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RESUMO 

O mercado de pescados no Brasil tem se expandido muito nos últimos anos e com 

previsão de um crescimento ainda maior. A busca crescente por essa fonte de alimento 

no país leva à uma preocupação associada a qualidade do pescado, principalmente se 

tratando de metais tóxicos presentes nas águas e sedimentos dos rios.  Os peixes, 

assim como outros frutos do mar, têm a capacidade de bioacumular estes metais em 

seu organismo, seja por contato direto ou indireto. O arsênio é um destes contaminantes 

e está presente naturalmente em águas e sedimentos, e também advindo de atividades 

antropogênicas como queima de combustíveis fósseis e agrotóxicos. A concentração de 

arsênio total nos principais tecidos da tilápia foram determinados e uma estimativa dos 

riscos associados ao consumo deste peixe na região Noroeste de São Paulo foi 

realizada, levando em conta as diretrizes estabelecidas pela FAO/OMS. As análises 

foram realizadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 

(ICP-MS) no modo de discriminação de energia cinética (KED). Materiais de referência 

certificados foram analisados com recuperações de 101, 110 e 80% de NIST 1640a, 

NIST 1566b e DORM-3, respectivamente. Na parte consumível (o tecido muscular dos 

peixes), a concentração média encontrada foi de 0,030 ± 0,008 μg g-1, que é inferior ao 

valor máximo permitido de arsênio estabelecido pelas agências reguladoras nacionais 

e internacionais. A concentração média encontrada nas vísceras (estômago, brânquias 

e fígado) esteve na faixa de 0,016 – 1,170 μg g-1, demonstrando  maior capacidade de 

bioacumulação de arsênio. Foram realizados esnsaios de bioacumulação com As(III) 

(espécie mais tóxica do arsênio) com tilápias em laboratório. O ensaio foi dividido em 

grupo de 7 dias de exposição e 7 dias de depuração ao contaminante. Os resultados 

demonstraram que o estômago e fígado desempenham um papel importante na 

absorção e acúmulo desse semimetal presente em águas contaminadas. A estimativa 

dos parâmetros tóxicocinéticos (constantes de absorção, depuração e fator de 

bioconcentração – BCF) obtidas com os testes de exposição ao As(III), permitiu avaliar 

a capacidade de absorção e depuração de cada órgão de interesse. A ordem de 

bioacumulação determinada pelo BCF foi: estômago > fígado > brânquias > filet. 

 

Palavras-chave: Bioacumulação; Arsênio; ICP-MS; Pescados. 



 

ABSTRACT 

Seafood market in Brazil has expanded greatly in recent years and is expected to grow 

even more. The search for this food source in the country leads to a concern associated 

with the quality of the fish, mainly by the treatment of toxic metals in the waters and 

sediments of the rivers. Fish, like other seafood, have the ability to bioaccumulate these 

metals in your body by direct or indirect contact. Arsenic is one of these contaminants 

and is naturally present in waters and sediments, as well as from anthropogenic activities 

such as the burning of fossil fuels and agrochemicals. The concentration of total arsenic 

in the main tissues of tilapia were evaluated and an estimation of the risks associated 

with the consumption of this fish was done, taking into account the guidelines established 

by FAO/WHO. The analyses were performed by inductively coupled plasma mass 

spectrometry (ICP-MS) in kinetic energy discrimination mode (KED). Certified reference 

materials were analyzed with recoveries of 101, 110, and 80% from NIST 1640a, NIST 

1566b, and DORM-3 respectively. In the consumable portion  (the muscle fish tissue), 

the average concentration  found was 0,030 ± 0,008 µg g-1 which it is below the arsenic 

maximum level established by international regulatory agencies. The mean 

concentration found in the viscera (stomach, gills and liver) was in the range of 0,016 – 

1,170 μg g-1, demonstrating a higher bioaccumulation capacity of arsenic. 

Bioaccumulation tests were performed with As(III) (most toxic arsenic species) with 

laboratory grown tilapia. The assay was divided into 7 days of exposure and 7 days of 

clearance to the contaminant. The results demonstrated that the stomach and liver play 

an important role in the absorption and accumulation of this semimetal present in 

contaminated water. The estimation of the toxicokinetic parameters (absorption, 

depuration and Bioconcentration factors - BCF) obtained with the exposure tests to As 

(III) allowed to evaluate the absorption and depuration capacity of each organ of interest. 

The order of bioaccumulation determined by the BCF was stomach> liver> gills> filet. 

 

Keywords: Bioaccumulation; Arsenic; ICP-MS; Seafood. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A aquacultura ou aquicultura é a prática do cultivo de seres cujo ciclo 

de vida se dá total ou parcialmente em meio aquático. Essa forma de cultivo 

é praticada pelo ser humano desde a antiguidade se iniciando séculos atrás 

com os chineses que já possuíam conhecimentos sobre essas técnicas, e 

os egípcios que criavam tilápias no rio Nilo (BRASIL, MINISTÉRIO DA 

PESCA E AGRICULTURA MPA, s.d.). Nos últimos 56 anos o consumo 

global de pescados dobrou devido a mudança de hábitos na alimentação 

que vêm ocorrendo com o passar dos anos. A busca por fontes de proteínas 

mais saudáveis e com menor teor de gordura saturada têm levado a um 

aumento significativo na demanda por carne de peixe e outros frutos do 

mar (FIGUEIREDO JUNIOR; VALENTE JUNIOR, 2008). 

Apesar de todo benefício da carne de peixe e outros frutos do mar, 

estes seres aquáticos estão sujeitos à exposição por contaminantes tóxicos 

presentes nas águas naturalmente ou através de ação antropogênica. Os 

metais tóxicos como arsênio (As), mercúrio (Hg), cádmio (Cd) e chumbo 

(Pb) são um exemplo desses contaminantes, e quando presentes no meio 

podem desencadear processos de bioacumulação nas espécies através da 

cadeia alimentar. 

O arsênio é um elemento que ocorre naturalmente no ambiente 

aquático principalmente associado a minerais como cobre, chumbo, cobalto 

e ouro, e também de forma antropogênica por meio da mineração, 

agrotóxicos e combustão de carvão e madeira (COMPANHIA AMBIENTAL 

DO ESTADO DE SÃO PAULO, 2014). Em águas naturais o arsênio pode 

estar presente na forma orgânica (ex. arsenobetaína) menos tóxica, ou em 

sua forma inorgânica (As (III), As (V)) tóxicas aos seres humanos. O valor 

recomendado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) foi de 50 µg L−1 

por muitos anos, porém a entidade sugeriu um valor-guia de 10 µg L−1 para 

arsênio em águas potáveis atualmente (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2016; CARABANTES; FERNICOLA, 2003). Quanto aos 
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níveis permitidos do contaminante em peixes para a alimentação o Decreto 

nº 55871 de 1965 já estabelecia um limite máximo de tolerância (LMT) de 

1,0 mg kg-1 de arsênio em alimentos, valor que se manteve com a resolução 

RDC nº 42 de 2013 da ANVISA quanto aos limites máximos de 

contaminantes inorgânicos em alimentos no regulamento técnico 

MERCOSUL. 

Os pescados são uma das fontes de ingestão de arsênio devido a 

sua participação na dieta do ser humano, entretanto a maior parte desse 

contaminante presente nos tecidos dos peixes envolve composto orgânicos 

de baixa toxicidade e fácil metabolização no organismo. O maior desafio se 

encontra na quantificação de baixas concentrações deste semimetal, 

sendo que diversos estudos relatam o uso da técnica de espectrometria de 

massas com plasma acoplado indultivamente (ICP-MS) juntamente com 

digestão ácida assistida por radiação micro-ondas em frascos fechados 

(MW-AD) como as melhores alternativas para a garantia de resultados 

confiáveis (WU et al., 2014; FONTCUBERTA et al., 2011; PÉTURSDÓTTIR 

et al., 2012). 

O peixe escolhido os estudos de bioacumulação de arsênio foi a 

tilápia nilótica (Oreochromis nilóticus) da família Cichlidae. Essa espécie é 

originária da bacia do rio Nilo, no Egito, e foi amplamente difundida no Brasil 

devido às condições climáticas favoráveis à sua criação (AYROZA, 2009). 

A boa aceitação da espécie no mercado e na produção intensiva deve-se 

à algumas características como: facilidade de reprodução e rápido 

desenvolvimento em cultivo intensivo, tendo um crescimento de 5 a 500 g 

de 4 a 5 meses, à capacidade de adaptação a ambientes com baixos teores 

de oxigênio dissolvido na água e alta resistência a doenças, à carne branca 

e saborosa com baixo teor de gordura (0,9 g/100 g−1 de carne) e alto 

rendimento de filé (35 a 40%), juntamente com a boa aceitação no mercado 

consumidor (AYROZA, 2009; KUBITZA F., KUBITZA L., 2000). 

Tendo em vista os limites restritivos deste contaminante e o 

crescimento acelerado do mercado de pescados, o presente trabalho teve 
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como objetivos principais a determinação do teor de arsênio total em 

tilápias comerciais (mercado), do rio e pesqueiro, assim como o estudo da 

bioacumulação desse contaminante em espécies criadas em cativeiro no 

laboratório. As análises foram realizadas pela técnica de espectrometria de 

massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e o preparo de 

amostras por radiação micro-ondas em frascos fechados (MW-AD). 

Os resultados obtidos no trabalho permitiram avaliar a estimativa da 

ingestão de arsênio pela população, principalmente na região Noroeste do 

Estado de São Paulo, aferindo características sobre a qualidade no 

consumo de pescados em uma das principais regiões produtoras do país. 

Além disso, os estudos realizados possibilitaram verificar a interação deste 

contaminante com o organismo do peixe e entender os processos de 

bioacumulação em seus tecidos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Arsênio no ambiente 

O arsênio (As) está presente na natureza em diversas formas 

químicas, incluindo espécies inorgânicas e orgânicas. Encontra-se o 

arsênio em quantidades variáveis no solo, agua e vegetais, proveniente 

tanto de fontes naturais quanto antrópicas. O arsênio pode ser acumulado 

por organismos marinhos em rochas sedimentares ou ainda liberado como 

gás volátil (AsH3, arsina) pela atividade de fungos arsenófilos ou agentes 

redutores presentes em águas naturalmente contaminadas com arsênio 

(GONTIJO; BITTENCOURT, 2005). 

As fontes antrópicas de arsênio incluem atividades industriais, como 

a manufatura de vidros, conservantes de madeira, materiais 

semicondutores e fotocondutores. Compostos contendo arsênio também 

são utilizados na agricultura, pois encontra-se presente em herbicidas, 

inseticidas e desfolhantes, e também provenientes do processamento e 

queima de combustíveis fósseis (MATSCHULLAT, 2000). 

Em águas naturais, o arsênio está presente principalmente nas 

formas inorgânicas, trivalente e pentavalente (As(III) e As(V)). A toxicidade 

das espécies de arsênio decresce na seguinte ordem: As(III) inorgânico > 

As(V) inorgânico > ácidos alquil-arsênicos (MMA e DMA) > arsênio 

elementar (USEPA, 2000; BARRA et al. 2000). Em termos de toxicidade, o 

As(III) (arsenito) é 60 vezes mais tóxico do que a forma oxidada As(V) 

(arseniato), e ambos os compostos inorgânicos são 100 vezes mais tóxicos 

do que as formas parcialmente metiladas, ácidos monometilarsônico 

(MMA) e dimetilarsínico (DMA) (CHATTERJJE et al., 1995). 

