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RESUMO

O mercado de pescados no Brasil tem se expandido muito nos ultimos anos e com
previsdo de um crescimento ainda maior. A busca crescente por essa fonte de alimento
no pais leva a uma preocupac¢do associada a qualidade do pescado, principalmente se
tratando de metais tdxicos presentes nas aguas e sedimentos dos rios. Os peixes,
assim como outros frutos do mar, tém a capacidade de bioacumular estes metais em
Seu organismo, seja por contato direto ou indireto. O arsénio é um destes contaminantes
e esta presente naturalmente em aguas e sedimentos, e também advindo de atividades
antropogénicas como queima de combustiveis foésseis e agrotoxicos. A concentragdo de
arsénio total nos principais tecidos da tilapia foram determinados e uma estimativa dos
riscos associados ao consumo deste peixe na regido Noroeste de Sao Paulo foi
realizada, levando em conta as diretrizes estabelecidas pela FAO/OMS. As andlises
foram realizadas por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) no modo de discriminacao de energia cinética (KED). Materiais de referéncia
certificados foram analisados com recuperacdes de 101, 110 e 80% de NIST 1640a,
NIST 1566b e DORM-3, respectivamente. Na parte consumivel (o tecido muscular dos
peixes), a concentracdo média encontrada foi de 0,030 + 0,008 ug g, que é inferior ao
valor maximo permitido de arsénio estabelecido pelas agéncias reguladoras nacionais
e internacionais. A concentracdo média encontrada nas visceras (estbmago, branquias
e figado) esteve na faixa de 0,016 — 1,170 ug g, demonstrando maior capacidade de
bioacumulacdo de arsénio. Foram realizados esnsaios de bioacumulagdo com As(lll)
(espécie mais toxica do arsénio) com tilapias em laboratério. O ensaio foi dividido em
grupo de 7 dias de exposicdo e 7 dias de depuracdo ao contaminante. Os resultados
demonstraram que o estbmago e figado desempenham um papel importante na
absorcdo e acumulo desse semimetal presente em aguas contaminadas. A estimativa
dos parametros téxicocinéticos (constantes de absorcdo, depuracdo e fator de
bioconcentracdo — BCF) obtidas com os testes de exposi¢do ao As(lll), permitiu avaliar
a capacidade de absor¢do e depuracdo de cada 6rgao de interesse. A ordem de

bioacumulacao determinada pelo BCF foi: estdmago > figado > branquias > filet.

Palavras-chave: Bioacumulacdo; Arsénio; 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 pg g* 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 ug g?, demonstrating a higher bioaccumulation capacity of arsenic.
Bioaccumulation tests were performed with As(lll) (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
() 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. INTRODUCAO

A aguacultura ou aquicultura é a pratica do cultivo de seres cujo ciclo
de vida se da total ou parcialmente em meio aquatico. Essa forma de cultivo
€ praticada pelo ser humano desde a antiguidade se iniciando séculos atras
com os chineses que ja possuiam conhecimentos sobre essas técnicas, e
0s egipcios que criavam tilapias no rio Nilo (BRASIL, MINISTERIO DA
PESCA E AGRICULTURA MPA, s.d.). Nos ultimos 56 anos o consumo
global de pescados dobrou devido a mudanca de habitos na alimentacéo
que vém ocorrendo com o passar dos anos. A busca por fontes de proteinas
mais saudaveis e com menor teor de gordura saturada tém levado a um
aumento significativo na demanda por carne de peixe e outros frutos do
mar (FIGUEIREDO JUNIOR; VALENTE JUNIOR, 2008).

Apesar de todo beneficio da carne de peixe e outros frutos do mar,
estes seres aquaticos estao sujeitos a exposi¢do por contaminantes toxicos
presentes nas aguas naturalmente ou através de acao antropogénica. Os
metais toxicos como arsénio (As), mercurio (Hg), cadmio (Cd) e chumbo
(Pb) sdo um exemplo desses contaminantes, e quando presentes no meio
podem desencadear processos de bioacumulacdo nas espécies através da
cadeia alimentar.

O arsénio € um elemento que ocorre naturalmente no ambiente
aquatico principalmente associado a minerais como cobre, chumbo, cobalto
e ouro, e também de forma antropogénica por meio da mineracao,
agrotoxicos e combustao de carvao e madeira (COMPANHIA AMBIENTAL
DO ESTADO DE SAO PAULO, 2014). Em &guas naturais o arsénio pode
estar presente na forma organica (ex. arsenobetaina) menos toxica, ou em
sua forma inorganica (As (lll), As (V)) toxicas aos seres humanos. O valor
recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde (OMS) foi de 50 ug L™
por muitos anos, porém a entidade sugeriu um valor-guia de 10 pug L™ para
arsénio em aguas potaveis atualmente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016; CARABANTES; FERNICOLA, 2003). Quanto aos
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niveis permitidos do contaminante em peixes para a alimentacdo o Decreto
n°® 55871 de 1965 ja estabelecia um limite maximo de tolerancia (LMT) de
1,0 mg kg* de arsénio em alimentos, valor que se manteve com a resolucédo
RDC n° 42 de 2013 da ANVISA quanto aos limites maximos de
contaminantes inorganicos em alimentos no regulamento técnico
MERCOSUL.

Os pescados sdo uma das fontes de ingestdo de arsénio devido a
sua participacdo na dieta do ser humano, entretanto a maior parte desse
contaminante presente nos tecidos dos peixes envolve composto organicos
de baixa toxicidade e facil metaboliza¢do no organismo. O maior desafio se
encontra na quantificacdo de baixas concentracdes deste semimetal,
sendo que diversos estudos relatam o uso da técnica de espectrometria de
massas com plasma acoplado indultivamente (ICP-MS) juntamente com
digestdo acida assistida por radiagcdo micro-ondas em frascos fechados
(MW-AD) como as melhores alternativas para a garantia de resultados
confiaveis (WU et al., 2014; FONTCUBERTA et al., 2011; PETURSDOTTIR
et al., 2012).

O peixe escolhido os estudos de bioacumulagdo de arsénio foi a
tilapia nilética (Oreochromis nil6ticus) da familia Cichlidae. Essa espécie é
originaria da bacia do rio Nilo, no Egito, e foi amplamente difundida no Brasil
devido as condi¢Bes climaticas favoraveis a sua criagdo (AYROZA, 2009).
A boa aceitacdo da espécie no mercado e na producéo intensiva deve-se
a algumas caracteristicas como: facilidade de reproducdo e rapido
desenvolvimento em cultivo intensivo, tendo um crescimento de 5 a 500 g
de 4 a 5 meses, a capacidade de adaptacédo a ambientes com baixos teores
de oxigénio dissolvido na agua e alta resisténcia a doencgas, a carne branca
e saborosa com baixo teor de gordura (0,9 g/100 g~' de carne) e alto
rendimento de filé (35 a 40%), juntamente com a boa aceitagdo 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



INTRODUGCAO 15

como objetivos principais a determinacdo do teor de arsénio total em
tilapias comerciais (mercado), do rio e pesqueiro, assim como o estudo da
bioacumulacdo desse contaminante em espécies criadas em cativeiro no
laboratorio. As andlises foram realizadas pela técnica de espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e o preparo de
amostras por radiacdo micro-ondas em frascos fechados (MW-AD).

Os resultados obtidos no trabalho permitiram avaliar a estimativa da
ingestao de arsénio pela populacao, principalmente na regido Noroeste do
Estado de S&o Paulo, aferindo caracteristicas sobre a qualidade no
consumo de pescados em uma das principais regides produtoras do pais.
Além disso, os estudos realizados possibilitaram verificar a interacédo deste
contaminante com o organismo do peixe e entender 0s processos de

bioacumulacdo em seus tecidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Arsénio no ambiente

O arsénio (As) esta presente na natureza em diversas formas
quimicas, incluindo espécies inorganicas e organicas. Encontra-se o
arsénio em quantidades variaveis no solo, agua e vegetais, proveniente
tanto de fontes naturais quanto antrépicas. O arsénio pode ser acumulado
por organismos marinhos em rochas sedimentares ou ainda liberado como
gas volatil (AsHs, arsina) pela atividade de fungos arsendfilos ou agentes
redutores presentes em aguas naturalmente contaminadas com arsénio
(GONTIJO; BITTENCOURT, 2005).

As fontes antrépicas de arsénio incluem atividades industriais, como
a manufatura de vidros, conservantes de madeira, materiais
semicondutores e fotocondutores. Compostos contendo arsénio também
sdo utilizados na agricultura, pois encontra-se presente em herbicidas,
inseticidas e desfolhantes, e também provenientes do processamento e
queima de combustiveis fosseis (MATSCHULLAT, 2000).

Em &guas naturais, o arsénio esta presente principalmente nas
formas inorganicas, trivalente e pentavalente (As(lll) e As(V)). A toxicidade
das espécies de arsénio decresce na seguinte ordem: As(lll) inorganico >
As(V) inorganico > &cidos alquil-arsénicos (MMA e DMA) > arsénio
elementar (USEPA, 2000; BARRA et al. 2000). Em termos de toxicidade, o
As(lll) (arsenito) € 60 vezes mais toxico do que a forma oxidada As(V)
(arseniato), e ambos 0s compostos inorganicos sdo 100 vezes mais toxicos
do que as formas parcialmente metiladas, acidos monometilarsénico
(MMA) e dimetilarsinico (DMA) (CHATTERJJE et al., 1995).

O alto potencial de toxicidade do arsénio para os seres humanos é
bem conhecidos devido a facilidade com que estes compostos Ssao

absorvidos, seja por via oral ou por inalagdo. A intoxicacdo por As pode
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resultar em efeitos agudos ou cronicos, relativos a exposi¢cdes curtas ou
longas, respectivamente, resultando em diferentes patologias (BORBA et
al., 2004). A exposicao a longo prazo a compostos inorganicos podem levar
a varias doencas, tais como céancer do trato respiratério e de pele,
hiperqueratose, hiperpigmentacdo, doenca cardiovascular e perturbagoes
dos sistemas vascular periférico e nervoso (FARMER; JOHNSON, 1990).

No corpo humano, o As inorganico passa por reacdes de metilacéo,
processo de desintoxicacdo que ocorre nos rins, e que reduz a afinidade
do composto para com o tecido. As etapas de metilagéo sédo: As(V) — As(lll)
— MMA(V) — MMA(IIl) — DMA(V), logo, quando arsénio inorganico é ingerido
através de alimento ou agua contaminada, a principal via de eliminacéo é
pela urina (BARRA et al., 2000). Um processo similar ao que ocorre nos
seres humanos é a biometilagéo realizada pelos organismos marinhos, 0s
quais transformam os compostos de As inorganico adquiridos por meio da
cadeia alimentar em arsenobetaina (AsB), outro composto arseno-organico
(OCHSENKUHN-PETROPULU; VARSAMIS; PARISSAKIS, 1997).

