 0,10 — 0,41 pg g nas branquias ¢ 0,11 — 0,36 pg g nos filés, evidenciando
que o figado e o estdmago apresentaram maiores capacidades em absorver e acumular o
contaminante. Também foi realizado um estudo de fracionamento de arsénio em tecidos de
peixes e frutos do mar para avaliar a distribuicdo do arsénio nas fases lipidicas e proteicas,
uma vez que existe uma correlagdo positiva entre o acimulo de contaminantes e o contetido
lipidico dos tecidos. No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para a otimizagao
das metodologias de extracdes lipidicas e proteicas, visto que os tecidos dos ensaios de
bioacumulagdo apresentavam baixa concentracdo de arsénio, ndo apresentando as

recuperagdes esperadas.

Palavras-chaves: Bioacumulagdo; arsénio; tilapia; fracionamento; ICP-MS.



ABSTRACT

The fish market is expanding due to the search for healthier foods and because of the increase
in the purchasing power of the population. However, despite the numerous health benefits,
fish may be exposed to several inorganic contaminants, such as arsenic (As), which can
trigger bioaccumulation processes in the aquatic species through the food chain. Thus, the
determination of As in fish samples is of great analytical interest mainly due to its toxicity
potential, since its effects are closely related to its chemical forms and their oxidation states,
whereas the inorganic forms of As (III) and (V) are more toxic than organic forms. The aim of
the present work was to develop and perform bioaccumulation assays with As (III) and (V) in
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) under laboratory conditions, in order to verify the
distribution of As in tissues (liver, stomach, gills and fillet) and thus determine toxicokinetic
parameters to evaluate the absorption and depuration capacity of this element in tilapia. The
analyzes were performed using the inductively coupled plasma mass spectrometry technique
(ICP-MS) in standard mode, and the accuracy of the method was confirmed by analyzes of
the certified reference materials (NIST 1640a, SRM 1566a, DORM-3 and DOLT-4) which
presented recoveries in the range of 80 to 110%. The concentrations of total arsenic
determined in the tilapia exposed to As (III) and (V) by the bioaccumulation assays ranged
from 0.06 - 8.79 pg g™ in the livers, 0.05 - 0.78 pg g ' in the stomachs, 0.10 - 0.41 pg g on
the gills and 0.11 - 0.36 ug g in the fillets, evidencing that the liver and stomach present the
greatest capacities to absorb and accumulate the contaminant. A study of arsenic fractionation
in fish and seafood tissues was also carried out to evaluate the distribution of arsenic in the
lipid and protein phases, since there is a positive correlation between the accumulation of
contaminants and the lipid content of the tissues. However, additional studies must be carried
out to optimize the methodologies for lipid and protein extractions, since the tissues of the
bioaccumulation assays presented low arsenic concentration and did not present the expected

recoveries.

Keywords: Bioaccumulation; arsenic; tilapia; fractionation; ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

Uma questdo que vem sido discutida atualmente no ambito de seguranga
alimentar s3o as praticas comerciais adotadas pelos paises para a importacdo e
exportacdo de alimentos, pois cada vez mais tem se buscado alimentos seguros, que
atendam a padrdes mais rigorosos, livres de contaminantes € que oferecam menores
riscos a saude dos individuos que os consomem. Sendo assim, trabalhos cientificos que
abordem esse tema agregam e trazem contribui¢des e informacdes relevantes na area

econOmica, ambiental e nas areas de pesquisa e sustentabilidade.

Os pescados sdo alimentos mais saudaveis quando comparados a outros tipos de
carnes, por serem fontes de vitaminas, proteinas e inimeros nutrientes, além de possuir
baixo teor de gordura saturada que contribuem para o bem-estar e satide dos individuos
(ERSOY; OZEREN, 2009). Segundo a Associa¢io Brasileira de Piscicultura, o
consumo de pescados aumentou no Brasil devido a consciéncia da populagdo de que os
pescados sdo fontes proteicas mais saudaveis para alimentacdo, além da melhora

significativa no valor do preco dos peixes para os consumidores (CAMPOS, 2018).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomenda que o consumo per capita
anual de pescado seja de 12 kg, entretanto segundo relatorio da Organizacao das Nagdes
Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) divulgado em 2016, aponta que o
consumo mundial anual per capita foi de 19,6 kg, bem acima do recomendado pela
OMS (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2016). No Brasil no ano de
2015 o consumo médio per capita de pescados foi de 14,4 kg por habitante, segundo

dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2017).

Apesar dos inumeros beneficios, os pescados podem estar expostos a inimeros
contaminantes inorganicos, como por exemplo, cobre cddmio, chumbo, arsénio e
mercuirio, o que pode provocar riscos adversos a diferentes organismos. O
desenvolvimento de procedimentos para avaliar a presenca desses contaminantes nas
aguas e em outros compartimentos ambientais ¢ de grande interesse analitico, pois
através de metodologias confidveis, rdpidas e eficientes ¢ possivel realizar o seu
monitoramento, verificando 4reas contaminadas e possiveis acdes corretivas

(VICENTE-MARTORELL et al., 2009).
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Dentre os diversos contaminantes que podem estar presentes nas aguas o arsénio
(As) pode ser encontrado naturalmente em solos e sedimentos, ou também advindo de
atividades antropogénicas. Os pescados, por serem consumidores que estdo no topo da
cadeia alimentar aquatica possuem a tendéncia em bioacumular As, tanto nas formas
inorgénicas, mais toxicas, quanto nas formas metiladas, de menor toxicidade (BARRA

et al., 2000).