O alto potencial de toxicidade do arsênio para os seres humanos é 

bem conhecidos devido a facilidade com que estes compostos são 

absorvidos, seja por via oral ou por inalação. A intoxicação por As pode 
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resultar em efeitos agudos ou crônicos, relativos a exposições curtas ou 

longas, respectivamente, resultando em diferentes patologias (BORBA et 

al., 2004). A exposição a longo prazo à compostos inorgânicos podem levar 

a várias doenças, tais como câncer do trato respiratório e de pele, 

hiperqueratose, hiperpigmentação, doença cardiovascular e perturbações 

dos sistemas vascular periférico e nervoso (FARMER; JOHNSON, 1990). 

No corpo humano, o As inorgânico passa por reações de metilação, 

processo de desintoxicação que ocorre nos rins, e que reduz a afinidade 

do composto para com o tecido. As etapas de metilação são: As(V) – As(III) 

– MMA(V) – MMA(III) – DMA(V), logo, quando arsênio inorgânico é ingerido 

através de alimento ou água contaminada, a principal via de eliminação é 

pela urina (BARRA et al., 2000). Um processo similar ao que ocorre nos 

seres humanos é a biometilação realizada pelos organismos marinhos, os 

quais transformam os compostos de As inorgânico adquiridos por meio da 

cadeia alimentar em arsenobetaína (AsB), outro composto arseno-orgânico 

(OCHSENKÜHN-PETROPULU; VARSAMIS; PARISSAKIS, 1997). 

No ambiente aquático os produtores primários tais como micro-

organismos, fitoplânctons e zooplanctons, assim como algas e outros seres 

de estágio de evolução trófico mais baixo, desintoxicam arseniato pela 

produção de substâncias metiladas, arseno-açúcares solúveis em água e 

arseno-fosfolipídios solúveis em gordura (BALLIN et al., 1994). A Tabela 

2.1 descreve as principais espécies de arsênio frequentemente relatadas 

na literatura, suas respectivas fórmulas estruturais e abreviaturas. 

Um exemplo bem conhecido da exposição ao arsênio pelo consumo 

de água contaminada ocorreu em Bangladesh por volta do ano de 1970. 

Na tentativa de mitigar casos de cólera ocorridos no país pelo consumo de 

água superficial microbiologicamente inseguras, diversos poços artesianos 

foram perfurados sem o conhecimento prévio da composição do solo e das 

águas subterrâneas ali presentes (AHSAN; VALLS, 2011). Infelizmente 

uma vasta área do subsolo de Bangladesh é naturalmente contaminada por 

arsênio, o que resultou na exposição de milhões de pessoas. Após este 
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episódio, a preocupação concernente aos níveis de segurança para arsênio 

em água só aumentou. 

Tabela 2.1 - Principais espécies de arsênio relatadas pela literatura, abreviaturas, 
fórmulas moleculares e estrutural 

Composto Abrev. Fórmula molecular Fórmula estrutural 

Arsina AsH3 AsH3 

As

H
H

H

 

Ácido Arsenioso As3+ H3AsO3 

As

HO

HO

OH

 

Ácido Arsênico As5+ H3AsO4 As

O

HO OH

OH  

Ácido 

Monometilarsônico 
MMA5+ (CH3)H2AsO2 As

O

OH

OH

 

Ácido 

Dimetilarsínico 
DMA5+ (CH3)2HAsO3 As

O

OH  

Arsenobetaína AsB (CH3)3As+CH2COO- As

O

O

 

Arsenocolina AsC (CH3)3As+(CH2)2OH 
As OH

 

Arseno-açúcares AsSug - 
O

OH

OH

As

O

O

OH

OH

 

Arseno-lipídios AsLip (CH3)2AsO(CH2)nCOOH AsO *

O

OH  
Fonte: adaptado (SOUZA et al., 2014). 
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Os mecanismos de toxicidade e carcinogenicidade são influenciados 

pela espécie química e pela biotransformação dos compostos de arsênio. 

Por exemplo, o As(III) é considerado um tiol reativo, e pode interagir com 

sítios de proteínas e enzimas alterando processos bioquímicos essenciais 

para o organismo humano (SOUZA et al., 2014). O As(V) por sua vez, age 

como desacoplador da fosforilação oxidativa devido à sua semelhança com 

o fosfato inorgânico, substituindo-o na produção da adenosina trifosfato 

(ATP) (NRC, 2011). Exposições oral e/ou crônica aos compostos MMA e 

DMA podem resultar em danos gastrointestinais, além de efeitos na bexiga 

e rins (TOX GUIDE FOR ARSENIC, 2007). 

Os compostos de arsênio têm sido estudados e avaliados pela IARC 

(do inglês, International Agency for Research on Cancer) órgão 

governamental francês pertencente a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), com classificação de grupo 1 das substâncias que apresentam 

carcinogenicidade humana (IARC, 2016). As espécies MMA e DMA foram 

classificados como grupo 2B – possivelmente carcinogênico para humanos 

– e os compostos organometálicos (ex. AsB) como grupo 3, quando não há 

classificação quanto à sua carcinogenicidade para os seres humanos 

(IARC, 2016).  

A resolução CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) nº 

357 de 2005 (BRASIL, 2005) estabeleceu no Brasil o mesmo valor 

orientado pela OMS (10 µg L-1) para concentração total de arsênio em 

águas salinas e doces de classe 1. Já para as mesmas águas onde haja 

pesca ou cultivo de seres para consumo intensivo, o valor permitido passa 

a ser 0,14 μg L-1. Em termos de alimentação, o limite máximo de 1 mg kg-1 

de As em peixes crus, congelados ou refrigerados foi estabelecido no Brasil 

pela resolução nº 42 de 2013 da ANVISA (BRASIL, 2013). 
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2.2. Bioacumulação de elementos tóxicos 

A bioacumulação ou bioconcentração segundo a OECD –

Organization for Economic and Co-Operation Development (s.d., apud 

GUIMARÃES, 1987) é um processo que ocorre por dois mecanismos: A 

bioacumulação direta, processo através do qual uma substância química 

acumula-se pela retirada direta do meio ambiente através das vias oral, 

percutânea e respiratória. E a bioacumulação indireta, processo através do 

qual um produto químico acumula-se em organismos vivos pela ingestão 

de alimentos que contém estas substâncias. 

Os seres aquáticos têm a capacidade de bioacumular uma 

quantidade relativamente alta de arsênio de modo mais eficiente que os 

organismos terrestres (BARRA et al., 2000) seja por contato direto ou se 

alimentando de organismos já contaminados. Agah et al. (2010) avaliaram 

a concentração de elementos traços nos músculos e fígados de duas 

espécies de peixes e determinaram maiores concentrações no fígado. Os 

peixes e outros seres aquáticos que ocupam níveis mais altos na cadeia 

alimentar têm tendência a concentrar metais tóxicos em certas partes do 

seu corpo, e evidencia a importância de se estudar a capacidade de 

acumulação nas mesmas (TAWEEL; SHUAIMI; AHMAD, 2013). 

O processo de acumulação de metais em seres aquáticos como 

peixes através de rotas que não fazem parte da dieta desses animais é 

definido como bioconcentração, e o que relaciona a concentração desses 

metais na água e em seus organismos (no equilíbrio) é denominado fator 

de bioconcentração (BCF), utilizado para estimar a tendência em acumular 

metal em seus tecidos (LIAO, 2003). O BCF pode ser calculado pela 

concentração determinada nos tecidos de peixes (Cf, μg g-1) e nas águas 

em que os organismos estão expostos (Cw, μg g-1), como mostra a 

equação: 𝐵𝐶𝐹 =  
𝐶𝑓

𝐶𝑤
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Attar et al. (1992) avaliaram os níveis de arsênio total nos tecidos 

musculares de 13 espécies de peixes do Golfo Arábico e determinaram 

concentrações na faixa de 0,16 a 32,3 µg g−1. Liao et al. (2003) obtiveram 

concentrações de arsênio total nas vísceras de tilápias (12,65 µg g−1) e nos 

músculos (3,55 µg g−1) e sugeriram o cozimento dos peixes como uma 

forma simples de reduzir a quantidade de arsênio ingerido. 

2.3. Criação e consumo de tilápia no Brasil 

A aquicultura brasileira está baseada principalmente em sistemas 

semi-intensivos de produção de pescados, sustentada por pequenos 

produtores, característica comum na maioria dos casos de países com 

grande potencial produtor (VALENTI et al., 2000). Dentre os seres 

aquáticos que são produzidos no Brasil, a tilápia é o maior destaque. A 

expansão do cultivo da tilápia do Nilo deve-se, principalmente, ao alto 

desempenho na produção, alta rusticidade, adaptabilidade aos mais 

diversos sistemas de criação, aceitação no mercado de lazer (pesque-

pague) e alimentício, pela qualidade organoléptica e nutritiva do seu filé 

(MEURER et al., 2003). 

O regime semi-intensivo está baseado no uso de viveiros-berçário e 

viveiros escavados, de ração comercial, aeradores e controle básico da 

qualidade da água (OSTRENSKY et al., 2008). O cultivo de tilápias em 

tanque-rede é o exemplo mais claro de sistemas intensivos de criação, 

praticado e popularizado devido ao fácil manejo, rápido retorno financeiro, 

e à alta produtividade proporcionada pelo sistema (CAMPOS et al., 2007). 

O regime intensivo, restringido antigamente às regiões serranas, são agora 

realizados em grandes reservatórios da União, como é o caso do Rio São 

Francisco, na região Nordeste, e do Rio Tietê, na região Sudeste do Brasil 

(OSTRENSKY et al., 2008). A Figura 2.1 mostra as formas de piscicultura 

praticadas no país. 
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Outra forma de produção é o regime extensivo, realizado por 

pequenos produtores em represas públicas, sendo que posteriormente os 

peixes são capturados por pescadores que vivem no entorno dessas 

represas (Figura 2.1). Nestes casos raramente usa-se ração comercial e os 

peixes são alimentados, geralmente, com subprodutos agrícolas ou dejetos 

animais (OSTRENSKY et al., 2008). 

 

Figura 2.1 - Sistemas de cultivo praticados na piscicultura: viveiro escavado 
(esquerda), tanques-rede (direita sup.), represa pública (direita inf.) 

 

Fonte: (autoria própria; BRASIL, 2012, 2013). 

 

A tilápia do Nilo tem se destacado na produção intensiva em regiões 

de clima quente devido ao fato de que a maioria das espécies são oriundas 

do continente africano. Características como o rápido crescimento, 

capacidade de adaptação a ambientes com baixos níveis de oxigenação e 

resistência às doenças, carne branca, sem espinhos e de sabor pouco 

acentuado, colocaram as tilápias no pódio das principais espécies 

cultivadas comercialmente (KUBTIZA F., 2000). Os peixes machos dessa 



REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 23 

espécie crescem mais que as fêmeas e, por esse motivo, os cultivos 

intensivos buscam a manipulação hormonal para obtenção da reversão 

sexual (BRITO et al., 2014). 

No Brasil o consumo de pescado teve um crescimento de pouco 

mais de 23% nos anos de 2010 e 2011, um aumento muito maior que nos 

dois anos anteriores (7,9%), levando o país a alcançar um consumo médio 

de 11,17 kg por habitante no ano de 2011 (BRASIL, MPA, 2013). De acordo 

com levantamentos feitos em 2013 o consumo de peixes já atingiu 14,5 

kg/habitante ao ano (BRASIL, 2015). Esse crescimento pode ser explicado 

pela melhoria nas condições de vida em termos financeiros da população, 

aumentando assim seu poder de compra e possibilitando a procura por 

alimentos mais saudáveis. Nos anos de 2009 e 2010 o Brasil já ocupava o 

18º lugar no ranking mundial de produção de pescado, sendo que em 

termos de produção nacional, o estado de São Paulo nestes mesmos anos, 

figurava como 7º maior produtor no país (BRASIL, MPA, 2010) como pode-

se observar na Figura 2.2. 

 

Figura 2.2 - Produção de pescado nacional em 2009 e 2010 por estados brasileiros. 