No ambiente aquatico os produtores primarios tais como micro-
organismos, fitoplanctons e zooplanctons, assim como algas e outros seres
de estagio de evolucdo tréfico mais baixo, desintoxicam arseniato pela
producdo de substancias metiladas, arseno-acucares soluveis em agua e
arseno-fosfolipidios soluveis em gordura (BALLIN et al., 1994). A Tabela
2.1 descreve as principais espécies de arsénio frequentemente relatadas
na literatura, suas respectivas férmulas estruturais e abreviaturas.

Um exemplo bem conhecido da exposi¢ao ao arsénio pelo consumo
de agua contaminada ocorreu em Bangladesh por volta do ano de 1970.
Na tentativa de mitigar casos de coélera ocorridos no pais pelo consumo de
agua superficial microbiologicamente inseguras, diversos pogos artesianos
foram perfurados sem o conhecimento prévio da composic¢ao do solo e das
aguas subterraneas ali presentes (AHSAN; VALLS, 2011). Infelizmente
uma vasta area do subsolo de Bangladesh é naturalmente contaminada por

arsénio, o que resultou na exposi¢cdo de milhdes de pessoas. ApOs este
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episédio, a preocupagdo concernente aos hiveis de seguranca para arsénio

em agua s6 aumentou.

Tabela 2.1 - Principais espécies de arsénio relatadas pela literatura, abreviaturas,
formulas moleculares e estrutural

Composto Abrev. Formula molecular Foérmula estrutural
.As
Arsina AsHs AsHs HW l N
H
H
- As\
P \\
Acido Arsenioso As3* H3AsO3 HOW l OH
HO
ﬁ
Acido Arsénico AsS* H3AsO4 HO— A|s—OH
OH
O
Acido ”
. . MMAS* CH3)H2AsO
Monometilarsdnico (CH3)HASO: — A|S\OH
OH
O
Acido ”
5+
Dimetilarsinico DMA (CH3)2HASOs — A|S\
OH
‘ (@]
Arsenobetaina AsB (CHs)3As*CH2COO- \AS \)L
/ ® o)
O
Arsenocolina AsC (CH3)3As*(CH2)20OH N A‘s OH
/ o \/
OH
(o]
” OH OH
As
Arseno-aglicares AsSug - H ) //TOH/
[e]
/ O
Arseno-lipidios AsLip (CH3)2AsO(CH2),COOH O:ASTV\)—{
OH
Fonte: adaptado (SOUZA et al., 2014).
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Os mecanismos de toxicidade e carcinogenicidade séo influenciados
pela espécie quimica e pela biotransformacéo dos compostos de arsénio.
Por exemplo, o As(lll) é considerado um tiol reativo, e pode interagir com
sitios de proteinas e enzimas alterando processos bioquimicos essenciais
para o organismo humano (SOUZA et al., 2014). O As(V) por sua vez, age
como desacoplador da fosforilagdo oxidativa devido a sua semelhanga com
o fosfato inorganico, substituindo-o na producdo da adenosina trifosfato
(ATP) (NRC, 2011). Exposicdes oral e/ou crdnica 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 arsénio tém sido estudados e avaliados pela IARC
(do inglés, International Agency for Research on Cancer) o6rgdo
governamental francés pertencente a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), com classificacdo de grupo 1 das substancias que apresentam
carcinogenicidade humana (IARC, 2016). As espécies MMA e DMA foram
classificados como grupo 2B — possivelmente carcinogénico para humanos
— e 0s compostos organometalicos (ex. AsB) como grupo 3, quando ndo ha
classificacdo quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos
(IARC, 2016).

A resolugdo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) n°
357 de 2005 (BRASIL, 2005) estabeleceu no Brasil o mesmo valor
orientado pela OMS (10 pg L) para concentracdo total de arsénio em
aguas salinas e doces de classe 1. Ja para as mesmas aguas onde haja
pesca ou cultivo de seres para consumo intensivo, o valor permitido passa
a ser 0,14 ug L'1. Em termos de alimentagéo, o limite maximo de 1 mg kg
de As em peixes crus, congelados ou refrigerados foi estabelecido no Brasil
pela resolugéo n°® 42 de 2013 da ANVISA (BRASIL, 2013).
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2.2. Bioacumulacéo de elementos toxicos

A bioacumulagcdo ou bioconcentracdo segundo a OECD -
Organization for Economic and Co-Operation Development (s.d., apud
GUIMARAES, 1987) é um processo que ocorre por dois mecanismos: A
bioacumulacéo direta, processo através do qual uma substancia quimica
acumula-se pela retirada direta do meio ambiente através das vias oral,
percutanea e respiratoria. E a bioacumulacéao indireta, processo atraves do
qual um produto quimico acumula-se em organismos vivos pela ingestao
de alimentos que contém estas substancias.

Os seres aquaticos tém a capacidade de bioacumular uma
guantidade relativamente alta de arsénio de modo mais eficiente que os
organismos terrestres (BARRA et al., 2000) seja por contato direto ou se
alimentando de organismos ja contaminados. Agah et al. (2010) avaliaram
a concentracdo de elementos tracos nos musculos e figados de duas
espécies de peixes e determinaram maiores concentracdes no figado. Os
peixes e outros seres aquaticos que ocupam niveis mais altos na cadeia
alimentar tém tendéncia a concentrar metais toxicos em certas partes do
seu corpo, e evidencia a importancia de se estudar a capacidade de
acumulacédo nas mesmas (TAWEEL; SHUAIMI; AHMAD, 2013).

O processo de acumulacdo de metais em seres aquaticos como
peixes através de rotas que ndo fazem parte da dieta desses animais é
definido como bioconcentracdo, e o que relaciona a concentracédo desses
metais na agua e em seus organismos (no equilibrio) € denominado fator
de bioconcentracdo (BCF), utilizado para estimar a tendéncia em acumular
metal em seus tecidos (LIAO, 2003). O BCF pode ser calculado pela
concentracdo determinada nos tecidos de peixes (Ct, ug g*) e nas aguas
em que o0s organismos estdo expostos (Cw, Mg g1), como mostra a

Cr

equacgao: BCF = o
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Attar et al. (1992) avaliaram os niveis de arsénio total nos tecidos
musculares de 13 espécies de peixes do Golfo Arabico e determinaram
concentracdes na faixa de 0,16 a 32,3 pg g~*. Liao et al. (2003) obtiveram
concentracdes de arsénio total nas visceras de tilapias (12,65 pug g~') e nos
musculos (3,55 pug g™") e sugeriram o cozimento dos peixes como uma

forma simples de reduzir a quantidade de arsénio ingerido.

2.3. Criacao e consumo de tilapia no Brasil

A aquicultura brasileira esta baseada principalmente em sistemas
semi-intensivos de producdo de pescados, sustentada por pequenos
produtores, caracteristica comum na maioria dos casos de paises com
grande potencial produtor (VALENTI et al.,, 2000). Dentre os seres
aguaticos que sdo produzidos no Brasil, a tilapia € o maior destaque. A
expansdo do cultivo da tilapia do Nilo deve-se, principalmente, ao alto
desempenho na producéo, alta rusticidade, adaptabilidade aos mais
diversos sistemas de criacdo, aceitacdo no mercado de lazer (pesque-
pague) e alimenticio, pela qualidade organoléptica e nutritiva do seu filé
(MEURER et al., 2003).

O regime semi-intensivo esta baseado no uso de viveiros-bercério e
viveiros escavados, de racdo comercial, aeradores e controle basico da
qualidade da agua (OSTRENSKY et al., 2008). O cultivo de tilapias em
tanque-rede é o exemplo mais claro de sistemas intensivos de criacao,
praticado e popularizado devido ao facil manejo, rapido retorno financeiro,
e a alta produtividade proporcionada pelo sistema (CAMPOS et al., 2007).
O regime intensivo, restringido antigamente as regides serranas, sdo agora
realizados em grandes reservatorios da Unido, como é o caso do Rio Sao
Francisco, na regido Nordeste, e do Rio Tieté, na regido Sudeste do Brasil
(OSTRENSKY et al., 2008). A Figura 2.1 mostra as formas de piscicultura

praticadas no pais.
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Outra forma de producdo € o regime extensivo, realizado por
pequenos produtores em represas publicas, sendo que posteriormente 0s
peixes sdo capturados por pescadores que vivem no entorno dessas
represas (Figura 2.1). Nestes casos raramente usa-se ragao comercial e 0s
peixes sdo alimentados, geralmente, com subprodutos agricolas ou dejetos
animais (OSTRENSKY et al., 2008).

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

5 4 ¥

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

A tilapia do Nilo tem se destacado na producéo intensiva em regidoes
de clima quente devido ao fato de que a maioria das espécies sdo oriundas
do continente africano. Caracteristicas como o0 rapido crescimento,
capacidade de adaptacdo a ambientes com baixos niveis de oxigenacédo e
resisténcia as doencas, carne branca, sem espinhos e de sabor pouco
acentuado, colocaram as tilapias no pddio das principais espécies

cultivadas comercialmente (KUBTIZA F., 2000). Os peixes machos dessa
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espécie crescem mais que as fémeas e, por esse motivo, 0s cultivos
intensivos buscam a manipulacdo hormonal para obtencdo da reversao
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 pais a alcangar 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 ja atingiu 14,5
kg/habitante ao ano (BRASIL, 2015). Esse crescimento pode ser explicado
pela melhoria nas condi¢cdes de vida em termos financeiros da populacéo,
aumentando assim seu poder de compra e possibilitando a procura por
alimentos mais saudaveis. Nos anos de 2009 e 2010 o Brasil ja ocupava o
18° lugar no ranking mundial de producdo de pescado, sendo que em
termos de producéo nacional, o estado de Sao Paulo nestes mesmos anos,
figurava como 7° maior produtor no pais (BRASIL, MPA, 2010) como pode-

se observar na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Producéo de pescado nacional em 2009 e 2010 por estados brasileiros.
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Fonte: (BRASIL, MPA, 2010, p.21)
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Segundo Fitzsimmons (2008) as tilapias ocupam a segunda
colocacdo em termos de peixes consumidos no mundo, atrds 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 criacdo. O Brasil jA ocupa o quinto lugar no ranking
mundial de producdo de tilpias, atras da China, Egito, Indonésia e
Filipinas.

A qualidade da agua é fundamental para a manutencéo e criacao
adequada das tilapias, podendo causar estresse aos peixes e consequente
perda de apetite, maior suscetibilidade a doencas 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 variaveis
mais importantes para qualquer organismo aquatico, pois influencia a
concentracdo de oxigénio na agua e, no caso das tilapias, deve ser mantida
entre 27 a 32 °C (ALZIEU C., 1990; KUBITZA F., 2000).