Para a determinacdo de elementos inorganicos em baixas concentracdes em
amostras bioldgicas o emprego técnicas espectroanaliticas que apresentem boa
sensibilidade e precisdo, baixos limites de deteccdo, ampla faixa linear e carater
multielementar sao desejadas. Dentre as técnicas mais utilizadas estdo a espectrometria
de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), juntamente com a digestdo
da amostra por radiacdo micro-ondas em frascos fechados, que garantem resultados
mais precisos e exatos nas analises (PETURSDOTTIR et al., 2012; WU et. al., 2014),

além de minimizar os problemas de contaminagdo e manutengao dos elementos volateis.

Entretanto, as maiorias das técnicas analiticas fazem a determinacdo da
concentracdo total do elemento, e muitas vezes essa informagdo nao ¢ suficiente. As
analises toxicologicas e bioquimicas mostram que a forma quimica de um elemento e
seu estado de oxidacdo sdo de grande importancia para entender os mecanismos de
contaminag¢ao nos seres vivos (FRANCESCONI; KUEHNELT, 2004). Muitas vezes, a
toxicidade de um determinado elemento esta relacionada a forma quimica ou estado de
oxidacdo, como ¢ o caso do arsénio, que apresenta estados de oxidagdo +3 e +5, e,
portanto possuem diferentes niveis de toxicidade (MARTINEZ et al., 2011). O fato da
maioria das técnicas determinarem a concentragdo total de um elemento evidencia a
necessidade de se realizar o monitoramento das diferentes formas quimicas de um
elemento, que podem ser realizado por estudos de fracionamento e/ou especiagdo

quimica.

No Brasil, a legislagdo atual estabelece um limite maximo de arsénio total em
pescados de 1000 pg kg, segundo a RDC n°42 de 29 de agosto de 2013. Nesse
contexto, devido aos limites restritivos da legislagdo brasileira, juntamente com a
preocupacgdo advinda do aumento do consumo de peixes pela populacdo e possiveis
riscos associados a contaminagdes por arsénio, ¢ de extrema importincia conhecer e

monitorar as espécies presentes na amostra € nao somente seus valores totais. Sendo
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assim, o objetivo deste trabalho foi realizar estudos de bioacumulag¢do de As (Il e V)
em tilapia (Oreochromis niloticus), avaliando os processos de absor¢do e depuragdo do
elemento e em seguida realizar o estudo de fracionamento lipidico e proteico das
espécies de As, para verificar em quais das fragdes o arsénio inorganico (iAs) se
bioacumula em maior quantidade, bem como a determinacao dos teores totais do As por
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). A escolha da
espécie estudada (tilapia) tem extrema importancia visto que a regido Noroeste Paulista

¢ a maior produtora de tilapia de todo o estado de Sao Paulo.
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6. CONCLUSAO

A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
mostrou-se eficiente na determinacdo de arsénio em tecidos bioldgicos e dagua,
apresentando boa exatiddo e precisdo. A exatidao do método foi confirmada por meio da
analise dos materiais de referéncia certificados, que apresentaram valores de
recuperagdo na faixa de 80 a 110%. O uso do ICP-MS foi uma boa ferramenta analitica
para a determinacgdo de arsénio total nas amostras de tecido de peixe, ndo apresentando
problemas de interferéncia espectral na razdo massa/carga 75, possibilitando o seu uso
no modo padrdo de funcionamento sem a necessidade de utilizar a célula de colisdo

(KED).

As concentragdes de arsénio total determinadas nas tilapias expostas ao As (III)
pelo ensaio de bioacumulagdo variaram na faixa de 0,06 — 5,70 pug g'1 nos figados, 0,15
— 0,75 ug g nos estdmagos, 0,10 — 0,41 pg g nas branquias e 0,11 — 0,36 pg g’ nos
filés, enquanto que para as tilapias expostas ao As (V), as concentragdes variaram na
faixa de 0,15 — 8,79 ug g™’ nos figados, 0,05 — 0,78 pg g nos estdmagos, 0,16 — 0,29 ug
¢! nas branquias e 0,13 — 0,27 pug g’ nos filés.

Apesar dos valores diferentes de concentracdes, o mesmo padrao de
bioacumulagao nos tecidos foi observado em ambos os ensaios, sendo a ordem figado >
estdmago > branquias > filé. A partir desses resultados pode-se concluir que o figado e
0 estdmago apresentam um papel importante na absor¢do e acimulo do contaminante.
Além disso, os ensaios de bioacumulacdo comprovaram que o fil¢ apresenta grande

habilidade em reduzir o contaminante no tecido, quando comparado aos outros 6rgaos.

A partir dos ensaios de bioacumulagdo foi possivel realizar a determinagdo dos
parametros toxicocinéticos (k,, k¢ ¢ BCF) que avaliam a capacidade que os tecidos

possuem em absorver e depurar o As.

Por meio dos estudos de fracionamento lipidico e proteico nas amostras de
peixes e frutos do mar, foi possivel verificar que o arsénio inorganico encontra-se em
maior concentracdo na fracdo lipidica nos tecidos de filé de Abrotea e tilapia. No
entanto, a mesma tendéncia ndo foi observada nos tecidos de Pangasius e Camarao
vermelho. A extracdo proteica se mostrou eficiente somente para a amostra de filé de

Pangasius, uma vez que o somatério das concentracdes de As na fragdo proteica e no
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residuo da extracdo foram muito proximas da concentragdo determinada no residuo da

extracao lipidica.

A mesma metodologia estudada foi aplicada aos tecidos de filé provenientes dos
ensaios de bioacumulagdo, no entanto os resultados sao inconclusivos. Assim, torna-se
necessario realizar novos estudos de otimizac¢ao das metodologias para que seja possivel
aplicar em diferentes tecidos e avaliar a forma com o arsénio se distribui nas fragdes

lipidicas e proteicas.
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