 

Fonte: (BRASIL, MPA, 2010, p.21) 
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Segundo Fitzsimmons (2008) as tilápias ocupam a segunda 

colocação em termos de peixes consumidos no mundo, atrás apenas das 

carpas. O potencial de crescimento da “tilapicultura” se deve ao fato do 

mesmo possuir uma demanda global, favorecendo ao desenvolvimento de 

novos sistemas de criação. O Brasil já ocupa o quinto lugar no ranking 

mundial de produção de tilápias, atrás da China, Egito, Indonésia e 

Filipinas. 

A qualidade da água é fundamental para a manutenção e criação 

adequada das tilápias, podendo causar estresse aos peixes e consequente 

perda de apetite, maior suscetibilidade a doenças e parasitas, até a morte 

(HERMES et al., 2009). Segundo Kubitza F. (2000), valores de pH abaixo 

de 4,5 e acima de 10,5 levam a uma mortalidade significativa dos peixes, 

devendo ser mantido entre 6,0 e 8,5. A temperatura é uma das variáveis 

mais importantes para qualquer organismo aquático, pois influencia a 

concentração de oxigênio na água e, no caso das tilápias, deve ser mantida 

entre 27 a 32 °C (ALZIEU C., 1990; KUBITZA F., 2000). 

 

2.4. Digestão de amostra por radiação micro-ondas 

A técnica de análise de elementos traços por ICP-MS geralmente 

requer que a amostra esteja na forma líquida, sendo necessário uma etapa 

a mais em seu preparo no caso de amostras sólidas. Dependendo das 

características do analito de interesse como volatilidade e reatividade, os 

reagentes e o métodos utilizado nesta conversão da amostra é de grande 

importância. 

Levando em consideração que o preparo de amostra é a etapa mais 

crítica de um processo analítico por tomar mais tempo e reagentes, a busca 

por um método que favoreça melhorias nestes aspectos, além de evitar 

contaminações e perdas do analito, promoveu um desenvolvimento em 

técnicas como a digestão por radiação micro-ondas em frascos fechados. 
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As micro-ondas são ondas eletromagnéticas que possuem 

comprimento de onda maiores que o infravermelho, variando numa faixa 

de frequência do espectro eletromagnético que vai de 0.3 a 300 GHz 

(OLIVEIRA, 2003). 

A interação da radiação micro-ondas com a amostra e reagentes 

causam dois processos conhecidos como migração iônica e rotação de 

dipolo, resultando no aumento considerável da temperatura da mistura e 

consequente decomposição (OLIVEIRA, 2003). Estes dois processos que 

ocorrem quando as micro-ondas interagem com a solução de um ácido (ou 

ácidos) empregados na digestão da amostra, resulta também em um 

movimento molecular, contribuindo para o aquecimento do mesmo 

(NOGUEIRA, 2003). 

O forno micro-ondas utilizado neste projeto foi o convencional em 

sistema fechado do tipo cavidade, constituído basicamente de um gerador 

de micro-ondas (magnetron), um guia de ondas, uma cavidade ressoante, 

um rotor e os vasos fechados de digestão. Além disso deve-se levar em 

consideração que o material dos vasos seja transparente às radiações 

micro-ondas, geralmente de politetrafluoretileno (PTFE), e que o sistema 

possua um sensor interno de temperatura e pressão e dispositivos de 

segurança. 

As digestões em fornos micro-ondas operando com recipientes 

fechados apresentam vantagens em relação a outros métodos de 

aquecimento (chapa aquecedora, bloco digestor, forno tipo mufla, etc.). 

Além de possibilitarem maior eficiência nas dissoluções pela alta 

temperatura, os fornos micro-ondas em sistema fechado reduzem os riscos 

de perda de analitos voláteis e contaminações cruzadas provenientes do 

ambiente de trabalho, e também diminuem significativamente a quantidade 

de reagentes necessários para a digestão. 

Na digestão de amostras orgânicas o ácido mais comumente 

empregado é o nítrico (HNO3) concentrado. O HNO3 é um forte agente 

oxidante e a maioria dos analitos são solúveis no final da digestão e, apesar 
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da temperatura de ebulição relativamente baixa (121 °C), o uso de frascos 

fechados possibilita o aumento do ponto de ebulição da mistura e melhora 

a eficiência da digestão (FLORES, 2014). 

Bocca e Forte (2011) chamaram atenção para o fato de que a adição 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) aumenta o potencial de oxidação do ácido 

nítrico, reoxidando as espécies formadas NOx em NO3
- e assim evitando a 

formação de óxidos nitrosos amarelados. Gonzalez et al. (2011) 

destacaram a eficiência da digestão quando empregado pequenas 

quantidades de H2O2 principalmente em amostras biológicas, avaliando o 

teor de carbono residual por ICP OES. 

Mketo et al. (2016) avaliaram a eficiência da extração de elementos 

traços em carvão através da digestão assistida por radiação micro-ondas e 

estabeleceram uma concentração ótima de HNO3 em 7 mol L-1, sendo que 

o programa de aquecimento foi otimizado por meio da análise de materiais 

de referência certificados obtendo resultados satisfatórios em uma 

temperatura de 200 °C e adição de H2O2 na concentração de 3 mol L-1. 

 

2.5. Espectrometria de massas com plasma acoplado 

indutivamente (ICP-MS) 

A determinação de arsênio em baixas concentrações com exatidão 

ainda é um desafio em química analítica. A avaliação dos impactos no meio 

ambiente e na saúde, juntamente com as respectivas legislações que 

restringem os limites permitidos de contaminantes inorgânicos em 

diferentes produtos, têm aumentado a preocupação quanto ao 

aperfeiçoamento na análise instrumental. Além disso, as evoluções no 

preparo de amostras e técnicas instrumentais de análise têm contribuído 

na mitigação de interferências espectrais e matriciais, possibilitando a 

determinação de As em níveis traços (sub-microgramas ou nanogramas). 
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A técnica empregada nesse trabalho foi a espectrometria de massas 

com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e analisador de massa 

quadrupolar. A Figura 2.3 mostra os principais componentes de um ICP-

MS. O ICP-MS é constituído de três regiões: o sistema de introdução de 

amostras, a interface e o analisador de massas. Em geral, as aplicações 

do ICP-MS requerem que a amostra esteja na forma liquida, embora já 

existam no mercado sistemas como a ablação a laser para amostras 

sólidas, e sistemas de vaporização para inserção de gases (ETV). 

 

Figura 2.3 - Diagrama de bloco dos principais componentes de um ICP-MS. 

 

Fonte: Autoria própria; imagens retiradas de: PerkinElmer SCIEX, introducing the 

NexION 300 ICP-MS; University of Texas, http://www.jsg.utexas.edu/icp-ms/icp-ms/; e 

School of Earth and Environmental Sciences, University of Manchester. 

 

As primeiras experiências com ICP-MS levaram os pesquisadores a 

acreditarem ser um “método livre de interferências”, principalmente devido 

a simplicidade do espectro de massas comparado aos da espectrometria 

atômica ótica (ICP OES) (SKOOG et al., 2014). Estudos realizados 

posteriormente mostraram que isto não era verdade, pois a técnica possui 

sérios problemas com interferência. 

Existem três tipos de interferências que podem ocorrer em ICP-MS 

– espectrais, matriciais e físicas – e os equipamentos atuais oferecem 

diversas formas de minimizar ou até eliminá-las. As interferências físicas 

são causadas pelo acúmulo de sólidos nos orifícios dos cones na interface, 

e são as mais simples de serem superadas. A maioria dos modelos de ICP-
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MS têm uma tolerância máxima de 0,1 a 0,4% de sólidos dissolvidos nas 

amostras (TYLER G., 1994). A longo prazo podem causar desvios no sinal 

do analito, verificado pelo desvio padrão relativo (RSD) nos resultados 

registrados. Uma simples limpeza periódica nos cones de amostragem e 

skimmer, ou a diluição das amostras podem evitar este tipo de interferência. 

Além disso, a utilização de padrão interno no branco, padrões e amostras 

podem compensar os desvios no sinal. 

As interferências matriciais são causadas, como o próprio nome se 

refere, por componentes da matriz onde a amostra está contida e têm como 

consequências dois efeitos denominados carga espacial e transporte de 

amostra. O primeiro efeito ocorre principalmente na determinação de 

elementos de massa pequena na presença de elementos mais pesados. 

Os íons de maior massa ocupam a região central do feixe de íons que 

percorre o caminho ótico, enquanto aqueles mais leves permanecem nas 

regiões periféricas tendo suas trajetórias desviadas e, consequentemente, 

diminuindo a transmissão para o detector. 

O efeito de transporte de amostra é causado pela supressão do sinal 

do analito devido a composição da matriz. Caso a amostra apresente um 

alto grau de viscosidade, a formação e seleção das gotículas pelo 

nebulizador e câmara de nebulização respectivamente, serão prejudicadas. 

Outro impacto causado pela matriz é na temperatura do plasma, visto que 

sua condição de ionização pode ser reduzida quando altas concentrações 

de ácidos empregados no preparo de amostras são aspiradas pelo 

equipamento. O plasma de Ar possui energia suficiente para ionizar a 

maioria dos elementos, porém quando ocorre a redução dessa energia, 

elementos com energia de ionização acima de 8 – 9 eV (ex. As, Be e Se) 

dificilmente são detectados (SPECTROSCOPY, 2016). 

O tipo mais preocupante de interferência é a espectral devido à 

complexidade exigida para sua mitigação. Podem ocorrer de duas formas: 

pela sobreposição isobárica ou pela combinação dos elementos da amostra 

e da atmosfera produzindo óxidos, hidróxidos, hidretos e íons poliatômicos 
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(ou moleculares). Quando estão presentes na amostra elementos com a 

mesma razão m/z do analito, ocorrerá uma sobreposição isobárica, 

interferindo na determinação do analito. No caso da determinação de cálcio 

(40Ca+), o próprio íon 40Ar+ proveniente do plasma causa este problema, 

tornando sua detecção muito complexa. A escolha de outro isótopo pode 

resolver em alguns casos, porém para elementos “monoisotópicos” não há 

essa possibilidade, como no caso de 75As+. 

A combinação de átomos 1H, 16O e 16O1H provenientes da água 

utilizada como solvente ou do ar atmosférico com elementos da amostra, 

podem causar interferência com o íon de interesse na mesma razão m/z. 

Este tipo de interferência está relacionado com as condições de ionização 

do plasma, podendo ser evitada pela otimização do fluxo de gás no 

nebulizador, a potência RF aplicada e a posição de amostragem. E por fim, 

a interferência espectral mais grave de se resolver, os íons poliatômicos, 

produzidos pela combinação de N e O do ar atmosférico, componentes da 

matriz (solvente e amostra) com o gás do plasma. A Tabela 2.2 mostra as 

principais espécies que causam interferências e os analitos afetados por 

elas. 

 

Tabela 2.2 - Interferências espectrais e os íons afetados 

Óxidos/Hidróxidos/

Hidretos 

Íons 

afetados 

Espécies 

Poliatômicas 

Íons 

afetados 
40Ca16O 56Fe 38ArH 39K 

48Ti16O 64Zn 40Ar16O 56Fe 
98Mo16O 114Cd 40Ar40Ar 80Se 

138Ba16O 154Sm, 154Gd 35Cl16O 51V 

139La16O 155Gd 40Ar35Cl 75As 

140Ce16O 156Gd, 156Dy 14N14N 28Si 

40Ca16OH 57Fe 34S18O 52Cr 

31P18O16OH 66Zn 12C12C 24Mg 

31P16O2H 64Zn 48Ca16OH 65Cu 

79BrH 80Se 40Ar23Na 63Cu 

Fonte: adaptada (THOMAS R., 2002) 
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Com exceção das interferências espectrais de sobreposição 

isobárica e espécies poliatômicas, os efeitos de carga espacial e transporte 

de amostra, assim como a formação de óxidos, hidróxidos e hidretos, 

podem ser reduzidos ou eliminados por uma otimização instrumental 

adequada. O software do próprio equipamento com o auxílio de soluções 

multielementares certificadas, realiza a otimização de parâmetros como o 

posicionamento da tocha do plasma, o fluxo de gás no nebulizador, a 

voltagem aplicada às hastes do quadrupolo, a calibração do detector por 

meio de uma varredura entre as regiões de massa 5 – 230 uma, e por 

avaliações de performance diárias. 