2.4. Digestao de amostra por radiagcdo micro-ondas

A técnica de analise de elementos tracos por ICP-MS geralmente
requer gue a amostra esteja na forma liquida, sendo necessario uma etapa
a mais em seu preparo no caso de amostras sélidas. Dependendo das
caracteristicas do analito de interesse como volatilidade e reatividade, os
reagentes e o métodos utilizado nesta conversdo da amostra € de grande
importancia.

Levando em consideragcao que o preparo de amostra é a etapa mais
critica de um processo analitico por tomar mais tempo e reagentes, a busca
por um método que favoreca melhorias nestes aspectos, além de evitar
contaminagdes e perdas do analito, promoveu um desenvolvimento em

técnicas como a digestéo por radiacdo micro-ondas em frascos fechados.
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As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas que possuem
comprimento de onda maiores que o infravermelho, variando numa faixa
de frequéncia do espectro eletromagnético que vai de 0.3 a 300 GHz
(OLIVEIRA, 2003).

A interacdo da radiacdo micro-ondas com a amostra e reagentes
causam dois processos conhecidos como migragéo ionica e rotacao de
dipolo, resultando no aumento consideravel da temperatura da mistura e
consequente decomposicdo (OLIVEIRA, 2003). Estes dois processos que
ocorrem gquando as micro-ondas interagem com a solu¢édo de um acido (ou
acidos) empregados na digestdo 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, constituido basicamente de um gerador
de micro-ondas (magnetron), um guia de ondas, uma cavidade ressoante,
um rotor e os vasos fechados de digestdo. Além disso deve-se levar em
consideracdo que o material dos vasos seja transparente as radiacfes
micro-ondas, geralmente de politetrafluoretileno (PTFE), e que o sistema
possua um sensor interno de temperatura e pressdo e dispositivos de
seguranca.

As digestbes em fornos micro-ondas operando com recipientes
fechados apresentam vantagens em relacdo a outros métodos de
aguecimento (chapa aquecedora, bloco digestor, forno tipo mufla, etc.).
Além de possibilitarem maior eficiéncia nas dissolucbes pela alta
temperatura, os fornos micro-ondas em sistema fechado reduzem os riscos
de perda de analitos volateis e contaminagdes cruzadas provenientes do
ambiente de trabalho, e também diminuem significativamente a quantidade
de reagentes necessarios para a digestao.

Na digestdo de amostras organicas o acido mais comumente
empregado € o nitrico (HNOs) concentrado. O HNO3s é um forte agente

oxidante e a maioria dos analitos sdo soluveis no final da digestéo e, apesar
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da temperatura de ebulicdo relativamente baixa (121 °C), o uso de frascos
fechados possibilita 0 aumento do ponto de ebulicdo da mistura e melhora
a eficiéncia da digestao (FLORES, 2014).

Bocca e Forte (2011) chamaram atencéo para o fato de que a adicdo
de peréxido de hidrogénio (H202) aumenta o potencial de oxidacdo do &cido
nitrico, reoxidando as espécies formadas NOx em NOs™ e assim evitando a
formacdo de oOxidos nitrosos amarelados. Gonzalez et al. (2011)
destacaram a eficiéncia da digestdo quando empregado pequenas
quantidades de H20:2 principalmente em amostras biolégicas, avaliando o
teor de carbono residual por ICP OES.

Mketo et al. (2016) avaliaram a eficiéncia da extracao de elementos
tracos em carvao através da digestao assistida por radiacdo micro-ondas e
estabeleceram uma concentracdo 6tima de HNOz em 7 mol L, sendo que
0 programa de aquecimento foi otimizado por meio da analise de materiais
de referéncia certificados obtendo resultados satisfatérios em uma

temperatura de 200 °C e adicdo de H202 na concentracdo de 3 mol L.

2.5. Espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS)

A determinacao de arsénio em baixas concentracdes com exatidao
ainda é um desafio em quimica analitica. A avaliagao dos impactos no meio
ambiente e na salde, juntamente com as respectivas legislacbes que
restringem os limites permitidos de contaminantes inorganicos em
diferentes produtos, tém aumentado a preocupacdo quanto ao
aperfeicoamento na analise instrumental. Aléem disso, as evolugcdes no
preparo de amostras e técnicas instrumentais de analise tém contribuido
na mitigacdo de interferéncias espectrais e matriciais, possibilitando a

determinacdo de As em niveis tracos (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 constituido de trés regides: o sistema de introducdo de
amostras, a interface e o analisador de massas. Em geral, as aplicacdes
do ICP-MS requerem que a amostra esteja na forma liquida, embora ja
existam no mercado sistemas como a ablacdo a laser para amostras

sélidas, e sistemas de vaporizacdo para insercéo de gases (ETV).

Figura 2.3 - Diagrama de bloco dos principais componentes de um ICP-MS.
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Fonte: Autoria propria; 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 experiéncias com ICP-MS levaram os pesquisadores a
acreditarem ser um “método livre de interferéncias”, principalmente devido
a simplicidade do espectro de massas comparado aos da espectrometria
atbmica otica (ICP OES) (SKOOG et al., 2014). Estudos realizados
posteriormente mostraram que isto ndo era verdade, pois a técnica possui
sérios problemas com interferéncia.

Existem trés tipos de interferéncias que podem ocorrer em ICP-MS
— espectrais, matriciais e fisicas — e 0s equipamentos atuais oferecem
diversas formas de minimizar ou até elimina-las. As interferéncias fisicas
sao causadas pelo acumulo de sélidos nos orificios dos cones na interface,

e sdo as mais simples de serem superadas. A maioria dos modelos de ICP-
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MS tém uma tolerancia maxima de 0,1 a 0,4% de sdlidos dissolvidos nas
amostras (TYLER G., 1994). A longo prazo podem causar desvios no sinal
do analito, verificado pelo desvio padrdo relativo (RSD) nos resultados
registrados. Uma simples limpeza peridédica nos cones de amostragem e
skimmer, ou a diluicdo das amostras podem evitar este tipo de interferéncia.
Além disso, a utilizagdo de padréo interno no branco, padrdes e amostras
podem compensar os desvios no sinal.

As interferéncias matriciais sdo causadas, como o préprio nome se
refere, por componentes da matriz onde a amostra esta contida e tém como
consequéncias dois efeitos denominados carga espacial e transporte de
amostra. O primeiro efeito ocorre principalmente na determinagcdo de
elementos de massa pequena na presenca de elementos mais pesados.
Os ions de maior massa ocupam a regiao central do feixe de ions que
percorre o caminho 6tico, enquanto aqueles mais leves permanecem nas
regides periféricas tendo suas trajetorias desviadas e, consequentemente,
diminuindo a transmisséo para o detector.

O efeito de transporte de amostra é causado pela supresséao do sinal
do analito devido a composicdo da matriz. Caso a amostra apresente um
alto grau de viscosidade, a formacdo e selecdo das goticulas pelo
nebulizador e camara de nebulizacao respectivamente, serdo prejudicadas.
Outro impacto causado pela matriz € na temperatura do plasma, visto que
sua condicao de ionizacéo pode ser reduzida quando altas concentracdes
de acidos empregados no preparo de amostras sdo aspiradas pelo
equipamento. O plasma de Ar possui energia suficiente para ionizar a
maioria dos elementos, porém quando ocorre a reducdo dessa energia,
elementos com energia de ionizacdo acima de 8 — 9 eV (ex. As, Be e Se)
dificilmente séo detectados (SPECTROSCOPY, 2016).

O tipo mais preocupante de interferéncia é a espectral devido a
complexidade exigida para sua mitigacdo. Podem ocorrer de duas formas:
pela sobreposicéo isobarica ou pela combinacéo dos elementos da amostra

e da atmosfera produzindo éxidos, hidroxidos, hidretos e ions poliatbmicos
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(ou moleculares). Quando estdo presentes na amostra elementos com a
mesma razdo m/z do analito, ocorrerd uma sobreposi¢cao isobéarica,
interferindo na determinacéo do analito. No caso da determinacao de calcio
(*°Ca*), o préprio ion “Ar* proveniente do plasma causa este problema,
tornando sua detec¢cdo muito complexa. A escolha de outro isétopo pode
resolver em alguns casos, porém para elementos “monoisotopicos” ndo ha
essa possibilidade, como no caso de "°As*.

A combinacdo de atomos H, %0 e ®O'H provenientes da agua
utilizada como solvente ou do ar atmosférico com elementos da amostra,
podem causar interferéncia com o ion de interesse na mesma razao m/z.
Este tipo de interferéncia esta relacionado com as condi¢cdes de ionizacao
do plasma, podendo ser evitada pela otimizacdo do fluxo de gas no
nebulizador, a poténcia RF aplicada e a posicdo de amostragem. E por fim,
a interferéncia espectral mais grave de se resolver, os ions poliatbmicos,
produzidos pela combinacédo de N e O do ar atmosférico, componentes da
matriz (solvente e amostra) com o gas do plasma. A Tabela 2.2 mostra as

principais espécies que causam interferéncias e os analitos afetados por

elas.
Tabela 2.2 - Interferéncias espectrais e os ions afetados

Oxidos/Hidréxidos/ ions Espécies ions

Hidretos afetados Poliatbmicas afetados
40Ca160 56Fe 38ArH 39K
48Ti160 64Zn 40Ar16o 56|:e
98M016O 114cd 40Ar40Ar BOSe
lSBBalﬁo 154Sm’ 154Gd 35Cl160 51V
139La16o 1SSG d 40Ar35Cl 75AS
140Ce16o 1566d, 156Dy 14N14N 2BSi
4OCa160H 57Fe 348180 52Cr
31P18016OH 662n 12cl2C 24Mg
31P1602H 642n 48Cal6OH 65Cu
°BrH 80Se 40Ar23Na 8Cu

Fonte: adaptada (THOMAS R., 2002)
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Com excecdo das interferéncias espectrais de sobreposicao
isobarica e espécies poliatbmicas, os efeitos de carga espacial e transporte
de amostra, assim como a formacédo de oOxidos, hidroxidos e hidretos,
podem ser reduzidos ou eliminados por uma otimizacdo instrumental
adequada. O software do préprio equipamento com o auxilio de solu¢des
multielementares certificadas, realiza a otimizagcdo de parametros como o
posicionamento da tocha do plasma, o fluxo de gas no nebulizador, a
voltagem aplicada as hastes do quadrupolo, a calibracdo do detector por
meio de uma varredura entre as regides de massa 5 — 230 uma, e por
avaliacOes de performance diarias.

Existem diversas estratégias para superar as interferéncias
espectrais, como equacdes matematicas, analisadores de alta resolucéo,
plasma frio e células de reacéo e colisdo. O modo mais eficiente de resolver
o problema com interferéncia espectral € utilizando a tecnologia de alta
resolucdo como o analisador de massas de setor magnético de duplo-foco,
mesmo que nao seja considerado ideal para andlises de rotina, 0s mesmos
oferecem o melhor em poder de resolucao sendo um 6timo instrumento em
aplicacbes que requerem deteccdo em niveis tragos em matrizes
complexas (THOMAS R., 2002).

Geralmente o0s espectrometros de massas quadrupolares
empregados nos ICP-MS possuem resolugéo entre 0,7 a 1,0 uma, e mesmo
que seja suficiente para a maioria das analises de rotina, ndo é o bastante
para resolver sobreposi¢des isobaricas ou moleculares sobre o elemento
de interesse (WOLF R., 2005). O poder de resolugdo (R) de um
espectrometro de massa é calculado como R = m/Am, onde Am ¢é a
variacdo entre a massa do analito de interesse e a massa da espécie
interferente. A Tabela 2.3 mostra alguns exemplos de interferéncias
poliatbmicas e isobéaricas e a resolugdo necessaria para separar seus

espectros e 0s mesmos serem resolvidos pelo espectrometro.
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Embora o analisador de alta resolucdo permita a separagdo das
interferéncias espectrais, alcancando resolu¢cdes maiores que 7500, h&
uma grande perda na sensibilidade e, consequentemente, reducdo nos
limites de deteccdo (KLAUE, BLUM, 1999). Além disso, este tipo de
analisador possui um alto custo e tempo de analise mais longo comparado
ao analisador quadrupolar, ndo sendo indicado para andlises de rotina.

Tabela 2.3 - Resolucdo necesséria para resolver interferéncias espectrais

Analito (massa) Interferente (massa) |Am| m R
SAs (74,9216) 40Ar35C| (74,9312) 0,00963 75 7788
53Cr (52,9406) 37CI*%0O (52,9608) 0,02016 53 2629
8Fe (55,9349) 40Ar1eQ (55,9572) 0,02235 56 2505
40Ca (39,9625) 40Ar (39,96238) 0,00021 40 190476

87Sr (86,9088) 8Rb (86,90918) 0,00029 87 300000
Fonte: (WOLF R., 2005)

Apesar dos beneficios da alta resolugéo, cerca de 90% dos ICP-MS
instalados pelo mundo operam com analisadores quadrupolares, devido a
maior rapidez nas analises e menor custo de aquisicdo e operacao
(THOMAS R., 2002). Outras formas ja citadas para reducao ou eliminacdo
das interferéncias espectrais como equacdes matematicas, tecnologia de
plasma frio, e células de colisdo e/ou reacao sdo 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 correcdo exigida ira
depender da complexidade de matriz, da sensibilidade do analito analisado
e dos niveis de interferéncia do mesmo.

As duas ferramentas empregadas neste trabalho foram as equacdes
matematicas e célula de colisdo. Em casos de interferéncias isobaricas e
ions poliatbmicos mais simples, séo utilizadas equacdes no software do
equipamento, baseadas na medida da intensidade do interferente em outra
unidade de massa, livre de inferéncia isobéarica, sendo que a correcdo &

aplicada na razao desta intensidade pela intensidade da massa do analito
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afetado. Por exemplo, a determinacdo de ''“Cd na presenca de '4Sn,
emprega-se a equacdo 4Cd = li114 — (*1*Sn/1*8Sn) x (*18Sn), onde leva-se
em consideracdo a intensidade de outro isétopo de estanho (livre de
interferéncia) pela razao relativa a abundancia natural destes dois isotopos.
Em casos de interferéncias mais complexas como as poliatdmicas, as
equacdes se tornam menos eficazes, sendo necessario outras ferramentas
para corrigi-las.

A tecnologia de célula de colisdo consiste em um quadrupolo
posicionado antes do analisador de massa, o qual € preenchido por um géas
colisional quimicamente inerte, como hélio (He), e operado por uma
poténcia RF que ira discriminar o analito do interferente. Esta discriminacéo
se da pela diferenca na energia cinética produzida pela colisdo do ion ou
molécula interferente com o analito. Como o raio do ion poliatdmico é maior
que o do analito, a tendéncia € o mesmo sofrer mais colisbes durante o
tempo. Apesar da perda de sensibilidade causada pelas colisbes, caso
otimizado corretamente, a utilizacdo da célula de colisdo pode resolver
interferéncias espectrais complexas. Os parametros que devem ser
otimizados, neste caso, sao o fluxo de géas colisional na célula e a voltagem

aplicada as hastes do quadrupolo.



OBJETIVOS 33

3. OBJETIVOS

O objetivo principal do trabalho consistiu na determinagdo da
concentracdo total de arsénio em tilapias coletadas em ambiente natural
(rios e pesqueiro) e criadas no laboratorio. Além disso, foi realizado um
ensaio de bioacumulacdo de arsénio(lll) afim de se avaliar o
comportamento deste contaminante por meio de parametros

toxicocinéticos. Os objetivos especificos sdo divididos em duas fases:

I. Determinacao de arsénio:

e Otimizagdo dos parametros instrumentais para determinacdo de
arsénio;

e Determinacgéo do teor total de arsénio em tilapias coletadas em rio,
pesqueiro e mercado municipal;

e Avaliacdo da distribuicdo dos contaminantes pelos tecidos (filet,
estdbmago, branquias e figado);

e Estudo da estimativa de ingestdo semanal de arsénio pela

populacao brasileira.

Il.  Bioacumulagéo de As (lll):

e Ensaios de Bioacumulagdo com As (llI);
e Avaliacdo dos parametros toxicocinéticos;
e Avaliacdo da distribuicdo do arsénio nos tecidos de interesse (filet,

estdbmago, branquias e figado).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucdes

As vidrarias, frascos, tubos de ensaio, ponteiras e outros materiais
utilizados nos experimentos foram previamente descontaminados e
desmineralizados em banhos acidos contendo 10% (v/v) de HNOs durante
48 horas e, logo apos, lavados trés vezes com agua deionizada ultrapura.
No preparo de reagentes e padrfes foi empregado agua deionizada
purificada em sistema Milli-Q® (18,2 Q cm, Millipore, EUA). Nas digestdes
por micro-ondas foi empregado HNOs concentrado (Sigma-Aldrich)
subdestilado e H202 (Sigma-Aldrich) 30% (v/v). Para o funcionamento do
moinho criogénico utilizou-se nitrogénio liquido (99,999%) fornecido
pela Nitrogen Comércio De Nitrogénio Liquido Ltda. - ME (Ribeirdo Preto,
SP).

Para a construcao das curvas analiticas e preparo das solucdes de
calibracdo necessarias para a analise de arsénio por ICP-MS, foram
utilizados padrdes preparados a partir de diluicbes intermediarias de
solucédo estoque de arsénio 998 + 2 mg L (Fluka® Analytical traceCERT®
CRMs for ICP-MS). Uma solucao preparada a partir do sal arsenito de sodio
(NaAsO:2) foi empregada nos ensaios de bioacumulacdo em tilapias criadas
no laboratério. Argdnio (99,999%) e hélio (99,999%) foram fornecidos pela
White Martins (Sertdozinho, SP) e utlizados como gerador de
plasma/nebulizador/gas auxiliar e gas colisional respectivamente.

A fim de avaliar a exatiddo do método foram utilizados materiais de
referéncia certificado NIST 1640a (trace elements in water), NIST 1566a
(Oyster Tissue) e NRCC DORM-3 (Fish Protein) com valores certificados
de arsénio total de 8,075 +0,070 ug L, 7,65 0,65 e 6,88 +0,30 ug g*

respectivamente.
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4.2 Coleta e preparo de amostras

A coleta das tilapias foi realizada no periodo de julho a agosto de
2015 seguindo critérios legais e que visavam a qualidade dos resultados
evitando possiveis contamina¢des do meio. De acordo com o paragrafo 2°
do Artigo 3° da Instrucdo Normativa N° 03, de 01 de setembro de 2014 que
regula a coleta e captura de espécies com finalidade cientifica ou didatica
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2014), a norma néo se aplica a coleta
e transporte de material biolégico de espécies domesticadas ou cultivadas,
silvestres exoticas em condicdo ex situ com exce¢do a pesquisas
realizadas em unidades de conservacao federal de dominio publico, ndo
sendo necessario portanto autorizacdo especial para captura das tilapias
nestes locais.

Foram coletados 5 exemplares de trés locais distintos da regido
noroeste do Estado de Sdo Paulo: um pesqueiro préximo a regido de Sao
José do Rio Preto (coordenadas 20°45'49"S 49°13'16"0), em um sistema
de criagcdo em tanques-rede no Rio Tieté proximo a regido de Buritama
(coordenadas 21°7'7.58"S 50°10'29.81"0) e uma peixaria localizada na
cidade de Votuporanga (coordenadas 20°25'1.10"S 49°58'31.48"0). A
Figura 4.1 mostra um mapa com a localidade dos pontos de coleta dos
exemplares de peixes, destacando os principais corpos d'agua da regiao
(Tieté, Turvo e Grande). Foram coletadas amostras de agua no meio onde
as espécies de peixe foram recolhidas, e as mesmas foram estocadas em
refrigerador a -5 °C para posterior analise visando a determinacdo de
arsénio total.

Os peixes coletados foram armazenados dentro de sacos plasticos
hermeticamente fechados em uma caixa térmica desmineralizada com gelo
e levados prontamente ao laboratério. Em seguida os mesmos foram
lavados com agua deionizada, medidos, pesados e submetidos a retirada
dos principais orgaos (branquias, esttmago e figado) com o auxilio de

materiais cirargicos de aco inoxidavel. Uma porcdo 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 biol6gicas
(4 de cada ponto). Todas as amostras foram liofilizadas em frascos de vidro
conectados a um sistema de vacuo operando a -195 °C por 72 horas, e em

seguida estocados em dessecador.

Figura 4.1 - Pontos de coleta dos peixes, destacando os principais corpos d'agua
daregido Noroeste do Estado de S&o Paulo
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Fonte: Adaptado de Secretaria de Saneamento e Recursos Hidricos (2015).

As amostras liofilizadas foram levadas a Embrapa Pecuaria Sudeste,

na cidade de S&ao Carlos para os processos de moagem e digestdo. A



PARTE EXPERIMENTAL 37

moagem das amostras de tecido de peixe foi realizada empregando um
moinho pulverizador criogénico modelo MA775 (Marconi, Piracicaba, SP).
O moinho com capacidade para 9 litros de nitrogénio liquido, disponibiliza
um sistema eletrénico para variacdo de velocidade e tempo de moagem e
sensor do nivel de nitrogénio 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 frequéncia de 20 Hz, sendo que os tecidos musculares necessitaram
de uma etapa anterior para diminuicdo das particulas feita por meio de uma
faca de ceramica.