Existem diversas estratégias para superar as interferências 

espectrais, como equações matemáticas, analisadores de alta resolução, 

plasma frio e células de reação e colisão. O modo mais eficiente de resolver 

o problema com interferência espectral é utilizando a tecnologia de alta 

resolução como o analisador de massas de setor magnético de duplo-foco, 

mesmo que não seja considerado ideal para análises de rotina, os mesmos 

oferecem o melhor em poder de resolução sendo um ótimo instrumento em 

aplicações que requerem detecção em níveis traços em matrizes 

complexas (THOMAS R., 2002). 

Geralmente os espectrômetros de massas quadrupolares 

empregados nos ICP-MS possuem resolução entre 0,7 a 1,0 uma, e mesmo 

que seja suficiente para a maioria das análises de rotina, não é o bastante 

para resolver sobreposições isobáricas ou moleculares sobre o elemento 

de interesse (WOLF R., 2005). O poder de resolução (R) de um 

espectrômetro de massa é calculado como R = m/∆m, onde ∆m é a 

variação entre a massa do analito de interesse e a massa da espécie 

interferente. A Tabela 2.3 mostra alguns exemplos de interferências 

poliatômicas e isobáricas e a resolução necessária para separar seus 

espectros e os mesmos serem resolvidos pelo espectrômetro. 
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Embora o analisador de alta resolução permita a separação das 

interferências espectrais, alcançando resoluções maiores que 7500, há 

uma grande perda na sensibilidade e, consequentemente, redução nos 

limites de detecção (KLAUE, BLUM, 1999). Além disso, este tipo de 

analisador possui um alto custo e tempo de análise mais longo comparado 

ao analisador quadrupolar, não sendo indicado para análises de rotina. 

 

Tabela 2.3 - Resolução necessária para resolver interferências espectrais 

Analito (massa) Interferente (massa) |∆m| m R 

75As (74,9216) 40Ar35Cl (74,9312) 0,00963 75 7788 

53Cr (52,9406) 37Cl16O (52,9608) 0,02016 53 2629 

56Fe (55,9349) 40Ar16O (55,9572) 0,02235 56 2505 

40Ca (39,9625) 40Ar (39,96238) 0,00021 40 190476 

87Sr (86,9088) 87Rb (86,90918) 0,00029 87 300000 

Fonte: (WOLF R., 2005) 

 

Apesar dos benefícios da alta resolução, cerca de 90% dos ICP-MS 

instalados pelo mundo operam com analisadores quadrupolares, devido a 

maior rapidez nas análises e menor custo de aquisição e operação 

(THOMAS R., 2002). Outras formas já citadas para redução ou eliminação 

das interferências espectrais como equações matemáticas, tecnologia de 

plasma frio, e células de colisão e/ou reação são bem descritas na literatura 

em diversos trabalhos (COLON et al., 2009; FIALHO et al., 2011; GUO et 

al., 2011; GONZALEZ et al., 2016). A forma de correção exigida irá 

depender da complexidade de matriz, da sensibilidade do analito analisado 

e dos níveis de interferência do mesmo. 

As duas ferramentas empregadas neste trabalho foram as equações 

matemáticas e célula de colisão. Em casos de interferências isobáricas e 

íons poliatômicos mais simples, são utilizadas equações no software do 

equipamento, baseadas na medida da intensidade do interferente em outra 

unidade de massa, livre de inferência isobárica, sendo que a correção é 

aplicada na razão desta intensidade pela intensidade da massa do analito 
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afetado. Por exemplo, a determinação de 114Cd na presença de 114Sn, 

emprega-se a equação 114Cd = I114 – (114Sn/118Sn) x (118Sn), onde leva-se 

em consideração a intensidade de outro isótopo de estanho (livre de 

interferência) pela razão relativa à abundância natural destes dois isótopos. 

Em casos de interferências mais complexas como as poliatômicas, as 

equações se tornam menos eficazes, sendo necessário outras ferramentas 

para corrigi-las. 

A tecnologia de célula de colisão consiste em um quadrupolo 

posicionado antes do analisador de massa, o qual é preenchido por um gás 

colisional quimicamente inerte, como hélio (He), e operado por uma 

potência RF que irá discriminar o analito do interferente. Esta discriminação 

se dá pela diferença na energia cinética produzida pela colisão do íon ou 

molécula interferente com o analito. Como o raio do íon poliatômico é maior 

que o do analito, a tendência é o mesmo sofrer mais colisões durante o 

tempo. Apesar da perda de sensibilidade causada pelas colisões, caso 

otimizado corretamente, a utilização da célula de colisão pode resolver 

interferências espectrais complexas. Os parâmetros que devem ser 

otimizados, neste caso, são o fluxo de gás colisional na célula e a voltagem 

aplicada as hastes do quadrupolo. 
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3. OBJETIVOS 

 

O objetivo principal do trabalho consistiu na determinação da 

concentração total de arsênio em tilápias coletadas em ambiente natural 

(rios e pesqueiro) e criadas no laboratório. Além disso, foi realizado um 

ensaio de bioacumulação de arsênio(III) afim de se avaliar o 

comportamento deste contaminante por meio de parâmetros 

toxicocinéticos. Os objetivos específicos são divididos em duas fases: 

 
I. Determinação de arsênio: 

 
 

 Otimização dos parâmetros instrumentais para determinação de 

arsênio; 

 Determinação do teor total de arsênio em tilápias coletadas em rio, 

pesqueiro e mercado municipal; 

 Avaliação da distribuição dos contaminantes pelos tecidos (filet, 

estômago, brânquias e fígado); 

 Estudo da estimativa de ingestão semanal de arsênio pela 

população brasileira. 

 

II. Bioacumulação de As (III): 

 

 Ensaios de Bioacumulação com As (III); 

 Avaliação dos parâmetros toxicocinéticos; 

 Avaliação da distribuição do arsênio nos tecidos de interesse (filet, 

estômago, brânquias e fígado). 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 Reagentes e soluções 

As vidrarias, frascos, tubos de ensaio, ponteiras e outros materiais 

utilizados nos experimentos foram previamente descontaminados e 

desmineralizados em banhos ácidos contendo 10% (v/v) de HNO3 durante 

48 horas e, logo após, lavados três vezes com água deionizada ultrapura. 

No preparo de reagentes e padrões foi empregado água deionizada 

purificada em sistema Milli-Q® (18,2 Ω cm, Millipore, EUA). Nas digestões 

por micro-ondas foi empregado HNO3 concentrado (Sigma-Aldrich) 

subdestilado e H2O2 (Sigma-Aldrich) 30% (v/v). Para o funcionamento do 

moinho criogênico utilizou-se nitrogênio líquido (99,999%) fornecido 

pela Nitrogen Comércio De Nitrogênio Líquido Ltda. - ME (Ribeirão Preto, 

SP). 

Para a construção das curvas analíticas e preparo das soluções de 

calibração necessárias para a análise de arsênio por ICP-MS, foram 

utilizados padrões preparados a partir de diluições intermediarias de 

solução estoque de arsênio 998 ± 2 mg L-1 (Fluka® Analytical traceCERT® 

CRMs for ICP-MS). Uma solução preparada a partir do sal arsenito de sódio 

(NaAsO2) foi empregada nos ensaios de bioacumulação em tilápias criadas 

no laboratório. Argônio (99,999%) e hélio (99,999%) foram fornecidos pela 

White Martins (Sertãozinho, SP) e utilizados como gerador de 

plasma/nebulizador/gás auxiliar e gás colisional respectivamente. 

A fim de avaliar a exatidão do método foram utilizados materiais de 

referência certificado NIST 1640a (trace elements in water), NIST 1566a 

(Oyster Tissue) e NRCC DORM-3 (Fish Protein) com valores certificados 

de arsênio total de 8,075 ±0,070 μg L-1, 7,65 ±0,65 e 6,88 ±0,30 μg g-1 

respectivamente. 
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4.2 Coleta e preparo de amostras 

A coleta das tilápias foi realizada no período de julho a agosto de 

2015 seguindo critérios legais e que visavam a qualidade dos resultados 

evitando possíveis contaminações do meio. De acordo com o parágrafo 2º 

do Artigo 3º da Instrução Normativa Nº 03, de 01 de setembro de 2014 que 

regula a coleta e captura de espécies com finalidade científica ou didática 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2014), a norma não se aplica a coleta 

e transporte de material biológico de espécies domesticadas ou cultivadas, 

silvestres exóticas em condição ex situ com exceção a pesquisas 

realizadas em unidades de conservação federal de domínio público, não 

sendo necessário portanto autorização especial para captura das tilápias 

nestes locais.  

Foram coletados 5 exemplares de três locais distintos da região 

noroeste do Estado de São Paulo: um pesqueiro próximo a região de São 

José do Rio Preto (coordenadas 20°45'49"S 49°13'16"O), em um sistema 

de criação em tanques-rede no Rio Tietê próximo a região de Buritama 

(coordenadas 21°7'7.58"S 50°10'29.81"O) e uma peixaria localizada na 

cidade de Votuporanga (coordenadas 20°25'1.10"S 49°58'31.48"O). A 

Figura 4.1 mostra um mapa com a localidade dos pontos de coleta dos 

exemplares de peixes, destacando os principais corpos d'água da região 

(Tietê, Turvo e Grande). Foram coletadas amostras de água no meio onde 

as espécies de peixe foram recolhidas, e as mesmas foram estocadas em 

refrigerador a -5 °C para posterior análise visando a determinação de 

arsênio total. 

Os peixes coletados foram armazenados dentro de sacos plásticos 

hermeticamente fechados em uma caixa térmica desmineralizada com gelo 

e levados prontamente ao laboratório. Em seguida os mesmos foram 

lavados com água deionizada, medidos, pesados e submetidos a retirada 

dos principais órgãos (brânquias, estômago e fígado) com o auxílio de 

materiais cirúrgicos de aço inoxidável. Uma porção de tecido muscular 
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(filet) também foi retirada. Para cada tipo de tecido foi feito um pool de 

amostras referente aos locais de coleta, totalizando 12 amostras biológicas 

(4 de cada ponto). Todas as amostras foram liofilizadas em frascos de vidro 

conectados a um sistema de vácuo operando à -195 °C por 72 horas, e em 

seguida estocados em dessecador. 

 

Figura 4.1 - Pontos de coleta dos peixes, destacando os principais corpos d'água 
da região Noroeste do Estado de São Paulo 

 

Fonte: Adaptado de Secretaria de Saneamento e Recursos Hídricos (2015). 

 

As amostras liofilizadas foram levadas à Embrapa Pecuária Sudeste, 

na cidade de São Carlos para os processos de moagem e digestão. A 
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moagem das amostras de tecido de peixe foi realizada empregando um 

moinho pulverizador criogênico modelo MA775 (Marconi, Piracicaba, SP). 

O moinho com capacidade para 9 litros de nitrogênio líquido, disponibiliza 

um sistema eletrônico para variação de velocidade e tempo de moagem e 

sensor do nível de nitrogênio na cuba. Além disso possui um recipiente de 

moagem para até 4 cilindros de policarbonato transparentes com 

capacidade de 0,1 – 5,0 g de amostra. O programa de moagem consistiu 

em 1 minuto de congelamento da amostra e 3 minutos de moagem com 

uma frequência de 20 Hz, sendo que os tecidos musculares necessitaram 

de uma etapa anterior para diminuição das partículas feita por meio de uma 

faca de cerâmica. 