As digestbes 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 HNOz (7,0 mol L) e 2,0 mL de H202 30% m m' em frascos fechados
de PTFE. O programa de aquecimento do micro-ondas para digestao esta
descrito na Tabela 4.1. Sensores de temperatura e pressao foram utilizados
em todas as digestdes. Apés a digestao, as amostras e os brancos foram
transferidos e ajustados quantitativamente para frascos de polipropileno de
30 mL, e seus volumes ajustados com &gua ultrapura. Todo processo foi

feito em triplicata, incluindo as solu¢des do branco analitico.

Tabela 4.1 - Programa de aguecimento do micro-ondas para digestdo das amostras
de tecidos de til4pia

Etapa Poténcia Temperatura Tempo de
(W) (© espera (min)
1 1100 190 20
2 1100 190 20

Resfriamento 0 0 10
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4.3 Instrumentacao

As determinacdes de arsénio 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 colisdo e
discriminag&o por energia cinética (KED) a base de gas Hélio. O esquema
dos principais componentes no ICP-MS empregado estd demonstrado na

Figura 4.2.

Figura 4.2 - Principais componentes do NexION 300X utilizado.
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EEESEER- Cone Tripla
B

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

Além da operacdo em configuracdo padrdo do instrumento (sem
utilizacdo da célula universal), a UCT permite que o ICP-MS opere em
modos diferentes, dependendo do nivel de remocdo de interferéncia e
limites de deteccdo necessarios. No desenvolvimento deste projeto foi
empregado o modo de operacdo por discriminacdo de energia cinética
(KED) que apesar da perda de sensibilidade na deteccdo, possibilita a
remocéao de grande parte do interferente poliatdmico de ">As (“°Ar35Cl).

A poténcia de radiofrequéncia (RF) adotada foi de 1600 Watts. Os
parametros instrumentais foram otimizados sempre antes das analises e a
Tabela 4.2 apresenta as configuragcdes instrumentais bem como

0s parametros de aquisicao de dados.
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Tabela 4.2 - Configuracao instrumental e parametros de aquisicao de dados

Parametros instrumentais

Potencia RF 1600 W

Vazao de gas no plasma 18 L min*
Vazao de gas auxiliar 1,2 L mint
Vazao de gas no nebulizador 1,01 L min?
Voltagem de entrada -3,00V
Voltagem de saida -32,00V

CRO? -15,00 vV

QROP -12,00 VvV
Parametros de aquisicdo de dados

Numero de varreduras por leitura 50

(sweeps)

Numero de leituras (readings) 1

Numero de replicatas 3

Tempo de espera (Dwell Time) 25s

Gas de colisédo Hélio

RPq°¢ 0,25V

Vazao de gas na Cela de Colisédo 0,1 - 3,0 mL min*
Faixa de calibracédo 0,1-150pug L?

a — CRO (Cell Rod Offset) — € a voltagem aplicada ao quadrupolo da cela de
reacdo/colisdo; b — QRO (Quadrupole Rod Offset) — é a voltagem aplicada ao quadrupolo
analisador de massas; ¢ — RPq esta relacionado a voltagem aplicada as hastes do

quadrupolo e precisa ser otimizada.

4.4  Estimativa de ingestéo diaria de arsénio

A estimativa de ingestédo diaria ou mensal de arsénio foi calculada
baseada no consumo médio de peixes frescos da populacéo brasileira
indicada pelo Ministério da Pesca e Aquicultura que estabeleceu um
consumo médio de 14,50 kg (40g dia) por habitante no ano de 2013. Essa
estimativa é Gtil na avaliagdo dos riscos associados a ingestdo cronica de
arsénio, o que pode causar desde lesbes na pele a complicacdes
cardiovasculares e canceres.

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 provisoéria de ingestao
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semanal toleravel (provisional tolerable weekly intake — PTWI) de 15 ug kg
! por peso corporal, porém a European Food Safety Authority (EFSA) Panel
on Contaminants in the Food Chain (CONTAM Panel) determinaram que
essa estimativa ndo era mais apropriada visto que dados obtidos
mostravam que o arsénio inorganico causava cancer de pulmao e bexiga
em niveis antes considerados seguros (OMS, 2010; FONTCUBERTA et al.,
2011).

O CONTAM Panel estabeleceu doses de referéncia (benchmark
dose lower limit - BMDL) variando de 0,3 a 8 ug kg por peso corporal/dia
COmMO um marco para a caracterizacao dos riscos causados pelo arsénio
inorganico, sendo que essas doses correspondem a um valor limite de
confianca de 95% da BMDL que causa 1% de risco adicional (BMDLo1) a
quadros de cancer de pele, bexiga e pulmao (EFSA, 2010). Baseado em
estudos epidemiolégicos o JECFA recomendou valores de referéncias mais
restritivos de 2 a 7 ug kg por peso corporal/dia e que correspondem a um
aumento de 0,5% na chance da incidéncia de cancer de pulmé&o (BMDLos)
(EFSA, 2014). A estimativa de ingestao de arsénio diaria nesta dissertacao
sera calculada com base no peso corpéreo médio da populacéo brasileira
de 18 a 65 anos apresentado pelo IBGE de 69 kg (masculino) e 60 kg
(feminino) e extrapolando o consumo médio da populagcédo para uma Unica

espécie (tilapia) de acordo com a equacao (1).

Ingestio diaria de As (ug kg~ 'peso corpéreo dia™1) = (1)

consumo da populagio (g dia™') x conc. determinada de As (ug kg™1)

= 1000
peso corporeo (69 ou 60 kg)

4.5 Validacdo do método proposto

A fim de garantir a exatiddo dos dados, materiais de referéncia

certificados (MRC’s) foram incluidos em todas as analises, representando
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cada matriz. Foram utilizados materiais de referéncia certificados NIST
SRM 1640a (elementos tragcos em agua natural), NIST SRM 1566a (tecido
de ostra) e NRCC DORM-3 (proteina de peixe).

Cada amostra foi analisada em triplicata e padrdes analisados a
cada 10 leituras afim de se manter o nivel do desvio padréo relativo (DPR)
abaixo de 15%. Foram construidas curvas analiticas com 7 pontos (0,1, 0,5,
1,0, 2,5, 5,0, 10,0 e 15,0 ug L) preparadas através de solucdes estoque
de arsénio, buscando coeficientes de determinacdo (R?) maiores que 0,99.
Além disso, foram obtidos os limites de deteccao e quantificacdo por meio
da andlise dos brancos e do coeficiente angular das curvas analiticas. A
estatistica descritiva foi calculada utilizando os softwares Excel (2013) e
Past.

O limite de deteccédo representa a menor concentracao do analito
que pode ser detectado seguramente e que produz um sinal que pode ser
distinguido de zero (ou do sinal do branco), mas ndo necessariamente
quantificado (GONZALEZ;, HERRADOR, 2007). Através da curva de

calibragdo pode-se calcular o LD pela equacgéo (2):

Sb
LD=32" (2

sendo que ‘Sy’ € o desvio padrao de 10 medidas da intensidade do branco
e ‘b’ é o coeficiente angular da reta.

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo do analito que
pode ser determinada quantitativamente com precisdo aceitavel sob as
condicdes analiticas estabelecidas (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). O
LQ pode ser determinado do mesmo modo que o LD substituindo o fator 3

por 10:

L0=102 (3
Q= " (3)

Normalmente os processos que avaliam a tendéncia ou recuperacao
(veracidade) de um método sao feitos atraves de relagdes entre uma série
de resultados obtidos nas analises com materiais de referéncia certificados

(MRC). A tendéncia pode ser expressa como recuperacdo analitica
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(INMETRO, 2011). Quando a recuperacao € obtida a partir do uso do MRC,
o fator de recuperacéo é calculado através da equacédo (4) (BRASIL, 2011):

Cmed

x100  (4)

frec,MRC =
MRC

onde ‘Cmed’ € a concentragdo medida na analise do MRC e ‘Cwvrc’ € a
concentracédo declarada no certificado. As percentagens de recuperagao
aceitveis adotadas em nosso trabalho sdo apresentadas na Tabela 4.3.
Portanto a exatidao € avaliada pela proximidade dos resultados obtidos de

recuperacdo analitica com os valores apresentados pelo MRC.

Tabela 4.3 - Percentagem de recuperacao aceitavel dependendo da concentragéo
de analito

Unidade do analito Faixa de recuperacéao (%)

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” (Gonzalez A., Herrador M., 2007).

Por outro lado, a precisdo esta relacionada com a dispersao dos
resultados feitos em replicatas de uma mesma amostra ou amostras
parecidas em condicbes definidas (BRASIL, 2011). Normalmente é
expressa pelo coeficiente de variagdo (CV) ou desvio padrdo relativo
(DPR).

4.6 Ensaios de bioacumulag&o com As(lll)

Antes do inicio do experimento toda metodologia a ser aplicada no
trabalho foi aprovada por avaliacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA da UNESP, utilizando do dispositivo da Lei n° 11.794, de
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8 de outubro de 2008, e da Resolu¢bes Normativas do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdao Animal — CONCEA.

Os peixes utilizados para o ensaio de bioacumulacéo foram obtidos
com o responsavel pelos tanques de piscicultura do campus do
IBILCE/UNESP. Foram coletados com auxilio de uma rede de pesca 35
individuos da espécie Oreochromis niloticus visivelmente sem lesdes,
doencas ou deformidades. Em seguida permaneceram por um periodo de
14 dias de aclimatacdo em tanques de 450 litros de 4gua com oxigenacao
e temperatura controlada (27 + 2 °C), alimentados diariamente com ragao
propria para peixes juvenis.

O delineamento experimental foi baseado em Liao et al. (2008).
Todo o experimento foi realizado em aquarios de plastico retangulares de
25 Litros, aerados constantemente. A concentragcdo de arsénio (Ill) foi
fixada em 1 ug mL* para cada aquario. Esta alta concentragao é necessaria
para produzir niveis de As nos tecidos da tilapia que sejam viaveis para a
avaliacdo da toxicocinética deste contaminante. Prepararam-se solucdes
de As (lll) dissolvendo uma quantidade calculada de arsenito de sédio de
grau analitico (NaAsOz2) em agua deionizada. As soluc¢des foram diluidas
para a concentracdo nominal com agua da torneira local.

As tilapias foram divididas em 6 grupos (Controle, G1, G2, G4, G7 e
G14) contendo 5 individuos em cada (n = 5), referente aos dias de teste (O,
1, 2, 4 e 7 dias), totalizando 30 tilapias (Figura 4.3). O grupo do dia “0” foi
considerado o “grupo Controle” do experimento, ou seja, aquele que nao
entrou em contato com arsénio. Os peixes foram retirados da agua apos 1,
2, 4, e 7 dias de absorcéo/bioacumulacéo. Os individuos dos grupos G14
passaram pelo mesmo periodo de exposicao de 7 dias e em seguida foram
alocados para aquéarios livres de contaminante e deixados |4 para um
periodo de depuragdo de mais 7 dias (totalizando 14 dias para o grupo
G14).
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Figura 4.3 - Esquema do ensaio de bioacumulacéao
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Fonte: autoria propria.

Ao final dos testes de exposicéo e depuragdo, os animais de cada
grupo foram coletados, anestesiados e induzidos a morte por imersao em
adgua com 28 mg L de benzocaina e tiveram seus figados, branquias,
estbmagos e musculos coletados e congelados a -80°C para posterior
preparo de amostras e andlises em ICP-MS. Amostras de agua dos
aquarios foram coletadas diariamente para avaliacao dos niveis de arsénio.
Todos o0s grupos estavam sob as mesmas condicbes (temperatura e
oxigenacdo) e durante o experimento foram alimentados com racdo para
peixes a cada dois dias. Todos os peixes receberam o mesmo tratamento
e as condi¢cdes de pH e temperatura foram verificados diariamente, nao
apresentando variagoes significativas.

O método para determinar os parametros toxicocinéticos, as
constantes de absorcdo e de taxa de depuracdo para cada 6rgéo/tecido
alvo se deu pelo ajuste dos dados obtidos das concentracdes para a forma
integrada da equacgdo cinética para a exposicdo constante da agua,

utilizando analise por regressdo nao-linear (CHOU et al., 2006; TSAI &
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LIAO, 2006; LIAO et al., 2008; TSAIl et al., 2011; TSAl et al., 2012; CHEN
& LIAO, 2012).

k
Co(8) = Gyt = et + 22 C,(1—e™hat)  (5)
d

onde Co(t) é a concentracdo de As dependente do tempo determinada no
6rgao alvo da tilapia (ug g?), Co(t=0) é a concentragdo de As no tecido alvo
no inicio do ensaio (g g1), ka € a constante da taxa de absorcéo especifica
de cada 6rgéo (mL g d?), kg € a constante da taxa de depuracéo (d1),t é
o tempo em dias, e Ca é a concentracédo de As na agua (ug mL?). O tempo
de meia-vida da depuracédo (ty2) foi calculada como In2/kq. O fator de
bioconcentragdo (BCF) pode ser calculado como BCF=Kka/kq,
representando a capacidade de acumulacéo liquida que é o resultado da
competicdo entre os processos de absorcdo e depuracdo. Utilizamos a
opcdo de analise ndo-linear do software Origin (OriginLab Corporation)
para executar todos os ajustes de curvas. O Origin também foi utilizado
para calcular o coeficiente de determinacdo (r?) e realizar andlises
estatisticas (analise de variancia — ANOVA). A significancia estatistica foi
justificada se os valores de p fossem inferiores a 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo do método de analise

Primeiramente foi realizado uma otimizacdo do método de analise
por ICP-MS por meio da determinacgdo da concentragao de arsénio total de
trés materiais de referéncia certificado (MRC’s). Dois modos de operacao
do ICP-MS foram avaliados, padrédo e KED, afim de se obter os resultados
mais exatos possiveis dentro da faixa de desvio padrdo dos MRC’s. No
modo padréo de operacdo do instrumento, no qual ndo existe a fungcao da
UCT, foram testadas duas equa¢des matematicas com intuito de se avaliar
a correcdo dos possiveis interferentes presentes nas amostras, além do
modo padréo sem corre¢gdes. No modo KED foram testadas cinco vazdes
de géas hélio na cela de colisdo para se observar os niveis de correcao e a
perda de sensibilidade oferecido por este modo de operacdo do
instrumento. A Tabela 5.1 mostra os parametros de otimizacédo avaliados
para os dois modos de operagdo. As equacOes de correcdo estao
representadas abaixo.

Tabela 5.1 - Pardmetros de otimizagdo do método (modo padrédo e KED) de anélise
por ICP-MS.
Modo Padréo KED
Condicéo 1A 1B 1C 2A 2B 2C 2D 2E
Fluxo de He

-~ 02 05 1,0 20 30

(mL min™®
Equagdo i g
(correcéo)

1 - 1B equacgio de corregio = —3,127 x massa77

2 — 1C equagio de corregdo = —3,127 x (massa77 — 0,874 x massa82)



Intensidade (cps)

Intensidade (cps)
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Para cada parametro testado foi realizada uma curva analitica afim

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

As curvas foram preparadas com 8 concentracdes crescentes de arsénio

(0,1 — 15,0 ug L't) em meio de HNOs 1% v/v, e as intensidades registradas

pelo equipamento foram utilizadas para a construgdo dos graficos como

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

0S parametros testados se apresentaram dentro dos limites estabelecidos

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

Figura 5.1 - Curvas analiticas dos parametros de otimizac¢&o instrumental.
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Fonte: autoria propria

Pode ser observado no eixo das coordenadas a diminuicdo da
intensidade detectada pelo instrumento com o aumento da vazéo de gas
no modo KED também comparado ao modo padréo. Essa diminuicdo pode
ser explicada pelo aumento de colisdes ocorridas na célula universal. A
Tabela 5.2 mostra os parametros de desempenho do método. Por meio da
diminuicdo dos coeficientes angulares apresentados pode-se confirmar a
perda de sensibilidade ocorrida com o aumento da vazdo de gas hélio.
Apesar dessa perda de sensibilidade, os modos de operacdo com o KED
mantiveram os limites de detec¢cédo e quantificacéo relativamente baixos,

proximos dos modos em operacao padréo.
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Tabela 5.2 - Parametros de desempenho dos diferentes métodos de deteccédo por

ICP-MS.

Faixa linear Coef. , b 1 1

Modo (Mg LY) Angular R LOD (ugL?%) LOQ (ngL™)
1A 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

0,1-15,0

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 — Condi¢do padrdo do ICP-MS, sendo 1A sem utilizacdo da equacdo de
correcéo e 1B e 1C empregando equacdes de correcdo. 2 — Condi¢do KED, sendo que 2A

— E foi variado a vazao do fluxo de gas hélio na faixa de 0,2 a 3,0 ml min-.,

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados baseados
na intensidade determinada a partir de 10 medidas do branco analitico e
nos coeficientes angulares de cada curva analitica. Por meio da analise dos
materiais de referéncia certificado foi possivel determinar o melhor
parametro de operacéo do ICP-MS para as determinacdes de arsénio nas
amostras. A Figura 5.2 mostra um gréafico de barras comparando os valores
de recuperacdo (%) para cada parametro testado frente aos valores
certificados e seus desvios padrao relativos (RSD). Observando o grafico
fica claro que o parametro 2D — vazdo de gas hélio em 2,0 mL min no

modo KED — apresentou resultados mais exatos, ou seja, dentro dos
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valores de referéncia certificados. J& no modo padréo (1A, 1B e 1C) nédo se
observou resultados satisfatorios, mesmo com o emprego das equacgdes de
correcao de interferéncias.

Estas equacbes matematicas foram fornecidas pelo proprio
equipamento como uma alternativa para a reducdo de interferéncias
poliatbmicas de arsénio, quando utilizado o modo de operacédo padréo. A
primeira delas utiliza a intensidade registrada na massa 77 levando em
consideracdo o isétopo menos abundante de cloro — 3'Cl (*°Ar3’Cl),
enguanto a segunda leva em conta os is6topos de selénio (/Se e 82Se).
Entretanto o modo de operacdo KED se mostrou preciso nos resultados
obtidos.

Figura 5.2 - Porcentagem de recuperacéo das concentracfes certificadas nos
diferentes métodos empregados na analise dos MRC'’s.
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Fonte: autoria propria

Além disso, foi aplicado uma analise de variancia de um critério (one-
way ANOVA) a fim verificar que houve diferencas estatisticamente
significativas entre os valores obtidos e os certificados. Em seguida, o teste
de Tukey permitiu identificar os grupos com valores significativamente
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diferentes dos valores certificados. A Tabela 5.3 mostra as concentracdes

obtidas nas condi¢cdes testadas em comparacdo com os Vvalores

certificados.

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

NIST 1640a Oyster Tissue DORM-3

Certificado 8,070 +0,0702 7,65 +0,65P 6,88 +0,30¢

1A 8,413 +0,1282 5,48 +0,37* 4,77 +0,53*
(104) (72) (69)

1B 3,150 +0,060* 5,11 +0,38* 4,11 +0,47*
(39) (67) (60)

1c 9,350 +0,080* 5,67 +0,36° 4,91 +0,55*
(116) (74) (71)

" 8,080 +0,0502 5,78 +0,34° 4,86 +0,22*
(100) (76) (72)

B 8,050 +0,0502 6,25 +0,79° 5,03 £0,25*
(100) (82) (73)

oc 8,070 +0,0907 7,02 +0,64° 5,26 £0,22*
(100) (92) (76)

8,140 +0,1802 8,41 +0,87° 5,47 +0,85¢
2P (101) (110) (80)

E 8,200 +0,4102 10,62 £1,44* 4,43 +1,01*
(102) (139) (64)

a, b, c — letras iguais sao valores significativamente semelhantes (p>0,05)

* — valores com diferencgas significativas (p<0.05)

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

Tukey aplicado, as condigcbes no modo padrdo ndo apresentaram valores

estatisticamente semelhantes com as concentracdes certificadas. J& nas

condicdes empregando o modo KED, a Unica que mostrou valores

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

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

o gréafico de barras.
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5.2 Determinacgéo do teor total de As nos tecidos de tilapias

ApOs a otimizagdo dos parametros instrumentais, foram analisadas
as amostras de tilapia (filet, branquias, figados e estbmagos) dos trés locais
de coleta. As determinacdes foram realizadas em triplicata e os RSDs se
mantiveram abaixo de 20%. Foi levado em considera¢do o musculo, ou filet
como sendo a porgédo consumida pelos seres humanos, enquanto que as
visceras como 0s Orgaos internos analisados (branquias, figado e
estbmago). A Tabela 5.4 mostra os resultados em pg g* obtidos na

determinacao da concentracao total de arsénio em cada amostra analisada.

Tabela 5.4 - Concentracdo total de arsénio determinada por ICP-MS no musculo,
branquias, figados e estbmagos das amostras de tildpias, além da média
determinadas nas aguas coletadas em cada meio (n = 3, +SD).

Arsénio total nos tecidos (ug g*) e 4guas (ug L?)