As digestões foram realizadas em um forno micro-ondas tipo 

cavidade modelo Multiwave 3000 Microwave oven (Anton Paar GmbH, 

Graz, Austria), possuindo uma cavidade de 66 litros e equipado com um 

rotor 16MF100 com capacidade para 16 vasos digestores. 

Aproximadamente 200 mg de cada amostra foi digerida utilizando 6,0 mL 

de HNO3 (7,0 mol L-1) e 2,0 mL de H2O2 30% m m-1 em frascos fechados 

de PTFE. O programa de aquecimento do micro-ondas para digestão está 

descrito na Tabela 4.1. Sensores de temperatura e pressão foram utilizados 

em todas as digestões. Após a digestão, as amostras e os brancos foram 

transferidos e ajustados quantitativamente para frascos de polipropileno de 

30 mL, e seus volumes ajustados com água ultrapura. Todo processo foi 

feito em triplicata, incluindo as soluções do branco analítico. 

 

Tabela 4.1 - Programa de aquecimento do micro-ondas para digestão das amostras 
de tecidos de tilápia 

Etapa Potência 

(W) 

Temperatura 

(C) 

Tempo de 

espera (min) 

1 1100 190 20 

2 1100 190 20 

Resfriamento 0 0 10 
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4.3 Instrumentação 

As determinações de arsênio total foram realizadas por um ICP-MS 

modelo NexION 300X (Perkin-Elmer, Shelton, CT) equipado com a 

tecnologia de célula universal (Universal Cell Technology™ - UCT). O 

instrumento também opera com a ferramenta de cela de colisão e 

discriminação por energia cinética (KED) a base de gás Hélio. O esquema 

dos principais componentes no ICP-MS empregado está demonstrado na 

Figura 4.2. 

 

Figura 4.2 - Principais componentes do NexION 300X utilizado. 

 

Fonte: Adaptada, The 30-minute Guide to ICP-MS (PerkinElmer, 2010, p.6). 

 

Além da operação em configuração padrão do instrumento (sem 

utilização da célula universal), a UCT permite que o ICP-MS opere em 

modos diferentes, dependendo do nível de remoção de interferência e 

limites de detecção necessários. No desenvolvimento deste projeto foi 

empregado o modo de operação por discriminação de energia cinética 

(KED) que apesar da perda de sensibilidade na detecção, possibilita a 

remoção de grande parte do interferente poliatômico de 75As (40Ar35Cl). 

A potência de radiofrequência (RF) adotada foi de 1600 Watts. Os 

parâmetros instrumentais foram otimizados sempre antes das análises e a 

Tabela 4.2 apresenta as configurações instrumentais bem como 

os parâmetros de aquisição de dados. 
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Tabela 4.2 - Configuração instrumental e parâmetros de aquisição de dados 

Parâmetros instrumentais 
 

Potencia RF 1600 W 

Vazão de gás no plasma 18 L min-1 

Vazão de gás auxiliar 1,2 L min-1 

Vazão de gás no nebulizador 1,01 L min-1 

Voltagem de entrada -3,00 V 

Voltagem de saída -32,00 V 

CROa -15,00 V 

QROb -12,00 V 

Parâmetros de aquisição de dados 
 

Número de varreduras por leitura 

(sweeps) 

50 

Número de leituras (readings) 1 

Número de replicatas 3 

Tempo de espera (Dwell Time) 25 s 

Gás de colisão Hélio 

RPqc 0,25 V 

Vazão de gás na Cela de Colisão 0,1 – 3,0 mL min-1 

Faixa de calibração 0,1 – 15,0 µg L-1 

a – CRO (Cell Rod Offset) – é a voltagem aplicada ao quadrupolo da cela de 

reação/colisão; b – QRO (Quadrupole Rod Offset) – é a voltagem aplicada ao quadrupolo 

analisador de massas; c – RPq está relacionado a voltagem aplicada as hastes do 

quadrupolo e precisa ser otimizada. 

4.4 Estimativa de ingestão diária de arsênio 

A estimativa de ingestão diária ou mensal de arsênio foi calculada 

baseada no consumo médio de peixes frescos da população brasileira 

indicada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura que estabeleceu um 

consumo médio de 14,50 kg (40g dia-1) por habitante no ano de 2013. Essa 

estimativa é útil na avaliação dos riscos associados a ingestão crônica de 

arsênio, o que pode causar desde lesões na pele a complicações 

cardiovasculares e cânceres. 

Em 1989 a Joint Food and Agriculture Organization of the United 

Nations/World Health Organization (FAO/WHO) Expert Committee on Food 

Additives (JECFA) estabeleceram uma estimativa provisória de ingestão 
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semanal tolerável (provisional tolerable weekly intake – PTWI) de 15 μg kg-

1 por peso corporal, porém a European Food Safety Authority (EFSA) Panel 

on Contaminants in the Food Chain (CONTAM Panel) determinaram que 

essa estimativa não era mais apropriada visto que dados obtidos 

mostravam que o arsênio inorgânico causava câncer de pulmão e bexiga 

em níveis antes considerados seguros (OMS, 2010; FONTCUBERTA et al., 

2011). 

O CONTAM Panel estabeleceu doses de referência (benchmark 

dose lower limit - BMDL) variando de 0,3 a 8 μg kg-1 por peso corporal/dia 

como um marco para a caracterização dos riscos causados pelo arsênio 

inorgânico, sendo que essas doses correspondem à um valor limite de 

confiança de 95% da BMDL que causa 1% de risco adicional (BMDL01) a 

quadros de câncer de pele, bexiga e pulmão (EFSA, 2010). Baseado em 

estudos epidemiológicos o JECFA recomendou valores de referências mais 

restritivos de 2 a 7 μg kg-1 por peso corporal/dia e que correspondem a um 

aumento de 0,5% na chance da incidência de câncer de pulmão (BMDL05) 

(EFSA, 2014). A estimativa de ingestão de arsênio diária nesta dissertação 

será calculada com base no peso corpóreo médio da população brasileira 

de 18 a 65 anos apresentado pelo IBGE de 69 kg (masculino) e 60 kg 

(feminino) e extrapolando o consumo médio da população para uma única 

espécie (tilápia) de acordo com a equação (1). 

 

𝐼𝑛𝑔𝑒𝑠𝑡ã𝑜 𝑑𝑖á𝑟𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝐴𝑠 (𝜇𝑔 𝑘𝑔−1𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝ó𝑟𝑒𝑜 𝑑𝑖𝑎−1) =                                        (1) 

𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 (𝑔 𝑑𝑖𝑎−1) 𝑥 𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝐴𝑠 (𝜇𝑔 𝑘𝑔−1)

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝ó𝑟𝑒𝑜 (69 𝑜𝑢 60 𝑘𝑔)
 ÷ 1000 

 

4.5 Validação do método proposto 

A fim de garantir a exatidão dos dados, materiais de referência 

certificados (MRC’s) foram incluídos em todas as análises, representando 
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cada matriz. Foram utilizados materiais de referência certificados NIST 

SRM 1640a (elementos traços em água natural), NIST SRM 1566a (tecido 

de ostra) e NRCC DORM-3 (proteína de peixe). 

Cada amostra foi analisada em triplicata e padrões analisados a 

cada 10 leituras afim de se manter o nível do desvio padrão relativo (DPR) 

abaixo de 15%. Foram construídas curvas analíticas com 7 pontos (0,1, 0,5, 

1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 15,0 μg L-1) preparadas através de soluções estoque 

de arsênio, buscando coeficientes de determinação (R2) maiores que 0,99. 

Além disso, foram obtidos os limites de detecção e quantificação por meio 

da análise dos brancos e do coeficiente angular das curvas analíticas. A 

estatística descritiva foi calculada utilizando os softwares Excel (2013) e 

Past. 

O limite de detecção representa a menor concentração do analito 

que pode ser detectado seguramente e que produz um sinal que pode ser 

distinguido de zero (ou do sinal do branco), mas não necessariamente 

quantificado (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). Através da curva de 

calibração pode-se calcular o LD pela equação (2): 

𝐿𝐷 = 3
𝑆𝑏

𝑏
       (2) 

sendo que ‘Sb’ é o desvio padrão de 10 medidas da intensidade do branco 

e ‘b’ é o coeficiente angular da reta. 

O limite de quantificação é a menor concentração do analito que 

pode ser determinada quantitativamente com precisão aceitável sob as 

condições analíticas estabelecidas (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). O 

LQ pode ser determinado do mesmo modo que o LD substituindo o fator 3 

por 10: 

𝐿𝑄 = 10
𝑆𝑏

𝑏
       (3) 

Normalmente os processos que avaliam a tendência ou recuperação 

(veracidade) de um método são feitos através de relações entre uma série 

de resultados obtidos nas análises com materiais de referência certificados 

(MRC). A tendência pode ser expressa como recuperação analítica 
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(INMETRO, 2011). Quando a recuperação é obtida a partir do uso do MRC, 

o fator de recuperação é calculado através da equação (4) (BRASIL, 2011): 

𝑓𝑟𝑒𝑐,𝑀𝑅𝐶 =  
𝐶𝑚𝑒𝑑

𝐶𝑀𝑅𝐶
𝑥100       (4) 

onde ‘Cmed’ é a concentração medida na análise do MRC e ‘CMRC’ é a 

concentração declarada no certificado. As percentagens de recuperação 

aceitáveis adotadas em nosso trabalho são apresentadas na Tabela 4.3. 

Portanto a exatidão é avaliada pela proximidade dos resultados obtidos de 

recuperação analítica com os valores apresentados pelo MRC. 

 

Tabela 4.3 - Percentagem de recuperação aceitável dependendo da concentração 
de analito 

Unidade do analito Faixa de recuperação (%) 

100 ppm 90-107 

10 ppm 80-110 

1 ppm 80-110 

100 ppb 80-110 

10 ppb 60-115 

1 ppb 40-120 

Fonte: adaptada de “A practical guide to analytical method validation, including 

measurement uncertainty and accuracy profiles” (González A., Herrador M., 2007). 

 

Por outro lado, a precisão está relacionada com a dispersão dos 

resultados feitos em replicatas de uma mesma amostra ou amostras 

parecidas em condições definidas (BRASIL, 2011). Normalmente é 

expressa pelo coeficiente de variação (CV) ou desvio padrão relativo 

(DPR). 

 

4.6 Ensaios de bioacumulação com As(III) 

Antes do início do experimento toda metodologia a ser aplicada no 

trabalho foi aprovada por avaliação da Comissão de Ética no Uso de 

Animais – CEUA da UNESP, utilizando do dispositivo da Lei nº 11.794, de 
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8 de outubro de 2008, e da Resoluções Normativas do Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal – CONCEA. 

Os peixes utilizados para o ensaio de bioacumulação foram obtidos 

com o responsável pelos tanques de piscicultura do campus do 

IBILCE/UNESP. Foram coletados com auxílio de uma rede de pesca 35 

indivíduos da espécie Oreochromis niloticus visivelmente sem lesões, 

doenças ou deformidades. Em seguida permaneceram por um período de 

14 dias de aclimatação em tanques de 450 litros de água com oxigenação 

e temperatura controlada (27 ± 2 °C), alimentados diariamente com ração 

própria para peixes juvenis. 

O delineamento experimental foi baseado em Liao et al. (2008). 

Todo o experimento foi realizado em aquários de plástico retangulares de 

25 Litros, aerados constantemente. A concentração de arsênio (III) foi 

fixada em 1 µg mL-1 para cada aquário. Esta alta concentração é necessária 

para produzir níveis de As nos tecidos da tilápia que sejam viáveis para a 

avaliação da toxicocinética deste contaminante. Prepararam-se soluções 

de As (III) dissolvendo uma quantidade calculada de arsenito de sódio de 

grau analítico (NaAsO2) em água deionizada. As soluções foram diluídas 

para a concentração nominal com água da torneira local. 