Te’cidos/ Rio Tieté Pesqueiro Mercado
Agua

Musculo 0,021 +0,001 0,038 +0,006 0,031 +0,004

Estbmago 0,052 £0,009 1,170+0,046 0,034 +0,002
Figado 0,032 +0,003 0,051 +0,007 0,029 +0,002

Brénquia 0,016 +0,001 0,039 £+0,001 0,031 +0,002
Agua 0,337 £0,001 0,221 +0,012 0,234 0,029

Em relacdo aos locais de coleta (Tieté, pesqueiro e mercado), nao
houve variacdo significativa (p>0,05) entre as concentracoes de As
determinadas. Pode-se observar que as branquias apresentaram valores

de contaminante relativamente baixos e 0s menores se comparados aos
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outros tecidos analisados, com excecéo as do mercado que apresentaram
niveis proximos aos encontrados no figado. Atualmente ndo ha uma total
compreensao sobre os processos e mecanismos de bio-absorcdo de
arsénio em tilapia, principalmente devido as formas como esse
contaminante € captado pelos tecidos, aos niveis presentes no meio, e a
forma em que ele se apresenta. O termo bio-absorcao descreve o processo
pelo qual uma substancia penetra no corpo de um ser aquatico (CHEN;
LIAO, 2004). As branquias sdo 6rgdo complexos e multifuncionais que
exercem papeis de transporte i0nico, trocas gasosas e excrecdo de
residuos. Além disso, as branquias séo o principal alvo para a toxicidade
aguda de metal no peixe e que séo considerados como o local de absorcgéao
primaria dominante de metais (ALVARADO et al., 2006).

Tsai et al. (2012) estudaram a toxicocinética em tilapias expostas a
concentragdes de arsénio e determinaram as menores concentragdes nas
branquias e musculos, estando de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho. Além disso, 0 mesmo estudo avaliou as constantes de
depuracdo de metais nos érgaos da tilapia, chegando a conclusao de que
0os musculos possuem melhores habilidades de depuracdo. As
concentracfes de arsénio determinadas nos filets variaram de 0,021 a
0,038 pg g, comparaveis aos reportados por Wu et al. (2014) que
determinaram concentracdes na faixa de 0,014 a 0,037 pug g* do mesmo
contaminante nos filets de peixes em varias cidades da China.

As concentracdes de As determinadas nos filets e branquias se
mostraram relativamente proximas, especialmente nos peixes coletados no
pesqueiro e mercado, variando de 0,038 — 0,039 e 0,031 pg gt
respectivamente, e 0,016 — 0,021 pg g* nos peixes do Tieté. Alguns
estudos na literatura indicam que a bioacumulagéo direta de arsénio pela
tilapia € proporcional a concentracdo dessa espécie na agua (AKAN, 2012;
LIAO et al., 2003). As concentracfes de As nas aguas determinadas no
presente trabalho estiveram na faixa de 0,221 — 0,337 pg L' e ndo houve
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variacao significativa entre os locais de coleta (p>0,05), o que pode explicar
a proximidade dos valores observados de As nas branquias.

A concentracdo de As total nas amostras de figado apresentou-se
préxima comparados as branquias e filets, com excecao aos do pesqueiro
(0,051 ug gt), em 0,029 e 0,032 ug g* para as tilapias do mercado e Tieté
respectivamente. Os tecidos do figado nos peixes sdo comumente
utilizados como indicadores ambientais para poluicdo aquatica e a literatura
mostra que em muitos casos 0 mesmo também tem um papel importante
no armazenamento de contaminantes, redistribuicdo, desintoxicacdo ou
transformacao e atua como um sitio ativo de efeitos patologicos induzidos
por contaminantes (LICATA et al., 2005). A diferenca observada nos
valores de As entre os figados dos locais de coleta pode ser explicada pelas
diferencas nos tamanhos dos peixes que, apesar de apresentarem 0
mesmo comprimento em centimetros, possuiram peso corporal variado,
impactando nos tamanhos dos figados coletados e resultados obtidos. Al-
yousuf, El-shahawi e Al-ghais (2000) indicaram que as concentracfes de
metais geralmente diminuem com o aumento do tamanho do peixe.

Levando em consideracdo aspectos de tamanho do peixe, pode-se
explicar os resultados de As observados para as tilapias coletadas no
pesqueiro que, por apresentarem menor peso corporal, resultaram em
niveis de arsénio maiores comparados aos outros dois locais de coleta. O
estbmago foi o 6rgdo que apresentou maiores concentracdes de arsénio
em todas as amostras analisadas, em uma faixa de 0,034 — 1,170 ug g*. A
ordem das concentracdes de As determinadas em cada ponto de coleta foi:
estdbmago > figado > filet > branquias (rio Tieté); estdbmago > figado > filet
= branquias (pesqueiro); e estbmago > filet = branquias > figado (mercado).
Esta ordem resultante é semelhante ao estudo realizado por Liao et al.
(2003), no qual a ordem estabelecida de bioacumulagéo de As nos tecidos
foi: estomago > figado = branquias > filet.

A amostra de estdbmago das tilapias coletadas no pesqueiro foram

as unicas que apresentaram um corpo de fundo apés a digestao por micro-
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ondas em frascos fechados, mesmo depois das mesmas terem sido
refeitas, e também as que resultaram em um nivel elevado de arsénio
(1,170 pg g1) comparado aos outros locais. Nao foi possivel correlacionar
os resultados obtidos com a presenca do corpo de fundo, pois 0s mesmos
nao foram analisados. Entretanto pode-se especular que esta
concentracéo elevada de As seja explicada pelo sistema de criagcdo dos
peixes. Sabe-se que o tanque onde as tilapias foram retiradas é utilizado
na pesca esportiva e 0s peixes que vivem ali sdo alimentados com diversos
tipos de alimentacdo, sintética ou natural, o que pode contribuir para estes
resultados. Portanto sdo necessarias analises mais aprofundadas levando
em consideracdo a alimentacdo e sedimento de onde vivem estes peixes.
A Figura 5.3 mostra a distribuicdo do contaminante pelos tecidos dos peixes

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

Figura 5.3 - Distribui¢cdo da concentracéo de As total em diferentes amostras de
tecido analisadas por ICP-UCT-MS de tildpias cultivadas em diferentes condi¢des.
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Conforme observado na Figura 5.3, 0s niveis de concentracdo de
arsénio encontrados para os peixes de mercado sdao semelhantes entre
todas as amostras de tecidos analisadas. No entanto, o maior valor de
concentracdo de As foi obtido para as amostras de estdbmago dos peixes
do lago de pesca (pesqueiro), em comparagdo com outros tecidos
analisados, o que pode indicar que nos peixes menores a acumulacéo e
distribuicdo de arsénio ndo é uniforme, considerando os tecidos bioldgicos
analisados. De fato, o tamanho do peixe pode influenciar na distribuicéo e
acumulacao de arsénio em seu corpo.

Como também observado para 0s peixes que apresentam um peso
corporeo de cerca de 700 gramas, 0s niveis de concentracdo de As também
foram semelhantes entre as amostras analisadas. Neste caso, verificou-se
um ligeiro aumento da concentracao de arsénio nos tecidos do estbmago e
do figado, o que indica novamente que o peso corpdreo do peixe pode
influenciar na distribuicdo e acumulacédo semelhantes de arsénio. Como ja
citado, pesquisadores indicaram que as concentracfes de metais
geralmente diminuem com o0 aumento do tamanho do peixe (peso
corpéreo), perfil observado nos resultados obtidos. No entanto, essas
observacdes estdo sendo estudadas a fim de verificar se o tamanho do
peixe realmente pode influenciar na distribuicdo e acumulacdo de As em

peixes da mesma espécie.

5.3 Estimativa da ingestdo de As pela populacdo 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 consideracdo os anos de 2012 e 2013,
atingindo a marca de 14,5 kg habitante’? ano. A Figura 5.4 mostra este

crescimento da ingestdo de peixes na ultima década. A estimativa de
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ingestdo de arsénio pela populagdo foi calculada tendo em vista esse
consumo, levando em consideracdo também o peso corpéreo médio de
homens e mulheres adultos na faixa etaria 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 populacédo brasileira (MPA,;
MDIC e IBGE, 2013).
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Fonte: adaptada pelo autor

Levando em consideracdo apenas a ingestdo de tilapias e
assumindo o musculo ou filet como a parte consumivel dos peixes, tem-se
uma média de concentracdo de arsénio total, partindo dos resultados
obtidos, de 0,030 +0,008 ug g*. Baseado nestes dados, a estimativa de
ingestdo semanal de arsénio pela populacdo brasileira resultou em 0,121 e
0,139 g kg?' peso corpéreo! semana! para homens e mulheres
respectivamente. Estes niveis estdo bem abaixo do valor guia estabelecido
em 1989 pela JECFA, o PTWI de 15 ug kg por peso corporal. A Figura 5.5
mostra um gréafico da estimativa de ingestdo semanal de arsénio levando
em consideracdo o crescimento do consumo por parte da populacéo

brasileira.
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Em termos de ingestéo diaria de arsénio, a estimativa fica em 0,017
e 0,020 pg kg?! peso corpéreo! dial para homens e mulheres
respectivamente. Sendo que estes niveis também se encontram bem
abaixo dos valores restritivos recomendados pelo CONTAM Panel (0,3 —
8,0 ug kg peso corpéreo? diat) e JECFA (2,0 — 7,0 ug kg peso corpéreo
dia™!) como marcos indicadores de possivel incidéncia no desenvolvimento
de cancer. Apesar de que 0s niveis de seguranca aos quais 0S guias
internacionais estabelecem se aplicam as concentracdes de arsénio
inorganico, muito mais téxico ao ser humano comparado aos compostos
organicos.

Figura 5.5 - Estimativa de ingestdo semanal de arsénio levando em consideracé&o o
crescimento do consumo por parte da populacao brasileira.
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Fonte: autoria prépria

Observando a Figura 5.5 pode-se notar um perfil de crescimento na
ingestéo de arsénio na ultima década. Entretanto o As presente nos seres
aguaticos em sua maior parte € composto por formas organicas, mais
facilmente metabolizadas e excretadas pelo organismo humano,
possibilitando a ingestdo segura de peixes tendo em vista 0s niveis

consumidos pela populacao brasileira atualmente.
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5.4 Bioacumulacéo de As(lll) em tilapias

O periodo de aclimatacdo e ensaios de bioacumulacdo ocorreram
no laboratorio de toxicologia do campus, sendo que a mortalidade
registrada para a fase de aclimatacdo foi de 5% e nos ensaios néo foi
observado mortalidade em nenhum dos grupos. Nao houve crescimento
significativo dos peixes durante o periodo de aclimatacdo, e estes ndo
apresentaram doencas nem deformidades. A Tabela 5.5 mostra as
caracteristicas dos peixes que participaram do experimento de
bioacumulacdo. A média dos pesos e comprimentos foi de 100,4 +15,6 g e
15,1 +1,0 cm respectivamente, sem diferenca significativa entre as medidas

dos grupos (p >0,05).