As tilápias foram divididas em 6 grupos (Controle, G1, G2, G4, G7 e 

G14) contendo 5 indivíduos em cada (n = 5), referente aos dias de teste (0, 

1, 2, 4 e 7 dias), totalizando 30 tilápias (Figura 4.3). O grupo do dia “0” foi 

considerado o “grupo Controle” do experimento, ou seja, aquele que não 

entrou em contato com arsênio. Os peixes foram retirados da água após 1, 

2, 4, e 7 dias de absorção/bioacumulação. Os indivíduos dos grupos G14 

passaram pelo mesmo período de exposição de 7 dias e em seguida foram 

alocados para aquários livres de contaminante e deixados lá para um 

período de depuração de mais 7 dias (totalizando 14 dias para o grupo 

G14). 
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Figura 4.3 - Esquema do ensaio de bioacumulação 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Ao final dos testes de exposição e depuração, os animais de cada 

grupo foram coletados, anestesiados e induzidos a morte por imersão em 

água com 28 mg L-1 de benzocaína e tiveram seus fígados, brânquias, 

estômagos e músculos coletados e congelados a -80ºC para posterior 

preparo de amostras e análises em ICP-MS. Amostras de água dos 

aquários foram coletadas diariamente para avaliação dos níveis de arsênio. 

Todos os grupos estavam sob as mesmas condições (temperatura e 

oxigenação) e durante o experimento foram alimentados com ração para 

peixes a cada dois dias. Todos os peixes receberam o mesmo tratamento 

e as condições de pH e temperatura foram verificados diariamente, não 

apresentando variações significativas. 

O método para determinar os parâmetros toxicocinéticos, as 

constantes de absorção e de taxa de depuração para cada órgão/tecido 

alvo se deu pelo ajuste dos dados obtidos das concentrações para a forma 

integrada da equação cinética para a exposição constante da água, 

utilizando análise por regressão não-linear (CHOU et al., 2006; TSAI & 
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LIAO, 2006; LIAO et al., 2008; TSAI et al., 2011; TSAI et al., 2012; CHEN 

& LIAO, 2012). 

𝐶𝑜(𝑡) = 𝐶𝑜(𝑡 = 0)𝑒−𝑘𝑑𝑡 +
𝑘𝑎

𝑘𝑑
𝐶𝑎(1 − 𝑒−𝑘𝑑𝑡)        (5) 

 

onde Co(t) é a concentração de As dependente do tempo determinada no 

órgão alvo da tilápia (µg g-1), Co(t=0) é a concentração de As no tecido alvo 

no início do ensaio (µg g-1), ka é a constante da taxa de absorção específica 

de cada órgão (mL g-1 d-1), kd é a constante da taxa de depuração (d-1), t é 

o tempo em dias, e Ca é a concentração de As na água (µg mL-1). O tempo 

de meia-vida da depuração (t1/2) foi calculada como ln2/kd. O fator de 

bioconcentração (BCF) pode ser calculado como BCF=ka/kd, 

representando a capacidade de acumulação líquida que é o resultado da 

competição entre os processos de absorção e depuração. Utilizamos a 

opção de análise não-linear do software Origin (OriginLab Corporation) 

para executar todos os ajustes de curvas. O Origin também foi utilizado 

para calcular o coeficiente de determinação (r2) e realizar análises 

estatísticas (análise de variância – ANOVA). A significância estatística foi 

justificada se os valores de p fossem inferiores a 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Otimização do método de análise 

Primeiramente foi realizado uma otimização do método de análise 

por ICP-MS por meio da determinação da concentração de arsênio total de 

três materiais de referência certificado (MRC’s). Dois modos de operação 

do ICP-MS foram avaliados, padrão e KED, afim de se obter os resultados 

mais exatos possíveis dentro da faixa de desvio padrão dos MRC’s. No 

modo padrão de operação do instrumento, no qual não existe a função da 

UCT, foram testadas duas equações matemáticas com intuito de se avaliar 

a correção dos possíveis interferentes presentes nas amostras, além do 

modo padrão sem correções. No modo KED foram testadas cinco vazões 

de gás hélio na cela de colisão para se observar os níveis de correção e a 

perda de sensibilidade oferecido por este modo de operação do 

instrumento. A Tabela 5.1 mostra os parâmetros de otimização avaliados 

para os dois modos de operação. As equações de correção estão 

representadas abaixo. 

 

Tabela 5.1 - Parâmetros de otimização do método (modo padrão e KED) de análise 
por ICP-MS. 

Modo Padrão KED 

Condição 1A 1B 1C 2A 2B 2C 2D 2E 

Fluxo de He 

(mL min-1) --- --- --- 0,2 0,5 1,0 2,0 3,0 

Equação 

(correção) 
--- Sim1 Sim2 --- --- --- --- --- 

 

1 – 1𝐵 𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒çã𝑜 =  −3,127 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎77 

2 – 1𝐶 𝑒𝑞𝑢𝑎çã𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒çã𝑜 =  −3,127 𝑥 (𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎77 − 0,874 𝑥 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎82) 
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Para cada parâmetro testado foi realizada uma curva analítica afim 

de se verificar a linearidade por meio dos coeficientes de correlação linear. 

As curvas foram preparadas com 8 concentrações crescentes de arsênio 

(0,1 – 15,0 µg L-1) em meio de HNO3 1% v/v, e as intensidades registradas 

pelo equipamento foram utilizadas para a construção dos gráficos como 

mostrado na Figura 5.1. Os coeficientes de correlação obtidos para todos 

os parâmetros testados se apresentaram dentro dos limites estabelecidos 

como aceitáveis pela ANVISA e INMETRO, 0,99 e 0,90 respectivamente. 

 

Figura 5.1 - Curvas analíticas dos parâmetros de otimização instrumental. 
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Fonte: autoria própria 

 

Pode ser observado no eixo das coordenadas a diminuição da 

intensidade detectada pelo instrumento com o aumento da vazão de gás 

no modo KED também comparado ao modo padrão. Essa diminuição pode 

ser explicada pelo aumento de colisões ocorridas na célula universal. A 

Tabela 5.2 mostra os parâmetros de desempenho do método. Por meio da 

diminuição dos coeficientes angulares apresentados pode-se confirmar a 

perda de sensibilidade ocorrida com o aumento da vazão de gás hélio. 

Apesar dessa perda de sensibilidade, os modos de operação com o KED 

mantiveram os limites de detecção e quantificação relativamente baixos, 

próximos dos modos em operação padrão. 
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Tabela 5.2 - Parâmetros de desempenho dos diferentes métodos de detecção por 
ICP-MS. 

Modo 
     Faixa linear 

          (μg L-1) 

      Coef. 

    Angular 
   R²      LOD (μg L-1) LOQ (μg L-1) 

1A* 

       0,1 – 15,0 

4750,0 0,9991 0,022 0,075 

1B 4772,7 0,9992 0,029 0,096 

1C 4718,9 0,9986 0,026 0,088 

2A* 4763,2 0,9997 0,017 0,058 

2B 3167,0 0,9995 0,007 0,025 

2C 1429,7 0,9990 0,013 0,042 

2D 195,2 0.9981 0,023 0,075 

2E 17,2 0,9961 0,062 0,208 

*1 – Condição padrão do ICP-MS, sendo 1A sem utilização da equação de 

correção e 1B e 1C empregando equações de correção. 2 – Condição KED, sendo que 2A 

– E foi variado a vazão do fluxo de gás hélio na faixa de 0,2 a 3,0 ml min-1. 

 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados baseados 

na intensidade determinada a partir de 10 medidas do branco analítico e 

nos coeficientes angulares de cada curva analítica. Por meio da análise dos 

materiais de referência certificado foi possível determinar o melhor 

parâmetro de operação do ICP-MS para as determinações de arsênio nas 

amostras. A Figura 5.2 mostra um gráfico de barras comparando os valores 

de recuperação (%) para cada parâmetro testado frente aos valores 

certificados e seus desvios padrão relativos (RSD). Observando o gráfico 

fica claro que o parâmetro 2D – vazão de gás hélio em 2,0 mL min-1 no 

modo KED – apresentou resultados mais exatos, ou seja, dentro dos 
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valores de referência certificados. Já no modo padrão (1A, 1B e 1C) não se 

observou resultados satisfatórios, mesmo com o emprego das equações de 

correção de interferências. 

Estas equações matemáticas foram fornecidas pelo próprio 

equipamento como uma alternativa para a redução de interferências 

poliatômicas de arsênio, quando utilizado o modo de operação padrão. A 

primeira delas utiliza a intensidade registrada na massa 77 levando em 

consideração o isótopo menos abundante de cloro – 37Cl (40Ar37Cl), 

enquanto a segunda leva em conta os isótopos de selênio (77Se e 82Se). 

Entretanto o modo de operação KED se mostrou preciso nos resultados 

obtidos. 

 

Figura 5.2 - Porcentagem de recuperação das concentrações certificadas nos 
diferentes métodos empregados na análise dos MRC’s. 

 

Fonte: autoria própria 

 

Além disso, foi aplicado uma análise de variância de um critério (one-

way ANOVA) a fim verificar que houve diferenças estatisticamente 

significativas entre os valores obtidos e os certificados. Em seguida, o teste 
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diferentes dos valores certificados. A Tabela 5.3 mostra as concentrações 

obtidas nas condições testadas em comparação com os valores 

certificados. 

 

Tabela 5.3 - Concentrações de As determinadas nos MRC’s (Média ±SD (Rec.%)) 

 NIST 1640a Oyster Tissue DORM-3 

Certificado 8,070 ±0,070a 7,65 ±0,65b 6,88 ±0,30c 

1A 
8,413 ±0,128a 

(104) 

5,48 ±0,37* 

(72) 

4,77 ±0,53* 

(69) 

1B 
3,150 ±0,060* 

(39) 

5,11 ±0,38* 

(67) 

4,11 ±0,47* 

(60) 

1C 
9,350 ±0,080* 

(116) 

5,67 ±0,36b 

(74) 

4,91 ±0,55* 

(71) 

2A 
8,080 ±0,050a 

(100) 

5,78 ±0,34b 

(76) 

4,86 ±0,22* 

(71) 

2B 
8,050 ±0,050a 

(100) 

6,25 ±0,79b 

(82) 

5,03 ±0,25* 

(73) 

2C 
8,070 ±0,090a 

(100) 

7,02 ±0,64b 

(92) 

5,26 ±0,22* 

(76) 

2D 
8,140 ±0,180a 

(101) 

8,41 ±0,87b 

(110) 

5,47 ±0,85c 

(80) 

2E 
8,200 ±0,410a 

(102) 

10,62 ±1,44* 

(139) 

4,43 ±1,01* 

(64) 

a, b, c – letras iguais são valores significativamente semelhantes (p>0,05) 

* – valores com diferenças significativas (p<0.05) 

 

Pode-se observar pela Tabela 5.3 que, pela análise do teste de 

Tukey aplicado, as condições no modo padrão não apresentaram valores 

estatisticamente semelhantes com as concentrações certificadas. Já nas 

condições empregando o modo KED, a única que mostrou valores 

significativamente semelhantes (p>0,05) com os materiais de referência 

certificados foi a 2D, confirmando a análise realizada anteriormente sobre 

o gráfico de barras. 
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5.2 Determinação do teor total de As nos tecidos de tilápias 

Após a otimização dos parâmetros instrumentais, foram analisadas 

as amostras de tilápia (filet, brânquias, fígados e estômagos) dos três locais 

de coleta. As determinações foram realizadas em triplicata e os RSDs se 

mantiveram abaixo de 20%. Foi levado em consideração o músculo, ou filet 

como sendo a porção consumida pelos seres humanos, enquanto que as 

vísceras como os órgãos internos analisados (brânquias, fígado e 

estômago). A Tabela 5.4 mostra os resultados em µg g-1 obtidos na 

determinação da concentração total de arsênio em cada amostra analisada. 

 

Tabela 5.4 - Concentração total de arsênio determinada por ICP-MS no músculo, 
brânquias, fígados e estômagos das amostras de tilápias, além da média 

determinadas nas águas coletadas em cada meio (n = 3, ±SD). 

Arsênio total nos tecidos (μg g-1) e águas (μg L-1) 

Tecidos/ 

Água 
Rio Tietê Pesqueiro Mercado 

Músculo 0,021 ±0,001 0,038 ±0,006 0,031 ±0,004 

Estômago 0,052 ±0,009 1,170 ±0,046 0,034 ±0,002 

Fígado 0,032 ±0,003 0,051 ±0,007 0,029 ±0,002 

Brânquia 0,016 ±0,001 0,039 ±0,001 0,031 ±0,002 

Água 0,337 ±0,001 0,221 ±0,012 0,234 ±0,029 

 

 

Em relação aos locais de coleta (Tietê, pesqueiro e mercado), não 

houve variação significativa (p>0,05) entre as concentrações de As 

determinadas. Pode-se observar que as brânquias apresentaram valores 

de contaminante relativamente baixos e os menores se comparados aos 
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outros tecidos analisados, com exceção as do mercado que apresentaram 

níveis próximos aos encontrados no fígado. Atualmente não há uma total 

compreensão sobre os processos e mecanismos de bio-absorção de 

arsênio em tilápia, principalmente devido às formas como esse 

contaminante é captado pelos tecidos, aos níveis presentes no meio, e à 

forma em que ele se apresenta. O termo bio-absorção descreve o processo 

pelo qual uma substância penetra no corpo de um ser aquático (CHEN; 

LIAO, 2004). As brânquias são órgão complexos e multifuncionais que 

exercem papeis de transporte iônico, trocas gasosas e excreção de 

resíduos. Além disso, as brânquias são o principal alvo para a toxicidade 

aguda de metal no peixe e que são considerados como o local de absorção 

primária dominante de metais (ALVARADO et al., 2006). 

Tsai et al. (2012) estudaram a toxicocinética em tilápias expostas a 

concentrações de arsênio e determinaram as menores concentrações nas 

brânquias e músculos, estando de acordo com os resultados obtidos no 

presente trabalho. Além disso, o mesmo estudo avaliou as constantes de 

depuração de metais nos órgãos da tilápia, chegando à conclusão de que 

os músculos possuem melhores habilidades de depuração. As 

concentrações de arsênio determinadas nos filets variaram de 0,021 a 

0,038 µg g-1, comparáveis aos reportados por Wu et al. (2014) que 

determinaram concentrações na faixa de 0,014 a 0,037 µg g-1 do mesmo 

contaminante nos filets de peixes em várias cidades da China. 

As concentrações de As determinadas nos filets e brânquias se 

mostraram relativamente próximas, especialmente nos peixes coletados no 

pesqueiro e mercado, variando de 0,038 – 0,039 e 0,031 µg g-1 

respectivamente, e 0,016 – 0,021 µg g-1 nos peixes do Tietê. Alguns 

estudos na literatura indicam que a bioacumulação direta de arsênio pela 

tilápia é proporcional a concentração dessa espécie na água (AKAN, 2012; 

LIAO et al., 2003). As concentrações de As nas águas determinadas no 

presente trabalho estiveram na faixa de 0,221 – 0,337 µg L-1 e não houve 
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variação significativa entre os locais de coleta (p>0,05), o que pode explicar 

a proximidade dos valores observados de As nas brânquias. 

A concentração de As total nas amostras de fígado apresentou-se 

próxima comparados as brânquias e filets, com exceção aos do pesqueiro 

(0,051 µg g-1), em 0,029 e 0,032 µg g-1 para as tilápias do mercado e Tietê 

respectivamente. Os tecidos do fígado nos peixes são comumente 

utilizados como indicadores ambientais para poluição aquática e a literatura 

mostra que em muitos casos o mesmo também tem um papel importante 

no armazenamento de contaminantes, redistribuição, desintoxicação ou 

transformação e atua como um sítio ativo de efeitos patológicos induzidos 

por contaminantes (LICATA et al., 2005). A diferença observada nos 

valores de As entre os fígados dos locais de coleta pode ser explicada pelas 

diferenças nos tamanhos dos peixes que, apesar de apresentarem o 

mesmo comprimento em centímetros, possuíram peso corporal variado, 

impactando nos tamanhos dos fígados coletados e resultados obtidos. Al-

yousuf, El-shahawi e Al-ghais (2000) indicaram que as concentrações de 

metais geralmente diminuem com o aumento do tamanho do peixe. 

Levando em consideração aspectos de tamanho do peixe, pode-se 

explicar os resultados de As observados para as tilápias coletadas no 

pesqueiro que, por apresentarem menor peso corporal, resultaram em 

níveis de arsênio maiores comparados aos outros dois locais de coleta. O 

estômago foi o órgão que apresentou maiores concentrações de arsênio 

em todas as amostras analisadas, em uma faixa de 0,034 – 1,170 µg g-1. A 

ordem das concentrações de As determinadas em cada ponto de coleta foi: 

estômago > fígado > filet > brânquias (rio Tietê); estômago > fígado > filet 

≈ brânquias (pesqueiro); e estômago > filet ≈ brânquias > fígado (mercado). 

Esta ordem resultante é semelhante ao estudo realizado por Liao et al. 

(2003), no qual a ordem estabelecida de bioacumulação de As nos tecidos 

foi: estomago > fígado ≈ brânquias > filet. 

A amostra de estômago das tilápias coletadas no pesqueiro foram 

as únicas que apresentaram um corpo de fundo após a digestão por micro-
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ondas em frascos fechados, mesmo depois das mesmas terem sido 

refeitas, e também as que resultaram em um nível elevado de arsênio 

(1,170 µg g-1) comparado aos outros locais. Não foi possível correlacionar 

os resultados obtidos com a presença do corpo de fundo, pois os mesmos 

não foram analisados. Entretanto pode-se especular que esta 

concentração elevada de As seja explicada pelo sistema de criação dos 

peixes. Sabe-se que o tanque onde as tilápias foram retiradas é utilizado 

na pesca esportiva e os peixes que vivem ali são alimentados com diversos 

tipos de alimentação, sintética ou natural, o que pode contribuir para estes 

resultados. Portanto são necessárias análises mais aprofundadas levando 

em consideração a alimentação e sedimento de onde vivem estes peixes. 

A Figura 5.3 mostra a distribuição do contaminante pelos tecidos dos peixes 

de cada localidade em relação as diferentes faixas de pesos observados. 

 

Figura 5.3 - Distribuição da concentração de As total em diferentes amostras de 
tecido analisadas por ICP-UCT-MS de tilápias cultivadas em diferentes condições. 

 

Fonte: autoria própria 
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Conforme observado na Figura 5.3, os níveis de concentração de 

arsênio encontrados para os peixes de mercado são semelhantes entre 

todas as amostras de tecidos analisadas. No entanto, o maior valor de 

concentração de As foi obtido para as amostras de estômago dos peixes 

do lago de pesca (pesqueiro), em comparação com outros tecidos 

analisados, o que pode indicar que nos peixes menores a acumulação e 

distribuição de arsênio não é uniforme, considerando os tecidos biológicos 

analisados. De fato, o tamanho do peixe pode influenciar na distribuição e 

acumulação de arsênio em seu corpo.  

Como também observado para os peixes que apresentam um peso 

corpóreo de cerca de 700 gramas, os níveis de concentração de As também 

foram semelhantes entre as amostras analisadas. Neste caso, verificou-se 

um ligeiro aumento da concentração de arsênio nos tecidos do estômago e 

do fígado, o que indica novamente que o peso corpóreo do peixe pode 

influenciar na distribuição e acumulação semelhantes de arsênio. Como já 

citado, pesquisadores indicaram que as concentrações de metais 

geralmente diminuem com o aumento do tamanho do peixe (peso 

corpóreo), perfil observado nos resultados obtidos. No entanto, essas 

observações estão sendo estudadas a fim de verificar se o tamanho do 

peixe realmente pode influenciar na distribuição e acumulação de As em 

peixes da mesma espécie. 

 

5.3 Estimativa da ingestão de As pela população do Noroeste 

Paulista 

O consumo de peixes no Brasil vem aumentando com o passar dos 

anos e os dados mais recentes divulgados pelo MPA indicaram um 

aumento de 5% levando em consideração os anos de 2012 e 2013, 

atingindo a marca de 14,5 kg habitante-1 ano-1. A Figura 5.4 mostra este 

crescimento da ingestão de peixes na última década. A estimativa de 
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ingestão de arsênio pela população foi calculada tendo em vista esse 

consumo, levando em consideração também o peso corpóreo médio de 

homens e mulheres adultos na faixa etária de 18 a 65 anos indicada pelos 

dados mais recentes do IBGE, de 69 e 60 kg respectivamente. 

 

Figura 5.4 - Crescimento do consumo de peixes pela população brasileira (MPA; 
MDIC e IBGE, 2013). 

 

Fonte: adaptada pelo autor 

 

Levando em consideração apenas a ingestão de tilápias e 

assumindo o músculo ou filet como a parte consumível dos peixes, tem-se 

uma média de concentração de arsênio total, partindo dos resultados 

obtidos, de 0,030 ±0,008 µg g-1. Baseado nestes dados, a estimativa de 

ingestão semanal de arsênio pela população brasileira resultou em 0,121 e 

0,139 µg kg-1 peso corpóreo-1 semana-1 para homens e mulheres 

respectivamente. Estes níveis estão bem abaixo do valor guia estabelecido 

em 1989 pela JECFA, o PTWI de 15 μg kg-1 por peso corporal. A Figura 5.5 

mostra um gráfico da estimativa de ingestão semanal de arsênio levando 

em consideração o crescimento do consumo por parte da população 

brasileira. 
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Em termos de ingestão diária de arsênio, a estimativa fica em 0,017 

e 0,020 µg kg-1 peso corpóreo-1 dia-1 para homens e mulheres 

respectivamente. Sendo que estes níveis também se encontram bem 

abaixo dos valores restritivos recomendados pelo CONTAM Panel (0,3 – 

8,0 µg kg-1 peso corpóreo-1 dia-1) e JECFA (2,0 – 7,0 µg kg-1 peso corpóreo 

dia-1) como marcos indicadores de possível incidência no desenvolvimento 

de câncer. Apesar de que os níveis de segurança aos quais os guias 

internacionais estabelecem se aplicam as concentrações de arsênio 

inorgânico, muito mais tóxico ao ser humano comparado aos compostos 

orgânicos. 

 

Figura 5.5 - Estimativa de ingestão semanal de arsênio levando em consideração o 
crescimento do consumo por parte da população brasileira. 

 

Fonte: autoria própria 

 

Observando a Figura 5.5 pode-se notar um perfil de crescimento na 

ingestão de arsênio na última década. Entretanto o As presente nos seres 

aquáticos em sua maior parte é composto por formas orgânicas, mais 

facilmente metabolizadas e excretadas pelo organismo humano, 

possibilitando a ingestão segura de peixes tendo em vista os níveis 

consumidos pela população brasileira atualmente. 
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5.4 Bioacumulação de As(III) em tilápias 

O período de aclimatação e ensaios de bioacumulação ocorreram 

no laboratório de toxicologia do campus, sendo que a mortalidade 

registrada para a fase de aclimatação foi de 5% e nos ensaios não foi 

observado mortalidade em nenhum dos grupos. Não houve crescimento 

significativo dos peixes durante o período de aclimatação, e estes não 

apresentaram doenças nem deformidades. A Tabela 5.5 mostra as 

características dos peixes que participaram do experimento de 

bioacumulação. A média dos pesos e comprimentos foi de 100,4 ±15,6 g e 

15,1 ±1,0 cm respectivamente, sem diferença significativa entre as medidas 

dos grupos (p >0,05). 