Tabela 5.5 - Caracteristicas fisicas dos peixes utilizados nos ensaios de
bioacumulacéo

Parametros Controle Gl G2 G4 G7 G1l4
Peso (g) 74,6 +257 106,4+215 117,5+26,8 90,6 +21,8 111,6+27,3 101,3+22,7
9 (52 - 118) (83 — 138) (72-138) (70-126) (78-148) (77 - 125)
13,7 +1,6 15,5 +1,3 16,3 +1,4 14,2 +1,5 15,5 +1,6 15,5 +1,3
Comp. (cm)

(12-16) (14-17) (14-17) (12-16) (13-17) (14 - 17)

Os ensaios de bioacumulacdo foram conduzidos por 7 dias de
exposicdo a uma concentracdo de As de 1 ug mL* com base no cenario
experimental descrito por Tsai et al. (2011). Um dos grupos foi transferido
em agua livre de contaminante para um periodo de depuracdo de mais 7
dias. A concentracdo de As medida nas aguas de cada grupo do periodo
de exposicdo foi em média 1,09 +0,19 pug mL?, enquanto que nas aguas
dos grupos controle e depuracédo estiveram abaixo do limite de deteccéo
do método (5 x 10°° pg mL1).

Para as tilapias expostas ao arsénio, as maiores concentracoes
foram determinadas no figado (0,42 — 5,70 ug g*) e estbmago (0,23 — 0,95
ug g1), seguidas das branquias (0,18 — 0,40 ug g?) e filet (0,19 — 0,33 ug
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gl). A Figura 5.6 mostra a distribuicdo do As pelos diferentes tecidos
durante o periodo de 7 dias de exposicéo e mais 7 dias de depuracéo. Perfil
semelhante de distribuicdo foi observado nos tecidos de tilapias cultivadas
em diferentes ambientes (secdo 5.2), demonstrando a capacidade do

estbmago e figado em acumular o contaminante.

Figura 5.6 - Distribuicdo de As pelos 6rgédos de interesse durante os periodos de
exposicao e depuracéo

Il Branquias
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O ensaio de bioacumulacdo visou também a determinacdo das
constantes de absorcdo (ka) e depuracdo (kd), assim como o fator de
bioconcentracdo (BCF) e tempo de meia-vida (t12) da depuracéo apoés a
exposicao de 7 dias ao As(lll). O método para estimar os parametros
toxicocinéticos foi por meio do ajuste da forma integrada da equacéao (2)
para a exposicdo constante da agua contaminada e os dados de

concentracéo determinados utilizando uma regresséo nao-linear. A Tabela



RESULTADOS E DISCUSSAO 61

5.6 resume os parametros toxicocinéticos de arsénio para os 6rgaos alvos

das tilapias calculados a partir dos dados de exposicao obtidos.

Tabela 5.6 — Estimativas das constantes da taxa de absorc¢éo (ka), depuracdo (Ka),
fator de bioconcentracdo (BCF) e tempo de meia-vida (t12) para 6érgdos especificos
de tilapias durante um periodo de 7 dias de exposigcao a As.

Orgdo Alvo ka2 (mL g d?) kq? (d1) BCF® (mL g?) t12° (d)

Estébmago 0,15 +0,04 0,10 +0,18 15 6,93
Figado 0,25 0,07 0,26 +0,12 1,0 2,67
Branquias 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 padréo); °PBCF = ka/kg; °t12 = In2/kgq

O experimento de 7 dias de exposicdo a As(lll) nos tecidos de
interesse apresentou perfis de regressao néo-linear com correlacdes
significativas (r> = 0,89 — 0,98, p <0,05), resultantes do melhor ajuste do
modelo de bioacumulacao “unicompartimental” de primeira ordem (Figura
5.7). As constantes de absorcédo (ka) especificas de cada 6rgado estiveram
na faixa de 0,03 a 0,25 mL g*! d?, enquanto que as constantes de
depuracéo (kd) variaram entre 0,10 e 0,26 d*. Os maiores valores de BCF
foram observados para o estdmago e figado, indicando que estes 6rgaos
especificos tém potencial para acumular As quando expostos a aguas
contaminadas. Diversos estudos laboratoriais descritos na literatura
revelaram que muitos elementos (As, Zn, Cu, Cr, Ni, Hg, Cd e Pb) séo
acumulados em maior guantidade no estémago/intestino/figado do que no
filet (masculo) da tilapia (KUREISHY & D’silva, 1993; LIANG et al., 1999;

TSAI & LIAO, 2006).
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Figura 5.7 — Modelo de anélise por regressao nao-linear
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A constante de absor¢do mais alta ocorreu no figado, seguido do
estdbmago, branquias e filet, respectivamente. O estudo realizado por Tsai
et al. (2006) determinou ordem de ka semelhante, exceto pelo fato de que
0s autores observaram maior constante de absorcéo no sistema digestivo
como um todo (estbmago e intestino), o que pode ter contribuido para um
valor de ka superior ao determinado no figado. No entanto, o presente
trabalho revelou que o estbmago possui a menor constante da taxa de
depuracédo e maior tempo de meia-vida para depuracdo de As entre 0s
orgaos analisados, demonstrando sua maior capacidade em bioacumular
arsénio, o que esta de acordo com os resultados obtidos nas analises

anteriores realizadas em nosso estudo.
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Apesar do figado possuir a maior taxa de absor¢do do contaminante,
0 mesmo também possui a melhor capacidade de depuracdo comparado
aos outros Orgaos, justificado pela maior constante de eliminacdo e menor
tempo de meia-vida para a depuracéo de arsénio, o que pode ser explicado
pela sua habilidade em metabolizacdo e distribuicdo de contaminantes.
Quanto ao filet ou masculo, apesar de representarem a maior biomassa da
tilapia, apresentaram a menor habilidade em absor¢cdo comparado aos
outros tecidos. A Tabela 5.7 mostra uma comparacdo dos resultados

obtidos no presente trabalho com dados observados na literatura.

Tabela 5.7 — Dados comparativos dos pardmetros de bioacumulacdo de As obtidos
na literatura

Espécie/massa do Constante ka  Constante kg BCF Referéncia
peixel/érgdo alvo (mL gtd?) (d?) (mL g™?)
O. mossambicus (As)
35,5 gramas
Sistema digestivo 0,84 0,20 4,2
Figado 0,61 0,20 3,1 Tsai et al.
Branquias 0,31 0,13 2,9 (2006)
Carcaca (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
Figado 3,36 0,17 19,3 Tsai et al.
Branquias 0,07 0,12 0,58 (2012)
Musculo (filet) 0,94 1,75 0,53

O. niléticus (As)
100,5 gramas

Estdmago 0,15 0,10 15
Figado 0,25 0,26 1,0

. Este trabalho
Branquias 0,10 0,22 0,5

Filet 0,03 0,16 0,2




RESULTADOS E DISCUSSAO 64

Um pressuposto inerente ao modelo de primeira ordem aplicado aos
dados obtidos do ensaio de bioacumulacdo é de que as constantes de
absorcdo e depuracdo sao independentes da concentracdo do
contaminante quimico na agua ou no peixe e da duracdo da exposicao
(TSAI & LIAO, 2006; LIAO et al., 2008). Entretanto é possivel observar que
0s peixes utilizados no ensaio de bioacumulac&o do presente trabalho sé&o
cerca de 3 vezes maiores gue as tilapias empregadas em Tsai et al. (2006),
0 que pode explicar os valores de BCF aproximadamente 3 vezes menores
comparados ao estudo em questao.

Estudo anteriores descrevem que a maior taxa de absorcéo de
metais em espécies juvenis esta relacionada a taxas metabdlicas mais altas
e mecanismos insuficientemente desenvolvidos para a eliminacdo de
metais tracos (LIAO et al., 2003). Este fato pode explicar as maiores
constantes de absorcéo apresentadas pelos peixes menores (mais jovens)
em comparacao aos peixes utilizados em nosso trabalho, assim como para
os valores de kq. Estes parametros de bioacumulacdo ndo s6 podem
descrever a capacidade de absorcdo-depuracdo de uma outra espécie de
tilapias, mas também contribuir para o entendimento dos processos

toxicocinéticos do arsénio em seu organismo.
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6. CONCLUSAO

A técnica de ICP-MS empregada no trabalho se mostrou exata e
precisa para as determinacfes de contaminantes tracos, mesmo em
matrizes complexas como as amostras biolégicas analisadas. A exatiddo
do método proposto foi verificada com a andlise de materiais de referéncia
certificados obtendo valores de recuperacdo em 101, 110 e 80% para o
NIST 1640a, NIST 1566b e NRCC DORM-3 respectivamente.

As concentracdes de arsénio determinadas nas tilapias variaram
numa faixa de 0,021 — 0,038 ug g* nos filets, 0,034 — 1,170 ug g* nos
estdbmagos, 0,029 — 0,051 ug g* nos figados e 0,016 — 0,039 ug g* nas
branquias. Levando em consideracdo somente 0s peixes eviscerados,
todos os resultados se apresentaram abaixo dos niveis permitidos pela
Resolucdo RDC N° 42, de 29 de agosto de 2013 (1,0 ug g*) para a porcéao
consumivel do peixe, o filet. Tendo em vista essa por¢cao, a concentracao
média de arsénio foi de 0,030 +0,008 ug g, enquanto que nas visceras
(estdmago, branquias e figado) foi de 0,485 +0,225 ug g, onde pode-se
concluir que as visceras possuem maior habilidade em bioacumular o
contaminante comparado aos musculos.

O trabalho permitiu concluir, também, que o perfil de crescimento no
consumo de peixes por parte da populacao brasileira leva a um aumento
da ingestao de arsénio, levando em consideracdo o consumo de tilapia
especificamente. Entretanto os niveis observados estdo bem abaixo de
todos os valores guias estabelecidos pelos 6rgaos internacionais como
marcos que caracterizam possiveis riscos a saude humana. Além disso,
sabe-se que a maior parte do arsénio presente no organismo do peixe esta
na forma organica e, juntamente ao fato dos peixes serem consumidos
eviscerados, 0s riscos a saude da populacdo sdo minimos.

O ensaio de bioacumulacdo realizado permitiu concluir que o
estbmago e figado da tilapia desempenham um importante papel na

absorcdo e acumulo de arsénio presente em aguas contaminadas. Os
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resultados estéo de acordo com as primeiras andlises realizadas em peixes
coletados em campo. Além disso, o experimento de exposicdo a As
demonstrou que o filet possui baixa habilidade em absorver o contaminante
comparado aos outros 6rgdos, sendo que este tende a permanecer nas
visceras do peixe (estbmago e figado). A estimativa dos parametros
toxicocinéticos se mostrou uma ferramenta Gtil para avaliar a capacidade
de absorcdo e depuracdo de arsénio nos tecidos da tilapia, contribuindo
assim para o melhor entendimento quanto aos processos toxicocinéticos

deste contaminante em tilapias do Nilo.
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