 

Tabela 5.5 - Características físicas dos peixes utilizados nos ensaios de 
bioacumulação 

Parâmetros Controle G1 G2 G4 G7 G14 

Peso (g) 
74,6 ±25,7 

(52 – 118) 

106,4 ±21,5    

(83 – 138) 

117,5 ±26,8 

(72 – 138) 

90,6 ±21,8 

(70 – 126) 

111,6 ±27,3 

(78 – 148) 

101,3 ±22,7 

(77 – 125) 

Comp. (cm) 
13,7 ±1,6 

(12 – 16) 

15,5 ±1,3 

(14 – 17) 

16,3 ±1,4 

(14 – 17) 

14,2 ±1,5 

(12 – 16) 

15,5 ±1,6 

(13 – 17) 

15,5 ±1,3 

(14 – 17) 

 

Os ensaios de bioacumulação foram conduzidos por 7 dias de 

exposição a uma concentração de As de 1 µg mL-1 com base no cenário 

experimental descrito por Tsai et al. (2011). Um dos grupos foi transferido 

em água livre de contaminante para um período de depuração de mais 7 

dias. A concentração de As medida nas águas de cada grupo do período 

de exposição foi em média 1,09 ±0,19 µg mL-1, enquanto que nas águas 

dos grupos controle e depuração estiveram abaixo do limite de detecção 

do método (5 x 10-5 µg mL-1). 

Para as tilápias expostas ao arsênio, as maiores concentrações 

foram determinadas no fígado (0,42 – 5,70 µg g-1) e estômago (0,23 – 0,95 

µg g-1), seguidas das brânquias (0,18 – 0,40 µg g-1) e filet (0,19 – 0,33 µg 
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g-1). A Figura 5.6 mostra a distribuição do As pelos diferentes tecidos 

durante o período de 7 dias de exposição e mais 7 dias de depuração. Perfil 

semelhante de distribuição foi observado nos tecidos de tilápias cultivadas 

em diferentes ambientes (seção 5.2), demonstrando a capacidade do 

estômago e fígado em acumular o contaminante. 

 

Figura 5.6 - Distribuição de As pelos órgãos de interesse durante os períodos de 
exposição e depuração 

 

 

O ensaio de bioacumulação visou também a determinação das 

constantes de absorção (ka) e depuração (kd), assim como o fator de 

bioconcentração (BCF) e tempo de meia-vida (t1/2) da depuração após a 

exposição de 7 dias ao As(III). O método para estimar os parâmetros 

toxicocinéticos foi por meio do ajuste da forma integrada da equação (2) 

para a exposição constante da água contaminada e os dados de 

concentração determinados utilizando uma regressão não-linear. A Tabela 
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5.6 resume os parâmetros toxicocinéticos de arsênio para os órgãos alvos 

das tilápias calculados a partir dos dados de exposição obtidos. 

 

Tabela 5.6 – Estimativas das constantes da taxa de absorção (ka), depuração (kd), 
fator de bioconcentração (BCF) e tempo de meia-vida (t1/2) para órgãos específicos 

de tilápias durante um período de 7 dias de exposição a As. 

Órgão Alvo ka
a (mL g-1 d-1) kd

a (d-1) BCFb (mL g-1) t1/2
c
 (d) 

Estômago 0,15 ±0,04 0,10 ±0,18 1,5 6,93 

Fígado 0,25 ±0,07 0,26 ±0,12 1,0 2,67 

Brânquias 0,10 ±0,01 0,22 ±0,06 0,5 3,15 

Filet 0,03 ±0,02 0,16 ±0,11 0,2 4,33 

aMédia ±EP (erro padrão); bBCF = ka/kd; ct1/2 = ln2/kd 

 

O experimento de 7 dias de exposição a As(III) nos tecidos de 

interesse apresentou perfis de regressão não-linear com correlações 

significativas (r2 = 0,89 – 0,98, p <0,05), resultantes do melhor ajuste do 

modelo de bioacumulação “unicompartimental” de primeira ordem (Figura 

5.7). As constantes de absorção (ka) específicas de cada órgão estiveram 

na faixa de 0,03 a 0,25 mL g-1 d-1, enquanto que as constantes de 

depuração (kd) variaram entre 0,10 e 0,26 d-1. Os maiores valores de BCF 

foram observados para o estômago e fígado, indicando que estes órgãos 

específicos têm potencial para acumular As quando expostos à águas 

contaminadas. Diversos estudos laboratoriais descritos na literatura 

revelaram que muitos elementos (As, Zn, Cu, Cr, Ni, Hg, Cd e Pb) são 

acumulados em maior quantidade no estômago/intestino/fígado do que no 

filet (músculo) da tilápia (KUREISHY & D’silva, 1993; LIANG et al., 1999; 

TSAI & LIAO, 2006). 
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Figura 5.7 – Modelo de análise por regressão não-linear 

 

 

 

 

A constante de absorção mais alta ocorreu no fígado, seguido do 

estômago, brânquias e filet, respectivamente. O estudo realizado por Tsai 

et al. (2006) determinou ordem de ka semelhante, exceto pelo fato de que 

os autores observaram maior constante de absorção no sistema digestivo 

como um todo (estômago e intestino), o que pode ter contribuído para um 

valor de ka superior ao determinado no fígado. No entanto, o presente 

trabalho revelou que o estômago possui a menor constante da taxa de 

depuração e maior tempo de meia-vida para depuração de As entre os 

órgãos analisados, demonstrando sua maior capacidade em bioacumular 

arsênio, o que está de acordo com os resultados obtidos nas análises 

anteriores realizadas em nosso estudo.  
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Apesar do fígado possuir a maior taxa de absorção do contaminante, 

o mesmo também possui a melhor capacidade de depuração comparado 

aos outros órgãos, justificado pela maior constante de eliminação e menor 

tempo de meia-vida para a depuração de arsênio, o que pode ser explicado 

pela sua habilidade em metabolização e distribuição de contaminantes. 

Quanto ao filet ou músculo, apesar de representarem a maior biomassa da 

tilápia, apresentaram a menor habilidade em absorção comparado aos 

outros tecidos. A Tabela 5.7 mostra uma comparação dos resultados 

obtidos no presente trabalho com dados observados na literatura. 

 

Tabela 5.7 – Dados comparativos dos parâmetros de bioacumulação de As obtidos 
na literatura 

Espécie/massa do 

peixe/órgão alvo 

Constante ka 

(mL g-1 d-1) 

Constante kd 

(d-1) 

BCF        

(mL g-1) 

Referência 

O. mossambicus (As) 

35,5 gramas 

    

Sistema digestivo 0,84 0,20 4,2 

Tsai et al. 

(2006) 

Fígado 0,61 0,20 3,1 

Brânquias 0,31 0,13 2,9 

Carcaça (Filet) 0,12 0,001 1,1 

Corpo inteiro 0,025 0,007 3,8 
Chen e Liao 

(2012) 

O. mossambicus (Cu) 

20,2 gramas 

    

Sistema digestivo 0,46 0,25 1,8 

Tsai et al. 

(2012) 

Fígado 3,36 0,17 19,3 

Brânquias 0,07 0,12 0,58 

Músculo (filet) 0,94 1,75 0,53 

O. nilóticus (As)   

100,5 gramas 

    

Estômago 0,15 0,10 1,5 

Este trabalho 
Fígado 0,25 0,26 1,0 

Brânquias 0,10 0,22 0,5 

Filet 0,03 0,16 0,2 
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 Um pressuposto inerente ao modelo de primeira ordem aplicado aos 

dados obtidos do ensaio de bioacumulação é de que as constantes de 

absorção e depuração são independentes da concentração do 

contaminante químico na água ou no peixe e da duração da exposição 

(TSAI & LIAO, 2006; LIAO et al., 2008). Entretanto é possível observar que 

os peixes utilizados no ensaio de bioacumulação do presente trabalho são 

cerca de 3 vezes maiores que as tilápias empregadas em Tsai et al. (2006), 

o que pode explicar os valores de BCF aproximadamente 3 vezes menores 

comparados ao estudo em questão. 

Estudo anteriores descrevem que a maior taxa de absorção de 

metais em espécies juvenis está relacionada a taxas metabólicas mais altas 

e mecanismos insuficientemente desenvolvidos para a eliminação de 

metais traços (LIAO et al., 2003). Este fato pode explicar as maiores 

constantes de absorção apresentadas pelos peixes menores (mais jovens) 

em comparação aos peixes utilizados em nosso trabalho, assim como para 

os valores de kd. Estes parâmetros de bioacumulação não só podem 

descrever a capacidade de absorção-depuração de uma outra espécie de 

tilápias, mas também contribuir para o entendimento dos processos 

toxicocinéticos do arsênio em seu organismo. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A técnica de ICP-MS empregada no trabalho se mostrou exata e 

precisa para as determinações de contaminantes traços, mesmo em 

matrizes complexas como as amostras biológicas analisadas. A exatidão 

do método proposto foi verificada com a análise de materiais de referência 

certificados obtendo valores de recuperação em 101, 110 e 80% para o 

NIST 1640a, NIST 1566b e NRCC DORM-3 respectivamente. 

As concentrações de arsênio determinadas nas tilápias variaram 

numa faixa de 0,021 – 0,038 µg g-1 nos filets, 0,034 – 1,170 µg g-1 nos 

estômagos, 0,029 – 0,051 µg g-1 nos fígados e 0,016 – 0,039 µg g-1 nas 

brânquias. Levando em consideração somente os peixes eviscerados, 

todos os resultados se apresentaram abaixo dos níveis permitidos pela 

Resolução RDC Nº 42, de 29 de agosto de 2013 (1,0 µg g-1) para a porção 

consumível do peixe, o filet. Tendo em vista essa porção, a concentração 

média de arsênio foi de 0,030 ±0,008 µg g-1, enquanto que nas vísceras 

(estômago, brânquias e fígado) foi de 0,485 ±0,225 µg g-1, onde pode-se 

concluir que as vísceras possuem maior habilidade em bioacumular o 

contaminante comparado aos músculos. 

O trabalho permitiu concluir, também, que o perfil de crescimento no 

consumo de peixes por parte da população brasileira leva a um aumento 

da ingestão de arsênio, levando em consideração o consumo de tilápia 

especificamente. Entretanto os níveis observados estão bem abaixo de 

todos os valores guias estabelecidos pelos órgãos internacionais como 

marcos que caracterizam possíveis riscos à saúde humana. Além disso, 

sabe-se que a maior parte do arsênio presente no organismo do peixe está 

na forma orgânica e, juntamente ao fato dos peixes serem consumidos 

eviscerados, os riscos à saúde da população são mínimos. 

O ensaio de bioacumulação realizado permitiu concluir que o 

estômago e fígado da tilápia desempenham um importante papel na 

absorção e acúmulo de arsênio presente em águas contaminadas. Os 
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resultados estão de acordo com as primeiras análises realizadas em peixes 

coletados em campo. Além disso, o experimento de exposição a As 

demonstrou que o filet possui baixa habilidade em absorver o contaminante 

comparado aos outros órgãos, sendo que este tende a permanecer nas 

vísceras do peixe (estômago e fígado). A estimativa dos parâmetros 

toxicocinéticos se mostrou uma ferramenta útil para avaliar a capacidade 

de absorção e depuração de arsênio nos tecidos da tilápia, contribuindo 

assim para o melhor entendimento quanto aos processos toxicocinéticos 

deste contaminante em tilápias do Nilo. 
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